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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย ( ฺBackground and rationale) 

 การติดเชื้อไวรัสเดงกีเปนปญหาที่สําคัญในประเทศไทย โดยประเทศไทยเปน 

hyperendemic area ซึ่งหมายถงึมีอุบัติการณของการตดิเชื้อสูง ของการติดเชื้อไวรัสเดงกี ปจจุบัน

ยังไมทราบพยาธิกาํเนิดของการเกิดโรคไขเลือดออกอยางแนชัด แตเชื่อวาการติดเชื้อไวรัสเดงกี

หลังจากที่หายจากโรคแลวจะไมมีภาวะ persistence คือไมมีไวรัสเดงกีทีม่ีชวีิตหลงเหลืออยูใน

รางกาย มีแตภูมิคุมกันที่เกดิขึ้นภายหลงัจากการติดเชื้อเทานั้น แตก็มีไวรัสที่อยูในกลุม flavivivirus 

บางตัวที่มีความสามารถในการที่จะหลบซอนในรางกายหลงัจากการติดเชื้อครั้งแรก เชนมีการศึกษา

พบไวรัสตับอักเสบซีและไวรัสจบีวีซ(ีGBV-C) ในไขกระดูก ดังนั้นการหาหลักฐานวามีไวรัสเดงกี

หลงเหลืออยูในรางกาย กจ็ะทําใหเขาใจพยาธิกาํเนิดของการเกิดโรคมากยิง่ขึ้น และในปจจุบนัยงัไม

มีรายงานการตรวจหาไวรัสเดงกีโดยวิธทีางชีวโมเลกุล หรือ Reverse Transcriptase- PCR (RT-

PCR) ในไขกระดูก 

 
1.2 คําถามการวจิัย (Research Question) 

คําถามหลัก (Primary Research Question)  สามารถตรวจพบไวรัสเดงกีไดในไข

กระดูกของประชากรกลุมทีน่าจะเคยมีการติดเชื้อไวรัส เดงกีมากอน 

 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจยั (objective) 

 เพื่อศึกษาการตรวจหาไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธ ี RT-nested PCR และศึกษาพยาธิ

กําเนิดของโรคติดเชื้อเดงกีและตอเติมสวนของความเขาใจที่ยงับกพรองเกี่ยวกับ ประเด็นเรื่อง viral 

persistence 

 
1.4 รูปแบบการวจิัย (Research Design) 
 การวิจยันี้เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (Descriptive study) 
 
1.5 สมมุติฐานของการวจิัย (hypothesis) 

 สามารถตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธ ี RT-nested PCR ในผูปวยที่เคยติดเชื้อไวรัส

เดงกีในอดีต 
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1.6 กรอบความคิดในการทาํวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 
 
 
 
 
 

 
          

               

    

   

 
 
  
1.7  การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 

1. ผูปวยที่มารับการตรวจไขกระดูกหมายถึงผูปวยที่มีขอบงชี้ในการตรวจไขกระดูก เพื่อ

การวนิิจฉัยและติดตามการรกัษา 

2. Polymerase chain reaction (PCR)เปนวธิีการสงัเคราะหชิน้สวน DNA อยาง

ตอเนื่องเปนปฏิกิริยาลูกโช สวน RT-nested PCR (Reverse transcription-nested 

polymerase chain reaction) เปนเทคนิคการตรวจ PCR ที่พัฒนาเพื่อเพิ่ม 

sensitivity ของการตรวจ 

 
1.8 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits & Application) 

• เขาใจพยาธิสภาพของการเกิดโรคจากการติดเชื้อเดงกีไวรัสเกี่ยวกับการมี persistence 

• สามารถนําเทคนิคการตรวจหาไวรัสในไขกระดูกเพื่อนาํไปดัดแปลงใชในการตรวจหา

ไวรัสในส่ิงสงตรวจอื่นๆ 
 
 
 

ปจจัยทั่วไป 

• อายุ 

• เพศ 
• ภาวะโภชนาการ 

• ภาวะความเจ็บปวยหรือติดเชื้ออื่นๆ 

• ยา 

ปจจัยจากโรคไขเลือดออกเปน 

primary หรือ secondary infection

ระยะเวลาของโรคในวันที่เก็บสิ่งสงตรวจ 

 

RT-PCR ของ dengue virus 
ส่ิงสงตรวจ 

วิธีการทํา RT-PCR 
วิธีเก็บ 

อุณหภูมิที่เก็บสิ่งสงตรวจ  
ระยะเวลากอนถึงหองปฏิบัติการ 

lab เดียวกัน 

คนทําคนเดียวกัน  

contamination ใน lab 
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บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรม, เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 
 

2.1 ความรูพืน้ฐานและระบาดวิทยาเกี่ยวกบัเชื้อไวรสัเดงก ี
 เชื้อไวรัสเดงก ี (Dengue virus) เปนหนึ่งใน single-stranded RNA virus ที่อยูใน family 

Flavivirida มีทั้งหมด 4 ซีโรไทป (DEN-1, DEN-2, DEN-3 และDEN-4) พบการระบาดครั้งแรก ใน

ประเทศฟลิปปนสในป พ.ศ. 2497 หลังจากนั้นพบวามกีารระบาดในประเทศตาง ๆ ทกุทวีป 

โดยเฉพาะประเทศในเขตรอน (รูปภาพที ่2.1 ) ในประเทศไทยพบการระบาดครั้งแรกในป พ.ศ. 2501 

[1] โดยมีแนวโนมของจํานวนผูปวยติดเชือ้ไวรัสเดงกีเพิม่มากขึน้ทกุๆป ตั้งแตที่มีการ ระบาดในทั่ว

ทุกภูมิภาคของประเทศ ยกเวนในป พ.ศ.2542-2543 ซึ่งมีจาํนวนผูปวยลดลง อยางมากเนื่องจากมี

โครงการรณรงคอยางจริงจงั [2] (รูปภาพที ่ 2.2 ตารางที ่ 2.1 ) โดยซีโรไทปทีพ่บมากในประเทศไทย

ไดแก DEN-1, DEN-2 และ DEN-3 

 
Biology of dengue virus 
 Dengue virus เปน RNA ไวรัส การเกิดโรคจากไวรัสในกลุม flavivivirus สวนใหญการติด

เชื้อเกิดผานจากแมลงมายงัมนุษย ไวรัสทีอ่ยูในกลุมนีท้ี่เปนที่รูจกัดีไดแก yellow fever, Japanese 

encephalitis, St Louis encephalitis, tick-borne encephalitis viruses 

 ดังที่กลาวมาแลววา dengue virus สามารถแบงกลุมทาง serology ไดเปน 4 serotype คือ 

DEN-1, DEN-2,DEN-3 และ DEN-4 โดยที่ไวรัสทัง้ 4 ชนิดจะมีความแตกตางกนัทาง serology 

เนื่องจากมีความแตกตางของ envelope protein และพบวา ไวรัส DEN-1 และ DEN-3 มีความ

ใกลเคียงกนัมากกวา serotype อ่ืน 

 
Immune response ในโรคติดเชื้อ dengue 
 Dengue virus ประกอบดวย viral protein 10 ชนิด ไดแก membrane pretein (M), 

envelope glycoprotein(E), core , และ non-structural(NS) protein อีก 7 ชนิด 

มีการศึกษา antibody ทีต่อบสนองตอการติดเชื้อไวรัสเดงกี พบวา anti E- antibody ตรงสวน 

envelope protein domain III (E-D3) ที่เปน conserve region ของ flavivivirus เปนสวนที่ม ี

ความสาํคัญตอ infectivity ของ dengue virus ทุก serotype โดยที ่ antibody ตอสวนนี้จะมีผลทํา
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ใหปองกนั การติดเชื้อเดงกีได โดยยับยัง้ binding ของไวรัสกับเซลล และ neutral viral infectivity 

นอกจากนีย้ังมี cross-reactivity ระหวาง serotype ตางๆ ที่จะปองกนัการติดเชื้อไวรัสเดงกีในหน ู

 NS1 เปนโปรตีนที่ถกูสรางและปลอยออกมานอกเซลลมีการติดเชือ้ใหเขาไปอยูในกระแส

เลือด antibody ตอ NS เปนตัวที่สําคญัที่ทาํใหเกิดปรากฏการณ complement-mediated lysis of 

DV-infected cell ใน vivo ในขณะเดียวกนั antibody นี้เองก็มีผลทําใหเกิด endothelial injury 

NS3 เปน antigen ที่สําคัญที่เปนตวักระตุน กลไกการอกัเสบโดยผาน antigen presenting cell แลว

มีการกระตุน dengue-specific CD4 และ CD8 T cell เปนผลทาํให มีการหลัง่ interferon gamma, 

beta และ alpha ทั้งหมดนีจ้ะทําใหเกิดการ lysis ของ dengue-infected cell ในที่สุด 

โดยสรุปพบสวามกีารตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อเดงก ี โดยผายหลายกลไก ในชวง

แรกการมีกระตุน B cell, NK cell และ IgM สวนชวงหลงัมีการกระตุน interferon gamma และ IgG 

จะมีผลในชวงหลัง สวนในระยะยาวยังไมมีขอมูลที่มากเพียงพอ 

 การติดเชื้อไวรัสเดงกีซีโรไทปหนึง่ ๆ จะทําใหรางกายมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกซีีโรไทป 

นั้น ๆ อยางถาวรไปตลอดชีวิต (homotypic immunity) แตจะมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีซีโรไทปอ่ืน 

(heterotypic immunity) และปองกนัการติดเชื้อขามไปยังเชื้อซีโรไทปอ่ืนไดชั่วคราวในชวงระยะเวลา

ประมาณ 3-12 เดือน 

 
Target cells ของ dengue infection 
 โดยทัว่ไปหลังจากที่ไดรับเชื้อจากการที่ถกูยุงกัด จะมีการแบงตัวที่เนื้อเยื่อใตผิวหนัง จากนัน้

เชื้อก็จะเขาไปที่ตอมน้าํเหลอืงและมีการแบงตัวกระจายไปตามเลือด (dissemination) จากนัน้เชื้อ

จะเขาไปอยูตามอวยัวะตางๆ [3] ในชวงนี้จะเปนชวงที่เร่ิมมีไขเชือ้ที่เขาไปอยูใน กระแสเลอืด 

สามารถเขาไปอยูในเซลลตางๆ [4] ไดแก peripheral blood mononuclear cell (PBMC) โดย 

dengue สามารถที่จะอยูไดทั้งใน monocyte และ B lymphocyte นอกจากนีจ้ะสามารถตรวจพบ 

dengue virus ในอวัยวะตางๆทีม่ี cell ดังกลาว จากการตรวจศพผูปวยที่เสียชีวิต จากโรค

ไขเลือดออก จะพบไวรัสที่เนื้อเยื่อตางๆไดแก spleen, thymus, Kupffer cells, monophagocyte 

cells ของผิวหนัง, circulating monocytes, บางสวนของ B-cells และบนผิวของเกรด็เลือด 

การตรวจพบดงักลาวเปนการตรวจดวยวิธ ีviral isolation หรือ antigen detection ดังตาราง 2.2 [5] 
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Location of viral genome in tissues or cells 
 มีการตรวจพบ virus ใน plasma, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) โดย

ตรวจพบทัง้ infectious virus และ viral antigen เชื่อวา cell สวนใหญที่มีสวนในการแบงตวัของ

ไวรัสไดแก monocyte สวนใน B-lymphocyte พบไดบาง 

มีการศึกษาในหองทดลองทีพ่บวา dengue virus สามารถที่จะ ติดเชื้อใน human cell line ได 23 

cell line ในจํานวนนี้ประกอบดวยทัง้ B cell line และ T cell line 

สวนในไขกระดูก มีการตรวจพบวา stromal cells ในไขกระดูกมี dengue antigen และเชื่อวาอาจจะ

เปนสวนที่ ทําใหมี viral replication และ bone marrow suppression ในชวง acute dengue 

infection [6,7] 

 
Immunopathogenesis of dengue infection 
 เชื่อวาการเกิดโรคและพยาธสิภาพใน dengue infection สวนหนึง่เปนจาก การที่ระบบภูมิ

คุม กันของรางกายตอบสนองตอ virus ทีเ่ปน antigen 

หนาทีห่ลักของ antibody response ใน dengue infection ไดแก 
Neutralization 
Complement-mediated cytolysis 
Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

 Antibodies ตอ dengue virus รวมกับ antigen เปน antigen-antibody complex หลังจาก

นั้นมกีารกระตุน CD4+ T cell แลวมีการสราง IL-2, TNF gamma, จะกระตุนใหมีการสราง Fc 

gamma receptor ซึ่งจะชวยเกิด antibody-dependent enhancement of infection หลังจากที่มี

การเพิม่จํานวน monocyte ที่มีการติดเชื้อ dengue ก็มกีารกระตุนและสราง dengue virus-specific 

T cell การที่มกีารเพิม่และกระตุน T cell ก็จะทาํใหมีระดบัของ lymphokines สูงชึน้อยางมาก 

 
Antibody-mediated immunity to dengue virus infection 
 พบวากลไกของการปองกนัการติดเชื้อเดงกปีระกอบไปดวย virus neutralization, 

complement lysis และ antibody-dependent cellular toxicity 

จากการทดลองในหนพูบวา monoclonal antibody ตอสวนที่เปน protein E และ pre-M ของไวรัส

เดงก ี สามารถที่จะปองกนัการติดเชื้อเดงกีซ้ําได ไดมกีารทดลองโดยใช pre-M antibody จาก 

antibody หาชนิด พบวาสอง antibody สามารถทีจ่ะ neutralize ไวรัส และ สามารถที่จะ fix 

complement ไดที่ความเขมขนของ antibody ต่ําๆ สอง ชนิดสามารถที่จะ fix complement เพียง

อยางเดยีว และหนึ่ง antibodyที่เหลือ ไมสามารถมี reactivity 



 

 

6 

Persistent infection in dengue virus 
 ไวรัสในกลุม flavivivirus มักจะไมมีการติดเชื้อแบบ persistence แตอยางไรก็ตามกม็ี

ทดลองที่พบวา Japanese encephalitis virus และ Westnile virus สามารถที่จะ ติดเชื้อและม ี

persistence ไดใน vivo สวนใน dengue virus เองก็ไดมีการทกลองพบวาสามารถทาํใหเกิด 

persistent infection ไดใน cell หลายชนดิ ไดแก Epstein-Barr virus (EBV)-transformed human 

lymphoblastoid cell line, Raji cell [8] 

 
โดยทั่วไปไวรสัสามารถทีจ่ะใชกลไกทีท่าํใหเกิด persistent infection ได 2 วิธไีดแก 

1. มีการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลที่อยูที่บริเวณผิวหนาของเซลล เพื่อที่จะหลบจากการจดจํา 

ของระบบภูมิคุมกันของรางกาย 

2. มีการเปลี่ยนแปลง gene expression เพื่อที่จะใหมีการแบงตัวทีช่าลง เปน nonlytic 

 replication สาเหตทุี่ virus ในกลุม flavivivirus สามารถที่จะแบงตัวและเกิด persistence 

 นั้นมหีลักฐาน จากการใช model ของ virus ในกลุมนี้ ไดแก 
 
Tick-borne encephalitis 
 Strain ที่แตกตางกนัของไวรัส TBEV มีผลตอการเกิด persistent infection ที่แตกตางกัน 

