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บทที่ 1 

บทน า 
ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
 การติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกีเป็นปัญหาท่ีส าคญั เม่ืออิงจากจ านวนตวัเลข พบว่า 
ในปี 2552 ประเทศไทยมีการระบาดของเชือ้ไวรัสชิคุนกุนยามากกว่า 40,000 คนโดยเฉพาะในเขต
ภาคใต้ของประเทศไทย (1) และจากรายงานการติดเชือ้ไวรัสเดงกีทัว่โลกพบว่า มีผู้ติดเชือ้ไวรัสเดงกี
ประมาณ 50 ล้านคนต่อปี และมีผู้ เสียชีวิตมากถึง 25,000 ราย ต่อปี (2) โดยมียุงท่ีอยู่ใน Aedes 
family เป็นพาหะน าเชือ้ไวรัส ซึ่งตวัท่ีส าคญัคือ Ae.aegypti และ Ae.albopictus ทัง้ในเขตชมุชนเมือง 
และเขตท่ีเป็นท่ีร้อนชืน้ นอกจากไวรัสทัง้สองตวันีมี้พาหะน าโรคท่ีคล้ายคลงึกนัแล้ว เม่ือมาดอูาการของ
โรค ยงัพบวา่ การตดิเชือ้ไวรัสทัง้สองชนิดมีอาการท่ีใกล้เคียงกนัมาก เช่นการมีไข้ การมีผ่ืนแดง และยงั
ใกล้เคียงกับการติดเชือ้ไวรัสตัวอ่ืนๆ ดังนัน้การตรวจหาและแยกแยะไวรัสทัง้สองชนิดนีจ้ึงมี
ความส าคญั 

วิธีการตรวจวดัไวรัสชิคนุกุนยาและไวรัสเดงกีมีหลายวิธี วิธีหนึ่งท่ีใช้กันอยู่ทัว่ไปและมีความ
น่าเช่ือถือคือการเพาะเชือ้ไวรัส(culture) แต่การเพาะเชือ้ไวรัสต้องอาศยัเวลา นอกจากการเพาะเชือ้
ไวรัสแล้ว ยงัสามารถตรวจสอบโดยวิธี PCR (polymerase chain reaction) ข้อเสียของการตรวจสอบ
โดยวิธีการ PCR ปกติคือ อาศยัการดขูนาดของ band ท่ีคาดว่าจะเกิดขึน้โดยอาศยั primer ท่ีมี
ความจ าเพาะตอ่บริเวณใดบริเวณหนึ่งของไวรัส จากนัน้ก็ต้องท าการตรวจสอบ sequence ของ band 
ท่ีเกิดขึน้ด้วยว่าเป็น genome ของไวรัสชนิดนัน้ จะเห็นได้ว่ามีกระบวนการหลายขัน้ตอนก่อนท่ีจะ
ยืนยนัได้ว่าผู้ ป่วยติดเชือ้ไวรัสชนิดใด ผู้ วิจยัจึงเห็นความส าคญัและได้พฒันาเทคนิค multiplex real-
time PCR โดยอาศยั probe โดย probe ท่ีใช้ มีการตดิฉลากสีท่ีให้การคายแสงท่ีความยาวคล่ืนตา่งกนั 
สง่ผลให้มีข้อดีหลายอยา่งเช่น สามารถตรวจได้ไว มี specificity และ sensitivity ท่ีดี ตรวจหาเชือ้ไวรัส
ท่ีสนใจได้มากกว่า 1 เชือ้ต่อ 1 ปฏิกิริยา และยงัสามารถแสดงค่าในเชิงปริมาณได้ด้วย การเลือก
ออกแบบ primer และ probe มีความส าคญัต่อวิธีการ multiplex real-time PCR อย่างมาก โดย 
primer และ probe ท่ีเลือกใช้ควรมีความจ าเพาะตอ่เชือ้ไวรัสชนิดนัน้ๆ มีความคล้ายคลึงกนัระหว่าง
ไวรัสชนิดเดียวกัน และควรจะต้องใช้สภาะวะในการท า  PCR ท่ีใกล้เคียงกัน ดังนัน้ การศึกษา 
complete genome ของไวรัสทัง้สองชนิดจึงมีความส าคญัตอ่การเลือกช่วง genome ของไวรัสและ
การออกแบบ primer และ probe ผู้วิจยัจงึได้อาศยัฐานข้อมลูจาก GenBank เพ่ือศกึษา genome ของ
ไวรัสเดงกี แตฐ่านข้อมลูของไวรัสชิคนุกนุยามีอยู่อย่างจ ากดั ผู้วิจยัจึงท าการหา complete genome 
ของไวรัสชิคนุกนุยาด้วย 
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ค าถามงานวิจัย 
 1. ลกัษณะพนัธุกรรมทัง้หมดของไวรัสชิคนุกุนยาท่ีระบาดในประเทศไทยช่วงปี ค.ศ. 2008-
2009 มีลกัษณะอยา่งไร  
 2. การตรวจหาไวรัสชิกุนคนุยาและไวรัสเดงกีโดยวิธี  multiplex real-time PCR สามารถ
น ามาใช้ตรวจการตดิเชือ้ของผู้ ป่วยท่ีสงสยัวา่มีการตดิเชือ้ได้หรือไม่  
 3. ความสามารถของวิธี multiplex real-time PCR ท่ีแยกแยะไวรัสชิคนุกนุคนุยาและไวรัส
เดงกี เป็นอยา่งไร  
 4. ความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และความถกูต้อง(accuracy) ของวิธี 
multiplex real-time PCR เป็นอยา่งไร  
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. สามารถวิเคราะห์ลกัษณะพนัธุกรรมทัง้หมดของไวรัสชิคนุกนุคนุยาได้  
 2. เพ่ือพฒันาเทคนิค multiplex real time PCR เพ่ือการตรวจวินิจฉัยและแยกแยะไวรัส 2 
ชนิดคือ ไวรัสชิคนุกนุยา และ ไวรัสเดงกี ท่ีอาศยัปฏิกิริยาเพียงปฏิกิริยาเดียวได้อยา่งมีประสิทธิภาพ  
 3. เทคนิคท่ีพฒันาขึน้มา มีความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และความถกู
ต้อง(accuracy) ตอ่ไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกี และสามารถวดัปริมาณ template  ของไวรัสใน
ตวัอยา่งได้  
 
สมมตฐิานของการวิจัย 
 1. ลกัษณะพนัธุกรรมทัง้หมดของไวรัสชิคนุกนุยา น่าจะมีความไกล้เคียงกบัไวรัสชิคนุกนุยาท่ี
ระบาดในประเทศเพ่ือนบ้าน หรือ แถบประเทศมหาสมทุรอินเดีย  
 2. ถ้ามีตวัอย่างท่ีสงสยัว่าติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกี สามารถน าเทคนิค multiplex 
real time RT-PCR ท่ีพฒันาขึน้ มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยและบง่บอกได้ว่าติดเชือ้ไวรัสชนิดใดได้อย่าง
ถกูต้องและรวดเร็ว แสดงวา่เทคนิคท่ีพฒันาขึน้มีประสิทธิภาพและสามารถน าไปใช้ในการตรวจหาเชือ้
ได้จริง  
 3. ถ้าเปรียบเทียบประสิทธิภาพในด้านความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และ
ความถูกต้อง(Accuracy) ต่อไวรัสชิคนุกุนยาและไวรัสเดงกี และเวลาท่ีใช้ในการตรวจ (detection 
time) ระหว่างวิธี RT-PCR, และ rapid test kit และELISA น่าจะให้ผลท่ีน่าพอใจ ซึ่งสามารถใช้เป็น
ทางเลือกหนึง่ในการตรวจวินิจฉยัไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกี ได้ในเวลาเดียวกนั  
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ค าจ ากัดความที่ใช้ในงานวิจัย 

Strain เป็นการแบ่งกลุ่มทางชีววิทยาโดยอาศยัความแตกต่างทางพนัธุกรรมเป็นตวัแบง่แยก 
โดยในงานวิจยันีเ้ป็นการแบง่แยกสายพนัธุ์ของไวรัสชิคนุกนุยา 

Serotype เป็นการจดักลุ่มของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กโดยอาศยัความแตกตา่งของโปรตีนบนผิว
เซลล์เป็นเกณฑ์ ซึง่ในงานวิจยันีห้มายถึงการแบง่แยกสายพนัธุ์ของไวรัสเดงกี 

Multiplex เป็นการรวมปฏิกิริยามากกว่าหนึ่งปฎิกิริยาไว้ในหลอดทดลองเดียวกัน โดย
วิเคราะห์ หรือตรวจหาสิ่งท่ีสนใจมากกวา่หนึง่สิ่ง 
 
ค าส าคัญ 

Multiplex 
Real-time PCR 
Chikungunya Virus 
Dengue Virus 
Complete genome 
Sequence analysis 

 
ข้อจ ากัดของการวิจัย 
 เน่ืองจากตวัอย่างท่ีใช้เป็นตวัอย่างท่ีเก็บมาจากการศึกษาก่อนหน้านี ้จึงอาจท าให้ Nucleic 
acid บางสว่นเสียสภาพไปบ้าง 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 สามารถเพิ่มฐานข้อมลูทางพนัธุกรรมของไวรัสชิคนุกนุยา เพ่ือเป็นประโยชน์ในการศกึษาอ่ืนๆ
เช่น การเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมท่ีอาจก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคมากขึน้หรือเกิดรูปแบบการ
ระบาดท่ีต่างไปจากเดิม ส่วนการพัฒนาวิธีการตรวจน่าจะมีประโยชน์ต่อหลายๆประเทศท่ีประสบ
ปัญหาการระบาดของเชือ้ไวรัสทัง้สองชนิดนี ้โดยเฉพาะประเทศในเขตร้อน โดยวิธีการนีมี้ความรวดเร็ว 
ถกูต้อง และนา่เช่ือถือ 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 
 
 
 
 

 

Multiplex real-time PCR

Design probes 
and primers

Condition 
optimization

Test against clinical 
samples

Test with PCR confirmed 
samples

Test with other virus

Complete genome 
analysis
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database
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Extract RNA from 
positive sample
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Gel 
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Sequencing and 
analysis

Plasmid extraction 

Clone into plasmid 

Amplification by 
RT-PCR 

Extract RNA from 
positive sample 

 

Gel electrophoresis 
and sequencing 

 

Evaluation of the assay (Sensitivity, Specificity, Accuracy) 



5 
 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

ลักษณะโดยทั่วไปของไวรัส 

ไวรัสชิคุนกุนยา (Chikungunya Virus) 

จดัอยู่ใน Alphavirus genus ซึ่งกลุ่มนีมี้สมาชิกประมาณ 29 ชนิด และจัดอยู่ในกลุ่ม
Togaviridae family  (3) เป็นไวรัสท่ีมีเย่ือหุ้ม ประกอบด้วยจีโนมท่ีเป็น RNA สายบวกสายเด่ียว 
(single-stranded RNA) มีความยาวประมาณ 11.8 kb  (4) จีโนมของไวรัสชิคนุกนุยาประกอบด้วย
ส่วนท่ีถอดรหสัเป็นส่วนของโปรตีน (structural protein encoding region) ท่ีเป็นโครงสร้าง และ 
โปรตีนท่ีไม่เป็นโครงสร้าง (non-structural protein encoding region) ท าหน้าท่ีในการถอดรหสัเป็น
โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการแบ่งตวัของไวรัส และนอกจากนี ้ยังมีส่วนท่ีไม่ถอดรหัส อยู่ท่ีปลาย 5´non 
translated region  และ 3´ non translated region (5´NTR และ 3´NTR) โดยส่วนท่ีถอดรหสัเป็นส่วน
ของโปรตีน (structural protein encoding region) อยู่ทางปลาย 3´NTR ความยาวประมาณ 1 ใน 3 
ของความยาวทัง้หมด ได้แก่ C, E3, E2,6K และ E1 gene และส่วนท่ีถอดรหสัโปรตีนท่ีไม่เป็น
โครงสร้าง (non-structural protein encoding region) อยู่ทางปลาย 5´NTR ความยาวประมาณ 2 ใน 
3 ของจีโนได้แก่ nsP1, nsP2, nsP3 และ nsP4 gene ทัง้หมดดงัแสดงในรูปท่ี 1 (5) ไวรัสชิคนุกนุยามี
ลกัษณะเป็นทรงกลมเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 42 nm และส่วนท่ีเป็น core ประมาณ 25–30 nm 
ดงัรูปท่ี 2  

 

 
รูปท่ี 1: แสดงจีโนมทัง้หมดของไสรัสชิคนุกุนยา (Chikungunya Virus) ประกอบด้วยส่วน non-
structural region, structural region, 5´NTR และ 3´NTR 
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รูปท่ี 2 รูปถ่าย Electron micrograph of ของCHIKV virions (6) 

 
โปรตีนโครงสร้างท่ีส าคญัของไวรัสชิคนุกนุยาและมีผู้สนใจศึกษา คือส่วนโปรตีนท่ีมาจาก E1 

และ E2 gene ซึ่งเป็นส่วนท่ีถอดรหสัได้ E1และ E2 glycoprotein และเป็นส่วนหนึ่งของ spike ท่ีอยู่
รอบๆตวัไวรัส E1และ E2 glycoprotein จะมีกระบวนการ post-translational modification ใน 
endoplasmic reticulum และ golgi apparatus ก่อนท่ีจะถกูส่งไปท่ี plasma membrane และไปอยู่ท่ี
ผิวของไวรัส (6) ซึ่งglycoprotein ทัง้สองตวันีจ้ะอยู่ใกล้กันและเช่ือมตอ่กันเป็นโครงสร้าง trimeric 
heterodimer spike มีส่วนช่วยในการเกาะกบัผิวของ host และช่วยให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์อีกด้วย โดย E2 
envelope protein เป็น type I transmembrane glycoprotein ท่ีเก่ียวข้องกบัการจบักบั receptor ใน
วงจรชีวิตของไวรัสชิคนุกนุยา (7) 

ไวรัสเดงกี (Dengue virus, DENV) 

จัดอยู่ใน Genus Flavivirus และ Family Flaviviridae ซ่ึงอยู่ในกลุ่มเดียวกับไวรัส yellow 
fever ซึ่งเป็นไวรัสท่ีท าให้เกิดโรคไข้เหลืองและมีความรุนแรงเช่นกัน ไวรัสเดงกีเป็นไวรัสท่ีมีเย่ือหุ้ม 
ประกอบด้วยจีโนมท่ีเป็น RNA สายบวกสายเด่ียว (single-stranded RNA) มีความยาวประมาณ 10.7 
kb ประกอบด้วยส่วนท่ีถอดรหสัได้ออกมาเป็นโปรตีนท่ีเป็นส่วนโครงสร้าง (structural protein) ได้แก่ 
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capsid (C), pre-membrane/membrane (prM/M) และ envelop (E) และโปรตีนท่ีไม่เป็นโครงสร้าง
ของไวรัส ได้แก่ NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B และ NS5 ดงัแสดงในรูปท่ี 3(8) 

 
รูปท่ี 3: แสดงจีโนมทัง้หมดของไวรัสเดงกี ประกอบด้วย non-structural region, structural region, 
5´NTR และ 3´NTR 

 

 
รูปท่ี 4: แสดงสว่นประกอบโครงสร้างของไวรัสเดงกี (9) 

 โปรตีน 3 ตวัท่ีส าคญัท่ีเป็นโครงสร้างของไวรัสเดงกีคือ C, M และ E protein โดย C protein 
เป็นส่วนประกอบ core ของไวรัส, M protein น่าจะเป็นส่วนท่ีถัดมาจาก core ของไวรัสคือ 
Membrane protein โดยต้องเป็น prM ก่อน แล้วจึงถกูตดัเป็น M protein ทีหลงั, และ E protein เป็น
ส่วนหลกัของ envelop โดยเช่ือว่า prM-E heterodimer  มีความเก่ียวข้องกบัการก่อสร้างตวัของไวรัส 
และมีความเก่ียวข้องกับการกระตุ้น antibody ของร่างกาย นอกจากนี ้NS1 ยังเป็นโปรตีนท่ีมี
ความส าคญัตอ่การกระตุ้น antibody และเช่ือว่าสามารถใช้ NS1 protein เป็นตวับง่บอกการมีอยู่ของ
ไวรัสได้ โดยมีชดุตรวจมากมายท่ีออกแบบมาเพ่ือตรวจ NS1 protein ของไวรัสเดงกีโดยเฉพาะ(10) 
โดยการติดเชือ้ไวรัสเดงกีครัง้แรกไวรัสจะเข้าสู่เซลล์โดยมี E protein เข้าไปจบักบัเซลล์ของ host ส่วน
โปรตีนท่ีไมใ่ชโ่ครงสร้างของไวรัสก็มีความส าคญัและมีความเก่ียวข้องกบัความสามารถของการแบง่ตวั
ของไวรัสเดงกี เช่น NS3 ท่ีเก่ียวข้องกับการดดัแปลงโปรตีนหลังจากการถอดรหัสแล้วโดยมี serine 
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protease และ ATP-dependent helicase, NS5 มีความส าคญัคือเก่ียวข้องกับกระบวนการ 
methyltransferase และ RNA-dependent RNA polymerase, NS2B ท าหน้าท่ีเป็น cofactor ของ 
NS3 protease  และ NS4B เช่ือว่ามีความเก่ียวข้องกบัการขดัขวางระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกายของ 
host คือการตอบสนองของ interferon (IFN) ส่วน NS1, NS2A และ NS4A ยงัไม่มีการรายงานท่ี
ชดัเจนของหน้าท่ีโปรตีนเหลา่นี ้(11) 

