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 ผลงานเอกสารวิชาการ  (เอกสารหมายเลข 5) 
ลำดับท่ี 1 

1. ช่ือผลงาน  การเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ป= 2560-2562 

 Dengue serotype surveillance in Thailand, 2017-2019 

2. ระยะเวลาท่ีดำเนินการ   ป=งบประมาณ พ.ศ. 2559 - 2561 

3. ผลการดำเนินงาน  

1)  บทคัดย>อ 

 ไข5เลือดออกเป_นป̀ญหาสำคัญของสาธารณสุขไทย ซ่ึงประเทศไทยสามารถพบไข5เลือดออกได5ท้ัง 4 

ซีโรทัยป2 เม่ือผู5ปoวยมีการติดเช้ือชนิดใดแล5วจะมีภูมิคุ5มกันตvอเช้ือชนิดน้ันตลอดชีวิต  การดำเนินงานเฝ'า

ระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ได5เก็บตัวอยvางผู5ปoวยท่ีแพทยxสงสัยวvาติดเช้ือไวรัสไข5เลือด เพ่ือ

นำมาตรวจหาชนิดของไวรัสท่ีพบการกระจายในพ้ืนท่ีและสอดคล5องกับภูมิคุ5มกันท่ีเกิดข้ึนจริงในพ้ืนท่ีน้ัน

น้ัน โดยมีโรงพยาบาลท่ีเข5ารvวมการสvงตัวอยvางตรวจจำนวน 16, 19 และ 26 โรงพยาบาล ในป= 2560 

2561 และ 2562 ตามลำดับ โดยคvามัธยฐานอายุของผู5ปoวยท่ีเข5ารvวมการเก็บตัวอยvางเพ่ือเฝ'าระวังเทvากับ 

20 ป= ผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสไข5เลือดออกด5วยวิธี Real-time RT PCR พบวvาในจังหวัดท่ีมีการ

เก็บข5อมูลการเฝ'าระวังตvอเน่ืองท้ังสามป= จะมีซีโรทัยป2เดvนท่ีแตกตvางกันและในพ้ืนท่ีเดียวกันจะพบซี

โรทัยป2เดvนท่ีตvางกันในแตvละป= ฉะน้ันการดำเนินการเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกอยvางตvอเน่ือง ทำให5

ทราบข5อมูลการกระจายของเช้ือไวรัสเด็งก่ีในพ้ืนท่ีและมีความสำคัญในการพยากรณxความรุนแรงของ

การระบาดของโรคไข5เลือดออก เพ่ือประโยชนxในการควบคุมและป'องกันการระบาดของโรค

ไข5เลือดออกในแตvละพ้ืนท่ีของประเทศไทย  

 

2) ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 ไวรัสวิทยา 

ไวรัสเดงก่ี (Dengue viruses) จัดอยูvใน family Flaviviridae ใน genus Flavivirus เป_น 

positive-sense, single-stranded RNA virus มีขนาดของสารพันธุกรรมประมาณ 11 Kb ประกอบ

ไปด5วย โปรตีน 10 ชนิด คือ structural proteins 3 ชนิด (Membrane protein : M, Envelope 

protein : E และ Capsid protein : C) และ Nonstructural Protein 7 ชนิด (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B and NS5) ตามรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1 Dengue genome (1) 

 

Dengue viruses มีโครงสร5างของเช้ือและสารพันธุกรรมท่ีคล5ายคลึงกันหลายชนิด เชvน Yellow 

fever virus, West Nile virus, Japanese encephalitis virus และ Tick-borne encephalitis 

virus เป_นต5น การติดเช้ือไข5เลือดออกสามารถแบvงได5เป_น 4 serotypes คือ DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 และ DENV-4 ซ่ึงแบvงตามการตอบสนองของแอนติบอดีในซีรัมมนุษยx (1)  โดยในแตvละซี

โรทัยป2 สามารถแบvงได5เป_นหลากหลาย genotype (2) ดังน้ี  

Dengue serotype 1 ประกอบไปด5วย 5 genotype 

1. genotype I เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากเอเชียตะวันออกเฉียงใต5 จีน และแอฟริกา

ตะวันออก  

2. genotype II เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากประเทศไทยท่ีรวบรวมในป= 1950 และ 1960 

3. genotype III เป_นตัวแทนของ sylvatic strain ในมาเลเซีย  

4. genotype IV เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากหมูvเกาะแปซิฟñกตะวันตกและออสเตรเลีย 

5. genotype V เป_นตัวแทนของสายพันธุxท้ังหมดท่ีรวบรวมในอเมริกา สายพันธุxจาก

แอฟริกาตะวันตก และสายพันธุxท่ีรวบรวมจากเอเชียจำนวนจำกัด 

Dengue serotype 2 ประกอบไปด5วย 6 genotype 

1. Asian genotype 1 เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากมาเลเซียและประเทศไทย  

2. Asian genotype 2 เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากเวียดนาม, จีน, ไต5หวัน, ศรีลังกา และ

ฟñลิปปñนสx 

3. The cosmopolitan genotype เป_นตัวแทนของสายพันธุxของการกระจายทาง

ภูมิศาสตรxในวงกว5าง รวมถึงออสเตรเลีย แอฟริกาตะวันออกและตะวันตก หมูvเกาะใน

มหาสมุทรแปซิฟñกและอินเดีย อนุทวีปอินเดีย และตะวันออกกลาง  

4. The American genotype เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากละตินอเมริกาและสายพันธุx

เกvาท่ีรวบรวมจากแคริบเบียน อนุทวีปอินเดีย และหมูvเกาะแปซิฟñกในทศวรรษ 1950 

และ 1960 

5. the Southeast Asian/American genotype เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากประเทศ

ไทยและเวียดนาม และสายพันธุxท่ีรวบรวมในอเมริกาในชvวง 20 ป=ท่ีผvานมา 
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6. the sylvatic genotype เป_นตัวแทนของสายพันธุxท่ีรวบรวมจากมนุษยx ยุงปoา หรือลิง

ยามในแอฟริกาตะวันตกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต5 

Dengue serotype 3 ประกอบไปด5วย 4 genotype 

1. genotype I เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากอินโดนีเซีย มาเลเซีย ฟñลิปปñนสx และสายพันธุx

ลvาสุดท่ีแยกได5จากหมูvเกาะแปซิฟñกใต5  

2. genotype II เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากประเทศไทย เวียดนาม และบังคลาเทศ  

3. genotype III เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากศรีลังกา อินเดีย แอฟริกา และซามัว  

4. genotype IV เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากเปอรxโตริโก ละตินและอเมริกากลาง และ

