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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวจิัย ( ฺBackground and rationale) 

 การติดเชื้อไวรัสเดงกีเปนปญหาที่สําคัญในประเทศไทย โดยประเทศไทยเปน 

hyperendemic area ซึ่งหมายถงึมีอุบัติการณของการตดิเชื้อสูง ของการติดเชื้อไวรัสเดงกี ปจจุบัน

ยังไมทราบพยาธิกาํเนิดของการเกิดโรคไขเลือดออกอยางแนชัด แตเชื่อวาการติดเชื้อไวรัสเดงกี

หลังจากที่หายจากโรคแลวจะไมมีภาวะ persistence คือไมมีไวรัสเดงกีทีม่ีชวีิตหลงเหลืออยูใน

รางกาย มีแตภูมิคุมกันที่เกดิขึ้นภายหลงัจากการติดเชื้อเทานั้น แตก็มีไวรัสที่อยูในกลุม flavivivirus 

บางตัวที่มีความสามารถในการที่จะหลบซอนในรางกายหลงัจากการติดเชื้อครั้งแรก เชนมีการศึกษา

พบไวรัสตับอักเสบซีและไวรัสจบีวีซ(ีGBV-C) ในไขกระดูก ดังนั้นการหาหลักฐานวามีไวรัสเดงกี

หลงเหลืออยูในรางกาย กจ็ะทําใหเขาใจพยาธิกาํเนิดของการเกิดโรคมากยิง่ขึ้น และในปจจุบนัยงัไม

มีรายงานการตรวจหาไวรัสเดงกีโดยวิธทีางชีวโมเลกุล หรือ Reverse Transcriptase- PCR (RT-

PCR) ในไขกระดูก 

 
1.2 คําถามการวจิัย (Research Question) 

คําถามหลัก (Primary Research Question)  สามารถตรวจพบไวรัสเดงกีไดในไข

กระดูกของประชากรกลุมทีน่าจะเคยมีการติดเชื้อไวรัส เดงกีมากอน 

 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจยั (objective) 

 เพื่อศึกษาการตรวจหาไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธ ี RT-nested PCR และศึกษาพยาธิ

กําเนิดของโรคติดเชื้อเดงกีและตอเติมสวนของความเขาใจที่ยงับกพรองเกี่ยวกับ ประเด็นเรื่อง viral 

persistence 

 
1.4 รูปแบบการวจิัย (Research Design) 
 การวิจยันี้เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (Descriptive study) 
 
1.5 สมมุติฐานของการวจิัย (hypothesis) 

 สามารถตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธ ี RT-nested PCR ในผูปวยที่เคยติดเชื้อไวรัส

เดงกีในอดีต 
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1.6 กรอบความคิดในการทาํวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 
 
 
 
 
 

 
          

               

    

   

 
 
  
1.7  การใหคํานิยามเชิงปฏิบัติที่จะใชในการวิจัย (Operational Definition) 

1. ผูปวยที่มารับการตรวจไขกระดูกหมายถึงผูปวยที่มีขอบงชี้ในการตรวจไขกระดูก เพื่อ

การวนิิจฉัยและติดตามการรกัษา 

2. Polymerase chain reaction (PCR)เปนวธิีการสงัเคราะหชิน้สวน DNA อยาง

ตอเนื่องเปนปฏิกิริยาลูกโช สวน RT-nested PCR (Reverse transcription-nested 

polymerase chain reaction) เปนเทคนิคการตรวจ PCR ที่พัฒนาเพื่อเพิ่ม 

sensitivity ของการตรวจ 

 
1.8 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected Benefits & Application) 

• เขาใจพยาธิสภาพของการเกิดโรคจากการติดเชื้อเดงกีไวรัสเกี่ยวกับการมี persistence 

• สามารถนําเทคนิคการตรวจหาไวรัสในไขกระดูกเพื่อนาํไปดัดแปลงใชในการตรวจหา

ไวรัสในส่ิงสงตรวจอื่นๆ 
 
 
 

ปจจัยทั่วไป 

• อายุ 

• เพศ 
• ภาวะโภชนาการ 

• ภาวะความเจ็บปวยหรือติดเชื้ออื่นๆ 

• ยา 

ปจจัยจากโรคไขเลือดออกเปน 

primary หรือ secondary infection

ระยะเวลาของโรคในวันที่เก็บสิ่งสงตรวจ 

 

RT-PCR ของ dengue virus 
ส่ิงสงตรวจ 

วิธีการทํา RT-PCR 
วิธีเก็บ 

อุณหภูมิที่เก็บสิ่งสงตรวจ  
ระยะเวลากอนถึงหองปฏิบัติการ 

lab เดียวกัน 

คนทําคนเดียวกัน  

contamination ใน lab 
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บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรม, เอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวของ 
 

2.1 ความรูพืน้ฐานและระบาดวิทยาเกี่ยวกบัเชื้อไวรสัเดงก ี
 เชื้อไวรัสเดงก ี (Dengue virus) เปนหนึ่งใน single-stranded RNA virus ที่อยูใน family 

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

ประเทศฟลิปปนสในป พ.ศ. 2497 หลังจากนั้นพบวามกีารระบาดในประเทศตาง ๆ ทกุทวีป 

โดยเฉพาะประเทศในเขตรอน (รูปภาพที ่2.1 ) ในประเทศไทยพบการระบาดครั้งแรกในป พ.ศ. 2501 

[1] โดยมีแนวโนมของจํานวนผูปวยติดเชือ้ไวรัสเดงกีเพิม่มากขึน้ทกุๆป ตั้งแตที่มีการ ระบาดในทั่ว

ทุกภูมิภาคของประเทศ ยกเวนในป พ.ศ.2542-2543 ซึ่งมีจาํนวนผูปวยลดลง อยางมากเนื่องจากมี

โครงการรณรงคอยางจริงจงั [2] (รูปภาพที ่ 2.2 ตารางที ่ 2.1 ) โดยซีโรไทปทีพ่บมากในประเทศไทย

ไดแก DEN-1, DEN-2 และ DEN-3 

 
Biology of dengue virus 
 Dengue virus เปน RNA ไวรัส การเกิดโรคจากไวรัสในกลุม flavivivirus สวนใหญการติด

เชื้อเกิดผานจากแมลงมายงัมนุษย ไวรัสทีอ่ยูในกลุมนีท้ี่เปนที่รูจกัดีไดแก yellow fever, Japanese 

encephalitis, St Louis encephalitis, tick-borne encephalitis viruses 

 ดังที่กลาวมาแลววา dengue virus สามารถแบงกลุมทาง serology ไดเปน 4 serotype คือ 

DEN-1, DEN-2,DEN-3 และ DEN-4 โดยที่ไวรัสทัง้ 4 ชนิดจะมีความแตกตางกนัทาง serology 

เนื่องจากมีความแตกตางของ envelope protein และพบวา ไวรัส DEN-1 และ DEN-3 มีความ

ใกลเคียงกนัมากกวา serotype อ่ืน 

 
Immune response ในโรคติดเชื้อ dengue 
 Dengue virus ประกอบดวย viral protein 10 ชนิด ไดแก membrane pretein (M), 

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

มีการศึกษา antibody ทีต่อบสนองตอการติดเชื้อไวรัสเดงกี พบวา anti E- antibody ตรงสวน 

envelope protein domain III (E-D3) ที่เปน conserve region ของ flavivivirus เปนสวนที่ม ี

ความสาํคัญตอ infectivity ของ dengue virus ทุก serotype โดยที ่ antibody ตอสวนนี้จะมีผลทํา
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ใหปองกนั การติดเชื้อเดงกีได โดยยับยัง้ binding ของไวรัสกับเซลล และ neutral viral infectivity 

นอกจากนีย้ังมี cross-reactivity ระหวาง serotype ตางๆ ที่จะปองกนัการติดเชื้อไวรัสเดงกีในหน ู

 NS1 เปนโปรตีนที่ถกูสรางและปลอยออกมานอกเซลลมีการติดเชือ้ใหเขาไปอยูในกระแส

เลือด antibody ตอ NS เปนตัวที่สําคญัที่ทาํใหเกิดปรากฏการณ complement-mediated lysis of 

DV-infected cell ใน vivo ในขณะเดียวกนั antibody นี้เองก็มีผลทําใหเกิด endothelial injury 

NS3 เปน antigen ที่สําคัญที่เปนตวักระตุน กลไกการอกัเสบโดยผาน antigen presenting cell แลว

มีการกระตุน dengue-specific CD4 และ CD8 T cell เปนผลทาํให มีการหลัง่ interferon gamma, 

beta และ alpha ทั้งหมดนีจ้ะทําใหเกิดการ lysis ของ dengue-infected cell ในที่สุด 

โดยสรุปพบสวามกีารตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการติดเชื้อเดงก ี โดยผายหลายกลไก ในชวง

แรกการมีกระตุน B cell, NK cell และ IgM สวนชวงหลงัมีการกระตุน interferon gamma และ IgG 

จะมีผลในชวงหลัง สวนในระยะยาวยังไมมีขอมูลที่มากเพียงพอ 

 การติดเชื้อไวรัสเดงกีซีโรไทปหนึง่ ๆ จะทําใหรางกายมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกซีีโรไทป 

นั้น ๆ อยางถาวรไปตลอดชีวิต (homotypic immunity) แตจะมีภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีซีโรไทปอ่ืน 

(heterotypic immunity) และปองกนัการติดเชื้อขามไปยังเชื้อซีโรไทปอ่ืนไดชั่วคราวในชวงระยะเวลา

ประมาณ 3-12 เดือน 

 
Target cells ของ dengue infection 
 โดยทัว่ไปหลังจากที่ไดรับเชื้อจากการที่ถกูยุงกัด จะมีการแบงตัวที่เนื้อเยื่อใตผิวหนัง จากนัน้

เชื้อก็จะเขาไปที่ตอมน้าํเหลอืงและมีการแบงตัวกระจายไปตามเลือด (dissemination) จากนัน้เชื้อ

จะเขาไปอยูตามอวยัวะตางๆ [3] ในชวงนี้จะเปนชวงที่เร่ิมมีไขเชือ้ที่เขาไปอยูใน กระแสเลอืด 

สามารถเขาไปอยูในเซลลตางๆ [4] ไดแก peripheral blood mononuclear cell (PBMC) โดย 

dengue สามารถที่จะอยูไดทั้งใน monocyte และ B lymphocyte นอกจากนีจ้ะสามารถตรวจพบ 

dengue virus ในอวัยวะตางๆทีม่ี cell ดังกลาว จากการตรวจศพผูปวยที่เสียชีวิต จากโรค

ไขเลือดออก จะพบไวรัสที่เนื้อเยื่อตางๆไดแก spleen, thymus, Kupffer cells, monophagocyte 

cells ของผิวหนัง, circulating monocytes, บางสวนของ B-cells และบนผิวของเกรด็เลือด 

การตรวจพบดงักลาวเปนการตรวจดวยวิธ ีviral isolation หรือ antigen detection ดังตาราง 2.2 [5] 
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Location of viral genome in tissues or cells 
 มีการตรวจพบ virus ใน plasma, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) โดย

ตรวจพบทัง้ infectious virus และ viral antigen เชื่อวา cell สวนใหญที่มีสวนในการแบงตวัของ

ไวรัสไดแก monocyte สวนใน B-lymphocyte พบไดบาง 

มีการศึกษาในหองทดลองทีพ่บวา dengue virus สามารถที่จะ ติดเชื้อใน human cell line ได 23 

cell line ในจํานวนนี้ประกอบดวยทัง้ B cell line และ T cell line 

สวนในไขกระดูก มีการตรวจพบวา stromal cells ในไขกระดูกมี dengue antigen และเชื่อวาอาจจะ

เปนสวนที่ ทําใหมี viral replication และ bone marrow suppression ในชวง acute dengue 

infection [6,7] 

 
Immunopathogenesis of dengue infection 
 เชื่อวาการเกิดโรคและพยาธสิภาพใน dengue infection สวนหนึง่เปนจาก การที่ระบบภูมิ

คุม กันของรางกายตอบสนองตอ virus ทีเ่ปน antigen 

หนาทีห่ลักของ antibody response ใน dengue infection ไดแก 
Neutralization 
Complement-mediated cytolysis 
Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

 Antibodies ตอ dengue virus รวมกับ antigen เปน antigen-antibody complex หลังจาก

นั้นมกีารกระตุน CD4+ T cell แลวมีการสราง IL-2, TNF gamma, จะกระตุนใหมีการสราง Fc 

gamma receptor ซึ่งจะชวยเกิด antibody-dependent enhancement of infection หลังจากที่มี

การเพิม่จํานวน monocyte ที่มีการติดเชื้อ dengue ก็มกีารกระตุนและสราง dengue virus-specific 

T cell การที่มกีารเพิม่และกระตุน T cell ก็จะทาํใหมีระดบัของ lymphokines สูงชึน้อยางมาก 

 
Antibody-mediated immunity to dengue virus infection 
 พบวากลไกของการปองกนัการติดเชื้อเดงกปีระกอบไปดวย virus neutralization, 

complement lysis และ antibody-dependent cellular toxicity 

จากการทดลองในหนพูบวา monoclonal antibody ตอสวนที่เปน protein E และ pre-M ของไวรัส

เดงก ี สามารถที่จะปองกนัการติดเชื้อเดงกีซ้ําได ไดมกีารทดลองโดยใช pre-M antibody จาก 

antibody หาชนิด พบวาสอง antibody สามารถทีจ่ะ neutralize ไวรัส และ สามารถที่จะ fix 

complement ไดที่ความเขมขนของ antibody ต่ําๆ สอง ชนิดสามารถที่จะ fix complement เพียง

อยางเดยีว และหนึ่ง antibodyที่เหลือ ไมสามารถมี reactivity 
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Persistent infection in dengue virus 
 ไวรัสในกลุม flavivivirus มักจะไมมีการติดเชื้อแบบ persistence แตอยางไรก็ตามกม็ี