การระบาดของไวรัส, พาหะของไวรัส และ การจ าแนกสายพันธ์ต่างๆของไวรัส 
ไวรัสชิคนุกนุยาถกูพบครัง้แรกท่ีประเทศ Tanzania ในปี ค.ศ. 1953 โดยในระหว่างนัน้พบว่า

เป็นโรคท่ีมีความคล้ายคลึงกับโรคท่ีติดเชือ้จากไวรัสเดงกี  ท าให้ในช่วงแรก ผู้คนเข้าใจว่าเป็นโรค
เดียวกับโรคท่ีเกิดจากเชือ้ไวรัสเดงกี (12) หลังจากนัน้ก็พบการระบาดของไวรัสชิคุนกุนยา ทัง้ใน
ประเทศแถบแอฟฟริกา เอเชีย และ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ โดยประเทศในเอเชียท่ีพบครัง้แรกนัน้ พบ
ในประเทศไทยในปี ค.ศ. 1958 ในแถบชนบท (13) จากนัน้ปี ค.ศ. 2004 เป็นจดุเร่ิมต้นของการระบาด
ของไวรัสชิคนุกนุยาครัง้ท่ีใหญ่ท่ีสดุในหลายพืน้ท่ีท่ีอยูใ่นแถบมหาสมทุรอินเดีย เช่นเกาะ Réunion ซึ่งมี
รายงงานว่ามีผู้ติดเชือ้มากถึง 270,000 ราย คิดเป็น 34% ของประชากรทัง้หมด, นอกจากนีท่ี้เกาะ 
Seychelles, Madagascar และ Mayotte ก็มีรายงานการระบาดด้วย (14) ในปีถดัมาประเทศอินเดีย
พบการระบาดครัง้ใหญ่ของไวรัสชิคนุกุนยาโดยมีผู้ติดเชือ้ไวรัสมากถึง 1.38 ล้านคนในปีค.ศ. 2006 
นอกจากการระบาดในบริเวณแถบมหาสมทุรอินเดียและประเทศอินเดียแล้วยงัพบการบาดในประเทศ
แถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ เช่น ประเทศอินโดนีเซีย ในปี ค.ศ. 2001-2008 (15) ประเทศสิงคโปร์ในปี 
ค.ศ. 2008 (16) ประเทศมาเลเซียในปี ค.ศ. 2006 (17) และประเทศไทย ในปี ค.ศ. 2008 ด้วย(18) 

ไวรัสชิคนุกนุยาสามารถแบ่งสายพนัธุ์ออกได้เป็น 3 Strain โดยอาศยัความแตกตา่งของ E1 gene ท่ี
ถอดรหสัให้ส่วนของ E1 glycoprotein ในการแบง่สายพนัธุ์ คือ West African strain, Asian strain, 
และ east central and south African (ECSA) strain (19) สายพนัธุ์ท่ีพบครัง้แรกคือสายพนัธุ์ West 
African สว่นการระบาดระยะแรกในแถบเอเชียเป็น Asian strain แตห่ลงัจากปี คศ.2005 เป็นต้นมา ก็
มีการเปล่ียนแปลงเป็นสายพนัธุ์ ECSA และในประเทศไทยมีการระบาดของสายพนัธุ์ ECSA เช่นกัน 
(20) เน่ืองจากในปัจจุบนัผู้คนมีการเดินทางระหว่างประเทศจ านวนมาก ไวรัสจึงมีการระบาดไปใน
ประเทศท่ีไม่ได้อยู่ในเขตร้อนด้วย เช่นประเทศในแถบยุโรปและ อเมริกา(21) และท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงของการกระจายตวัของไวรัสท่ีแตกตา่งไปจากเดิม แตอ่ย่างไรก็ตาม การระบาดส่วนมาก
จะอยู่ในแถบประเทศท่ีอยู่ใกล้เส้นศนูย์สตูร เช่นแถบแอฟริกาและเอเชีย โดยเช่ือว่าไวรัสชิคนุกนุยาใน
แถบแอฟริกากลางและตะวนัตกจะพบมากในพืน้ท่ีท่ีเป็นป่ากระจายไปในหมู่  non-human primates
และยงุท่ีอยู่ใน Aedes species แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัประเทศในแถบเอเชีย พบว่ายุงตวัส าคญัท่ีมี
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ไวรัสชิคนุกนุยาอยู่คือยงุ Ae. Aegypti โดยนอกจาก Ae. Aegypti ท่ีเป็นตวัส าคญัในการระบาดของ
ไวรัสชิคนุกนุยาคือยงุ Ae. Albopictus โดยงานวิจยัในช่วงระยะเวลาท่ีผ่านมาพบว่า Ae. Albopictus 
เป็นพาหะน าไวรัสชิคนุกนุยามากกว่า Ae. Aegypti นอกจากนีย้งัพบการเปล่ียนแปลงของกระอะมิโน
บางตวัท่ีท าให้การระบาดของไวรัสชิคนุกุนยา อาศยัตวัพาหะท่ีเป็น Ae. Albopictus มากขึน้ และ
อาจจะมีประสิทธิภาพมากขึน้เพราะไปลดความต้องการ cholesterol ของไวรัสในการเข้าสู่ host 
ดงัเช่นการศึกษา Cholesterol-dependent ในไวรัส SFV (Semliki forest virus) ซึ่งอยู่ใน family 
เดียวกบัไวรัสชิคนุกนุยา และมีลกัษณะท่ีคอ่นข้างคล้ายกนั (22)  

 

 
 
รูปท่ี 5 วงจรการถ่ายทอดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาเทียบระหว่างบริเวณท่ีเป็นป่า และบริเวณท่ีเป็น

ชมุชนเมือง และตวัพาหะท่ีตา่งกนั 
ไวรัสเดงก่ีพบครัง้แรกในปี ค.ศ. 1779 ท่ีเมืองบาจาเวียซึง่ปัจจบุนัคือเมืองจาร์กาต้า ในประเทศ

อินโดนีเซีย และเมืองไคโร ประเทศอียิปต์ (23) หลงัจากนัน้ก็มีรายงานการระบาดเร่ือยมา ตวัอย่างการ
ระบาดครัง้ใหญ่เชน่ ประเทศสหรัฐอเมริกาในปี ค.ศ.1922 โดยมีผู้ติดเชือ้ไวรัสเดงกีประมาณ 2 ล้านคน
ประเทศออสเตรเลีย ในปี ค.ศ. 1925-1926 และ 1942, ประเทศกรีซในปี ค.ศ.1927-1928 และ 
ประเทศญ่ีปุ่ น ในปี ค.ศ.1942-1945 (24) หลงัจากสงครามโลกครัง้ท่ี 2 ก็มีการระบาดของไวรัสเดงกี 
ในแถบประเทศเอเชีย โดยพบในประเทศไทยด้วย (25) ในพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของไวรัสเดงกีสามารถ
พบยงุท่ีเป็นพาหะของไวรัสคือ Ae. aegypti ซึ่งเป็นพาหะตวัหลกัของไวรัส แตก็่พบ Ae. albopictus ท่ี
เป็นพาหะหลกัของไวรัสเดงกีบ้าง เช่นท่ีเกาะ Hawaii ในปี ค.ศ. 2001(26) โดยพบการกระจายของตวั
ของ Ae.albopictus ทั่วไป โดยเฉพาะในประเทศท่ีอยู่ใกล้เส้นศูนย์สูตร แต่อย่างไรก็ตาม เม่ือ
เปรียบเทียบโดยสดัสว่นแล้วพบว่า Ae. aegypti น่าจะเป็นพาหะน าไวรัสเดงกีมากกว่า Ae.albopictus 
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เดงกีไวรัสเดงกีอาศยักฎเกณฑ์ของ Surface antigen ในการจดักลุ่มได้ 4 กลุ่ม ได้แก่ DENV 1-4 โดย
ในประเทศอเมริกาพบว่า serotype ท่ีพบมากคือ DENV1, DENV2 และ DENV3 (27) แตบ่างพืน้ท่ีก็
พบการระบาดของ DENV4 เช่นกัน ตวัอย่างเช่นบริเวณ Pacific region ซึ่งเม่ือ 10-15 ปีท่ีผ่านมาจะ
พบ DENV1 มาก แตก็่ถกูแทนท่ีด้วย DENV4 ในปี ค.ศ. 2008 (28) อตัราการติดเชือ้ไวรัสเดงกีมีมากถึง 
50 ล้านคนตอ่ปี และอาจท าให้ถึงแก่ชีวิตได้ โดยมีรายงานการตายมากถึง 25,000 คน (2) 
ลักษณะอาการของผู้ท่ีตดิเชือ้ไวรัสและการรักษา 

ผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสชิคุนกุนยามักมีอาการเป็นไข้สูงในระยะเวลาอันสัน้ อาจมีอาการปวดข้อท่ี
รุนแรงและนอกจากนีย้ังมีผ่ืนแดงอีกด้วย พบว่าผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสส่วนใหญ่จะแสดงอาการ ในขณะท่ี
บางส่วนอาจไม่แสดงอาการประมาณ 3% การติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาใช้เวลาประมาณ 2 วนัหลงัจาก
การติดเชือ้ แล้วจึงแสดงอาการ โดยอาจเป็นไข้ไม่ก่ีวนัหรืออาจมีไข้นานถึง 1 สปัดาห์ก็ได้ และเม่ือเป็น
ไข้แล้วสว่นมากมกัมีอาการปวดข้อตามมา อาจจะเป็นข้อมือ ข้อเข่า หรือหลายๆท่ีก็เป็นได้ ส่วนผ่ืนแดง
ก็มีบ้างโดยพบเพียง 19% ของคนไข้ทัง้หมด เช่นการเกิด maculopapular, vesiculobullous lesion, 
aphthouslike ulcer และ vasculitic lesion อาการอ่ืนๆอีก เช่น ปวดหวั อ่อนแรง วิงเวียน อาเจียน โดย
อาการความรุนแรงก็แตกต่างกันไปในแต่ละบุคคล นอกจากนีย้ังแสดงอาการท่ีเก่ียวข้องกับระบบ
ประสาทเช่น meningoencephalitis, myeloneuropathy, Guillan-Barre syndrome, acute flaccid 
paralysis โดยพบว่าเม่ือเร็วๆนีมี้รายงานแสดงอาการของผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสชิคนุกุนยาว่ามีอาการทาง
สมองมากถึง 16% (29) ส่วนความรุนแรงท่ีท าให้ถึงแก่ชีวิตของไวรัสชิคนุกนุยานี ้ยงัไม่เป็นท่ีแน่ชดัว่า
สามารถท าให้ตายได้หรือไม่ แต่ก็มีบางรายงานว่ามีผู้ ป่วยเสียชีวิตจากอาการแทรกซ้อน เช่น  ภาวะ
อวยัวะล้มเหลวเฉียบพลนัและหวัใจวาย (30) การติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาเช่ือว่าสามารถสร้างภูมิคุ้มกนั
ระยะยาวได้ตลอดชีวิต เช่นเดียวกบั arboviruses ตวัอ่ืนๆ โดยหลงัจากการติดเชือ้ประมาณ 2 สปัดาห์
ร่างกายน่าจะมีการสร้าง antibody ขึน้มา เช่น IgG และ IgM และพบว่า antibody เหล่านีส้ามารถอยู่
ได้นานถึง 1ปีและจากนัน้จะเก็บไว้ท่ี memory cell เพ่ือการตอบสนองท่ีไวขึน้เม่ือติดเชือ้ไวรัสซ า้สอง 
การรักษาผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสชิคุนกุนยาไม่มียารักษาท่ีจ าเพาะ จึงใช้ยาเพ่ือรักษาอาการทั่วไป เช่น 
ribavirin, sulfated polysaccharides, interferon, corticosteroids, and chloroquine (31) แม้ว่า
ผู้ ป่วยสว่นใหญ่อาการจะหายไปเองภายในเวลา 1 สปัดาห์ แตก็่ยงัมีรายงานท่ีผู้ ป่วยมีอาการท่ียาวนาน
เป็นปีหรือหลายปีโดยเฉพาะอาการปวดข้อ อาการอ่อนเพลีย (32) โดยการเป็นอาการเรือ้รังนีอ้าจจะ
เก่ียวข้องกับพนัธุกรรมก็ได้ (33) ไวรัสเดงกีสามารถท าให้เกิด dengue fever (DF) และ dengue 
hemorrhagic fever (DHF) โดยอาการของแตล่ะคนอาจจะแตกตา่งออกไป โดยผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสเดงกี
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อาจจะแสดงอาการน้อยมาก หรือไม่แสดงอาการเลย หรือบางทีอาจมีอาการรุนแรงมากจนถึงแก่ชีวิต 
โดย WHO ได้แบง่อาการของโรคออกเป็นระดบัตา่งๆดงัแสดงในรูปท่ี 6 (34) 
 

 

รูปท่ี 6 แผนผังการจ าแนกระดับของผู้ ท่ีติดเชือ้ไวรัสเดงกีตามมาตรฐานของ World Health 
Organization (34) 

โดยส่วนมากแล้วผู้ ติดเ ชื อ้ ไว รัส เดงกี ท่ี เ ป็นเด็ก  มักจะ มี ผ่ืนแดงในลักษณะท่ี เ ป็น 
maculopapular rash พร้อมๆกับการเป็นไข้ ท่ีไม่สามารถแยกแยะได้ อาการของเด็กโดยทัว่ไปมกัจะ
แสดงอาการน้อยหรือไมแ่สดงอาการเลย ตวัอยา่งเชน่ การศกึษาในประเทศไทย เด็กท่ีอายตุ ่ากว่า 15 ปี 
พบวา่เพียง 13% ของเดก็กลุม่นีไ้มม่าโรงเรียนเกิน 1 วนั (35) แตเ่ดก็บางคนก็สามารถเกิดอาการรุนแรง
ได้โดยเกิด Dengue Hemorrhagic Fever (DHF)โดยอาการคือ มีการขยายตวัของรูเส้นเลือดฝอย หรือ
ท่ีเรียกว่า capillary permeability ท าให้เกิดพลาสมาร่ัวไหล และท าให้เกิดอาการเลือดออกได้ ดงัท่ีคน
ทัว่ไปเรียกว่าไข้เลือดออก บางครัง้ตบัอาจจะมีขนาดใหญ่ขึน้และนุ่มขึน้โดยพบมากถึง 40% โดยคนท่ี
เป็น DHF นีมี้โอกาสเสียชีวิตมากถึง 10­20% (โดยท่ี 40% เกิดจากอาการช๊อค) อาการเช่นนีถ้้าดแูล
อยา่งดีในโรงพยาบาล จะชว่ยลดอตัราการตายลงได้ โดยสงัเกตได้จากการปวดหน้าท้องอย่างยาวนาน 
การอาเจียนอย่างต่อเน่ือง จ านวน platelet count ลดลงอย่างมากและกระทนัหนั การเปล่ียนแปลง
จากไข้ไปเป็น hypothermia อยา่งรวดเร็ว (36)  

อาการอ่ืนๆของการตดิเชือ้ไวรัสเดงกี เชน่ อาการตวัเหลืองคล้ายดีซ่าน คางทมู กล้ามเนือ้หวัใจ
อกัเสบ, mononeuropathies, polyneuropathies, ภาวะสมองและไขสนัหลงัอกัเสบ (37)  

ตดิเชือ้ไวรัสเดงก่ี
แสดงอาการ

เป็นไข้ท่ีไมส่ามารถ
แยกแยะได้

Dengue Fever 

Dengue 
Hemorrhagic Fever

Grade II

Grade III

Grade IV

ไมแ่สดง
อาการ

DSS 
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สว่นการแสดงออกของอาการจากไข้เดงกีธรรมดา หรือ Dengue fever มกัจะพบในวยัรุ่น โดย
มกัจะเป็นไข้เฉียบพลนั ปวดหวั คล่ืนไส้ อาเจียน และมีผ่ืนแดงๆขึน้ตามตวั แขน และขา โดยผ่ืนแดง
ส่วนมากจะเป็น macular หรือ maculopapular rash แล้วพฒันาเป็น confluent และ sparing small 
islands ของผิวหนงัปกต ิ(38) อาการอ่ืนๆเชน่ เจ็บคอ และ ไอ เป็นต้น 