และ cell บางชนิดเองกม็ีความจาํเพาะ ตอการติดเชื้อแตกตางกนั ไวรัสที่มีความผิดปรกตทิาง

โครงสรางที ่ตําแหนง prM, E genes and NS1, gene fragments เปนไวรัสที่มีความสามรถที่จะเกิด 

viral persistence มีการเปรยีบเทยีบการตดิเชื้อ TBEV ใน human kidney cells ในระยะ acute กบั 

chronic infection ในไวรัสที่มีการเกิด persistence มีการเปลีย่นแปลงของ NS1 และ E 

glycoprotein ซึ่งเปน surface glycoprotein ของไวรัส [9] 

 
Model ของการตรวจพบ Flavivirus ในไขกระดกู 
 ไวรัส GBV-C ถูกคนพบในป ค.ศ.1995 เนื่องจากมีลกัษณะทางโครงสราง ที่คลายกับไวรัส 

hepatitis C ถึง 95% ขณะนั้นผูที่คนพบคิดวาไวรัสนี้เปนไวรัสชนิดเดียวกับ ไวรัสตับอักเสบ จงึไดถูก

เรียกอีกชื่อวา hepatitis G virus แตภายหลงัพบวาไวรัสนี้ไมได เปนสาเหต ุ ของการเกิดโรคตับ

อักเสบ จงึทาํใหปจจุบนันยิมเรียกวา GBV-C มากกวา 

 ในชวงที่มกีารคนพบไวรัสนี้ใหมๆ เนื่องจากยังคิดวาเปนไวรัสที่คลายกบัไวรัส HCV จึงมีผูที่

พยายามทาํการศึกษาเกี่ยวกับประเด็น extra-hepatic manifestations ของไวรัสนีว้าเหมือนกับ  
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ไวรัส HCV หรือไม ตอมากพ็บวาสามารถที่จะตรวจพบ GBV-C ไดใน peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC), และตรวจพบไวรัสนี้ไดในไขกระดูก, มาม และตอมน้ําเหลือง โดยวิธ

การยอม antigen ของไวรัส [10,11] 

 ในป ค.ศ. 1998 ไดมีการทดลองหา GBV-C ในไขระดูกรวมกับการใช strand-specific 

reverse transcriptase-polymerase chain reaction (Tth-based strand-specific assay) พบวา 

ทั้ง HCV และ GBV-C มี active replication ในไขกระดูกของผูปวยโรคเลือด ทีเ่ขามารับการเจาะ

ตรวจ ไขกระดูก [12] มีหลักฐานที่สนบัสนนุวา GBV-C เปน lymphotrophic virus จึงสันนิษฐานวา

ไวรัสสามารถ ที่จะแบงตัวไดในเซลลดังกลาวและสามารถตรวจพบ GBV-C ไดในอวัยวะตางๆอยุใน 

reticuloendothelial system 

 ในชวงที่มกีารระบาดของการติดเชื้อไวรัส HIV ไดมีการศึกษาเกีย่วกับบทบาทของ GBV-C 

ไวรัส HIV เนื่องจากเปนไวรัสที่มีคุณสมบัติที่จะติดเชื้อใน CD4 positive T cell เหมือนกัน และมี

การศึกษา in vitro ที่พบวาเมื่อเซลล CD4 positive T cell มี GBV-C อยูกอนเมื่อมกีารติดเชื้อ HIV 

เขาไปในเซลลเดียวกนัจะทําให การแบงตัวของไวรัส HIV ลดลง [13,14] ซึ่งการคนพบดังกลาวแสดง

ใหเหน็วานอกจากไวรัส GBV ในเซลลแลวยังสามารถ ทําใหเกิด interaction ระหวางตัวมนัเองกับ

ไวรัสอ่ืนๆที่ติดเชื้อเขาไปในเซลลเดียวกนั 
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2.2 อาการ/อาการแสดงของโรคเชื้อไวรสัเดงกี 

 โรคติดเชื้อไวรัสเดงกีเปนโรคติดตอจากคนไปสูคนโดยมีแมลงคือยุงลายเปนพาหะ ยุงลาย

ชนิดที่มีความสําคัญในทางระบาดวิทยาคอื Aedes aegypti ซึ่งเปนยุงที่ออกหากนิ ดูดเลือดคนใน

เวลากลางวนั โดยเชื้อไวรัสเดงกีจะแบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น และในที่สุดจะไปอยู ในตอมน้ําลาย

ของยุงตัวเมียที่ดูดเลือดของผูปวยที่มีเชื้อไวรัสเดงกีอยูในกระแสโลหิต ยุงที่มีเชื้อ ไวรัสอยูจะสามารถ

แพรเชื้อไดตลอดชวงชีวิตของมัน 

 ระยะฟกตัวของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีอยูในชวงระยะเวลา 3-15 วัน โดยเฉลี่ยประมาณ 7 วัน 

ผูปวยสวนใหญจะไมมีอาการ สวนในรายทีม่ีอาการนัน้สามารถมีอาการได 4 รูปแบบดังตอไปนี ้

(รูปภาพที่ 2.3) 
1. ไขทัว่ ๆ ไปหรือกลุมอาการติดเชื้อไวรสั (undifferentiated fever or viral 

syndrome; UF) เปนกลุมอาการที่มีลักษณะเหมือนกบัการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่น ๆ 

ไมสามารถแยกกันไดจากอาการและอาการแสดงทางคลนิิก คือมีไขสูงเฉียบพลัน 

โดยอาจจะมีผืน่ maculopapular รวมดวยหรือไมก็ได อาการในกลุมนี้มักพบในเดก็

เล็ก 

2. ไขเดงก ี (dengue fever; DF) ผูปวยจะมีอาการไขสูงเฉียบพลัน ปวดศีรษะมาก 

ปวดรอบกระบอกตา ปวดเมื่อยกลามเนือ้ ปวดกระดูกอยางรนุแรงที่เรียกวา “break 

bone fever” การทดสอบทนูิเกตใหผลบวก (positive tourniquet test) สวนใหญจะ

ตรวจพบเม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดต่ํา อาการในกลุมนี้มกัพบในเด็กโต และ

ผูใหญ 

3. ไขเลือดออกเดงกี (dengue hemorrhagic fever; DHF) อาการและอาการแสดง

เหมือนกับไขเดงก ี (dengue fever) รวมกับมีการรั่วของพลาสมา ทําใหตรวจพบ

การเพิม่ข้ึนของ Hct อาจตรวจพบน้ําในชองเยื่อหุมปอดโดยเฉพาะชองเยื่อหุมปอด

ขางขวาจากการตรวจรางกายหรือจากภาพเอ็กซเรยปอด บางรายอาจตรวจพบน้าํ

ในชองทองได ความรนุแรงของอาการในกลุมนี้มีความสัมพนัธกับการติดเชื้อไวรัส

เดงกีคร้ังที่สอง (การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมิ - secondary dengue infection) ซึ่ง

เปนการติดเชื้อไวรัสเดงกีทีต่างซีโรไทปกบัการติดเชื้อครั้งแรก (การตดิเชื้อไวรัสเดงกี

ปฐมภูมิ – primary dengue infection) และจะมีแนวโนมที่จะมีความรุนแรง

มากกวาการตดิเชื้อครั้งแรก ยกเวนในเดก็เล็กที่มีอายุต่ํากวา 1 ขวบซึ่งยงัมีภูมิคุน

กันตอเชื้อไวรัสเดงกีที่ไดรับจากมารดาซึ่งเคยติดเชื้อไวรัสเดงกีมากอนและภูมิคุมกัน
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ดังกลาวยงัหลงเหลืออยูโดยที่ไมสามารถปองกันการติดเชื้อแกเด็กได แตจะทาํให

เกิดอาการของการติดเชื้อไวรัสเดงกีที่รุนแรงได 
 การดําเนินโรคของไขเลือดออกเดงกีแบงออกเปน 3 ระยะดังนี ้
 ระยะที่ 1 ระยะไข (febrile stage)  
 ไขจะสูงเฉียบพลันและจะสงูลอยประมาณ 2-7 วัน ไม ตอบสนองหรอืตอบสนองตอยา

 ลดไขเพียงเลก็นอย รวมกับมีอาการปวดศีรษะ ปวด เมื่อยกลามเนือ้และกระดูก 

 หนาแดง จกุเสียดแนนทองบริเวณลิ้นป ตบัโตกดเจ็บ  คลื่นไสอาเจียน ผลทดสอบทูนิ

 เกตใหผลบวก เลือดออกตามอวัยวะตาง ๆ เชน เลือด กําเดาออก ถายอุจจาระเปนสี

 ดํา ผื่น petechiae ขึ้นที่ผวิหนัง เปนตน 
 ระยะที่ 2 ระยะวิกฤต/ช็อก (shock stage)  
 เกิดพรอม ๆ กับชวงที่ไขลดลงอยางรวดเรว็ เกิดในชวงระยะเวลาประมาณ 24-48 ชั่วโมง 

 ผูปวยสวนใหญมักจะเขาสูระยะนี้หลงัจากปริมาณเกร็ดเลือดต่ําลงประมาณ 12-24 ชั่วโมง

 [15] ถามีการรั่วของพลาสมามากจะทําใหผูปวยมีความดันโลหิตต่ําและช็อกได 
 ระยะที่ 3 ระยะฟนตัว (convalescent stage)  
 มีการหยุดการรั่วของพลาสมารวมกับอาการโดยทั่ว ๆ ไปของผูปวยที่ดขีึ้น ผูปวยจะม ี ความ

อยากอาหารมากขึ้น ปสสาวะออกมากขึ้น หัวใจเตนชาลง อาจมีผ่ืนขึน้บริเวณลําตัว  แขนขา ซึง่เปน

ผื่นที่มีลกัษณะเฉพาะสําหรบัโรคนี้ เรียกวา “convalescent rash” โดยจะ เห็นมีลักษณะเปนวง

เล็ก ๆ สีขาวกระจายอยูบนพื้นแดงซึง่เปน petechial rash ที่ข้ึน รวมกัน 

ความรุนแรงของไขเลือดออกแดงกี แบงออกเปน 4 ระดับ (grade) ดังนี ้(รูปภาพที ่2.4) 

ระดับ 1 (grade I) ผูปวยมีไข รวมกับการทดสอบทูนิเกตใหผลบวก โดยที่ไมพบ

 มีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ และ/หรือ มีจ้ําเลือดขึ้นไดงายจากการโดนกระทบกระแทก 

 (easy bruising) 

ระดับ 2 (grade II) ผูปวยมีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ เอง (spontaneous 

bleeding) 

 ระดับ 3 (grade III) ผูปวยมีความดันโลหิตต่ํา, ชีพจรเบาเรว็, pulse pressure แคบ 

 (นอยกวา 20 มม.ปรอท), ช็อก 

 ระดับ 4 (grade IV) ผูปวยมีภาวะช็อกอยางรุนแรง (profound shock), คลําชีพจร

 ไมได, วัดความดันโลหิตไมได 

 



 

 

10 

4. ไขเดงกชี็อก (dengue shock syndrome; DSS) คือกลุมอาการไขเลือดออกเดงกี 

(dengue hemorrhagic fever) ที่มกีารรั่วของพลาสมามากจนทําใหผูปวยมีภาวะ

ช็อก คือไขเลือดออกเดงกทีี่มรีะดับความรุนแรง 3 หรือ 4 นั่นเอง 

 
2.3 การเปลี่ยนแปลงทางหองปฏิบัติการทีส่ําคัญ 

2.3.1 การตรวจนับเม็ดเลือด (CBC) ระดับ Hct จะสูงขึ้นจากการที่ผูปวยมีภาวะแหงน้ํา

เนื่องจากรับประทานไดนอย ไขสูง รวมกับมีการรั่วของพลาสมา โดยมกัจะเกดิในวนั

เดียวกนัหรือภายหลงัจากวนัที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดลดลงต่ําที่สุด ซึ่ง

มักจะพบในระยะกอนไขลง ใกลที่จะเขาสูระยะวกิฤต/ช็อก สวนในรายที่ระดับ Hct 

ต่ําลงควรทีจ่ะพยายามคนหาวามีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ โดยเฉพาะอวัยวะ

ภายในชองทองหรือไม หรือผูปวยอาจมีภาวะเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) จาก

โรคเลือดบางอยางเชน โรคธาลาสซเีมีย ฮีโมโกลบนิเอช เปนตน ปริมาณเม็ดเลือด

ขาวในชวงแรกอาจปกตหิรือสูงกวาปกติเล็กนอย แตประมาณจะลดลงในชวงเวลา

ตอมา โดยอาจจะลดลงอยูในชวง 1,000-2,000 ตัว/ลบ.มม. ได รวมกับมกีาร

เพิ่มข้ึนของเมด็เลือดขาวชนดิ lymphocyte และจากการตรวจดูเสมียรเลือด 

(peripheral blood smear) อาจพบวาลกัษณะของ lymphocyte จะเปน atypical 

lymphocyte ชนิด plasmacytoid ไดสูงถึง 10-35% สวนปริมาณเกร็ดเลือด

สามารถลดลงต่ํากวา 20,000 /ลบ.มม. ได[16] 

2.3.2 การตรวจการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (ESR) จะปกติในชวงที่มีไข และจะ

ลดต่ําลงในชวงระยะวิกฤต/ช็อก ซึ่งอาจนํามาใชชวยในการแยกโรคกับการติดเชือ้

แบคทีเรียในกระแสเลือด (bacterial sepsis) ได 

2.3.3 การทดสอบทูนิเกต (tourniquet test) ทําโดยการใชเครื่องวัดความดันโลหิตรัดที่

ตนแขน ข้ึนความดันใหอยูกึ่งกลางระหวางความดัน systolic และความดัน 

diastolic คางไวเปนเวลาประมาณ 5 นาท ีแลวอานผลหลังจากคลายความดนัที่รัด

ไวแลวประมาณ 1 นาที โดยแปลผลวา ”บวก” ถามจีุดเลือดออก (petechiae) 

มากกวา 10-20 จุด/ตารางนิ้ว[15,18] โดยมีความไว (sensitivity) ของวันที่ 1, 3 

และ 5 ของโรคอยูที่ 53.3%, 90.6% และ 98.7% ตามลําดับ ความจาํเพาะ 

(specificity) ของวันที ่ 1, 3 และ 5 ของโรคอยูที ่ 75.8%, 77.8% และ 74.2% 

ตามลําดับ[18] 



 

 

11 

2.3.4 การตรวจการแข็งตัวของเลือด (coagulogram) จะตรวจพบวาคา PT และ PTT 

ยาวกวาคาควบคุมได โดยทีค่า PTT จะมีการเปลี่ยนแปลงมากกวา เกิดจากการที่

การทาํงานของตับบกพรอง รวมกับมีภาวะ DIC 

2.3.5 การตรวจการทํางานของตับ (liver function tests) ผูปวยสวนใหญสามารถ

ตรวจพบการเพิ่มข้ึนของระดับ transaminase enzymes โดยที่ระดบั AST จะเพิม่

สูงกวาระดับ ALT ผูปวยมกัไมคอยมีอาการตาตัวเหลอืง นอกจากจะมี

ภาวะแทรกซอนคือมีภาวะตับวายอยางรุนแรง (fulminant hepatic failure) หรือมี

ภาวะเม็ดเลือดแดงแตกในผูปวยที่มีโรคเลอืดบางชนิดอยูแลว เชน โรคธาลาสซีเมีย 

ฮีโมโกลบนิเอช และโรคขาดเอนไซม G-6-PD เปนตน 

2.3.6 ภาพเอ็กซเรยปอด (chest X-ray) จะพบน้ําในเยื่อหุมปอดไดในระยะที่มีการรั่ว

ของพลาสมา โดยเฉพาะชองเยื่อหุมปอดขางขวา 
 

2.4 การวินิจฉัยโรคไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อก 

 การวนิิจฉัยโรคไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อก (DHF/DSS) นั้นอาศยัอาการทาง

คลินิกและการเปลี่ยนแปลงทางหองปฏิบตัิการเบื้องตนตามเกณฑการวินิจฉัยตามองคการ

อนามยัโลก (WHO) โดยใชเกณฑอาการทางคลนิิก 2 ขอแรกเปนหลัก รวมกับเกณฑการตรวจ

ทางหองปฏิบตัิการอยางนอย 1 ขอ เกณฑดงักลาวนีช้วยใหแพทยสามารถวินิจฉยัโรค

ไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อกไดตั้งแตในระยะแรกของโรค กอนที่ผูปวยจะเขาสูภาวะ

ช็อกเต็มข้ันได ดังนัน้จงึเปนเพียงการวินิจฉัยเบื้องตน (provisional diagnosis) เทานัน้[17] 
อาการทางคลินิก 

1. ไขสูงเฉียบพลนั (2-7 วัน) 

2. อาการเลือดออก (นับรวมถงึผลบวกจากการทดสอบทนูิเกตดวย) 

3. ตับโต (มักกดเจ็บรวมดวย) 

4. มีภาวะช็อก 
การตรวจทางหองปฏิบัติการ 

1. ปริมาณเกร็ดเลือด < 100,000/ลบ.มม. 

