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บทคัดย่อ  

อาร์โบไวรัส (Arbovirus) เป็นกลุ่มของเชื้อไวรัสที่มีแมลงหรือยุงเป็นพาหะ ไวรัสส่วนใหญ่ที่พบคือ  
ไวรัสเดงกี (dengue virus) ไวรัสชิคุนกุนยา (chikungunya virus) และไวรัสซิกา (Zika virus) ในทุกๆ ปีจะมี
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ผู้ป่วยติดเชื้อมากกว่า 1 ล้านคนทั่วโลก และพบการแพร่กระจายมากกว่า 120 ประเทศ อาการท่ัวไปทางคลินิก
ของโรคติดเชื้อไวรัสในกลุ่มนี้มีลักษณะที่ไม่แตกต่างกัน เช่น ไข้ ผื่น และปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ สถานการณ์การ
แพร่ระบาดในประเทศไทยพบว่า มีอัตราความชุกของโรคค่อนข้างสูงในทุกๆ ปี ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์
เพ่ือศึกษาอัตราความชุกของการติดเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ด้วยเทคนิคทางชีว
โมเลกุล และศึกษาอัตราความชุกของการติดเชื้อแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการระหว่างการติดเชื้อ
ภายในบ้าน และภายนอกบ้าน ในจังหวัดสุราษฎร์ธานี ด้วยวิธีการรวมตัวอย่างทดสอบ (Pool serum) โดยน า
ตัวอย่างซีรั่มปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมรวมกันจ านวน 7 ตัวอย่างใน 1 หลอด จากนั้นน ามาสกัดสาร
พันธุกรรมด้วยวิธี magnetic bead จากนั้นน ามาตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสด้วยวิธี Multiplex Real-
time RT-PCR ผลการทดลองพบว่าจ านวนตัวอย่างที่ถูกผสมทั้งหมด ไม่สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัสได้ทั้ง 3 ชนิด ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากการที่สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเกิดการเสื่อมสภาพเนื่องจาก
ไม่ได้ใช้ตัวอย่างที่เก็บใหม่ รวมถึงความเข้มข้นของตัวอย่างที่ถูกเจือจางไป ส่งผลให้ไม่สามารถตรวจหาสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสด้วยชุดตรวจ อย่างไรก็ตามอาจมีปัจจัยอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับการทดสอบที่ไม่สามารถ
ควบคุมได้ เช่น ปริมาณของเชื้อไวรัสเริ่มต้นในตัวอย่างซีรั่มผู้ป่วย หรือโอกาสในการตรวจพบสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัส ที่ข้ึนอยู่กับระดับต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (limit of detection) ของชุดทดสอบด้วย  

 

ค าส าคัญ: ไวรัสเดงกี / ไวรัสชิคุนกุนยา / ไวรัสซิกา  
 

Abstract  
dengue, Zika and chikungunya and viruses are transmitted to humans through the bites 

of mosquitoes. Annually, people have been infected by these viruses for more than 1 million 
worldwide.  The clinical manifestation is related to fever, rash, and muscle pain.  Thailand 
always has high number of infectious cases every year.  Therefore, this study aimed to 
determine the prevalence of arboviral infection by molecular techniques in Surat Thani 
province. Thirty microliters of 7 individual samples were pooled. Then RNA was extracted and 
detected using Multiplex Real-time RT-PCR method. The result showed that all of the pooled 
samples were negative which might occur from viral RNA degradation. Moreover, the volume 
of the samples might be too low which impacted viral detection by using the Multiplex PCR 
kit. However, other factors might also be affected such as the amounts of viruses in the sample 
or the limit of detection of the test kit. 