การรักษาผู้ ป่วยท่ีตดิเชือ้ไวรัสเดงกีไม่มียาท่ีรักษาโดยตรงเช่นเดียวกบัผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ไวรัสชิคนุ
กนุยา โดยอาจจะใช้สเตียรอยด์ ใช้ยาต้านไวรัส หรือใช้carbazochrome ซึ่งไปลดขนาดของรูเส้นเลือด
ฝอย (capillary permeability) ในผู้ ป่วยท่ีไม่มีอาการช๊อค ควรให้ผู้ ป่วยด่ืมน า้มากๆ ควรหลีกเล่ียงการ
ใช้ยาพาราเซตามอล แอสไพริน หรือยาท่ีไปลดอาการอกัเสบทัง้หลาย เน่ืองจากยาเหล่านีอ้าจจะไป
เพิ่ม อาการ Reye's syndrome และการร่ัวไหลของพลาสมา ผู้ ป่วยควรอยู่ในการดแูลของแพทย์อย่าง
ใกล้ชิดหลงัจากไข้ลดอยา่งน้อย 24 ชัว่โมง เน่ืองจากเส่ียงตอ่อาการช๊อคและเสียชีวิตได้ (39)  

การติดเชือ้ไวรัสเดงกีครัง้แรกมักไม่แสดงอาการ ท าให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้ มกันต่อไวรัส 
serotype หนึ่งแต่ไม่ได้สร้างภูมิคุ้มกันต่อ serotype อ่ืนๆ จึงพบการติดเชือ้ครัง้ท่ี 2 อยู่เสมอ โดย
ร่างกายจะสร้างภูมิคุ้มกันขึน้มาในระดบัหนึ่ง แต่ไม่มากนกั และเม่ือติดเชือ้ไวรัสเดงกีครัง้ท่ี 2 จะมี
ภูมิคุ้มกันหรือ antibody ท่ีสูงขึน้ ดงัแสดงในรูปท่ี 7 ซึ่งความรุนแรงของโรคส่วนหนึ่งมาจากระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกายเอง โดย antibody ไปท าให้อาการของโรครุนแรงขึน้ ซึ่งเรียกว่า antibody-
dependent enchancement  โดยอาจเกิดการ cross-reaction ระหว่าง serotype ของไวรัสเดงกีท า
ให้ เกิดกระบวนการท่ีท าให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ได้มากขึน้ เช่น monocyte ซึ่งเป็นเซลล์เป้าหมายหลกัของ
ไวรัสเดงกีในการตดิเชือ้ 

 
รูปทึ ่7 ปริมาณของ antibody เม่ือติดเชือ้ไวรัสเดงกีครัง้ท่ี 1 และครัง้ท่ี 2 

(http://denguemu.wordpress.com/pathogenesis/) 
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จะเห็นได้ว่าอาการของการติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกีมีความคล้ายคลึงกนัมาก แต่
ก็มีบางอาการท่ีการตดิเชือ้ไวรัสทัง้สองชนิดนีแ้ตกตา่งกนั ดงัสรุปในตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบอาการของผู้ ป่วยท่ีติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกี 

 ตดิเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา ตดิเชือ้ไวรัสเดงกี 

เป็นไข้ +++ ++ 

ผ่ืนแดง ++ ++ 

Arthragia/arthritis +++ - 

Myalgia + ++ 

Bleeding +/- +++ 

+ แสดงถึงการมีอาการและความรุนแรงของโรค 

 -  แสดงถึงการไมมี่อาการ 

วิธีการตรวจเชือ้ไวรัสแบบต่างๆ 

การตรวจแยกแยะไวรัสทัง้สองชนิดถือว่าส าคญัมาก โดยเฉพาะ วิธีการทางห้องปฏิบตัิการ 
เน่ืองจากอาการท่ีไม่ชดัเจนและใกล้เคียงกับกบัการติดเชือ้ไวรัสชนิดอ่ืนๆ เช่น การเป็นไข้จากการติด
เชือ้ไข้หวดัใหญ่ การพบเชือ้ไวรัสชิคนุกุนยาครัง้แรก เช่ือว่าเหตมุาจากเชือ้ไวรัสเดงกี แสดงให้เห็นถึ ง
ความคลาดเคล่ือนของการวิเคราะห์หากไมท่ าการท าการทดสอบทางห้องปฏิบตัิการ  

เชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกีสามารถตรวจได้หลายวิธีขึน้ เช่น การตรวจ RNA ของไวรัส 
โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งวิธีการนีค้วรตรวจตัง้แตช่่วงแรกของการติดเชือ้ไวรัสท่ี
ท าให้เกิด viremia เพราะไวรัสยังคงอยู่ โดยตวัอย่างท่ีมีการเก็บในช่วง 7 วันแรกหรือการตรวจ 
antibody ท่ีมีตอ่ไวรัส โดยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)ไวรัสชิคนุกนุยาสามา
รถตรวจ IgM ได้ภายหลงัจากการตดิเชือ้ประมาณ 7 วนั และสามารถคงอยู่ได้หลายเดือน หรืออาจเป็น
ปี นอกจาก IgM แล้ว ยงัสามารถตรวจ IgG ได้เช่นกนั antibody นีส้ามารถตรวจโดยวิธี HI ได้ด้วย(40) 
นอกจากนีก้ารตรวจเชือ้ไวรัสเดงกีวิธีหนึ่งท่ีน่าเช่ือถือคือ การเพาะเชือ้ไวรัส การบง่บอกเชือ้ไวรัสเดงกีนี ้
มีความจ าเป็นมากตอ่การระวงัผู้ ป่วยไมใ่ห้เกิดอาการช้อค 
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ทฤษฏีและหลักการทั่วไปของเทคนิค Real-time PCR 

เทคนิค PCR (polymerase chain reaction) ถกูน ามาใช้อย่างแพร่หลายมาก เน่ืองจากเป็น
วิธีการเพิ่มปริมาณ DNA เป็นห่วงโซ่ นัน่หมายถึงมีการเพิ่มจ านวนเป็นสองเท่าในทกุๆปฏิกิริยา โดยมี 
DNA เป็นสารตัง้ต้นและมีการออกแบบ primer เพ่ือไปจบักับ DNA ตัง้ต้นอย่างจ าเพาะและเพิ่ม
จ านวน โดยการควบคมุอณุหภมูิให้เหมาะสมตอ่การจบัของ primer และการตอ่สายให้ยาวขึน้ จากนัน้
ก็มีการพฒันาเทคนิค PCR นีเ้ร่ือยมา และมีการเพิ่มประสิทธิภาพของเทคนิคนีอ้ย่างมากมาย อีกวิธี
หนึง่ท่ีมาจากการพฒันาเทคนิค PCR คือ real-time PCR ซึ่งวิธีนีส้ามารถวดัการเพิ่มปริมาณของ DNA 
ท่ีเพิ่มขึน้ในแต่ละรอบปฏิกิริยา โดยมีตวัท่ีส่งสญัญาณการเพิ่มปริมาณของ DNA เช่น fluorescence 
probe หรือ DNA dyes หลักการท่ีต่างกันระหว่าง fluorescence probe และ DNA dyes คือ 
fluorescence probe จะถกูออกแบบให้มีความจ าเพาะกบั sequence ของส่วนท่ีเราสนใจ แต ่DNA 
dyes สามารถไปจบักบั double stranded DNA ได้ไม่ว่า sequence จะเป็นอย่างไรก็ตาม แตข้่อดีของ
การใช้ DNA dyes คือราคาถกูกวา่ 

fluorescence Taqman probe ประกอบด้วย oligonucleotide ท่ีเช่ือมอยู่กบั quencher และ 
reporter molecule ซึ่งปกติจะไม่สามารถตรวจวดัแสงของ fluorescence ได้เม่ือยงัมี quencher ตอ่
อยู ่แตเ่ม่ือมีการย่อยท าให้ quencher และ reporter หลดุออกจากกนั จะท าให้เคร่ืองสามารถตรวจวดั
แสง fluorescence ได้ ส่วนขัน้ตอนการเพิ่มจ านวน DNA โดยการใช้ fluorescence Taqman probe 
เป็นตวับง่บอกถึงปริมาณ DNA แสดงในรูปท่ี 8(41) โดยในปฏิกิริยาจะประกอบด้วย PCR primer และ 
probe ท่ีจ าเพาะตอ่สว่นท่ีเราสนใจ จากนัน้ primers และ probe จะไปจบัท่ีส่วนนัน้โดยอาศยัอณุหภูมิ
ท่ีพอเหมาะ และเม่ือมีการต่อสายของ primer จะมีการย่อยของ probe ซึ่งมี quencher อยู่ ท าให้ 
fluorescence สามารถตรวจได้ในเคร่ือง real-time PCR ในแตล่ะรอบของปฏิกิริยา 

การท า Multiplex real-time PCR คือการท่ีเราใส่ probe มากกว่า 1 probe ในปฏิกิริยาเพ่ือไป
จบักบัส่วนท่ีเราสนใจมากกว่า 1 ส่วน โดยส่วนมากแล้วก็จะใช้ primer มากกว่า 1 คูด้่วยก็ได้ หลกัการ
คือการใช้ probe ท่ีมีคายแสงท่ีความยาวคล่ืนตา่งกนั ท าให้สามารถวดัความยาวคล่ืนท่ีแตกตา่งกนัได้ 
ในตา่งช่องสญัญาณกนัดงัรูปท่ี 9 เม่ือเราใช้สญัญาณใดสญัญาณหนึ่ง ก็หมายถึง 1 ส่วนท่ีเราสนใจ 
และไมค่วรมีการ cross กนัระหวา่งชอ่งสญัญาณ 
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รูปท่ี 8 แสดงการจบักนัระหว่าง primer, probe และสว่นท่ีเราสนใจ 

 

 
รูปท่ี 9 ตวัอยา่งการแสดงผลของ real-time PCR ในตา่งช่องสญัญาณกนั

(http://www.nature.com/labinvest/journal/v81/n6/fig_tab/3780299f1.html) 
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การออกแบบ Primer และ probe 
หลกัการส าหรับการออกแบบ primer ในการท า PCR 
 1.ควรเลือกต าแหนง่ primer ควรเลือกขนาบข้างของสว่นท่ีเราสนใจ โดนควรหลีกเล่ียง primer 
ท่ีสามารถไปจบัท่ีบริเวณอ่ืนได้เชน่กนั 
 2. เบสท่ีปลาย 3’ ของ primer ควรมี G หรือ C อยู ่1-2 ตวั 
 3. primers ไมค่วรเป็นคูส่มกนัเอง หรือมีโอกาสเกิดคูส่มกนัเองได้ ท าให้เกิดเป็น primer 
dimer  
 4. ควรมีปริมาณ GC ประมาณ 45%-55% 
 5. ความยาวของ primer ควรประมาณ 18-30 เบส 
 6. คา่ Tm ของ primer ประมาณ 58oC-60oC สว่นของ Taqman probe ควรมีคา่ Tm สงูกวา่
ประมาณ 10oC 
 7. ขนาดความยาวของผลิตผลประมาณ 100-1000 เบส แตไ่มค่วรเกิน 150 เบส ส าหรับ real-
time PCR 

โดยการออกแบบ primer ต้องค านงึถึงความจ าเพาะและประสิทธิภาพของ Primers เป็น
ส าคญั หาก primer ไมส่ามารถเพิ่มปริมาณสว่นของ DNA ท่ีเราสนใจ ต้องพยายามหาจดุบกพร่องและ
พยายามหาสภาวะท่ีเหมาะสมให้กบัปฏิกิริยาของเรา  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย 

Cross-Sectional, Descriptive study 

Developmental   research 

เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

 MicroAmp PCR tube (Perkin Elemer) 

 Microcentrifuge tube: 0.5 and 1.5 mL (AxyGen® Scientific) 

 Polypropylene conical tube: 50 and 15 mL (AxyGen® Scientific) 

 Pipette tip: 10 µL, 200 µl and 1000 µl (AxyGen® Scientific) 

 Glassware: Beaker, Flask, Cylinder and reagent bottles (Pyrex) 

 Centrifuge (Beckman GS-6R) 

 Refrigerated microcentrifuge (Universal 16R Hettich) 

 -70 oC freezer (Forma Scientific) 

 -20 oC freezer (Philco) 

 Mastercycler personal (Eppendrof) 

 UV Transilluminator (Biogeomed) 

 Bio Photometer (Eppendorf) 

 Class II Microbiological Safety Cabinet (Envair) 

 PCR Cabinet (Augusta) 

 Orbital incubator S150 (Stuart) 

 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey) 

 Multi-block heater (Lab-line) 

 Balance (PB1502 Mettler Toledo) 

 Microwave oven (Sanyo) 

 Roter Gene 3000 real-time PCR (Corbett research) 
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โปรแกรมที่ใช้วิเคราะห์ล าดับ Sequences 

 CLUSTAL X program (version 1.8) 

 BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.0.4.1) 

 Chromas Lite (version 2.01) 

 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (version 3.1) 
การท า cloning 

 One Shot TOP10 Chemically Competent E.Coli (Invitrogen) 

 pGEM-T Easy Vector System for T/A cloning strategy (Promega) 

 X-Gal (Promega) 

 IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoside) (Eppendorf) 

 Tryptone powder (BIO BASIC INC) 

 Yeast Extract (GIBCO) 

 Agar Bacteriological (GIBCO) 

 FastPlasmid Mini (Eppendorf) 
การเปล่ียน RNA เป็น cDNA ด้วยวิธี Reverse Transcription 

 Imprompt II reverse transcriptase  (Promega) 

 Random Primers (Promega) 
การท า PCR และ real-time PCR 

 Eppendorf MasterMix (2.5X) (Eppendorf) 

 SuperScript III Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen) 

 GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas) 

 Agarose, low EEO, Molecular Biology Grade (Research Organics) 

 SeaKem LE agarose (BioWhittaker Molecular Applications) 

 Ethidium Bromide (SIGMA) 

 Primers (BioDesign) 

 Probes (TIB Molbiol) 
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ประชากรศึกษา 

ตวัอย่างซีร่ัมผู้ ป่วยจาก โรงพยาบาลชุมแพ จงัหวดัขอนแก่น ซึ่งเป็นตวัอย่างเก่า ซึ่งเก็บไว้
ประมาณ 1 เดือนท่ีเหลือจากการเข้ารับการตรวจในโรงพยาบาลรวมทัง้สิน้อย่างน้อย 142 ตวัอย่างจาก
การค านวณประชากรศึกษา แต่เน่ืองจากมีตวัอย่างท่ีสงสยัว่ามีการติดเชื อ้ไวรัสชิคนุกุนยาและไวรัส
เดงกีมากกวา่ท่ีค านวณ จงึน ามาศกึษาประมาณ 290 ตวัอยา่ง รวมทัง้ตวัอย่างท่ีได้รับการยืนยนัแล้วว่า
ติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา 39 ตวัอย่างและ ติดเชือ้เดงกีอีก 26 ตวัอย่าง แล้วเลือกตวัอย่างของไวรัสชิคนุ
กนุยามาประมาณ 4 ตวัอย่างมาท าการวิเคราะห์ complete genome นอกจากนี ้ยงัมีตวัอย่างอ่ืนๆ ท่ี
ไม่ได้ติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกีจ านวน 38 ตวัอย่าง เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของ assay 
ท่ีพฒันาขึน้มา ตวัอย่างซีร่ัมทัง้หมดถกูเก็บรักษาไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ  -70°C จนกว่าจะน ามาใช้ใน
การศกึษาการตรวจวินิจฉยั  

 
การค านวณขนาดประชากรศึกษา 
ขนาดตวัอยา่งโดยใช้อตัราการตรวจพบไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกี ดงัแสดงตามสตูร  
สตูรการค านวณขนาดตวัอย่าง  
N = Z2PQ/d2  
โดย Z: Z ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% = 1.96  

P: อตัตราการตรวจพบเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยา (P=0.075) และไวรัสเดงกี (P=0.023)  
Q: 1 –P  
d: คา่ความคลาดเคล่ือน (d) = 5% ของอตัราการตรวจพบเชือ้ไวรัส  

ตวัอยา่งการค านวนเม่ืออตัราการระบาดของไวรัสเดงกี = 0.23% และไวรัสชิคนุกนุยา 0.75%  
Nชิคนุกุนยา = (1.96)2(0.075)(0.925)/(0.05)2 

