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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

วริษฐาเพ็ชรสม : ความชุกของไวรัสที่มาจากยุงในผู้ป่วยที่มีไข้เฉียบพลันในประเทศไทย , 
2558-2559 (PREVALENCE OF MOSQUITO-BORNE VIRAL DISEASES IN PATIENTS 
WITH ACUTE FEBRILE ILLNESS IN THAILAND, 2015-2016) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ศ. นพ. ยงภู่วรวรรณ{, 66 หน้า. 

ไข้เฉียบพลันหมายถึงมีอาการไข้โดยไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัดอาการไข้เกิดขึ้นภายใน  1 
สัปดาห์ตามค าจ ากัดความการมีไข้หมายถึงมีอุณหภูมิของร่างกายเกิน  37.5 องศาเซลเซียสตามค า
จ ากัดความจะให้มีไข้ไม่เกิน 1 สัปดาห์ในผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรงดีไข้เฉียบพลันที่ไม่มีสาเหตุที่แน่ชัดหรือ
ลักษณะอาการบ่งบอกที่แน่ชัดว่ามีสาเหตุจากอะไรพบได้บ่อย (ในรายที่มีไข้และรู้สาเหตุที่แน่ชัดเช่น
เป็นฝีมีหนองการอักเสบของแขนและขาโรคทางเดินหายใจเช่นไข้หวัดใหญ่เราก็จะไม่เรียกว่าไข้
เฉียบพลัน) ไข้เฉียบพลันในประเทศไทยจึงมีสาเหตุมาจากหลายอย่างแต่ที่พบบ่อยเกี่ยวกับโรคติดเชื้อ
ไวรัสเนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศเขตร้อน  (tropical) ซึ่งเป็นเขตที่มียุงชุกชุมเพราะมี
สภาพแวดล้อมได้แก่มีป่าไม้แหล่งน้ าอุณหภูมิและความชื้นที่เหมาะสมต่อการแพร่พันธุ์ของยุงซึ่งยุงเป็น
พาหะของโรคติดเชื้อไวรัสที่เป็นสาเหตุของไข้เฉียบพลันในประเทศไทยได้แก่ไวรัสเดงกี่  (dengue 
virus) ไวรัสชิคุนกุนยา (chikungunya virus) และไวรัสซิกา (Zika virus) โดยในการศึกษานี้จะศึกษา
ความชุกของไข้เลือดออกไวรัสชิคุนกุนยาและไวรัสซิกาในผู้ป่วยที่มีไข้เฉียบพลันในประเทศไทย  ช่วงปี
พ.ศ. 2558 – 2559โดยการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่จากผู้ป่วยไข้เฉียบพลันทั้งหมด1,918 รายด้วย
เทคนิค Semi-nested RT-PCR ตรวจวินิจฉัยไวรัสชิคุนกยา 1,753 รายและไวรัสซิกา 1,949 รายด้วย 
Real-time RT-PCR จากนั้นเลือกตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ทราบจ านวนวันเป็นไข้มาทั้งหมด 367 
รายเพ่ือมาตรวจหาโปรตีน NS1, IgM และ IgG antibodies (Dengue markers) ด้วย ELISA พบว่า
การติดเชื้อไวรัสเดงก่ีทั้งหมด 181 ราย (9.44%) ตรวจพบการติดเชื้อไวรัสซิกาทั้งหมด 4 ราย (0.21%) 
และไม่พบการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาและการท า  ELISA เพ่ือตรวจหาโปรตีน  NS1, IgM, IgG 
antibodies (dengue markers) ควบคู่ไปกับการตรวจด้วย semi-nested RT-PCR จะสามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการในการตรวจจับไวรัสเดงก่ีได้เพ่ิมข้ึน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5874103330 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
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VARITTHA PETCHSOM: PREVALENCE OF MOSQUITO-BORNE VIRAL DISEASES IN 
PATIENTS WITH ACUTE FEBRILE ILLNESS IN THAILAND, 2015-2016. ADVISOR: 
PROF. YONG POOVORAWAN, M.D. {, 66 pp. 

Acute febrile illness fever with temperature more than 37.5 celsius is one of 
the most common presenting symptoms in Thai patients. Bacterial, viral or parasitic 
infection usually cause it. Arbovirus infections such as dengue virus, chikungunya virus 
and Zika virus infection are common. However, the prevalence is still unknown. The 
study tested sera samples for dengue virus by semi-nested reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT- PCR), and for chikungunya and Zika virus by real-time 
RT-PCR from Thai patients presenting with acute febrile illness between 2015-2016. 
The samples with days of fever data were selected to test for NS1 antigen, IgM and IgG 
antibodies by ELISA. There were a total of 1,918, 1,753 and 1,943 patients enrolled for 
Dengue, Chikungunya and Zika virus study, respectively. Dengue and Zika virus infection 
was detected in 9.44% and 0.21% of the patients, respectively. There was no 
chikungunya virus detected in the study. Dengue virus is the most common arboviruses 
found in patients with the acute febrile illness. Zika virus infection is rare whereas 
chikungunya virus is not detected. Using semi-nested RT-PCR with ELISA in order to 
better detect dengue virus in the samples. 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

ประเทศไทยเป็นประเทศเขตร้อน (tropical zone) ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการ

แพร่ขยายพันธุ์ของยุง เช่น ป่าไม้ แหล่งน้ า อุณหภูมิ และความชื้น เป็นต้น โดยยุงเป็นพาหะของโรค

ติดเชื้อจากไวรัส เช่น ไวรัสเดงกี่ (dengue virus) ไวรัสชิคุนกุนยา (chikungunya virus) และ ไวรัส

ซิกา (Zika virus) เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัสทั้งสามชนิดนี้ จะมีอาการคล้ายคลึงกัน คือการมีผื่น ปวด

ข้อ ปวดกล้ามเนื้อ และมีอาการไข้เฉียบพลัน โดยไข้เฉียบพลัน หมายถึง ผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรงดี มี

อาการไข้ โดยไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด มีอุณหภูมิของร่างกายมากกว่า 37.5 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลาไม่เกิน 1 หรือ 2 สัปดาห์ และถ้าเกินกว่า 2 สัปดาห์ไปแล้วยังหาสาเหตุไม่ได้ว่ามีไข้จาก

อะไร ก็จัดอยู่ในกลุ่มที่เรียกว่า Fever of unknown Origin หรือ FUO ที่จะต้องหาสาเหตุแตกต่าง

กันไป ส่วนในรายที่รู้สาเหตุที่แน่ชัด เช่นเป็นฝี มีหนองการอักเสบของแขนและขา หรือโรคทางเดิน

หายใจ เช่น ไข้หวัดใหญ่ จะไม่เรียกว่า ไข้เฉียบพลัน) โดยไวรัสทั้งสามชนิดนี้ก่อให้เกิดโรคได้ทุกช่วง

อายุ และทุกภูมิภาคของประเทศไทย แต่ผู้ป่วยส่วนใหญ่จะมีอาการไม่รุนแรงจนถึงแก่ชีวิต ใน

ประเทศไทยมียุงเป็นพาหะในการก่อให้ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา โดยมี

ลักษณะ ดังนี้ 

 

1. ไวรัสเดงกี่ เป็นสาเหตุของโรคไข้เลือดออก มีทั้งหมด 4 สายพันธุ์ (serotypes) ได้แก่ 

DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4(1) 

ไวรัสเดงกี่ เป็น enveloped virus มีรูปร่างทรงกลม อยู่ ในวงศ์ Flaviviridae สกุล 

Flavivirus มีขนาดของอนุภาคไวรัส ประมาณ 50 nm ลักษณะของสารพันธุกรรมเป็น RNA สาย

เดี่ยวชนิดสายบวก (positive single-stranded RNA, +ssRNA) รหัสพันธุกรรม (genome) ของ

ไวรัสจะสามารถสร้างโปรตีนได้ทั้งหมด 10 โปรตีน แบ่งโปรตีนออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่  
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1 . )  โปรตีน โครงสร้ า ง  (structural protein)  ประกอบด้ วยโปรตีน  capsid (C), 

envelope (E) และ pre-membrane (prM)/ membrane (M)  

2.) โปรตีนที่ท าหน้าที่อ่ืน (non-structural protein/NS) ประกอบด้วยโปรตีน NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B และNS5 

โดยส่วนต้นและปลายสุดของสารพันธุกรรมไวรัสประกอบด้วย untranslated region 

(UTR) ประกอบด้วย 5’UTR และ 3’UTR ตามล าดับ 

เมื่อติดเชื้อจะมีอาการแสดงของโรคแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม (2) ได้แก่  

1.) Dengue without warning signs มีอาการไข้สูง ปวดศีรษะ ปวดข้อ ปวดกล้ามเนื้อ 

(myalgia) มีผื่น (maculopapular rash) 

2.) Dengue with warning signs อาการจะเหมือนกลุ่มแรกแต่มีอาการที่รุนแรงกว่า

โดยมีเลือดออกตามผิวหนัง หรือตามอวัยวะต่างๆ ซึ่งเกิดจากการรั่วของพลาสมา ออกนอกเส้นเลือด 

(Plasma Leakage) 

3.) Severe dengue เกิด plasma leakage ที่รุนแรงขึ้น มีเลือดออกมากขึ้น ท าให้มี

ภาวะแทรกซ้อนของโรคต่างๆ ตามมา จนท าให้ร่างกายเกิดภาวะช็อกและเป็นสาเหตุให้เกิดความ

ล้มเหลวของระบบต่างๆ ในร่างกาย 

ในประเทศไทยมีการรายงานการระบาดของโรคไข้เลือดออกนานกว่า 50 ปี โดยโรค

ไข้เลือดออก เริ่มมารายงานในประเทศไทยปี พ.ศ. 2501 และเกิดเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุข 

ส าหรับประชากรไทยเรื่อยมา มีการระบาดเกิดขึ้นทุกๆ 2-3 ปี(3) จนกระทั่งเกิดการระบาดใหญ่ในปี 

พ.ศ. 2530 และ พ.ศ. 2541 ในปัจจุบันการกระจายของโรคจะเปลี่ยนแปลงไปตามพ้ืนที่ตลอดเวลา 

ทุกปี หรือ 1-3 ปี และสามารถพบไวรัสเดงก่ีทุกสายพันธุ์ในประเทศไทย  

 

2. ไวรัสชิคุนกุนยา 

ไวรัสชิคุนกุนยาเป็น enveloped virus มีรูปร่างทรงกลมและมี spike มีขนาดประมาณ 
65-70 nm อยู่ในวงศ์ Togaviridae สกุล Alphavirus มี 3 สายพันธุ์ได้แก่ สายพันธุ์ West African 
สายพันธุ์ East Central and South Africa (ECSA) และ สายพันธุ์ Asian โดยมีลักษณะของสาร
พันธุกรรมเป็น RNA สายเดี่ยวชนิดสายบวกมีขนาดประมาณ 11kb โดยรหัสพันธุกรรมของไวรัสมี
ทั้งหมด 2 open reading frames (ORFs) (4) ดังนี้  
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1.) ORF1 ต้นแบบของ non-structural polyprotein ได้เป็น 4 โปรตีน ได้แก่ โปรตีน 
NSP1, NSP2, NSP3 และ NSP4 

2. ) ORF2 ต้นแบบของstructural polyprotein ได้ เป็น 5 โปรตีน ได้แก่  โปรตีน 
envelope (E) คือ โปรตีน E1, E2, E3 , capsid protein (C) และ โปรตีน 6k  

โดยส่วนต้นและปลายสุดของสารพันธุกรรมไวรัสประกอบด้วยuntranslated region 

(UTR) ประกอบด้วย 5’UTR และ 3’UTR ตามล าดับ 

 

ไวรัสชิคุนกุนยาเป็นสาเหตุของโรคไข้ปวดข้อยุงลาย อาการของโรคจะคล้ายกับอาการ

ของโรคไข้เลือดออก แต่จะพบอาการปวดข้อและตาแดงได้บ่อยกว่า ไม่พบภาวะเลือดออกและ

ภาวะช็อค โดยมียุงลาย มี 3 สายพันธุ์ (lineages) ได้แก่ สายพันธุ์ West African, East Central 

and South-African และ Asian(5) 

มีการรายงานในประเทศไทยครั้งแรกในปี พ.ศ. 2501 ในพ้ืนที่จังหวัดกรุงเทพฯ และ

ต่อมาได้มีการระบาดของโรค เป็นระยะๆ ในหลายพื้นท่ี ได้แก่  

พ.ศ. 2531 จังหวัดสุรินทร์  

พ.ศ. 2534 จังหวัดขอนแก่น และปราจีนบุรี  

พ.ศ. 2538 จังหวัดเลย นครศรีธรรมราช และหนองคาย  

พ.ศ. 2551 จังหวัดนราธิวาส 

พ.ศ.2552 บริเวณภาคใต้ของประเทศไทย 

พ.ศ. 2556 จังหวัดบึงกาฬ(6) 

ดังนั้นโรคไข้ปวดข้อยุงลายนับเป็นโรคอุบัติซ้ า (Reemerging infectious disease) 

ถึงแมท้ิ้งช่วงห่างของการระบาดเป็นระยะเวลา 13 ปี แต่ก็ยังมีการระบาดอย่างต่อเนื่อง 

 

3. ไวรัสซิกา 

ไวรัสซิกาเป็น enveloped virus มีรูปร่างทรงกลม อยู่ ในวงศ์ Flaviviridae สกุล 

Flavivirus มีลักษณะของสารพันธุกรรมเป็น RNA สายเดี่ยวชนิดสายบวกมีขนาดของอนุภาคไวรัส 

ประมาณ 50 nm จีโนมของไวรัสจะสามารถสร้างโปรตีนได้ทั้งหมด 10 โปรตีน แบ่งโปรตีนออกเป็น 

2 ชนิด ได้แก่  
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1. )  โปรตีนโครงสร้ าง  (structural protein)  ประกอบด้วยโปรตีน capsid (C), 

envelope (E) และ pre-membrane (prM)/membrane (M)  

2.) โปรตีนที่ท าหน้าที่อ่ืน (non-structural protein/NS) ประกอบด้วยโปรตีน NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B และNS5 

โดยส่วนต้นและปลายสุดของสารพันธุกรรมไวรัสประกอบด้วยuntranslated region 

(UTR) ประกอบด้วย 5’UTR และ 3’UTR ตามล าดับ(7) 

 

ไวรัสซิกาเป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อไวรัสซิกา ซึ่งค้นพบเพียงมี 2 สายพันธุ์ ได้แก่ African 

และ Asian อาการของโรคจะคล้ายคลึงกับโรคไข้เลือดออกและโรคไข้ปวดข้อยุงลาย แต่จะพบการมี

ผื่นได้บ่อยกว่า ไม่พบภาวะเลือดออก และภาวะช็อก แต่มีการรายงานว่าโรคติดเชื้อไวรัสซิกา มี

ความสัมพันธ์กับการผิดปกติของสมองตั้งแต่อยู่ในครรภ์ หรือการที่ทารกมีขนาดของศีรษะที่ผิดกว่า

ปกต ิ

โรคติดเชื้อไวรัสซิกา หรือไข้ออกผื่น มีรายงานการพบภูมิคุ้มกันของไวรัสซิกาครั้งแรกใน

ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2506 ทีก่รุงเทพฯ และมีการรายงานพบการติดเชื้อไวรัสซิกาอีกครั้ง ในปี พ.ศ. 