สายพันธุxตาฮิติป= 1965 สายพันธุxซิลวาติคของ DENV-3 ยังไมvได5รับการแยกออกจนถึง

ป̀จจุบัน แตvเช่ือกันวvามีอยูvในมาเลเซีย โดยอิงจากการแปลง seroconversion ของลิง 

Sentinel 

Dengue serotype 4 ประกอบไปด5วย 4 genotype 

1. genotype I เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากประเทศไทย ฟñลิปปñนสx ศรีลังกา และญ่ีปุoน 

(นำเข5าจากเอเชียตะวันออกเฉียงใต5)  

2. genotype II เป_นตัวแทนของสายพันธุxจากอินโดนีเซีย มาเลเซีย ตาฮิติ แคริบเบียน และ

อเมริกา  

3. genotype III แสดงถึงสายพันธุxไทยลvาสุดท่ีแตกตvางจากสายพันธุxไทยอ่ืนๆ  

4. genotype IV ซ่ึงเป_นตัวแทนของสายพันธุxซิลวาติกจากมาเลเซีย 

โดยการติดเช้ือของท้ัง 4 ซีโรทัยป2สvงผลตvออาการทางคลินิกท่ีหลากหลาย แตv 70% - 80% ของผู5

ติดเช้ือจะไมvแสดงอาการ (asymptomatic infection) (3-5) โดยอาการทางคลินิกมีต้ังแตvเป_นไข5เพียง

เล็กน5อย (Dengue fever) ไปจนถึงมีไข5เลือดออก (Dengue haemorrhagic fever : DHF) หรือใน

กรณีมีภาวะช็อครvวม ด5วย (Dengue shock syndrome : DSS) สvวนใหญvผู5ปoวยไข5เลือดออกท่ีมี

อาการรุนแรงเกิดจากการติดเช้ือคร้ังท่ีสอง (Secondary infection) ท่ีมีซีโรทัยป2แตกตvางกับการติด

เช้ือคร้ังแรก (Primary infection) (5) 

 

2.2 การแพร>กระจาย (Transmission) 

ไวรัสเดงก่ีแพรvกระจายในคน โดยการกัดของยุงลาย (Aedes aegypti) ซ่ึงเป_นพาหะนำโรค ตามรูป

ที่ 2 เมื่อยุงลายกัดคนที่ไวรัสเดงกี่ในรvางกาย (viraemic phase) ในชvวง extrinsic phase เชื้อจะเข5าไป

ฝ`งตัวภายในกระเพาะและตvอมน้ำลายของยุงโดยมีระยะฟ`กตัวประมาณ 8- 10 วัน หลังจากนั้นยุงที่ติด

เชื้อ (infected mosquito) จะสามารถแพรvกระจายเชื้อไวรัสสูvคนอื่นได5โดยการกัดแล5วปลvอยเชื้อไวรัส

จากตvอมน้ำลายเข5าสูvกระแสเลือด เมื่อไวรัสเดงกี่เข5าสูvรvางกาย จะใช5เวลาประมาณ 4-7 วัน จะเริ่มมี

อาการไข5และสามารถแพรvเชื้อไวรัสเด็งกี่ไปยังยุงตัวใหมvได5 (intrinsic incubation) โดยคนที่มีอาการ

แสดงหรือไมvมีอาการแสดง ก็จะสามารถแพรvเช้ือไวรัสเดงก่ีไปยังยุงตัวใหมvได5เหมือนกัน (6)  
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รูปท่ี 2 Dengue virus cycle ในคนและในยุง 

 

2.3 พยาธิสภาพ (Pathophysiology) 

การติดเช้ือไวรัสเดงก่ี อาจจะไมvแสดงอาการ หรือมีอาการทางคลินิกท่ีหลากหลายเชvน การมีไข5 การ

มีเลือดออกทางผิวหนัง สุดท5ายเป_นความผิดปกติทางสรีรวิทยาที่ซับซ5อนซึ่งสvงผลตvอระบบตvางๆ รวมถึง

ตับ การแข็งตัวของเลือด สารเติมเต็ม (complement) การสร5างเม็ดเลือด (hematopoiesis) และ

ระบบหลอดเลือด (vascular systems)  

 

2.4 การตรวจทางห]องปฏิบัติการ 

การตรวจวินิจฉัยทางห5องปฏิบัติการโรคไข5เลือดออกจะแบvงออกเป_น 2 วิธีหลัก คือ การตรวจหา

ช้ินสvวนของตัวไวรัสโดยตรง (Virological tests or Direct methods) และการตรวจหาแอนติบอดีท่ี

ตอบสนองตvอเช้ือไวรัสท่ีเข5าสูvรvางกาย (Serological tests or Indirect methods) ตามรูปท่ี 3 (1, 7)  
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รูปท่ี 3 วิธีการตรวจทางห5องปฏิบัติการเพ่ือวินิจฉัยโรคไข5เลือดออก (7) 

 

การเลือกใช5วิธีในการตรวจไข5เลือดออกให5มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด จะข้ึนอยูvกับระยะเวลาท่ีผู5ปoวย

เร่ิมแสดงอาการ ตามรูปท่ี 4A (4) โดยจะตรวจหาไวรัสในกระแสเลือด (DENV viraemia) ได5กvอนท่ีจะ

มีอาการไข5 24 - 48 ช่ัวโมง จนถึงวันท่ี 5 - 6 หลังจากมีอาการไข5 และในชvวงเวลาน้ีจะสามารถ

ตรวจหา RNA virus และโปรตีน NS1 (Nonstructural protein 1) ในเลือดของผู5ปoวยได5 การ

ตรวจหา Antibody ท่ีตอบสนองตvอ DENV จะข้ึนอยูvกับภูมิคุ5มกันของผู5ปoวยท่ีตอบสนองตvอการติด

เช้ือไวรัสปฐมภูมิ (Primary infection) หรือคร้ังท่ีสอง (Secondary infection) โดยท่ัวไปเม่ือมีการ

ติดเช้ือคร้ังแรก ในวันท่ี 5 หลังจากผู5ปoวยแสดงอาการ IgM จะเป_น Immunoglobulin ชนิดแรกท่ี

ปรากฏข้ึนมา และมีระดับท่ีสูงข้ึนจนถึง 2 สัปดาหxและหลังจากน้ัน 2 – 3 เดือน จะลดลงจนไมv

สามารถตรวจวัดได5 ในขณะเดียวกันรvางกายได5ผลิต Immunoglobulin อีกชนิดคือ IgG ซ่ึงจะสามารถ

ตรวจได5ในปริมาณท่ีต่ำหลังจากมีอาการไข5ในสัปดาหxแรก และจะคvอยเพ่ิมข้ึน คงอยูvในกระแสเลือดจน