ทดลองที่พบวา Japanese encephalitis virus และ Westnile virus สามารถที่จะ ติดเชื้อและม ี

persistence ไดใน vivo สวนใน dengue virus เองก็ไดมีการทกลองพบวาสามารถทาํใหเกิด 

persistent infection ไดใน cell หลายชนดิ ไดแก Epstein-Barr virus (EBV)-transformed human 

lymphoblastoid cell line, Raji cell [8] 

 
โดยทั่วไปไวรสัสามารถทีจ่ะใชกลไกทีท่าํใหเกิด persistent infection ได 2 วิธไีดแก 

1. มีการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลที่อยูที่บริเวณผิวหนาของเซลล เพื่อที่จะหลบจากการจดจํา 

ของระบบภูมิคุมกันของรางกาย 

2. มีการเปลี่ยนแปลง gene expression เพื่อที่จะใหมีการแบงตัวทีช่าลง เปน nonlytic 

 replication สาเหตทุี่ virus ในกลุม flavivivirus สามารถที่จะแบงตัวและเกิด persistence 

 นั้นมหีลักฐาน จากการใช model ของ virus ในกลุมนี้ ไดแก 
 
Tick-borne encephalitis 
 Strain ที่แตกตางกนัของไวรัส TBEV มีผลตอการเกิด persistent infection ที่แตกตางกัน 

และ cell บางชนิดเองกม็ีความจาํเพาะ ตอการติดเชื้อแตกตางกนั ไวรัสที่มีความผิดปรกตทิาง

โครงสรางที ่ตําแหนง prM, E genes and NS1, gene fragments เปนไวรัสที่มีความสามรถที่จะเกิด 

viral persistence มีการเปรยีบเทยีบการตดิเชื้อ TBEV ใน human kidney cells ในระยะ acute กบั 

chronic infection ในไวรัสที่มีการเกิด persistence มีการเปลีย่นแปลงของ NS1 และ E 

glycoprotein ซึ่งเปน surface glycoprotein ของไวรัส [9] 

 
Model ของการตรวจพบ Flavivirus ในไขกระดกู 
 ไวรัส GBV-C ถูกคนพบในป ค.ศ.1995 เนื่องจากมีลกัษณะทางโครงสราง ที่คลายกับไวรัส 

hepatitis C ถึง 95% ขณะนั้นผูที่คนพบคิดวาไวรัสนี้เปนไวรัสชนิดเดียวกับ ไวรัสตับอักเสบ จงึไดถูก

เรียกอีกชื่อวา hepatitis G virus แตภายหลงัพบวาไวรัสนี้ไมได เปนสาเหต ุ ของการเกิดโรคตับ

อักเสบ จงึทาํใหปจจุบนันยิมเรียกวา GBV-C มากกวา 

 ในชวงที่มกีารคนพบไวรัสนี้ใหมๆ เนื่องจากยังคิดวาเปนไวรัสที่คลายกบัไวรัส HCV จึงมีผูที่

พยายามทาํการศึกษาเกี่ยวกับประเด็น extra-hepatic manifestations ของไวรัสนีว้าเหมือนกับ  
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ไวรัส HCV หรือไม ตอมากพ็บวาสามารถที่จะตรวจพบ GBV-C ไดใน peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC), และตรวจพบไวรัสนี้ไดในไขกระดูก, มาม และตอมน้ําเหลือง โดยวิธ

การยอม antigen ของไวรัส [10,11] 

 ในป ค.ศ. 1998 ไดมีการทดลองหา GBV-C ในไขระดูกรวมกับการใช strand-specific 

reverse transcriptase-polymerase chain reaction (Tth-based strand-specific assay) พบวา 

ทั้ง HCV และ GBV-C มี active replication ในไขกระดูกของผูปวยโรคเลือด ทีเ่ขามารับการเจาะ

ตรวจ ไขกระดูก [12] มีหลักฐานที่สนบัสนนุวา GBV-C เปน lymphotrophic virus จึงสันนิษฐานวา

ไวรัสสามารถ ที่จะแบงตัวไดในเซลลดังกลาวและสามารถตรวจพบ GBV-C ไดในอวัยวะตางๆอยุใน 

reticuloendothelial system 

 ในชวงที่มกีารระบาดของการติดเชื้อไวรัส HIV ไดมีการศึกษาเกีย่วกับบทบาทของ GBV-C 

ไวรัส HIV เนื่องจากเปนไวรัสที่มีคุณสมบัติที่จะติดเชื้อใน CD4 positive T cell เหมือนกัน และมี

การศึกษา in vitro ที่พบวาเมื่อเซลล CD4 positive T cell มี GBV-C อยูกอนเมื่อมกีารติดเชื้อ HIV 

เขาไปในเซลลเดียวกนัจะทําให การแบงตัวของไวรัส HIV ลดลง [13,14] ซึ่งการคนพบดังกลาวแสดง

ใหเหน็วานอกจากไวรัส GBV ในเซลลแลวยังสามารถ ทําใหเกิด interaction ระหวางตัวมนัเองกับ

ไวรัสอ่ืนๆที่ติดเชื้อเขาไปในเซลลเดียวกนั 
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2.2 อาการ/อาการแสดงของโรคเชื้อไวรสัเดงกี 

 โรคติดเชื้อไวรัสเดงกีเปนโรคติดตอจากคนไปสูคนโดยมีแมลงคือยุงลายเปนพาหะ ยุงลาย

ชนิดที่มีความสําคัญในทางระบาดวิทยาคอื Aedes aegypti ซึ่งเปนยุงที่ออกหากนิ ดูดเลือดคนใน

เวลากลางวนั โดยเชื้อไวรัสเดงกีจะแบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น และในที่สุดจะไปอยู ในตอมน้ําลาย

ของยุงตัวเมียที่ดูดเลือดของผูปวยที่มีเชื้อไวรัสเดงกีอยูในกระแสโลหิต ยุงที่มีเชื้อ ไวรัสอยูจะสามารถ

แพรเชื้อไดตลอดชวงชีวิตของมัน 

 ระยะฟกตัวของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีอยูในชวงระยะเวลา 3-15 วัน โดยเฉลี่ยประมาณ 7 วัน 

ผูปวยสวนใหญจะไมมีอาการ สวนในรายทีม่ีอาการนัน้สามารถมีอาการได 4 รูปแบบดังตอไปนี ้

(รูปภาพที่ 2.3) 
1. ไขทัว่ ๆ ไปหรือกลุมอาการติดเชื้อไวรสั (undifferentiated fever or viral 

syndrome; UF) เปนกลุมอาการที่มีลักษณะเหมือนกบัการติดเชื้อไวรัสชนิดอื่น ๆ 

ไมสามารถแยกกันไดจากอาการและอาการแสดงทางคลนิิก คือมีไขสูงเฉียบพลัน 

โดยอาจจะมีผืน่ maculopapular รวมดวยหรือไมก็ได อาการในกลุมนี้มักพบในเดก็

เล็ก 

2. ไขเดงก ี (dengue fever; DF) ผูปวยจะมีอาการไขสูงเฉียบพลัน ปวดศีรษะมาก 

ปวดรอบกระบอกตา ปวดเมื่อยกลามเนือ้ ปวดกระดูกอยางรนุแรงที่เรียกวา “break 

bone fever” การทดสอบทนูิเกตใหผลบวก (positive tourniquet test) สวนใหญจะ

ตรวจพบเม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดต่ํา อาการในกลุมนี้มกัพบในเด็กโต และ

ผูใหญ 

3. ไขเลือดออกเดงกี (dengue hemorrhagic fever; DHF) อาการและอาการแสดง

เหมือนกับไขเดงก ี (dengue fever) รวมกับมีการรั่วของพลาสมา ทําใหตรวจพบ

การเพิม่ข้ึนของ Hct อาจตรวจพบน้ําในชองเยื่อหุมปอดโดยเฉพาะชองเยื่อหุมปอด

ขางขวาจากการตรวจรางกายหรือจากภาพเอ็กซเรยปอด บางรายอาจตรวจพบน้าํ

ในชองทองได ความรนุแรงของอาการในกลุมนี้มีความสัมพนัธกับการติดเชื้อไวรัส

เดงกีคร้ังที่สอง (การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมิ - secondary dengue infection) ซึ่ง

เปนการติดเชื้อไวรัสเดงกีทีต่างซีโรไทปกบัการติดเชื้อครั้งแรก (การตดิเชื้อไวรัสเดงกี

ปฐมภูมิ – primary dengue infection) และจะมีแนวโนมที่จะมีความรุนแรง

มากกวาการตดิเชื้อครั้งแรก ยกเวนในเดก็เล็กที่มีอายุต่ํากวา 1 ขวบซึ่งยงัมีภูมิคุน

กันตอเชื้อไวรัสเดงกีที่ไดรับจากมารดาซึ่งเคยติดเชื้อไวรัสเดงกีมากอนและภูมิคุมกัน
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ดังกลาวยงัหลงเหลืออยูโดยที่ไมสามารถปองกันการติดเชื้อแกเด็กได แตจะทาํให

เกิดอาการของการติดเชื้อไวรัสเดงกีที่รุนแรงได 
 การดําเนินโรคของไขเลือดออกเดงกีแบงออกเปน 3 ระยะดังนี ้
 ระยะที่ 1 ระยะไข (febrile stage)  
 ไขจะสูงเฉียบพลันและจะสงูลอยประมาณ 2-7 วัน ไม ตอบสนองหรอืตอบสนองตอยา

 ลดไขเพียงเลก็นอย รวมกับมีอาการปวดศีรษะ ปวด เมื่อยกลามเนือ้และกระดูก 

 หนาแดง จกุเสียดแนนทองบริเวณลิ้นป ตบัโตกดเจ็บ  คลื่นไสอาเจียน ผลทดสอบทูนิ

 เกตใหผลบวก เลือดออกตามอวัยวะตาง ๆ เชน เลือด กําเดาออก ถายอุจจาระเปนสี

 ดํา ผื่น petechiae ขึ้นที่ผวิหนัง เปนตน 
 ระยะที่ 2 ระยะวิกฤต/ช็อก (shock stage)  
 เกิดพรอม ๆ กับชวงที่ไขลดลงอยางรวดเรว็ เกิดในชวงระยะเวลาประมาณ 24-48 ชั่วโมง 

 ผูปวยสวนใหญมักจะเขาสูระยะนี้หลงัจากปริมาณเกร็ดเลือดต่ําลงประมาณ 12-24 ชั่วโมง

 [15] ถามีการรั่วของพลาสมามากจะทําใหผูปวยมีความดันโลหิตต่ําและช็อกได 
 ระยะที่ 3 ระยะฟนตัว (convalescent stage)  
 มีการหยุดการรั่วของพลาสมารวมกับอาการโดยทั่ว ๆ ไปของผูปวยที่ดขีึ้น ผูปวยจะม ี ความ

อยากอาหารมากขึ้น ปสสาวะออกมากขึ้น หัวใจเตนชาลง อาจมีผ่ืนขึน้บริเวณลําตัว  แขนขา ซึง่เปน

ผื่นที่มีลกัษณะเฉพาะสําหรบัโรคนี้ เรียกวา “convalescent rash” โดยจะ เห็นมีลักษณะเปนวง

เล็ก ๆ สีขาวกระจายอยูบนพื้นแดงซึง่เปน petechial rash ที่ข้ึน รวมกัน 

ความรุนแรงของไขเลือดออกแดงกี แบงออกเปน 4 ระดับ (grade) ดังนี ้(รูปภาพที ่2.4) 

ระดับ 1 (grade I) ผูปวยมีไข รวมกับการทดสอบทูนิเกตใหผลบวก โดยที่ไมพบ

 มีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ และ/หรือ มีจ้ําเลือดขึ้นไดงายจากการโดนกระทบกระแทก 

 (easy bruising) 

ระดับ 2 (grade II) ผูปวยมีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ เอง (spontaneous 

bleeding) 

 ระดับ 3 (grade III) ผูปวยมีความดันโลหิตต่ํา, ชีพจรเบาเรว็, pulse pressure แคบ 

 (นอยกวา 20 มม.ปรอท), ช็อก 

 ระดับ 4 (grade IV) ผูปวยมีภาวะช็อกอยางรุนแรง (profound shock), คลําชีพจร

 ไมได, วัดความดันโลหิตไมได 
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4. ไขเดงกชี็อก (dengue shock syndrome; DSS) คือกลุมอาการไขเลือดออกเดงกี 

(dengue hemorrhagic fever) ที่มกีารรั่วของพลาสมามากจนทําใหผูปวยมีภาวะ

ช็อก คือไขเลือดออกเดงกทีี่มรีะดับความรุนแรง 3 หรือ 4 นั่นเอง 

 
2.3 การเปลี่ยนแปลงทางหองปฏิบัติการทีส่ําคัญ 

2.3.1 การตรวจนับเม็ดเลือด (CBC) ระดับ Hct จะสูงขึ้นจากการที่ผูปวยมีภาวะแหงน้ํา

เนื่องจากรับประทานไดนอย ไขสูง รวมกับมีการรั่วของพลาสมา โดยมกัจะเกดิในวนั

เดียวกนัหรือภายหลงัจากวนัที่ปริมาณเม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดลดลงต่ําที่สุด ซึ่ง

มักจะพบในระยะกอนไขลง ใกลที่จะเขาสูระยะวกิฤต/ช็อก สวนในรายที่ระดับ Hct 

ต่ําลงควรทีจ่ะพยายามคนหาวามีเลือดออกจากอวัยวะตาง ๆ โดยเฉพาะอวัยวะ

ภายในชองทองหรือไม หรือผูปวยอาจมีภาวะเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) จาก