2556 จากนักท่องเที่ยวชาวแคนาดา และเยอรมัน พบการติดเชื้อที่จังหวัดศรีษะเกษ  8 ราย และที่

จังหวัดล าพูน 21 รายและพบการติดเชื้อต่อเนื่องมาในปี พ.ศ. 2557 ที่จังหวัดเพชรบูรณ์ 20 ราย 

และที่จังหวัดสมุทรสาคร 5 ราย จากนั้นเริ่มมีการเฝ้าระวังโรคติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศไทยและ

ขยายอย่างเป็นระบบจนถึงปัจจุบัน(8) และมีการพัฒนาการตรวจวินิจฉัย เฝ้าระวัง ให้มีความไวและ

ความครอบคลุมมากขึ้น  

ดังนั้นไข้เลือดออก ไข้ปวดข้อยุงลาย และไข้ติดเชื้อไวรัสซิกา ที่เกิดขึ้นในผู้ป่วยไม่ว่าจะ

เป็นเด็กหรือผู้ใหญ่ จึงเป็นปัญหาในเวชปฏิบัติ ในการหาสาเหตุของโรค แนวทางการรักษา และการ

ป้องกนัต่อไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ในงานวิจัย 

เพ่ือศึกษาความชุก อุบัติการณ์ที่เกิดขึ้น ของไข้เฉียบพลันที่น าโดยยุง ได้แก่ ไข้เลือดออก 

ไข้ปวดข้อยุงลาย และไข้ติดเชื้อไวรัสซิกา ที่เกิดขึ้นในประเทศไทย  
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สมมติฐานของการวิจัย 

 เนื่องจากมีการพบความชุกของไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ในหลายๆ ประเทศ 
จึงน่าจะพบความชุกในประเทศไทยด้วย 
 

กรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

แผนภาพที่ 1กรอบแนวความคิดของการวิจัย 
 
ข้อจ ากัดของการวิจัย (Limitations) 

-ตัวอย่างที่น ามาใช้ในการศึกษาเป็นตัวอย่างที่ได้รับมาจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และ

โรงพยาบาลในเครือบางปะกอกฯ (จังหวัดกรุงเทพฯ) โรงพยาบาลชุมแพ (ชุมแพเป็นอ าเภอหนึ่งใน

จังหวัดขอนแก่นซึ่งมีอาณาเขตติดกับอีก 2 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดเลยและจังหวัดชัยภูมิ ) และ

โรงพยาบาลสิเกา (จังหวัดตรัง) ซึ่งอาจยังไม่ครอบคลุมทั้งประเทศ 

ตวัอย่างผูป่้วยไขเ้ฉียบพลนั 

- serum, plasma และ urine จาก กรุงเทพ ฯ (โรงพยาบาลในเครอืบางปะกอกฯ 

และ โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ)์ 

- serum จาก ชมุแพ (โรงพยาบาลชมุแพ จงัหวดั ขอนแก่น) 

- serum จาก สเิกา (โรงพยาบาลสเิกา จงัหวดั ตรงั) 

 

 

ตรวจหาไวรสัเดงกี ่

-semi-nested 

RT-PCR 

ตรวจหา 

ไวรสัชิคุนกนุยา 

-Real-time  

RT-PCR 

ตรวจหาไวรสัซิกา 

-Real-time  

RT-PCR 

ตรวจหาDENV 

markers 

-NS1, IgM, IgG 

ตรวจหาล าดบันิวคลโีอไทด ์และวเิคราะหผ์ล 
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-ตัวอย่างที่ได้จากผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน มีความเป็นไปได้ยากในการเก็บตัวอย่าง 2 ครั้ง 

เนื่องจากผู้ป่วยส่วนใหญ่ เมื่อหายจากอาการป่วยแล้ว จะไม่กลับมาโรงพยาบาลเพ่ือเก็บตัวอย่างครั้ง

ที่สองอีก 

-การเก็บข้อมูลที่ใช้ในการศึกษาไม่ครบถ้วน ได้แก่ จ านวนวันที่เป็นไข้ ท าให้มีตัวอย่าง

เพียงส่วนน้อย ที่มีข้อมูลจ านวนวันที่เป็นไข้ เนื่องจากตัวอย่างผู้ป่วยส่วนใหญ่มาจากต่างจังหวัด ต้อง

ใช้ระยะเวลาในการขนส่งตัวอย่าง และส่งข้อมูลยังห้องปฏิบัติการ ท าให้ไม่สามารถตรวจสอบข้อมูล 

เพ่ือที่จะขอให้เก็บข้อมูลเพ่ิมเติมได้ทัน 

-การมี viral load ที่ต่ าของไวรัสทั้ง 3 ชนิด ท าให้มีการตกหล่นของการตรวจหาไวรัส 

กล่าวคือ ไม่สามารถส่งไปตรวจยืนยันได้ ว่าเป็นไวรัสที่เราต้องการศึกษาหรือไม่ เนื่องจาก แถบแบน 

PCR product ในขั้นตอน gel electrophoresis ไม่ชัดเพียงพอที่จะตัดเจล ท าได้แค่การเทียบขนาด 

PCR product กับแถบ DNA marker เท่านั้น หรือ ไม่สามารถตรวจยืนยันได้ว่า  DNA ที่ส่ง 

sequence ไป ใช่สารพันธุกรรมของไวรัสที่เราศึกษาหรือไม่ เนื่องจากพอส่ง  sequence ไปแล้ว 

sequence ที่ส่งกลับมามีขนาดของ nucleotides ที่สั้นเกินไป ท าให้ไม่พบว่ามี nucleotides ที่

ใกล้เคียง เมื่อน า nucleotides ไป blast ใน GenBank 

 
ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

 Serotype คือ การแบ่งกลุ่มของไวรัสเดงกี่ ตามคุณสมบัติความจ าเพาะของแอนติเจน และ 
แอนติบอดีต่้อไวรัส 
 
ค าส าคัญ 

Acute febrile illness, mosquito-borne virus, Dengue virus, Chikungunya virus, Zika 
virus, semi-nested RT-PCR, real-time RT-PCR และ ELISA 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (Benefits of study) 

สามารถน าข้อมูลที่ได้จากการศึกษา ไปปรับใช้ในการวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการตาม
ความเหมาะสม 
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1. สามารถน าข้อมูลที่ ได้จากการศึกษา ไปปรับใช้ในการวินิจฉัยผู้ป่วยอย่างมี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น เพ่ือลดความรุนแรงของโรคท่ีเกิดข้ึนและ รักษาได้ทันเวลา 

2. สามารถน าข้อมูลที่ได้จากการศึกษาไปติดตามการระบาดของโรคในแต่ละปี และ
สามารถคาดการณ์การระบาดของโรคในแต่ละปีได้  

3. สามารถน าข้อมูลที่ได้จากการศึกษามาปรับใช้ในการเฝ้าระวัง ควบคุม และป้องกัน
การแพร่กระจายของโรคได้ 

4. ข้อมูลที่ได้จากการศึกษา สามารถบอกความชุกของไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และ
ไวรัสซิกา ในช่วงปี พ.ศ. 2558-2559 ในประเทศไทยได้ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การระบาดวิทยาของเชื้อไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา 

1. การระบาดของไวรัสเดงกี่ 
 มีการระบาดครรั้งแรกของไข้เลือดออก (dengue hemorrhagic fever, DHF) ซึ่ง

มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัสเดงกี่ในปี พ.ศ. 2322-2323 ในทวีปเอเชีย แอฟริกา และอเมริกาเหนือ และ
มีการระบาดอย่างต่อเนื่องเรื่อยมา โดยเฉพาะภายหลังจากสงครามโลกครั้งที่ 2 มีการขนส่งสินค้าทาง
เรือ และท าให้ยุงติดตามมาพร้อมเรือขนส่งสินค้า ส่งผลให้เกิดการระบาดของไข้เลือดออกเพ่ิมขึ้น
อย่างกว้างขวาง เช่น การระบาดใหญ่ในปี พ.ศ. 2497 ในประเทศฟิลิปปินส์ ปัจจุบันมักพบโรค
ไข้เลือดออก ทั้งในแถบประเทศเขตร้อนและเขตอบอุ่น (tropical and subtropical) ได้แก่ ในทวีป
อเมริกา ทวีปแอฟริกา ประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ แปซิฟิก และเมดิเตอร์เรเนียน
ตะวันออก  

 ในประเทศไทยพบผู้เป็นโรคไข้เลือดออกครั้งแรกในปี พ.ศ. 2492 และพบการ
ระบาดใหญ่ในปี พ.ศ. 2501 การระบาดของเชื้อไวรัสเดงกี่มีแนวโน้มที่จะสูงขึ้นเรื่อยๆ โดยจะระบาด
ปีเว้นปีหรือทุกๆ 2-3 ปี ผู้ป่วยติดเชื้อส่วนใหญ่คือผู้ป่วยวัยเด็ก ช่วงอายุ 0-14 ปี การติดเชื้อในเพศ
หญิงและเพศชายมีจ านวนใกล้เคียงกัน และสามารถพบผู้ป่วยได้ตลอดทั้งปี โดยเฉพาะในช่วงฤดูฝน 

 
2. การระบาดของไวรัสชิคุนกุนยา 
 พบการรายงานของไวรัสชิคุนกุนยาครั้งแรกในปี พ.ศ. 2495 ในแทนซาเนีย ทวีป

แอฟริกา ต่อมาได้มีการรายงานการติดเชื้อในประเทศต่างๆ ในทวีปเอเชีย และในปี พ.ศ. 2548 ได้มี
การระบาดใหญ่ที่ประเทศโคโมรอส และอินเดีย จากนั้นเริ่มกระจายตัวสู่ประเทศในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ ไทย สิงคโปร์ เวียดนาม พม่า และกัมพูชา เป็นต้น อุบัติการณ์ของโรค
เป็นไปตามการแพร่กระจายของยุงซึ่งเป็นพาหะของโรค 

 พบการรายงานการติดเชื้อในประเทศไทย ดังนี้  
1.) พ.ศ. 2501 พบการติดเชื้อครั้งแรกในประเทศไทย ในจังหวัดกรุงเทพฯ  
2.) พ.ศ. 2531 จังหวัดสุรินทร์  
3.) พ.ศ. 2534 จังหวัดขอนแก่นและปราจีนบุรี  
4.) พ.ศ. 2538 จังหวัดเลย นครศรีธรรมราช และ หนองคาย  
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5.) พ.ศ. 2551 เป็นการระบาดใหญ่ที่จังหวัดนราธิวาส  
6.) พ.ศ. 2556 ที่จังหวัดบึงกาฬ  
 โดยผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาส่วนใหญ่ พบไดทุ้กช่วงวัยและพบมากในช่วงฤดูฝน 
 
3. การระบาดของไวรัสซิกา 
 ไวรัสซิกาพบครั้งแรกในปี พ.ศ. 2490 ในลิงวอกที่อาศัยอยู่ในป่าซิกา ประเทศ

ยูกันดา ทวีปแอฟริกา ในปีต่อมาสามารถสกัดไวรัสออกมาจากยุง Aedesafricanus จากป่าซิกา
เช่นเดียวกัน และพบว่าไวรัสที่สกัดออกมาได้ เป็นไวรัสตัวเดียวกับท่ีพบเมื่อปี พ.ศ. 2490 

 การติดเชื้อไวรัสซิกาในมนุษย์ มีรายงานดังต่อไปนี้ 
1.) พ.ศ. 2495 มีการตรวจพบไวรัสซิกาจากตัวอย่างเลือดของมนุษย์ 
2.) ช่วงปี พ.ศ. 2512-2526 เริ่มมีรายงานการติดเชื้อไวรัสซิกานอกเขตทวีปแอฟริกา  
3.) พ.ศ. 2550 พบการระบาดที่หมู่เกาะแยป (Yap state) 
4.) พ.ศ. 2558 พบผู้ป่วยรายแรกที่ติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศบราซิล  และเป็นการ

ระบาดครั้งใหญ่ของเชื้อไวรัสซิกา โดยมีการรายงานจากองค์การอนามัยโลก หรือ World Health 
Organization (WHO) ว่าพบผู้ป่วยที่เป็นไข้ พร้อมกับมีผื่นขึ้นกว่า 7,000 ราย และภายหลังตรวจ
พบว่าเป็นการติดเชื้อไวรัสซิกา ซึ่งแพร่กระจายไปยังประเทศในแถบละตินอเมริกา อเมริกากลาง และ
กลุ่มประเทศในแถบคาริเบียน  

5.) พ.ศ. 2559 มีการระบาดในหลายๆ เกาะของประเทศเฟรนช์โปลินีเซีย (French 
Polynesia) ซึ่งเป็นสายพันธุ์เดียวกับที่ระบาดในหมู่เกาะแยป ซึ่งองค์การอนามัยโลกได้มีการรายงาน
ว่าการติดเชื้อไวรัสซิกามีความสัมพันธ์กับการเกิด microcephaly และความผิดปกติทางสมองในเด็ก
แรกเกิด 

 ตั้งแต่ พ.ศ. 2550 ประเทศที่มีรายงานการพบผู้ติดเชื้อไวรัสซิกา โดยมียุงลายเป็น
พาหะ มีทั้งหมด 84 ประเทศ แบ่งได้ทั้งหมด 3 กลุ่ม คือ 

- กลุ่มท่ี 1 คือกลุ่มประเทศที่มีการรายงานพบผู้ป่วยในพื้นที่ใหม่หรือมีการพบผู้ป่วยอย่าง
ต่อเนื่องมีทั้งหมด 60 ประเทศ  

- กลุ่มที่ 2 เป็นประเทศที่มีการรายงานพบผู้ป่วยก่อนปี พ.ศ. 2559 ประกอบด้วย 18 
ประเทศ  

- กลุ่มที่ 3 เป็นประเทศที่หยุดการแพร่เชื้อ แต่ยังคงมีโอกาสในการติดต่อของเชื้อไวรัสซิ
กา ในอนาคตมีเพียง 6 ประเทศ ซึ่งแสดงไว้ในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 1 กลุ่มประเทศท่ีมีรายงานผู้ติดเชื้อ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2550 (ข้อมูลจาก ส านัก
โรคติดต่ออุบัติใหม่ กรมควบคุมโรค, 2016)(8) 

 

 
 
 
การติดต่อของเชื้อไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา 

ไวรัสเดงก่ี ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ติดต่อจากคนสู่คน โดยมียุงเป็นพาหะน าโรค 
(mosquito-borne viruses) ได้แก่ ยุงในสกุล Aedes โดยเฉพาะยุงลายบ้าน (Aedesaegypti) และ 
ยุงลายสวน (Aedesalbopictus) 
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รูปที่ 1 แสดงภาพของยุงลายบ้าน และยุงลายสวน ที่เป็นพาหะน าโรค ที่เกิดจากไวรัสเดง

กี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา (ภาพจาก https://www.cdc.gov/dengue/resources/30 
jan2012/aegyptifactsheet.) 