สามารถตรวจวัดได5เป_นเวลาหลายเดือนหรืออาจอยูvจนตลอดชีวิต (8, 9) แตvถ5ามีการติดเช้ือทุติยภูมิ 

(Secondary infection) ซ่ึงอาจจะเป_นซีโรทัยป2เดิม หรือซีโรทัยป2อ่ืน รวมท้ังไวรัสในกลุvม 

Flaviviruses ชนิดอ่ืน ก็จะสามารถกระตุ5นภูมิคุ5มกันข5ามชนิดได5 สvงผลให5มีอาการของไข5เลือดออกท่ี

รุนแรงข้ึน โดยระดับของ IgG จะถูกตรวจวัดได5ในปริมาณท่ีสูงข้ึนถึงแม5จะเป_นชvวงแรกของการติดเช้ือ

และคงสูงเป_นระยะเวลานานจนกระท่ังตลอดชีวิต โดยการติดเช้ือในคร้ังท่ีสองน้ี ระดับ IgM จะ

สามารถตรวจได5ลดลงกวvาการติดเช้ือในคร้ังแรก ซ่ึงระดับแอนติบอดีของ IgM/IgG สามารถจำแนกได5

วvาเป_นการติดเช้ือแบบ Primary infection หรือ Secondary infection ตามรูปท่ี 4B (9)  
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A 

 

 

 

B  

 

 

 

รูปท่ี 4 การวินิจฉัยไข5เลือดออก ตามระยะเวลาของการแสดงอาการในผู5ปoวย (A) และความแตกตvางของ titer 

ระหวvาง IgG กับ IgM ในการติดเช้ือ Primary infection และ Secondary infection (B) 
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แผนภูมิการวินิจฉัยโรคไข]เลือดออกทางห]องปฏิบัติการ 

 

 
 

การตรวจทางห]องปฏิบัติการเพ่ือการวินิจฉัยโรคไข]เลือดออก 

วิธีการตรวจ

วินิจฉัย 

หลักการตรวจ

วินิจฉัย 

ชนิดส่ิงสvงตรวจ รายละเอียดวิธีการตรวจ 

Virus 

isolation 

Virus culture Serum, Plasma, 

Whole blood, 

Buffy coat, 

Tissue 

-เป_นวิธีมาตรฐานในการตรวจหาเช้ือไวรัส 

-ใช5เวลาในการวินิจฉัยนาน 1-2 สัปดาหx 

-ต5องใช5ผู5เช่ียวชาญในการทดสอบ 

Nucleic 

detection 

RT-PCR,   

qRT-PCR 

Serum, Plasma, 

Whole blood, 

Tissue 

-สามารถแยกซีโรทัยป2ได5 ได5ผลการวินิจฉัยท่ีมี

ความจำเพาะสูง 

-ใช5ระยะเวลาในการตรวจเพียง 1-2 วัน 

-ใช5เคร่ืองมือเฉพาะในการวินิจฉัย 

Antigen 

detection 

NS1 Ag Rapid 

tests 

Whole blood, 

Plasma/serum 

-สามารถอvานผลได5ภายใน 30 นาที 

-ใช5งานงvาย ไมvต5องใช5เคร่ืองมือท่ีซับซ5อน 

-สามารถตรวจได5ในชvวง 5 วันหลังจากมีอาการไข5 

-มีชvวงของความไวและความจำเพาะของชุดตรวจท่ี

หลากหลาย 
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วิธีการตรวจ

วินิจฉัย 

หลักการตรวจ

วินิจฉัย 

ชนิดส่ิงสvงตรวจ รายละเอียดวิธีการตรวจ 

Antibody 

detection 

Rapid tests Plasma/serum -สามารถอvานผลได5ภายใน 30 นาที 

-ใช5งานงvาย ไมvต5องใช5เคร่ืองมือเฉพาะในการวินิจฉัย 

- อาจเกิด cross reaction ระหวvางเช้ือไวรัสในกลุvม

เดียวกัน ใช5ในการตรวจคัดกรองข้ันต5นได5 

ELISA Plasma/serum -เป_นวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบการติดเช้ือไวรัส

ไข5เลือดออก 

-สามารถแยกการติดเช้ือเป_น primary infection 

หรือ secondary infection 

-ใช5ระยะเวลาในการตรวจ 1-2 วัน 

Plaque 

reduction 

neutralization 

test (PRNT) 

Plasma/serum -ตรวจหา antibody ท่ีจำเพาะและสามารถป'องกัน

การติดเช้ือไวรัสไข5เลือดออกได5 

-ใช5ระยะเวลาในการตรวจ 8-10 วัน 

-ข้ันตอนการทดสอบยุvงยากและคvาใช5จvายสูง  

-ต5องใช5ผู5เช่ียวชาญในการทดสอบ 

 

การเก็บส่ิงส>งตรวจทางห]องปฏิบัติการ 

หลักการตรวจวินิจฉัย วิธีการเก็บส่ิงสvงตรวจ 

-Virus culture หรือ

Nucleic detection  

- ควรใช5 plasma หรือ serum ท่ีเจาะเลือดในระยะมีไข5 แยกเก็บไว5ท่ีอุณหภูมิ      

-70°C ในกรณีท่ีไมvมีตู5แชvท่ีอุณหภูมิ -70°C, dry ice หรือ liquid nitrogen ควร

เก็บ whole blood (EDTA blood หรือ clot blood) ในอุณหภูมิ 4°c และ

นำสvงห5องปฏิบัติการโดยแชvน้ำแข็งภายใน 24 ช่ัวโมง 

Antibody detection 

(IgM/IgG) 

- เจาะเลือดผู5ปoวยใสvหลอดเลือดชนิด clotted blood (ฝาแดง) หรือหลอด 

EDTA (ฝามvวง) ประมาณ 5 มิลลิลิตร ป̀•นแยกน้ำเหลืองใสvหลอดพลาสติกขนาด

เล็ก หลอดละประมาณ 0.5-1 มิลลิลิตร  

 

3) วัตถุประสงคe 

เพ่ือทราบข5อมูลซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในแตvละพ้ืนท่ีของประเทศไทย ในป= 2560-2562 
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4) วิธีดำเนินการ 

การเลือกตัวอย>างเลือด 

 การเก็บตัวอยvางเลือดเพ่ือเฝ'าระวังโรคติดตvอนำโดยยุงลายได5ประสานกับโรงพยาบาลท่ัว

ประเทศ และช้ีแจงแนวทางการเก็บตัวอยvางซีรัมหรือพลาสมvา เพ่ือการเฝ'าระวังซีโรทัยป2

ไข5เลือดออก (Dengue surveillance) ในป= 2560-2562 ใช5เกณฑxการคัดเลือกคือ ผู5ปoวยท่ีแพทยx