โรคเลือดบางอยางเชน โรคธาลาสซเีมีย ฮีโมโกลบนิเอช เปนตน ปริมาณเม็ดเลือด

ขาวในชวงแรกอาจปกตหิรือสูงกวาปกติเล็กนอย แตประมาณจะลดลงในชวงเวลา

ตอมา โดยอาจจะลดลงอยูในชวง 1,000-2,000 ตัว/ลบ.มม. ได รวมกับมกีาร

เพิ่มข้ึนของเมด็เลือดขาวชนดิ lymphocyte และจากการตรวจดูเสมียรเลือด 

(peripheral blood smear) อาจพบวาลกัษณะของ lymphocyte จะเปน atypical 

lymphocyte ชนิด plasmacytoid ไดสูงถึง 10-35% สวนปริมาณเกร็ดเลือด

สามารถลดลงต่ํากวา 20,000 /ลบ.มม. ได[16] 

2.3.2 การตรวจการตกตะกอนของเม็ดเลือดแดง (ESR) จะปกติในชวงที่มีไข และจะ

ลดต่ําลงในชวงระยะวิกฤต/ช็อก ซึ่งอาจนํามาใชชวยในการแยกโรคกับการติดเชือ้

แบคทีเรียในกระแสเลือด (bacterial sepsis) ได 

2.3.3 การทดสอบทูนิเกต (tourniquet test) ทําโดยการใชเครื่องวัดความดันโลหิตรัดที่

ตนแขน ข้ึนความดันใหอยูกึ่งกลางระหวางความดัน systolic และความดัน 

diastolic คางไวเปนเวลาประมาณ 5 นาท ีแลวอานผลหลังจากคลายความดนัที่รัด

ไวแลวประมาณ 1 นาที โดยแปลผลวา ”บวก” ถามจีุดเลือดออก (petechiae) 

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

และ 5 ของโรคอยูที่ 53.3%, 90.6% และ 98.7% ตามลําดับ ความจาํเพาะ 

(specificity) ของวันที ่ 1, 3 และ 5 ของโรคอยูที ่ 75.8%, 77.8% และ 74.2% 

ตามลําดับ[18] 
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2.3.4 การตรวจการแข็งตัวของเลือด (coagulogram) จะตรวจพบวาคา PT และ PTT 

ยาวกวาคาควบคุมได โดยทีค่า PTT จะมีการเปลี่ยนแปลงมากกวา เกิดจากการที่

การทาํงานของตับบกพรอง รวมกับมีภาวะ DIC 

2.3.5 การตรวจการทํางานของตับ (liver function tests) ผูปวยสวนใหญสามารถ

ตรวจพบการเพิ่มข้ึนของระดับ transaminase enzymes โดยที่ระดบั AST จะเพิม่

สูงกวาระดับ ALT ผูปวยมกัไมคอยมีอาการตาตัวเหลอืง นอกจากจะมี

ภาวะแทรกซอนคือมีภาวะตับวายอยางรุนแรง (fulminant hepatic failure) หรือมี

ภาวะเม็ดเลือดแดงแตกในผูปวยที่มีโรคเลอืดบางชนิดอยูแลว เชน โรคธาลาสซีเมีย 

ฮีโมโกลบนิเอช และโรคขาดเอนไซม G-6-PD เปนตน 

2.3.6 ภาพเอ็กซเรยปอด (chest X-ray) จะพบน้ําในเยื่อหุมปอดไดในระยะที่มีการรั่ว

ของพลาสมา โดยเฉพาะชองเยื่อหุมปอดขางขวา 
 

2.4 การวินิจฉัยโรคไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อก 

 การวนิิจฉัยโรคไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อก (DHF/DSS) นั้นอาศยัอาการทาง

คลินิกและการเปลี่ยนแปลงทางหองปฏิบตัิการเบื้องตนตามเกณฑการวินิจฉัยตามองคการ

อนามยัโลก (WHO) โดยใชเกณฑอาการทางคลนิิก 2 ขอแรกเปนหลัก รวมกับเกณฑการตรวจ

ทางหองปฏิบตัิการอยางนอย 1 ขอ เกณฑดงักลาวนีช้วยใหแพทยสามารถวินิจฉยัโรค

ไขเลือดออกเดงก/ีไขเลือดออกเดงกีช็อกไดตั้งแตในระยะแรกของโรค กอนที่ผูปวยจะเขาสูภาวะ

ช็อกเต็มข้ันได ดังนัน้จงึเปนเพียงการวินิจฉัยเบื้องตน (provisional diagnosis) เทานัน้[17] 
อาการทางคลินิก 

1. ไขสูงเฉียบพลนั (2-7 วัน) 

2. อาการเลือดออก (นับรวมถงึผลบวกจากการทดสอบทนูิเกตดวย) 

3. ตับโต (มักกดเจ็บรวมดวย) 

4. มีภาวะช็อก 
การตรวจทางหองปฏิบัติการ 

1. ปริมาณเกร็ดเลือด < 100,000/ลบ.มม. 

2. มีการเพิ่มข้ึนของ Hct > 20% เมื่อเทียบกับคาปกติเดมิ หรือคาเฉลีย่ปกติสําหรับ

อายุและเพศของประชากรนัน้ ๆ 
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2.5 การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการเพื่อยืนยันการวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกี 
การตรวจทางน้ําเหลือง (Serologic diagnosis) 

 คือ การตรวจหา antibody ตอเชื้อไวรัสเดงกี ซึ่งมีอยูหลายวธิีที่ใชในปจจุบัน แตวธิีที่ไดัรับ

ความนิยมใชกันในหองปฏิบัติการทัว่ ๆ ไปคือวิธี ELISA และ HAI ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

ขอเสียของการตรวจหา antibody คือสามารถมีปฏิกิริยาขาม (cross reactivity) ไดระหวาง 

flavivirus ดวยกันเชน Japanese encephalitis virus (JEV), St. Louis encephalitis virus, West 

Nile virus ซึ่งจะทาํใหมีปญหาในการแปลผล 

ในพืน้ทีท่ี่มีเชือ้เหลานี้อยูดวย สําหรับในประเทศไทยก็จะมีปญหา ในการแปลผลเพือ่แยกจากการติด

เชื้อ JEV ผูปวยสวนใหญจะมี IgM ขึ้นภายหลงั จากมีไขประมาณ 2-4 วัน IgM จะเพิ่มข้ึนและคงอยู

ในชวงระยะเวลาสั้น ๆ ประมาณ 3-6 เดือน สาํหรับการติดเชื้อแบบทุติยภูมินั้นจะพบการเพิม่ข้ึนของ 

IgG กอน IgM ถึงแมวาจะเปนการติดเชื้อไวรัสเดงก ีserotype ที่ตางจากเดิมก็ตาม (รูปภาพที ่2.5) 

 การตรวจทาง serology สําหรับ dengue virus จะคอนขางสลับซบัซอน ในการแปลผล 

เนื่องมาจาก 

1. ผูปวยอาจจะมีการติดเชื้อหลายครั้ง โดยไวรัสเดงกี 4 subtype* ไดเนื่องจากไมมีการ 

cross-protection ของ neutralizing antibodies 

2. ในบางพืน้ทีท่ีม่ีการระบาดของเชื้อไวรัสในกลุม flaviviviruses อ่ืนๆ ก็จะมี ผลการตรวจลวง

เนื่องจากรางกายมีการสราง antibodies ตอ flaviviruses เหลานี้เหมือนกนั 

3. IgG antibodies มีความสามารถที่จะทําใหเกิดการ cross-reactivity ตอ homologous 

และ heterologous flavivirus antigen 

4. หลังจากที่มีการติดเชื้อครั้งกอนรางกายจะมีการสราง antibodies อยูไดนาน 

 
การตรวจหา antibody ตอเชื้อไวรสัเดงกีมีหลายวิธดัีงตอไปนี้ 

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

ทําใหเม็ดเลือดแดงตกตะกอน วิธนีี้จะเปนวิธทีี่เตรียมไดงายและรวดเร็ว ข้ันตอนตองมกีาร

เตรียมสารทีย่บัยั้ง non-specific inhibitor ตางๆ ดวยการเติม acetone หรือ kaolin และ

เติม type O red blood cells เพื่อ remove non- specific inhibitor of agglutinins ขอเสีย

ของวิธนีี้คือ ตองใชการเปรยีบเทยีบ 2 serumในระยะเวลาทีห่างกนั การตอบสนองของ

ระดับ antibody ตอการติดเชื้อ dengue virus ในกรณีที่เปน primary infection จะมีระดับ

ของการตอบสนองโดย antibodies จะสูงขึ้นชาๆ และอยูระดับตํ่าๆ สวนกรณีที่เปน 
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secondary infection การตอบสนองจะรวดเร็วและขึ้นสูง ในกรณีที่เปน primary infection 

ระดับของ antibodies response นอยกวา 1:2,560 แตถา เปน secondary infection ระดับ

ของ antibodies titer ควรจะมากกวา 1:2,560 

เนื่องจากเชื้อไวรัสเดงกีเปนไวรัสที่มีสาร hemagglutinin ซึ่งมีคุณสมบัติทําใหเม็ดเลอืดแดง

เกิดการเกาะกลุมกัน จงึใชคณุสมบัตินี้ในการหา antibody ตอเชื้อไวรัสโดยดูการยบัยั้งการ

เกิดการเกาะกลุมกันของเม็ดเลือดแดง หลังจากผสมซีร่ัมของผูปวยที่เจือจางเปนความ

เขมขนตาง ๆ กับสาร hemagglutinin การแปลผลนั้นอานออกมาเปนคา titer ของซีร่ัมที่

สามารถยับยัง้การเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดงไดอยางสมบูรณ แตตองแปลผลโดยใชซีร่ัม

สองครั้งที่เจาะหางกนัอยางนอย 7 วนั (ตารางที ่ 2.3) วธิีนี้ในปจจุบันยังถือวาเปนมาตรฐาน 

(gold standard) ในการวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ี เปนวิธทีี่สามารถแยกการติดเชื้อไวรัส

เดงกีปฐมภูมแิละทุตดิยภูมไิด แตไมสามารถบอกไดวา antibody ที่ข้ึนนัน้เปนชนิด IgG หรือ 

IgM วิธีนี้สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัสเดงกีไดสําหรับการติดเชื้อแบบปฐมภูมิ สวน

การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมินั้นไมสามารถบอก serotype ไดเนื่องจากเมื่อมีการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีซ้ําดวย serotype อ่ืน จะมีการกระตุนใหมีการสราง antibody ตอเชื้อไวรัสเดงก ี

serotype เดิมใหสูงขึน้ เพราะเชื้อไวรัสเดงกีทัง้ 4 serotypes มี antigen บางสวนที่

เหมือนกนั เรียกปรากฏการณนี้วา “doctrine of original antigenic sin” 

2. Plaque reduction neutralization test (PRNT) เปนวธิีที่มีความไวและความจาํเพาะมาก

ที่สุดเมื่อเทียบกับการตรวจทางน้ําเหลืองชนิดอื่น ๆ สามารถแยก serotype ในการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีปฐมภูมิได[20]แตเปนวิธทีี่มีขัน้ตอนยุงยากในการทําและเปนวิธทีี่ใชเวลาในการ

ทํานาน จึงไมเปนที่ใชแพรหลายในปจจุบนั ใชหลักการลดการเกิดการเกาะกลุมกนั (plaque 

formation) ของเซลลเพาะเลี้ยงที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี หลงัจากนาํเชื้อไวรัสเดงกีไปผสมกับซีร่ัม

ของผูปวย การแปลผลนั้นอานเปนคา titer ของซีร่ัมทีส่ามารถลดจาํนวน plaque ได 50-

90% [21,22] 

3. Complement fixation test (CF) เปนการทดสอบที่อาศัยหลักการทีว่า complement จะถกู

นําใชถามกีารจับกันระหวาง antigen กับ antibody ทําใหไมมีปริมาณ complement เหลือ

มากเพียงพอที่จะทําใหเกิดการแตก (hemolysis) ของเม็ดเลือดแดงที่จับกับ antibody กับ

เม็ดเลอืดแดง วิธีนีเ้ปนวิธทีี่มคีวามจาํเพาะสูง เปนวิธทีี่สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัส

เดงกีสําหรับการติดเชื้อแบบปฐมภูมิได แตวิธีการทํายุงยาก และ antibody ขึ้นชากวา 

antibody ที่ทดสอบไดโดยวิธี HAI [23] 
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Enazyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) เปนการทดสอบที่มีความสะดวก 

รวดเร็ว และงายกวาสามวธิกีารทดสอบทางน้ําเหลืองขางตน มีความไวและความจาํเพาะสงู 

เปนวธิีที่สามารถแยกชนิดของ antibody ระหวาง IgG และ IgM ได สามารถแยกการติดเชื้อ

ไวรัสเดงกีปฐมภูมิและทุติยภูมิได รวมทั้งยังสามารถแยกการติดเชื้อ JEV ได 

หลักการของ ELISA คือ การจับคูกันระหวาง antigen กบั antibody ดังนัน้การตรวจโดยวิธี

นี้จะสามารถทีจ่ะ detect ไดทั้ง antigen และ antibody ที่อยูในตวัอยางสงตรวจ 

 
ขั้นตอนของการทาํ ELISA มีดังนี้ 

1. ในกรณีที่เปนการตรวจหา antibody ก็จะใช antigen ที่เตรียมไว โดยที่ antigen จะเคลือบอยู

บนผิวของ หลมุ 

2. เติมส่ิงตัวอยางที่ตองการทดสอบลงไปในหลุมที่ม ี antigen coat อยู หากม ี antibody ที่

ตองการหาอยูในตัวอยางกจ็ะเกิดการจับกนัของ antibody ที่อยูในสงสงตรวจกับ antigen ที่

อยูในหลมุ 

3. ทําการลางเอาสวนของ antibody ที่ไมตองการออก ทําใหเหลืออยูแต antigen-antibody 

complex 

4. เติม antibody ที่สองลงไปเพื่อใหเกิดปฏกิริยากับ antigen-antibody complex อีกครั้ง แลว