2. มีการเพิ่มข้ึนของ Hct > 20% เมื่อเทียบกับคาปกติเดมิ หรือคาเฉลีย่ปกติสําหรับ

อายุและเพศของประชากรนัน้ ๆ 
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2.5 การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการเพื่อยืนยันการวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกี 
การตรวจทางน้ําเหลือง (Serologic diagnosis) 

 คือ การตรวจหา antibody ตอเชื้อไวรัสเดงกี ซึ่งมีอยูหลายวธิีที่ใชในปจจุบัน แตวธิีที่ไดัรับ

ความนิยมใชกันในหองปฏิบัติการทัว่ ๆ ไปคือวิธี ELISA และ HAI ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

ขอเสียของการตรวจหา antibody คือสามารถมีปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ไดระหวาง 

flavivirus ดวยกันเชน Japanese encephalitis virus (JEV), St. Louis encephalitis virus, West 

Nile virus ซึ่งจะทาํใหมีปญหาในการแปลผล 

ในพืน้ทีท่ี่มีเชือ้เหลานี้อยูดวย สําหรับในประเทศไทยก็จะมีปญหา ในการแปลผลเพือ่แยกจากการติด

เชื้อ JEV ผูปวยสวนใหญจะมี IgM ขึ้นภายหลงั จากมีไขประมาณ 2-4 วัน IgM จะเพิ่มข้ึนและคงอยู

ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ ประมาณ 3-6 เดือน สาํหรับการติดเชื้อแบบทุติยภูมินั้นจะพบการเพิม่ข้ึนของ 

IgG กอน IgM ถึงแมวาจะเปนการติดเชื้อไวรัสเดงก ีserotype ที่ตางจากเดิมก็ตาม (รูปภาพที ่2.5) 

 การตรวจทาง serology สําหรับ dengue virus จะคอนขางสลับซบัซอน ในการแปลผล 

เนื่องมาจาก 

1. ผูปวยอาจจะมีการติดเชื้อหลายครั้ง โดยไวรัสเดงกี 4 subtype* ไดเนื่องจากไมมีการ 

cross-protection ของ neutralizing antibodies 

2. ในบางพืน้ทีท่ีม่ีการระบาดของเชื้อไวรัสในกลุม flaviviviruses อ่ืนๆ ก็จะมี ผลการตรวจลวง

เนื่องจากรางกายมีการสราง antibodies ตอ flaviviruses เหลานี้เหมือนกนั 

3. IgG antibodies มีความสามารถที่จะทําใหเกิดการ cross-reactivity ตอ homologous 

และ heterologous flavivirus antigen 

4. หลังจากที่มีการติดเชื้อครั้งกอนรางกายจะมีการสราง antibodies อยูไดนาน 

 
การตรวจหา antibody ตอเชื้อไวรสัเดงกีมีหลายวิธดัีงตอไปนี้ 

1. Hemagglutination-inhibition test (HAI หรือ HI) 
หลักการของการตรวจโดยวธิีนี้ก็คือ antibodies ตอ dengue virus สามารถที่จะยบัยั้งการ

ทําใหเม็ดเลือดแดงตกตะกอน วิธนีี้จะเปนวิธทีี่เตรียมไดงายและรวดเร็ว ข้ันตอนตองมกีาร

เตรียมสารทีย่บัยั้ง non-specific inhibitor ตางๆ ดวยการเติม acetone หรือ kaolin และ

เติม type O red blood cells เพื่อ remove non- specific inhibitor of agglutinins ขอเสีย

ของวิธนีี้คือ ตองใชการเปรยีบเทยีบ 2 serumในระยะเวลาทีห่างกนั การตอบสนองของ

ระดับ antibody ตอการติดเชื้อ dengue virus ในกรณีที่เปน primary infection จะมีระดับ

ของการตอบสนองโดย antibodies จะสูงขึ้นชาๆ และอยูระดับตํ่าๆ สวนกรณีที่เปน 



 

 

13 

secondary infection การตอบสนองจะรวดเร็วและขึ้นสูง ในกรณีที่เปน primary infection 

ระดับของ antibodies response นอยกวา 1:2,560 แตถา เปน secondary infection ระดับ

ของ antibodies titer ควรจะมากกวา 1:2,560 

เนื่องจากเชื้อไวรัสเดงกีเปนไวรัสที่มีสาร hemagglutinin ซึ่งมีคุณสมบัติทําใหเม็ดเลอืดแดง

เกิดการเกาะกลุมกัน จงึใชคณุสมบัตินี้ในการหา antibody ตอเชื้อไวรัสโดยดูการยบัยั้งการ

เกิดการเกาะกลุมกันของเม็ดเลือดแดง หลังจากผสมซีร่ัมของผูปวยที่เจือจางเปนความ

เขมขนตาง ๆ กับสาร hemagglutinin การแปลผลนั้นอานออกมาเปนคา titer ของซีร่ัมที่

สามารถยับยัง้การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ แตตองแปลผลโดยใชซีร่ัม

สองครั้งที่เจาะหางกนัอยางนอย 7 วนั (ตารางที ่ 2.3) วธิีนี้ในปจจุบันยังถือวาเปนมาตรฐาน 

(gold standard) ในการวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ี เปนวิธทีี่สามารถแยกการติดเชื้อไวรัส

เดงกีปฐมภูมแิละทุตดิยภูมไิด แตไมสามารถบอกไดวา antibody ที่ข้ึนนัน้เปนชนิด IgG หรือ 

IgM วิธีนี้สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัสเดงกีไดสําหรับการติดเชื้อแบบปฐมภูมิ สวน

การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมินั้นไมสามารถบอก serotype ไดเนื่องจากเมื่อมีการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีซ้ําดวย serotype อ่ืน จะมีการกระตุนใหมีการสราง antibody ตอเชื้อไวรัสเดงก ี

serotype เดิมใหสูงขึน้ เพราะเชื้อไวรัสเดงกีทัง้ 4 serotypes มี antigen บางสวนที่

เหมือนกนั เรียกปรากฏการณนี้วา “doctrine of original antigenic sin” 

2. Plaque reduction neutralization test (PRNT) เปนวธิีที่มีความไวและความจาํเพาะมาก

ที่สุดเมื่อเทียบกับการตรวจทางน้ําเหลืองชนิดอื่น ๆ สามารถแยก serotype ในการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีปฐมภูมิได[20]แตเปนวิธทีี่มีขัน้ตอนยุงยากในการทําและเปนวิธทีี่ใชเวลาในการ

ทํานาน จึงไมเปนที่ใชแพรหลายในปจจุบนั ใชหลักการลดการเกิดการเกาะกลุมกนั (plaque 

formation) ของเซลลเพาะเลี้ยงที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี หลงัจากนาํเชื้อไวรัสเดงกีไปผสมกับซีร่ัม

ของผูปวย การแปลผลนั้นอานเปนคา titer ของซีร่ัมทีส่ามารถลดจาํนวน plaque ได 50-

90% [21,22] 

3. Complement fixation test (CF) เปนการทดสอบที่อาศัยหลักการทีว่า complement จะถกู

นําใชถามกีารจับกันระหวาง antigen กับ antibody ทําใหไมมีปริมาณ complement เหลือ

มากเพียงพอที่จะทําใหเกิดการแตก (hemolysis) ของเม็ดเลือดแดงที่จับกับ antibody กับ

เม็ดเลอืดแดง วิธีนีเ้ปนวิธทีี่มคีวามจาํเพาะสูง เปนวิธทีี่สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัส

เดงกีสําหรับการติดเชื้อแบบปฐมภูมิได แตวิธีการทํายุงยาก และ antibody ขึ้นชากวา 

antibody ที่ทดสอบไดโดยวิธี HAI [23] 
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Enazyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) เปนการทดสอบที่มีความสะดวก 

รวดเร็ว และงายกวาสามวธิกีารทดสอบทางน้ําเหลืองขางตน มีความไวและความจาํเพาะสงู 

เปนวธิีที่สามารถแยกชนิดของ antibody ระหวาง IgG และ IgM ได สามารถแยกการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีปฐมภูมิและทุติยภูมิได รวมทั้งยังสามารถแยกการติดเชื้อ JEV ได 

หลักการของ ELISA คือ การจับคูกันระหวาง antigen กบั antibody ดังนัน้การตรวจโดยวิธี

นี้จะสามารถทีจ่ะ detect ไดทั้ง antigen และ antibody ที่อยูในตวัอยางสงตรวจ 

 
ขั้นตอนของการทาํ ELISA มีดังนี้ 

1. ในกรณีที่เปนการตรวจหา antibody ก็จะใช antigen ที่เตรียมไว โดยที่ antigen จะเคลือบอยู

บนผิวของ หลมุ 

2. เติมส่ิงตัวอยางที่ตองการทดสอบลงไปในหลุมที่ม ี antigen coat อยู หากม ี antibody ที่

ตองการหาอยูในตัวอยางกจ็ะเกิดการจับกนัของ antibody ที่อยูในสงสงตรวจกับ antigen ที่

อยูในหลมุ 

3. ทําการลางเอาสวนของ antibody ที่ไมตองการออก ทําใหเหลืออยูแต antigen-antibody 

complex 

4. เติม antibody ที่สองลงไปเพื่อใหเกิดปฏกิริยากับ antigen-antibody complex อีกครั้ง แลว

ทําการลางเอาสวนของ second antibody ออก 

5. เติมสารที่มีคณุสมบัติกระตุนปฏิกริยาทําใหเกิดสีในหลุม แลวทาํการอานผล โดยวัดตาม

ปริมาณของส ี หรือแสงจากในหลมุ การอานผลอาจจะใชเปน spectrophotometer หรือ 

optical device อ่ืนๆ 

 ปจจุบันมหีลายวิธยีอย ๆ แตวิธีที่ไดรับความนิยมมากคือ Immunoglobulin M capture 

enzyme linked immunosorbent assay (MAC-ELISA) และ rapid ELISA วิธ ี MAC-ELISA ถือ

เปนอีกวิธหีนึง่ที่เปนมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ีการแปลผลอาจ

ใชผลจากซีร่ัมเดี่ยวได หรือถาเปนซีร่ัมคูนั้นสามารถเจาะเลือดหางกันเพยีง 2-3 วัน 

การแปลผลวามีติดเชื้อไวรัสเดงกีนัน้ คา antibody ตอเชื้อไวรัสเดงกีจะตองมากกวา antibody ตอ 

JEV ถาเปนการติดเชื้อไวรัสเดงกีปฐมภูมิ คา IgM:IgG จะมากกวา 1.8:1 และคา IgM ตองมีคาอยาง

นอย 40 units หรือมีการเพิม่ข้ึนของ IgM จากคาที่นอยกกวา 15 units เปนมากกวา 30 units สวน

การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมินั้นคา IgM:IgG จะนอยกวา 1.8:1 หรือ คา IgM นอยกวา 40 units 

รวมกับมกีารเพิ่มข้ึนของ IgG อยางนอย 2 เทา โดยที่คา IgG ในซีร่ัมที่สองจะตองมีคาอยางนอย 

100 units [17,24-26] 
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 มีหลายการศึกษาที่ใชวธิี ELISA ในการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงก  ีโดยใชส่ิงสงตรวจอื่น ที่

ไมใชเลือด ไดแก น้าํลาย[15-18] ปสสาวะ ซึง่ไดทั้งความไวและความจําเพาะสงู สวนการตรวจ IgM 

ในน้าํไขสันหลงั มีระดับตํ่ากวาระดับ IgM ในเลือดมาก ยงัไมสามารถนาํมาเปนวิธทีี่ใช ในการ

วินิจฉัย ภาวะแทรกซอนทางระบบประสาทจากการติดเชื้อไวรัสเดงกีได 
 
การแยกเชื้อไวรสัเดงกี (Viral isolation) 
 วีธีการแยกเชือ้ไวรัสเปนวิธซีึ่งเปนมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อ 

ไวรัสโดยทั่ว ๆ ไปรวมทั้งเชือ้ไวรัสเดงกีดวย แตวิธีในการทํายุงยาก รวมทัง้ใชเวลานาน เปนสัปดาห 

จึงไมเปนทีน่ิยม วิธนีี้จะตรวจไดในชวงทีม่ีไวรัสในกระแสเลือด (viremia) คือในชวง 6 วันแรก

หลังจากมีอาการ[33] เนื่องจากปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือดจะสูงในชวงแรกและจะลดลงเรือ่ย ๆ 

สวนทางกนักบั antibody ซึ่งจะขึ้นสงูขึ้น 

 ไวรัส dengue สามารถเพาะเลี้ยงไดคร้ังแรกในป 1940 โดยใชซีร่ัมของผูปวยใน suckling 

mouse brain และในป 1960 สามรถเพาะเลื้ยงเชื้อไดใน mammalian cell เชน Vero, LLC, MK2, 

BHK ซึ่งแตละ cell จะมี sensitivity ที่แตกตางกัน และเซลลเหลานี้จะมีการแสดง cytopathic effect 

เมื่อถูกติดเชื้อโดยไวรัสเดงก ีโดยสามารถสังเกตได จาการที่ม ีplaque เกิดขึ้นใน agar 