สงสัยวvาติดเช้ือไวรัสเดงก่ี โดยมีเกณฑxอยvางใดอยvางหน่ึงดังตvอไปน้ี i.) ผู5ปoวยท่ีได5รับการตรวจด5วย

ชุดตรวจอยvางรวดเร็ว (Rapid diagnostic test) ไวรัสเดงก่ี และให5ผลบวก (Positive) ii.) ผู5ปoวย

เป_นไข5ไมvเกิน 5 วัน และ iii.) ผล CBC พบจำนวนเม็ดเลือดขาวน5อยกวvา 5,000 cells/ml (พบ 

Lymphocyte เดvน หรือพบ Atypical lymphocyte) รายละเอียดตามภาคผนวก 1 

 

การตรวจหาชนิดของไวรัสไข]เลือดออกโดยวิธีอณูชีวโมเลกุล 

 ตัวอยvางเลือดท้ังหมดนำมาสกัดสารพันธุกรรมด5วยเคร่ืองสกัดอัติโนมัติ MagNA Pure LC 2.0 

(Roche) ตัวอยvางละ 200 ไมโครลิตร ด5วยชุดสกัด MagNA Pure LC Total Nucleic Acid 

Isolation Kit (Roche) และเก็บสารพันธุกรรมท่ีสกัดได5ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นำไปหาสาร

พันธุกรรมโดยวิธี Real-time RT-PCR (TaqMan) assay โดยสอดคล5องตามบทความวิจัยของ 

Johnson BW และคณะในป=  2005 (10) โดยนำ RNA template 5 ไมโครลิตร ใช5กับชุด 

QuantiTect RT-PCR (Qiagen) ลงในเคร่ือง The LightCycler 480 real-time PCR system 

(Roche) โดยใช5 Positive control จาก cell culture เช้ือไวรัสเดงก่ีซีโรทัยป2 1-4 ซ่ึงได5รับการ

สนับสนุนจากฝoายอาโบไวรัส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรxสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรxการแพทยx 

กระทรวงสาธารณสุข และใช5 PBS เป_น Negative Control ในข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรม 

(ภาคผนวก 2) 

  

5) ผลการวิเคราะหeข]อมูล 

แนวทางการเก็บตัวอยvางเพื่อการเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออก (Dengue surveillance) ในป= 

2560-2562 ใช5เกณฑxการคัดเลือกคือ ผู5ปoวยที่แพทยxสงสัยวvาติดเชื้อไวรัสเดงกี่ โดยมีเกณฑxอยvางใด

อยvางหนึ่งดังตvอไปน้ี i.) ผู5ปoวยที่ได5รับการตรวจด5วยชุดตรวจอยvางรวดเร็ว (Rapid diagnostic test) 

ไวรัสเดงกี่ ไวรัสซิก5า หรือไวรัสชิคุนกุนยvาและให5ผลบวก (Positive) ii.) ผู5ปoวยเป_นไข5ไมvเกิน 5 วัน 

และ iii.) ผล CBC พบจำนวนเม็ดเลือดขาวน5อยกวvา 5,000 cells/ml (พบ Lymphocyte เดvน หรือ

พบ Atypical lymphocyte) ดำเนินการประสานโรงพยาบาลในพื้นที่สำนักงานป'องกันควบคุมโรค

ที่ 1- 12 (สคร.1-12) และสถาบันป'องกันควบคุมโรคเขตเมือง (สปคม.) โดยมีจำนวนตัวอยvางจาก

โรงพยาบาลที่เข5ารvวมการสvงตัวอยvางตรวจเพื่อเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในป= 2560 จำนวน 

327 ราย ป= 2561 จำนวน 972 ราย และป= 2561 จำนวน 799 ราย ดังตารางที่ 1 ประกอบไปด5วย

ตัวอยvางตรวจจากพื้นที่จังหวัดเชียงใหมv อุทัยธานี นนทบุรี ปทุมธานี ลพบุรี อvางทอง ราชบุรี 
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สุพรรณบุรี ชลบุรี ระยอง สมุทรปราการ ขอนแกvน เลย หนองคาย สุรินทรx ศรีสะเกษ อุบลราชธานี 

นราธิวาส สงขลา สตูล ดังแผนท่ีรูปท่ี 1 (รายช่ือโรงพยาบาลท่ีเข5ารvวมตามภาคผนวกท่ี 3)  

 

ตารางที่ 1  จำนวนโรงพยาบาลที่เข5ารvวมการสvงตัวอยvางตรวจเพื่อเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกใน

ป= 2560-2561 

 

จังหวัด 

จำนวนตัวอย>างส>งตรวจ 

รวม 2560 2561 2562 

สคร .1  
    

เชียงใหมv - 54 22 76 

สคร .2 
    

 -  - - - - 

สคร .3 
    

อุทัยธานี - - 5 5 

สคร .4 
    

นนทบุรี - 25 11 36 

ปทุมธานี 81 107 30 218 

ลพบุรี - 15 60 75 

อvางทอง - 87 
 

87 

สคร .5 
    

ราชบุรี 36 25 33 94 

สุพรรณบุรี - 72 37 109 

สคร .6 
    

ชลบุรี - 51 94 145 

ระยอง 42 262 140 444 

สมุทรปราการ - 99 54 153 

สคร .7 
    

ขอนแกvน - - 55 55 

สคร .8 
    

เลย 14 4 - 18 

หนองคาย - 37 - 37 

สคร .9 
    

สุรินทรx 97 57 93 247 
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สคร .10 
    

ศรีสะเกษ - - 41 41 

อุบลราชธานี 35 - - 35 

สคร .11 
    

 -  - - - - 

สคร .12 
    

นราธิวาส - 38 64 102 

สงขลา 22 
  

22 

สตูล - 39 1 40 

สปคม. 
    