= 106.6  
Nเดงกี  = (1.96)2(0.023)(0.977)/(0.05)2 

= 34.52  
ดงันัน้ ใช้ตวัอยา่งส าหรับไวรัสชิคนุกนุยาประมาณ 107 ตวัอยา่งและไวรัสเดงกีประมาณ 35 ตวัอยา่ง 
รวมทัง้หมด 142 ตวัอยา่ง  
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วิธีด าเนินงานวิจัย 

การสกัด Viral RNA จาก sample โดยใช้ชุดน า้ยาส าเร็จรูป Viral Nucleic Acid Extraction, RBC 
Bioscience 

 ซีรัมจากตวัอยา่งผู้ ป่วย ปริมาตร 200 µl + VB buffer ปริมาตร 400 µl แล้วน าไป vortex 

 ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที  

 เตมิ 95% ethanol ปริมาตร 500 µl  

 แบง่ mixture ใส่ VB column ครัง้ละ 550 µl แล้วน าไป Centrifuge ท่ี 12,000xg, 2 นาที แล้ว
เทสว่นชัน้ลา่งของcolumn ทิง้ (ท า 2 รอบ) 

 เตมิ W1 ปริมาตร 400 µl แล้วCentrifuge ท่ี 12,000xg,1 นาที แล้วเทสารชัน้ลา่งทิง้  

 เตมิ R-wash ปริมาตร 600 µl แล้วCentrifuge ท่ี 12,000xg,1 นาที แล้วเทสารชัน้ลา่งทิง้  

 Centrifuge ท่ี 12,000xg 3 นาที  

 ย้ายใส ่column ใหม ่แล้วเตมิ RNase-free water ปริมาตร 50 µl  

 ตัง้ไว้ 3 นาที แล้วไป centrifuge ท่ี 12,000xg,5 นาที  

 

การเตรียม cDNA จาก RNA เพื่อท า PCR และเป็น plasmid control ด้วยวิธี reverse 
transcriptase โดยใช้สารเคมีจาก Promega, Madison, WI 

 ผสม mixture [RNA (3µl), Random primer (1µl), DepC (3µl)] 

 จากนัน้บม่ท่ีอณุหภมูิ 70 ºC เป็นเวลา 5 นาที  

 แชน่ า้แข็งเป็นเวลา 2 นาที  

 ใส ่reverse transcription mix 7 µl แล้ว บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  

 บม่ท่ีอณุหภมูิ42ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

 บม่ท่ีอณุหภมูิ 70ºC เป็นเวลา 15 นาที    
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การเตรียม Plasmid positive control (Promega, Medison, WI) โดยใช้ไวรัสชิคุนกุนยา ECSA 
strain และ ไวรัสเดงกีทัง้ 4 serotype 

Ligation 

• Ligation ระหวา่ง PCR product กบั plasmid (pGEM-T) เตรียม mixture 

• 2x buffer (5 µl), T4 DNA ligase (3 weiss units/ul) (1 µl), pGEM-T (1 µl), PCR 
product (3 µl)  

• จากนัน้บม่ท่ีอณุหภมูิ 16 ºC ข้ามคืน หรือท่ีอณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

Transformation 

• เตรียม competent cells ปริมาตร 50 µl  

• น าหลอดไปแชใ่นน า้แข็งเป็นเวลา 20 นาทีเพ่ือให้ competent cell ละลาย  

• เตมิสารละลาย ligation 2 µl  

• ตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 42oC เป็นเวลา 50 วินาที  

• แชน่ า้แข็งเป็นเวลา 2 นาที  

• เตมิ SOC medium ปริมาตร 950 µl  

• เขยา่ท่ีความเร็วประมาณ 200 rpm, อณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง  

• centrifuge ท่ีความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  

• เทสว่นใสทิง้ จะเหลือ pellet ประมาณ 45 µl  

• เตมิ x-gal 15 µl และ IPGL 5 µl  

• Spread ลงบน LB agar plate และน า ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37oC ข้ามคืน  

Colony selection 

• สงัเกตด ูcolony ท่ีขึน้บน LB agar plate โดยจะเลือก colony ท่ีมีสีขาว  

• เลือก colony สีขาวใสล่งใน LB broth เขยา่ท่ี 200 rpm ท่ีอณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง เพ่ือเพิ่มปริมาณเซลล์ 
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Plasmid extraction 

• น าแบคทีเรียจาก LB broth 1.5 ml มาใสล่งในหลอด 2 ml 

• น าหลอดป่ันท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาทีแล้ว เทสว่นใสทิง้ จะเหลือ pellet  

• เตมิ lysis solution (แชเ่ย็น) ปริมาตร 400 µl  แล้วน าไป Vortex 30 วินาที  

• บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 นาที  

• น าสารละลาย lysate ลงใน spin column 

• น า spin column ไปป่ันท่ีความเร็วสดุ เป็นเวลา 1 นาที  

• เตมิ diluted wash buffer ปริมาตร 400 µl  

• น า spin column ไปป่ันท่ีความเร็วสดุ เป็นเวลา 1 นาที  

• เทสว่น filtrate ทิง้ และน าไปป่ันท่ีความเร็วสดุ เป็นเวลา 1 นาที  

• จากนัน้น า spin column ลงใน collection tube  

• เตมิ elution buffer ปริมาตร 50 µl  

• ป่ันท่ีความเร็วสดุ เป็นเวลา 1 นาที 

• ได้สารละลาย positive control ท่ีมีปริมาตร 50 µl 

 

ค านวณค่าการดูดกลืนแสง เพ่ือหาความบริสุทธ์ิ และความเข้มข้นของ RNA, cDNA 

หาความบริสุทธ์ิโดยวดัได้จากคา่การดดูกลืนแสงของ RNA ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm ด้วย
เทคนิค Spectrophotometry เทียบกับ การดดูกลืนแสงของ DNA ท่ีความยาวคล่ืน 280 nm จาก
ความสมัพนัธ์ของอตัราสว่นระหวา่ง A260/A280 ควรมีคา่อยูร่ะหวา่ง 1.7-2.0 

      RNA Purity  =          A260   
 

ก าหนดให้   A260 = คา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุของ RNA ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm  

  A280 = คา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 nm 

A280  
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ค านวณหาความเข้มข้นของ RNA, cDNA มาตรฐานในหนว่ย µg/ml โดยเคร่ือง 
BioPhotometer, Eppendorf แล้วค านวณความเข้มข้น ดงันี ้

ค านวณความเข้มข้นของ RNA ในหนว่ย Copy/ µl 

[RNA] Copy/ µl      =               [RNA]  (g/ µl) x 6.02 x 1023 

 

ค านวณความเข้มข้นของ cDNA ในหนว่ย Copy/ µl 

[cDNA] Copy/ µl      =               [cDNA]  (g/ µl) x 6.02 x 1023 

 

การท า Serial dilution เพื่อก าหนดความเข้มข้นของ template 

น า cDNA ท่ีทราบความเข้มข้นแล้วมาปรับให้มีความเข้มข้นระหวา่ง 101 – 107 Copies/ µl 
โดยการท า serial dilution โดยก าหนดให้ dilution factor เทา่กบั 10 แล้วน าแตล่ะความเข้มข้นมาใช้
เป็น template ในการท า real time PCR   โดยคา่ limit of detection คือ คา่ความเข้มข้นต ่าท่ีสดุท่ี
สามารถตรวจได้  

ตารางท่ี 2 Primers ท่ีใช้ในการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดของไวรัสชิคนุกนุยา 

fragment 
Product 
size (bp) 

gene primer Position* Sequence (5'-3') Tm (oC) 

1 
 

853 
5’NC 18F 18 CACGTAGCCTACCAGTTTCTTA 53.0 
nsP1 871R 871 ATGGAACACCGATGGTAGGTG 54.4 

2 
 

819 
nsP1 616F 616 AACCCCGTTCATGTACAATGC 52.4 
nsP1 1435R 1435 CGGTACCACAAAGCTGTCAAAC 54.8 

3 
 

813 
nsP1 1317F 1317 CACTGACCTGCTGCTGTCTATG 56.7 
nsP2 2130R 2130 AGTCCTGCAGCTTCTTCCTTC 54.4 

4 
 

815 
nsP1 1412F 1412 CGAGTTTGACAGCTTTGTGGTA 53.0 
nsP2 2227R 2227 ATGACTGCAATTTTGTATGGGC 51.1 

5 
 

801 
nsP2 1908F 1908 CAATCTCGCCTGAAGACTTCC 54.4 
nsP2 2709R 2709 TCCACTACAATCGGCTTGTTG 52.4 

6 
 

813 
nsP2 2530F 2530 GTGCGGCTTCTTCAATATGATG 53.0 
nsP2 3343R 3343 TCCAGGCCTATTATCCCAGTG 54.4 

Length of RNA (nt) x 340 

Length of cDNA (nt) x 660 
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fragment 
Product 
size (bp) 

gene primer Position* Sequence (5'-3') Tm (oC) 

7 
 

927 
nsP2 2577F 2577 AACATCTGCACCCAAGTGTACC 54.8 
nsP2 3504R 3504 GTCTCCTGTTGGCCGGTATAAT 54.8 

8 
 

802 
nsP2 3332F 3332 TAATAGGCCTGGAGGGAAGATG 54.8 
nsP3 4134R 4134 CTACGCACTCTTCATCGTTCTT 53.0 

9 
 

840 
nsP2 3885F 3885 GAACGAGTCATCTGCGTATTGG 54.8 
nsP3 4725R 4725 ATATCTCTGCCATATCCACTGC 53.0 

10 
 

1416 
nsP3 4458F 4458 TCTTTACAGCCATGGACTCGAC 54.8 
nsP4 5874R 5874 TCTACTTTGCGCGACTGATACC 54.8 

11 
 

750 
nsP4 5630F 5630 ACGGACGACGAGTTACGACTAG 56.7 
nsP4 6380R 6380 CCCAGTATTCTTGGTTGCATG 52.4 

12 
 

752 
nsP4 6184F 6184 AAAACAGCACGCTTACCACG 51.8 
nsP4 6936R 6936 AACTTGAAGCGCGTACCTGTC 54.4 

13 
 

763 
nsP4 6732F 6732 TCATAGCCGCACACTTTAAGC 52.4 
nsP4 7495R 7495 AGGACCGCCGTACAAAGTTAC 54.4 

14 
 

756 
nSP4 7278F 7278 GCAGGTGACGAACAAGATGAG 54.4 

C 8034R 8034 CCGCTTAAAGGCCAATTTG 48.9 

15 
 

760 
C 7910F 7910 TCGAAGTCAAGCACGAAGG 51.1 
E2 8670R 8670 GTCTGTCGCTTCATTTCTGATG 53 

16 
 

781 
E3 8459F 8459 TGCTTGAGGACAACGTCATGAG 54.8 
E2 9240R 9240 TTTGTGATTGGTGACCGCG 51.1 

17 
 

768 
E2 9093F 9093 AGTCCGGCAACGTAAAGATCAC 54.8 
6K 9861R 9861 AAAGGTTGCTGCTCGTTCCAC 54.4 

18 
 

755 
E2 9648F 9648 AGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTC 56.7 
E1 10403R 10403 TAAAGGACGCGGAGCTTAGCTG 56.7 

19 
 

1013 
E1 10145F 10145 ACAAAACCGTCATCCCGTCTC 54.4 
E1 11158R 11158 TGACTATGTGGTCCTTCGGAGG 56.7 

20 
 

843 
E1 10959F 10959 CAGCAAGAAAGGCAAGTGTGC 54.4 

3'NC 11802R 11802 CTCCTACGTCCCTGTGGG 54.9 

 Primers ท่ีใช้ส าหรับสว่นท่ี 1-19 และ forward primer ของสว่นท่ี 20 มาจากการศกึษาก่อนหน้า
นี(้44) และ reverse primer ของสว่นท่ี 20 ถกูออกแบบใหมโ่ดยอิงจาก accession NO. NC_004162 
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ตารางท่ี 3 accession number, สถานท่ี, ปี ค.ศ. ส าหรับไวรัสชิคนุกนุยา 

 Accession number สถานท่ี, ปี ค.ศ. 

CHIKV FJ807891 

EU703762 

AF192898 

GU301779 

GU301780 

GU301781 

FJ807893 

FJ445511 

AM258994 

FJ513655 

EU244823 

FJ445492 

FJ807896 

NC004162 

AF192907 

อินโดนีเซีย, 2008 

มาเลเซีย, 2006 

N/A 

ไทย, 2009 

ไทย, 2008 

ไทย, 2009 

มาเลเซีย, 2008 

สิงคโปร์, 2008 

รียเูน่ียน, 2006 

ศรีลงักา, 2008 

อิตาลี, 2007 

สิงคโปร์, 2008 

สิงคโปร์, 2006 

Prototype 

N/A 
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ตารางท่ี 4 accession number, สถานท่ี, ปี ค.ศ. ส าหรับไวรัสเดงกี 

 Accession number สถานท่ี, ปี ค.ศ. 

DENV HQ166035 

GQ398255 

GQ398265 

GQ398266 

FJ744718 

FJ744719 

GQ398257 

FJ744740 

FJ744734 

AY618993 

AY618992 

แม็กซิโก, 2007 

สิงคโปร์, 2008 

สิงคโปร์, 2008 

สิงคโปร์, 2007 

ไทย, 2001 

ไทย, 2001 

อินโดนีเซีย, 1977 

ไทย, 2001 

ไทย, 2001 

ไทย, 2000 

ไทย, 2001 

การท า PCR ส าหรับการตรวจหาไวรัสชิคุนกุนยาและไวรัสเดงกีและการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 น า cDNA ท่ีจากซีร่ัมของผู้ ท่ีสงสยัวา่จะตดิเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกีมาตรวจสอบโดย
วิธีเพิ่มปริมาณ โดยวิธี PCRและ semi-nested PCR โดยการตรวจหาไวรัสชิคนุกุนยา (42) 
และส าหรับไวรัสเดงกี (43)ตามล าดบั  

 เม่ือได้ PCR product แล้ว น ามาตรวจสอบและแยกขนาดของ band โดยวิธี gel 
electrophoresis ใน 2% agarose gel และใช้ 100 bp ladder เป็นตวับอกขนาดของ PCR 
product  

 ตดั gel โดยเลือกตดัในบริเวณท่ีมีแถบ PCR product ขนาดท่ีต้องการ ดงันี ้

 สกัด PCR product จาก gel ท่ีตดัออกมาด้วย HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragment 
Extraction Kit (Bioscience) 

 หาล าดบัเบสโดยสง่ตรวจกบับริษัท First base laboratories SDN BHD 
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การท า phylogenetic analysis และวิเคราะห์ sequence เทียบกับฐานข้อมูล 

 การวิเคราะห์นีใ้ช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor และ Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis, Version 3.1 

 วิเคราะห์ล าดบัเบสโดยวิธี BLAST search (Basic Local Alignment Search Tool) จาก
ฐานข้อมูลใน NCBI แก้ล าดับ sequence และน ามาต่อสายกันด้วยโปรแกรม 
CHROMASLITE (v.2.0) และSeqMan (DNASTAR, Madison, Wisconsin) ตามล าดบั 

 โดยในการศึกษานีก้ าหนดให้ใช้ค่าพารามิเตอร์ดงัต่อไปนี ้วิธีแบบNeighbor-joining, Model 
แบบ Nucleotide: Maximum Composite Likelihood และคา่ bootstrapping เทา่กบั 1,000 

การท า Multiplex real-time PCR 

 ท าการปรับสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาของแต่ละปฏิกิริยาทัง้ส าหรับไวรัสชิคนุกนุยา
และไวรัสเดงกีโดยปรับ ความเข้มข้นของ Primer ให้อยู่ในช่วง 0.2-0.8 µM, ความเข้มข้นของ probe 
ให้อยูใ่นชว่ง 0.2-0.5 µM และ ความเข้มข้นของ Mg ให้อยู่ในช่วง 0-5 mM จากนัน้น าไปท าปฏิกิริยาใน
เคร่ือง real-time PCR Corbett Research Rotor-Gene 3000 ในปริมาณทัง้หมด 10 µl โดยตัง้
โปรแกรม denaturation ท่ี 95oC เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้ตามด้วย 40 รอบของขัน้ annealing และ 
extension โดยปรับอุณหภูมิในขัน้ annealing ให้อยู่ระหว่าง 50oC และ 65oC โดยหาอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมท่ีสดุ แล้วน าปฎิกิริยาทัง้ของไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกีมารวมท าปฏิกิริยากนั 

การวิเคราะห์ค่าทางสถติจิากข้อมูล 

วิเคราะห์ข้อมลูพนัธุกรรมทัง้หมดของไวรัสชิคนุกนุยา ว่ามีความเหมือน หรือ แตกตา่งจาก
ท่ีระบาดในประเทศเพ่ือนบ้านหรืออยา่งไร และสามารถน ามาออกแบบ primer และ probe ได้ 