 
1.) ยุงลายบ้าน 
  เป็นยุงขนาดเล็ก มีสีด า มีเกล็ดสีขาวหุ้มบริเวณรยางค์ปาก จะพบอยู่ใน

บ้าน หรือบริเวณรอบๆ บ้าน มีระยะบินไกล 50 เมตร ซึ่งจะมีบทบาทส าคัญในการน าไวรัสเดงกี่ได้
ดีกว่า 

2.) ยุงลายสวน 
  เป็นยุงขนาดเล็ก มีสีด า และเกล็ดสีด าที่รยางค์ปาก บริเวณแถบด้านหลัง

ของส่วนอกจะมีแถบสีขาว พบมากในเขตสวนและชนบท มีบทบาทหลักในการน าไวรัสชิคุนกุนยาโดย
ปกติยุงทั้งเพศผู้และเพศเมีย จะดูดน้ าหวานจากเกสรดอกไม้ น้ าผลไม้ หรือน้ าตาลจากพืช จะมีเพียง
ยุงเพศเมียเท่านั้น ที่จะดูดเลือดเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตไข่ 

เมื่อยุงลายเพศเมียกัด และดูดเลือดจากผู้ป่วยติดเชื้อในระยะที่มีไข้ ซึ่งคือระยะที่มีการ
ฟักตัวของไวรัสเป็นเวลา8-12 วัน ไวรัสจะเพ่ิมจ านวนในตัวยุง และเดินทางเข้าสู่ต่อมน้ าลาย เพ่ือ
พร้อมที่จะส่งผ่านไวรัสไปยังคนต่อไป ที่ถูกกัดและท าให้ติดเชื้อได้ 

 ไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา สามารถติดต่อจากแม่สู่ทารกในครรภ์ได้
ในระยะตั้งครรภ์ แต่ยังไม่พบการติดเชื้อจากแม่สู่ลูกโดยการให้น้ านม จึงยังมีการรณรงค์ให้มีการ
ให้น ้านมบุตรต่อไปในพ้ืนที่ที่มีการระบาดของไวรัส 

 

Aedesaegypti Aedesalbopictus 

https://www.cdc.gov/dengue/resources/30%20jan%202012
https://www.cdc.gov/dengue/resources/30%20jan%202012
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiYo9PLhsPbAhUET30KHSyMDhIQjRx6BAgBEAU&url=http://www.mosquitoalert.com/en/aedes-aegypti-the-yellow-fever-mosquito/&psig=AOvVaw0s7yfAG2hSj3Jw4p46bw6_&ust=1528512333806980
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjG86i8h8PbAhUHfH0KHSzuBCQQjRx6BAgBEAU&url=http://portalculturasulfm.com.br/foco-do-mosquito-aedes-albopictus-e-localizado-em-sao-mateus-do-sul/&psig=AOvVaw12B3c_KHJiZSVpXooxDBkq&ust=1528512592244019
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ลักษณะทางคลินิกของโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส 

การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ 

 ผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ จะมีระยะฟักตัวประมาณ 2-7 วัน โดยตั้งแต่ปีพ.ศ. 2552 ทาง 
CDC (Central for Dissease Control and Prevention) ได้แบ่งการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ออกเป็น 3 
กลุ่มดังนี ้

1. Dengue without warning signs 
 เริ่มแรกผู้ติดเชื้อจะมีอาการไข้ร่วมกับอาการคลื่นไส้ อาเจียน  มีผื่น ปวดหรือเจ็บ

ตามร่างกาย หรือการมีเม็ดขาวต่ า 
2. Dengue with warning signs 
 อาการของผู้ติดเชื้อจะหนักขึ้น มีอาการเจ็บ บริเวณท้อง อาเจียนไม่หยุด เริ่มเกิด 

plasma leakage ซึ่งเป็นข้อบ่งชี้ของโรคไข้เลือดออก (DHF) ท าให้มีอาการบวมตามร่างกาย 
เนื่องจากมีของเหลวมาสะสมบริเวณต่างๆ ตามร่างกาย 

3. Severe Dengue 
 มี plasma leakage ที่รุนแรงขึ้น จึงท าให้เกิดอาการต่างๆ เหล่านี้ตามมา ได้แก่ 

อาการช็อก มีการสะสมของของเหลวตามร่างกายมากขึ้น จึงท าให้มีการหายใจที่ผิดปกติ มีเลือดออก
ตามบริเวณต่างๆ ตามร่างกายเพ่ิมขึ้น จนเป็นผลให้เกิดการล้มเหลวของระบบต่างๆ ภายในร่างกาย
ตามมา 

 

การติดเชื้อไวรัสเดงชิคุนกุนยา 

 ผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาส่วนใหญ่ จะมีอาการหลังจากถูกยุงกัดไปแล้ว
ประมาณ 3-7 วัน โดยอาการหลักๆ ได้แก่ การมีไข้ และการปวดข้อ ซึ่งอาจพบอาการอ่ืนๆ ร่วมด้วย 
เช่น อาการข้อบวม ปวดหัว ปวดกล้ามเนื้อ และการมีผื่น โดยผู้ติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา จะพบอาการ
ปวดข้อมากกว่าผู้ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ โดยผู้ป่วยส่วนใหญ่จะมีอาการดีขึ้นภายใน 1 สัปดาห์ แต่ในผู้ป่วย
บางราย จะมีอาการปวดข้อยาวนานถึง 1 เดือน และยังไม่มีการรายการถึงการตายจากผู้ที่ติดเชื้อ
ไวรัสชิคุนกุนยา 
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รูปที่ 2 อาการของผู้ติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา 
(ภาพจาก ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก) 

  

การติดเชื้อไวรัสซิกา 

 โดย 80% ของผู้ติดเชื้อไวรัสซิกาจะไม่แสดงอาการของโรค หรือมีอาการแบบ mild 
symptom ได้แก่ การมีไข้ การมีผื่น ปวดเมื่อยตามร่างกาย และเยื่อบุตาอักเสบ ซึ่งอาการเหล่านี้
สามารถหายเองได้ภายใน 1อาทิตย์ นอกจากนี้ยังมีการศึกษาว่าการติดเชื้อไวรัสซิกา มีความสัมพันธ์
กับการมีศีรษะที่เล็กผิดปกติของทารก หรือความผิดปกติทางสมอง อาจเป็นสาเหตุให้เกิดการเสียชีวิต
ตั้งแต่อยู่ในครรภ์ หรือการแท้ง 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

รูปที่ 3 อาการของผู้ติดเชื้อไวรัสซิกา 
(ภาพจาก ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14 

 ไวรัสซิกา สามารถส่งผ่านไวรัสจากแม่สู่ลูกได้ในระยะต้ังครรภ์ เป็นผลท าให้ลูกมี
ศีรษะที่เล็กผิดปกติ (microcephaly) หรือมีความผิดปกติทางสมอง 

 

 
 

รูปที่ 4 แสดงถึงศีรษะขนาดเล็กกว่าปกติเทียบกับศีรษะขนาดปกตขิองทารก หรือ
microcephaly (ภาพจากการศึกษาของMaldarelli และคณะ, 2016)(9) 

 
ยังไม่มีการรายงานการส่งผ่านไวรัสซิกาจากการให้นมบุตร จากการศึกษาในคู่แม่ลูกท่ีติด

เชื้อซิกาในประเทศ French Polynesia พบว่าสามารถตรวจจับไวรัสซิกา ได้ในน้ านมของแม่ผู้ติดเชื้อ 
แต่ไม่สามารถตรวจพบการเพ่ิมจ านวนของไวรัสซิกาในน้ านม จึงยังไม่มีข้อห้ามส าหรับแม่ที่ต้องให้นม
ลูกในพ้ืนที่ที่มีไวรัสซิการะบาด 

นอกจากนี้ไวรัสซิกา ยังสามารถถูกส่งผ่านจากคนหนึ่งไปยังอีกคนหนึ่งได้โดยผ่านการให้
เลือดหรือการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ จากการศึกษาการให้เลือดในประเทศ  French Polynesia พบว่า
ในช่วงระยะเวลาทั้งหมด 3 เดือน (พฤศจิกายน 2556 – กุมภาพันธ์ 2557) สามารถตรวจจับไวรัสซิ
กาในเลือดได้คิดเป็น 3% ของผู้ให้เลือด (blood donor) ทั้งหมด โดยผู้ให้เลือดทุกคน จะไม่มีอาการ
ของการติดเชื้อไวรัสซิกา ในช่วงระยะเวลาที่ให้เลือด และไวรัสซิกาสามารถติดต่อได้ทางเลือด 
ปัสสาวะ อสุจิ น้ าลาย สารคัดหลั่งจากอวัยวะสืบพันธุ์ น้ าหล่อเลี้ยงสมองและไขสันหลังน้ าคร่ า โดยไม่
ว่าผู้ติดเชื้อจะมีอาการหรือไม่ ก็สามารถส่งผ่านไวรัสไปยังอีกคนหนึ่งได้ซึ่งการตรวจพบ RNA ของ
ไวรัสซิกาในตัวอย่างชนิดต่างๆ มีระยะเวลาการพบเจอที่แตกต่าง ดังนี้ 

 
1.) ตัวอย่างเลือด 
ในเลือดผู้ป่วยที่ไม่ตั้งครรภ์ การตรวจจับไวรัสซิกาท าได้โดยการตรวจ RNA ของไวรัสจาก

การเก็บตัวอย่างเลือดหรือซีรัม (serum) ซึ่งไวรัสจะอยู่ในเลือดได้ 5-7 วัน ภายหลังจากมีอาการป่วย 
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ส่วนในผู้ป่วยที่ตั้งครรภ์จะตรวจ RNA ของไวรัสจากการเก็บตัวอย่างเลือดหรือซีรัมเช่นเดียวกัน แต่
ไวรัสจะสามารถอยู่ในเลือดได้นานกว่าถึง 10 สัปดาห์ ภายหลังจากมีอาการป่วย 

 
2.) ตัวอย่างปัสสาวะ 
ในปัสสาวะสามารถตรวจไวรัสซิกาได้ยาวนานกว่าในเลือด โดยหลังจากที่มีอาการของ

การติดเชื้อ จะสามารถตรวจจับไวรัสได้ยาวนานกว่า 30 วัน 
 

 
 
รูปที่ 5 กราฟแสดงการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 

เปรียบเทียบกันระหว่างในตัวอย่างซีรัมและ ตัวอย่างจากปัสสาวะต่อระยะเวลาในการตรวจ 
(ภาพจากการศึกษาของ Gourinat และคณะ, 2015)(10) 

 
จากการศึกษาของ Gourinat รายงานว่าในตัวอย่างปัสสาวะ จะมีปริมาณของไวรัส 

(viral load) ไวรัสซิกาสูงกว่าและพบในระยะเวลาที่ยาวนานกว่าในซีรัม(10) ดังนั้นตัวอย่างปัสสาวะ
จึงเป็นตัวอย่างที่น่าสนใจในการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา  

 
3.) ตัวอย่างน้ าลาย 
ส่วนในน้ าลาย RNA ของไวรัสซิกาจะสามารถตรวจจับได้ถึงวันที่ 5-7 ภายหลังจากมี

อาการป่วย จากการศึกษาในประเทศ French Polynesia พบว่าในระยะเวลาที่เท่ากัน สามารถ
ตรวจจับไวรัสซิกาในน้ าลายได้ดีกว่าในเลือด (11) 
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4.) ตัวอย่างเยื่อเมือก 
 ส่วนสารคัดหลั่งจากอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศหญิงที่บริเวณเยื่อเมือก (cervical 

mucus) โดย RNA ของไวรัสสามารถตรวจได้ในช่วงที่มีอาการจนกระทั่งภายหลังจากมีอาการไปแล้ว 
11 วัน 

 
 5.) ตัวอย่างอสุจิ 
มีการรายงานว่าไวรัสซิกา สามารถส่งผ่านทางเพศสัมพันธ์ได้ จากการศึกษา Musso และ

คณะพบไวรัสซิกาในตัวอย่างอสุจิ แต่ไม่พบในตัวอย่างปัสสาวะจากผู้ป่วยในรายเดียวกัน(12) และ
จากการศึกษาของ Mansuy และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยเพศชายวัย 32 ปี ที่มีไข้ มีผื่น ปวด
กล้ามเนื้อและปวดข้อ ซึ่งเดินทางกลับจากประเทศ เฟรนช์เกียนา (French guiana) ตรวจพบไวรัสซิ
กาจากตัวอย่างเลือดพาสมา (plasma) และในปัสสาวะในวันที่ 2 ของการเป็นไข้ และได้ท าการศึกษา
อีกครั้ง โดยเก็บตัวอย่าง หลังจากที่ผู้ป่วยมีอาการแล้ว 141 วัน โดยท าการเก็บตัวอย่างอสุจิ เลือด 
และปัสสาวะ พบว่าสามารถตรวจพบ RNA ของไวรัสซิกา ในตัวอย่างอสุจิในขณะที่ไม่พบ RNA ของ
ไวรัสซิกาในตัวอย่างเลือดและปัสสาวะภายหลังจากที่มีอาการ 141 วัน  และพบว่าในอสุจินั้น ไวรัสซิ
กาจะอยู่ได้ยาวนานที่สุดถึง 6 เดือนหลังจากมีอาการ(13) กล่าวคือจะสามารถตรวจจับไวรัสในอสุจิได้ 
ในขณะที่ไม่สามารถที่จะตรวจจับไวรัสในเลือดและปัสสาวะได้ และหากผู้ป่วย มีเพศสัมพันธ์กับผู้ติด
เชื้อไวรัสซิกาจะสามารถส่งผ่านจากผู้ติดเชื้อไปยังอีกคนได้ จึงมีค าแนะน าส าหรับผู้ที่เดินทาง จาก
พ้ืนที่ที่มีไวรัสระบาด กลับมาในประเทศของตนให้หลีกเลี่ยงการมีเพศสัมพันธ์เป็นระยะเวลาอย่าง
น้อย 6 เดือน 

 

 
 
รูปที่ 6 แสดงการศึกษาของ Mansuy และคณะ โดยภาพทางขวามือแสดงถึงส่วนหัวของ

อสุจิจากการท า immunohistochemistryจากการติดเชื้อไวรัสซิกาจากผู้ป่วย โดยใช้ brightfield 
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microscopy และภาพทางซ้ายมือ เป็นกราฟแสดงการศึกษาการตรวจจับ RNA ของไวรัสซิกา ต่อ
จ านวนวันที่เริ่มมีอาการไข้(13) 

 
ไวรัสวิทยา 

 

ไวรัสเดงกี่ และไวรัสซิกา 

ไวรัส เดงกี่ และไวรัสซิกาเป็น enveloped virus มีรูปร่ างทรงกลม อยู่ ในวงศ์  
Flaviviridae สกุล Flavivirus มีลักษณะของสารพันธุกรรมเป็น  RNA สายเดี่ยวชนิดสายบวก 
(positive single-stand RNA, +ssRNA) มีขนาดของอนุภาคไวรัส ประมาณ 50 nm จีโนมของไวรัส
จะสามารถโปรตีนออกมาได้ทั้งหมด 10 โปรตีน แบ่งโปรตีนออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่  

1.) โปรตีนโครงสร้าง (structural protein)ประกอบด้วย โปรตีน capsid (C), 
envelope (E) และ pre-membrane (prM)/membrane (M)  

2.) โปรตีนที่ท าหน้าที่อ่ืน (non-structural protein/NS) ประกอบด้วยโปรตีน NS1 จะ
เป็นโปรตีน soluble ซึ่งท าหน้าที่เป็น ตัว promote การ replication, โปรตีน NS2A เป็น IFN 
inhibitor, โปรตีน NS2B เป็น cofactor ของ NS3, โปรตีน NS3 เป็น serine protease, โปรตีน 
NS4A เป็น IFN inhibitor และเป็น cofactor ของ NS5, โปรตีน NS4B เป็น IFN inhibitor และ 
โปรตีน NS5 ซึ่งจะท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ RdRp ที่จ าเป็นส าหรับการเพ่ิมจ านวนของไวรัส 

โดยส่วนต้นและส่วนปลายของสารพันธุกรรมไวรัสจะมี untranslated region (UTR) 
ประกอบด้วย 5’UTR และ 3’UTRตามล าดับ 

ไวรัสเดงกีสามารถแบ่งได้เป็น 4 serotypes ได้แก่ serotype1, serotype2, serotype3 
และ serotype4 โดยแต่ละ serotype จะมีความแตกต่างกันของ amino acid sequence ประมาณ 
30-35%  

ไวรัสซิกา แบ่งได้เป็น 2 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์ African ซึ่งแบ่งได้เป็น West African 
กับ East African และ สายพันธุ์ Asian 
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รูปที่ 7 องค์ประกอบของโปรตีนบนจีโนมของไวรัสเดงก่ีและไวรัสซิกา (ภาพจาก 

การศึกษาของ Mukhopadhyayet และคณะ, 2005)(14) 
 

วัฏจักรการจ าลองตัวของไวรัสเดงกี่และไวรัสซิกา 

 เนื่องจากทั้งสองไวรัส เป็นไวรัสในตระกูลเดียวกัน จึงมีวิธีการเข้าสู่เซลล์และการจ าลอง
ตัวเองเหมือนกัน โดยมีขั้นตอนหลัก ดังนี้ 

1. การยึดติด (attachment) 
 Envelope ของไวรัสจะไปจับกับ receptor บนพื้นผิวของ target cellอย่างจ าเพาะ 

2. การเข้าสู่เซลล์ (penetration) 
 เมื่อไวรัสจับกับ target cell แล้วจะเข้าสู่เซลล์ด้วยกระบวนการ receptor mediated 
endocytosis โดย membrane ของ target cell จะฟอร์มตัวรวมกันเป็น endosome และพาไวรัส
เข้าสู่เซลล์ 