 ปจจุบันการเลีย้งเชื้อใน mammalian cell นิยมนอยลงเนื่องจากมกีารนําเ ซลลที่ไดมาจาก

ยุงมาใชแทน ซึ่งเปนวิธทีี่ไวมากกวาการใชเซลลอ่ืน แตการใชเซลลที่ไดจากยงุจะเกิด cytopathic 

effect ไดยากเนื่องจากจาํนวนของไวรัส ในเซลลจะสงูมาก ทําใหเซลลตายไดงาย ดังนัน้จึงจะตองใช

วิธีพเิศษในการตรวจพิเศษ ไดแก FA test, PCR และนอกจากนี ้ การเพาะเลี้ยงในระบบนี้ จะใชได

เฉพาะในบางหองปฏิบัติการที่มีการเตรียมเซลลจากแมลงไดเปนอยางดี สําหรับ cell ของยุงทีน่ยิมใช

ไดแก AP-61 จากยงุ Ae. psuedoscutallaris , C6/36 clone จาก Ae. albopictus และ TRA-284 

จาก Tx amboinensis จากเซลลดังกลาวเซลลที่มีความไวที่สุดไดแก TRA-284 แต C6/36 cell line 

นิยมใชอยางกวางขวางมากกวาชนิดอื่นๆ เนื่องจากดูแลรักษาไดงายประกอบกับยงัมีความไวที่ด ี

 การอานผลใชการดูวิธกีารทาํปฏิกิริยาของเซลลเพาะเลี้ยงที่ม ีcytopathic effect (CPE) กับ 

monoclonal antibody ที่มีความจาํเพาะตอเชื้อไวรัสเดงกีแตละ serotype โดยใชวิธกีารยอม 

Immunofluorescence (IF) 

 
การตรวจดวยวิธทีางชวีโมเลกลุ (Molecular detection) 
 วิธีการตรวจทางชวีโมเลกุลสามารถตรวจไดไวกวาวธิีการแยกเชื้อไวรัส เนือ่งจากมี

กระบวนการเพิ่ม ปริมาณของสารพนัธุกรรมของไวรัส ทําใหสามารถ ตรวจหาเชือ้ไวรัสที่มีปริมาณ
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นอย ๆ ได การตรวจทางชวีโมเลกุลนี้มีขอดีกวาการตรวจหา antibody จากซีร่ัมหลายประการ 

สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัสได เปนวิธทีี่มีความจําเพาะสงู ไมมีผลบวกขามกับ Flaviviruses 

ชนิดอื่น ๆ สามารถวินจิฉัยโรคโดยไมจําเปนตองเกบ็ส่ิงสงตรวจสองครั้ง สวนความไวนั้น ขึ้นอยูกับ

ระยะเวลาของโรคในขณะที่เก็บส่ิงสงตรวจ และขึ้นกับชนิดของสิ่งสงตรวจดวย โดยความไวในการ

ตรวจจะสูงมากในชวงที่มีไขทําใหสามารถวนิิจฉัยโรคไดตั้งแตในระยะแรกของ โรค ซึ่งในขณะนั้นการ

ตรวจทางน้าํเหลืองอาจใหผลลบได การตรวจวธิีนีถ้าเก็บส่ิงสงตรวจในชวงระยะกอนไขลงเพียง

เล็กนอยหรือหลังไขลงไปแลวอาจตรวจไดผลลบจากซีร่ัม แตยังอาจจะสามารถตรวจพบไดใน buffy 

coat หรือ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) เนื่องจากเชื้อไวรัสเดงกีมีการเพิ่มจํานวน

ในเม็ดเลือดขาว 

 การทาํ RT-PCR โดยหลกัการคือการ amplify ชิ้นสวนของ ribonucleic acid (RNA) 

โมเลกุล โดยการสราง DNA จากสาย RNA ดวยกระบวนการ reverse transcription DNA ที่ไดก็จะ

เรียกวา complementary DNA หลังจากนัน้ จะมีวธิกีารในการเพิม่จํานวนของ specific part of 

DNA หรือที่เรียกวา amplification โดยวิธี polymerase chain reaction ซึ่งกระบวนการนีจ้ะใช 

enzyme DNA polymerase ทําใหเกิดปฎิกริยาที่อุณหภูมิตางๆ 

 
RT-PCR มีขัน้ตอนในการทําดังนี ้
 First strand reaction: เปนการสราง complimentary DNA จาก messenger RNA 

template ดวย dNTPs และ an RNA-dependent DNA polymerase (reverse transcriptase) โดย

การนาํ template มาทําปฎิกริยา dNTPs, reverse transcriptase, primer และ reverse 

transcriptase buffer ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 Second strand reaction: เปนการเพิ่มจํานวนของ DNA โดยใส upstream และ 

downstream primer ทําปฏิกริยากับ DNA polymerase เพื่อทีจ่ะสราง double-stranded DNA 

จากสาย complimentaryDNA เมื่อได double-stranded DNA หลังจากนั้น ทําการเพิ่มอุณหภูมข้ึิน

ไปที่ประมาณ 95 องศาเซลเซียส เพื่อทีจ่ะแยกสาย cDNA ใหเปนสองสาย ตอมากท็ําใหอุณหภูมิ

ลดลงเพื่อใหเกิดปฏิกริยาขัน้แรกใหม หลงัจากที่มกีาร run ปฏิกริยาหลายรอบก็จะไดจํานวนของสาย 

DNA เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เชนถาทํา 30 cycle ก็จะได DNA หลายลาน copies ข้ันตอนตอไปคือการ 

purificatiuon โดย degrade สาย RNA ทีค่งเหลืออยูเพือ่ใหได product ที่มีแต DNA ข้ันตอนนี้จะทํา

โดยการใส enzyme RNase H 



 

 

17 

 การทาํ RT-PCR จะเปนวิธทีี่ชวยใหตรวจหา DNA ที่ sensitive สามารถตรวจหา ไดแมจะมี

ปริมาณเล็กนอยก็ตาม นอกจากนี้ยงัมีการปรับปรุงเทคนิคการทาํ PCR เพื่อเพิม่ sensitivity และ 

specificity เชนการใชเทคนคิ two-step nested PCR, multiplex PCR, NASBA assay 

การตรวจทางชีวโมเลกุลสําหรับการวนิิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีมีหลายวิธีดงัตอไปนี ้

1. Reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนการตรวจหา DNA 

ที่ถูกทําใหเพิ่มจํานวนมากขึน้ (amplification) เปน DNA ที่เปลี่ยนมาจาก RNA ของเชื้อ

ไวรัสเดงกีโดยใชเอนไซม reverse transcriptase (RT) ปจจุบันมีชนดิยอย ๆ อีกหลายวิธี 

เชน nested RT-PCR, real-time RT-PCR, multiplex RT-PCR เปนการทดสอบทีม่ีความไว

และความจาํเพาะสงูสําหรับเลือดเมื่อเทียบกับการแยกเชื้อไวรัสโดยใชเซลลเพาะเลี้ยงชนิด 

mosquito C6/36 โดยมีความไวอยูในชวง 84-100% และความจาํเพาะอยูในชวง 86-

100%[32-39] จะเหน็วาแตละการศึกษาความไวและความจาํเพาะตางกนั เนื่องจากมีการ

ใช primer ตางกนั สารเคมีที่ใชในปฏกิิริยาตาง ๆ รวมทัง้เครื่องมือและอุปกรณ ตาง ๆ 

แตกตางกนั ทาํใหในปจจุบันยงัไมมีการทดสอบ RT-PCR ที่เปนมาตรฐานสําหรับการ

วินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ีสิ่งสงตรวจอื่นที่ไมใชซีร่ัมเชน เลือด, buffy coat และปสสาวะ

[40-43] ก็สามารถนํามาเปนสิ่งสงตรวจเพื่อใชในการทดสอบดวยวธิี RT-PCR ได มี

การศึกษาที่เทยีบสิ่งสงตรวจระหวางเลือดซีร่ัมและ buffy coat พบวาซีร่ัมเปนสิ่งสงตรวจที่ดี

ที่สุด[44] 

2. Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) เปนวธิีทีต่รวจหา RNA ที่ถกูทาํ

ใหเพิ่มปริมาณขึ้น โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิคงที่ ไมมีการเปลี่ยนอณุหภูมิขึ้นลงเหมือนกับ

วิธ ี RT-PCR และมีการปนเปอนในหองปฏิบัติการนอยเนื่องจากเปนการตรวจหา RNA ซึ่ง

เปนขอดีของวธิีนีท้ี่เหนือกวาวิธ ีRT-PCR แต RNA มีความคงตัว (stability) นอยกวา DNA 

การอานผลใชวิธี electrochemiluminescence (ECL) การตรวจวินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัส

เดงกีดวยวิธ ี NASBA โดยใชเลือดเปนสิง่สงตรวจมื่อเทียบกับการแยกเชื้อไวรัสโดยใชเซลล

เพาะเลี้ยงชนดิ mosquito C6/36 โดยมีความไว 98.5% และความจําเพาะสงูถงึ 100% 

[45]แตการศึกษาเกีย่วกับวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีดวยวิธ ี NASBA ยังไมไดรับความ

นิยมและยังไมเปนทีแพรหลายเมื่อเทยีบกับการตรวจดวยวิธี RT-PCR 
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รูปที ่2.1: ระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีในประเทศตาง ๆ 
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รูปที ่2.2: อัตราการปวยจากโรคไขเลือดออกป 2503-2545 
 

 
 
 
 
รูปที2่.3: แสดง โปรตีนของไวรสัเดงก ี    
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รูปภาพท2ี.4: ระดับความรุนแรงของไขเลือดออกเดงกี 
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รูปภาพที2่.5 : รูปแบบของอาการ/อาการแสดงของโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ี
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รูปภาพที2่.6: ตอบสนองของภูมิคุมกันใน primary และ secondary dengue infection 
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ตารางที ่2.1 การกระจายของเชื้อไวรัสเดงกีในภูมภิาคตางๆแยกตาม serotype 
 
Geographic distribution of dengue virus serotypes and genotypes identified by 
comparative sequence analysis of RT/PCR fragments 

Dengue-1 I. Thailand/Indonesia/Malaysia/Pacific islands (1970s) 

II. Thailand/ The Americans-Carribean/Africa/Pacific Island (1980s) 

III. Thailand/The Phillipines 

 

Dengue-2 I. Thailand/Burma/Malaysia/Vietnam/New Guinea/The America-

Caribean (1980-90s) 

II. Sri Lanka/ The Seychelles 

III. Africa 

IV. Africa (endemic) 

Dengue-3 I. Malaysia/Indonesia/Pacific islands 

II. Thailand/Malaysia/Indonesia/Burma/Vietnam/The Philippines 

III. Carribean/ Pacific islands (1970) 

IV. Thailand (1971) 

Dengue-4 I. The Philippines/Malaysia/Burma/Indonesia/Sri lunka/Africa/The 

American-Carribean/Pacific islands 
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ตารางที2่.2 แสดงการพบไวรสัเดงกีในอวัยวะตางๆของผูปวยทีเ่สียชวิิตจากโรค
ไขเลือดออก 

Tissue Reference Method 

No virus 

detected 

(positive/no. 

tested) 

Virus not 

detected 

(no. tested) 

Nisalak et al, 1970 Virus isolation (tissue culture, 

newborn mice) 

Blood 

(5/103),lymph 

node (1/22), 

bone marrow 

(1/21), liver 

(1/9) 

Liver (92), 

spleen(65), 

kidney(59), skin 

Guzman et al, 1984 Virus isolation (tissue culture, 

newborn mice) 

Liver (1/9) Blood(4), 

spleen(6), 

brain(5), 

kidney(4) 

Rosen et al, 1989 Virus isolation (mosquitoes) Liver(4/16), 

spleen(1/16), 

midbrain, (1 

/16), heart 

blood(1/15) 

Lymph node 

(16) 

Cerebrum (16) 

Cerebellum (16) 

Kidney (5) 

Sumarto et al, 1983 Virus isolation (mosquitoes) Liver (1/17) Brain, CSF 

Bhamarapravati and 

Boonyapaknavil, 1966 

Antigen detection Spleen (1/21), 

thymus (1/21) 

Liver (21), 

lymph 

node(21), 

skin(21), 

kidney(21) 
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ตารางที ่2.3: การแปลผล Hemagglutination-inhibition test ของเชื้อไวรสัเดงกี 
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บทที่ 3 
 

รายระเอียดกระบวนการทํา RT-PCR และการตรวจทาง serology โดยวิธี HAT และ ELISA 
 

3.1  หลักการทั่วไปของกระบวนการ RT-PCR 
 วิธี PCR เปนวิธกีารตรวจหาสารพนัธกุรรมประเภท DNA (deoxyribonucleic acid) 

ภายหลงัจากทําการเพิม่ (amplification) จํานวนสารพนัธุกรรมแลว จึงเปนวิธทีี่สามารถตรวจหาสาร

พันธกุรรมปริมาณนอย ๆ ได เปนวิธทีี่มีความไวและความจําเพาะในการตรวจสูง และมีการนาํมาใช

ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อหลายชนิด ไมวาจะเปนโรคติดเชื้อแบคทีเรีย, ไวรัส, เชื้อรา, และปรสิตทั้ง

ประเภทโปรโตซัว และหนอนพยาธิ สําหรับการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกนีั้น ตองใชเอนไซม 

reverse transcriptase เพือ่เปลี่ยน RNA (ribonucleic acid) เปน DNA กอน เนื่องจากเชื้อไวรัส

เดงกีเปนเชื้อไวรัสประเภท RNA จึงเรียกวิธีการนี้วา reverse-transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 

 สําหรับวธิี RT-PCR ที่ใชในการวิจยันี้เปนวิธี nested RT-PCR คือมีการทํา PCR 2 คร้ัง แต

ละครั้งของ PCR ใช primer ที่แตกตางกัน กลาวคือ ภายหลังจากไดผลิตภัณฑจากกระบวนการ 

PCR คร้ังแรกแลว มกีารทํา PCR คร้ังที่สองโดยการใช primer อีกคูหนึง่ที่แตกตางจาก primer คูแรก 

ทําใหผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR คร้ังที่สองมขีนาดเล็กกวารอบแรก วิธีการ nested RT-

PCR นี้จะเพิ่มความจาํเพาะของการตรวจ PCR มากขึ้น 

 
3.2  ขั้นตอนการทาํ RT-PCR สําหรบัการตรวจหาเชื้อไวรสัเดงกี 
 ในบทความนีจ้ะกลาวถงึขั้นตอนของการทาํ RT-PCR สําหรับการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีโดย

คราว เฉพาะทีใ่ชในงานวิจัยนี้เทานั้น ซึ่งมขีั้นตอนดังตอไปนี้ 
1. การเตรยีมและการเก็บรกัษาสิ่งสงตรวจ 

 สิ่งสงตรวจที่ไดคือ น้ําลายและเซลลเยื่อบุกระพุงแกม (ซึ่งละลายอยูในสารละลาย buffer) 

จะถูกนํามาปน (centrifuge) แลวเก็บตะกอนที่ไดจากการปน (pellet) ไวที่อุณหภูมิ –80 องศา

เซลเซียส ในกรณีทีย่ังไมไดนํามาสกัดสารพันธุกรรม ซึ่งสามารถเก็บส่ิงสงตรวจดังกลาวไดเปน