วิเคราะห์ผลจากการท า Multiplex real time RT-PCR จากการใช้ primers และ probe 
ของแต่ละไวรัส ว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอดเดียวกันได้หรือไม่ เพ่ือให้ได้ primers 
และ probe ท่ีเหมาะสมตอ่การตรวจเชือ้ไวรัสทัง้ 2 ชนิด อยา่งมีประสิทธิภาพ 

เปรียบเทียบความสามารถของการตรวจด้วยวิธี Multiplex real time RT-PCR กบัวิธีอ่ืนๆ 
วา่มีความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) และความถกูต้อง (accuracy) อย่างไร ดีกว่า วิธี
อ่ืนๆหรือไม ่อยา่งไร โดยอาศยัการค านวณดงันี ้
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ตารางท่ี 5 แสดงการเทียบระหวา่งวิธีมาตรฐานและวิธีการท่ีพฒันาขึน้มา 

 

วิธีการมาตรฐาน 
(PCR, Gold Standard) Total 
ผลบวก

(positive) 
ผลลบ 

(negative) 

วิธีการท่ี
พฒันาขึน้มา 

(multiplex real-
time PCR) 

ผลบวก
(positive) 

TP FP TP+FP 

ผลลบ 
(negative) 

FN TN FN+TN 

Total TP+FN FP+TN TP+FP+FN+TN 

โดยค านวณคา่ตา่งๆ ดงันี ้

ความไว(Sensitivity) = TP       N  

ความจ าเพาะ (Specificity) =  N      N  

ความถกูต้อง (Accuracy) = (    N           N  N  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

ผลการทดลองจากการท า PCR เพื่อหา complete genome ของไวรัสชิคุนกุนยา 
เม่ือตรวจตวัอยา่งท่ีสงสยัวา่นา่จะตดิเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาแล้ว สุม่เลือกตวัอยา่งท่ีตา่งเวลา และ

ตา่งสถานท่ีกนั เพ่ือท า complete genome และตวัอยา่งท่ีน ามาท า complete genome ต้องมี
ปริมาณมากพอด้วย โดยมีรายละเอียดดงัตารางท่ี 6 
ตารางท่ี 6 ข้อมลูตวัอยา่งท่ีน ามาท า complete genome ของไวรัสชิคนุกนุยา 

Sample code  วนัท่ีเก็บตวัอยา่ง  สถานท่ี  GenBank 
Accession#  

ชนิดของตวัอยา่ง  

CU-Chik661 25 พค. 2009  นราธิวาส  GQ905863  Serum  

CU-Ckik009* 4 กย. 2009  กรุงเทพ GU301779  Serum  

CU-Ckik10 21 ตค. 2008  นราธิวาส  GU301780  Serum  

CU-Chik683  27 กค. 2009  นราธิวาส  GU301781  Culture isolate  
*เป็นคนไข้ท่ีเดนิทางกลบัมาจากทางภาคใต้ของไทย 
 

 
รูปท่ี 10 แสดงผลการแยก PCR product บน agarose gel 

ตวัเลขท่ีแสดงคือแตล่ะ fragment ซึง่แตล่ะ fragment ใช้ primer ดงัตารางท่ี 2 

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

M      13      14      15      16     17      18     19      20    Neg 
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ผลการวิเคราะห์ Complete genome ของไวรัสชิคุนกุนยา 
 เม่ือได้ผลล าดบั Sequence ของไวรัสชิคุนกุนยาทัง้ 4 ตวัอย่างจึงน ามาเปรียบเทียบกับ
ตวัอย่างไวรัสชิคนุกุนยาแรกท่ีพบ (S27) และตวัอ่ืนๆ ท่ีพบเม่ือเร็วๆนี ้ทัง้จากประเทศมาเลเซียพบว่า 
Sequence ของไวรัสชิคนุกนุยาทัง้ 4 ตวัมีความใกล้เคียงกนัมากถึง 99.79-99.89% เม่ือเทียบกบัตวั
ตนัแบบ (Prototype) ความใกล้เคียงกนั 97.0% และเม่ือเทียบกบัตวัอย่างท่ีพบท่ีประเทศมาเลเซียมี
ความใกล้เคียงกนัประมาณ 99.83% โดยมีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตา่งๆท่ีมีการเปล่ียนแปลง
ไปทัง้ในส่วนท่ีถอดรหสัให้โปรตีนโครงสร้าง ได้แก่ ในช่วง C protein ได้แก่ P23S, V27I และK63R, 
ในช่วง E3protein ได้แก่ I24T, ในช่วง E2 protein ได้แก่ G57K, I74M, G79E, N160T, A164T, 
L181M, S194G, I211T, K252Q, M267R, S299M, T312M, A344T, S375T, และ V386A ในช่วง 6K 
protein ได้แก่ V8I และ I54V ในช่วง E1protein ได้แก่ A226V, M269V, D284E, และ V322A และใน
ส่วนท่ีถอดรหสัโปรตีนในส่วนท่ีไม่ใช่โครงสร้าง ได้แก่ ในช่วง nsP1 protein ได้แก่ T128K, L172V, 
E234K, T376M, M383L, I384L, T481I, Q488R, และL507R ในช่วง nsP2 protein ได้แก่ S54N, 
H374Y, C582Y, S582N, L539S และ A793V ในช่วง nsP3 V175I, Y217H, P326S, V331A, T337I, 
K352E, I376T, A382T, L461P, S462N, และ P471S ในช่วง nsP4 ได้แก่ T75A, T254A, Q500L, 
I514T, V555I, และ V604I แตก่ารเปล่ียนแปลงเหล่านีย้งัพบใน strain อ่ืนๆท่ีพบมาก่อนหน้านีเ้ช่นกนั
(44) นอกจากนีมี้การเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบางตวัท่ีไม่ได้พบในไวรัสชิคุนกุนยาอ่ืนๆดงัแสดงใน
ตารางท่ี 7  
 ในบริเวณท่ีไม่ถอดรหัสเป็นโปรตีน(3’U R และ 5’U R) ก็มีการเปล่ียนแปลง พบว่า CU-
Chik10 มีการเปล่ียนแปลง T->A ท่ีนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งท่ี 64 ท่ีบริเวณ 5’U R ส่วนบริเวณ 3’U R มี
การหายไปของ A ทัง้สิน้ 19 ตวัท่ีต าแหน่ง 11,369-11,342 เม่ือเทียบกบั S27 แตก่ารเปล่ียนแปลงนีย้งั
พบในไวรัสชิคนุกนุยาตวัอ่ืนๆท่ีพบเม่ือเร็วๆนีท่ี้ประเทศมาเลเซีย แสดงว่ามีความเหมือนกนัของไวรัสซึ่ง
อาจจะเป็นแหลง่ท่ีมาหรือการระบาดมาจากท่ีใดท่ีหนึง่ 
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 ตารางท่ี 7 กรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือเทียบกบัชิคนุกนุยาตวัแรก 
region Polypeptide 

position 
Protein 
position 

S27 CU-
Chik661 

CU-
Chik009 

CU-
Chik10 

CU-
Chik683 

nsP1 29 29 P . . S . 
 186 186 N . . D . 

nsP2 614 79 P . . S . 
nsP3 1671 338 T . . M . 
nsP4 1950 87 Y H . . . 

 2458 595 N . . K . 
 2463 600 R . . I . 
 2468 605 T . . S . 
 2469 606 L . . M . 

E3 290 30 K . R . . 
E2 409 84 F . L . . 

 632 307 Q . R . . 
*ตวัอกัษรท่ีแสดงในตารางคือกรดอะมิโนดงันี ้ P=Proline, S=Serine, N=Asparagine, D=Aspatic 
acid, T=Threonine, M= Methionine, Y=Tyrosine, H=Histidine, K= Lysine, R= Arginine,  
I= Isoleucine, L= Lwucine, F= Phenylalanine, Q= Glutamine 
 

นอกจากการวิเคราะห์กรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไปของไวรัสชิคุนกุนยาแล้ว ยั งท าการ
ตรวจสอบวิเคราะห์ทาง phylogenetic ด้วย ซึ่งเป็นการหาว่ามีความเหมือนหรือใกล้เคียงกับไวรัส 
strain อ่ืนๆ อย่างไร โดยเปรียบเทียบทัง้แบบ complete genome (รูปท่ี 11) และแบบเฉพาะบางส่วน
ของ E1 gene (รูปท่ี 12) เน่ืองจากการจ าแนกสายสายพนัธุ์ของไวรัสชิคนุกนุยา อาศยัความใกล้เคียง
กนั E1 gene เป็นส าคญั โดยจะเห็นว่าไวรัสชิคนุกนุยาในการศกึษานีมี้ความใกล้เคียงกบัไวรัสชิคนุกนุ
ยาท่ีพบท่ีประเทศมาเลเซีย(FJ807899)มากท่ีสดุ 
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รูปท่ี 10 แสดงความสมัพนัธ์ทาง phylogenetic เม่ือเปรียบเทียบ complete genome ของไวรัสชิคนุ
กนุยาตวัอ่ืนๆ 
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รูปท่ี 12 แสดงความสมัพนัธ์ทาง phylogenetic เม่ือเปรียบเทียบ E1 gene ของไวรัสชิคนุกนุยา 
ผลการออกแบบ Primer และ probe 

เม่ือวิเคราะห์ Complete genome ของไวรัสชิคนุกนุยาโดยอาศัยข้อมลูจากการศกึษานี ้และ
ไวรัสเดงกีจากฐานข้อมลู ดงัแสดงในตารางท่ี 3 และ 4 พบวา่มีสว่นท่ีมีความเหมือนกนัระหว่างไวรัสแต่
ละตวั จึงได้เลือกช่วงท่ีออกแบบ primer และ probe ดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 8 โดยมีช่วงท่ีเหมือนกนัดงั
แสดงในรูปท่ี 13 ส าหรับไวรัสชิคนุกนุยา และรูปท่ี 14 ส าหรับไวรัสเดงกี 
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สภาวะและความเข้มข้นของสารต่างๆท่ีใช้ท า Real-time PCR  

เม่ือท าการปรับความเข้มข้นของสารตา่งๆท่ีใช้ท าปฏิกิริยาแล้ว พบว่า ปริมาตรท่ีเหมาะสม
ส าหรับท าปฏิกิริยาเม่ือปริมาตรสุดท้ายคือ 10 µl ดงัตารางท่ี 9 โดยการปรับความเข้มข้นของ 
primer และ probe ดงัรูปท่ี 15 และ 17 ตามล าดบั และคา่ Ct ท่ีแสดง แตล่ะสีแสดงในรูปท่ี 16 
และ 18 ตามล าดบั ส าหรับไวรัสชิคนุกนุยา และส าหรับไวรัสเดงกีดงัรูป 19-22 

 

 
รูปท่ี 15 แสดงกราฟของ real-time PCR เม่ือเทียบความเข้มข้นของ primer ตา่งๆของ

ไวรัสชิคนุกนุยา 

 
รูปท่ี 16 แสดงคา่ Ct ของแตล่ะความเข้มข้นของ primer ของไวรัสชิคนุกนุยา 
เม่ือเทียบกบัแตล่ะสี 
*pm แสดงความเข้มข้นของ primer (µM) 
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รูปท่ี 17 แสดงกราฟของ real-time PCR เม่ือเทียบความเข้มข้นของ probe ตา่งๆของ 
ไวรัสชิคนุกนุยา 

 
 
 

 
รูปท่ี 18 แสดงคา่ Ct ของแตล่ะปริมาตรของ probe ของไวรัสชิคนุกนุยาเม่ือเทียบกบัแตล่ะสี 

*probe แสดงปริมาตรของ probe (µM) 
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รูปท่ี 19 แสดงกราฟของ real-time PCR เม่ือเทียบความเข้มข้นของ primer ตา่งๆของไวรัสเดงกี 

 

 
 
รูปท่ี 20 แสดงคา่ Ct ของแตล่ะความเข้มข้นของ primer ของไวรัสเดงกีแตล่ะ serotype เม่ือเทียบ
กบัแตล่ะสี 

*Den แสดงแตล่ะ serotype แสดงความเข้มข้นของ primer (µM) 
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รูปท่ี 21 แสดงกราฟของ real-time PCR เม่ือเทียบความเข้มข้นของ probeตา่งๆของไวรัสเดงกี 

 

 
 
รูปท่ี 22 แสดงคา่ Ct ของแตล่ะความเข้มข้นของ probe ท่ีปริมาตรของไวรัสเดงกีท่ีตา่งกนัของแต่
ละ serotype เม่ือเทียบกบัแตล่ะสี 

*Den แสดงแตล่ะ serotype แสดงปริมตรของ probe (µl) 
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ตารางท่ี 9 แสดงความปริมาตรและความเข้มข้นของสารตา่งๆท่ีใช้ท าปฏิกิริยา multiplex real-
time PCR 

สาร ปริมาตร/ความเข้มข้น 
2X reaction mix 5 µl 

SuperScriptTM III RT/Platinum® Taq Mix 0.2 µl 
ChikF10378-10398 0.5 µM 
ChikR10487-10508 0.5 µM 
ChikP10443-10456 0.2 µM 
DenF10520-10541 0.25 µM 
DenR10674-10694 0.25 µM 
DenP10610-10634 0.125 µM 

MgSO4 1.25 mM 
distilled water 1.4 µl 

template 1 µl 
total 10 µl 

จากการปรับหาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ีสดุตอ่การท าปฏิกิริยา multiplex real-time PCR 
พบวา่สามารถท าได้ดีท่ีสดุดงัตารางท่ี 9 โดยแจกแจงแตล่ะขัน้ตอนของปฏิกิริยาและเวลาท่ีใช้ในแต่
ละชว่งด้วย ซึง่การตรวจสญัญาณของ probe ตรวจท่ีขัน้ตอนหลงัจาก extension ท่ี 72oC ในทกุๆ
รอบของปฏิกิริยา 

 
ตารางท่ี 10 แสดงอณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ีสดุตอ่การท าปฏิกิริยา multiplex real-time PCR 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ เวลา 
predenaturation 95oC 2 นาที 
denaturation 95oC 15 วินาที 
annealing 55oC 10 วินาที 
Second annealing 60oC 10 วินาที 
Extension 72oC 20 วินาที 
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เม่ือทดสอบการเพิ่มปริมาณโดยวิธีการ Multiplex real-time PCR และดสูญัญาณของ 
probe ในช่องสญัญาณตา่งๆ โดยของไวรัสชิคนุกนุยา ตรวจท่ีช่องสญัญาณ Cy5 พบว่าสามารถ
เพิ่มปริมาณ template ได้จริง และไม่เกิดการเพิ่มปริมาณของไวรัสเดงกีดังแสดงในรูปท่ี 22 
เช่นเดียวกับเม่ือตรวจสอบท่ีช่องสญัญาณ JOE พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณไวรัสเดงกีได้ทัง้ 4 
serotype และไมส่ามารถเพิ่มปริมาณของไวรัสชิคนุกนุยาดงัแสดงในรูปท่ี 23 
โดยปฏิกิริยาท่ีไม่มี Template ไม่แสดงสญัญาณท่ีเพิ่มขึน้เม่ือดจูากช่องสญัญาณ Cy5 และ JOE 
นอกจากปฏิกิริยาทัง้สองไมเ่กิดการเพิ่มปริมาณท่ีข้ามไวรัสกนัแล้ว ยงัตรวจสอบความเข้มข้นต ่าสดุ
ท่ีสามารถตรวจสอบได้พบว่าสามารถตรวจหาได้ท่ีปริมาณ template เข้มข้นต ่าถึง 10 copies/µl 
ดงัแสดงในรูปท่ี 24 ส าหรับไวรัสชิคนุกุนยา และรูปท่ี 25 ส าหรับไวรัสเดงกี โดยแสดงคา่ทางสถิต ิ
(R2) ท่ีมีความน่าเช่ือถือ โดยกราฟของไวรัสชิคนุกนุยามีคา่ R2 = 0.9941 และของไวรัสเดงกีมีคา่ 
R2 = 0.9993 
 

 
รูปท่ี 23 ภาพสญัญาณของชอ่ง Cy5 แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มปริมาณของไวรัสชิคนุกนุยา 
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รูปท่ี 24 ภาพสญัญาณของชอ่ง JOE แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มปริมาณของไวรัสเดงกีทัง้ 4 serotype 
 

  
รูปท่ี 25 แสดงภาพการทดลองการใช้ความเข้มข้นท่ีตา่งกนัโดยตา่งกนั 10 เทา่ ตัง้แต ่101-106 
copies/µl ของไวรัสชิคนุยา 
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รูปท่ี 26 แสดง standard curve ของไวรัสชิคนุกนุยา และแสดงให้เห็นความเข้มข้นต ่าสดุท่ี
สามารถตรวจสอบได้ 