3. การถอดเปลือกหุ้ม (uncoating) 
 ไวรัสจะเข้าสู่เซลล์ ในรูปของ endosome ภายใน endosome มีค่า pH ที่ต่ าท าให้โปรตีน  
envelope ของไวรัส เกิด conformation change ไปรวมตัวกับ endosome membrane และ
ปลดปล่อยไวรัสออกจากเซลล์สู่ cytoplasm 

4. การสังเคราะห์ RNA (biosynthesis)  
 เมื่อไวรัสล่องลอยอยู่ใน cytoplasm โปรตีน capsid จะสลายไป เหลือเพียง viral genome
ทีล่่องลอยอยู่ใน cytoplasm โดย viral genome จะเคลื่อนตัวไปสู่ rough ER viral protein ซึ่งอยู่
ในรูปของ polyprotein สายยาวทั้งหมด 1 open reading frame (ORF) จะถูกตัดออกเป็นโปรตีน
แต่ละชนิด โดย structural proteins แต่ละตัวเมื่อถูกตัดออกมา จะเกิดเป็น viral particle ซึ่ง
ประกอบด้วย โปรตีน C, M และ E ในส่วนของ non-structural proteins แต่ละตัวจะมาประกอบ
กันเป็น viral complex ได้แก่ protease complex และ replication complex ที่เป็น immature 
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complex โดย protease complex จะประกอบด้วย โปรตีน NS2B, NS3, NS4 และ NS5 ส่วน  
replication complex จะประกอบไปด้วย โปรตีน NS1, NS2A, NS3, NS4A และ NS5 ซึ่ง โปรตีน 
NS5 จะท าหน้าที่เป็น RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) โดยน า +ssRNA เป็นต้นแบบ
ในการสร้าง -ssRNAเพ่ือเป็นของ RNA ต้นแบบ (RNA template) ในการ replication เพ่ิมจ านวน 
+ssRNAของไวรัสให้มากขึ้น(15) 
 ซ่ึง viral genome ที่มีความเป็น +ssRNA อยู่แล้ว ส่วนหนึ่งจะเป็นต้นแบบในการtranslate 
เป็น polyprotein สายยาวโดยโปรตีน NS3 ของไวรัส มีคุณสมบัติเป็น protease จะท าหน้าที่ใน
การ activate โปรตีนตัวอ่ืนและเพ่ิมปริมาณโปรตีนของไวรัสให้มากขึ้น 

 

 

 

รูปที่ 8 viral genome ของไวรัสเดงก่ี และไวรัสซิกาและ polyprotein ภายหลังจากการ 
cleave(ภาพจากการศึกษาของ Assenberg และคณะ)(15) 

5. การรวมองค์ประกอบ (assembly) 
เมื่อจ าลองตัวจนได้โปรตีนที่มากพอ โปรตีนในส่วนของ viral complex และ viral 

particle จะประกอบรวมกันเป็นไวรัสตัวใหม่ 
6. การปลดปล่อยออกจากเซลล์ (release) 

 เมื่อโปรตีนทุกตัวประกอบรวมกันแล้ว จะเกิดการ budding ออกจาก ER ในรูปของ 
immature virus และเดินทางไปยัง Glogi apparatus เกิดการ budding ออกมากจาก Glogi 
apparatus ในรูปของ mature virus  และเดินทางไปยัง พ้ืนผิวของ target cell เ พ่ือท าการ 
exocytosis ออกจากเซลล์ พร้อมที่จะ infect เซลล์ต่อๆ ไป 
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รูปที่ 9 วัฏจักรการจ าลองตัวของไวรัสตระกูล flaviviridae สกุล flavivirus ในการศึกษานี้

ได้แก่ ไวรัสเดงก่ี และไวรัสซิกา(16) 
 

ไวรัสชิคุนกุยา 

ไวรัสชิคุนกุนยาเป็น enveloped virus มีรูปร่างทรงกลมและมี spike เส้นผ่านศุนย์
กลางประมาณ 65-70 nm อยู่ในวงศ์ Togaviridae สกุล Alphavirus มี 3 สายพันธุ์ได้แก่ สายพันธุ์ 
West African สายพันธุ์  East Central and South Africa (ECSA) และ สายพันธุ์  Asian โดยมี
ลักษณะของสารพันธุกรรมเป็น RNA สายเดี่ยวชนิดสายบวก (positive single-stranded RNA, 
+ssRNA) มีขนาดประมาณ 11 kb โดยสารพันธุกรรมของไวรัสมีทั้งหมด 2 open reading frames 
(ORFs) ดังนี้ 

1.) ORF1 เป็นต้นแบบในการสร้าง non-structural polyprotein ได้เป็น 4 โปรตีน 
ได้แก่ โปรตีน NSP1, NSP2, NSP3 และ NSP4 

2.) ORF2 เป็นต้นแบบในการสร้าง structural polyprotein ได้เป็น 5 โปรตีน ได้แก่ 
โปรตีน envelope (E) คือ โปรตีน E1, E2, E3 , capsid protein (C) และ โปรตีน 6k  

และส่วนต้นและส่วนปลายของสารพันธุกรรมจะมี  untranslated region (UTR) 
ประกอบด้วย 5’UTR และ 3’UTR ตามล าดับ 
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รูปที่ 10 แสดงถึงองค์ประกอบของโปรตีนบนสารพันธุกรรมของไวรัสชิคุนกุนยา (ภาพ

จากการศึกษาของ Weaver และ คณะ, 2012)(17) 
 

วัฏจักรการจ าลองตัวของไวรัสชิคุนกุนยา 

การจ าลองตัวของไวรัสชิคุนกุนยามีขั้นตอน ดังนี้ 

1. การยึดติด (attachment) 
 เริ่มจาก envelope ของไวรัส จะไปจับกับ receptor บนผิวเซลล์อย่างจ าเพาะ 
2. การเข้าสู่เซลล์ (penetration) 
 เมื่อโปรตีน envelope จับกับ receptor บนพื้นผิวของ target cell แล้ว จะเข้าสู่เซลล์ด้วย

กระบวนการ receptor-mediated endocytosis รับเอาไวรัสเข้าสู่เซลล์ ในรูปของ endosome 
โดย membrane ของ  target cell จะฟอร์มตัวเป็น endosome membrane เพ่ือรับเอาไวรัสเข้า
สู่เซลล์ 

3. การถอดเปลือกหุ้ม (uncoating) 
 ภายใน endosome จะมี pH ที่ต่ า ท าให้โปรตีน E1-E2 เกิด conformation change ท า

ให้โปรตีน E1 หลุดออกจากโปรตีน E2 โปรตีน E1 จะไปรวมกับ endosome membrane และ
ปลดปล่อย nucleocapsid สู่ cytoplasm 

4. การสังเคราะห์ RNA และรวมองค์ประกอบ (biosynthesis and assembly) 
 Nucleocapsid จะมีปฏิสัมพันธ์กับ ribosome ท าให้ nucleocapsid สลายไป เหลือ

เพียงแต่ viral genome ล่องลอยอยู่ใน cytoplasm จาก 2 open reading frames (ORFs) ของ 
viral RNA จะถูก translate เป็น non-structural polyprotein กับ structural polyprotein โดย
จะเริ่ม translate ในส่วนของ non-structural polyprotein ก่อน ซึ่งจะประกอบไปด้วยโปรตีน P1, 
P2, P3 และ P4 โปรตีน P4 จะถูกตัดแยกออกมาก่อนเป็นโปรตีน nP4 และ polyprotein คือ P1 
P2 และP3 จับรวมกันเป็น replication complex (P123) ที่ยั งไม่  stable เ พ่ือไปท าหน้าที่  
replicate +ssRNA  ให้เป็น –ssRNA เพ่ือเป็น template ในการเพิ่มจ านวน +ssRNA ต่อไป จากนั้น 
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non-structural protein ที่เหลืออยู่ทั้งหมด จะถูกตัดแยกออกจาก P123 เป็น nsP1, nsP2, nsP3 
และ nsP4 โดย nsP1234 จะรวมตัวอีกครั้ง เป็น replication complex ที่ stable และท าหน้าที่ไป 
replicate –ssRNA ให้เป็น +ssRNA ต่อไปในส่วนของ structural RNA โปรตีน capsid จะถูกตัด
ออกก่อน โดยโปรตีน capsid ส่วนหนึ่งจะไปประกอบรวมกับ viral genome และ exocytosis ออก
จากเซลล์โปรตีน capsid อีกส่วนจะเดินทางไปยัง ER โดยโปรตีน E3 จะส่งสัญญาณให้โปรตีนที่เหลือ 
เดินทางไปยัง ER โปรตีน 6k จะส่งสัญญาณให้ โปรตีน E1 จับกับโปรตีน pE2 เป็น heterodimer 
เคลื่อนไปยังพ้ืนผิวของ Glogi apparatus โปรตีน pE2 จะถูกตัดให้เป็น E2 เกิดเป็น mature E1-E2 
โปรตีน capsid จะท าปฏิกิริยากับโปรตีน E2 เหนี่ยวน าให้เกิดการ budding ออกจาก Glogi 
apparatus โปรตีน E1-E2 จะไปล้อมรอบ nucleocapsid ที่บรรจุไว้ด้วย viral genome  

5. การปลดปล่อยออกจากเซลล์ (release) 
ไวรัสจะออกจากเซลล์ด้วยกระบวนการ expcytosis โดยจะได้รับ host cell membrane 

ออกมาด้วย 

 

รูปที่ 11 ภาพแสดงวัฏจักรการจ าลองตัวของไวรัสตระกูล Togaviridae สกุล 
Alphavirus (ภาพจากhttps://www.bio.purdue.edu/lab/kuhn/research.html)(18) 

 

 

https://www.bio.purdue.edu/lab/kuhn/research.html
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากรที่ศึกษา และวิธีการ 

 การศึกษานี้เป็นการศึกษาแบบตัดขวาง (cross sectional) โดยท าการศึกษาทั้งหมด 2,116 
ตัวอย่าง จากการเก็บตัวอย่างเลือด และตัวอย่างปัสสาวะที่เหลืออยู่จากการตรวจทางห้องปฏิบัติการ 
จากงานบริการ และ/หรือในผู้ป่วยที่สมัครใจให้มีการตรวจเพ่ิมเติมซึ่งผู้ป่วยจะมีอาการไข้สูง
เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ โดยผู้ป่วยที่มีไข้สูงแบบเฉียบพลัน คือผู้ป่วยที่แข็งแรงดีมาก่อนไม่มีโรค
เรื้อรัง และมีไข้สูงเกิน 37.5 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาไม่เกิน 7 วัน โดยไม่มีโรคเรื้อรังอ่ืนๆ ที่
ก่อให้เกิดอาการไข้ ซึ่งเข้ารับการรักษาเป็นผู้ป่วยนอก หรือผู้ป่วยในโดยเก็บตัวอย่างจากจังหวัด
ขอนแก่น กรุงเทพฯ และตรังในช่วงปี พ.ศ. 2558-2559 
 การศึกษานี้ได้ผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (IRB 070/60) โดยผลการศึกษาจะรายงานเป็นภาพรวม และตัวอย่างที่ส่ง
ตรวจจะเป็นนิรนาม ไม่มีการบ่งบอกแสดงรายชื่อหรือข้อมูลต่างๆ ของผู้ป่วย ที่จะสามารถสืบถึง
ผู้ป่วยได้  

 
ประชากรที่ศึกษา 

 กลุ่มประชากรที่มีอาการไข้สูงเฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ ในการศึกษานี้พบในผู้ป่วย
ช่วงทุกอายุ มีรายละเอียดดังนี้ 

 
1. จังหวัดขอนแก่น 

 ผู้ป่วยที่มารับการรักษาด้วยอาการของไข้สูงแบบเฉียบพลัน เป็นผู้ป่วยนอกและผู้ป่วย
ในของโรงพยาบาลชุมแพ จังหวัดขอนแก่น ในช่วงระยะเวลาตั้งแต่ เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 
ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559 จ านวน 1,708 ตัวอย่าง ส าหรับการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ และ 
1,702 ราย ส าหรับการตรวจวินิจฉัยไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา 

 
2. จังหวัดกรุงเทพฯ 

ผู้ป่วยที่มีไข้สูง และส่งตัวอย่างมาตรวจ ที่ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก 
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยผู้ป่วยทั้งหมด เป็นผู้ที่มีท่ีอาศัยอยู่ใน เขตกรุงเทพฯ 
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และปริมณฑลในช่วงระยะเวลาตั้งแต่ เดือน มกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559  
จ านวนทั้งสิ้น 358 ตัวอย่าง 

 
3. จังหวัดตรัง 

ผู้ป่วยที่มีอาการไข้สูงแบบเฉียบพลัน จากโรงพยาบาลชุมชน อ าเภอสิเกา จังหวัดตรัง 
ในช่วงเดือน สิงหาคม พ.ศ. 2558 จ านวน 50 ตัวอย่าง 

 

สาเหตุที่ท าให้กลุ่มประชากรมีจ านวนที่แตกต่างกัน 

 จากทั้งสามพ้ืนที่การศึกษา มีตัวอย่างรวมทั้งหมด 2,116 ตัวอย่าง เนื่องจากในแต่ละพ้ืนที่ที่
ท าการเก็บตัวอย่างมาท าการศึกษา มีจ านวนผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ต่างกัน จึงท าให้จ านวนของตัวอย่าง
ที่ส่งตรวจแตกต่างกัน นอกจากนี้การเก็บตัวอย่างส าหรับการศึกษาครั้งนี้เป็นการเก็บเฉพาะผู้ป่วยไข้
เฉียบพลันไม่ทราบสาเหตุในช่วงเวลาที่สนใจ ดังนั้นจึงไม่ได้ก าหนดจ านวนของตัวอย่างในการศึกษาท่ี
แน่นอน โดยเฉพาะตัวอย่างจากจังหวัดกรุงเทพฯ ผู้ท าการศึกษาได้ตรวจวินิจฉัยตามการส่งตรวจของ
แพทย์ซึ่งได้วินิจฉัยตามอาการของผู้ป่วย โดยตัวอย่างจากกลุ่มประชากรศึกษาจากจังหวัดกรุงเทพฯ 
ส่วนใหญ่ หนึ่งตัวอย่างตรวจเพียง 1 เชื้อไวรัสเท่านั้น มีเพียงบางตัวอย่างที่ตรวจมากกว่า 1 เชื้อไวรัส 
และในการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา ในกลุ่มประชากรกรุงเทพฯ ผู้ป่วยบางราย อาจถูกส่งตัวอย่าง เลือด 
หรือปัสสาวะมาตรวจเพียงตัวอย่างเดียว หรือ ผู้ป่วยบางราย มี 2 ตัวอย่างที่ส่งมาตรวจวินิจฉัย ได้แก่
ตัวอย่างเลือดและปัสสาวะ ด้วยเหตุนี้จึงท าให้จ านวนตัวอย่างที่ได้รับมาจากแต่ละแหล่งตัวอย่าง
การศึกษาแตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตาม จ านวนตัวอย่างที่เก็บได้นี้มีจ านวนที่มากกว่าจ านวนตัวอย่างที่
ค านวณได้ ตามสมการ 
 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาหาความชุก โดยจ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาหาความชุก

สามารถค านวณได้จากสมการดังนี้ 

  Sample size = Z2*(p)*(1-p) 
          C2 
โดย z= z value ก าหนดให้ที่ 95% confidence level = 1.96 

p= ค่าความชุกของการศึกษาท่ีผ่านมา ซึ่งพบว่าความชุกของการติดเชื้อไวรัส  

c= ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับได้ ก าหนดให้เท่ากับ 5% หรือ 0.05 
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จ านวนกลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 