กรุงเทพมหานคร - - 59 59 

รวมท้ังหมด 327 972 799 2,098 

 

 

 

 

   
ป= 2560 ป= 2561 ป= 2562 

 

 

รูปท่ี 1 แผนท่ีแสดงจังหวัดท่ีสvงตัวอยvางตรวจเพ่ือเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในป= 2560-2562 
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ชvวงอายุของตัวอยvางตรวจผู5ปoวยที่แพทยxสงสัยวvาติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ป= 2560 ตั้งแตvอายุต่ำสุด 

3 เดือนและสูงสุด 77 ป= โดยมีคvามัธยฐานของอายุอยูvที่ 19 ป= 2561 ตั้งแตvอายุต่ำสุด 4 วันและ

สูงสุด 94 ป= โดยมีคvามัธยฐานของอายุอยูvท่ี 20 ป= และป= 2562 ต้ังแตvอายุต่ำสุด 3 เดือนและสูงสุด 

85 ป= โดยมีคvามัธยฐานของอายุอยูvที่ 19 ป= ตามตารางที่ 2 เมื่อรวมข5อมูลทั้งสามป= มีคvามัธยฐาน

ของอายุท่ี 20 ป= ตามรูปท่ี 2 

 

ตารางที่ 2  ชvวงอายุของตัวอยvางตรวจงานเฝ'าระวังในผู5ปoวยที่แพทยxสงสัยวvาติดเชื้อไวรัสเดงกี่ ป= 

2560-2562 

 

ปn อายุต่ำสุด อายุสูงสุด ค>ามัธยฐาน 

2560 3 เดือน 77 ป= 19 ป= 

2561 4 วัน 94 ป= 20 ป= 

2562 3 เดือน 85 ป= 19 ป= 

 

 

อายุ (ป=) 

 

รูปท่ี 2 ชvวงอายุของตัวอยvางตรวจผู5ปoวยท่ีแพทยxสงสัยวvาติดเช้ือไวรัสเดงก่ี ป= 2560-2562 

 

 การตรวจหาชนิดของเชื้อไวรัสเดงกี่โดยวิธี Real-time RT PCR จากตัวอยvางซีรัมหรือพลาสมvา 

ในโครงการการเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ป= 2560-2562 (ตารางท่ี3) โดยพบชนิด

ของไวรัส DENV-4 มากที่สุด ในป= 2560 และพบชนิดของไวรัส DENV-1 มากที่สุด ในป= 2561 และ 

2562 พบการติดเชื้อรvวม (Co-infection) ระหวvาง DENV-1 และ DENV-4 จากจังหวัดปทุมธานี 

จำนวนตัวอยvางตรวจ (ราย) 

 

                    0-10   11-20   21-30  31-40  41-50   51-60  61-70  71-80    81+ 
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โดยเฉลี่ยทั้งสามป= พบวvา ร5อยละ 65.11 จากตัวอยvางตรวจทั้งหมด ตรวจไมvพบสารพันธุกรรมของ

เช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี Real-time RT PCR (รายละเอียดผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี 

Real-time RT PCR ในพ้ืนท่ีแตvละจังหวัดป= 2560-2562 ภาคผนวก 4) 

 

ตารางท่ี 3  ผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี Real-time RT PCR ป= 2560-2562 

RT-qPCR 2560 2561 2562 Total 

DENV-1 11.62% 19.03% 25.41% 20.31% 

DENV-2 6.73% 5.97% 7.88% 6.82% 

DENV-3 0.92% 1.75% 1.63% 1.57% 

DENV-4 15.60% 6.17% 2.13% 6.10% 

Negative 64.53% 67.08% 62.95% 65.11% 

Co-infection* 0.31%   0.05% 

จำนวนตัวอยvางท้ังหมด 327 972 799 2,098 

*Co-infection: DENV-1 และ DENV-4 

 

จังหวัดท่ีมีการสvงตัวอยvางเพ่ือตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีตvอเน่ืองท้ังสามป= 2560-2562 

ได5แกv จังหวัดปทุมธานี จังหวัดระยอง จังหวัดราชบุรี และจังหวัดสุรินทรx เม่ือเปรียบเทียบกับ

ภาพรวมชนิดของไวรัสท้ังหมดจะพบวvา ในแตvละพ้ืนท่ีจะมีชนิดของไวรัสท่ีเดvนแตvตvางกัน เชvน ป= 

2560 ภาพรวมท้ังประเทศพบชนิดของไวรัส DENV-4 มากท่ีสุด ซ่ึงแตกตvางจากข5อมูลของจังหวัด

ปทุมธานีและราชบุรีท่ี DENV-1 มากท่ีสุด 
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6) บทสรุป 

การวินิจฉัยโรคไข5เลือดออกทางห5องปฏิบัติการ สามารถทำได5หลายวิธี ขึ้นอยูvกับระยะเวลา

แสดงอาการของผู5ปoวย ซึ่งจะสvงผลตvอการตรวจไข5เลือดออกให5มีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยการ

ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสไข5เลือดออกชvวงที่เหมาะสมสำหรับการเก็บตัวอยvางคือ ผู5ปoวยมี

อาการไข5ไมvเกิน 5 วัน จากผลการดำเนินงานตรวจหาสารพันธุกรรมเพ่ือเฝ'าระวังไวรัสไข5เลือดออก

พบ Negative ที่มากกวvาร5อยละ 65 มาจากหลายสาเหตุที่สามารถเกิดขึ้นได5 เชvน i. ผู 5ปoวยมี

อาการไข5เลือดออกมากกวvา 5 วัน ii. ผู5ปoวยเป_นไข5จากเชื้อกvอโรคชนิดอื่นที่ไมvใชvไวรัสไข5เลือดออก 

iii. Limit of Detection (LOD) ของวิธีที่เลือกใช5ในการตรวจ iv. เนื่องจากไวรัสเดงกี่เป_น RNA 

virus  การเก็บรักษาและการขนสvงจึงเป_นป`จจัยสำคัญมากในการรักษาสภาพสารพันธุกรรมของ

ไวรัสให5คงอยูvได5 

การดำเนินการเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ป= 2560-2562 มีเกณฑxการเก็บ

ตัวอยvางเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของเชื้อไวรัสไข5เลือดออกที่พบได5พื้นที่จริง ซึ่งเมื่อนำข5อมูลชนิดของ

ไวรัสไข5เลือดออกจากคนไข5เสียชีวิต จะพบวvาสvวนใหญvคนไข5เสียชีวิตด5วย DENV-2 ซึ่งเป_นข5อมูลท่ี

แตกตvางจากการเฝ'าระวังชนิดของเชื ้อไวรัสไข5เลือดออกในพ้ืนที่จริง โดยสอดคล5องกับหลาย

บทความวิจัยท่ีพบวvาการติดเช้ือ DENV-2 สvงผลให5มีอาการ DHF และ DSS ท่ีรุนแรงเพ่ิมข้ึน (11)  

ซึ่งการเก็บข5อมูลเพื่อการเฝ'าระวังการเปลี่ยนแปลงซีโรทัยป2ไข5เลือดออกมีความสำคัญอยvางยิ่ง ซ่ึง

เป_นเครื่องมือที่ใช5ในการพยากรณx ที่อาจบvงบอกความรุนแรงของการระบาดของโรคไข5เลือดออกใน

แตvละพื้นที ่ และเพื่อเป_นประโยชนxในการกระตุ5นการควบคุมและป'องกันการระบาดของโรค

ไข5เลือดออกท่ีจะเกิดข้ึนในแตvละพ้ืนท่ีของประเทศไทยตvอไป 
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8) ภาคผนวก 