เวลานานมากกวา 1 ป 
2. การสกัดสารพันธกุรรม RNA ของไวรสั 

 ส่ิงสงตรวจที่ถกูเก็บไวจะถูกนํามาสกัดสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสเดงก ี โดยใชน้าํยาและชุด

อุปกรณของบริษัท QIAGEN ชื่อการคา “QIAmp® Viral RNA Mini Kit” ซึ่งจะไดสาร พนัธกุรรม 
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ประเภท RNA ซึ่งจะเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีสในกรณีที่ยงัไมนําไปตรวจดวยวธิี RT-PCR 
3. การเตรยีม cDNA (complimentary DNA) 

 เปนกระบวนการที่ทาํให RNA ที่สกัดไดเปลี่ยนเปน DNA โดยใชเอนไซม reverse 

transcriptase เรียกกระบวนการนีว้า “reverse transcription” ขั้นตอนนี้ใชน้ํายาและชุดอุปกรณของ

บริษัท Promega ชื่อการคา “ImProm-II RT” 
4. การทาํ PCR ครั้งที่ 1 

 นํา cDNA ที่ไดปริมาณ 2.5 ไมโครลิตรไปผานกระบวนการเพิม่ปริมาณ DNA คร้ังที่ 1 คือ 

primary DNA amplification 40 รอบ (denaturing 95 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท,ี annealing 50 

องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท,ี extending 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท)ี โดยใช primer ชื่อ Den 

outer1 และ Den outer2 ตัวละ 0.75 ไมโครลิตร 

ลําดับเบสของ DNA primer Den outer1 คือ 5’-CCATggAAgCTgTACgC-3’ และของ Dengue 

outer2 คือ 5’-gARACAgCAggATCTCTggTCT-3’ 
5. การทาํ PCR ครั้งที่ 2 

 นํา DNA ที่ไดจากการทํา PCR คร้ังแรกมาขยายปริมาณโดยการทาํ PCR คร้ังที ่ 2 คือ 

secondary DNA amplification 25 รอบ (denaturing 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท,ี annealing 

58 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท,ี extending 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท)ี โดยใช primer ชื่อ Den 

inner1 และ Den inner2 ตัวละ 0.75 ไมโครลิตร 

ลําดับเบสของ DNA primer Den inner1 คือ 5’-ggTTAgAggAgACCCCTCCC-3’ และของ 

Dengue inner2 คือ 5’-gggggTCTCCTMTAACCTCTAKTCCTT-3’ 
6. การอานผลการตรวจ 

 นํา DNA ที่ผานการขยายโดยกระบวนการ RT-PCR แลวไปตรวจสอบ โดยใช DNA ที่ได

ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตรไปแยกดวยกระแสไฟฟา 

(electrophoresis) บน agarose gel ที่ผสมกับ TBE buffer และ marker แลวนาํไปยอมดวย 

ethidium bromide ซึ่งเปนสารเรืองแสง กอนนําไปตรวจดูและถายรูปแถบ DNA ภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต 
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บทที่ 4 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

4.1 รูปแบบการวจิัย (Research Design) 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาเชงิพรรณนา (Descriptive study) 

 
4.2 ระเบียบวธิวีจิัย (Research Methodology) 

4.2.1 ประชากร(Population) 
ประชากรเปาหมาย (Target Population) 

 ประชากรผูใหญทั่วไปทีเ่คยติดเชื้อไวรัสไขเลือดออกมากอน 
ประชากรตัวอยาง (Sample Population) 

 ผูปวยโรคเลือดที่เปนผูใหญ ที่เขามารับการรักษาทีโ่รงพยาบาลจฬุาลงกรณในการเชวง

 ระยะเวลาทีท่าํการศึกษา และมขีอบงชี้ในการเจาะไขกระดูกเพือ่การวนิิจฉัยและติดตาม

 การรักษา 

4.2.2 กฏเกณฑในการคัดเลือกเขามาศกึษา (Inclusion criteria) 

 ผูปวยที่จะเขาสูการวิจยัตองมีคุณสมบัติครบทุกขอดังตอไปนี้ 

มีอายุมากกวา 15 ป 

• ผูปวยที่มีขอบงชี้ในการตรวจเจาะไขกระดกูเพื่อการวนิิจฉัยและติดตามการรักษา 

4.2.3 กฏเกณฑในการตัดออกจากการวจิัย (Exclusion Criteria) 

 ผูปวยที่มีคุณสมบัติอยางนอย 1 ขอดังตอไปนี้จะถูกตัดออกจากการวจิัย 
 

ผูปวยที่มีอาการของไขเฉียบพลันในชวง 4 สัปดาหกอนทีม่ีการเจาะไขกระดูก 

ตัวอยางที่ไดจากการทาํ bone marrow aspiration มีปริมาณนอยกวา 5 ml. ซึ่งไม

สามารถตรวจหาไวรัสทางชวีโมเลกุลได 

 4.2.4 การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample Size Determination) 

 จํานวนตวัอยางคือผูปวยทัง้หมดทีม่ารับการเจาะไขกระดูกในชวงระยะเวลาที่ศึกษา ซึ่ง

 รวมผูปวยที่เปนโรคเลือดและผูปวยติดเชื้อไวรัสเอดส จํานวน 50 ราย 

 4.2.5 วิธีการเก็บตัวอยาง (Sample Techniques) 

 ผูปวยทุกรายที่มีคุณสมบัตคิรบตามเกณฑ (Consecutive cases) 
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4.3 วิธีและขั้นตอนการทาํวิจยั (Study Methods) 

• ถามประวัติและตรวจรางกาย บันทึกรวบรวมขอมูลตางๆตามแบบบันทึกขอมูล 

เก็บตัวอยางไขกระดูกจากผูปวยที่เขามารับการเจาะตรวจไขกระดูกทีห่นวยโลหิต

วิทยาโลหิตวทิยาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณโดยใช syringe ดูดทํา bone marrow 

aspiration ปริมาณ 5 ml. และเก็บเลือด EDTA blood 5 ml. โดยที่ผูปวยไดรับการ

อธิบายวิธีการศึกษาและลงนามใบยินยอม 

การเก็บตัวอยางเปน consecutive case 

ส่ิงสงตรวจทุกชนิดจะถกูนาํสงหองปฏิบัติการภายใน 4 ชม. ในกรณีทีไ่มสามารถสงถึง

หองปฏิบัติการไดภายในระยะเวลาดังกลาวก็จะเก็บส่ิงสงตรวจ ไวในตูเย็น 

ทําการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีจากไขกระดกูโดยวธิ ี RT-nested PCR โดยไขกระดูกจะถูก

นํามาสกัดสารพันธกุรรมตาม protocol 

การตรวจหา dengue antibody จะทาํในวนัเดียวกับการทํา RT-nested PCR ในไข

กระดูก หรือเกบ็ไวในอุณหภมูิ -80 องศาเซลเซียสกรณีที่ไมไดทําการตรวจในวันนั้น 

• บันทกึผลการตรวจพบลงในแบบบันทกึการทําศึกษาวิจยั 

เก็บเลือด EDTA blood เพือ่นํามาตรวจ serology โดยวิธ ีHAI และ ELISA 

ตัวอยางที่เหลอืจากการศึกษาจะถูกเกบ็ไวเปนเวลา 5 ปเพื่อทาํการศึกษาเพิม่เตมิใน

อนาคต หรือตรวจซ้ําในกรณีที่กรณีผลการตรวจมีความขดัแยง 

 
4.4 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

 การวัดผล (Outcome) คือ การตรวจพบ dengue virus โดยวิธี RT-PCR และการวินิจฉยั

 การติดเชื้อเดงกีไวรัสของประชาการที่ศึกษาโดยวิธ ี การหาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีโดย

 วิธ ีELISA และ HAI 
4.5  การเก็บรวบรวมขอมลู (Data Collection) 
 ขอมูลทั้งหมด ประวัติ ผลการตรวจรางกาย ผลทางหองปฏิบัติการตางๆ จะไดรับการลง

 บันทกึในแบบเก็บขอมูลของผูปวย โดยผูทาํการวิจัยเปนผูรวบรวม 
 
4.6 การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 

 เนื่องจากการศึกษาเปน descriptive study จึงใชการหาอตัราการตรวจพบและการ

 พรรณนาผลของการวิจัยในการวิเคราะหขอมูล 
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4.7 ปญหาทางจริยธรรม (Ethical Considerations) 
 การลดปญหาดานจริยธรรมผูปวยที่เขารวมโครงการทุกคนไดรับขอมูลโดยละเอียดถึง วิธีการ 

ตรวจ และไดสงรายละเอียดใหคณะกรรมการพจิารณา เพื่อขอความเหน็และตองไดรับการ

ยินยอมเปนลายลักษณอักษร (informed consent ) จากผูปวยกอน 
 
4.8 ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation) 

การแชส่ิงสงตรวจไวในตูเยน็ ในกรณีที่ไมสามารถสงสิ่งสงตรวจถงึหองปฏิบัติการภายใน 4-

6 ชั่วโมง เชน วันหยุดราชการนั้น อาจทําใหผลการทํา RT-PCR เปนผลลบปลอม  (false 

negative) มากขึ้น จากการสลายตัวของ RNA ของเชื้อไวรัสเดงก ี เนื่องจากมีการ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของสิ่งสงตรวจขึ้นลงหลายครัง้กอนที่สิ่งสงตรวจจะไปถึง 

ยังหองปฏิบัตกิาร เพื่อสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral RNA extraction) เนื่องจาก

เปนการศึกษาการตรวจหาไวรัสในไขกระดูกในผูปวยที่ไมมีอาการของไขเดงกี  ซึ่งจะ

มีไวรัสในรางกายนอย จงึอาจทําใหอัตราการตรวจพบไวรัสไดนอยลง 

 
4.9 อุปสรรคที่ผูวิจัยคาดวาจะเกิดขึ้นในขณะดาํเนนิการวิจัยและมาตรการในการแกไข 
 อุปสรรค 

• เนื่องจากการตรวจหาไวรัสโดยเทคนิคการทํา RT-nested PCR เปนการตรวจที่

ตองใชประสบการณและทกัษะในการทาํ ดังนั้นผูทําการวิจยัตองฝกปฏิบัติทํา

การตรวจในสิง่สงตรวจอืน่ๆนอกเหนือไปจากไขกระดูก เชนใน buffy coat, 

serum 

• ผูปวยไมมาตรวจติดตามภายหลงัจากจําหนายออกจากโรงพยาบาลแลว ทาํให

ไมมี paired serum ในการตรวจหาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีโดยวธิ ีELISA ทาํ

ใหไมทราบการวินิจฉัยที่แนนอน เพื่อที่จะยืนยันวาในชวงที่ผูปวยมารบัการเจาะ

ไขกระดูกไมไดมีการติดเชื้อเดงกีนาํมากอนในชวงระยะเวลาไมนาน 
 มาตรการในการแกไข 

 โทรศัพทเตือนผูปวยหรือญาติของผูปวยกอนถึงวนันัด 1 วนั 
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4.10 การบรหิารการวจิัยและตารางการปฏิบัติงาน (Administration and Time  Schedule) 
 

2547 2548 2549 การดําเนินงาน 

10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 

1. ศึกษาและเตรียมงาน * * *                 

2. รวบรวมขอมูล และ

ทดสอบทางหองปฏิบัติการ 

 * * * * * * * * * * * * * * *    

3. วิเคราะหขอมูล              * * * *   

4. สรุปและเขียนรายงาน                * * *  

5. รายงานผล                   * 

 

4.11 งบประมาณรายจายของโครงการวิจัย (Budget) 

• งบประมาณ ( Budget) หมวดคาใชสอย 

• คาอุปกรณและเครื่องใชสํานกังาน, คาเจาหนาทีพ่ิมพเอกสาร 2000 บาท 

• หมวดหัตถการ – คาตรวจ RT-nested PCR คร้ังละ 600 บาท จํานวน 50 คร้ัง

เปนเงิน 30000 บาท 

• คาตรวจเลือด ELISA 200 บาทตอครั้ง รายละ 2 คร้ัง 50 ราย เปนเงิน 20000

บาท 

• หลอดแกว EDTA หลอดละ 4 บาทจํานวน 100 หลอด เปนเงนิ 400 บาท 

• คาเข็มเจาะเลอืดเบอร 22 จํานวน 100 อันเปนเงิน 100 บาท 

• คาจางเจาหนาที ่5000 บาทตอเดือน จํานวน 12 เดือน เปนเงนิ 60000 บาท 

• รวมเปนเงนิ 135000 บาท 
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บทที่ 5 
 

ผลการวิจัย 
 
ขอมูลของผูปวยที่เขาการศึกษา 
ลักษณะทัว่ไปของผูปวย 

 การศึกษาครั้งนี้มีผูปวยเขารวมการศึกษา 74 ราย เปนผูปวยที่มารับการเจาะตรวจไขกระดูก

ที่คลินิกโรคเลือด 69 รายและผูปวยใน 5 ราย โดยผูปวยทีม่ารับการเจาะตรวจไขกระดูกที่ตึกผูปวย

นอกมารับการเจาะตรวจเพื่อติดตามการ รักษาภาวะโรคเลือดที่เปนอยู แบงตามประภทของโรคตาม

ตารางที่ 5.1 

 ผูปวยในการศกึษาที่มารับการเจาะไขกระดูกทุกรายไดรับการเจาะเลือดเพื่อตรวจทาง 

serology ในวันที่มาตรวจครั้งแรกและภายใน 4-6 สัปดาหหลังจากที่มกีารเจาะตรวจครั้งแรก โดยมี

ผูปวยมาตรวจเลือดครั้งที่สองทัง้หมด 26 ราย ดงันัน้จงึมผีลการตรวจทาง serology เปรียบเทียบการ

เปลี่ยนแปลงของ titer 26 ราย ดังแสดงในตารางที ่5.3 

 
ลักษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรสเดงกีในไขกระดกูโดยวธิ ีRT-PCR 
 จํานวนของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธี RT-PCR ในชวงระยะเวลาที่

ทําการศึกษาจํานวน 3 ราย โดยมีรายละเอียดดังนี ้

 
ผูปวยรายทีห่นึ่ง 
 ผูปวยชายอายุ 56 ป ภูมลิําเนาอยูที่ กรุงเทพมหานคร ไดรับการวนิิจฉัยวาเปน chronic 

myelogenous leukemia (CML) เมื่อป 2539 มาตรวจดวยอาการ ไข, ออนเพลียและตับมามโต 

แพทยตรวจพบวามีเม็ดเลือดขาวในเลือดสูง ลักษณะของเม็ดเลือดขาวมีความผิดปรกติ โดยพบเซลล 

myeloblast สูง ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่อตรวจทางพยาธวิิทยา ผลของไขกระดูก มีลักษณะ

เขาไดกับ ผูปวยมีประวัติการรักษาวัณโรคเมื่อตนป 2539 โดยไดรับการวินิจฉยัวาเปน TB pleura 

ขณะนั้นมีอาการน้ําในเยื่อหุมปอด (pleural effusion) โดยผล pleural biopsy พบมี granulomas 

ผูปวยไดรับยาวัณโรคนาน 18 เดือน ตอมามีอาการปรกติ 

 
การรกัษา 
 แพทยไดใหการรักษาโดยใชยาทีย่ับยัง้การแบงตัวของเซลลมะเร็งไดแก hydroxyurea โดย