 

Keywords: dengue virus / Zika virus / chikungunya virus  
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บทน า  
อาร์โบไวรัส (Arbovirus) เป็นกลุ่มของเชื้อไวรัสที่สามารถติดต่อมาสู่คนหรือสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้ 

โดยมีสัตว์ขาปล้องเป็นพาหะ เช่น ยุง เห็บ ริ้นฝอยทราย เป็นต้น ซึ่งอาร์โบไวรัสนี้สามารถแบ่งตามลักษณะ
อนุกรมวิธานออกเป็นตระกูลที่แตกต่างกันคือ Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, 
Reoviridae,  Flaviviridae, Togaviridae และ Asfaviridae โดยเชื้อไวรัสที่มีความส าคัญในคนส่วนใหญ่จะ
อยู่ในตระกูลของ Flaviviridae เช่น เชื้อไวรัสเดงกี (dengue virus) และเชื้อไวรัสซิกา (Zika virus) และ
ตระกูลของ Togaviridae เช่น เชื้อไวรัสชิคุนกุนยา (chikungunya virus) เชื้อไวรัส เดงกี เชื้อไวรัสซิกา และ
เชื้อไวรัสชิคุนกุนยาเป็นเชื้อไวรัสที่มีการระบาดในหลายประเทศทั่วโลกมากกว่า 120 ประเทศ มีอัตราความชุก
ของโรคและอัตราการเสียชีวิตที่สูง โดยเชื้อไวรัสสามารถติดต่อได้จากสัตว์สู่คน หรือ คนสู่คน โดยมียุงเป็น
พาหะ อาการทางคลินิก ที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสทั้ง 3 ชนิดนี้ มีลักษณะอาการโดยทั่วไปไม่แตกต่างกัน เช่น 
มีไข้ ผื่น และปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ อย่างไรก็ตามอาการและความรุนแรงของโรคขึ้นอยู่กับการติดเชื้อไวรัสแต่ละ
ชนิด  ส าหรับการวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัส สามารถตรวจวิเคราะห์หาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสด้วยเทคนิคทาง
ชีวโมเลกุล ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวสูงและมีความจ าเพาะเจาะจงเป็นอย่างมาก  

พ้ืนที่ภาคใต้ของประเทศไทยนั้น เป็นหนึ่งในพ้ืนที่ที่มีการระบาดของโรคค่อนข้างสู ง และมีอัตราการ
ตายที่เพ่ิมขึ้นทุกๆ ปี เนื่องจากพ้ืนที่ส่วนใหญ่ยังปกคลุมไปด้วยป่าทึบ จากข้อมูลงานวิจัยต่างๆ พบว่าจังหวัดสุ
ราษฎร์ธานีเป็นหนึ่งในจังหวัดของภาคใต้ ที่มีอัตราการติดเชื้อและอัตราการเสียชีวิตจากเชื้อไวรัสดังกล่าว
ค่อนข้างสูง จึงน ามาสู่จุดประสงค์ของงานวิจัยนี้ ในการศึกษาอัตราความชุกของการติดเชื้อไวรัสกลุ่มอาร์โบ
ไวรัส ได้แก่ เชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ในกลุ่มประชากรที่มีอายุมากกว่า 6 ปี ที่
อาศัยอยู่ในพ้ืนที่ 3 อ าเภอของจังหวัดสุราษฎร์ธานี ได้แก่ อ าเภอพนม อ าเภอคีรีรัฐนิคม และอ าเภอวิภาวดี 
ด้วยวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสดังกล่าวด้วยวิธี Multiplex Real-time RT-PCR  

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. เพ่ือศึกษาอัตราความชุกของโรคติดเชื้อในกลุ่มอาร์โบไวรัส ได้แก่ เชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และ
เชื้อไวรัสชิคุนกุนยา โดยวิธีการรวมตัวอย่างทดสอบ (Pool serum) ด้วยวิธี Multiplex Real-time RT-PCR   

2. เพ่ือศึกษาอัตราความชุกในการติดเชื้อแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการของโรคในกลุ่ม 
arbovirus ของสมาชิกภายในบ้านและภายนอกบ้าน 

3. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจส าเร็จรูปในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเดงกี 
เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา 
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ขอบเขตการวิจัย  
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแบบ Cross-sectional study) โดยใช้ตัวอย่างที่ถูกเก็บในปี พ.ศ. 2562 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาอัตราความชุกของโรคไข้เลือดออก โรคไข้ซิกา และโรคไข้ปวดข้อยุงลาย ที่เกิดจากการ
ติดเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ตามล าดับ ในกลุ่มประชากรที่มีอายุมากกว่า 6 ปี และ
อาศัยอยู่ในพ้ืนที่ 3 อ าเภอของจังหวัดสุราษฎร์ธานี ได้แก่ อ าเภอพนม อ าเภอคีรีรัฐนิคม และอ าเภอวิภาวดี ใน
ปี พ.ศ. 2562 อีกทั้งมีการเก็บรวบรวมข้อมูลบ้านเลขที่ บันทึกอุณหภูมิของกลุ่มประชากรก่อนเก็บตัวอย่าง
เลือด 2 วัน และในวันที่เก็บตัวอย่างเลือด งานวิจัยนี้จะใช้วิธีการรวมตัวอย่างทดสอบ (Pool serum) และ
ตรวจหาเชื้อไวรัสด้วยวิธี Multiplex Real-time RT-PCR   

 
การทบทวนวรรณกรรม  

Arboviruses (อาร์โบไวรัส) คือไวรัสที่พบในแมลง เช่น ยุง ซึ่งไวรัสส่วนใหญ่จะก่อโรคในสัตว์มีกระดูก
สันหลังรวมถึงมนุษย์ ไวรัสที่พบส่วนใหญ่ได้แก่ ไวรัสเดงกี (dengue virus) ไวรัสซิกา (Zika virus), ไวรัสชิคุน
กุนยา (chikungunya virus) และ ไวรัสไข้เหลือง (yellow fever virus) แบ่งออกเป็น 7 families ได้แก่ 
Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Flaviviridae, Togaviridae แ ล ะ 
Asfaviridae ในงานวิจัยนี้จะศึกษาไวรัสใน families Flaviviridae ซึ่งมีไวรัสเดงกี และ ไวรัสซิกา เป็นสมาชิก
ในกลุ่ม และ Togaviridae ซึ่งมี ไวรัสชิคุนกุนยา เป็นสมาชิกในกลุ่ม  

Flaviviridae ลักษณะทางพันธุกรรมประกอบไปด้วย ss-RNA virus (positive sense) โครงสร้างของ
ไวรัสจะประกอบไปด้วยเปลือกหุ้ม (envelop) แคปสิด (Capsid) และหนามแหลม (spike) บนเปลือกหุ้ม โดย
ไวรัสเดงกีก่อให้เกิดโรคไข้เลือดออก และไวรัสซิกาก่อให้เกิดโรคไข้ซิกา  ส่วน Togaviridae ลักษณะทาง
พันธุกรรมประกอบไปด้วย ss-RNA (positive sense) ลักษณะโครงสร้างมีรูปร่างเป็นสามเหลี่ยม 20 หน้า 12 
มุม (Icosahedral symmetry) ประกอบไปด้วยเปลือกหุ้ม (envelop) แคปสิด (Capsid) และหนามแหลม 
(spike) บนเปลือกหุ้ม โดยไวรัสชิคุนกุนยาก่อให้เกิดโรคไข้ปวดข้อยุงลาย ซึ่งอาการทางคลินิก (Clinical 
manifestation) โดยทั่วไปจะมีลักษณะที่คล้ายกัน ได้แก่ ไข้ ปวดหัว ปวดตา ปวดกล้ามเนื้อ  ผื่นแดง ไวรัส  
เดงกี ไวรัสซิกา และไวรัสชิคุนกุนยา จะมีลักษณะอาการพิเศษที่แตกต่างกัน เช่น อาการเลือดออกในช่องท้อง
และไข้สูงที่พบในโรคไข้เลือดออก อาการปวดข้อรุนแรงที่พบในโรคไข้ปวดข้อยุงลาย และภาวะศีรษะเล็กที่พบ
ในเด็กในโรคไข้ซิกา 

ความชุกของการติดเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ในประเทศไทย รายงานจาก
กองโรคติดต่อน าโดยแมลงในประเทศไทยในปี 2562 ได้บันทึกจ านวนผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสเดงกี มากถึง 126,708 
ราย ในขณะที่การติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยามากถึง 9,100 ราย ส่วนการติดเชื้อไวรัสซิกามีรายงานผู้ป่วยจ านวน 
40 ราย และในปี 2563 ข้อมูลจากระบบเฝ้าระวังโรค กองระบาดวิทยา กรมควบคุมโรคในปี 2563 มีรายงาน
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ผู้ป่วยติดเชื้อไวรัสเดงกี 68,033 ราย โดยภาคใต้มีอัตราป่วยตายสูงที่สุด พบการติดเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา 10,509 
ราย และ พบผู้ติดเชื้อไวรัส ซิกาทั้งหมด 142 ราย โดยจากรายงานพบว่าผู้ป่วนส่วนใหญ่ที่ติดเชื้อไวรัสเดงกีและ
ไวรัสซิกาอาศัยอยู่ในภาคใต้ และพบว่าจังหวัดสุราษฎร์ธานีเป็นจังหวัดหนึ่งของภาคใต้ ที่มีอัตราการติดเชื้อและ
อัตราการเสียชีวิตจากเชื้อไวรัสดังกล่าวค่อนข้างสูง   

ส าหรับการวินิจฉัยการติดเชื้อไวรัสสามารถตรวจวิเคราะห์ได้หลากหลายวิธี เช่นการตรวจหาภูมิคุ้มกัน
ต่อเชื้อไวรัสด้วยเทคนิคทางน้ าเหลืองวิทยา (serological technique) ที่เป็นการตรวจการติดเชื้อในช่วงระยะ
พักฟ้ืน ซึ่งเป็นเทคนิคที่อาจจะท าให้การแปลผลค่อนข้างสับสนเนื่องจากเทคนิคนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่ม 
(cross-reactivity) ได้ จากคนไข้ที่เคยติดเชื้อไวรัสกลุ่มอาร์โบไวรัสหรือการได้รับวัคซีนมาก่อน หรือ การ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular technique) เป็นการตรวจการติด
เชื้อในช่วงระยะเฉียบพลัน ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวสูงและมีความจ าเพาะเจาะจงเป็นอย่างมาก สามารถตรวจ
ได้ทั้งการหาสารพันธุกรรมแบบครั้งละ 1 เชื้อ (Single PCR) และ การตรวจหาสารพันธุกรรมแบบตรวจพร้อม
กันครั้งละหลายเชื้อ (Multiplex PCR) เนื่องจากการศึกษานี้ต้องการตรวจหาการติดเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิ
กา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา พร้อมๆ กัน ดังนั้นการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสด้วยเทคนิคทางชีว
โมเลกุล คือวิธี Multiplex Real-time RT-PCR จึงเป็นวิธีที่ช่วยลดระยะเวลาในการตรวจลง ซึ่งสามารถช่วยใน
เรื่องของการเฝ้าระวังการระบาดของโรคและการดูแลรักษาผู้ป่วยได้อย่างทันท่วงที 

โดยวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือการศึกษาอัตราความชุกของการติดเชื้อไวรัสกลุ่มอาร์โบไวรัส ได้แก่ 
เชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา ในกลุ่มประชากรที่อาศัยอยู่ในพื้นที่ 3 อ าเภอของจังหวัด
สุราษฎร์ธานี ได้แก่ อ าเภอพนม อ าเภอคีรีรัฐนิคม และอ าเภอวิภาวดี ด้วยวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของ
เชื้อไวรัสดังกล่าวด้วยวิธี Multiplex Real-time RT-PCR 

 
วิธีด าเนินการวิจัย  

1. ระเบียบวิธีวิจัย 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาแบบ Cross-sectional study โดยใช้ตัวอย่างซีรั่มที่ถูกเก็บในปี พ.ศ. 