ทําการลางเอาสวนของ second antibody ออก 

5. เติมสารที่มีคณุสมบัติกระตุนปฏิกริยาทําใหเกิดสีในหลุม แลวทาํการอานผล โดยวัดตาม

ปริมาณของส ี หรือแสงจากในหลมุ การอานผลอาจจะใชเปน spectrophotometer หรือ 

optical device อ่ืนๆ 

 ปจจุบันมหีลายวิธยีอย ๆ แตวิธีที่ไดรับความนิยมมากคือ Immunoglobulin M capture 

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

เปนอีกวิธหีนึง่ที่เปนมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ีการแปลผลอาจ

ใชผลจากซีร่ัมเดี่ยวได หรือถาเปนซีร่ัมคูนั้นสามารถเจาะเลือดหางกันเพยีง 2-3 วัน 

การแปลผลวามีติดเชื้อไวรัสเดงกีนัน้ คา antibody ตอเชื้อไวรัสเดงกีจะตองมากกวา antibody ตอ 

JEV ถาเปนการติดเชื้อไวรัสเดงกีปฐมภูมิ คา IgM:IgG จะมากกวา 1.8:1 และคา IgM ตองมีคาอยาง

นอย 40 units หรือมีการเพิม่ข้ึนของ IgM จากคาที่นอยกกวา 15 units เปนมากกวา 30 units สวน

การติดเชื้อไวรัสเดงกีทุตยิภูมินั้นคา IgM:IgG จะนอยกวา 1.8:1 หรือ คา IgM นอยกวา 40 units 

รวมกับมกีารเพิ่มข้ึนของ IgG อยางนอย 2 เทา โดยที่คา IgG ในซีร่ัมที่สองจะตองมีคาอยางนอย 

100 units [17,24-26] 
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 มีหลายการศึกษาที่ใชวธิี ELISA ในการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงก  ีโดยใชส่ิงสงตรวจอื่น ที่

ไมใชเลือด ไดแก น้าํลาย[15-18] ปสสาวะ ซึง่ไดทั้งความไวและความจําเพาะสงู สวนการตรวจ IgM 

ในน้าํไขสันหลงั มีระดับตํ่ากวาระดับ IgM ในเลือดมาก ยงัไมสามารถนาํมาเปนวิธทีี่ใช ในการ

วินิจฉัย ภาวะแทรกซอนทางระบบประสาทจากการติดเชื้อไวรัสเดงกีได 
 
การแยกเชื้อไวรสัเดงกี (Viral isolation) 
 วีธีการแยกเชือ้ไวรัสเปนวิธซีึ่งเปนมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อ 

ไวรัสโดยทั่ว ๆ ไปรวมทั้งเชือ้ไวรัสเดงกีดวย แตวิธีในการทํายุงยาก รวมทัง้ใชเวลานาน เปนสัปดาห 

จึงไมเปนทีน่ิยม วิธนีี้จะตรวจไดในชวงทีม่ีไวรัสในกระแสเลือด (viremia) คือในชวง 6 วันแรก

หลังจากมีอาการ[33] เนื่องจากปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสเลือดจะสูงในชวงแรกและจะลดลงเรือ่ย ๆ 

สวนทางกนักบั antibody ซึ่งจะขึ้นสงูขึ้น 

 ไวรัส dengue สามารถเพาะเลี้ยงไดคร้ังแรกในป 1940 โดยใชซีร่ัมของผูปวยใน suckling 

mouse brain และในป 1960 สามรถเพาะเลื้ยงเชื้อไดใน mammalian cell เชน Vero, LLC, MK2, 

BHK ซึ่งแตละ cell จะมี sensitivity ที่แตกตางกัน และเซลลเหลานี้จะมีการแสดง cytopathic effect 

เมื่อถูกติดเชื้อโดยไวรัสเดงก ีโดยสามารถสังเกตได จาการที่ม ีplaque เกิดขึ้นใน agar 

 ปจจุบันการเลีย้งเชื้อใน mammalian cell นิยมนอยลงเนื่องจากมกีารนําเ ซลลที่ไดมาจาก

ยุงมาใชแทน ซึ่งเปนวิธทีี่ไวมากกวาการใชเซลลอ่ืน แตการใชเซลลที่ไดจากยงุจะเกิด cytopathic 

effect ไดยากเนื่องจากจาํนวนของไวรัส ในเซลลจะสงูมาก ทําใหเซลลตายไดงาย ดังนัน้จึงจะตองใช

วิธีพเิศษในการตรวจพิเศษ ไดแก FA test, PCR และนอกจากนี ้ การเพาะเลี้ยงในระบบนี้ จะใชได

เฉพาะในบางหองปฏิบัติการที่มีการเตรียมเซลลจากแมลงไดเปนอยางดี สําหรับ cell ของยุงทีน่ยิมใช

ไดแก AP-61 จากยงุ Ae. psuedoscutallaris , C6/36 clone จาก Ae. albopictus และ TRA-284 

จาก Tx amboinensis จากเซลลดังกลาวเซลลที่มีความไวที่สุดไดแก TRA-284 แต C6/36 cell line 

นิยมใชอยางกวางขวางมากกวาชนิดอื่นๆ เนื่องจากดูแลรักษาไดงายประกอบกับยงัมีความไวที่ด ี

 การอานผลใชการดูวิธกีารทาํปฏิกิริยาของเซลลเพาะเลี้ยงที่ม ีcytopathic effect (CPE) กับ 

monoclonal antibody ที่มีความจาํเพาะตอเชื้อไวรัสเดงกีแตละ serotype โดยใชวิธกีารยอม 

Immunofluorescence (IF) 

 
การตรวจดวยวิธทีางชวีโมเลกลุ (Molecular detection) 
 วิธีการตรวจทางชวีโมเลกุลสามารถตรวจไดไวกวาวธิีการแยกเชื้อไวรัส เนือ่งจากมี

กระบวนการเพิ่ม ปริมาณของสารพนัธุกรรมของไวรัส ทําใหสามารถ ตรวจหาเชือ้ไวรัสที่มีปริมาณ
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นอย ๆ ได การตรวจทางชวีโมเลกุลนี้มีขอดีกวาการตรวจหา antibody จากซีร่ัมหลายประการ 

สามารถแยก serotype ของเชื้อไวรัสได เปนวิธทีี่มีความจําเพาะสงู ไมมีผลบวกขามกับ Flaviviruses 

ชนิดอื่น ๆ สามารถวินจิฉัยโรคโดยไมจําเปนตองเกบ็ส่ิงสงตรวจสองครั้ง สวนความไวนั้น ขึ้นอยูกับ

ระยะเวลาของโรคในขณะที่เก็บส่ิงสงตรวจ และขึ้นกับชนิดของสิ่งสงตรวจดวย โดยความไวในการ

ตรวจจะสูงมากในชวงที่มีไขทําใหสามารถวนิิจฉัยโรคไดตั้งแตในระยะแรกของ โรค ซึ่งในขณะนั้นการ

ตรวจทางน้าํเหลืองอาจใหผลลบได การตรวจวธิีนีถ้าเก็บส่ิงสงตรวจในชวงระยะกอนไขลงเพียง

เล็กนอยหรือหลังไขลงไปแลวอาจตรวจไดผลลบจากซีร่ัม แตยังอาจจะสามารถตรวจพบไดใน buffy 

coat หรือ peripheral blood mononuclear cell (PBMC) เนื่องจากเชื้อไวรัสเดงกีมีการเพิ่มจํานวน

ในเม็ดเลือดขาว 

 การทาํ RT-PCR โดยหลกัการคือการ amplify ชิ้นสวนของ ribonucleic acid (RNA) 

โมเลกุล โดยการสราง DNA จากสาย RNA ดวยกระบวนการ reverse transcription DNA ที่ไดก็จะ

เรียกวา complementary DNA หลังจากนัน้ จะมีวธิกีารในการเพิม่จํานวนของ specific part of 

DNA หรือที่เรียกวา amplification โดยวิธี polymerase chain reaction ซึ่งกระบวนการนีจ้ะใช 

enzyme DNA polymerase ทําใหเกิดปฎิกริยาที่อุณหภูมิตางๆ 

 
RT-PCR มีขัน้ตอนในการทําดังนี ้
 First strand reaction: เปนการสราง complimentary DNA จาก messenger RNA 

template ดวย dNTPs และ an RNA-dependent DNA polymerase (reverse transcriptase) โดย

การนาํ template มาทําปฎิกริยา dNTPs, reverse transcriptase, primer และ reverse 

transcriptase buffer ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 Second strand reaction: เปนการเพิ่มจํานวนของ DNA โดยใส upstream และ 

downstream primer ทําปฏิกริยากับ DNA polymerase เพื่อทีจ่ะสราง double-stranded DNA 

จากสาย complimentaryDNA เมื่อได double-stranded DNA หลังจากนั้น ทําการเพิ่มอุณหภูมข้ึิน

ไปที่ประมาณ 95 องศาเซลเซียส เพื่อทีจ่ะแยกสาย cDNA ใหเปนสองสาย ตอมากท็ําใหอุณหภูมิ

ลดลงเพื่อใหเกิดปฏิกริยาขัน้แรกใหม หลงัจากที่มกีาร run ปฏิกริยาหลายรอบก็จะไดจํานวนของสาย 

DNA เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เชนถาทํา 30 cycle ก็จะได DNA หลายลาน copies ข้ันตอนตอไปคือการ 

purificatiuon โดย degrade สาย RNA ทีค่งเหลืออยูเพือ่ใหได product ที่มีแต DNA ข้ันตอนนี้จะทํา

โดยการใส enzyme RNase H 
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 การทาํ RT-PCR จะเปนวิธทีี่ชวยใหตรวจหา DNA ที่ sensitive สามารถตรวจหา ไดแมจะมี

ปริมาณเล็กนอยก็ตาม นอกจากนี้ยงัมีการปรับปรุงเทคนิคการทาํ PCR เพื่อเพิม่ sensitivity และ 

specificity เชนการใชเทคนคิ two-step nested PCR, multiplex PCR, NASBA assay 

การตรวจทางชีวโมเลกุลสําหรับการวนิิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีมีหลายวิธีดงัตอไปนี ้

1. Reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนการตรวจหา DNA 

ที่ถูกทําใหเพิ่มจํานวนมากขึน้ (amplification) เปน DNA ที่เปลี่ยนมาจาก RNA ของเชื้อ

ไวรัสเดงกีโดยใชเอนไซม reverse transcriptase (RT) ปจจุบันมีชนดิยอย ๆ อีกหลายวิธี 

เชน nested RT-PCR, real-time RT-PCR, multiplex RT-PCR เปนการทดสอบทีม่ีความไว

และความจาํเพาะสงูสําหรับเลือดเมื่อเทียบกับการแยกเชื้อไวรัสโดยใชเซลลเพาะเลี้ยงชนิด 

mosquito C6/36 โดยมีความไวอยูในชวง 84-100% และความจาํเพาะอยูในชวง 86-

100%[32-39] จะเหน็วาแตละการศึกษาความไวและความจาํเพาะตางกนั เนื่องจากมีการ

ใช primer ตางกนั สารเคมีที่ใชในปฏกิิริยาตาง ๆ รวมทัง้เครื่องมือและอุปกรณ ตาง ๆ 

แตกตางกนั ทาํใหในปจจุบันยงัไมมีการทดสอบ RT-PCR ที่เปนมาตรฐานสําหรับการ

วินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ีสิ่งสงตรวจอื่นที่ไมใชซีร่ัมเชน เลือด, buffy coat และปสสาวะ

[40-43] ก็สามารถนํามาเปนสิ่งสงตรวจเพื่อใชในการทดสอบดวยวธิี RT-PCR ได มี

การศึกษาที่เทยีบสิ่งสงตรวจระหวางเลือดซีร่ัมและ buffy coat พบวาซีร่ัมเปนสิ่งสงตรวจที่ดี

ที่สุด[44] 

2. Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) เปนวธิีทีต่รวจหา RNA ที่ถกูทาํ

ใหเพิ่มปริมาณขึ้น โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิคงที่ ไมมีการเปลี่ยนอณุหภูมิขึ้นลงเหมือนกับ

วิธ ี RT-PCR และมีการปนเปอนในหองปฏิบัติการนอยเนื่องจากเปนการตรวจหา RNA ซึ่ง

เปนขอดีของวธิีนีท้ี่เหนือกวาวิธ ีRT-PCR แต RNA มีความคงตัว (stability) นอยกวา DNA 

การอานผลใชวิธี electrochemiluminescence (ECL) การตรวจวินิจฉยัโรคติดเชื้อไวรัส

เดงกีดวยวิธ ี NASBA โดยใชเลือดเปนสิง่สงตรวจมื่อเทียบกับการแยกเชื้อไวรัสโดยใชเซลล

เพาะเลี้ยงชนดิ mosquito C6/36 โดยมีความไว 98.5% และความจําเพาะสงูถงึ 100% 

[45]แตการศึกษาเกีย่วกับวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีดวยวิธ ี NASBA ยังไมไดรับความ

นิยมและยังไมเปนทีแพรหลายเมื่อเทยีบกับการตรวจดวยวิธี RT-PCR 
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รูปที ่2.1: ระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีในประเทศตาง ๆ 
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รูปที ่2.2: อัตราการปวยจากโรคไขเลือดออกป 2503-2545 
 

 
 
 
 
รูปที2่.3: แสดง โปรตีนของไวรสัเดงก ี    
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รูปภาพท2ี.4: ระดับความรุนแรงของไขเลือดออกเดงกี 
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รูปภาพที2่.5 : รูปแบบของอาการ/อาการแสดงของโรคติดเชื้อไวรัสเดงก ี
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

22 

รูปภาพที2่.6: ตอบสนองของภูมิคุมกันใน primary และ secondary dengue infection 
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ตารางที ่2.1 การกระจายของเชื้อไวรัสเดงกีในภูมภิาคตางๆแยกตาม serotype 
 
Geographic distribution of dengue virus serotypes and genotypes identified by 
comparative sequence analysis of RT/PCR fragments 

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

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

III. Thailand/The Phillipines 

 

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

Caribean (1980-90s) 