จ านวนกลุ่มประชากรที่ต้องใช้ในการศึกษาไวรัสเดงกี่ 

แทนค่า p = ความชุกของการติดเชื้อไวรัสเดงก่ีเท่ากับ 70% หรือ 0.70 

   Sample size  = 1.962*(0.70)*(1-0.70) 
         0.052  
     = 322.69 

ดังนั้นจะต้องใช้กลุ่มตัวอย่างในการศึกษาความชุกของไวรัสเดงกี่อย่างน้อย 322.69 

ตัวอย่าง ข้อมูลในการศึกษาถึงจ ามีความน่าเชื่อถือ ซึ่งในการศึกษานี้จะใช้ตัวอย่างประมาณ 

1,918 ตัวอย่างเป็นตัวอย่างจากจังหวัดกรุงเทพฯ 160 ตัวอย่าง ตัวอย่างจากจังหวัดขอนแก่น 

1,708 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากจังหวัดตรัง 50 ตัวอย่าง รวมในการศึกษานี้ ตัวอย่างที่ใช้ใน

การศึกษาการตรวจวินิจฉัยเดงกี่มีท้ังหมด 1,918 ตัวอย่าง 

 

จ านวนกลุ่มประชากรที่ต้องใช้ในการศึกษาไวรัสชิคุนกุนยา 

แทนค่า p = ความชุกของการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาเท่ากับ 30% หรือ 0.30 

   Sample size  = 1.962*(0.30)*(1-0.30) 
         0.052  
     = 322.69 

ดังนั้นจะต้องใช้กลุ่มตัวอย่างในการศึกษาความชุกของไวรัสชิคุนกุนยาอย่างน้อย 

322.69 ตัวอย่าง ข้อมูลในการศึกษาถึงจ ามีความน่าเชื่อถือ ซึ่งในการศึกษานี้จะใช้ตัวอย่าง

ประมาณ 1,753 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างจากจังหวัดกรุงเทพฯ 1 ตัวอย่าง ตัวอย่างจากจังหวัด

ขอนแก่น 1,702 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากจังหวัดตรัง 50 ตัวอย่าง 
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จ านวนกลุ่มประชากรที่ต้องใช้ในการศึกษาไวรัสซิกา 

 ปัจจุบันยังไม่มีประวัติการระบาดของไวรัสซิกาในประเทศไทยจึงยังไม่สามารถที่จะ

ค านวณหาจ านวนกลุ่มตัวอย่างที่จะต้องใช้ในการศึกษาจากความชุกที่ปีที่ผ่านมาได้  ดังนั้นใน

การศึกษานี้ จะใช้ตัวอย่างในการศึกษาทั้งหมด 1 ,949 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างจากจังหวัด

กรุงเทพฯ 197 ตัวอย่าง ตัวอย่างจากจังหวัดชุมแพทั้งหมด 1,702 ตัวอย่าง และตัวอย่างจาก

จังหวัดตรัง ทั้งหมด 50 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างผู้ป่วย 

 ตัวอย่างผู้ป่วยที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นตัวอย่างจากผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ โดย

จะต้องเป็นบุคคลที่มีสุขภาพแข็งแรงดี ไม่ป่วยเป็นโรคเรื้อรัง ที่ส่งมาเพ่ือรับบริการการตรวจวินิจฉัย

หาสาเหตุของโรค เข้ารับการรักษาด้วยอาการไข้เฉียบพลันที่โรงพยาบาล และเพ่ือตรวจวินิจฉัยไวรัส

เดงก่ี ไวรัสชิคุนกุนยา หรือไวรัสซิกา 

 เนื่องจากในระหว่างท าการศึกษา มีการรายงานการติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศไทย และมี

การศึกษารายงานภายหลังว่า สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสซิกาในปัสสาวะของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสซิกา 

โดยตรวจพบว่ามีปริมาณไวรัส (viral load) ที่สูงกว่า และตรวจพบได้ในระยะเวลาที่ยาวนานกว่าใน

ซีรัม6 ดังนั้นตัวอย่างปัสสาวะจึงเป็นตัวอย่างที่น่าสนใจส าหรับการศึกษาในครั้งนี้ ทางผู้ศึกษาจึงได้ท า

การขอให้ทางผู้ส่งตรวจเก็บตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยที่ต้องสงสัยว่าจะติดเชื้อไวรัสซิกามาท าการ

วิเคราะห์ด้วย ทั้งนี้เพ่ือเพ่ิมความน่าจะเป็นในการตรวจพบเชื้อไวรัสซิกา ดังนั้นตัวอย่างปัสสาวะจึง

เป็นหนึ่งในตัวอย่างที่น ามาวิเคราะห์ด้วยเช่นกัน 

 ในการส่งตัวอย่างมาตรวจวินิจฉัยไวรัสแต่ละชนิด เนื่องจากไม่ได้มีการก าหนดว่า ตัวอย่างที่
ส่งจะต้องมาท้ังต้วอย่างเลือดและตัวอย่างปัสสาวะ ทางผู้ส่งตรวจจึงส่งตัวอย่างมาตรวจต่างกัน จึงเป็น
สาเหตุให้จ านวนตัวอย่างเลือด และตัวอย่างปัสสาวะมีจ านวนตัวอย่างที่แตกต่างกัน โดยตัวอย่างจาก
ผู้ป่วยจะถูกส่งมายังศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ-์
มหาวิทยาลัยน าไปเก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และด าเนินการตรวจเร็วที่สุด (ภายใน 72 
ชั่วโมง) ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษามีดังนี้ 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27 

1. ตัวอย่างเลือด(serum หรือ plasma) 

 ตัวอย่างซีรัม (serum) หรือพาสมา (plasma) ทั้งหมด 2,013 ตัวอย่าง 
 

2. ตัวอย่างปัสสาวะ (urine) 

 ตัวอย่างปัสสาวะทั้งหมด 103 ตัวอย่าง 
 
การเก็บตัวอย่าง 

1.) การเก็บตัวอย่างเลือด 
 การตรวจวินิจฉัย โรคไข้เลือดออก โรคไข้ปวดข้อยุงลาย และโรคไข้ไวรัสซิกา ผู้ส่งตรวจ
จะส่งตัวอย่างซีรัม (serum) หรือพาสมา (plasma) มาที่ศูนย์เชี่ยวชาญไวรัสวิทยาคลินิก คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยการศึกษานี้จะเริ่มจากการน าตัวอย่างซีรัม หรือพา
สมา โดยปั่นเหวี่ยง ด้วยเครื่อง centrifuge ทีค่วามเร็ว 1,500xg เป็นเวลา 10 นาที ให้ของเหลว
แยกชั้น และเก็บเฉพาะของเหลวใสส่วนบน 
 

 
รูปที่ 12 แสดงถึง serum และ plasma หลังจากการปั่นเหวี่ยง ด้วยเครื่อง centrifuge  

                (ภาพจากศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิก)  
 
2.) การเก็บตัวอย่างปัสสาวะ  
 การตรวจวินิจฉัย โรคไข้ไวรัสซิกา ตรวจจากตัวอย่างปัสสาวะควบคู่กับตัวอย่างซีรัม

หรือพาสมา โดยผู้ส่งตรวจจะส่งตัวอย่างปัสสาวะบรรจุมาในกระปุก ผู้ท าการศึกษาจะท าการ

ย้ายปัสสาวะส่วนหนึ่งลงใน microcentrifuge tube 1.5ml เพ่ือให้ง่ายต่อการท าการศึกษา

http://www.neodenta.lt/Treatment-using-concentrated-blood-plasma
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ต่อไป อีกส่วนหนึ่งจะเก็บไว้ในกระปุกที่ทางผู้ส่งตรวจส่งมาดังเดิม และพันรอบฝาด้วย 

parafilm เพ่ือป้องกันตัวอย่างปัสสาวะหกออกจากกระปุก 

 

 
รูปที่ 13 ภาพตัวอย่างกระปุกปัสสาวะจากทางผู้ส่งตรวจ ส่งมายังศูนย์เชี่ยวชาญไวรัสวิทยา

คลินิก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ภาพจากศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัส
วิทยาคลินิก) 
 
 ตัวอย่างที่ส่งตรวจทั้งหมดถูกส่งมาเก็บรักษา ที่ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัส

วิทยาคลินิก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
การตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

 การตรวจทางห้องปฏิบัติการเพ่ือหาสาเหตุของไวรัสที่น าโดยยุง ได้แก่ ไวรัสเดงก่ี ไวรัส
ชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา โดยจะท าการตรวจด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล ดังนี้ 
 
การสกัดRNA ของไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา 

การสกัดRNA จากตัวอย่างเลือดและปัสสาวะ 

สกัดสารพันธุกรรม RNA จากตัวอย่างซีรัมหรือพาสมาและปัสสาวะด้วยวิธีเดียวกันคือ ใช้ชุด
สกัดส าเร็จรูป RibospinvRD II (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea) ตามรายละเอียด
ของชุดสกัด ดังนี้ 
การเตรียม carrier RNA 

 ละลาย carrier RNA ลักษณะคล้ายแผ่นฟิล์มใส ที่บรรจุอยู่ในหลอดด้วย nuclease-

free water 370 μl แล้ว vortex ให้เข้ากัน 

https://medthai.com/การตรวจปัสสาวะ/
https://medthai.com/การตรวจปัสสาวะ/
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ขั้นตอนการสกัด 

1. แบ่ง carrier RNA ที่เตรียมไว้ ลงใน microcentrifuge tube 1.5ml หลอดละ 7 μl 

2. เติม NVL bufferปริมาตร 300 μl 

3. ใส่ตัวอย่างซีรัมหรือพาสมา ปริมาตร 150 μl 

4. Vortex ให้สารทุกอย่างเข้ากัน และตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ี

5. เติม RB1 bufferปริมาตร 350 μl และ vortex ให้เข้ากัน 

6. ย้ายสารละลายทั้งหมดด้วยปริมาตร 750 μl ลงใน spin column 

7. ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 1,500 xg หรือ 1,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

และ เทสารละลายในส่วนของ collection tube ทิ้ง 

8. ใส่ RBW buffer ปริมาตร 500 μl 

9. ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 1,500 xg หรือ 1,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที

และเทสารละลายในส่วนของ collection tube ทิ้ง 

10. ใส่ RNW buffer ปริมาตร 500 μl 

11. ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 1,500 xg หรือ 1,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที

และ เทสารละลายในส่วนของ collection tube ทิ้ง 

12. ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifugeอีกครั้งที่ 1,500 xg หรือ 1,000 rpm เป็นเวลา 1 

นาท ี

13. ย้าย spin column ใส่ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml  

14. เติม nuclease-free water ปริมาตร 50 μl ลงกลาง spin column และตั้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที  

15. ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 1,500 xg หรือ 1,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

16. ทิ้ง spin column และเก็บ RNA ไว้ที่ -70 องศาเซลเซียส 
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การตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี่ 

การเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ด้วยวิธี Reverse transcription PCR 

 น า RNA ที่ได้จากการสกัดแล้ว เปลี่ยนเป็น cDNA ด้วยการท า Reverse transcription 
PCR โดย ImProm- II™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI) ด้วย 
random hexamer primers โดยมีวิธีการดังนี้ 

1. เติม 10 nM Random hexamer ปริมาตร 1 μl ลงใน microcentrifuge tube 1.5 

ml และเจือจางด้วย DEPC (Diethypyrocarbonate) ปริมาตร 5 μl 

2. ใส่ RNA ที่ได้จากการสกัด ปริมาตร 3 μl 

3. บ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

4. บ่มในน้ าแข็ง 5 นาท ี

5. ใส่ Impromp II (Promega, Madison, WI, USA) ปริมาตร 7.5 μlและตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา5 นาท ี

6. บ่มที่ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

7. บ่มต่อที่ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

8. น าไปปั่นตก และเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

การตรวจหาไข้เลือดออก Dengue virus RNA ด้วยวิธี Semi-nested RT-PCR 

มีการเตรียมสารและข้ันตอนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไวรัสเดงก่ี ดังต่อไปนี้ 
ตารางที่ 2 สารเคมีที่ใช้ในการท า semi-nested-PCR ต่อ 1 reaction 
 

สารเคมี ปริมาตร (μl) 

2X mastermix (AmpMaster™  
HS-Taq, GeneAll®) 

5 

10 µM forward primer 0.3 
10 µM reverse primer 0.3 
DEPC treated water  5 
cDNA 2 
Total volume 12.6 
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ตารางที่ 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์(primer) ที่ใช้ในการตรวจสอบและมีความจ าเพาะเจาะจง
ต่อไวรัสเดงกี่ ในการท าปฏิกิริยาของ PCR(19) 
 

Primer Name PCR cycle nucleotide sequence 53 

Forward primer DenF10019-10038 1st, 2nd GTSTGGAAYAGRGTKT GGAT 

Reverse primer DenUTR_R2 1st GAGACAGCAGGATCT GTGG 

Reverse primer DenR10442-10464 2nd GGCWGCACRGYTTRCT CAA 

 
หมายเหตุ: N= A/G/C/T, D= A/G/T, H= A/C/T, S= C/G, Y= C/T, K= G/T, W= A/T 
 
ตารางที่ 4 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฎิกิริยา 1stPCR เพ่ือใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมของ
ไวรัสเดงกี่ 

Cycle Temperature (C) Time (min) 

Initial denaturation 95 2 

Denaturaion 95 0.25 

Annealing 50 0.35 

Extension 72 1 

Final extension 72 5 

 
ตารางที่ 5 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฎิกิริยา 2nd PCR เพ่ือใช้ในการเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม
ของไวรัสเดงกี่ 

Cycle Temperature (C) Time (min) 

Initial denaturation 95 2 
Denaturation 95 0.25 

Annealing 53 0.35 
Extension 72 1 
Final extension 72 5 

 

40 
cycles 

40 
cycles 
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โดยการท า PCR ทั้งสองครั้ งนั้นด้วยเครื่อง thermal cycler (veriti™, Applied Biosystems, 

United State of America) 

 

การจ าแนกชิ้น DNA ด้วยวิธี  Gel eletrophoresis 

 น าผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากการท า PCR ไปจ าแนกขนาดของ DNA ด้วย 2% agarose gel 

electrophoresis ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาทีซึ่งจะตรวจสอบขนาด DNA ด้วย

1,000bp DNA ladder และเปรียบเทียบผลจาก positive control และ negative control

หลังจากนั้นน า gel ไปส่องดูภายใต้แสง UV จะได้ผลดังนี้ 

 

ตารางที่ 6 ความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสเดงก่ี serotype ต่างๆ 
 

Serotype Product size (bp) 

1 450 

2 419 

3 429 

4 350 

 
การท าให้ DNA ของสารพันธุกรรมไวรัสเดงกีให้บริสุทธิ์ และการท า sequencing 

ตัด gel ตามขนาดในตารางที่ 6 แล้วท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Expin 
Combo GP (GeneAll Biotechnology, Seoul, South Korea) และส่งไปตรวจสอบล าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่ห้องปฏิบัติการ First BASE (Seri Kembangan, Selangor, Malaysia) และน าไป
วิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสด้วย nucleotide Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

 
การตรวจหาเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา 

การตรวจไข้ปวดข้อยุงลาย Chikungunya virus RNA ด้วยวิธี Real-time RT-PCR 

ภายหลังจากการสกัด RNA น าไปเพิ่มจ านวนด้วย Real-time RT-PCR ด้วยเครื่อง 
Real-time (ViiA™ 7, Singapore) ด้วยไพร์เมอร์และ probe ดังนี้  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ตารางที่ 7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ (primer) และ probe ที่ใช้ในการตรวจสอบและมี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อไวรัสชิคุนกุนยา ในการท าปฏิกิริยาของ Real-time RT-PCR(20) 
 

Primer Name nucleotide sequence 53 

Forward primer CHIKV6856 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 

Reverse primer CHIKV6981 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 

Probe CHIKV6919-FAM AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG 

และแปรผลที่ได้ โดยค่า Ct (cycle threshold/ crossing point) <38 ถือว่า positive 
 
การตรวจหาเชื้อไวรัสซิกา 

การตรวจหาไข้ไวรัสซิกาZika virus RNA ด้วยวิธี Real-time RT-PCR 

ภายหลังจากสกัด RNA น าไปเพ่ิมจ านวนด้วย Real-time RT-PCR ด้วยเครื่อง Real-
time (ViiA™ 7, Singapore) ด้วยไพร์เมอร์และ probe ซ่ึงครอบคลุมบริเวณยีน NS5 ของ
ไวรัสซิกา ดังนี้  