2562 จ านวนทั้งหมด 6,775 ตัวอย่าง จากประชากรที่อาศัยในพ้ืนที่ 3 อ าเภอ ของจังหวัดสุราษฎร์ธานี ได้แก่ 
อ าเภอพนม อ าเภอวิภาวดี และอ าเภอคีรีรัฐนิคม ซึ่งตัวอย่างซีรั่มเหล่านี้ได้มาจากประชากรที่มีอาการและไม่มี
อาการคล้ายโรคติดเชื้อในกลุ่มอาร์โบไวรัส ทั้งสองกลุ่มให้ผลเป็นลบจากการตรวจหาโรคติดเชื้อมาลาเรียมา
ก่อนแล้ว ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจ Multiplex Real-time RT-PCR  จะใช้ตัวอย่างเชื้อแต่ละ
ชนิดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในห้องปฏิบัติการ 
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2. ขั้นตอนการวิจัย 
2.1 การเตรียมตัวอย่าง (Sample preparation) 

  น าตัวอย่างซีรั่มจ านวนทั้งหมด 6,775 ตัวอย่าง มาท าการรวมตัวอย่างทดสอบ (pool serum) 
โดยใน 1 หลอดจะมีตัวอย่างซีรั่มจ านวน 7 ตัวอย่างรวมกัน โดยดูดตัวอย่างซีรั่มปริมาตร 30 ไมโครลิตร จ านวน 
7 ตัวอย่างลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซึ่งภายหลังจากที่ท าการรวมตัวอย่างแล้วจะได้ตัวอย่างจ านวน
ทั้งหมด 968 ตัวอย่าง จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือท าการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อ
ไวรัสต่อไป ส าหรับการเตรียมการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจจะแบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลอง ชุดการ
ทดลองที่ 1 เริ่มต้นโดยการน าเชื้อไวรัสที่เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการมาเจือจางความเข้มข้นเป็น  1:10 ด้วย 
PBS จ านวน 4 ครั้ง (10 fold dilution จาก 10-1-10-4) และชุดการทดลองที่ 2 น าเชื้อไวรัสที่เพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการมาเจือจางด้วยอัตราส่วน 1:7 ด้วย normal human serum (30 ไมโครลิตรของเชื้อไวรัส และ 
180 ไมโครลิตร ของ normal human serum) จ านวน 4 ครั้ง (10 fold dilution จาก 10-1-10-4) จากนั้น
ตัวอย่างการทดสอบประสิทธิภาพจากทั้งสองชุดการทดลอง จะถูกน าไปสกัดสารพันธุกรรมของไวรัส  

2.2 การสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (Viral nucleic acid extraction) 
  น าตัวอย่างซีรั่มที่ได้จากการรวมตัวอย่างทดสอบเรียบร้อยแล้วจ านวนทั้งหมด 968 ตัวอย่าง 

และตัวอย่างจากชุดการทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจ มาท าการสกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสด้วยวิธี 
magnetic bead โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป Nucleic Acid Extraction Kit, Zybio โดยเริ่มจากการเติม 
proteinase K ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และตัวอย่างซีรั่มปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่มีสารละลาย 
lysis buffer จากนั้นน าไปสกัดสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง Nucleic Acid Isolation System EXM3000 โดย
จะใช้เวลาในการสกัดประมาณ 9 นาที จากนั้นน าสารพันธุกรรมที่ได้จากการสกัดไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อท าการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสต่อไป 