ภาคผนวก 1 แนวทางการเก็บตัวอยvางเพ่ือเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ป= 2560-2562 

ภาคผนวก 2 วิธีการตรวจหาชนิดของไวรัสไข5เลือดออกโดยวิธีอณูชีวโมเลกุล 

ภาคผนวก 3 รายชื่อโรงพยาบาลที่เข5ารvวมการเก็บตัวอยvางเพื่อเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในประเทศไทย ป=    

2560-2562 

ภาคผนวก 4 ผลการตรวจหาชนิดของเชื้อไวรัสเดงกี่โดยวิธี Real-time RT PCR จากการเฝ'าระวังซีโรทัยป2

ไข5เลือดออกในพ้ืนท่ีแตvละจังหวัดในประเทศไทย ป= 2560-2562 

 

4. สัดส>วนของผลงานในส>วนที่ตนเองปฏิบัติ (%) (ระบุรายละเอียดของผลงานเฉพาะสvวนที่ตนเองปฏิบัติ

พร5อมท้ังสัดสvวนของผลงาน) 

สัดสvวนของผลงานในสvวนท่ีตนเองปฏิบัติ คิดเป_นร5อยละ 80 โดยดำเนินการในสvวนของ 

1. ศึกษา ทบทวน งานวิจัยท่ีเก่ียวข5องกับการตรวจวินิจฉัยซีโรทัยป2ไข5เลือดออก 

2. จัดทำแนวทางการเก็บตัวอยvางตรวจเพ่ือการเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออกในโรงพยาบาล 

3. ประสานงานกับสำนักงานป'องกันควบคุมโรคท่ี 1- 12 สถาบันป'องกันควบคุมโรค สำนักงาน

สาธารณสุข และโรงพยาบาลท่ีเข5ารvวมการเก็บตัวอยvางเพ่ือเฝ'าระวังซีโรทัยป2ไข5เลือดออก 
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๑๖ 
 

4. พัฒนาวิธีการตรวจและจัดทำคูvมือการตรวจวินิจฉัยซีโรทัยป2ไข5เลือดออก โดยวิธีทางอณูชีว

โมเลกุล 

5. ดำเนินการตรวจวินิจฉัยซีโรทัยป2ไข5เลือดออกทางห5องปฏิบัติการ 

6. วิเคราะหxและแปลผลทางห5องปฏิบัติการ 

7. สรุปผลการเฝ'าระวังซีโรทัยป2 ป= 2560-2562 

 

5. ผู]ร>วมจัดทำผลงาน (ถ5ามี) 

  5.1 นางประภา อนันทสุข  นักเทคนิคการแพทยxปฏิบัติการ  สัดสvวนของผลงาน 10% 

 5.2 พญ.ดารินทรx อารียxโชคชัย นายแพทยxเช่ียวชาญ  สัดสvวนของผลงาน 10% 

  

   

 

 

 

(ลงช่ือ) ....................................................... 

          (นางสาวพัชรินทรx บุญอินทรx) 

               ผู5เสนอผลงาน 

       ................./................/............... 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



เอกสารชี้แจงขั้นตอนการดำเนินงาน
เพื่อเฝ้าระวังเชื้อไวรัสนำโดยแมลง

กองโรคติดต่อนำโดยแมลง
กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข

การเก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วย
เพื่อตรวจหาชนิดของไวรัสเดงกี่
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ขั้นตอนการดำเนินงานเฝ้าระวังไวรัสโรคติดต่อนำโดยยุงลาย
1.  การเก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วยที่สงสัยว่าติดเชื้อไวรัสเดงก่ี จาก

1.1 เลือกโรงพยาบาลภายในเขตบริการสุขภาพ ในพื้นที่รับผิดชอบของสคร.
1.1.1 โรงพยาบาลประจำจังหวัดหรือ รพศ., รพท. อย่างน้อย 1 แห่ง หรือมากกว่าน้ัน
1.1.2 โรงพยาบาลชุมชนไม่จำกัดจำนวน (ควรเลือกโรงพยาบาลในอำเภอที่มีอุบัติการณ์ของโรคสูง) 

1.2 ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาล และ/หรือ มีการส่งตัวอย่างตรวจมาที่สำนักงานป้องกันควบคุม
โรค หรือสถาบันป้องกันควบคุมโรคเขตเมือง ซึ่งควรส่งตัวอย่างให้ครอบคลุมทั้งผู้มีอาการไม่รุนแรง และอาการรุนแรง

2.  แบ่งอุปกรณ์ไปตามโรงพยาบาลในจังหวัดที่ถูกเลือก เพื่อเก็บตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมา
3.  เลือกเก็บตัวอย่าง ซีรัมหรือพลาสม่า ของผู้ป่วยที่แพทย์สงสัยว่าติดเชื้อไวรัสเดงกี่ โดยมีเกณฑ์อย่างใดอย่างหน่ึงดังต่อไปน้ี

3.1 ผู้ป่วยที่ได้รับการตรวจด้วยชุดตรวจอย่างรวดเร็ว (Rapid diagnostic test) ไวรัสเดงก่ี และให้ผลบวก (Positive)
3.2 ผู้ป่วยเป็นไข้ไม่เกิน 5 วัน
3.3 ผล CBC พบจำนวนเม็ดเลือดขาวน้อยกว่า 5,000 cells/ml (พบ Lymphocyte เด่น หรือพบ Atypical lymphocyte)

4.  ลงข้อมูลผู้ป่วยในแบบบันทึกการส่งตัวอย่างเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของไวรัสเดงก่ี โดยกรอกข้อมูลผู้ป่วยดังน้ี

5.  ระยะเวลาที่จัดเก็บตัวอย่าง ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 โดยศูนย์อ้างอิงทางห้องปฏิบัติการฯ 
กองโรคติดต่อนำโดยแมลง จะทำการตรวจในสัปดาห์ที่ 3 ของทุกเดือน และแจ้งผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการฯกลับภายใน
วันที่ 10 ของเดือนถัดไป โดยแจ้งผลกลับไปยังสำนักงานป้องกันควบคุมโรคและสาธารณสุขจังหวัดที่ประสานการเก็บ
ตัวอย่าง (โรงพยาบาลสามารถแจ้งชื่อและอิเมล์ในกรณีที่ต้องการผลการตรวจโดยตรง ที่แบบบันทึกการเก็บตัวอย่างฯ)

6.  รวบรวมซีรัม/พลาสมาของผู้ป่วย ทั้งหมดที่สามารถเก็บได้ พร้อมแบบบันทึกการส่งตัวอย่างเลือดฯ ส่งมาที่
นางสาวพัชรนิทร์ บุญอินทร์ ศูนย์อ้างอิงทางห้องปฏิบัติการฯ อาคาร 11 ชั้น 1 กองโรคติดต่อนำโดยแมลง 
กระทรวงสาธารณสุข นนทบุรี 11000 

7.   หากมีข้อสงสัยหรือสอบถามข้อมูลติดต่อมาที่ นางสาวพัชรินทร์ บุญอินทร์ เบอร์โทรศัพท์ 089-7894042 หรือ      
02-5903128 E-mail: Labvbd@gmail.com

แบบบันทึกการส+งตัวอย+างเลือดเพ่ือตรวจหาชนิดของไวรัสเดงกี่
ศูนย@อAางอิงทางหAองปฏิบัติการฯ กองโรคติดต+อนำโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข

1. อายุของผู,ป.วย........ป0.......เดือน ท่ีอยู8ของผู,ป.วยอำเภอ.......................จังหวัด....................................