 
ตารางที่ 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์(primer) และ probe ที่ใช้ในการตรวจสอบและมี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อไวรัสซิกา ในการท าปฏิกิริยาของ Real-time RT-PCR(21) 
 

Primer Name nucleotide sequence 53 

Forward primer ZIKV1086 CCGCTGCCCAACACAAG 

Reverse  primer ZIKV1162 CCACTAACGTTCTTTTGCAGAC AT 

Probe ZIKV1107-FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 

 
และแปรผลที่ได้ โดยค่า Ct (cycle threshold/ crossing point) <38 ถือว่าให้ผล positive 
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ความไวและความจ าเพาะในการตรวจ 

ความไวและความจ าเพาะในการตรวจไวรัสเดงกี่ 

จากการศึกษาโดยการน าตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ทั้ง 4 serotypes มา 

cloning และ ท า 10 fold-Serial dilution เพ่ือตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ DenF10019-

38, DenUTR_R2 และ DenR10442-10464 ที่มีความจ าเพาะในบริเวณยีน NS5 ด้วยเทคนิค 

semi-nested RT-PCR พบว่าสามารถตรวจจับไวรัสได้ ในตัวอย่างที่มี viral load ต่ าเพียง 

0.01 copies/ml และพบว่าไพรเมอร์ทั้งสาม มีความจ าเพาะต่อบริเวณยีน NS5 ของไวรัสเดงกี่

เท่านั้น โดยได้ท าการทดสอบด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR กับตัวอย่างผู้ป่วยติดเชื้อไวรัส

เดงกี่ และไวรัสชิคุนกุนยา พบว่า ไพรเมอร์ทั้งสาม สามารถตรวจจับได้เฉพาะไวรัสเดงกี่ แต่ไม่

สามารถ ตรวจจับไวรัส ชิคุนกุนยาได้(19) 

 
ความไวและความจ าเพาะในการตรวจไวรัสชิคุนกุนยา 

จากการศึกษาของ Lanciotti และคณะพบว่าการตรวจหาไวรัสชิคุนกุนยาโดยใช้ไพร
เมอร์ CHIKV6856, CHIKV6981 และprobe ด้วย CHIKV6919-FAMprobe ซึ่งมีความไวใน
การตรวจคือ 0.9 PFU จากการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง โดยมีความจ าเพาะต่อไวรัสชิคุนกุนยา และ
ไม่มีความจ าเพาะต่อไวรัส o’nyong-nyongvirus(ONNV), Ross River virus, Mayaro virus, 
Semliki Forest virus, Sindbis(SINV) virus, western equine encephalitis virus, equine 
encephalitis และ Venezuelan equine encephalitis สายพันธุ์ 1AB, 1C, 1D และ 1E(20) 

 
ความไวและความจ าเพาะในการตรวจไวรัสซิกา 

จากการศึกษาของ Lanciotti และคณะพบว่าการตรวจหาไวรัสซิกา ด้วยไพรเมอร์
ZIKV1086, ZIKV1162 และprobe ด้วยZIKV1107-FAMprobe โดยทดสอบความไวของการ
ตรวจจับ RNA ของ ไวรัสซิกา คือ 25 copies/ml และมีความจ าเพาะต่อไวรัสซิกาเท่านั้น ไม่
สามารถตรวจจับ dengue virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 และ DENV-4), West Nile 
virus, St. Louis encephalitis virus, yellow fever virus, Powassan virus, o’nyong-
nyongvirus (ONNV), Semliki Forest virus, chikungunya virus และ  spondweni virus 
ได(้21) 
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การตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR เพียงอย่างเดียว อาจ
ไม่เพียงพอ เนื่องจากตัวอย่างเลือด ที่ใช้ในการศึกษานี้ เป็นเพียงตัวอย่างที่เก็บจากผู้ป่วยเพียง
ครั้งเดียว (single samples) หากเป็นการเก็บตัวอย่างแบบสองครั้ง คือเก็บตัวอย่างครั้งแรกใน
วันที่ผู้ป่วยมาตรวจ และเก็บตัวอย่างครั้งที่สอง ภายหลังจากที่หายจากอาการป่วยแล้ว หรือที่
เรียกว่า การเก็บแบบ paired samples จะเป็นการเก็บตัวอย่างที่มีประสิทธิภาพมากกว่า แต่
ปัจจุบันยากที่จะเป็นไปได้เนื่องจากข้อจ ากัดในการศึกษาหลายๆ อย่างดังนั้นในการศึกษานี้ จึ ง
ตรวจ dengue markers ตัวอ่ืนๆ เพ่ิมเติมได้แก่ โปรตีน NS1, IgM และ IgG antibodies เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ดังนั้นจึงท าการตรวจหา NS1 IgM และ IgG 
ด้วยวิธี ELISA ต่อไป 

 
การตรวจหา Dengue markers คือ NS1 IgM และ IgGด้วยวิธี ELISA 

จากการตรวจหาไวรัสเดงกี่ทั้งหมด 1,918 ราย เลือกตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันมา
ทั้งหมด 367 ตัวอย่าง (ตัวอย่างทั้งหมดที่เลือกมาจะเป็นตัวอย่างที่มีข้อมูลจ านวนวันที่เป็นไข้
ของผู้ป่วย) มาตรวจหาโปรตีน NS1, IgM และ IgG antibodies (Dengue markers) ด้วย 
ELISA  

 
การตรวจหาโปรตีน NS1 ของไวรัสเดงกี่ด้วยวิธี ELISA 

1. น าตัวอย่างซีรัมที่ต้องการตรวจสอบ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนละลายหมด 
2. Sample dilution  
 ท าให้ตัวอย่างซีรัมเจือจางลงด้วย sample buffer เป็นอัตราส่วน 1:2 โดยใส่ตัวอย่าง

คนไข้ 200 μl และ sample buffer 400 μl ลงใน microcentrifuge tube 1.5 ml. vortex
ให้เข้ากัน 

3. Sample incubation 

 ใส่ diluted samples, calibrator, positive, negative controls อย่างละ 100 μl 
ลงในแต่ละ microplate well ที่ถูกเคลือบพ้ืนผิวด้วย Monoclonal mouse anti-dengue 
virus NS1 ปิดทับด้วย แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดด ตั้งไว้ที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาท ี

4. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการ wash ที่เครื่องอัตโนมัติ โดยตั้งค่าให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
5. Conjugate incubation 
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 ใส่ enzyme conjugate (peroxidase-labelled antibody) ลงไป 100 μl ในแต่ละ 
microplate well ปิดทับด้วย แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดด ต้ังไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาท ี

6. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการล้างด้วยเครื่องอัตโนมัติ โดยตั้งค่าให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
7. Substrate incubation 

 ใส่ chromogen/substrate solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well ปิด
ทับด้วย แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาท ี

8. ขั้นหยุดปฏิกิริยา 

 ใส่ stop solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well 
9. การวัดค่า 
 อ่านค่าที่ความยาวคลื่น 450 nm ภายในเวลา 30 นาท ี

 

การตรวจหา dengue IgM antibody ด้วยวิธี ELISA 

1. น าตัวอย่างซีรัมที่ต้องการตรวจสอบ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนละลายหมด 
2. Sample dilution 
 ท าให้ ตัวอย่างซีรัมเจือจางลงด้วย sample buffer  เป็นอัตราส่วน  1:101 โดยใส่

ตัวอย่างคนไข้ 100 μl และ sample buffer 1,000 μl ลงใน microcentrifuge tube 1.5 
mlและ vortex ให้เข้ากัน 

3. Sample incubation 

 ใส่ diluted samples, calibrator, positive, negative controls อย่างละ 100 μl 
ลงในแต่ละ microplate wellที่ถูกเคลือบพ้ืนผิวด้วย dengue virus antigens ปิดทับด้วย
แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดดตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาท ี

4. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการล้างด้วยเครื่อง อัตโนมัติโดยตั้งให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
5. Conjugate incubation 

 ใส่ enzyme conjugate (peroxidase-labelled antibody) ลงไป 100 μl ในแต่ละ 
microplate well ปิดทับด้วย แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดด ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาท ี
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6. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการล้างด้วยเครื่อง อัตโนมัติโดยตั้งให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
7. Substrate incubation 

 ใส่ chromogen/substrate solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well ปิด
ทับด้วย แผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาท ี

8. ขั้นหยุดปฏิกิริยา 

 ใส่ stop solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well 
9. การวัดค่า 
 อ่านค่าที่ความยาวคลื่น 450 nm ภายในเวลา 30 นาท ี

 
การตรวจหา dengue IgG antibody ด้วยวิธี ELISA 

1. น าตัวอย่างซีรัมทีต่้องการตรวจสอบ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนละลายหมด 
2. Sample dilution 
 ท าให้ ตัวอย่าง serum เจือจางลงด้วย sample buffer เป็นอัตราส่วน 1:101 โดยใส่

ตัวอย่างคนไข้ 100 μl และ sample buffer 1,000 μl ลงใน microcentrifuge tube 1.5 
ml vortex ให้เข้ากัน 

3. Sample incubation 

 ใส่ diluted samples, calibrator, positive, negative controls อย่างละ 100 μl 
ลงในแต่ละ microplate well ที่ถูกเคลือบพ้ืนผิวด้วย highly purified virus particles of 
dengue virus type 2 ปิดทับด้วยแผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดด ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาท ี

4. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการล้างด้วยเครื่อง อัตโนมัติโดยตั้งให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
5. Conjugate incubation 

ใส่  enzyme conjugate (peroxidase-labelled antibody) ลงไป 100 μl ในแต่ละ 
microplate well ปิดทับด้วยแผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดด ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาท ี

6. น าแผ่นฟรอยด์ที่ปิดไว้ออก และท าการล้างด้วยเครื่อง อัตโนมัติโดยตั้งให้ล้างด้วย 

wash buffer ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 450 μl ต่อ microplate well  
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7. Substrate incubation 

 ใส่ chromogen/substrate solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well ปิด
ทับด้วยแผ่นฟรอยด์ เพ่ือปกป้องจากแสงแดดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาท ี

8. ขั้นหยุดปฏิกิริยา 

 ใส่ stop solution ลงไป 100 μl ในแต่ละ microplate well 
9. การวัดค่า 
 อ่านค่าที่ความยาวคลื่น 450 nm ภายในเวลา 30 นาท ี

 
สถิติที่ใช้ในการศึกษา 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาในเชิงพรรณนา ดังนั้นข้อมูลที่แสดงจะแสดงในรูปของ

เปอร์เซ็นต์เท่านั้น 

 
การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

การวิเคราะห์ทางโมเลกุลในตัวอย่างที่มีการตรวจพบว่ามีการติดเชื้อไวรัส 

-ท าการยืนยันการวิเคราะห์การตรวจวินิจฉัย การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ หลังจากการ

ตรวจหาเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR ด้วยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ จากการ

ท า DNA sequencing ที่จะเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ กับล าดับนิวคลีโอไทด์ ใน

ธนาคารรหัสพันธุกรรม (Genbank)จากโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) จ า ก https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TY 

PE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TY%20PE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TY%20PE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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รูปที่ 14 จากโปรแกรม  BLAST ซึ่งใช้ในการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ 
PCR กับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank 
 
 -จากการตรวจวินิจฉัย การติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา และ ไวรัสซิกา ด้วยเทคนิค Real-

time RT-PCR จะวิเคราะห์จากค่า Ct (cycle threshold) โดยค่า Ct ที่ต่ ากว่า 38 จะให้ผล 

positive หรือแปลว่า ตรวจพบเชื้อไวรัสดังกล่าว 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

ผลจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR 

จากการน าตัวอย่างซีรัม ( serum) และพาสมา (plasma) ของผู้ป่วยแบบ Single 
specimens ที่มีการเก็บเฉพาะในช่วง Acute febrile phase จ านวน 1,918 ตัวอย่าง มาตรวจ
วินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR ด้วยไพรเมอร์ ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับ
บริเวณยีน NS5 ของไวรัสเดงก่ี (ตารางที่3) หลังจากการตรวจสอบขนาดจะได้ผลดังรูปที่ 15 
 

 
 

รูปที่ 15 ภาพถ่ายจากgel ภายหลังจากเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรมไวรัสเดงก่ีด้วยเทคนิค 
semi-nested RT-PCR 

 
 โดย M คือ DNA ladder marker, BK คือ ตัวอย่างของผู้ป่วย,P1 คือ positive control
ไวรัสเดงก่ี สายพันธุ์ 1 (DENV-1), P2 คือ positive control ไวรัสเดงก่ี สายพันธุ์ 2 (DENV-2),  

1 
 
2 

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

M BK P1 P2 P3 P4 N 
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P3 คือ positive control ไวรัสเดงกี่ สายพันธุ์ 3 (DENV-3), P4 คือ positive controlไวรัสเดงกี่ 
สายพันธุ์  1 (DENV-4), N คือ Negative control, เลข 1 คือแถบ DNA แถบที่  1 ที่ตัดไปส่ ง 
sequence และเลข 2 คือแถบ DNA แถบที่ 2 ที่ตัดไปส่ง sequence 
  

เนื่องจากมี แถบ DNA ที่มีขนาดใกล้เคียงกับ positive control ทั้งหมด 2 แถบ โดย แถบ 
DNA ที่ 1 มีขนาดใกล้เคียงกับ P1 และ แถบ DNA ที่ 2 มีขนาดใกล้เคียงกับ P4 จึงท าการตัดเจล ที่
มี DNA ทั้ง 2 แถบนี้ไปส่ง sequencing เพ่ือตรวจสอบล าดับ nucleotides ต่อไป โดยล าดับ 
nucleotides ที่ได้รับกลับมาจะมีลักษณะดังรูป 16 และ 17 ตามล าดับ 

 

 
รูปที่ 16 แสดงถึงล าดับ nucleotides ของผลิตภัณฑ์ PCR แถบ DNA แถบที่ 1 ที่ได้รับ

กลับมาจากการตรวจสอบโดย WardMedic (http://www.wardmedic.com/contactus.html)) 
 

 
 

รูปที่ 17 แสดงถึงล าดับ nucleotides ของผลิตภัณฑ์ PCR แถบ DNA แถบที่ 2 ที่ได้รับ
กลับมาจากการตรวจสอบโดย WardMedic (http://www.wardmedic.com/contactus.html) 

   
น าล าดับ nucleotides ที่ได้จากการ sequencing ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 

http://www.wardmedic.com/contac%20tus.html
http://www.wardmedic.com/contactus.html
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GenBank(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=Blast
Search&LINK_LOC=blasthome ) เพ่ือเปรียบเทียบล าดับ nucleotides ที่มีความใกล้เคียงกับ
ล าดับ nucleotides ของผลิตภัณฑ์ PCR ของการศึกษานี ้

 
 

รูปที่ 18 แสดงการน าล าดับ nucleotides ของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ ไป blast ใน GenBank 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 19 แสดงผลจากการเปรียบเทียบล าดับ nucleotides ใน GenBank ของแถบ DNA 

แถบที่ 1 ที่ได้ส่ง sequencing 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=%20blastn&PAGE_TYPE%20=%20BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=%20blastn&PAGE_TYPE%20=%20BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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รูปที่ 20 แสดงผลจากการเปรียบเทียบล าดับ nucleotides ใน GenBankของแถบ DNA 

แถบที่ 2 ที่ได้ส่ง sequencing 
 

 ผลจากการน าล าดับ nucleotides ของผลิตภัณฑ์ PCR ไปเปรียบเทียบใน GenBank พบว่า
ล าดับ nucleotides ของแถบ DNA แถบที่ 1 มีความใกล้เคียงกับ DENV-1 บริเวณยีน NS5 96% 
ดังรูปที่ 9 และล าดับ nucleotides ของแถบ DNA แถบที่ 2 มีความใกล้เคียง 100% กับล าดับ 
nucleotides ของโครโมโซมที่ 17 ของคน ดังรูปที่ 20 
 
ผลจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสชิคุนกุนยา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 

 จากการน าตัวอย่ างซี รัม  ( serum) และพาสมา (plasma) ของผู้ป่ วยแบบ Single 
specimens ที่เก็บเฉพาะในช่วง Acute febrile phase จ านวน 1,753 ตัวอย่าง มาตรวจวินิจฉัย
ไวรัสชิคุนกุนยา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR บริเวณ NSP4 gene จะได้ผลดังรูปที่ 21 
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รูปที่ 21 แสดงผลจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสชิคุนกุนยาด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 

 
 โดย BK แทนเส้นกราฟของตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน, CHIK-POS แทนเส้นกราฟ positive 
control ของไวรัสชิคุนกุนยา และ CHIK-NEG แทน negative control ของไวรัสชิคุนกุนยา 
  
 จากผลการตรวจวินิจฉัยไวรัสชิคุนกุนยาพบว่าจากตัวอย่าง ทั้งหมด 1,753 ตัวอย่าง ไม่พบ
การติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาในผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน จากกราฟแสดงถึงเส้นกราฟของตัวอย่างผู้ป่วย ซึ่ง
ไม่สามารถอ่านค่า Ct ได ้
 

ผลจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกาด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 

 จากผลการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา จากตัวอย่างซีรัม พาสมา และปัสสาวะในระยะ Acute 
febrile phase จากผู้ป่วยไข้เฉียบพลันทั้งหมด 1,949 ตัวอย่างด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 
บริเวณ NSP4 gene จะได้ผลดังรูปที่ 22 
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รูปที่ 22 แสดงผลจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกาด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 
  

โดย BK แทนเส้นกราฟของตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน, ZIKV-POS แทนเส้นกราฟ positive 
control ของไวรัสซิกา และ ZIKV-NEG แทน negative control ของไวรัสซิกา 
 
 จากผลการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา พบว่าจากทั้งตัวอย่างซีรัม พาสมา และปัสสาวะ ในระยะ 
Acute febrile phase จากผู้ป่วยไข้เฉียบพลันทั้งหมด 1,949 ตัวอย่าง ตรวจพบการติดเชื้อไวรัสซิกา
ทั้งหมด 4 ตัวอย่าง โดยตรวจพบจากตัวอย่างที่เป็นปัสสาวะเท่านั้นซึ่งผลการตรวจพบ จะเป็นไปตาม
กราฟดังรูปที่ 22 โดยพบว่าค่า Ct มีค่าต่ ากว่า 38 
 
 ตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ จากจังหวัดกรุงเทพฯ จังหวัดขอนแก่น และ
จังหวัดตรัง เป็นตัวอย่างจากผู้ป่วยทุกเพศ และทุกวัย ซึ่งจากการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี่ 1,918 
ตัวอย่างพบ RNA ของไวรัสเดงกี่ 181 ตัวอย่าง (9.4%) ตรวจหาไวรัสซิกาทั้งหมด 1,949 ตัวอย่าง 
พบ RNA ของไวรัสซิกาทั้งหมด 4 ตัวอย่าง (0.2%) และไม่พบ RNA ของไวรัสชิคุนกุนยาจากการ
ตัวอย่างทั้งหมด1,753 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9 การตรวจพบ RNA ของไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกาแจกแจงตามเพศ อายุ 
และสถานที ่
 

 Dengue Virus Chikungunya Virus Zika Virus 
 No. (%) + ve (%) No. (%) + ve (%) No. (%) + ve (%) 

Gender       

Male 1,009 (52.6) 106 (5.5) 922 (52.6) 0 995 (51.1) 2 (0.1) 
Female 858 (44.7) 75 (3.9) 780 (44.5) 0 898 (46.1) 2 (0.1) 

Unknown 51 (2.7) 0 51(2.9) 0 56 (2.9) 0 

Total 1,918 (100) 181 (9.4) 1,753 (100) 0 1,949 (100) 4(0.2) 
Age (yrs)       

0-2 215 (11.2) 20(1.0) 203 (11.6) 0 212 (10.9) 0 
3-5 277 (14.4) 21(1.1) 270 (15.4) 0 275 (14.1) 1 (0.1) 

6-12 491 (25.6) 48 (2.5) 473 (27) 0 475 (24.4) 0 
13-18 188 (9.8) 23(1.2) 180 (10.3) 0 196 (10.1) 0 
>19  623 (32.5) 53 (2.8) 577 (32.9) 0 701 (36) 3 (0.2) 

Unknown 124 (6.5) 16 (0.8) 50 (2.9) 0 90 (4.6) 0 
Total 1918 (100) 181 (9.4) 1753 (100) 0 1949 (100) 4 (0.2) 

Location       
Bangkok 160 (8.3) 45 (2.4) 1 (0.1) 0 197 (10.1) 4 (0.2) 

KhonKaen 
(Chumphae) 

1708 (89.1) 136 (7.1) 1702 (97.1) 0 1702 (87.3) 0 

Trung (Sikao) 50 (2.6) 0 50 (2.9) 0 50 (5.6) 0 

Total 1,918 (100) 181 (9.4) 1,753 (100) 0 1,949 (100) 4 (0.2) 
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ในการศึกษานี้ ได้ท าการศึกษาการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ตั้งแต่เดือน 
มกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือน ธันวาคม พ.ศ. 2559 
 

 
 

รูปที่ 23 แสดงขนาดของกลุ่มตัวอย่างที่มีอาการไข้เฉียบพลัน เพื่อน ามาตรวจหาไวรัสเดงกี่ 
และจ านวนตัวอย่างที่ติดเชื้อไวรัสเดงก่ี ในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึง เดือนธันวาคม พ.ศ. 
2559 
 
ผลการจ าแนก serotypes ของไวรัสเดงกี่ 

จากการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ในผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน 1,918 ตัวอย่าง พบ RNA ของไวรัส
เดงกี่ ในตัวอย่างผู้ป่วยไข้ เฉียบพลัน ทั้ งหมด 181 ตัวอย่าง และหลังจากนั้นส่งตัวอย่างไป 
sequencing ท าให้เราทราบถึง serotype ของตัวอย่างที่ positive ได้ โดยพบว่า จากตัวอย่าง
ทั้งหมด 181 ตัวอย่าง พบ DENV-1 ทั้งหมด 59 ตัวอย่างคิดเป็น 32.6% DENV-2 ทั้งหมด 21 
ตัวอย่างคิดเป็น 11.6% DENV-3 ทั้งหมด 25 ตัวอย่างคิดเป็น 13.81% และ DENV-4 ทั้งหมด 76 
ตัวอย่างคิดเป็น 41.99%  ดังตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10 จ าแนกสายพันธุ์ (serotypes) ของไวรัสเดงกี่ ที่พบในประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2558-
2559 
 

Dengue virus Serotype No. (%) 

DENV-1 59 (32.6) 
DENV-2 21 (11.6) 
DENV-3 25 (13.8) 
DENV-4 76 (42) 

Total 181 (100) 
 
การตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ด้วยเทคนิค ELISA 

หลังจากการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR ทั้งหมด 1,918 ราย 
เลือกตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันมาท้ังหมด 367 ราย (ตัวอย่างที่ถูกเลือกมาท้ังหมด จะต้องเป็น
ตัวอย่างจากผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน และมีข้อมูลจ านวนวันที่เป็นไข้ของผู้ป่วย) มาตรวจหา Dengue 
markers เพ่ิมเติม ได้แก่ โปรตีน NS1, IgM และ IgG antibodies ด้วย ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 24 การตรวจ Dengue markers ได้แก่ โปรตีน NS1, IgM และ IgG antibody ด้วย
เทคนิค ELISA 

NS1 IgM IgG 
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รูปที่ 25แสดงผลจากการตรวจสอบ ไวรัสเดงกี่ จาก Dengue markers ได้แก่ RNA ของ

ไวรัสเดงก่ี ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR, โปรตีน NS1 และ IgM antibody ด้วยเทคนิค ELISA 
 
 เนื่องจากกลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษาเป็นกลุ่มประชากรผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน ในการ
พิจารณาอาการของผู้ป่วยไข้เฉียบพลันในระยะ Acute febrile phase คือ ช่วงวันที่ 1-7 หลังจากที่
ผู้ป่วยแสดงอาการไข้ จะพิจารณาที่ Dengue markers เนื่องจากการติดเชื้อไวรัสเดงกี่สามารถติดได้
มากกว่า 1 ครั้ง Dengue markers ที่ใช้ในการพิจารณาส าหรับผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน ได้แก่ viral RNA, 
โปรตีน NS1 และ IgM antibody ซึ่ง Dengue markers ทั้ง 3 ชนิดนี้ จะสามารถตรวจพบได้ในช่วง
วันแรกๆ ของอาการไข้ ถึงแม้ว่าจะติดเชื้อไวรัสเดงกีม่าก่อนหน้านั้นก็ตาม  
 แต่ถ้าพิจารณา IgG antibody การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ครั้งแรก จะสามารถตรวจพบ IgG 
antibody ได้ช้ากว่า dengue markers ตัวอ่ืนๆ นั่นคือจะพบได้ในช่วงวันหลังๆ ของอาการไข้ แต่จะ
ยังคงอยู่ในร่างกายของผู้ป่วยไปตลอด ถึงแม้ว่าจะหายจากอาการป่วยแล้วก็ตาม และเม่ือมีการติดเชื้อ
ไวรัสเดงกี่ซ้ า การตรวจพบ IgG antibody จะตรวจพบได้เร็วกว่าการติดเชื้อครั้งแรก เนื่องจาก IgG 
antibody นั้นถูกกระตุ้นด้วยไวรัสเดงกี่อีกครั้งหนึ่งท าให้ตรวจพบ IgG antibody ในช่วงวันแรกๆ ของ
อาการเป็นไข ้และเมื่อพิจารณาผลของการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ของ markers ทั้ง 3 ร่วมกับจ านวน
วันเป็นไข้ จะได้ผลดังรูปที่ 26 
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รูปที่ 26 %positive ของ Dengue markers ในผู้ป่วยไข้เฉียบพลันต่อจ านวนวันที่เป็นไข้ 
 

จากรูปที่ 26 พบว่า %RNA positive โดย semi-nested RT-PCR มากที่สุดในวันแรกของ
การเป็นไข้ ส่วน %NS1 positive มากที่สุดในวันที่ 2 ของการเป็นไข้ และ %positive ของ IgM จะ
สูงที่สุดในวันที่ 5 ของการเป็นไข้ ซึ่งเมื่อพิจารณา ทั้ง 3 markers รวมกัน จะพบว่าประสิทธิภาพใน
การตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่จะเพ่ิมสูงขึ้น 

IgG antibody เป็น Dengue marker ที่สามารถบอกได้ว่า เป็นการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ครั้งที่
เท่าไหร่ หากตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา เป็นตัวอย่างแบบ paired specimens แต่ในการศึกษานี้เป็น
ตัวอย่างแบบ single specimens จึงไม่สามารถที่จะพิจารณาได้ว่าเป็นการติดเชื้อเดงก่ีครั้งที่เท่าไหร่ 
แต่หากน าผลการศึกษา IgG antibody มาพิจารณาร่วมช่วงอายุของผู้ป่วยจะได้ผลการศึกษาดังรูปที่ 
27 
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รูปที่ 27 %positive ของ IgG antibodies ต่อช่วงอายุ ของผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน 

 
เมื่อพิจารณา IgG antibody ในแต่ละช่วงอายุของผู้ป่วย จะพบว่าการมี IgG antibody จะ

เพ่ิมข้ึนตามอายุที่เพ่ิมสูงขึ้นของผู้ป่วย 
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บทที่ 5 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การศึกษานี้มุ่งเน้นที่จะศึกษาการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-

nested RT-PCR จากตัวอย่างเลือดทั้งในซีรัม (serum) และพาสมา (plasma) ส่วนการตรวจวินิจฉัย

การติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR จากตัวอย่างเลือดทั้งในซีรัม และพาสมา 

การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสซิกา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR จากตัวอย่างซีรัม พาสมาและ

ปัสสาวะในผู้ป่วยที่มีไข้เฉียบพลันในประเทศไทย ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนกรกฎาคม 

พ.ศ. 2559 จากผู้ที่อาศัยในจังหวัดกรุงเทพฯ ที่อ าเภอชุมแพ จังหวัดขอนแก่น และอ าเภอสิเกา 

จังหวัดตรัง 

 การศึกษานี้ในแต่ละพ้ืนที่ ท าการเก็บตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ ในจ านวน

ที่ไม่เท่ากัน และท าการตรวจหาเชื้อไวรัสแต่ละชนิดตามค าตรวจวินิจฉัยของแพทย์ในพ้ืนที่นั้นๆ ดังนั้น

จึงท าให้จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิกุนคุนยา และไวรัสซิกามีจ านวนไม่

เท่ากัน แต่การศึกษาเพ่ือตรวจหาไวรัสทั้ง 3 นั้น มีจ านวนมากกว่าจ านวนตัวอย่างที่ค านวณได้ อย่างที่

แสดงไว้ในหัวข้อประชากรที่ศึกษา  

 

ไวรัสเดงกี่ (Dengue Virus) 

การศึกษานี้มุ่งเน้นที่จะศึกษาการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ด้วยเทคนิค semi-

nested RT-PCR จากตัวอย่างเลือดทั้งในซีรัม (serum) และพาสมา (plasma) ส่วนการตรวจวินิจฉัย

การติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR จากตัวอย่างเลือดทั้งในซีรัม และพาสมา 

การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสซิกา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR จากตัวอย่างซีรัม พาสมาและ

ปัสสาวะในผู้ป่วยที่มีไข้เฉียบพลันในประเทศไทย ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึงเดือนกรกฎาคม 

พ.ศ. 2559 จากผู้ที่อาศัยในจังหวัดกรุงเทพฯ ที่อ าเภอชุมแพ จังหวัดขอนแก่น และอ าเภอสิเกา 

จังหวัดตรัง 

การศึกษานี้ในแต่ละพ้ืนที่ ท าการเก็บตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ ในจ านวน

ที่ไม่เท่ากัน และท าการตรวจหาเชื้อไวรัสแต่ละชนิดตามค าตรวจวินิจฉัยของแพทย์ในพ้ืนที่นั้นๆ ดังนั้น
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จึงท าให้จ านวนตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิกุนคุนยา และไวรัสซิกามีจ านวนไม่

เท่ากัน แต่การศึกษาเพ่ือตรวจหาไวรัสทั้ง 3 นั้น มีจ านวนมากกว่าจ านวนตัวอย่างที่ค านวณได้ อย่างที่

แสดงไว้ในหัวข้อประชากรที่ศึกษา  

 

หลังจากการตรวจวิจฉัยไวรัสเดงกี่  ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR น าตัวอย่างที่  

positive จากการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ทั้งหมด 181 ตัวอย่าง ส่ง sequencing เพ่ือท าการยืนยันว่าเป็น

ไวรัสเดงกี่ นอกจากนี้ยังสามารถทราบถึงสายพันธุ์  (serotypes) ของไวรัสเดงกี่ในแต่ละตัวอย่างได้

เช่นกัน ซึ่ งเป็น DENV-4 , DENV-1, DENV-3 และ DENV-2 คิดเป็น 42%, 32.6%, 13.8% และ 

11.6% ตามล าดับ และจากการศึกษาของ L’Azou และคณะพบว่าในการติดเชื้อไวรัสเดงก่ีในประเทศ

ไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2554 ถึงปี พ.ศ. 2556 เป็น DENV-1 มากที่สุด DENV-2, DENV-3 และ DENV-4 

ตามล าดับ(22) จะเห็นได้ว่าในแต่ละปี การติดเชื้อไวรัสเดงกี่ในประเทศไทย จะพบได้ทุกๆ สายพันธุ์ 