2.3 การตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัส (Viral detection) 
  งานวิจัยนี้ใช้การตรวจหาสารพันธุกรรมของด้วยเทคนิค Multiplex Real-time RT-PCR  โดย

ชุดตรวจส าเร็จรูป ZDC VIASURE kit ที่มีความสามารถในการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อ
ไวรัสชิคุนกุนยา พร้อมกันในขั้นตอนเดียว เริ่มจากขั้นตอนการเติม buffer ปริมาตร 15 ไมโครลิตรลงใน 
lyophilized tube หลังจากนั้นท าการเติมสารพันธุกรรมที่ได้จากการสกัดปริมาตร 5 ไมโครลิตร และน าไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad การตรวจหาเชื้อไวรัส
ในรอบแรกเป็นการใช้ตัวอย่างที่ถูกรวมตัวอย่างทดสอบ (pool serum) และถ้าพบเชื้อไวรัส (Positive result) 
จะท าการทดสอบซ้ าในแต่ละตัวอย่างซีรั่มที่ถูกผสมรวมตัวอย่างทดสอบ  โดยน ามาสกัดหาเชื้อพันธุกรรมของ
ไวรัส และตรวจหาชนิดเชื้อไวรัสที่ตรวจพบอีกครั้ง  
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3. การวิเคราะห์ข้อมูล (Statistical analysis) 
 อัตราความชุกของโรค (Prevalence rate) ถูกค านวณจากจ านวนผู้ป่วยที่ติดเชื้อทั้งหมด ต่อ

จ านวนผู้ป่วยที่ใช้ในการทดสอบ อีกท้ังการเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างการติดเชื้อที่เกิดจากแพร่กระจาย
แบบมีนัยส าคัญที่เกิดจากภายในบ้าน และการแพร่กระจายของเชื้อที่ไม่มีนัยส าคัญ และการเปรียบเทียบ
ระหว่างผู้ป่วยติดเชื้อที่แสดงอาการ และไม่แสดงอาการ ซึ่งทั้งหมดจะถูกค านวณโดยใช้โปรแกรม SPSS 
version 20 software  

 
ผลการวิจัย  

ตัวอย่างซีรั่มจ านวนทั้งหมด 6,775 ตัวอย่าง จากประชากรที่มีอาการและไม่มีอาการไข้ ในพ้ืนที่ 3 
อ าเภอ ของจังหวัดสุราษฎร์ธานี จากการรวมตัวอย่างทดสอบจ านวนทั้งหมด 968 ตัวอย่าง พบว่าให้ผลเป็นลบ
ทั้งหมด แสดงให้เห็นว่าไม่พบสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยา  ผลการ
ทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจ พบว่าชุดทดลองที่ 1 ให้ผลค่า Ct เริ่มต้นของเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสชิคุน
กุนยา และเชื้อไวรัสซิกา เท่ากับ 24.13 28.14 และ26.34 ตามล าดับ โดยความเข้มข้นต่ าสุดของแต่ละเชื้อ
ไวรัสที่สามารถทดสอบได้คือ  10-3 มีค่า Ct เท่ากับ 34.04 38.08 และ 38.24 ตามล าดับ ผลการทดลองชุดที่ 2 
พบว่า เมื่อท าการผสมเชื้อไวรัสกับ normal human serum ในอัตราส่วน 1:7 จะท าให้ประสิทธิภาพในการ
ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสลดลง โดยความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี 
คือ 10-3 มีค่า Ct เท่ากับ 33.43 เชื้อไวรัสชิคุนกุนยา และเชื้อไวรัสซิกา คือ 100 มีค่า Ct เท่ากับ 35.60 และ 
35.18 ตามล าดับ ผลการทดลองการทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจ ชุดที่ 1 และ 2 ให้ผลที่แตกต่างกัน 
และสามารถสรุปได้ว่าประสิทธิภาพในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสลดลงเมื่อท าการเจือจางความ
เข้มข้นของเชื้อไวรัสลง  