 
รูปท่ี 27 แสดงภาพการทดลองการใช้ความเข้มข้นท่ีตา่งกนัโดยตา่งกนั 10 เทา่ ตัง้แต ่101-107 
copies/µl ของไวรัสเดงกี 
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รูปท่ี 28 แสดง standard curve ของไวรัสเดงกีและแสดงให้เห็นความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถ
ตรวจสอบได้ 
 
การตรวจสอบกับตัวอย่างที่ยืนยันว่าเป็น Positive ส าหรับไวรัสชิคุนกุนยาหรือเดงกีและ
ทดสอบกับไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
 เม่ือน าตวัอย่างท่ีทราบผลแน่นอนแล้วว่ามีการติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกี โดย
วิธี PCR และการตรวจ sequence จ านวน 39 ตวัอย่างของไวรัสชิคนุกนุยา และ 26 ตวัอย่าง
ส าหรับไวรัสเดงกี และได้ส่งข้อมลูเข้าสู่ GenBank ตาม accession number ดงันี ้FJ882884–
FJ882922(45) และ accession number JF274206-JF274231 และนอกจากนีย้งัตรวจกบัไวรัส
ชนิดอ่ืนๆท่ีไม่ใช่ไวรัสชิคุนกุนยาและไวรัสเดงกีอีก 38 ตวัอย่างได้แก่ ไวรัสตบัอักเสบชนิดซี 28 
ตวัอย่าง, ไวรัสตบัอกัเสบชนิดเอ 2 ตวัอย่าง ไวรัสตบัอกัเสบชนิดอี 6 ตวัอย่าง และ Japanese 
encephalitis virus (JEV) 2 ตวัอย่าง ผลการทดลองพบว่า วิธีการนีส้ามารถตรวจไวรัสชิคนุกนุยา
และไวรัสเดงกีได้ทกุตวัอย่าง และไม่พบผลบวกจากไวรัสชนิดอ่ืนๆ แสดงให้เห็นว่ามีประสิทธิภาพ
มาก 
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การตรวจสอบกับตัวอย่างทางคลินิก 

เม่ือน าตวัอย่างซีร่ัมจากผู้ ป่วยท่ีสงสยัว่าติดเชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกีมาทดสอบ
เทียบกับวิธีการ PCR หรือ semi-nested PCR ซึ่งถือเป็นวิธีการท่ีเป็นท่ียอมรับหรือ gold 
standard เทียบกบัวิธีการ multiplex real-time PCR ท่ีพฒันาขึน้มา โดยใช้ตวัอย่างทัง้หมด 290 
ตวัอย่าง พบว่าวิธีการ PCR สามารถตรวจหาไวรัสชิคุนกุนยาหรือไวรัสเดงกีได้ทัง้หมด 125 
ตวัอย่าง โดยเป็นไวรัสชิคนุกุนยา 60 ตวัอย่างและไวรัสเดงกี 65 ตวัอย่าง ตวัอย่างท่ีตรวจโดย
วิธีการ PCR พบว่าเม่ือตรวจโดยวิธีการ multiplex real-time PCR สามารถตรวจได้ทุกตวัอย่าง 
นอกจากนีต้วัอย่างท่ีวิธีการ PCR ตรวจว่าไม่พบไวรัสทัง้สอง รวมทัง้สิน้ 162 ตวัอย่าง สามารถ
ตรวจพบโดยวิธีการ multiplex real-time PCR ได้อีก 12 ตวัอย่าง นัน่คือวิธีการ multiplex real-
time PCR ท่ีพฒันาขึน้มา มีความไวมากกวา่วิธีการ PCR ปกต ิ

 

 
Real-time/PCR 

(+/+) 
Real-time/PCR 

(-/-) 
Real-time/PCR 

(+/-) 
Real-time/PCR 

(-/+) 
total 

CHIKV 60 50 3 3 116 

DENV 65 100 9 0 174 

total 125 150 12 3 290 

รูปท่ี11 แสดงผลการเปรียบเทียบระหว่างวิธีการ real-time PCR และ PCR 
 

การค านวณทางสถติิ 
จากการค านวณทางสถิตเิม่ือเทียบกบัวิธีการ PCR ปกติถือเป็นวิธีท่ีนา่เช่ือถือ พบวา่ มี

ความไว (sensitivity) เทา่กบั 97.65%, ความจ าเพาะ (specificity) เทา่กบั 92.59% และ ความ
ถกูต้อง (accuracy) เทา่กบั 95.82% โดยคา่ท่ีได้นีน้ ามาจากตวัอย่างทางคลินิกท่ีสงสยัวา่ผู้ ป่วยตดิ
เชือ้ไวรัสชิคนุกนุยาหรือไวรัสเดงกี 
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บทที่ 5 
สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

สรุปผลและอภปิรายผลจากการศึกษา Complete genome ของไวรัสชิคุนกุนยา 
 จากการผลการทดลองพบวา่ Sequence ของไวรัสชิคนุกนุยาทัง้ 4 ตวัมีความใกล้เคียงกนั
มากถึง 99.79-99.89% เม่ือเทียบกบัตวัต้นแบบ (Prototype) ความใกล้เคียงกนั 97.0% และเม่ือ
เทียบกับตวัอย่างท่ีพบท่ีประเทศมาเลเซียมีความใกล้เคียงกันประมาณ 99.83% แสดงว่า ไวรัส
ไมไ่ด้มีการเปล่ียนแปลงมากนกั ซึง่กรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไปท่ีไม่ซ า้กบัการค้นพบก่อนหน้านีไ้ด้
แสดงในตารางท่ี 6 ผลการศกึษาพบว่าเม่ือเทียบกบัตวัอย่างท่ีรายงานจากประเทศมาเลเซียเม่ือไม่
นานนีพ้บวา่ มีความใกล้เคียงกนัมากท่ีสดุ นอกจากนีย้งัจดัตวัอยูใ่นกลุม่เดียวกบัตวัอย่างท่ีพบจาก
การระบาดครัง้ใหญ่ในบริเวณแถบมหาสมุทรอินเดีย ดงันัน้การระบาดของไวรัสชิคุนกุนยาทาง
ภาคใต้ของประเทศไทย อาจมีความเก่ียวข้องกับประเทศมาเลเซียและอินเดีย โดยเม่ือดูจาก
ลกัษณะทางภูมิภาคแล้ว ประเทศอินเดียอยู่ไม่ไกลจากประเทศมาเลเซียและประเทศไทยมากนกั 
อีกทัง้ปัจจบุนัการตดิตอ่ค้าขายและการเดนิทางระหว่างประเทศมีมากขึน้ ดงันัน้ การระบาดในครัง้
นีอ้าจเกิดการระบาดมาจากประเทศอินเดียและมาเลเซียก็เป็นได้ 
 ทัง้นีเ้ม่ือดใูนภาพรวมของ sequence ถือว่ามีการเปล่ียนแปลงน้อยมาก แสดงว่าไวรัส
ชนิดนีมี้ nucleic acid มีความ conserve สงูมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการระบาดครัง้เดียวกัน 
และการเปล่ียนแปลงท่ีน่าสนใจของไวรัสชิคนุกุนยาคือการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ี E1-A226V 
โดยพบว่า การระบาดในประเทศไทยมีการเปล่ียนแปลงนีท้ัง้หมด (45) การเปล่ียนแปลงท่ี E1 
protein นีมี้ความส าคญัตอ่ไวรัส Semliki Forest Virus (SFV) ซึ่งเป็นไวรัสท่ีอยู่ใน family เดียวกบั
ไวรัสชิคนุกนุยา โดยการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนนี ้มีความส าคญัตอ่การเข้าสู่ host ของไวรัส
โดยผ่านกระบวนการ fusion ของcell และการเปล่ียนแปลงชนิดนีจ้ะไปลดความต้องการคลอ
เรสเตอรอลของไวรัสท่ีต้องใช้เพ่ือเข้าสู่ host (cholesterol dependent) (46) ดงันัน้จึงไปช่วยให้
ไวรัสสามารถใช้ยงุท่ีเป็น cholesterol-independent เป็นพาหะได้ เช่น Ae. albopictus นอกจากนี ้
เม่ือด ูComplete genome และ E1 gene ของไวรัสชิคนุกนุยาแล้วพบว่า ไวรัสท่ีระบาดอยู่ใน
ประเทศไทยจดัอยู่ในกลุ่ม ECSA strain ซึ่งในอดีตการระบาดในประเทศไทยเป็น Asian strain 
แสดงวา่มีการเปล่ียนแปลงสายพนัธุ์ท่ีระบาดจากสายพนัธุ์ Asian strain มาเป็น ECSA strain  
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สรุปผลและอภปิรายผลจากการพัฒนาวิธีการ Multiplex real-time PCR 

การตรวจไวรัสชิคนุกนุยาและไวรัสเดงกีสามารถตรวจได้หลายวิธี เช่น PCR, rapid test, 
ELISA, HI test และการเพาะเชือ้ไวรัส ดงัท่ีได้กล่าวมาแล้ว แตค่วามรวดเร็ว ประสิทธิภาพและ
ความน่าเช่ือถือ เป็นสิ่งส าคญัตอ่การตรวจทางการแพทย์ โดยก่อนหน้านีย้งัไม่มีวิธีการตรวจไวรัส
ทัง้สองชนิดในเวลาเดียวกนัและอาศยัเพียงปฏิกิริยาเดียวท่ีมีประสิทธิภาพน่าเช่ือถืออย่างเพียงพอ 
จงึได้พฒันาวิธีการนีข้ึน้ เพ่ือความรวดเร็ว และให้มีประสิทธิภาพและความนา่เช่ือถือมากยิ่งขึน้โดย
อาศยัสมบตัคิวามจ าเพาะของ probe และ primer ตามแนวทางของวิธีทางชีวโมเลกลุ อีกทางหนึ่ง
คือการตรวจวดัสารท่ีระบบภูมิคุ้มกนัสร้างขึน้มาจ าเพาะต่อแอนติเจนของไวรัสชนิดนัน้ๆ เช่น IgG 
และ IgM แตท่ัง้นีท้ัง้นัน้ การตรวจวดั IgM อาจได้ผลการตรวจท่ีไม่ถกูต้องมากนกั เน่ืองจาก IgM 
อาจไปคล้ายคลึงกบัไวรัสอ่ืนๆท่ีอยู่ใน family เดียวกนั เช่น alphavirus เช่น ONNV กบั ไวรัสชิคนุ
กนุยา และ Flaviviridae family เชน่ JEV กบัไวรัสเดงกี และอีกวิธีหนึ่งท่ีน่าเช่ือถือ คือการเพาะเชือ้
ไวรัส แต่ข้อจ ากัดของวิธีการนีคื้อ ต้องใช้เวลาท านานกว่าวิธีอ่ืนๆ ดังนัน้ การตรวจหาไวรัสมี
ความส าคญัต่อการรักษาผู้ ป่วยเน่ืองจากต้องระมดัระวงัเป็นพิเศษ เพ่ือไม่ให้เส่ียงต่อชีวิตของผู้ ท่ี
ตดิเชือ้ไวรัส อีกทัง้ยงัส าคญัตอ่การศกึษาการระบาดของไวรัสในประเทศด้วย  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าวิธีการนีมี้ความน่าเช่ือถือได้ โดยตวัอย่างท่ีมีการยืนยนั
แล้ววา่ มีไวรัสอยูจ่ริง วิธีการนีก็้สามารถตรวจสอบได้ โดยไมไ่ด้มีการเพิ่มจ านวนของไวรัสชนิดอ่ืนๆ 
และระหวา่งไวรัสทัง้สองเอง (no cross-reaction) โดยจ านวนและลกัษณะของไวรัสชนิดอ่ืนท่ีเลือก
มาท าการทดสอบนัน้มีลกัษณะท่ีใกล้เคียงกับไวรัสชิคุนกุนยาและไวรัสเดงกี เช่น มีลกัษณะทาง
สารพนัธุกรรมคล้ายกันคือ เป็น RNA สายเดียว สายบอก และไวรัส JEV ท่ีมีความใกล้เคียงกับ
ไวรัสเดงกีมาก โดยจดัอยู่ใน family และ genusเดียวกับไวรัสเดงกี ข้อจ ากัดของจ านวนไวรัสตวั
อ่ืนๆท่ีน ามาท าการทดลองคือ จ านวนท่ีน ามา มีน้อยเกินไป เน่ืองจากข้อจ ากดัท่ีไวรัสเหล่านี ้มีการ
ระบาดน้อย โดยวิธีการนีย้งัสามารถตรวจสอบไวรัสท่ีไมส่ามารถตรวจสอบได้โดยวิธีการ PCR ปกติ
ได้ แสดงว่ามีความไวมากกว่า มีเพียงบางตวัอย่างท่ีวิธีการ real-time PCR ไม่สามารถตรวจได้ 
ในขณะท่ีวิธีการ PCR ตรวจได้ อาจจะเน่ืองมาจากท่ีตวัอย่างดงักล่าวมีการเปล่ียนแปลงบางส่วน
ของนิวคลีโอไทด์และท าให้ วิธีการ real-time PCR ไม่สามารถตรวจได้ จึงต้องทดสอบเพ่ือหา
ล าดบัของนิวคลีโอไทด์ในตวัอย่างดงักล่าวต่อไป เพ่ือยืนยนัว่าเป็นดงันีห้รือไม่ และน ามาพฒันา
แหละปรับปรุงวิธีการให้สามารถตรวจไวรัสท่ีมีการเปล่ียนแปลงไปบ้างบางส่วนได้ อีกทัง้
ความจ าเพาะของวิธีการตรวจนีก็้มีสูงด้วยเน่ืองจากอาศยัความจ าเพาะของการจับกันระหว่าง 
template, probe และ primers อีกทัง้ยงัมีอณุหภูมิในการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม ท าให้ลดความ
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ไม่จ าเพาะของปฏิกิริยาด้วย โดยปรับให้เหมาะสมกบัไวรัสท่ีเราต้องการเพิ่มปริมาณเท่านัน้  เม่ือดู
จากค่าทางสถิติ ได้แก่ มีความไว (sensitivity) เท่ากับ 97.65%, ความจ าเพาะ (specificity) 
เท่ากับ 92.59% และ ความถูกต้อง (accuracy) เท่ากับ 95.82%แล้ว พบว่า วิธีการนี ้มี
ความจ าเพาะ ความไว และความถูกต้องท่ีน่าเช่ือถือ เช่น เม่ือเทียบกับการศึกษาก่อนๆ เช่น 
การศกึษาของ F. Nazea(47) ท่ีอาศยัการวดัจาก melting temperature พบว่าวิธีการนี ้น่าจะมี
ประสิทธิภาพสงูกว่า เน่ืองจากการออกแบบอย่างจ าเพาะของ primer และ probe ท าการเลือก
ออกแบบในช่วงท่ี conserve ระหว่าง strain หรือ serotype ของไวรัส ดงันัน้ วิธีการนีส้ามารถ
ตรวจหาไวรัสชิคนุกุนยาได้ทกุ strain และไวรัสเดงกีได้ทกุ serotype และการตรวจหา serotype 
ของไวรัสเดงกี สามารถท าได้ตอ่ โดยอาจใช้วิธีการ PCR แล้วหา sequence เพ่ือมา BLAST เทียบ
กบัฐานข้อมลูก็ได้ 
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ภาคผนวก ก (Appendix A) 

การเตรียมสารเคมี 
1. 5XTris borate buffer (5XTBE) 

Tris-base 54 กรัม, Boric acid 27.5 กรัม, EDTA (pH 8.0) 20 มิลลิลิตร, เติมน า้กลัน่จนได้ปริมตร 
1,000 มิลลิลิตร แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

2. 1XTris borate buffer (1XTBE) 
5XTBE 200 มิลลิลิตร, น า้กลัน่ 800 มิลลิลิตร 

3. 2%(w/v) agarose gel 
Agarose Gel 4 กรัม, 1XTBE 200 มิลลิลิตร, เขย่าแล้วน าไปเข้าไมโครเวฟจนกว่า gel จะละลายเป็น
เนือ้เดียวกนั 

4. 10% Ethidium Bromide 
Ethidium Bromide 30 ไมโครลิตร, น า้กลัน่ 300 มิลลิลิตร 

5. Loading dye 
0.25% Bromphenol blue, 40%(w/v) sucrose in water, เติมน า้กลัน่จนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้ว
เก็บท่ี 4oC 

6.  PBS transport Media 
PBS 50 มิลลิลตร, Penocillin + Streptomycin 5,000 ไมโครลิตร, แบง่ใส่ microcentrifuge tube 1.5 
มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร 