(serotype) และมีการเปลี่ยนชนิดของสายพันธุ์ที่พบมากที่สุดไปแต่ละช่วงปีด้วยเช่นกัน 

ในตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเดงก่ีบางราย เป็นการติดเชื้อที่มีปริมาณไวรัส (viral load) 

ที่ต่ า ท าให้การตรวจวินิจฉัย ด้วยเทคนิค semi-nested RT-PCR ไม่สามารถตรวจจับได้ ดังนั้น

การศึกษานี้จึงเลือกที่จะศึกษา dengue markers ตัวอ่ืนๆ ด้วยวิธี ELISA ได้แก่ โปรตีน NS1, IgM 

และ IgG antibodies เพ่ิมเติม จากตัวอย่างผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน ที่น ามาตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงก่ีทั้งหมด 

1,918 ตัวอย่าง เลือกมาทั้งหมด 367 ตัวอย่าง โดยทุกตัวอย่างที่เลือกจะต้องมีข้อมูลจ านวนวันที่เป็น

ไข้ทั้งหมด และพบว่าสามารถตรวจพบโปรตีน NS1 ได้มากที่สุด ดังรูปที่ 23 และเมื่อพิจารณารวมกับ

จ านวนวันที่เป็นไข้ พบว่า  

1.) %positive ของ RNA จะสูงในวันที ่1 ของการเป็นไข ้

2.) %positive ของโปรตีน NS1 จะสูงในวันที่ 2 ของการเป็นไข้  

3.) %positive ของ IgM antibodies จะสูงในช่วงวันที่ 5 ของการเป็นไข้  

และหากตรวจด้วย markers ทั้ง 3 ควบคู่กันไป จะเห็นว่า % positive ในการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่

จะสูงขึ้น ดังรูปที่ 26 ซ่ึงตรงกับการศึกษาของ Cheah และคณะที่ว่า viral RNA, โปรตีน NS1 และ 

IgM antibody จะตรวจพบได้ในช่วงวันแรกๆ ของอาการไข้ของการติดเชื้อไวรัสเดงก่ี(23) ดังรูปที่ 26 
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รูปที่ 28 แสดงถึงการพบ Dengue markers เปรียบเทียบกับจ านวนวันที่เป็นไข้ (23) 
 

ส่วนการพิจารณา % positive ของ IgG antibodies ต่อช่วงอายุของผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน 

พบว่ายิ่งอายุมากขึน้จะพบ %positive ของ IgG antibodies ก็จะเพ่ิมสูงขึ้น ดังรูปที่ 25 

 

โดยการศึกษานี้พบว่ามีการตรวจพบ RNA ของไวรัสเดงก่ี ในปี พ.ศ. 2558 มากกว่าในปี พ.ศ. 

2559 ทั้งๆ ที่จ านวนผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน ที่เข้ารับการตรวจ ในปี พ.ศ. 2559 มีมากกว่า พ.ศ. 2558 

(รูปที่ 21) ซึ่งในผลของการศึกษานี้ ตรงกับการรายงานของส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค ที่พบ

โรคไข้เลือดออก ในปี พ.ศ. 2558 มากกว่าปี พ.ศ. 2559 กล่าวคือ มีการรายงานการตรวจพบ

ไข้เลือดออก ของกระทรวงสาธารณสุขท่ัวประเทศ ในปี พ.ศ. 2558 จ านวนทั้งสิ้น 144,952 ราย และ

ในปี พ.ศ. 2559 จ านวน 63,310 ราย หรือเปรียบเทียบอุบัติการณ์เป็น 96.76/แสนประชากร ในปี 

พ.ศ. 2558 222.58/แสนประชากร ในปีพ.ศ. 2559 (รูปที่ 29) 
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รูปที่ 29 แสดงขนาดของกลุ่มตัวอย่างที่มีอาการไข้เฉียบพลันเพ่ือน ามาตรวจหาไวรัสเดงก่ี 
ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2558 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2559 และพบผู้ป่วยโรคไข้เลือดออก
จ านวน 144,952 ในปี พ.ศ. 2558 และจ านวน 63,310 รายในปี พ.ศ. 2559 (ภาพจากส านักระบาด
วิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุขไทย) (24) 
 

 
รูปที่ 30 แสดงจ านวนผู้ป่วยไข้เลือดออก ที่พบในประเทศไทย  ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2548-2560 

(ค.ศ.2005-2017) (ภาพจาก ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข (24)) 
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 จากรูปที่ 30 ซึ่งเป็นการรายงานจากกรมควบคุมโรค จะเห็นว่าการระบาดของไข้เลือดออก พบได้

ทุกปีแต่จะพบมากปีเว้นปี หรือปีเว้น 2 ปี และเมื่อเปรียบเทียบการติดเชื้อของไวรัสเดงกี่ ในปี พ.ศ. 

2558 มากกว่าในช่วงปี พ.ศ. 2559 (รูปที่ 30) ซึ่งเป็นไปตามทฤษฎีจากการศึกษาก่อนหน้านี้ที่ว่า การ

ระบาดของโรคไข้เลือดออก จะเกิดขึ้นปีเว้นปี หรือ 1-3 ปี(3) และจากการศึกษานี้ร่วมกับผลของกรม

ควบคุมโรค จะพบการระบาดของโรคไข้เลือดออกในประเทศไทยทั้งในปี พ.ศ. 2558 พ.ศ. 2559 และ

ในปี พ.ศ. 2560 แต่ไม่ใช่การระบาดใหญ่ของโรค ดังนั้นถ้าเป็นไปตามคาดหมาย ในปี พ.ศ. 2561 

อาจจะมีการระบาดใหญ่ของโรคไข้เลือดออก 

 
รูปที่ 31 แสดงจ านวนผู้ป่วยโรคไข้เลือดออกในแต่ละเดือน ในช่วงปี พ.ศ. 2559-2560 และ 

ค่าเฉลี่ยในการตรวจพบตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555-2559(ภาพจากระบบรายงานการเฝ้าระวัง 506 ส านัก
ระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค)(24) 
 

 จากการศึกษาของกรมควบคุมโรค พบว่าการตรวจพบไข้เลือดออก จะพบได้ตลอดทั้งปี แต่จะพบ

มากเมื่อเริ่มเข้าฤดูฝนจนถึงต้นฤดูหนาวนั้นคือตั้งแต่ต้นเดือนพฤษภาคม จน ถึงเดือนพฤศจิกายน ของ

ทุกๆ ปี จากรูปที่ 31 โดยจะมีสภาพภูมิอากาศชื้น เหมาะแก่การแพร่พันธุ์ของยุง ซึ่งเป็นพาหะของโรค

ไข้เลือดออก   
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ไวรัสชิคุนกุนยา (Chikungunya Virus) 

นอกจากนี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัย ไวรัสชิคุนกุนยา โดยไม่สามารถตรวจพบไวรัสชิคุนกุนยา จากผู้ป่วย

ไข้เฉียบพลันที่ไม่ทราบสาเหตุ ทั้งหมด 1,753 ตัวอย่าง  โดยการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่ามีการตรวจพบ

ไวรัสชิคุนกุนยา ในประเทศไทยดังนี้ 

1.) พ.ศ. 2501 มีรายพบการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาครั้งแรก ในจังหวัดกรุงเทพฯ  

2.) พ.ศ. 2531 เริ่มมีการระบาดที่จังหวัดสุรินทร์ 

3.) พ.ศ. 2534 ที่จังหวัดขอนแก่น และปราจีนบุรี 

4.) พ.ศ. 2538 ที่จังหวัดเลย นครศรีธรรมราช และหนองคาย 

5.) พ.ศ. 2551 มีการระบาดใหญ่ที่จังหวัดนราธิวาส 

6.) พ.ศ. 2552 ระบาดใหญ่ในพื้นที่ภาคใต้จนถึงจังหวัดชุมพร 

7.) พ.ศ. 2556 ที่จังหวัดบึงกาฬซึ่งเป็นการระบาดครั้งล่าสุด 

 จากการศึกษาของ Humphrey และคณะพบว่ามีการรายงานการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ในปี 

พ.ศ. 2558 ที่ประเทศ ซูดาน พ.ศ. 2559 ที่ประเทศโซมาเลียและประเทศปากีสถาน (25) ส่วนการ

รายงานจากกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณะสุข ไม่พบการรายงานการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาในปี 

พ.ศ. 2558-2560 ในประเทศไทยแต่พบผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม พ.ศ. 

2561 ถึง วันที่ 4 มิถุนายน พ.ศ. 2561 ในประเทศไทย ทั้งหมด 34 ราย จากจังหวัดนราธิวาส และ

จังหวัดภูเก็ต และไม่พบการเสียชีวิตจากการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา(26) 
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รูปที่ 32 การรายงานการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาในประเทศต่างๆ จากการศึกษาของ 

Humphrey และคณะ(25) 
 

 โดยคาดการณ์ว่าการระบาดใหญ่ที่จังหวัดบึงกาฬในปี พ.ศ. 2556 นั้น ไวรัสชิคุนกุนยาน่าจะข้าม

มาจากประเทศเพ่ือนบ้าน คือกัมพูชาและลาว เนื่องจากพ้ืนที่จังหวัดบึงกาฬอยู่เรียบแม่น้ าโขงและมี

พ้ืนที่ปลูกยางพารา จึงมีภูมิประเทศคล้ายภาคใต้ และหลังจากนั้นก็พบจ านวนผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสชิคุน

กุนยาน้อยลงเรื่อยๆ จนแทบจะไม่มีรายงานเกิดขึ้นในประเทศไทย 

 

 ไวรัสซิกา (Zika Virus) 

 ส่วนการติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศไทย มีรายงานว่านักท่องเที่ยวชาวต่างชาติ ที่เดินทางมายัง

ภาคใต้ของประเทศไทย และเม่ือกลับไปพบว่ามีอาการของโรคไข้เฉียบพลันและพบว่าติดเชื้อไวรัสซิกา
2 ซึ่งท าให้ประเทศไทยเริ่มมีการเฝ้าระวังการติดเชื้อไวรัสซิกา ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2555 จนถึงปัจจุบัน  

 ในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัยไวรัสซิกา ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR จากผู้ป่วยไข้

เฉียบพลัน จากตัวอย่างซีรัม พาสมา และปัสสาวะรวมทั้งหมด 1,949 ตัวอย่าง โดยพบ RNA ของไวรัส

ซิกาทั้งหมด 4 ตัวอย่าง คิดเป็น 0.21% โดยตรวจพบเชื้อไวรัสซิกาได้เฉพาะจากตัวอย่างที่ปัสสาวะ

เท่านั้น แสดงถึงการคงอยู่ของไวรัสในตัวอย่างแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน ซึ่งตรงกับการศึกษาของ 

Gourinat และคณะที่ว่าในตัวอย่างปัสสาวะสามารถตรวจพบไวรัสซิกาได้ในระยะยาวและสามารถ

ตรวจหาปริมาณไวรัส (viral load) ของไวรัสซิกาในตัวอย่างปัสสาวะได้มากกว่าในตัวอย่างเลือด (10) 
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โดยการศึกษานี้ใช้ตัวอย่างปัสสาวะในช่วงเช้าของผู้ป่วยไข้เฉียบพลัน โดยปัสสาวะในตอนเช้าจะมี

ความเข้มข้นกว่า เพราะช่วงเวลากลางคืนผู้ป่วยจะใช้เวลาในการนอนหลับพักผ่อนและมีโอกาสในการ

ดื่มน้ าปริมาณน้อย ซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้สามารถตรวจพบไวรัสซิกาในตัวอย่างปัสสาวะได้ดีกว่า 

 จากการรายงานของกรมควบคุมโรค พบการติดเชื้อไวรัสซิกา ดังนี้ 

1.) ปี พ.ศ. 2559  

- ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสซิกาแบบมีอาการ 882 ราย  

- การติดเชื้อแบบไม่มีอาการ 239 ราย  

2.) ปี พ.ศ. 2560  

- ผู้ป่วยติดเชื้อมีอาการ 564 ราย  

- การติดเชื้อแบบไม่มีอาการ 13 ราย  

3.) ปี พ.ศ. 2561 ตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม ถึง 15 มิถุนายน  

- ผู้ป่วยติดเชื้อมีอาการทั้งหมด 179 ราย โดยเฉพาะอย่างยิ่งตั้งแต่วันที่ 9 มิถุนายน ถึง 15 มิถุนายน 

พบผู้ป่วยติดเชื้อมีอาการท้ังหมด 41 ราย ดังรูปที่ 33 

 
 

รูปที่ 33 แสดงจ านวนผู้ติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2560-2561 (ภาพจาก 
ระบบรายงานการเฝ้าระวัง 506 ส านักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค(27)) 
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จากการศึกษาของ Wikanและ Smith พบการรายงานการติดเชื้อของไวรัสซิกาในเขต

ประเทศบราซิล อินโดนีเซีย และไทย โดยการรายงานผู้ป่วยติดเชื้อจากประเทศไทยส่วนใหญ่ จะเป็น

นักท่องเที่ยวต่างชาติ เดินทางมายังประเทศไทย และติดเชื้อไวรัสซิกากลับไปยังประเทศของตน โดย

อาการส่วนใหญ่ของผู้ป่วย ได้แก่ มีไข้ มีผื่น ปวดข้อ ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ และตาแดง ซึ่งได้ตรวจพบใน

ภายหลังว่าสาเหตุของอาการเหล่านี้ คือการติดเชื้อไวรัสซิกา(28) 

 

โดยในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ซึ่งเป็น

ไวรัสที่มียุงเป็นพาหะของการเกิดโรค ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดไข้เฉียบพลันในประเทศไทย 

จากการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ซึ่งท าให้สามารถ

ท านายอุบัติการณ์การเกิดโรค และสามารถควบคุมการเกิดโรคในอนาคตได้ 

 

โดยในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ซึ่งเป็น

ไวรัสที่มียุงเป็นพาหะของการเกิดโรค ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดไข้เฉียบพลันในประเทศไทย 

จากการศึกษานี้ได้ท าการตรวจวินิจฉัยไวรัสเดงกี่ ไวรัสชิคุนกุนยา และไวรัสซิกา ซึ่งท าให้สามารถ

ท านายอุบัติการณ์การเกิดโรค และสามารถควบคุมการเกิดโรคในอนาคตได้ 
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การเตรียมสารเคมี 

การเตรียมสารส าหรับสกัด RNA 

-น้ ากลั่น หรือ distilled water (DW) ซึ่งเตรียมโดย น าขวดแก้วบรรจุน้ า แล้วน าไปผ่านการ 
autoclave 

-ละลาย carier RNA โดยใส่ RNA free water ทั้งหมด 370 μl ลงในหลอด carrier RNA  

-เติม 95% ethanol ลงในสารต่างๆ ตามวิธี RB1 17 μl, RBW 17 μlและ RNW 24 μlซ่ึง
เป็นสารที่ใช้ในการสกัด RNA 

การเตรียมสารส าหรับ semi-nested RT-PCR 

-Eppendorf Mastermix (Humburg, Germany) : 1.25 U Taq DNA polymerase, 

200μM, dNTP และ 1.5mM Mg2+ 
การเตรียมสารส าหรับใช้ในการ run gel electrophoresis 

-5x Tris borate buffer (5x TBE) ; ละลายสาร Tris base 54 g, Boric acid 27.5 g. และ 
0.5 M EDTA 20 ml ในน้ ากลั่น 1,000 ml จนเป็นสารละลายเนื้อเดียวกัน และเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
-1x Tris borate buffer (1x TBE) ; 5x TBE 200 ml ผสมกับ น้ ากลั่น 800 ml 
-2% (w/v) agarose gel ;ละลาย agarose gel ในน้ ากลั่น ด้วยอัตราส่วนเจลต่อน้ า 2 g ต่อ 
100 ml น าเข้าไมโครเวฟ จนกว่าเจลและน้ าจะละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
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