ปรับขนาดยาตามการตอบสนองของการลดลงของเซลลเม็ดเลือดขาวที่ผิดปรกต ิ รวมกับยา 
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allopurinal เพื่อลดกรด uric ในเลือดที่สงูเนื่องจากมีการสรางและทาํลาย เซลลมากขึ้นจาก ภาวะ

มะเร็ง 

 การรักษาดวยยา hydroxyurea ไดผลอยูในชวงแรกของการรักษา แตตอมามี จาํนวนของ

เม็ดเลือดขาวสูงขึ้น ซึง่บงถงึการที่ผปวยไมตอบสนองตอ hydroxyurea ที่ผูปวยกําลังไดรับอยู แพทย

จึงไดปรับสูตรการรักษาโดย เพิ่มยา 6-MP (mercaptopurine) ซึ่งเปนยา purine antagonist ยับ้ยัง

การสราง DNA และ RNA ผูปวยไดัรับยา 6-MP นาน และตอมาม ี leukocytosis เพิ่มข้ึน จงึได 

ปรับเปลี่ยนการรักษาอีกครั้งโดยใชยา Imatimib ซึ่งเปนยาในกลุม thyrosine kinase inhibitor ที่มี

ความจาํเพาะตอ tumor ที่สรางจากยนี Bcr-Abl 

 ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่ติดตามการรํกษา โดยไขกระดูกไดนํามาตรวจเพือ่ติดตาม

ประเมินติดตามการรักษา และสวนของไขกระดูกได นํามาตรวจหา dengue genome โดยวธิี RT-

PCR ไดมีการเก็บตัวอยางเลือดของผูปวย 2 คร้ัง หางกันประมาณ 5 สัปดาห จากการตรวจ CBC ใน 

peripheral blood smear ไมพบม ีmyeloblast cell 

 ผลการตรวจเซลลที่ไดจากการเจาะไขกระดูกของผูปวยรายนี้ไมพบมีลักษณะเซลลที่

ผิดปรกติ 

 ผลทางพยาธสิภาพของไขกระดูก normocellular trilineage marrow with no histological 

evidence of ผลของการตรวจ HI และ ELISA ของผูปวยรายนี้แสดงดังตาราง 5.3 

 จากการซักประวัติผูปวยเรื่องการเจ็บปวยภายในชวง 4 สัปดาหกอนที่จะมกีารเจาะไข

กระดูก ผูปวยใหประวัตวิาปรกติไมมีไขมากอน และ ปฏิเสธการวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีภายใน

อดีต 
 
ผูปวยรายที่สอง 
 ผูปวยหญิงอายุ 38 ป อาชีพพยาบาล ภูมิลําเนาอยูทีจ่ังหวัด พิษณุโลก ผูปวยมาตรวจที่

โรงพยาบาล คร้ังแรกเมื่อเดือน มนีาคม 2548 ดวยอาการ ไข, หนา,คอและแขนขวา มีอาการบวม มา

ประมาณ สัปดาหกอนมาโรงพยาบาล ตรวจพบจากโรงพยาบาลที่สงตัวมาพบม ี ตอมน้ําเหลืองใน

ชองอกโต ทาํใหเกิด superior vena cava obstruction ผล complete blood count(CBC) มี 

จํานวนของ lymphoblast สูงมากกวา 6 % การตรวจเพิ่มเติมที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ flow 

cytometry วินิจฉัยวาเปน precursor B-lymphoblastic leukemia(CLL) ผูปวยไดรับการรักษาโดย

ใหยาเคมีบําบดัแบบที่ใชในผูปวยที่เปนโรค acute lymphoblastic leukemia (ALL) ประกอบดวย 

viscristine, doxorubicin และ L-asperaginase หลงัรับยาเคมีบาํบัดครั้งแรกผูปวยเกิด 

neutropenia และมี invasive pulmonary aspergillosis หลังจากไดรับเคมีบําบัติคร้ังแรกผลการ
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ตรวจไขกระดูกไมพบ เซลลมะเร็งหลงเหลืออยู และจากนัน้กเ็ร่ิมใหยาครั้งที่สองเมื่อเดือนกนัยายน 

2548 ซึ่งหลังจากใหยาครั้งนี้ครบ ผลการตรวจ CBC มี เม็ดเลือดขาวสงูผิดปรกติและมีจํานวนของ 

lymphoblast cell สูงขึ้นอีก แพทยผูทําการรักษาจงึไดปรึกษากับผูปวยเพื่อที่จะทําการรักษาโดย 

การทาํ peripheral blood stem cell transplantation (PBSCT) หลังจากที่ผูปวยได ยาเคมีบาํบัด

คร้ังที่สามจึงไดรับการทํา PBSCT เมื่อปลายเดือน กนัยายน 2548 

 หลังจากที่ทาํการปลูกถายไขกระดูก ผูปวยยังคงไดรับยา metrothexate และ cyclosporine 

A เพื่อปองกนัภาวะ graft-versus-host disease (GVHD) ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่อ

ประเมินติดตามการรักษาเมือ่เดือน พฤศจิกายน 2549 ผลการเซลลในไขกระดูก ไมพบเซลลที่

ผิดปรกติและผลการตรวจทางพยาธิวทิยาปรกติ 

 การตรวจเลือดเพื่อหา HI และ ELISA ของผูปวยรายนี้ไดแสดงในตาราง 5.3 ผูปวยปฏิเสธ

ประวัติ การมีไขในชวง 4 สัปดาหกอนทีจ่ะมีการตรวจไขกระดูก และผูปวยรายนี้เคยไดรับการวินิจฉัย

จากแพทยเมื่อตอนอายุประมาณ 16 ป วาเปนไขเลือดออก 

 
ผูปวยรายที่สาม 
 ผูปวยหญิงอายุ 54 ป ภูมิลําเนาอยูที่กรุงเทพมหานคร มารับการักษาทีโ่รงพยาบาล

จุฬาลงกรณครั้งแรกเมื่อป พ.ศ. 2546 ดวยอาการอาเจียนเปนเลือดจากแผลในลาํไสเล็กสวนตน พบ

ในขณะนัน้วาผูปวยมีปญหาเม็ดเลือดขาวในเลือดสูง ตรวจไขกระดูก พบวามี hypercellularity of 

bone marrow with myeloid cell proliferation ผูปวยไดรับการวนิิจฉัยวาเปน chronic myeloid 

leukemia ผูปวยมารับการเจาะไขกระดูกเพื่อติดตามการรักษา ในชวงระยะเวลาทีท่ําการศึกษาผล

การตรวจไขกระดูก การวินิจฉัยทางพยาธิวทิยา คือ normocellular trilineage marrow with no 

histological evidence of leukemia ในชวงเวลา 4 สัปดาหกอนมาเจาะไขกระดูก ผูปวยไมมีอาการ

ผิดปรกติ 

 ผูปวยสามรายที่ตรวจพบจากการทํา PILOT study ในชวงกอนหนานี้มีดังนี ้

 
ผูปวยรายที่สี ่
 ผูปวยหญิงอายุ 44 ป ภูมิลําเนาอยูที่กรุงเทพมหานคร ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ เมื่อเดือน กุมพาพันธ ป พ.ศ. 2547 ดวยอาการตอมน้ําเหลืองโตทัว่ไป (generalized 

lymphadenopathy) ผลการตรวจพยาธวิิทยาจากตอมน้ําเหลืองเขาไดกับ diffuse large B cell 

lymphoma ระยะของโรคตอนที่ไดรับการวินิจฉยัคือ stage IIIa 
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 ผูปวยไดรับการรักษาโดยยาเคมีบําบัดเพื่อรักษา lymphoma ดังนี ้M-CHOP จํานวน 7 คร้ัง 

คร้ังสุดทายคอืเมื่อเดือนพฤศจิกายน 2549 โดยผลการตรวจ เอกซเรยตอมพิวเตอรในชองทองไม

พบวามี ตอมน้ําเหลืองโตผิดปรกติ 

 
ผูปวยรายทีห่า 
 ผูปวยชายอายุ 79 ป ภูมิลําเนาภูมิลําเนาอยูทีก่รุงเทพมหานคร ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ เมอืเมษายน พ.ศ. 2545 ดวยอาการซีด หลงัจากนัน้ไดรับการตรวจเพิม่เติม

เพื่อหาสาเหตขุองภาวะซีด ผลการตรวจเลือดมี globulin ในเลือดสูงและ ม ี monoclonal 

gammopathy ตรวจไขกระดูกพบวาม ี plasma cell ในไขกระดูกสูงขึ้น ไดรับการวนิิจฉัยวาเปน 

multiple myeloma 

 ผูปวยไดรับการรักษาโดยยาเคมีบําบัดที่ประกอบดวย MP regimen 

 ผูปวยไมมีอาการผิดปรกติกอนไดรับไดรับการเจาะไขกระดูก 

 
ผูปวยรายทีห่ก 
 ผูปวยชายอายุ 45 ป ภูมิลาํเนาอยูที่ชลบุรี ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

เมื่อ เดือนพฤศจิกายน 2545 ดวยอาการซีด ออนเพลีย ไดรับการตรวจวินิจฉยัจากการเจาะไขกระดูก

และการยอมพิเศษทาง immunohistochemistry วาเปน multiple myeloma ผูปวยไดรับการรักษา

ดวยยาเคมีบําบัดประกอบดวย DCEP จํานวน 6 คร้ัง ตอมาไดรับการรักษาโดยวธิีการปลูกถายไข

กระดูก autologous peripheral blood stem cell transplantation เมื่อเดือน เมษายน 2548 

 ผูปวยไมมีอาการผิดปรกติกอนไดรับไดรับการเจาะไขกระดูก 
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ตารางที ่5.1 ลักษณะของผูปวยที่เขาในการศึกษา 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

อายุอยูในชวง 38-79 ป ( เฉลี่ย 56 ป) 

เพศ: ชาย 44 คน  หญิง 28 คน 

ระยะวลาของการปวยเปนโรคเลือด 4-8 ป 

 

Underlying diseases Number of patients 

Hematologic malignancy 

• Leukemia (Acute and Chronic) 

• Non-Hodgkin lymphoma 

• Multiple myeloma 

 

 

 

41 

25 

 

6 

 

Non-hematologic malignancy 

• HIV infection with disseminated cryptococcosis 

• HIV infection with prolonged fever 

 

 

 

1 

1 

 

 

 

Total             74 
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ตารางที ่5.2 ลักษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรสัเดงกีในไขกระดกู 

ตารางแสดงลกัษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวธิ ี RT-PCR แสดงผลการตรวจ 

HAI และELISA ของผูปวยแตละราย 

HAI ELISA 

IgM IgG 

 

ผูปวยรายที ่ และ

การวนิิจฉัยโรค 

 

อาย ุ

(ป) 

 

เพศ  

คร้ังแรก 

 

คร้ังที่

สอง 

1st 

IgM 

2nd 

IgM 

1st 

IgG 

2nd IgG 

1. Chronic 

myelogenous 

leukemia (CML) 

 

56 

 

M 

 

1:40 

 

1:80 

 

0 

 

1 

 

4 

 

 

6 

2. B cell 

lymphoma 

38 F 1:40 1:40 0 0 2 2 

3. Chronic 

myelogenous 

leukemia (CML) 

 

54 

 

F 

 

<1:20 

 

<1:20 

 

0 

 

0 

 

10 

 

5 

4. B cell 

lymphoma 

44 F 1:160 NA 2 NA 16 NA 

5. Multiple 

myeloma 

79 M 1:40 NA 24 NA 1 NA 

6. Multiple 

myeloma 

45 M 1:40 NA 4 NA 3 NA 

M=male, F=female, NA=data not available 

ผูปวยรายที ่4-6 เปนผูปวยรายทีท่าํการเจาะตรวจในชวง PILOT study 
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ตารางที ่5.3 ผลการตรวจ HAI และ ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F= female, M= male ผูปวยหมายเลขที ่11, 15, 26 เปนผูปวยที่ตรวจพบเดงกีในไขกระดูก 

 

HI ELISA ลําดับที่ อายุ/เพศ 
DEN1/1 DEN1/2 DEN2/1 DEN2/2 DEN3/1 DEN3/2 DEN4/1 DEN4/2 CHIK/1 CHIK/2 IgM/1 IgM/2 IgG/1 IgG/2 

1 42/F 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 <1:20 0 NA 5 NA 
2 55/M 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 <1:20 <1:20 4 3 13 14 
3 65/F 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 <1:20 <1:20 0 0 13 10 
4 47/M 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 0 0 1 1 
5 39/F 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 <1:20 1 2 5 4 
6 60/M 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:40 6 8 2 4 
7 49/F 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 <1:20 0 0 1 1 
8 52/M 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 <1:20 1:20 7 8 1 3 
9 41/F 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 1:80 1:40 <1:20 <1:20 0 0 11 6 

10 54/F 1:320 1:160 1:320 1:160 1:320 1:160 1:320 1:160 1:40 1:40 0 3 12 12 
11 56/M 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 0 1 4 6 
12 39/M 1:20 1:20 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 <1:20 21 19 10 6 
13 60/M <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 1 2 5 0 
14 50/F <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 5 1 6 0 
15 38/F 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 0 0 2 2 
16 48/F 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 4 0 13 2 
17 42/F <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 3 3 3 5 
18 69/M 1:80 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 <1:20 <1:20 5 4 23 17 
19 32/F 1:80 1:80 1:160 1:80 1:160 1:80 1:160 1:80 <1:20 <1:20 1 0 7 8 
20 58/M <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 0 2 1 5 
21 36/M <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 5 3 1 0 
22 44/F <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 0 6 1 7 
23 39/M 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 0 0 7 2 
24 50/M 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 <1:20 1 0 5 5 
25 61/F 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 <1:20 1:20 3 4 4 2 
26 54/F <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 <1:20 0 0 10 5 
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รูปที่ 5.1 

 

รูปที่ 5.2 
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บทที่ 6 
 

อภิปรายผลการศึกษา 
 

 จากผลการตรวจทาง serology โดยวิธ ี HAI และ ELISA พบวา ระดับของ titer จากการ

ตรวจโดยวิธ ีHAI จะอยูในระดับตํ่าๆ ในสวนใหญของประชากรที่ศกึษาเคยมกีารตดิเชื้อไวรัสเดงกีมา

กอนมานาน ซึ่งเปนสิง่ที่พบไดบอยๆ ในคนที่อาศัยอยูใน endemic หรือ hyperendemic area ของ

การติดเชื้อไวรัสเดงก มีบางรายที่ระดับของ titer นอยกวา 1:20 ซึ่งไมไดหมายความวาผูปวยไมเคย

ติดเชื้อไวรัสเดงกี แตประชากรกลุมนี้จะเปนประชากร ที่เคยติดเชื้อมาแลวนานมากจนระดับของ titer 

ลดลงมาต่ํากวาที่การตรวจพบ ผูปวยที่เปน ผูใหญมักจะมีการติดเชื้อแบบ sequential infection 

แบบ secondary หรือ tertiary infection พบวาการติดเชื้อสวนใหญมักจะไมมอีาการรุนแรง แต