7. LB agar 100 มิลลิลิตร 
agar 1.5 กรัม, yeast extract 0.5 กรัม, peptone 1 กรัม, NaCl 0.5 กรัม, เติมน า้กลัน่ให้มีปริมาตรรวม
เป็น 100 มิลลิลิตร แล้วน าไป autoclave จากนัน้รอให้อณุหภูมิลดลงแล้วเติม ampicilin 100 μ g/mL 
แล้วเทใสp่lateประมาณ 35 มิลลิลิตร 

8.  LB broth 50 มลิลิลิตร 
yeast extract 0.25 กรัม, peptone 0.5 dกรัม, NaCl 0.25 กรัม, เติมน า้กลัน่ให้มีปริมาตรรวมเป็น50 
มิลลิลิตร แล้วน าไป autoclave 

9.  SOC medium 100 มิลลิลิตร 
yeast extract 0.5 กรัม, peptone 2 กรัม, NaCl 1 มิลลิลิตร และ KCl 0.25 mK เติมน า้กลัน่ให้มี
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิกลโูคส 100 ไมโครลิตร และ Mg2+ปริมาตร100 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข (Appendix B) 
รายงานการตีพมิพ์ของวิทยานิพนธ์บางส่วนในวารสาร 

 
1. ตีพิมพ์ในวารสาร Tropical Biomedicine หัวข้อ Entire genome characterization of 

Chikungunya virus from the 2008-2009 outbreaks in Thailand 
2. ตีพิมพ์ในวารสาร Annals ofTropical Medicine and Parasitology หวัข้อ Whole-genome 

characterisation of Chikungunya virus from Aedes albopictus collected in Thailand  
3. คาดว่าจะได้ตีพิมพ์ในวารสาร Tropical Biomedicine หวัข้อ Multiplex real-time RT-PCR 

for detecting Chikungunya Virus and Dengue Virus 
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Abstract. The resurgence of Chikungunya virus (CHIKV) in the southern, northeastern
and northern parts of Thailand, inflicting approximately 46,000 reported cases since
October 2008 until December 2009, has raised public health concerns. In the present
study, we characterized nearly complete genome sequences of four CHIKV isolates
obtained from 2008 to 2009 outbreaks in Thailand. Phylogenetic analysis was performed
to determine the relationships of the study viruses with previously reported isolates.
Results showed that 2008-2009 Thailand isolates belonged to the East, Central and South
African genotype and were most closely related to isolates detected in Malaysia and
Singapore in 2008. This was in contrast to isolates from all previous outbreaks in Thailand
which were caused by an Asian genotype. We describe several novel mutations in Thailand
isolates that warrants further investigation on characterization of CHIKV from different
parts of the country to better understand the molecular epidemiology of Chikungunya
fever outbreaks in Thailand.

INTRODUCTION

Chikungunya Virus (CHIKV) is an
enveloped, single-stranded RNA virus of
positive polarity with a genome of ≈11.8 kb
(Khan et al., 2002) and belongs to the
family Togaviridae and genus Alphavirus

(Strauss & Strauss, 1994). The 5’ two-thirds
of the genomic RNA encode the non-
structural proteins while the 3’ one-third
serves as mRNA for the synthesis of viral
structural proteins (Faragher et al., 1988).

CHIKV is responsible for chikungunya
fever (CHIKF), of which main clinical
features are fever, chills, headache,
myalagia, maculopapular rash and
arthralgia (Mohan, 2006). Although many of
these features are non specific, arthralgia
seems to be more specific to CHIKF than
any other clinical findings (Rianthavorn et

al., 2010). Phylogenetic analysis of the
CHIKV genome based on partial E1 gene
sequences has identified three genotypes of
CHIKV; West African, Asian and East,
Central and South African (ECSA)
genotypes (Powers et al., 2000). CHIKV
was first isolated from a febrile patient
during an epidemic of dengue-like illness
in Tanzania (previously Tanganyika) in
1952–1953 (Robinson, 1955).

The virus is understood to have come
from Africa and was subsequently
introduced to many regions of Asia (Carey,
1971). The first isolation of CHIKV in Asia
was reported from Thailand in 1958
(Hammon & Sather, 1964). Since 2004,
several outbreaks have occurred with
millions of reported cases, involving new
geographical areas (Powers & Logue, 2007)
such as Kenya in 2004, Comoros in 2005
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(Sergon et al., 2007), and several Indian
Ocean islands in 2005 (Schuffenecker et

al., 2006). Furthermore, India reported an
outbreak of unprecedented magnitude with
more than 1.38 million cases in 2006-2007
(Lahariya & Pradhan, 2006; WHO, 2008).
Furthermore, CHIKV has caused large
epidemics in Southeast Asia with cases
reported in Indonesia in 2001-2008(WHO,
2008), Singapore in 2008 (Ng et al., 2009),
Malaysia in 2006 (AbuBakar et al., 2007)
and Thailand in 2008 (Ungchusak, 2008).
Virus strains circulating in Asia were of the
Asian genotype until a shift to the ECSA
genotype occurred in India in late 2005.

In Thailand, outbreaks of CHIKV have
occurred in Prachinburi (1976), Surinn
(1988), Khon Khen (1991), Loei & Prayao
(1993), and Nongkhai & Nakorn Sri
Thammaraj (1995). From late September to
October 2008, CHIKF outbreaks occurred
in many provinces of Southern Thailand.
The initial outbreaks spread over five
villages, affecting 82 individuals, the
majority of whom used to travel regularly
to Malaysia (Bureau of Epidermiology,
Department of Disease Control, Thailand,
2008). The area mostly affected by CHIKV
was Narathiwat, the Southernmost province
of the country. There are plenty of Aedes

albopictus, the vector of CHIKV, in
plantation areas abundant in Southern
Thailand, from where CHIKV was isolated
from Ae. albopictus during the initial
outbreaks (Ungchusak, 2008). We have
already reported the clinical and viral
molecular characteristics of initial CHIKF
outbreaks in Thailand (Theamboonlers
et al., 2009). The same study indicated
that CHIKV strains involved in the
initial outbreaks in Thailand belonged to
the ECSA genotype reported from the
rest of Southeast Asia after 2005. These
isolates harbored the E1-A226V mutation
(Theamboonlers et al., 2009; Rianthavorn et

al., 2010) that is known to increase the
virus transmissibility via Ae. albopictus

(Tsetsarkin et al., 2007). By December
2009, CHIKV spread to the Central (17
provinces), Northeastern (15 provinces)
and Northern (11 provinces) parts of the
country affecting more than 46,000

individuals. The estimated rate of infection
was 75.40 people per 100,000 people
(Bureau of Epidemiology, Department of
Disease Control, Thailand, 2008).

In this study, we established nearly the
whole genome sequence of CHIKV detected
in four serum samples obtained in 2008
and 2009. In addition, the phylogenetic
origin and the diversity of CHIKV strains
responsible for the re-emergence of CHIKF
in Thailand were examined.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

An outbreak of CHIKF was reported in the
Southern Thailand in 2008. Samples were
randomly picked up from sera that were
tested positive for CHIKV by RT-PCR. We
randomly selected one positive serum
sample (CU-Chik10) reported in 2008. In
2009, with the outbreaks still ongoing, we
received more sera and selected 3 serum
samples for genetic characterization; two
(CU-Chik661 and CU-Chik683) from
Narathiwat, and one serum sample, CU-
Chik009, from a patient who had returned
from Nakhonsrithammaraj. Both areas were
provinces in the Southern Thailand. Sample
details are shown in Table 1. The details
and molecular characterization of E1

gene have been reported elsewhere
(Theamboonlers et al., 2009, Rianthavorn
et al., 2010).

Cell preparation

African green monkey, Cercopithicus

aethiops kidney cells, Vero cells, and
Rhesus monkey kidney, Macaca mulatta,
LLC-MK2 cells were used to propagate the
virus from serum samples. These cells
were maintained in growth medium, DMEM
(Sigma, USA), supplemented with 10% heat
inactivated (56ºC for 30 min.) fetal bovine
serum (Sigma, USA), 1.1 g/l sodium
bicarbonate, 2mM L-glutamine, and
antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 µg/mL
streptomycin). Cells were incubated at
37ºC with 5% CO2 in a humidified CO2

incubator.
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Virus propagation

CHIKV infected serum samples were
diluted 1:5 in RNAse free PBS solution
(final pH 7.2–7.4) before grinding in RNAse
free PBS solution (final pH 7.2–7.4) and
filtered through a 0.22 µm filter. Only the
CU-Chik683 sample was propagated in Vero
cell culture and was passaged once before
sequencing. The rest of analyzed isolates
(n=3) were sequenced directly from sera.
Briefly, confluent monolayer Vero cells,
approximately 5x105 cells per T25 flask,
were inoculated with prepared samples for
90 min at 37ºC on a rocker platform. The
monolayer infected Vero cells were
maintained in growth medium, DMEM
(Sigma, USA), supplemented with 10% heat
inactivated (56ºC for 30 min) fetal bovine
serum (Sigma, USA), 1.1 g/l sodium
bicarbonate, 2mM L-glutamine, and
antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 µg/mL
streptomycin), and incubated at 37ºC with
5% CO2 in a humidified CO2 incubator. Once
70-80% cytopathic effect (CPE) was
observed – approximately 5-7 days post
inoculation – the culture supernatants were
collected into bio-freeze vials and kept at -
80oC for viral RNA detection by RT-PCR
and viral titration assay by plaque titration
on LLC-MK2 cells.

Plaque titration assay

LLC-MK2 cells were used for the plaque
assay, modifying the protocol originally
described by Malewicz & Jenkin (1979).
Briefly, LLC-MK2 cells were maintained in
DMEM (Sigma, USA), supplemented with
10% heat inactivated (56ºC for 30 min) fetal
bovine serum (Sigma, USA). Ten-fold
dilutions of the infected Vero cell
supernatant were diluted in 5% RPMI-1640
serum free medium (Sigma, USA).
Subsequently, 70-80% confluent LLC-MK2
cells in a 6 well culture plate were washed
once with Hanks’ balanced salt solution and
then inoculated with 250 µL of ten-fold
diluted samples at 37ºC for 90 min. After
that, the first overlay agar medium was
incubated at 37ºC with 5% CO2 in a
humidified CO2 incubator for 3-5 days until
plaque formation. The second overlay

containing 4% neutral red was added and
incubated as above for 24 hours for plaque
identification.

Whole genome characterization

RNA extraction and RT-PCR

CHIKV was isolated directly from the
patient’s sera (n=3) or from cell cultures
(n=1) originating from the first passage
Vero cells (Table 1). Viral RNA was
extracted using the Viral Nucleic Acid
Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan)
according to the manufacturer’s protocol
and amplified by reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), using
the Superscript III platinum One-Step
Quantitative RT-PCR System (Invitrogen,
Carlsbad, CA). The reaction mixture
consisted of 2 µl of extracted RNA, 5 µl of
2x reaction mix, 0.25 µl of superscript
reverse transcriptase III platinum Taq

polymerase, 0.5 µM of each primer, and
6 µl of nuclease-free water. The RT step
and PCR amplification were performed in
an Eppendorf Mastercycler personal
(Eppendorf, Hamburg, Germany) under the
following conditions: reverse transcription
at 50 C for 30 min; subsequently, initial
denaturation at 95ºC for 3 min; followed
by 40 cycles of denaturation at 95ºC for 1
min, primer annealing at 55ºC for 1 min,
and extension at 72ºC for 2 min; and
concluded by final extension at 72ºC for
7 min. All primers, except for the reverse
primer of fragment 21, are previously
published (Schuffenecker et al., 2006).
The sequence of the newly designed
reverse primer of fragment 21 was
5 ’CTCCTACGTCCCTGTGGG3’ .  The
amplified PCR products were analyzed by
electrophoresis on a 2% agarose gel in TBE
buffer and stained with ethidium bromide.
The expected products were visualized
under UV light, excised from the gel and
purified with the QIAquick Gel Extraction
kit (Qiagen, Hilden, Germany) following
the manufacturer’s instructions. The
purified PCR products were then used for
direct sequencing by First BASE
Laboratories SDN BHD (Selangor Darul
Ehsan, Malaysia).
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Assembly of Genome Sequences and

Sequence Analysis

Genome sequences were analyzed using
the BLAST programme available in NCBI
database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Subsequently, they were edited
and assembled in CHROMASLITE (v.2.0)
and SeqMan (DNASTAR, Madison, WI)
software. All sequences were aligned
using Clustal X version 1.83 and
phylogenetic trees were constructed
applying the neighbor-joining method and
Kimura’s two-parameter with 1,000
bootstrapping method implemented in the
MEGA 3.1 program.

RESULTS

Complete genome analysis of CHIKV in

Thailand

We analyzed the nearly complete genome
sequences of four CHIKV isolates
representative of the 2008 and 2009
outbreaks in Thailand (Table 1). Novel
amino acid changes detected in Thailand
strains as compared to S27 are shown in
Table 2. The length of genome sequences
of four isolates presented in this paper was
11,811 base pairs except for the isolate CU-
Chik661 with a sequence of 11,738 base
pairs. Subsequently, they were aligned with
27 complete genome sequences available
in GenBank. Overall, the genome structures
of these four isolates were consistent with
the previous work. The isolates analyzed in
this study were very closely related,
showing a nucleotide identity of 99.79-
99.89% with one another. Furthermore, they
showed an average whole genome
nucleotide similarity of 97.0% to the S27

prototype, 99.83% to a Malaysian isolate
(Accession number FJ807899) and 99.81%
to a Singapore isolate (Accession number
FJ807896).

Non-structural region

Compared to S27, the CU-Chik661, CU-
Chik009, CU-Chik10 and CU-Chik683
isolates displayed 32 identical substitutions
in the non-structural region: nine in nsP1
(T128K, L172V, E234K, T376M, M383L,
I384L, T481I, Q488R, and L507R), six in
nsP2 (S54N, H374Y, C582Y, S582N, L539S
and A793V), eleven in nsP3 (V175I, Y217H,
P326S, V331A, T337I, K352E, I376T, A382T,
L461P, S462N, and P471S) and six in nsP4
(T75A, T254A, Q500L, I514T, V555I, and
V604I). These changes were also found in
other isolates from the Indian Ocean
Islands in 2006 and 2007 (Schuffenecker et

al., 2006), Kerala, South India in 2006-2008
(Sreekumar et al., 2009), Sri Lanka,
Singapore (Hapuarachchi et al., 2010) and
Malaysia (Huang et al., 2009).

Interestingly, at codon 524 of nsP3,
there was an opal stop codon (UGA) in the
present isolates that was not observed in
S27 and Ross strains. This opal stop codon
was also detected in related alphaviruses
and previously reported CHIKV isolates
(Schuffenecker et al., 2006). It is believed
to have an important role in regulating the
expression of nsP4 by read-through
mechanism (Strauss & Strauss, 1994).
Additional specific changes were also
observed in CU-Chik10 (nsP1-P29S, nsP1-
N186D, nsP2-P79S, nsP3-T338M, nsP4-
N595K, nsP4-R600I, nsP4-T605S, and nsP4-
L606M) and CU-Chik661 (nsP4-Y87H)
isolates. There was also a unique
nucleotide substitution in the isolates of this

Table 1. Sample details

Sample code Date of collection Place GenBank Acc. No. Sample type

CU-Chik661 25 May 2009 Narathiwat GQ905863 Serum

CU-Ckik009* 4 Sep 2009 Bangkok GU301779 Serum

CU-Ckik10 21 Oct 2008 Narathiwat GU301780 Serum

CU-Chik683 27 Jul 2009 Narathiwat GU301781 Culture isolate

* patient returned from Nakhonsrithammaraj, the province in the Southern Thailand.
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study; a synonymous change from A to G
at nucleotide position 6811 in the nsP4
region.

Structural region

Analysis of amino acid changes of the
structural polyprotein showed 25 positions
that were common to all four isolates: three
in C (P23S, V27I and K63R), one in E3
(I24T), fifteen in E2 (G57K, I74M, G79E,
N160T, A164T, L181M, S194G, I211T,
K252Q, M267R, S299M, T312M, A344T,
S375T, and V386A), two in 6K (V8I and I54V)
and four in E1 (A226V, M269V, D284E, and
V322A) proteins. The only isolate
displaying specific changes was CU-
Chik009 with three unique amino acid
changes (E3-K30R, E2-F84L and E2-
Q307R). At nucleotide position 9138,
isolates of this study had reverted back to
wild type nucleotide (T), which had
mutated to C in all previously reported
recent CHIKV isolates.

5’ and 3’ UTRs

The 5’ UTRs of all four isolates were
largely similar to recently described
isolates. Only CU-Chik10 showed a
mutation (T→A) at nucleotide position 64.
Neither insertion nor deletion was observed.