II. Sri Lanka/ The Seychelles 

III. Africa 

IV. Africa (endemic) 

Dengue-3 I. Malaysia/Indonesia/Pacific islands 

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

III. Carribean/ Pacific islands (1970) 

IV. Thailand (1971) 

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

American-Carribean/Pacific islands 
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ตารางที2่.2 แสดงการพบไวรสัเดงกีในอวัยวะตางๆของผูปวยทีเ่สียชวิิตจากโรค
ไขเลือดออก 

Tissue Reference Method 

No virus 

detected 

(positive/no. 

tested) 

Virus not 

detected 

(no. tested) 

Nisalak et al, 1970 Virus isolation (tissue culture, 

newborn mice) 

Blood 

(5/103),lymph 

node (1/22), 

bone marrow 

(1/21), liver 

(1/9) 

Liver (92), 

spleen(65), 

kidney(59), skin 

Guzman et al, 1984 Virus isolation (tissue culture, 

newborn mice) 

Liver (1/9) Blood(4), 

spleen(6), 

brain(5), 

kidney(4) 

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

spleen(1/16), 

midbrain, (1 

/16), heart 

blood(1/15) 

Lymph node 

(16) 

Cerebrum (16) 

Cerebellum (16) 

Kidney (5) 

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

Bhamarapravati and 

Boonyapaknavil, 1966 

Antigen detection Spleen (1/21), 

thymus (1/21) 

Liver (21), 

lymph 

node(21), 

skin(21), 

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

รายระเอียดกระบวนการทํา RT-PCR และการตรวจทาง serology โดยวิธี HAT และ ELISA 
 

3.1  หลักการทั่วไปของกระบวนการ RT-PCR 
 วิธี PCR เปนวิธกีารตรวจหาสารพนัธกุรรมประเภท DNA (deoxyribonucleic acid) 

ภายหลงัจากทําการเพิม่ (amplification) จํานวนสารพนัธุกรรมแลว จึงเปนวิธทีี่สามารถตรวจหาสาร

พันธกุรรมปริมาณนอย ๆ ได เปนวิธทีี่มีความไวและความจําเพาะในการตรวจสูง และมีการนาํมาใช

ในการวินิจฉยัโรคติดเชื้อหลายชนิด ไมวาจะเปนโรคติดเชื้อแบคทีเรีย, ไวรัส, เชื้อรา, และปรสิตทั้ง

ประเภทโปรโตซัว และหนอนพยาธิ สําหรับการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกนีั้น ตองใชเอนไซม 

reverse transcriptase เพือ่เปลี่ยน RNA (ribonucleic acid) เปน DNA กอน เนื่องจากเชื้อไวรัส

เดงกีเปนเชื้อไวรัสประเภท RNA จึงเรียกวิธีการนี้วา reverse-transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 

 สําหรับวธิี RT-PCR ที่ใชในการวิจยันี้เปนวิธี nested RT-PCR คือมีการทํา PCR 2 คร้ัง แต

ละครั้งของ PCR ใช primer ที่แตกตางกัน กลาวคือ ภายหลังจากไดผลิตภัณฑจากกระบวนการ 

PCR คร้ังแรกแลว มกีารทํา PCR คร้ังที่สองโดยการใช primer อีกคูหนึง่ที่แตกตางจาก primer คูแรก 

ทําใหผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการ PCR คร้ังที่สองมขีนาดเล็กกวารอบแรก วิธีการ nested RT-

PCR นี้จะเพิ่มความจาํเพาะของการตรวจ PCR มากขึ้น 

 
3.2  ขั้นตอนการทาํ RT-PCR สําหรบัการตรวจหาเชื้อไวรสัเดงกี 
 ในบทความนีจ้ะกลาวถงึขั้นตอนของการทาํ RT-PCR สําหรับการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีโดย

คราว เฉพาะทีใ่ชในงานวิจัยนี้เทานั้น ซึ่งมขีั้นตอนดังตอไปนี้ 
1. การเตรยีมและการเก็บรกัษาสิ่งสงตรวจ 

 สิ่งสงตรวจที่ไดคือ น้ําลายและเซลลเยื่อบุกระพุงแกม (ซึ่งละลายอยูในสารละลาย buffer) 

จะถูกนํามาปน (centrifuge) แลวเก็บตะกอนที่ไดจากการปน (pellet) ไวที่อุณหภูมิ –80 องศา

เซลเซียส ในกรณีทีย่ังไมไดนํามาสกัดสารพันธุกรรม ซึ่งสามารถเก็บส่ิงสงตรวจดังกลาวไดเปน

เวลานานมากกวา 1 ป 
2. การสกัดสารพันธกุรรม RNA ของไวรสั 

 ส่ิงสงตรวจที่ถกูเก็บไวจะถูกนํามาสกัดสารพันธกุรรมของเชื้อไวรัสเดงก ี โดยใชน้าํยาและชุด

อุปกรณของบริษัท QIAGEN ชื่อการคา “QIAmp® Viral RNA Mini Kit” ซึ่งจะไดสาร พนัธกุรรม 
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ประเภท RNA ซึ่งจะเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีสในกรณีที่ยงัไมนําไปตรวจดวยวธิี RT-PCR 
3. การเตรยีม cDNA (complimentary DNA) 

 เปนกระบวนการที่ทาํให RNA ที่สกัดไดเปลี่ยนเปน DNA โดยใชเอนไซม reverse 

transcriptase เรียกกระบวนการนีว้า “reverse transcription” ขั้นตอนนี้ใชน้ํายาและชุดอุปกรณของ

บริษัท Promega ชื่อการคา “ImProm-II RT” 
4. การทาํ PCR ครั้งที่ 1 

 นํา cDNA ที่ไดปริมาณ 2.5 ไมโครลิตรไปผานกระบวนการเพิม่ปริมาณ DNA คร้ังที่ 1 คือ 

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

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

outer1 และ Den outer2 ตัวละ 0.75 ไมโครลิตร 

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

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

 นํา DNA ที่ไดจากการทํา PCR คร้ังแรกมาขยายปริมาณโดยการทาํ PCR คร้ังที ่ 2 คือ 

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

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

inner1 และ Den inner2 ตัวละ 0.75 ไมโครลิตร 

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

Dengue inner2 คือ 5’-gggggTCTCCTMTAACCTCTAKTCCTT-3’ 
6. การอานผลการตรวจ 

 นํา DNA ที่ผานการขยายโดยกระบวนการ RT-PCR แลวไปตรวจสอบ โดยใช DNA ที่ได

ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ที่ผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตรไปแยกดวยกระแสไฟฟา 

(electrophoresis) บน agarose gel ที่ผสมกับ TBE buffer และ marker แลวนาํไปยอมดวย 

ethidium bromide ซึ่งเปนสารเรืองแสง กอนนําไปตรวจดูและถายรูปแถบ DNA ภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต 
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บทที่ 4 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

4.1 รูปแบบการวจิัย (Research Design) 
 การศึกษานี้เปนการศึกษาเชงิพรรณนา (Descriptive study) 

 
4.2 ระเบียบวธิวีจิัย (Research Methodology) 

4.2.1 ประชากร(Population) 
ประชากรเปาหมาย (Target Population) 

 ประชากรผูใหญทั่วไปทีเ่คยติดเชื้อไวรัสไขเลือดออกมากอน 
ประชากรตัวอยาง (Sample Population) 

 ผูปวยโรคเลือดที่เปนผูใหญ ที่เขามารับการรักษาทีโ่รงพยาบาลจฬุาลงกรณในการเชวง

 ระยะเวลาทีท่าํการศึกษา และมขีอบงชี้ในการเจาะไขกระดูกเพือ่การวนิิจฉัยและติดตาม

 การรักษา 

4.2.2 กฏเกณฑในการคัดเลือกเขามาศกึษา (Inclusion criteria) 

 ผูปวยที่จะเขาสูการวิจยัตองมีคุณสมบัติครบทุกขอดังตอไปนี้ 

มีอายุมากกวา 15 ป 

• ผูปวยที่มีขอบงชี้ในการตรวจเจาะไขกระดกูเพื่อการวนิิจฉัยและติดตามการรักษา 

4.2.3 กฏเกณฑในการตัดออกจากการวจิัย (Exclusion Criteria) 

 ผูปวยที่มีคุณสมบัติอยางนอย 1 ขอดังตอไปนี้จะถูกตัดออกจากการวจิัย 
 

ผูปวยที่มีอาการของไขเฉียบพลันในชวง 4 สัปดาหกอนทีม่ีการเจาะไขกระดูก 

ตัวอยางที่ไดจากการทาํ bone marrow aspiration มีปริมาณนอยกวา 5 ml. ซึ่งไม

สามารถตรวจหาไวรัสทางชวีโมเลกุลได 

 4.2.4 การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample Size Determination) 

 จํานวนตวัอยางคือผูปวยทัง้หมดทีม่ารับการเจาะไขกระดูกในชวงระยะเวลาที่ศึกษา ซึ่ง

 รวมผูปวยที่เปนโรคเลือดและผูปวยติดเชื้อไวรัสเอดส จํานวน 50 ราย 

 4.2.5 วิธีการเก็บตัวอยาง (Sample Techniques) 

 ผูปวยทุกรายที่มีคุณสมบัตคิรบตามเกณฑ (Consecutive cases) 
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4.3 วิธีและขั้นตอนการทาํวิจยั (Study Methods) 

• ถามประวัติและตรวจรางกาย บันทึกรวบรวมขอมูลตางๆตามแบบบันทึกขอมูล 

เก็บตัวอยางไขกระดูกจากผูปวยที่เขามารับการเจาะตรวจไขกระดูกทีห่นวยโลหิต

วิทยาโลหิตวทิยาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณโดยใช syringe ดูดทํา bone marrow 

aspiration ปริมาณ 5 ml. และเก็บเลือด EDTA blood 5 ml. โดยที่ผูปวยไดรับการ

อธิบายวิธีการศึกษาและลงนามใบยินยอม 

การเก็บตัวอยางเปน consecutive case 

ส่ิงสงตรวจทุกชนิดจะถกูนาํสงหองปฏิบัติการภายใน 4 ชม. ในกรณีทีไ่มสามารถสงถึง

หองปฏิบัติการไดภายในระยะเวลาดังกลาวก็จะเก็บส่ิงสงตรวจ ไวในตูเย็น 

ทําการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกีจากไขกระดกูโดยวธิ ี RT-nested PCR โดยไขกระดูกจะถูก

นํามาสกัดสารพันธกุรรมตาม protocol 

การตรวจหา dengue antibody จะทาํในวนัเดียวกับการทํา RT-nested PCR ในไข

กระดูก หรือเกบ็ไวในอุณหภมูิ -80 องศาเซลเซียสกรณีที่ไมไดทําการตรวจในวันนั้น 

• บันทกึผลการตรวจพบลงในแบบบันทกึการทําศึกษาวิจยั 

เก็บเลือด EDTA blood เพือ่นํามาตรวจ serology โดยวิธ ีHAI และ ELISA 

ตัวอยางที่เหลอืจากการศึกษาจะถูกเกบ็ไวเปนเวลา 5 ปเพื่อทาํการศึกษาเพิม่เตมิใน

อนาคต หรือตรวจซ้ําในกรณีที่กรณีผลการตรวจมีความขดัแยง 

 
4.4 การสังเกตและการวัด (Observation and Measurement) 

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

 การติดเชื้อเดงกีไวรัสของประชาการที่ศึกษาโดยวิธ ี การหาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีโดย

 วิธ ีELISA และ HAI 
4.5  การเก็บรวบรวมขอมลู (Data Collection) 
 ขอมูลทั้งหมด ประวัติ ผลการตรวจรางกาย ผลทางหองปฏิบัติการตางๆ จะไดรับการลง

 บันทกึในแบบเก็บขอมูลของผูปวย โดยผูทาํการวิจัยเปนผูรวบรวม 
 
4.6 การวิเคราะหขอมูล (Data Analysis) 

 เนื่องจากการศึกษาเปน descriptive study จึงใชการหาอตัราการตรวจพบและการ

 พรรณนาผลของการวิจัยในการวิเคราะหขอมูล 
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4.7 ปญหาทางจริยธรรม (Ethical Considerations) 
 การลดปญหาดานจริยธรรมผูปวยที่เขารวมโครงการทุกคนไดรับขอมูลโดยละเอียดถึง วิธีการ 

ตรวจ และไดสงรายละเอียดใหคณะกรรมการพจิารณา เพื่อขอความเหน็และตองไดรับการ

ยินยอมเปนลายลักษณอักษร (informed consent ) จากผูปวยกอน 
 
4.8 ขอจํากัดในการวิจยั (Limitation) 

การแชส่ิงสงตรวจไวในตูเยน็ ในกรณีที่ไมสามารถสงสิ่งสงตรวจถงึหองปฏิบัติการภายใน 4-

6 ชั่วโมง เชน วันหยุดราชการนั้น อาจทําใหผลการทํา RT-PCR เปนผลลบปลอม  (false 

negative) มากขึ้น จากการสลายตัวของ RNA ของเชื้อไวรัสเดงก ี เนื่องจากมีการ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของสิ่งสงตรวจขึ้นลงหลายครัง้กอนที่สิ่งสงตรวจจะไปถึง 

ยังหองปฏิบัตกิาร เพื่อสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (viral RNA extraction) เนื่องจาก

เปนการศึกษาการตรวจหาไวรัสในไขกระดูกในผูปวยที่ไมมีอาการของไขเดงกี  ซึ่งจะ

มีไวรัสในรางกายนอย จงึอาจทําใหอัตราการตรวจพบไวรัสไดนอยลง 

 
4.9 อุปสรรคที่ผูวิจัยคาดวาจะเกิดขึ้นในขณะดาํเนนิการวิจัยและมาตรการในการแกไข 
 อุปสรรค 