 
สรุป และอภิปรายผลการวิจัย 

จากการทดสอบในตัวอย่างซีรั่มทั้งหมดจ านวน 6,775 ตัวอย่าง ที่ได้จากรวมตัวอย่างทดสอบ ไม่
สามารถตรวจพบเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อไวรัสชิคุนกุนยาได้ ซึ่งอาจมีสาเหตุจากปริมาตรแต่ละ
ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบมีปริมาตรแต่ละตัวอย่างน้อยเกินไปส าหรับการทดสอบ ซ่ึงแต่ละตัวอย่างถูกใช้เพียง 
30 ไมโครลิตร ท าให้โอกาสในการตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสลดลง อีกทั้งตัวอย่างที่ใช้ทดสอบไม่ใช่
ตัวอย่างที่เก็บใหม่ในแต่เป็นตัวอย่างที่มีอยู่เดิมในห้องปฏิบัติการซึ่งเก็บไว้ตั้งแต่ปี 2562 อาจส่งผลให้สาร
พันธุกรรมของไวรัสเกิดการเสื่อมสภาพจนไม่สามารถตรวจเจอได้ นอกจากนี้การเลือกใช้ชุดทดสอบ Real-
time RT-PCR ที่เป็น Multiplex test kit ท าให้โอกาสในการตรวจหาเชื้อไวรัสเดงกี เชื้อไวรัสซิกา และเชื้อ
ไวรัสชิคุนกุนยา ลดลงเนื่องจากจะท าให้ชุดตรวจมีค่า limit of detection ที่เพ่ิมมากขึ้น หลังจากการทดสอบ
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ประสิทธิภาพของชุดตรวจ พบว่า สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อที่ความเข้มข้นสูง ๆ เท่านั้น โดยมีค่า 
Ct ในแต่ละเชื้อไวรัสเท่ากับ 25.38 35.18 และ 35.60 ซึ่งอาจจะอธิบายได้ว่า ชุดทดสอบ VIASURE kit อาจมี
ค่า limit of detection ที่ค่อนข้างสูง และส่งผลให้สามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสลดลง  
 
ข้อเสนอแนะ  

1. หากประสงค์จะท าการรวมตัวอย่างทดสอบหลาย ๆ ตัวอย่างเข้าด้วยกัน (Pool sample) ใน 1 
ปฏิกิริยา ดังเช่นในการศึกษานี้ ควรใช้ปริมาณตัวอย่างตั้งต้นในแต่ละตัวอย่างผู้ป่วยไม่น้อยจนเกินไป ซึ่งในการ
วิจัยนี้ใช้ปริมาณตัวอย่างตั้งต้นเพียง 30 ไมโครลิตร จึงอาจต้องมีการปรับปริมาณตัวอย่างที่ใช้ให้มากกว่านี้ 

2. ในการศึกษานี้ผู้วิจัยใช้ตัวอย่างจ านวน 7 ตัวอย่างต่อหนึ่งการทดสอบ (Pool sample) ซึ่งอาจจะ
เป็นจ านวนที่มากเกินไป ส่งผลให้ความเข้มข้นของเชื้อในตัวอย่างลดลง จนไม่สามารถตรวจพบได้ 

3. ถ้าในกรณีงานวิจัยอ่ืนๆ มีความจ าเป็นต้องตรวจแบบรวมตัวอย่างทดสอบเช่นในการศึกษานี้ ก็ควร
ปรับวิธีการตรวจให้เหมาะสม คือ ใช้ชุดตรวจแบบตรวจหาเชื้อไวรัสครั้งละ 1 ชนิด (Singleplex) ไม่ใช้วิธีการ
ตรวจแบบ Multiplex PCR ที่ตรวจหา 3 เชื้อพร้อมกัน ซึ่งอาจจะเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบเชื้อไวรัสได้มากข้ึน  
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