2. สงสัยว8าติดเช้ือ     � Dengue      � Other ………………..

3. WBC count..............................................cells/ml (ถ,ามี)

4. ผลการตรวจด,วยชุดตรวจอย8างรวดเร็ว (Rapid diagnostic test)

ช่ือสินค,าชุดตรวจอย8างรวดเร็ว............................................................รุ8น................................................

� Dengue Antigen (NS1)          � Negative  � Positive       � ไม8สามารถอ8านผลได,

� Dengue Antibody (IgM/IgG)   � Negative  � Positive IgG � Positive IgM � ไม8สามารถอ8านผลได,

� ชุดตรวจอ่ืนๆ..............................................

5. วันท่ีเก็บซีรัม/พลาสมา........................................................ผู,เก็บตัวอย8างเลือด...............................................

Barcode
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เลือดผู(ป*วย 3 ml จากหลอดท่ีไม:มีสารกันเลือดแข็ง (clotted blood tube) 
หรือหลอดท่ีมี EDTA เปPนสารกันเลือดแข็ง

ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วย

ปQRนแยกท่ี 2,800 - 3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที
เพ่ือแยก serum/plasma 

ใช( Pasteur pipette ดูด serum/plasma ปริมาตร 1 ml ลงในหลอดเก็บเลือดขนาดเล็ก

1. ลงข(อมูลในแบบบันทึกการส:งตัวอย:างเลือดเพ่ือตรวจหาชนิดของไวรัสเดงก่ี
2. ติดบารhโคดท่ีมีหมายเลขเดียวกันกับหลอดเก็บเลือดท่ีเตรียมให( ลงแบบบันทึก
การส:งตัวอย:างเลือดฯ

เก็บตัวอย:างเลือดไว(ท่ี -20 ํc

ผู(ป*วยท่ีสงสัยว:าติดเชื้อไวรัสเดงก่ี
1.ผู%ป'วยท่ีได%รับการตรวจด%วยชุดตรวจอย9างรวดเร็ว (RDT) ไวรัสเดงก่ี และให%ผลบวก(Positive)

2.ผู%ป'วยเปQนไข%ไม9เกิน 5 วัน

3.ผล CBC พบจำนวนเม็ดเลือดขาวน%อยกว9า 5,000 cells/ml (พบ Lymphocyte เด9น หรือพบ Atypical lymphocyte)

ส:งตัวอย:างเลือดแบบแช:แข็ง(-20°c)มาท่ี ศูนยhอ(างอิงทางห(องปฏิบัติการฯ อาคาร 11 
ชั้น 1 กองโรคติดต:อนำโดยแมลง กระทรวงสาธารณสุข นนทบุรี 11000 

ศูนย%อ'างอิงทางห'องปฏิบัติการโรคติดต7อนำโดยแมลง โทร. 025903128 E-mail : Labvbd@gmail.com

กองโรคติดต7อนำโดยแมลง  กรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข

19

เอกสารหมายเลข 5



ตัวอย&างการติด Barcode
Barcode : ตัวอย/างเลือดผู8ป:วย 1 ราย มี Barcode เดียวกัน 3 ชุด

อุปกรณ'ที่ส,งมาด1วย
1. เอกสารชี้แจงข้ันตอนการดำเนินงานการเก็บตัวอย:างเลือดผู?ปAวยเพื่อตรวจหาชนิดของไวรัส

เดงกี่ ข้ันตอนการดำเนินงาน, ข้ันตอนการเก็บตัวอย:าง (อยู:ภายในเล:มสีชมพู)

2. อุปกรณPสำหรับเก็บตัวอย:างเลือด 10 ตัวอย:าง จำนวน 1 ชุด ประกอบด?วย

- แบบบันทึกการส:งตัวอย:างเลือด (เล:มสีฟWา) 1    เล:ม

- หลอดเก็บเลือดขนาดเล็ก (microcentrifuge tube 1.5 ml) 12  หลอด

- Pasture pipettes (ท่ีดูดเลือด) 10  ชิ้น

- สต๊ิกเกอรP Barcode 1  แผ:น

- สต๊ิกเกอรPท่ีอยู:ผู?รับตัวอย:างเลือด 1  แผ:น

- ถุงพลาสติกสำหรับใส:หลอดเก็บเลือดขนาดเล็ก 10  ถุง

- ถุงพลาสติกสำหรับรวบรวมหลอดเก็บเลือด 2    ถุง

1. ติดบนหลอดเก็บตัวอย2าง (ไม2มีขีด)

2. ติดบนแบบฟอร?มส2งตัวอย2าง (มี 1 ขีด)

กองโรคติดต7อนำโดยแมลง  กรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข

3. สำรอง
(มี 2 ขีด)

ศูนย%อ'างอิงทางห'องปฏิบัติการโรคติดต7อนำโดยแมลง โทร. 025903128 E-mail : Labvbd@gmail.com
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แบบบันทึกการส+งตัวอย+างเลือด
เพื่อเฝ8าระวังไวรัสเดงกี่

ท่ี โรงพยาบาล……………………
อำเภอ………….............
จังหวัด………………….

ชื่อผู้ที่ต้องการให้แจ้งผลการตรวจ..................................................................................................................
E-mail…………………………………………………………….เบอร์โทรศัพท์................................................................21
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กองโรคติดต7อนำโดยแมลง  กรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข

ศูนย%อ'างอิงทางห'องปฏิบัติการโรคติดต7อนำโดยแมลง โทร. 025903128 E-mail : Labvbd@gmail.com

โรงพยาบาล ........................................................จังหวัด....................................................

แบบบันทึกการส+งตัวอย+างเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของไวรัสเดงก่ี
ศูนย@อAางอิงทางหAองปฏิบัติการฯ กองโรคติดต+อนำโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข

1. อายุของผู'ป\วย........ป].......เดือน ท่ีอยู7ของผู'ป\วยอำเภอ.......................จังหวัด....................................