• เนื่องจากการตรวจหาไวรัสโดยเทคนิคการทํา RT-nested PCR เปนการตรวจที่

ตองใชประสบการณและทกัษะในการทาํ ดังนั้นผูทําการวิจยัตองฝกปฏิบัติทํา

การตรวจในสิง่สงตรวจอืน่ๆนอกเหนือไปจากไขกระดูก เชนใน buffy coat, 

serum 

• ผูปวยไมมาตรวจติดตามภายหลงัจากจําหนายออกจากโรงพยาบาลแลว ทาํให

ไมมี paired serum ในการตรวจหาภูมิคุมกันตอเชื้อไวรัสเดงกีโดยวธิ ีELISA ทาํ

ใหไมทราบการวินิจฉัยที่แนนอน เพื่อที่จะยืนยันวาในชวงที่ผูปวยมารบัการเจาะ

ไขกระดูกไมไดมีการติดเชื้อเดงกีนาํมากอนในชวงระยะเวลาไมนาน 
 มาตรการในการแกไข 

 โทรศัพทเตือนผูปวยหรือญาติของผูปวยกอนถึงวนันัด 1 วนั 
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4.10 การบรหิารการวจิัยและตารางการปฏิบัติงาน (Administration and Time  Schedule) 
 

2547 2548 2549 การดําเนินงาน 

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

1. ศึกษาและเตรียมงาน * * *                 

2. รวบรวมขอมูล และ

ทดสอบทางหองปฏิบัติการ 

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

3. วิเคราะหขอมูล              * * * *   

4. สรุปและเขียนรายงาน                * * *  

5. รายงานผล                   * 

 

4.11 งบประมาณรายจายของโครงการวิจัย (Budget) 

• งบประมาณ ( Budget) หมวดคาใชสอย 

• คาอุปกรณและเครื่องใชสํานกังาน, คาเจาหนาทีพ่ิมพเอกสาร 2000 บาท 

• หมวดหัตถการ – คาตรวจ RT-nested PCR คร้ังละ 600 บาท จํานวน 50 คร้ัง

เปนเงิน 30000 บาท 

• คาตรวจเลือด ELISA 200 บาทตอครั้ง รายละ 2 คร้ัง 50 ราย เปนเงิน 20000

บาท 

• หลอดแกว EDTA หลอดละ 4 บาทจํานวน 100 หลอด เปนเงนิ 400 บาท 

• คาเข็มเจาะเลอืดเบอร 22 จํานวน 100 อันเปนเงิน 100 บาท 

• คาจางเจาหนาที ่5000 บาทตอเดือน จํานวน 12 เดือน เปนเงนิ 60000 บาท 

• รวมเปนเงนิ 135000 บาท 
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บทที่ 5 
 

ผลการวิจัย 
 
ขอมูลของผูปวยที่เขาการศึกษา 
ลักษณะทัว่ไปของผูปวย 

 การศึกษาครั้งนี้มีผูปวยเขารวมการศึกษา 74 ราย เปนผูปวยที่มารับการเจาะตรวจไขกระดูก

ที่คลินิกโรคเลือด 69 รายและผูปวยใน 5 ราย โดยผูปวยทีม่ารับการเจาะตรวจไขกระดูกที่ตึกผูปวย

นอกมารับการเจาะตรวจเพื่อติดตามการ รักษาภาวะโรคเลือดที่เปนอยู แบงตามประภทของโรคตาม

ตารางที่ 5.1 

 ผูปวยในการศกึษาที่มารับการเจาะไขกระดูกทุกรายไดรับการเจาะเลือดเพื่อตรวจทาง 

serology ในวันที่มาตรวจครั้งแรกและภายใน 4-6 สัปดาหหลังจากที่มกีารเจาะตรวจครั้งแรก โดยมี

ผูปวยมาตรวจเลือดครั้งที่สองทัง้หมด 26 ราย ดงันัน้จงึมผีลการตรวจทาง serology เปรียบเทียบการ

เปลี่ยนแปลงของ titer 26 ราย ดังแสดงในตารางที ่5.3 

 
ลักษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรสเดงกีในไขกระดกูโดยวธิ ีRT-PCR 
 จํานวนของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวิธี RT-PCR ในชวงระยะเวลาที่

ทําการศึกษาจํานวน 3 ราย โดยมีรายละเอียดดังนี ้

 
ผูปวยรายทีห่นึ่ง 
 ผูปวยชายอายุ 56 ป ภูมลิําเนาอยูที่ กรุงเทพมหานคร ไดรับการวนิิจฉัยวาเปน chronic 

myelogenous leukemia (CML) เมื่อป 2539 มาตรวจดวยอาการ ไข, ออนเพลียและตับมามโต 

แพทยตรวจพบวามีเม็ดเลือดขาวในเลือดสูง ลักษณะของเม็ดเลือดขาวมีความผิดปรกติ โดยพบเซลล 

myeloblast สูง ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่อตรวจทางพยาธวิิทยา ผลของไขกระดูก มีลักษณะ

เขาไดกับ ผูปวยมีประวัติการรักษาวัณโรคเมื่อตนป 2539 โดยไดรับการวินิจฉยัวาเปน TB pleura 

ขณะนั้นมีอาการน้ําในเยื่อหุมปอด (pleural effusion) โดยผล pleural biopsy พบมี granulomas 

ผูปวยไดรับยาวัณโรคนาน 18 เดือน ตอมามีอาการปรกติ 

 
การรกัษา 
 แพทยไดใหการรักษาโดยใชยาทีย่ับยัง้การแบงตัวของเซลลมะเร็งไดแก hydroxyurea โดย

ปรับขนาดยาตามการตอบสนองของการลดลงของเซลลเม็ดเลือดขาวที่ผิดปรกต ิ รวมกับยา 



 

 

33 

allopurinal เพื่อลดกรด uric ในเลือดที่สงูเนื่องจากมีการสรางและทาํลาย เซลลมากขึ้นจาก ภาวะ

มะเร็ง 

 การรักษาดวยยา hydroxyurea ไดผลอยูในชวงแรกของการรักษา แตตอมามี จาํนวนของ

เม็ดเลือดขาวสูงขึ้น ซึง่บงถงึการที่ผปวยไมตอบสนองตอ hydroxyurea ที่ผูปวยกําลังไดรับอยู แพทย

จึงไดปรับสูตรการรักษาโดย เพิ่มยา 6-MP (mercaptopurine) ซึ่งเปนยา purine antagonist ยับ้ยัง

การสราง DNA และ RNA ผูปวยไดัรับยา 6-MP นาน และตอมาม ี leukocytosis เพิ่มข้ึน จงึได 

ปรับเปลี่ยนการรักษาอีกครั้งโดยใชยา Imatimib ซึ่งเปนยาในกลุม thyrosine kinase inhibitor ที่มี

ความจาํเพาะตอ tumor ที่สรางจากยนี Bcr-Abl 

 ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่ติดตามการรํกษา โดยไขกระดูกไดนํามาตรวจเพือ่ติดตาม

ประเมินติดตามการรักษา และสวนของไขกระดูกได นํามาตรวจหา dengue genome โดยวธิี RT-

PCR ไดมีการเก็บตัวอยางเลือดของผูปวย 2 คร้ัง หางกันประมาณ 5 สัปดาห จากการตรวจ CBC ใน 

peripheral blood smear ไมพบม ีmyeloblast cell 

 ผลการตรวจเซลลที่ไดจากการเจาะไขกระดูกของผูปวยรายนี้ไมพบมีลักษณะเซลลที่

ผิดปรกติ 

 ผลทางพยาธสิภาพของไขกระดูก normocellular trilineage marrow with no histological 

evidence of ผลของการตรวจ HI และ ELISA ของผูปวยรายนี้แสดงดังตาราง 5.3 

 จากการซักประวัติผูปวยเรื่องการเจ็บปวยภายในชวง 4 สัปดาหกอนที่จะมกีารเจาะไข

กระดูก ผูปวยใหประวัตวิาปรกติไมมีไขมากอน และ ปฏิเสธการวนิจิฉัยโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีภายใน

อดีต 
 
ผูปวยรายที่สอง 
 ผูปวยหญิงอายุ 38 ป อาชีพพยาบาล ภูมิลําเนาอยูทีจ่ังหวัด พิษณุโลก ผูปวยมาตรวจที่

โรงพยาบาล คร้ังแรกเมื่อเดือน มนีาคม 2548 ดวยอาการ ไข, หนา,คอและแขนขวา มีอาการบวม มา

ประมาณ สัปดาหกอนมาโรงพยาบาล ตรวจพบจากโรงพยาบาลที่สงตัวมาพบม ี ตอมน้ําเหลืองใน

ชองอกโต ทาํใหเกิด superior vena cava obstruction ผล complete blood count(CBC) มี 

จํานวนของ lymphoblast สูงมากกวา 6 % การตรวจเพิ่มเติมที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ flow 

cytometry วินิจฉัยวาเปน precursor B-lymphoblastic leukemia(CLL) ผูปวยไดรับการรักษาโดย

ใหยาเคมีบําบดัแบบที่ใชในผูปวยที่เปนโรค acute lymphoblastic leukemia (ALL) ประกอบดวย 

viscristine, doxorubicin และ L-asperaginase หลงัรับยาเคมีบาํบัดครั้งแรกผูปวยเกิด 

neutropenia และมี invasive pulmonary aspergillosis หลังจากไดรับเคมีบําบัติคร้ังแรกผลการ
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ตรวจไขกระดูกไมพบ เซลลมะเร็งหลงเหลืออยู และจากนัน้กเ็ร่ิมใหยาครั้งที่สองเมื่อเดือนกนัยายน 

2548 ซึ่งหลังจากใหยาครั้งนี้ครบ ผลการตรวจ CBC มี เม็ดเลือดขาวสงูผิดปรกติและมีจํานวนของ 

lymphoblast cell สูงขึ้นอีก แพทยผูทําการรักษาจงึไดปรึกษากับผูปวยเพื่อที่จะทําการรักษาโดย 

การทาํ peripheral blood stem cell transplantation (PBSCT) หลังจากที่ผูปวยได ยาเคมีบาํบัด

คร้ังที่สามจึงไดรับการทํา PBSCT เมื่อปลายเดือน กนัยายน 2548 

 หลังจากที่ทาํการปลูกถายไขกระดูก ผูปวยยังคงไดรับยา metrothexate และ cyclosporine 

A เพื่อปองกนัภาวะ graft-versus-host disease (GVHD) ผูปวยไดรับการเจาะไขกระดูกเพื่อ

ประเมินติดตามการรักษาเมือ่เดือน พฤศจิกายน 2549 ผลการเซลลในไขกระดูก ไมพบเซลลที่

ผิดปรกติและผลการตรวจทางพยาธิวทิยาปรกติ 

 การตรวจเลือดเพื่อหา HI และ ELISA ของผูปวยรายนี้ไดแสดงในตาราง 5.3 ผูปวยปฏิเสธ

ประวัติ การมีไขในชวง 4 สัปดาหกอนทีจ่ะมีการตรวจไขกระดูก และผูปวยรายนี้เคยไดรับการวินิจฉัย

จากแพทยเมื่อตอนอายุประมาณ 16 ป วาเปนไขเลือดออก 

 
ผูปวยรายที่สาม 
 ผูปวยหญิงอายุ 54 ป ภูมิลําเนาอยูที่กรุงเทพมหานคร มารับการักษาทีโ่รงพยาบาล

จุฬาลงกรณครั้งแรกเมื่อป พ.ศ. 2546 ดวยอาการอาเจียนเปนเลือดจากแผลในลาํไสเล็กสวนตน พบ

ในขณะนัน้วาผูปวยมีปญหาเม็ดเลือดขาวในเลือดสูง ตรวจไขกระดูก พบวามี hypercellularity of 

bone marrow with myeloid cell proliferation ผูปวยไดรับการวนิิจฉัยวาเปน chronic myeloid 

leukemia ผูปวยมารับการเจาะไขกระดูกเพื่อติดตามการรักษา ในชวงระยะเวลาทีท่ําการศึกษาผล

การตรวจไขกระดูก การวินิจฉัยทางพยาธิวทิยา คือ normocellular trilineage marrow with no 

histological evidence of leukemia ในชวงเวลา 4 สัปดาหกอนมาเจาะไขกระดูก ผูปวยไมมีอาการ

ผิดปรกติ 

 ผูปวยสามรายที่ตรวจพบจากการทํา PILOT study ในชวงกอนหนานี้มีดังนี ้

 
ผูปวยรายที่สี ่
 ผูปวยหญิงอายุ 44 ป ภูมิลําเนาอยูที่กรุงเทพมหานคร ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ เมื่อเดือน กุมพาพันธ ป พ.ศ. 2547 ดวยอาการตอมน้ําเหลืองโตทัว่ไป (generalized 

lymphadenopathy) ผลการตรวจพยาธวิิทยาจากตอมน้ําเหลืองเขาไดกับ diffuse large B cell 

lymphoma ระยะของโรคตอนที่ไดรับการวินิจฉยัคือ stage IIIa 
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 ผูปวยไดรับการรักษาโดยยาเคมีบําบัดเพื่อรักษา lymphoma ดังนี ้M-CHOP จํานวน 7 คร้ัง 

คร้ังสุดทายคอืเมื่อเดือนพฤศจิกายน 2549 โดยผลการตรวจ เอกซเรยตอมพิวเตอรในชองทองไม

พบวามี ตอมน้ําเหลืองโตผิดปรกติ 

 
ผูปวยรายทีห่า 
 ผูปวยชายอายุ 79 ป ภูมิลําเนาภูมิลําเนาอยูทีก่รุงเทพมหานคร ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ เมอืเมษายน พ.ศ. 2545 ดวยอาการซีด หลงัจากนัน้ไดรับการตรวจเพิม่เติม

เพื่อหาสาเหตขุองภาวะซีด ผลการตรวจเลือดมี globulin ในเลือดสูงและ ม ี monoclonal 

gammopathy ตรวจไขกระดูกพบวาม ี plasma cell ในไขกระดูกสูงขึ้น ไดรับการวนิิจฉัยวาเปน 

multiple myeloma 

 ผูปวยไดรับการรักษาโดยยาเคมีบําบัดที่ประกอบดวย MP regimen 

 ผูปวยไมมีอาการผิดปรกติกอนไดรับไดรับการเจาะไขกระดูก 

 
ผูปวยรายทีห่ก 
 ผูปวยชายอายุ 45 ป ภูมิลาํเนาอยูที่ชลบุรี ผูปวยมาตรวจครั้งแรกที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