อยางไรก็ตาม ก็ยงัมี คนไขบางรายที่มกีารติดเชื้อซํ้าที่มีอาการรุนแรงได ซึ่งกรณีนี้พบไดนอยกวา 

สวนความรุนแรงของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีอาจจะเปนผลของการที่ host มี immune response ตอ

การติดเชื้อไวรัส หรือข้ึนอยูกบั virulence ของเชื้อไวรัสเอง 

 การตรวจพบ genome ของไวรัสเดงกีในไขกระดูกของผูปวยที่ไมมีอาการของโรค 

ไขเลือดออกมา กอนภายใน 4 สัปดาห กอนทีท่ําการเจาะไขกระดูก และจากการตรวจโดยวธิี HI และ 

ELISA ทั้งสองวิธ ีไมพบวามี recent dengue infection ซึ่งการตรวจพบดังกลาวอาจจะแสดงใหเห็น

วา ไวรัส หรือ บางสวนของไวรัสสามารถทีจ่ะมีความสามารถทีจ่ะ หลบหลีกจากการกําจัดของ ระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย แตเนื่องจากการศกึษาครั้งนี้ไมไดตรวจหา sequencing ของ genome 

ทั้งหมดของไวรัสที่คงเหลืออยูในไขกระดูก จึงไมมารถทีจ่ะบอกไดวาไวรัสที่อยูในไขกระดูกมีลักษณะ

โครงสรางทางพันธกุรรมอยูครบถวน สมบูรณหรือไม สวน ไวรัสใชกลไกใดในการหลบหลกีจาก 

immune system ของรางกาย หากใช model ของไวรัสอ่ืนๆ ที่สามารถคงอยูหลงัจาก การติดเชื้อคร้ัง

แรก อาจจะตั้งสมมุติฐานไดวา เชื้อไวรัสเดงกีอาจจะมกีลไกใดกลไกหนึง่ทีค่ลายกนัเพื่อทําให

สามารถคงอยูในเซลลของรางกายได หรืออีกสาเหตทุีท่ําใหไวรัสสามารถคงอยูหลังจากที่มกีารติด

เชื้อครั้งแรกได อาจจะเปนจากสภาวะของ host ที่มีความผิดปรกติของระบบภูมิคุมกัน แมวา

ประชากรในการศึกษาครั้งนีใ้นการศึกษานีจ้ะเปนประชากรที่เปนโรคเลือดที่อาการสงบ แตอยางไรก็

ดี ประชากรกลุมนีก้็อาจจะยังมกีารทํางานของระบบภูมิคุมกันที่ ยังบกพรองไมมากกน็อย อาจจะ

เนื่องมาจากตวัโรคเอง หรือจากการทีย่ังมผีลตอการทํางานของ immune system ของรางกายอยู

นานแมวาจะสิ้นสุดการรักษานัน้ไปแลว เนื่องจากการที่ไดยาในกลุม immunosuppressive agent 

หลายตวัที่สามารถทาํใหม ีdelayed recovery ของ immune system 
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 หากใช model ของ GBV-C ในการมาวิเคราะหเนื่องจากเปนไวรัสใน family เดียวกนั ก็

อาจจะทําใหตั้งสมมุติฐานไดอีกวาไวรัสเดงกีเองก็สามารถที่จะมีการแบงตัวภายในเซลลที่อยูได ถา

หากทีการศึกษาตอโดยการหาหลักฐานวาไวรัสยังมีชีวติอยู ไมวาดวยการทาํ viral isolation หรือ 

รักษาการใช molecular study โดยการใช specific primer ที่สามารตรวจหา viral genome ที่เปน 

post-transcription product สวนที่อาจจะมีผลตอ host อยางไรบางก็ควรมกีารศึกษาตอไปใน

อนาคต 

 
ขอจํากัดการศึกษา 
 ประชากรที่ศกึษาไมไดเปนประชากรที ่healthy จริงแตเปนประชากรกลุมที่ มีความผิดปรกติ

ของ immune system อยู การนาํผลที่ไดไปใชเพื่ออธิบาย pathogenesis ของการติดเชื้อไวรัสเดงกี 

อาจจะนําไปใชไดในประชากรที่เปน immunocompromised host เทานั้น การศึกษานีเ้ปนการศกึษา

แบบ cross-sectional study จึงไมสามารถทีจ่ะอธบิายความผิดปรกติที่ตรวจพบวาเกิดขึ้นเมื่อใด 

เนื่องจากมกีารตรวจไขกระดูกเพียงครั้งเดียวหลงัจากจบการศึกษาไมไดเก็บตัวอยางเพื่อตรวจอกีครั้ง

และไมไดทําการศึกษาโดยนาํไขกระดูกที่เคยสงตรวจทางพยาธวิิทยามาทดลองหา ไวรัสโดยวิธ ี RT-

PCR ดังนัน้ถามีการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจพบไวรัสเดงกีโดยวิธนี้ในผูปวยรายเดียวกนัแตคนละ

ชวงเวลาก็นาจะไดขอมูลที่นาสนใจมากขึน้ ในสวนของการตรวจหาไวรัสในการศึกษานี้ไมไดตรวจ

เพิ่มเติมเพื่อหา specific serotype ซึ่งถาหากทราบ serotype ก็อาจจะชวยทาํใหไดขอมูลเพิ่มเติม

เกี่ยวกับ การตอบสนองของ antibody ตอไวรัสที่อยูในไขกระดูก วา antibody response นั้น 

specific ตอ dengue ที่อยูในไขกระดูกหรือไม หรือ antibody response นั้น ไมสามารถทีจ่ะ cross-

reactivity ตอ persistent virus 

 จากการศึกษานี้ที่มกีารตรวจพบไวรัสในไขกระดูก เปนที่นาสนใจวาไวรัสสามารถทีจ่ะหลบ

ซอนอยูในที่ใด มีหลกัฐานจากหลายการศึกษาที่สนับสนนุวาเซลลที่สามารถมีไวรัสเดงกี สวนใหญจะ

เปน monoctye สวนเซลลอ่ืนทีพ่บไดบางแตพบไดนอยกวาคือ B lymphocyte และ T lymphocyte 

แตเนื่องจากไวรัสไมไดมีมีความจาํเพาะเจาะจงเพยีงแต hematologic cells เทานั้นแตมีการศึกษา

วาไวรัสเดงกีเองสามารถทีจ่ะ infect เซลลอ่ืนๆไดอีกดวย โดยอางองิจากหลักฐานทั้งใน vitro โดยมี

การทดลองทาํใหเซลลทีเ่พาะเลี้ยงติดเชื้อไวรัสเดงก ี และ vivo เองกม็ีหลักฐานทีพ่บวาสามารถทีจ่ะ

ตรวจหาไวรัสโดยวิธียอม antigen ในอวยัวะตางๆของผูปวยที่เปนไขเลือดออก ซึ่งรวมถึง เซลลไข

กระดูก stromal cell หากมกีารศึกษาตอไปเพื่อหา reservoir ของ dengue genome การตรวจโดย

วิธี immunohistochemistry ก็นาจะมีประโยชน ในการสบืคนตนตอของไวรัส 
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 การตรวจพบ dengue genome ในไขกระดูกอาจจะเปนตัวอยางที่แสดงใหเห็นวา ไวรัสเดงกี

สามารถที่จะอยูในเซลลตางๆ ภายหลงัจากการติดเชื้อแบบเฉียบพลนัชวงทีม่ี viremia ไวรัสก็จะ

กระจายไปตามอวัยวะตางๆ แลวไวรัสก็เขาไปอยูในเซลลตางๆ โดยเฉพาะเซลลที ่มคีวามจาํเพาะตอ

การติดเชื้อเดงกี ในอวัยวะตางๆ นอกเหนอืไปจากเซลล PBMC ในไขกระดูก โดยอาจจะอยูในอวัยวะ

ที่เปน lymphoid tissue ตางๆ เชน ใน Payer’s patch ในระบบทางเดินอาหาร ซึง่เปนหวัขอการวจิยั

เกี่ยวกับ pathogenesis ในอนาคต 

 
ปจจัยที่อาจจะเปนสาเหตุของการม ีpersistence of dengue virus 

• ปจจัยดาน host 

• ปจจัยเกีย่วกับ virus 

• สภาวะแวดลอม 

 
ผลที่อาจจะเกิดขึ้นภายหลังจากการทีม่ี viral persistence 

• ไวรัสอาจจะมกีารแบงตัวเพิม่มากขึน้ในบางชวงซึง่ทาํใหเกิด viremia และมีอาการแสดงทาง

คลินิก ซึง่สมมตุิฐานนี้จะเปนการเปลี่ยนแปลงความเขาใจของ pathogenesis และการเกิด

ความรุนแรงของโรค โดยในปจจุบันเชื่อวาการเกิดโรคที่รุนแรง เกิดจากการกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย ไมไดเกิดจากการทีไ่วรัสมีการคงอยู หลงัจากทีต่ิดเชื้อครั้งกอน แลวมี

การแบงตัว (active replication) ภายหลงั 

 

• Virus มีการแบงตัวในขนาดต่ําๆ มีการกระตุน host immune response อยูตลอด ทาํใหมี

ความผิดปรกติของระบบภูมิคุมกันเชนเดยีวกับโรคในกลุม virus-associated 

lymphoproliferative disease เชน EBV-associated lymphoma 

• เนื่องจากมีไวรัสอยูในรางกาย โดยเฉพาะที่ในไขกระดกู ก็อาจจะทําใหรางกายพยายามจะ

กําจัดไวรัส ทําใหเกิด inflammation ขึ้นมาให environment ของ bone marrow มีการ

เปลี่ยนแปลง และเกิด injury ตอ เซลลอ่ืนที่อยูขางเคียง 

• มีการ integration ของไวรัสเขาไปใน host genome ซึ่งอาจจะกระตุนใหเกิดความผิดปรกติ

ของเซลลของ host 

• อาจจะมีผลตอการเกิด interactionระหวาง microbes เชนเดียวกับ ไวรัสGBV-C ที่ม ี

interaction กบั ไวรัสHIV 
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Protocol การทํา RT-PCR ที่ใชในการวจิัย 

• EDTA blood process 
- แยก EDTA blood 1 ml เพือ่ extract ดวย RNA Blood kit เพื่อนาํไปทํา Real time 

PCR และ PCR 

• นํา EDTA blood ที่เหลือไปปนที่ 3300 rpm 10 นาที 
- แยก Plasma ใส tube ขนาด 1.5 ml จํานวน 2 tube ปริมาตร 140 ul และอีก tube 

คือ Plasma ที่เหลือเก็บที่ -80’C 

• เติม PBS เปน1 เทาของปริมาตรเดิมแลว mix ใหเขากนั 
- เตรียม Ficoll-Paque tm Plus ปริมาตรเทากับ EDTA blood เร่ิมตนใน tube 15 ml. 

- ทําการ Over layer บน Ficoll- Paque และนําไปปนที ่2200 rpm 20 นาท ี

- ดูดชั้นสีขาวขุน (PBMC) ใส tube ขนาด15 ml เติม PBS เปน 10 เทาของ PBMC 

- ปนที ่1500 rpm 10 นาที เทของเหลวในหลอดทิ้งแลวเตมิ PBS ประมาณ 500-600 

ul ข้ึนอยูกบัปริมาตรของ pellet 

• mix ใหเขากนัแลวแบงใส tube ขนาด 1.5 ml จํานวน 2 tube ปริมาตร 140 ul และ
อีก tube เปน PBMC ที่เหลือเก็บที่ -80’C 

Viral RNA extraction 
sample 140 ul + 560 ul RVL buffer 

room temp 10 min, centrifuge 1 sec - เติม 560 ul ethanol (absolute), vortex 15 sec - นํา 630 ul ของ 
solution ใสใน column 

centrifuge 6000 g,1min (8000 rpm) 

- เท filtrate ทิง้, เอา column ใส tube เดิม 

- นํา solution ที่เหลือใส column, ปน 8000 rpm 1 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหม 

- เติม 500 ul AW1 ปน 8000 rpm 1 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหม 

- เติม 500 ul AW2 ปน 14000 rpm 3 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหมแลวปน 14000 rpm 1 min 

- นํา column ใส tube 1.5 ml, เติม 60 ul AVE, ทิง้ไวที ่room temp 1 min 

- ปน 8000 rpm 1 min , และแบงใส 0.2 micro tube เก็บที-่80 ‘C 
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Reverse Transcriptase (Bio lab) 
RT Protocal (ซ่ึงเตรียม cDNA) 

• preparation template & primer 
 Final concentration 

 10 uM Den outer1   0.75  (0.75 μm) 

 10 uM Den outer2   0.75  (0.75 μm) 

 template    3.5  (25-50 ng) 

 นําไป incubate ที่ 70’C, 5 min ………..quick chill 4’C, 5min…..hold on ice 

• Mixture 
 Final concentration 

10X buffer (contain 3 mM Mgcl2 ) 2 ul  (1x) 

 10 uM dNTPs    1 ul  (0.5 mM) 

 RNA secure    0.8 ul 

 DEPC     10.2 ul 

 Ribo-inhibitor    0.5 ul 

 นําไป incubate ที่60’C , 20 min......add enz RT 0.5 ul + template and primer 

• Condition 
 25 ‘C   5 min 

 42 ‘C   60 min 

 70 ‘C    15 min 
 1 st PCR 

• Mixture       
Final concentration 

 10 X buffer    2 ul  1x 

 10 mM dNTPs    0.4 ul  0.2 mM 

 25 mM MgCl2    1.6 ul  2 μM 

 10 uM Den outer1    0.75 ul   0.75 μM 

 10 uM Den outer2   0.75 ul  0.75 μM 

 dWater     11.9 ul 

 hot strat taq    0.1 ul 
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 cDNA     2.5 ul 

• Condition 
 95’C    15 min 

 95’C     1 min 

 50’C    1 min 40 cycles 

 72’C    1 min 

 72’C    7 min 

• 2 nd PCR 
 10 X buffer    2 ul 

 10 mM dNTPs    0.4 ul 

 25 mM MgCl2    0.4 ul 

 10 uM Den inner1    0.75 ul 

 10 uM Den inner2   0.75 ul 

 dWater     14.6 ul 

 hot strat taq    0.1 ul 

 1 st PCR product   1 ul 

• Condition 
 95’C    15 min 

 95’C     1 min 

 58’C    1 min 25 cycles 

 72’C    1 min 

 72’C    7 min 

4. Run gel electrophoresis (2%) 

- ชั่ง agorose หรือ วุน 1.6 g (large chamber ) เติม TBE buffer 80 ml หรือช่ัง agorose 

วุน 0.8 g (small chamber) เติม TBE buffer 40 ml 

- ใส microwave เมื่อละลายจงึเทใส chamber และเสียบcombลงไปรอให gel เย็นจงึดึง 

combออก 

load gel โดยใช PCR product 10 ul : loading dye 2 ul ผสมกันแลวหยอดลงในชองวางบน gel 

load marker โดยใช 100 bp 1 ul : loading dye 2 ul : buffer TBE 9 ul 

95 – 100 volt เปนเวลา 60-70 min 
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Protocol การทํา Dengue ELISA 
I. Materials 

1. Nunce E.I.A. Microtitration plate, 96 Flat bottom wells 1.0 x 0.7 cm, CAT. No. 

449824 

2. Humidified box 

3. Goat anti-human IgM and IgG (5 FCm) (Cappel) 1:800 (40 ml = 250 บาท) 

4. 0.006 M Carbonate-Bicarbonate buffer  (pH 9.0 + 0.1) 

 Na2CO3  0.076 gm. 