Within the 3’UTR, the sequences
determined in this study showed a 14-
nucleotide (A) deletion in a stretch of 19
nucleotides (A) from positions 11,369 to
11,342 as compared to S27. The same
deletion was previously reported in the
2006 Indian Ocean isolates (Schuffenecker
et al., 2006). However, CU-Chik661 isolates
showed only a single nucleotide (A)
deletion in this region.

Phylogenetic analyses

Figure A1 illustrates the phylogenetic tree
based on full genome analysis. Our isolates
(CU-Chik009, CU-Chik10, CU-Chik683 and
CU-Chik661) were most closely related to
isolates from Malaysia (Accession No.
FJ807899). Moreover, they cluster together
with isolates from 2007-2008 Indian, Sri
Lankan, Italian and Singapore outbreaks.
We also determined the partial E1 gene
sequences as this region has been
extensively used to infer the phylogenetic
relationships of CHIKV.  The phylogenetic
tree based on the partial E1 gene sequence
showed all study isolates within the ECSA
phylogenetic group (Figure A2). In contrast,
the 1958 outbreak in Thailand had been
ascribed to a strain of the Asian genotype.

Table 2. Novel amino acid substitutions identified in Thailand CHIKV isolates

Region polypeptide protein S27 CU-Chik661 CU-Chik009 CU-Chik10 CU-Chik683
position position

nsP1 29 29 P . . S .

186 186 N . . D .

nsP2 614 79 P . . S .

nsP3 1671 338 T . . M .

nsP4 1950 87 Y H . . .

2458 595 N . . K .

2463 600 R . . I .

2468 605 T . . S .

2469 606 L . . M .

E3 290 30 K . R . .

E2 409 84 F . L . .

632 307 Q . R . .
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Figure A1. Phylogenetic tree based on the whole genome of CHIKV. Viruses
were identified by using the nomenclature of country/year of isolation/
GenBank accession number. Scale bar in the bottom indicates the genetic
distance in nucleotide substitutions per site. Numbers represent the
bootstrap support obtained for respective branches

DISCUSSION

In Thailand, CHIKV was first described in
Bangkok in 1958 (Hammon & Sather, 1964)
and was an Asian genotype strain (Powers
et al., 2000). Subsequently, CHIKV emerged
in Thailand with gaps of 2-18 years
between outbreaks: Prachinburi (1976),
Surinn (1988), Khon Khen (1991), Loei and
Prayao (1993), and Nongkhai & Nakorn Sri
Thammaraj (1995). All these outbreaks
were caused by CHIKV of the Asian
genotype (Powers et al., 2000). CHIKV is

presently causing one of the largest
outbreaks reported in the past 50 years.
Starting in October 2008, a cluster of
patients from several villages presenting
with fever, rash and severe arthralgia was
detected at Laharn health center in
Narathiwat. CHIKV was suspected and
subsequently confirmed by the HI
(Hemaggutination inhibitor) test and RT-
PCR methods (Ungchusak, 2008). Since
then, CHIKV has been spreading to the
adjacent and nearby provinces of
Narathiwat including Songkhla, Pattani and
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Yala with several thousands of cases
reported in each area. Not only has CHIKV
been disseminated in the nearby area of
Narathiwat but is also circulating in other
parts of Thailand including the Southeast,
Central, North and East regions of the
country having caused more than 46,000
infected cases (Bureau of Epidemiology,
Department of Disease Control, Thailand,
2008). Due to their magnitude, these
epidemics have raised a public health
concern in Thailand. Consequently, the
Bureau of Epidemiology, Thailand included
CHIKF as one of the notifiable diseases
and launched a nationwide passive

surveillance programme involving all
government and some private hospitals in
November 2008. Considering the preceding
outbreaks in Malaysia, it was assumed that
CHIKV might have been introduced from
Malaysia into the Southern parts of Thailand
where both countries share the border.

This study has demonstrated a high
level of similarity among CHIKV isolates
detected during the same outbreak. As
compared to high levels of genetic drift
expected in an RNA genome, this low level
of genetic variation suggested a high
level of conservation of this RNA virus
in the course of a particular outbreak.

Figure A2. Phylogenetic tree based on the partial E1 gene sequences. Viruses
were identified by using the nomenclature of country/year of isolation/
GenBank accession number. Scale bar in the bottom indicates the genetic
distance in nucleotide substitutions per site. Numbers represent the
bootstrap support obtained for respective branches
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Our study represents the first molecular
epidemiological analysis, to our
knowledge, of a CHIKV outbreak in
Thailand. In this study, the phylogenetic
analysis based on partial glycoprotein E1

sequences further confirmed that recent
CHIKV dissemination in Thailand was
caused by a virus of the ECSA genotype.
The same genotype has been identified
during recent outbreaks in Malaysia,
Singapore, Indonesia, Sri Lanka, Reunion,
Seychelles, Mayotte, Madagascar,
Mauritius, and India. This is in contrast to
the Asian genotype virus strains that were
responsible for previous outbreaks in Asia.

Interestingly, all CHIKV isolates
analyzed during the current outbreak in
Thailand have shown the E1-A226V
substitution (Rianthavorn et al., 2010). In
Semliki Forest Virus (SFV), which belongs
to the same family as CHIKV, protein E1
mediates the entry of the virus into host
cells via fusion process, and cholesterol
plays an important role in mediating the
binding of the viral envelop to the target
membranes (Waarts et al., 2002). Previous
studies have shown that the E1-A226V
mutation of SFV did abolish the cholesterol
dependence of the virus (Vashishtha et al.,

1998; Ahn et al., 1999). This substitution,
therefore, enables the virus to evade
cholesterol-independent mosquitoes such
as Ae. albopictus. Correspondingly, the
most predominant mosquito species
transmitting the wild-type (E1-A226)
CHIKV used to be Aedes luteocephalus,
Aedes furcifer, and Aedes taylori in Africa
and mostly Aedes aegypti in Asia. However,
recent reports have demonstrated Ae.

albopictus as the predominant species in
many CHIKF outbreak areas, which
coincided with the spread of mutant CHIKV
(E1-A226V). In addition, during more recent
outbreaks, CHIKV has spread to several
regions of the world, where Ae. albopictus

is existent, but not Ae. aegypti, further
indicating the potential of Ae. albopictus

mosquitoes in transmitting the virus
(Kumar et al., 2008).

Another interesting observation was
the presence of an opal stop codon in nsP3
region. The same observation has been

reported in all recently reported CHIKV
isolates. It is known that the population of
quasispecies of viruses could seep from
repeated in vitro passages. Therefore,
restricting the number of passages is very
important because the infecting viral
population may keep up a correspondence
to a quasispecies (Domingo & Holland,
1997). Accordingly, the appearance of an
Arg codon instead of the opal stop codon
in S27 is perhaps explained by numerous
in vitro passages of S27. This is further
explained in a previous experiment, which
has shown that the Opal stop codon could
change to Arg in ONN viruses (Lanciotti et

al., 1998).
Though the analyzed CHIKV isolates

from Thailand were genetically closest to
those described recently in Malaysia and
Singapore (Hapuarachchi et al., 2010,
Huang et al., 2009), we detected several
novel amino acid substitutions in our small
cohort of viruses. As the virus is still
circulating in certain parts of Thailand,
further evolution is expected within the
Thailand CHIKV population. This warrants
further investigation of a large cohort of
CHIKV from different parts of the country,
in order to better understand the evolution
of CHIKV in Thailand.
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SHORT COMMUNICATION

Whole-genome characterisation of Chikungunya virus
from Aedes albopictus collected in Thailand

Chikungunya fever (CHIKF) is an impor-

tant public-health problem in several coun-

tries. The causative agent, Chikungunya

virus (CHIKV), is an enveloped, single-

stranded RNA virus in the genus Alphavirus,

of the family Togaviridae, and was initially

discovered 58 years ago, in Tanzania (Ross,

1956; Griffin, 2001). The clinical signs and

symptoms of CHIKF include high fever,

arthralgia, myalgia, headache and rash (Jupp

and McIntosh, 1988; Johnston and Peters,

1996), with the arthralgia, which can persist

for several months or even years, more

specific to CHIKF than any of the other

symptoms (Rianthavorn et al., 2010). Some

cases may also show haemorrhagic signs,

such as epistaxis or gingivorrhagia

(Schuffenecker et al., 2006).

The first known outbreak of CHIKF in

Thailand was confirmed, by antibody testing,

in the 1960s (Hammon and Sather, 1964).

Since then, there have been outbreaks

reported in many of the country’s provinces,

especially in the south, where the latest

epidemic began in late 2008 (Thavara et al.,

2009; Theamboonlers et al., 2009; http://

203.157.15.4/chikun/; www.promedmail.org/

pls/apex/f?p52400:1202:4499468516694014::

NO::F2400_P1202_CHECK_DISPLAY,F2400_

P1202_PUB_MAIL_ID:X,74552). The two

species of mosquito that are considered to be

the main vectors of CHIKV, Aedes aegypti

and Ae. albopictus, are both abundant in the

southern provinces of Thailand, especially in

the many rubber-tree plantations. Aedes

albopictus may be the most important vector

generally (Charrel et al., 2007; Thavara et al.,

2009). Although the CHIKV that were

recently isolated from patients in the south-

ern part of Thailand harbored a mutation —

A226V in their E1 genes — that enhances the

transmissibility of the virus by this species

(Pongsiri et al., 2010; Rianthavorn et al.,

2010), little is known about the CHIKV

carried by mosquitoes in Thailand. In this

study, the entire genome of CHIKV isolated

from Ae. albopictus collected in Uthai Thani

province, in western–central Thailand

(Fig. 1), was characterised, allowing the viral

isolates from the mosquitoes to be compared

with those previously collected from humans

in the south of Thailand (Pongsiri et al.,

2010).

MATERIALS AND METHODS

In August 2009, human bait and sweep nets

were used to collect mosquitoes both inside

the houses of the sporadic CHIKF cases

then occurring in Uthai Thani province, and

outside (within 100 m) of the same houses.

The mosquitoes were divided by species,

gender and collection location (i.e. inside or

outside) and subsequently pooled into five

groups: one of four female Ae. albopictus

collected inside, one of seven male Ae.

albopictus collected outside, one of seven

female Ae. albopictus collected outside, one

of two male Ae. aegypti collected inside, and

one of six female Ae. aegypti collected inside.

All the pools of mosquitoes were kept at

270uC until checked for CHIKV by culture.

The legs and wings of the mosquitoes were

removed before each of the pools of the

insects was ground in RNAse-free phosphate-

buffered saline at pH 7.2. Each resultant

suspension was centrifuged (at 95006g for

5 min) before the resultant supernatant solu-

tion was filtered through a 0.22-mm-pore
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membrane filter. Each filtrate was transferred

onto a culture of the C6/36 (larval Ae.

albopictus) cell line, growing in Medium 199

containing 10% (v/v) heat-inactivated foetal

calf serum, 1% (v/v) of a commercial mixture

of non-essential amino acids (Sigma), 2 mM

L-glutamine, and 1% (v/v) of a solution

containing 100 U penicillin and 100 mg

streptomycin/ml. Each culture was incu-

bated at 28uC in an atmosphere containing

5% (v/v) CO2 (Pongsiri et al., 2010).

Approximately 5–7 days post-inoculation,

the medium from each culture was collected

and checked for CHIKV RNA by reverse-

transcriptase PCR (Pongsiri et al., 2010).

The viral RNA detected was subjected to

whole-genome sequencing (Pongsiri et al.,

2010), before the ‘new’ sequence was anal-

FIG. 1. Map of Thailand showing the location of the mosquito-collection site in Uthai Thani, and the area

affected by epidemic Chikungunya fever in the last 2 years (&).
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ysed, edited, assembled and compared

with the relevant old sequences, using the

BLAST programme (http://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/blast.cgi) and the Chromas Lite

(Technelysium, Tewantin, Australia) and

SeqMan (DNASTAR, Madison, WI) soft-

ware packages. The subsequent phylogenetic

analyses were performed using MEGA 4.0

software (Tamura et al., 2007).

RESULTS AND DISCUSSION

Only one of the five pools of mosquitoes that

were tested — that of the seven female

Ae. albopictus collected outside — was found

PCR-positive for CHIKV RNA. The

genome sequence for the CHIKV in this

sample was almost completely characterised

and submitted to the GenBank database

under accession number GU908223. This

sequence showed 97% similarity with the

S27 prototype, and a mean similarity of

99.8% with CHIKV isolates from cases

of CHIKF investigated in Thailand

(GQ905863, GU301779, GU301780 and

GU301781). In the 59 cap region, the

genomes of the isolates from infected

patients in Thailand displayed 100%

nucleotide similarity with the ‘new’

sequence of the CHIKV from female Ae.

albopictus.

Although, compared with the S27 proto-

type and the other CHIKV sequences in the

GenBank database, the ‘new’ sequence did

not show any novel amino-acid substitutions

in its non-structural region, it did have

four synonymous nucleotide substitutions:

A1681G, T2656C, T3607C and T5443C.

The T3607C substitution was also seen in

CHIKV isolated from Ae. furcifer in Senegal

(accession AY726732).

The structural region of the genome of

the CHIKV from female Ae. albopictus

showed two amino-acid changes, from

alanine to valine at protein position 4 in

the E3 region (the result of a nucleotide

change from cytosine to thymine) and from

alanine to valine at position 226 in the E1

region. The A226V change, which has been

seen in some other recent isolates of CHIKV

from Thailand (Pongsiri et al., 2010;

Rianthavorn et al., 2010), is known to

increase the transmissibility of CHIKV via

Ae. albopictus (Tsetsarkin et al., 2007). The

genome of the CHIKV from female Ae.

albopictus also showed a synonymous sub-

stitution at G10932T.

The detection of CHIKV in wild-caught

Ae. albopictus in the present study is not

convincing proof that Ae. albopictus are

transmitting the virus in Thailand because

the virus detected may have been present, in

one or more recent bloodmeals, in one or

more of the abdomens of the tested mos-

quitoes. The presence of the A226V sub-

stitution in the CHIKV isolate does,

however, support the probability that Ae.

albopictus are transmitting CHIKV in the

study area.

A 39-bp deletion, from positions 11,520–

11,558 at the 39 non-translated region, was

seen in the genome of the CHIKV from

female Ae. albopictus. This deletion has not

been seen in any other CHIKV sequences.

When the relevant fragment (positions

11,520–11,558) was cloned, using the

PGEM vector (Promega, Madison, WI),

and seven of the resultant clones were

sequenced, only five of the clones showed

the 39-bp deletion seen in the sequence

directly obtained from the PCR product

(unpubl. obs.). It is possible, however, that

the cultured viruses originated from more

than one of the mosquitoes in the positive

pool.

A phylogenetic tree based on the E1

gene indicated that the CHIKV isolated in

this study was of an East Central/South

Africa (ECSA) strain (data not shown).

Another tree, based on the whole genome

(Fig. 2), also clustered the ‘new’ isolate

with others of the ECSA strain, and

indicated that this isolate was very closely

related to CHIKV isolates from humans in

southern Thailand (GU301781), Singapore

(FJ445484), Malaysia (FJ807899) and

China (GU199353). The CHIKF in western–

CHIKUNGUNYA VIRUS ISOLATED FROM Aedes albopictus 267
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central Thailand probably represents spread

from the south of the country and, previously,

from Malaysia.

The most recent outbreak of CHIKF in

Thailand began in October 2008, in the

south of the country, close to the border

with Malaysia, (www.promedmail.org/pls/

apex/f?p52400:1202:4499468516694014::

NO::F2400_P1202_CHECK_DISPLAY,

F2400_P1202_PUB_MAIL_ID:X,74552),

and soon spread to many provinces in the

south (Fig. 1), with some sporadic out-

breaks further north. The present study

appears to be the first in which the genome

of CHIKV from mosquitoes caught in

central Thailand has been characterised.

The sequence seen shows the same amino-

acid changes (nsP2-L539S, nsP4-R82S

and E2-K252Q) as seen in the sequences

of viruses collected, from cases of CHIKF,

in outbreaks in Thailand, Singapore and

Malaysia (Ng et al., 2009; Hapuarachchi

et al., 2010; present study). Although, in

the present study, one of the five pools of

mosquitoes collected in an area of central

Thailand affected by CHIKF (i.e. one of

the three pools of female mosquitoes) was

found infected with CHIKV, the CHIKF in

this area remains sporadic, perhaps because

the climate during the rainy months, when

Ae. albopictus generally thrive, is cooler than

in the south of Thailand. Attempts to limit

transmission in this area, by removing

potential breeding sites for the vectors, also

seem to have met with some success

(www.thaivbd.org/cms/images/situation/mn_

chi.pdf). CHIKV has recently been detected

in male Ae. albopictus, indicating that vertical

transmission of this virus may occur (Thavara

et al., 2009). Vector control remains a reason-

able intervention against CHIKF, however,

even if vertical transmission does occur.
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