เมื่อ เดือนพฤศจิกายน 2545 ดวยอาการซีด ออนเพลีย ไดรับการตรวจวินิจฉยัจากการเจาะไขกระดูก

และการยอมพิเศษทาง immunohistochemistry วาเปน multiple myeloma ผูปวยไดรับการรักษา

ดวยยาเคมีบําบัดประกอบดวย DCEP จํานวน 6 คร้ัง ตอมาไดรับการรักษาโดยวธิีการปลูกถายไข

กระดูก autologous peripheral blood stem cell transplantation เมื่อเดือน เมษายน 2548 

 ผูปวยไมมีอาการผิดปรกติกอนไดรับไดรับการเจาะไขกระดูก 
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ตารางที ่5.1 ลักษณะของผูปวยที่เขาในการศึกษา 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

อายุอยูในชวง 38-79 ป ( เฉลี่ย 56 ป) 

เพศ: ชาย 44 คน  หญิง 28 คน 

ระยะวลาของการปวยเปนโรคเลือด 4-8 ป 

 

Underlying diseases Number of patients 

Hematologic malignancy 

• Leukemia (Acute and Chronic) 

• Non-Hodgkin lymphoma 

• Multiple myeloma 

 

 

 

41 

25 

 

6 

 

Non-hematologic malignancy 

• HIV infection with disseminated cryptococcosis 

• HIV infection with prolonged fever 

 

 

 

1 

1 

 

 

 

Total             74 
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ตารางที ่5.2 ลักษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรสัเดงกีในไขกระดกู 

ตารางแสดงลกัษณะของผูปวยที่ตรวจพบไวรัสเดงกีในไขกระดูกโดยวธิ ี RT-PCR แสดงผลการตรวจ 

HAI และELISA ของผูปวยแตละราย 

HAI ELISA 

IgM IgG 

 

ผูปวยรายที ่ และ

การวนิิจฉัยโรค 

 

อาย ุ

(ป) 

 

เพศ  

คร้ังแรก 

 

คร้ังที่

สอง 

1st 

IgM 

2nd 

IgM 

1st 

IgG 

2nd IgG 

1. Chronic 

myelogenous 

leukemia (CML) 

 

56 

 

M 

 

1:40 

 

1:80 

 

0 

 

1 

 

4 

 

 

6 

2. B cell 

lymphoma 

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

3. Chronic 

myelogenous 

leukemia (CML) 

 

54 

 

F 

 

<1:20 

 

<1:20 

 

0 

 

0 

 

10 

 

5 

4. B cell 

lymphoma 

44 F 1:160 NA 2 NA 16 NA 

5. Multiple 

myeloma 

79 M 1:40 NA 24 NA 1 NA 

6. Multiple 

myeloma 

45 M 1:40 NA 4 NA 3 NA 

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

ผูปวยรายที ่4-6 เปนผูปวยรายทีท่าํการเจาะตรวจในชวง PILOT study 
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ตารางที ่5.3 ผลการตรวจ HAI และ ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F= female, M= male ผูปวยหมายเลขที ่11, 15, 26 เปนผูปวยที่ตรวจพบเดงกีในไขกระดูก 

 

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

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

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

 

รูปที่ 5.2 
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รูบที่ 5.3 

รูปที่ 5.4 
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บทที่ 6 
 

อภิปรายผลการศึกษา 
 

 จากผลการตรวจทาง serology โดยวิธ ี HAI และ ELISA พบวา ระดับของ titer จากการ

ตรวจโดยวิธ ีHAI จะอยูในระดับตํ่าๆ ในสวนใหญของประชากรที่ศกึษาเคยมกีารตดิเชื้อไวรัสเดงกีมา

กอนมานาน ซึ่งเปนสิง่ที่พบไดบอยๆ ในคนที่อาศัยอยูใน endemic หรือ hyperendemic area ของ

การติดเชื้อไวรัสเดงก มีบางรายที่ระดับของ titer นอยกวา 1:20 ซึ่งไมไดหมายความวาผูปวยไมเคย

ติดเชื้อไวรัสเดงกี แตประชากรกลุมนี้จะเปนประชากร ที่เคยติดเชื้อมาแลวนานมากจนระดับของ titer 

ลดลงมาต่ํากวาที่การตรวจพบ ผูปวยที่เปน ผูใหญมักจะมีการติดเชื้อแบบ sequential infection 

แบบ secondary หรือ tertiary infection พบวาการติดเชื้อสวนใหญมักจะไมมอีาการรุนแรง แต

อยางไรก็ตาม ก็ยงัมี คนไขบางรายที่มกีารติดเชื้อซํ้าที่มีอาการรุนแรงได ซึ่งกรณีนี้พบไดนอยกวา 

สวนความรุนแรงของโรคติดเชื้อไวรัสเดงกีอาจจะเปนผลของการที่ host มี immune response ตอ

การติดเชื้อไวรัส หรือข้ึนอยูกบั virulence ของเชื้อไวรัสเอง 

 การตรวจพบ genome ของไวรัสเดงกีในไขกระดูกของผูปวยที่ไมมีอาการของโรค 

ไขเลือดออกมา กอนภายใน 4 สัปดาห กอนทีท่ําการเจาะไขกระดูก และจากการตรวจโดยวธิี HI และ 

ELISA ทั้งสองวิธ ีไมพบวามี recent dengue infection ซึ่งการตรวจพบดังกลาวอาจจะแสดงใหเห็น

วา ไวรัส หรือ บางสวนของไวรัสสามารถทีจ่ะมีความสามารถทีจ่ะ หลบหลีกจากการกําจัดของ ระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย แตเนื่องจากการศกึษาครั้งนี้ไมไดตรวจหา sequencing ของ genome 

ทั้งหมดของไวรัสที่คงเหลืออยูในไขกระดูก จึงไมมารถทีจ่ะบอกไดวาไวรัสที่อยูในไขกระดูกมีลักษณะ

โครงสรางทางพันธกุรรมอยูครบถวน สมบูรณหรือไม สวน ไวรัสใชกลไกใดในการหลบหลกีจาก 

immune system ของรางกาย หากใช model ของไวรัสอ่ืนๆ ที่สามารถคงอยูหลงัจาก การติดเชื้อคร้ัง

แรก อาจจะตั้งสมมุติฐานไดวา เชื้อไวรัสเดงกีอาจจะมกีลไกใดกลไกหนึง่ทีค่ลายกนัเพื่อทําให

สามารถคงอยูในเซลลของรางกายได หรืออีกสาเหตทุีท่ําใหไวรัสสามารถคงอยูหลังจากที่มกีารติด

เชื้อครั้งแรกได อาจจะเปนจากสภาวะของ host ที่มีความผิดปรกติของระบบภูมิคุมกัน แมวา

ประชากรในการศึกษาครั้งนีใ้นการศึกษานีจ้ะเปนประชากรที่เปนโรคเลือดที่อาการสงบ แตอยางไรก็

ดี ประชากรกลุมนีก้็อาจจะยังมกีารทํางานของระบบภูมิคุมกันที่ ยังบกพรองไมมากกน็อย อาจจะ

เนื่องมาจากตวัโรคเอง หรือจากการทีย่ังมผีลตอการทํางานของ immune system ของรางกายอยู

นานแมวาจะสิ้นสุดการรักษานัน้ไปแลว เนื่องจากการที่ไดยาในกลุม immunosuppressive agent 

หลายตวัที่สามารถทาํใหม ีdelayed recovery ของ immune system 
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 หากใช model ของ GBV-C ในการมาวิเคราะหเนื่องจากเปนไวรัสใน family เดียวกนั ก็

อาจจะทําใหตั้งสมมุติฐานไดอีกวาไวรัสเดงกีเองก็สามารถที่จะมีการแบงตัวภายในเซลลที่อยูได ถา

หากทีการศึกษาตอโดยการหาหลักฐานวาไวรัสยังมีชีวติอยู ไมวาดวยการทาํ viral isolation หรือ 

รักษาการใช molecular study โดยการใช specific primer ที่สามารตรวจหา viral genome ที่เปน 

post-transcription product สวนที่อาจจะมีผลตอ host อยางไรบางก็ควรมกีารศึกษาตอไปใน

อนาคต 

 
ขอจํากัดการศึกษา 
 ประชากรที่ศกึษาไมไดเปนประชากรที ่healthy จริงแตเปนประชากรกลุมที่ มีความผิดปรกติ

ของ immune system อยู การนาํผลที่ไดไปใชเพื่ออธิบาย pathogenesis ของการติดเชื้อไวรัสเดงกี 

อาจจะนําไปใชไดในประชากรที่เปน immunocompromised host เทานั้น การศึกษานีเ้ปนการศกึษา

แบบ cross-sectional study จึงไมสามารถทีจ่ะอธบิายความผิดปรกติที่ตรวจพบวาเกิดขึ้นเมื่อใด 

เนื่องจากมกีารตรวจไขกระดูกเพียงครั้งเดียวหลงัจากจบการศึกษาไมไดเก็บตัวอยางเพื่อตรวจอกีครั้ง

และไมไดทําการศึกษาโดยนาํไขกระดูกที่เคยสงตรวจทางพยาธวิิทยามาทดลองหา ไวรัสโดยวิธ ี RT-

PCR ดังนัน้ถามีการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจพบไวรัสเดงกีโดยวิธนี้ในผูปวยรายเดียวกนัแตคนละ

ชวงเวลาก็นาจะไดขอมูลที่นาสนใจมากขึน้ ในสวนของการตรวจหาไวรัสในการศึกษานี้ไมไดตรวจ

เพิ่มเติมเพื่อหา specific serotype ซึ่งถาหากทราบ serotype ก็อาจจะชวยทาํใหไดขอมูลเพิ่มเติม

เกี่ยวกับ การตอบสนองของ antibody ตอไวรัสที่อยูในไขกระดูก วา antibody response นั้น 

specific ตอ dengue ที่อยูในไขกระดูกหรือไม หรือ antibody response นั้น ไมสามารถทีจ่ะ cross-

reactivity ตอ persistent virus 

 จากการศึกษานี้ที่มกีารตรวจพบไวรัสในไขกระดูก เปนที่นาสนใจวาไวรัสสามารถทีจ่ะหลบ

ซอนอยูในที่ใด มีหลกัฐานจากหลายการศึกษาที่สนับสนนุวาเซลลที่สามารถมีไวรัสเดงกี สวนใหญจะ

เปน monoctye สวนเซลลอ่ืนทีพ่บไดบางแตพบไดนอยกวาคือ B lymphocyte และ T lymphocyte 

แตเนื่องจากไวรัสไมไดมีมีความจาํเพาะเจาะจงเพยีงแต hematologic cells เทานั้นแตมีการศึกษา

วาไวรัสเดงกีเองสามารถทีจ่ะ infect เซลลอ่ืนๆไดอีกดวย โดยอางองิจากหลักฐานทั้งใน vitro โดยมี

การทดลองทาํใหเซลลทีเ่พาะเลี้ยงติดเชื้อไวรัสเดงก ี และ vivo เองกม็ีหลักฐานทีพ่บวาสามารถทีจ่ะ

ตรวจหาไวรัสโดยวิธียอม antigen ในอวยัวะตางๆของผูปวยที่เปนไขเลือดออก ซึ่งรวมถึง เซลลไข

กระดูก stromal cell หากมกีารศึกษาตอไปเพื่อหา reservoir ของ dengue genome การตรวจโดย

วิธี immunohistochemistry ก็นาจะมีประโยชน ในการสบืคนตนตอของไวรัส 
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 การตรวจพบ dengue genome ในไขกระดูกอาจจะเปนตัวอยางที่แสดงใหเห็นวา ไวรัสเดงกี

สามารถที่จะอยูในเซลลตางๆ ภายหลงัจากการติดเชื้อแบบเฉียบพลนัชวงทีม่ี viremia ไวรัสก็จะ

กระจายไปตามอวัยวะตางๆ แลวไวรัสก็เขาไปอยูในเซลลตางๆ โดยเฉพาะเซลลที ่มคีวามจาํเพาะตอ

การติดเชื้อเดงกี ในอวัยวะตางๆ นอกเหนอืไปจากเซลล PBMC ในไขกระดูก โดยอาจจะอยูในอวัยวะ

ที่เปน lymphoid tissue ตางๆ เชน ใน Payer’s patch ในระบบทางเดินอาหาร ซึง่เปนหวัขอการวจิยั

เกี่ยวกับ pathogenesis ในอนาคต 

 
ปจจัยที่อาจจะเปนสาเหตุของการม ีpersistence of dengue virus 

• ปจจัยดาน host 

• ปจจัยเกีย่วกับ virus 

• สภาวะแวดลอม 

 
ผลที่อาจจะเกิดขึ้นภายหลังจากการทีม่ี viral persistence 

• ไวรัสอาจจะมกีารแบงตัวเพิม่มากขึน้ในบางชวงซึง่ทาํใหเกิด viremia และมีอาการแสดงทาง

คลินิก ซึง่สมมตุิฐานนี้จะเปนการเปลี่ยนแปลงความเขาใจของ pathogenesis และการเกิด

ความรุนแรงของโรค โดยในปจจุบันเชื่อวาการเกิดโรคที่รุนแรง เกิดจากการกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของรางกาย ไมไดเกิดจากการทีไ่วรัสมีการคงอยู หลงัจากทีต่ิดเชื้อครั้งกอน แลวมี

การแบงตัว (active replication) ภายหลงั 

 

• Virus มีการแบงตัวในขนาดต่ําๆ มีการกระตุน host immune response อยูตลอด ทาํใหมี

ความผิดปรกติของระบบภูมิคุมกันเชนเดยีวกับโรคในกลุม virus-associated 

lymphoproliferative disease เชน EBV-associated lymphoma 

• เนื่องจากมีไวรัสอยูในรางกาย โดยเฉพาะที่ในไขกระดกู ก็อาจจะทําใหรางกายพยายามจะ

กําจัดไวรัส ทําใหเกิด inflammation ขึ้นมาให environment ของ bone marrow มีการ

เปลี่ยนแปลง และเกิด injury ตอ เซลลอ่ืนที่อยูขางเคียง 

• มีการ integration ของไวรัสเขาไปใน host genome ซึ่งอาจจะกระตุนใหเกิดความผิดปรกติ

ของเซลลของ host 

• อาจจะมีผลตอการเกิด interactionระหวาง microbes เชนเดียวกับ ไวรัสGBV-C ที่ม ี

interaction กบั ไวรัสHIV 
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Protocol การทํา RT-PCR ที่ใชในการวจิัย 

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

PCR และ PCR 

• นํา EDTA blood ที่เหลือไปปนที่ 3300 rpm 10 นาที 
- แยก Plasma ใส tube ขนาด 1.5 ml จํานวน 2 tube ปริมาตร 140 ul และอีก tube 

คือ Plasma ที่เหลือเก็บที่ -80’C 

• เติม PBS เปน1 เทาของปริมาตรเดิมแลว mix ใหเขากนั 
- เตรียม Ficoll-Paque tm Plus ปริมาตรเทากับ EDTA blood เร่ิมตนใน tube 15 ml. 