 NaHCO3  0.700 gm. 

 DW      500 ml. 

5. 1 x PBS 

 10 x PBS (pH 7.4 + 0.1) 

  Sodium chloride     80.0 gm. 

  Potassium chloride        2.0 gm. 

  Potassium phosphate, monobasic    1.9 gm. 

  Sodium phosphate, dibasic, anhydrous  9.0 gm. 

  DW       1000 ml. 

6. PBS-T (0.05% Tween in PBS): 

Dilute 10 x PBS to 1:10 (10 x PBS 200 ml + DW 1800 ml) add Tween 20, 1 ml 

7. 5% acetone extracted normal human serum (40 ml = 700 บาท) 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

Bovine albumin fraction v (Sigma) 

7. Test serum or CSF 

8. Serum controls: (1 ชุด = 250 บาท) กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

weak anti-dengue IgM (WDM); strong anti-dengue IgM (SDM) 

weak anti-dengue IgG (WDG); strong anti-dengue IgG (SDG) and negative 

control (NC) 

 11. Antigens: (0.5 ml = 1000 บาท) 

 Dengue-1, Hawaii strain,  HA: 1:5120, pH 6.2 
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 Dengue-2, Tr 1751 strain,  HA: 1:5120, pH 6.2 

 Dengue-3, H 87 strain, HA: 1:1280, pH 6.4 

 Dengue-4, H 241 strain,  HA: 1:1280, pH 6.4 

 12. Anti-flavivirus IgG-horseradish peroxidase conjugate to give a weak positive 

control OD of 0.40 + 0.15 

(100 ml = 250 บาท)  กรมวทิยาศาสตรการแพทย 

 

 13. Substrate: 

 1) 0.1 M Citrate phosphate buffer (pH 5.0 + 0.1) 

  Citric acid      3.5 gm. 

  Sodium phosphate dibasic, anhydrous  5.1 gm. 

  DW       1000 ml. 

 2) O-phenylene diamine (OPD) (5 mg) 1 tab Sigma 

 3) 3% H2O2: To prepare: Dissolve 1 tab (OPD) in 10 ml (0.1 M citrate 

phosphate buffer) and add 33 ul of fresh 3% H2O2. 

 14. M H2SO4 

15.  Votex 

16.  ELISA plate reader with 490 nm 

17.  Multichannel: 50-300 μl 

18.  Pipet: 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl 

19.  Tip: 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl 

20.  Incubator (35-37°C) 

21.  pH meter 

22.  Refrigerator 

23.  Disposable gloves 

24.  Distilled water 

25.  Absorbent paper 

26.  Sodium hypochlorite and Sodium bicarbonate 
 
II. Methods (ทุกขั้นตอนตองเก็บไวใน humidified box) 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
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1. Sensitize Step 

 ก.  นํา Goat anti-human IgM & IgG (1:800) 12.5 μl ลงใน 0.006 M Carbonate- 

  Bicarbonate buffer 10 ml mix ใหเขากนั 

 ข.  ใส 100 μl ลงในแตละหลมุของ EIA plate เมื่อเสร็จแลวนํา plate ใสลงใน moisture 

   box และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C ประมาณ 1 คืน หรือที่อุณหภูมิหองอยางนอย 4  

  ชั่วโมง กอนจะนํามาทํา 
2. Antibody Step 

 ก.  Dilute serum, to make 1:100   1 x PBS 990 μl + Serum 10 μl 

   Dilute CSF, to make 1:10  โดยใช 1 x PBS 900μl + CSF100 μl 

 ข.  Dilute controls 1:100  โดยใช 1 x PBS 990 μl + controls 10 μl 

(สามารถเกบ็ไวที ่4 °C นาน 1 สัปดาหหรือมากกวาเล็กนอย) 

 ค. นํา Plate ที่ sensitized แลว (ถาเก็บไวที่ –20°C นํามาทิ้งไวที่อุณหภมูิหองให 

 ละลาย หรือใส PBS-T ลงไปเพื่อใหละลายไดเร็วขึ้น) ลาง plate ดวย PBS-T 5   คร้ัง 

แลวเคาะใหแหง 

 ง. ใส Serum, controls (duplicate) 50 μl จนครบทกุหลุม เกบ็ไวใน moisture box 

  ไวที่อุณหภูม ิ4 °C ขามคืน หรือถาตองการใหเสร็จภายในวนัเดียว เก็บไวที่  

 moisture box ประมาณ 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง 

 จ. เมื่อครบ 2 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง เคาะ plate ใหแหง 
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3. Antigen Step 
 ก.  เตรียม 5 ml. ตอ plate ของ Den-1, -2 และ –3 ที่ 16 units สวน Den-4 ที่ 8  

  units ดังนี ้
   Den-1  
   1 unit  = 1:5120 

   16 units = (1/5120) x 16 = 16:5120 = 1:320 

   ที่ dilution 1/320, 320 ml. มี Den-1 = 1 ml. 

   ที่ dilution 1/320, 5 ml. มี Den-1 = (1 x 5)/320 = 0.01563 ml.= 15.63 μl 
   Den-2   

   1:5120 คํานวณเหมือน Den-1 ดังนั้น Den-2 ที่ 16 units ใน 5 ml. = 15.63 μl 
   Den-3   
   1 unit = 1:1280 

   16 units = (1/1280) x 16 = 16:1280 = 1:80 

   ที่ dilution 1/80, 80 ml. มี Den-3 = 1 ml. 

   ที่ dilution 1/80, 5 ml. มี Den-3 = (1 x 5)/80 = 0.0625 ml. = 62.5 μl 
   Den-4 
   1 unit = 1:1280 

   8 units  = (1/1280) x  = 8:1280 = 1:160 

   ที่ dilution 1/160, 160 ml. มี Den-4 = 1 ml. 

   ที่ dilution 1/160, 5 ml.มี Den-4 = (1 x 5)/160 = 0.03125 ml. = 31.25 μl 

 ข.  ใส antigen Den-1 titer 1:5120  = 15.63 μl 

 Den-2 titer 1:5120 = 15.63 μl 

 Den-3 titer 1:1280 = 62.50 μl 

 Den-4 titer 1:1280 = 31.25 μl 

 ลงใน NHS acetone extracted 5 ml. Mix ใหเขากนั 

 ค. ใส antigens ที่ไดลงในทุก ๆ หลุมๆ ละ 50 μl จนครบ เก็บไวใน moisture box  

 ไวที่อุณหภูม ิ4 °C ขามคืน หรือถาตองการใหเสร็จภายในวนัเดียว เก็บไวที่  

 moisture box ประมาณ 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง 

 ง. เมื่อครบ 2 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง เคาะ plate ใหแหง 
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4. Conjugate Step 
  ก. เตรียม 0.5% BSA (Bovine Serum albumin) ลงใน NHS 2.5 ml. ตอ plate โดย 

  คํานวณดงันี ้

  100 ml. of 0.5% BSA มี BSA = 0.5 gm. 

  2.5 ml. of 0.5% BSA มี BSA = (0.5 x 2.5)100 = 0.0125 gm. 

  Mix ใหเขากนั 

 ข. เตรียม conjugate at 1:300 ลงใน NHS 2.5 ml ตอ plate โดยคํานวณดังนี ้

  300 ml. conjugate = 1 ml. 

  2.5 ml. conjugate = (1 x 2.5)/300 = 0.00714 ml. = 8.33 μl 

  ใช NHS 2.5 ml + 0.5% BSA 0.0125 gm. + conjugate 7.14 μl mix ให 

 เขากัน 

 ค. ใส conjugate ที่ไดลงในทกุ ๆ หลุมๆ ละ 25 μl จนครบ เก็บไวใน moisture  

 box เก็บไวที่ moisture box ประมาณ 1 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิ 35-37°C 
5. Substrate Step 
 ก.  นํา 1 tab (5 mg) ของ O-phenylene diamine (OPD) ลงใน 0.1 M citrate  

    phosphate buffer 10 ml. แลวตามดวย 3% H2O2 3.3 μl mix ใหเขากัน (เมื่อ 

   เหลือเวลา 20 นาทีกอนจะลาง plate) ขั้นตอนนี้ตองหุม foil เพื่อไมใหแสงเขา 

 ข.  เมื่อครบ 1 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง และลางตามดวย PBS 2  คร้ัง 

เคาะ plate ใหแหง 

 ค. ใส Substrate ลงไปทกุๆ หลมุ ๆ ละ 100 μl จนครบ เกบ็ไวในทีม่ืด ถาเปน IgG  

 ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ีสวน IgM ทิ้งไวประมาณ 35 นาท ี

ง. หยุดปฏิกิริยาดวย 4 M H2SO4 50 μl ทุกหลุม 

6. อานผล:  โดยใช spectrophotometer wave length 490 nm. 

7. แปลผล: 

ก.  The weak positive control (WPC) is defined as 100 units 

 ข.  Calculate a binding index: BI = OD (test sample) – OD (negative control) 

          OD (WPC) – OD (negative control) 

 ค.  Unit = BI x 100 

 ง. A value of > 40 units is positive. 
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 จ. For dengue infection, a ratio of anti-dengue IgM to IgG (if either test is > 40 

  units) of > 1.8 is typical of a primary infection. A ratio of units IgM to units IgG 

  < 1.8 is typical of a secondary infection. This ratio is not valid for determining 

  if JE occurred in a dengue-immune host. Test specificity is > 95% 
 
แบบฟอรม Dengue ELISA และสรุปวิธีทาํทั้งหมด 

Anti-dengue IgM or IgG Infectious Diseases Division, Chulalongkorn Hospital 
Date ………………………… 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Empty         Empty 
B SPC           
C             
D     WPC       
E             
F       NC     
G         WPC   
H Empty         Empty 

SPC = Strong positive control, WPC = Weak positive control, NC = Normal control 
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Step Material 
(working/plate) 

Buffer 
(working/plate) 

Vol/well Time Temp Wash Time 

Sensitize Goat anti-human 
IgM 1:800 = 12.5 μl 
Goat ant-human IgG 
1:800 = 12.5 μl 

0.006 M 
Carbonate 
= 10 ml 

100 μl ON or 
4 hrs 

4°C PBS-T 5 
ครั้ง 

 

Test 
specimen 

Serum 1:100 = 10 μl 
CSF 1:10 = 100 μl 
Control 1:10 = 3 μl 

PBS = 990 μl 
PBS = 900 μl 
PBS = 300 μl 

50 μl ON or 
2 hrs 

4° C 
RT 

PBS-T 5 
ครั้ง 

 

Antigen Ag Den 1 (1:5120) = 
15.63 μl 
Den 2 (1:5120) = 
15.63 μl 
Den 3 (1:1280) = 
62.5 μl 
Den 4 (1:1280) = 
31.25 μl 

 
5% NHS = 5 
ml 

 
50 μl 

 
ON or 
2 hrs 

 

4°C 
RT 

 
PBS-T 5 
ครั้ง 

 

Conjugate 0.5% BSA = 0.0125 
gm 
Human anti-
flavivirus IgG-HRP 
conjugate 1:300 = 
8.33 μl 

 
5% NHS = 2.5 
ml 

 
25 μl 

 
1 hr 

 
35-

37° C 

PBS-T 5 
ครั้ง 
+ 
PBS 2 
ครั้ง 

 

Substrate OPD 0.5 mg/ml = 
0.005 g 
3% H2O2 = 33 μl 
(ดูดจาก stock 3.3 
μl) 
เมื่อเวลาผานไป 20 
นาที add OPD + 
3% H2O2 แลวหุม foil 

 
0.1 M Citrate 
phosphate 
= 10 ml 

 
100 μl 

 
30 min 

 
RT 

 
IgM = 35 
mins 
IgG = 30 
mins 

 

Stop 
reaction 

4 M H2SO4  50 μl     

 
 
 
 



 

 

60 

Anti-dengue IgM/IgG, Infectious Diseases Division, Chulalongkorn Hospital 
Date ………………………… 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Empty     SDG (HN)   Empty 
B SDM (HP)           
C             
D   WDM (LP)     WDG (LN)   
E             
F       NC (ST)     
G     WDM (LP)     WDG (LN) 
H Empty         Empty 

SPC = Strong positive control, WPC = Weak positive control, NC = Normal control 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgM IgG 
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Step Material 
(working/plate) 

Buffer 
(working/plate) 

Vol/well Time Temp Wash Time 

Sensitize Goat anti-human IgM 
1:1800 = 6.25 μl 
Goat ant-human IgG 
1:800 = 6.25 μl 

0.006 M 
Carbonate 
= 5 ml 

100 μl ON or 
4 hrs 

4°C PBS-T 
5 ครั้ง 

 

Test 
specimen 

Serum 1:100 = 10 μl 
CSF 1:10 = 100 μl 
Urine & saliva No 
dilute 
Control: 1:100 = 3 μl 

PBS = 990 μl 
PBS = 900 μl 
 
PBS = 300 μl 

50 μl ON or 
2 hrs 

4° C 
RT 

PBS-T 
5 ครั้ง 

 

Antigen Ag Den 1 (1:5120) = 
15.63 μl 
Den 2 (1:5120) = 
15.63 μl 
Den 3 (1:1260) = 
63.5 μl 
Den 4 (1:1280) = 
31.25 μl 

 
 
5 % NHS = 5 ml 

 
 
50 μl 

 
ON or 
2 hrs 

 

4°C 
RT 

 
 
PBS-T 
5 ครั้ง 

 

Conjugate 0.5% BSA = 0.0125 
gm 
Human anti-flavivirus 
IgG-HRP conjugate 
1:300 = 8.33 μl 

 
5 % NHS = 2.5 
ml 

 
25 μl 

 
1 hr 

 
35-

37° C 

PBS-T 
5 ครั้ง 
+ 
PBS 2 
ครั้ง 

 

Substrate OPD 0.5 mg/ml = 1 
tab (5 mgs) 
3% H2O2 = 33 μl (ดูด
จาก stock 3.3 μl) 
เมื่อเวลาผานไป 20 
นาที add OPD + 
3% H2O2 แลวหุม foil 

 
0.1 M Citrate 
phosphate 
= 10 ml 

 
100 μl 

 
30 
mins 

 
RT 

 
IgM = 
35 mins 
IgG = 
30 mins 

 

Stop 
reaction 

4 M H2SO4  50 μl     
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ชื่อ-นามสกุล  โอภาส พทุธเจริญ 

วัน เดือน ป เกดิ 23 ธันวาคม 2514 

ภูมิลําเนา  กรุงเทพมหานคร 

ประวัติการศึกษา 

2538   แพทยศาสตรบัณฑิต มหาวทิยาลยัขอนแกน 

2545   วุฒิบัติแพทยผูเชี่ยวชาญสาขาอายรุศาสตร 

การทาํงาน 

2539   แพทยเวชปฏิบัติทั่วไป โรงพยาบาลพนัสนิคม จ.ชลบุรี 

ปจจุบัน   แพทยประจาํบานตอยอดหนวยโรคติดเชื้อ ภาควิชาอายุรศาสตร โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
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