- ทําการ Over layer บน Ficoll- Paque และนําไปปนที ่2200 rpm 20 นาท ี

- ดูดชั้นสีขาวขุน (PBMC) ใส tube ขนาด15 ml เติม PBS เปน 10 เทาของ PBMC 

- ปนที ่1500 rpm 10 นาที เทของเหลวในหลอดทิ้งแลวเตมิ PBS ประมาณ 500-600 

ul ข้ึนอยูกบัปริมาตรของ pellet 

• mix ใหเขากนัแลวแบงใส tube ขนาด 1.5 ml จํานวน 2 tube ปริมาตร 140 ul และ
อีก tube เปน PBMC ที่เหลือเก็บที่ -80’C 

Viral RNA extraction 
sample 140 ul + 560 ul RVL buffer 

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

centrifuge 6000 g,1min (8000 rpm) 

- เท filtrate ทิง้, เอา column ใส tube เดิม 

- นํา solution ที่เหลือใส column, ปน 8000 rpm 1 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหม 

- เติม 500 ul AW1 ปน 8000 rpm 1 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหม 

- เติม 500 ul AW2 ปน 14000 rpm 3 min 

- ทิ้ง tube เดิมแลวนาํ column ใส tube ใหมแลวปน 14000 rpm 1 min 

- นํา column ใส tube 1.5 ml, เติม 60 ul AVE, ทิง้ไวที ่room temp 1 min 

- ปน 8000 rpm 1 min , และแบงใส 0.2 micro tube เก็บที-่80 ‘C 
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Reverse Transcriptase (Bio lab) 
RT Protocal (ซ่ึงเตรียม cDNA) 

• preparation template & primer 
 Final concentration 

 10 uM Den outer1   0.75  (0.75 μm) 

 10 uM Den outer2   0.75  (0.75 μm) 

 template    3.5  (25-50 ng) 

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

• Mixture 
 Final concentration 

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

 10 uM dNTPs    1 ul  (0.5 mM) 

 RNA secure    0.8 ul 

 DEPC     10.2 ul 

 Ribo-inhibitor    0.5 ul 

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

• Condition 
 25 ‘C   5 min 

 42 ‘C   60 min 

 70 ‘C    15 min 
 1 st PCR 

• Mixture       
Final concentration 

 10 X buffer    2 ul  1x 

 10 mM dNTPs    0.4 ul  0.2 mM 

 25 mM MgCl2    1.6 ul  2 μM 

 10 uM Den outer1    0.75 ul   0.75 μM 

 10 uM Den outer2   0.75 ul  0.75 μM 

 dWater     11.9 ul 

 hot strat taq    0.1 ul 
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 cDNA     2.5 ul 

• Condition 
 95’C    15 min 

 95’C     1 min 

 50’C    1 min 40 cycles 

 72’C    1 min 

 72’C    7 min 

• 2 nd PCR 
 10 X buffer    2 ul 

 10 mM dNTPs    0.4 ul 

 25 mM MgCl2    0.4 ul 

 10 uM Den inner1    0.75 ul 

 10 uM Den inner2   0.75 ul 

 dWater     14.6 ul 

 hot strat taq    0.1 ul 

 1 st PCR product   1 ul 

• Condition 
 95’C    15 min 

 95’C     1 min 

 58’C    1 min 25 cycles 

 72’C    1 min 

 72’C    7 min 

4. Run gel electrophoresis (2%) 

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

วุน 0.8 g (small chamber) เติม TBE buffer 40 ml 

- ใส microwave เมื่อละลายจงึเทใส chamber และเสียบcombลงไปรอให gel เย็นจงึดึง 

combออก 

load gel โดยใช PCR product 10 ul : loading dye 2 ul ผสมกันแลวหยอดลงในชองวางบน gel 

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

95 – 100 volt เปนเวลา 60-70 min 
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Protocol การทํา Dengue ELISA 
I. Materials 

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

449824 

2. Humidified box 

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

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

 Na2CO3  0.076 gm. 

 NaHCO3  0.700 gm. 

 DW      500 ml. 

5. 1 x PBS 

 10 x PBS (pH 7.4 + 0.1) 

  Sodium chloride     80.0 gm. 

  Potassium chloride        2.0 gm. 

  Potassium phosphate, monobasic    1.9 gm. 

  Sodium phosphate, dibasic, anhydrous  9.0 gm. 

  DW       1000 ml. 

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

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

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

กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

Bovine albumin fraction v (Sigma) 

7. Test serum or CSF 

8. Serum controls: (1 ชุด = 250 บาท) กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

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

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

control (NC) 

 11. Antigens: (0.5 ml = 1000 บาท) 

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

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

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

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

control OD of 0.40 + 0.15 

(100 ml = 250 บาท)  กรมวทิยาศาสตรการแพทย 

 

 13. Substrate: 

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

  Citric acid      3.5 gm. 

  Sodium phosphate dibasic, anhydrous  5.1 gm. 

  DW       1000 ml. 

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

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

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

 14. M H2SO4 

15.  Votex 

16.  ELISA plate reader with 490 nm 

17.  Multichannel: 50-300 μl 

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

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

20.  Incubator (35-37°C) 

21.  pH meter 

22.  Refrigerator 

23.  Disposable gloves 

24.  Distilled water 

25.  Absorbent paper 

26.  Sodium hypochlorite and Sodium bicarbonate 
 
II. Methods (ทุกขั้นตอนตองเก็บไวใน humidified box) 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย 



 

 

55 

1. Sensitize Step 

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

  Bicarbonate buffer 10 ml mix ใหเขากนั 

 ข.  ใส 100 μl ลงในแตละหลมุของ EIA plate เมื่อเสร็จแลวนํา plate ใสลงใน moisture 

   box และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4°C ประมาณ 1 คืน หรือที่อุณหภูมิหองอยางนอย 4  

  ชั่วโมง กอนจะนํามาทํา 
2. Antibody Step 

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

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

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

(สามารถเกบ็ไวที ่4 °C นาน 1 สัปดาหหรือมากกวาเล็กนอย) 

 ค. นํา Plate ที่ sensitized แลว (ถาเก็บไวที่ –20°C นํามาทิ้งไวที่อุณหภมูิหองให 

 ละลาย หรือใส PBS-T ลงไปเพื่อใหละลายไดเร็วขึ้น) ลาง plate ดวย PBS-T 5   คร้ัง 

แลวเคาะใหแหง 

 ง. ใส Serum, controls (duplicate) 50 μl จนครบทกุหลุม เกบ็ไวใน moisture box 

  ไวที่อุณหภูม ิ4 °C ขามคืน หรือถาตองการใหเสร็จภายในวนัเดียว เก็บไวที่  

 moisture box ประมาณ 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง 

 จ. เมื่อครบ 2 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง เคาะ plate ใหแหง 
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3. Antigen Step 
 ก.  เตรียม 5 ml. ตอ plate ของ Den-1, -2 และ –3 ที่ 16 units สวน Den-4 ที่ 8  

  units ดังนี ้
   Den-1  
   1 unit  = 1:5120 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 Den-2 titer 1:5120 = 15.63 μl 

 Den-3 titer 1:1280 = 62.50 μl 

 Den-4 titer 1:1280 = 31.25 μl 

 ลงใน NHS acetone extracted 5 ml. Mix ใหเขากนั 

 ค. ใส antigens ที่ไดลงในทุก ๆ หลุมๆ ละ 50 μl จนครบ เก็บไวใน moisture box  

 ไวที่อุณหภูม ิ4 °C ขามคืน หรือถาตองการใหเสร็จภายในวนัเดียว เก็บไวที่  

 moisture box ประมาณ 2 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิหอง 

 ง. เมื่อครบ 2 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง เคาะ plate ใหแหง 
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4. Conjugate Step 
  ก. เตรียม 0.5% BSA (Bovine Serum albumin) ลงใน NHS 2.5 ml. ตอ plate โดย 

  คํานวณดงันี ้

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

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

  Mix ใหเขากนั 

 ข. เตรียม conjugate at 1:300 ลงใน NHS 2.5 ml ตอ plate โดยคํานวณดังนี ้

  300 ml. conjugate = 1 ml. 

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

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

 เขากัน 

 ค. ใส conjugate ที่ไดลงในทกุ ๆ หลุมๆ ละ 25 μl จนครบ เก็บไวใน moisture  

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

    phosphate buffer 10 ml. แลวตามดวย 3% H2O2 3.3 μl mix ใหเขากัน (เมื่อ 

   เหลือเวลา 20 นาทีกอนจะลาง plate) ขั้นตอนนี้ตองหุม foil เพื่อไมใหแสงเขา 

 ข.  เมื่อครบ 1 ชั่วโมงแลว ลาง plate ดวย PBS-T 5 คร้ัง และลางตามดวย PBS 2  คร้ัง 

เคาะ plate ใหแหง 

 ค. ใส Substrate ลงไปทกุๆ หลมุ ๆ ละ 100 μl จนครบ เกบ็ไวในทีม่ืด ถาเปน IgG  

 ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ีสวน IgM ทิ้งไวประมาณ 35 นาท ี

ง. หยุดปฏิกิริยาดวย 4 M H2SO4 50 μl ทุกหลุม 

6. อานผล:  โดยใช spectrophotometer wave length 490 nm. 

7. แปลผล: 

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

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

          OD (WPC) – OD (negative control) 

 ค.  Unit = BI x 100 

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

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

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

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

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

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

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

Buffer 
(working/plate) 

Vol/well Time Temp Wash Time 

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

0.006 M 
Carbonate 
= 10 ml 

100 μl ON or 
4 hrs 

4°C PBS-T 5 
ครั้ง 

 

Test 
specimen 

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

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

50 μl ON or 
2 hrs 

4° C 
RT 

PBS-T 5 
ครั้ง 

 

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

 
5% NHS = 5 
ml 

 
50 μl 

 
ON or 
2 hrs 

 

4°C 
RT 

 
PBS-T 5 
ครั้ง 

 

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

 
5% NHS = 2.5 
ml 

 
25 μl 

 
1 hr 

 
35-

37° C 

PBS-T 5 
ครั้ง 
+ 
PBS 2 
ครั้ง 

 

Substrate OPD 0.5 mg/ml = 
0.005 g 
3% H2O2 = 33 μl 
(ดูดจาก stock 3.3 
μl) 
เมื่อเวลาผานไป 20 
นาที add OPD + 
3% H2O2 แลวหุม foil 

 
0.1 M Citrate 
phosphate 
= 10 ml 

 
100 μl 

 
30 min 

 
RT 

 
IgM = 35 
mins 
IgG = 30 
mins 

 

Stop 
reaction 

4 M H2SO4  50 μl     
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Anti-dengue IgM/IgG, Infectious Diseases Division, Chulalongkorn Hospital 
Date ………………………… 
 
 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IgM IgG 
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Step Material 
(working/plate) 

Buffer 
(working/plate) 

Vol/well Time Temp Wash Time 

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

0.006 M 
Carbonate 
= 5 ml 

100 μl ON or 
4 hrs 

4°C PBS-T 
5 ครั้ง 

 

Test 
specimen 

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

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

50 μl ON or 
2 hrs 

4° C 
RT 

PBS-T 
5 ครั้ง 

 

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

 
 
5 % NHS = 5 ml 

 
 
50 μl 

 
ON or 
2 hrs 

 

4°C 
RT 

 
 
PBS-T 
5 ครั้ง 

 

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

 
5 % NHS = 2.5 
ml 

 
25 μl 

 
1 hr 

 
35-

37° C 

PBS-T 
5 ครั้ง 
+ 
PBS 2 
ครั้ง 

 

Substrate OPD 0.5 mg/ml = 1 
tab (5 mgs) 
3% H2O2 = 33 μl (ดูด
จาก stock 3.3 μl) 
เมื่อเวลาผานไป 20 
นาที add OPD + 
3% H2O2 แลวหุม foil 

 
0.1 M Citrate 
phosphate 
= 10 ml 

 
100 μl 

 
30 
mins 

 
RT 

 
IgM = 
35 mins 
IgG = 
30 mins 

 

Stop 
reaction 

4 M H2SO4  50 μl     
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ-นามสกุล  โอภาส พทุธเจริญ 

วัน เดือน ป เกดิ 23 ธันวาคม 2514 

ภูมิลําเนา  กรุงเทพมหานคร 

ประวัติการศึกษา 

2538   แพทยศาสตรบัณฑิต มหาวทิยาลยัขอนแกน 

2545   วุฒิบัติแพทยผูเชี่ยวชาญสาขาอายรุศาสตร 

การทาํงาน 

2539   แพทยเวชปฏิบัติทั่วไป โรงพยาบาลพนัสนิคม จ.ชลบุรี 
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