2. สงสัยว7าติดเชื้อ     � Dengue      � Other ………………..

3. WBC count..............................................cells/ml (ถ'ามี)

4. ผลการตรวจด'วยชุดตรวจอย7างรวดเร็ว (Rapid diagnostic test)

ชื่อสินค'าชุดตรวจอย7างรวดเร็ว............................................................รุ7น................................................

� Dengue Antigen (NS1)          � Negative  � Positive       � ไม7สามารถอ7านผลได'

� Dengue Antibody (IgM/IgG)   � Negative  � Positive IgG � Positive IgM � ไม7สามารถอ7านผลได'

� ชุดตรวจอื่นๆ..............................................

5. วันท่ีเก็บซีรัม/พลาสมา........................................................ผู'เก็บตัวอย7างเลือด...............................................

Barcode

แบบบันทึกการส+งตัวอย+างเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของไวรัสเดงก่ี
ศูนย@อAางอิงทางหAองปฏิบัติการฯ กองโรคติดต+อนำโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข

1. อายุของผู'ป\วย........ป].......เดือน ท่ีอยู7ของผู'ป\วยอำเภอ.......................จังหวัด....................................

2. สงสัยว7าติดเชื้อ     � Dengue      � Other ………………..

3. WBC count..............................................cells/ml (ถ'ามี)

4. ผลการตรวจด'วยชุดตรวจอย7างรวดเร็ว (Rapid diagnostic test)

ชื่อสินค'าชุดตรวจอย7างรวดเร็ว............................................................รุ7น................................................

� Dengue Antigen (NS1)          � Negative  � Positive       � ไม7สามารถอ7านผลได'

� Dengue Antibody (IgM/IgG)   � Negative  � Positive IgG � Positive IgM � ไม7สามารถอ7านผลได'

� ชุดตรวจอื่นๆ..............................................

5. วันท่ีเก็บซีรัม/พลาสมา........................................................ผู'เก็บตัวอย7างเลือด...............................................

Barcode
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ภาคผนวก 2 
วิธีการตรวจหาชนิดของไวรัสไข9เลือดออกโดยวิธีอณูชีวโมเลกุล 

1. วัสดุและอุปกรณH 
1.1 Micropipette ขนาด 0.5-10 ไมโครลิตร, 2-20 ไมโครลิตร, 20-200 ไมโครลิตร และ100-1000 

ไมโครลิตร 

1.2 Microcentrifuge 

1.3 Vortex 

1.4 PCR cabinet 

1.5 BSCII (Biological Safety Cabinet) 

1.6 LightCycler® 480 Real-Time PCR 

1.7 MagNA Pure LC 2.0 Instrument 

1.8 Cool rack 

1.9 Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml, 0.2 ml Strip tube 

2. สารเคมี 
2.1 MagNA Pure LC total nucleic acid isolation kit 

2.2 PBS 

2.3 Nuclease-free Water 

2.4 QuantiTect Probe RT-PCR Kit 

2.5 Primers และ Probes  

Virus serotype detected Nucleotide sequence Fluorophore 

DEN-1 F CAAAAGGAAGTCGTGCAATA 
 

DEN-1 C CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAACC 
 

DEN-1 probe CATGTGGTTGGGAGCACGC FAM/BHQ-1 

DEN-2 F CAGGTTATGGCACTGTCACGAT 
 

DEN-2 C CCATCTGCAGCAACACCATCTC 
 

DEN-2 probe CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA HEX/BHQ-1 

DEN-3 F GGACTGGACACACGCACTCA 
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Virus serotype detected Nucleotide sequence Fluorophore 

DEN-3 C CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT 
 

DEN-3 probe ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG FAM/BHQ-1 

DEN-4 F TTGTCCTAATGATGCTGGTCG 
 

DEN-4 C TCCACCTGAGACTCCTTCCA 
 

DEN-4 probe TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG HEX/BHQ-1 

 

3. การสกัดสารพันธุกรรมของไวรัสด9วยเคร่ืองสกัดอัตโนมัติ (RNA Extraction) 
3.1 ลงขmอมูลตัวอยsางตรวจ 

 1 2 3 4 
A PosX S8..................... S16..................... S24..................... 
B S1..................... S9..................... S17..................... S25..................... 
C S2..................... S10..................... S18..................... S26..................... 
D S3..................... S11..................... S19..................... S27..................... 
E S4..................... S12..................... S20..................... S28..................... 
F S5..................... S13..................... S21..................... S29..................... 
G S6..................... S14..................... S22..................... S30.................. 
H S7..................... S15..................... S23..................... NegX 

 

3.2 เปwดเคร่ือง MagNA Pure LC  

Username: LabOperator 

Password: MPLC20 

3.3 กรอกจำนวนตัวอยsางท่ีจะสกัด และใสs Consumables ตามหนmาจอแสดง 

3.4 นำ sample cartridge มาเติม Lysis buffer 300 µl ตามจำนวนตัวอยsางท่ีจะสกัด  

3.5 เติมตัวอยsางตรวจ 200 µl ลงในชsอง S1-S30 รวม 

3.6 เตรียมน้ำยาสำหรับลงเคร่ือง MagNA Pure LC  

เติมขmอมูล Lot: .............................................. Expiry date: .............................................. 
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Reagents Type 8 ตัวอยaาง 32 ตัวอยaาง 
Wash Buffer I R1_L 10.8 ml 31.2 ml 

Wash Buffer III R2_L 11.0 ml 32.6 ml  
R3_M20 

  

Proteinase K R4_M20 1.8 ml 4.2 ml 

Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension R5_M20 2.2 ml 5.8 ml 

Elution buffer R6_M20 2.0 ml 4.9 ml 

Wash Buffer II R7_M20 5.1 ml 15.9 ml 

 

3.7 เติมเวลาเร่ิมสกัด.....................................................................ประมาณเวลา.............................................. 

3.8 เติมผลการสกัด............................................................................................................................................ 

 

4. การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 
4.1 ละลาย Working Probes, Primers, Master mix reagent และ NFW ท่ีตูm PCR cabinet 

4.2 เตรียม PCR Reaction ดังน้ี 

Reagents (D1D2) 1X (µl) .........X Reagents (D3D4) 1X (µl) .........X 

2X Mastermix 10 
 

2X Mastermix 10 
 

10 mM D1F 1 
 

10 mM D3F 1 
 

10 mM D1C 1 
 

10 mM D3C 1 
 

10 mM D2F 1 
 

10 mM D4F 1 
 

10 mM D2C 1 
 

10 mM D4C 1 
 

10 mM D1P 0.2 
 

10 mM D3P 0.2 
 

10 mM D2P 0.2 
 

10 mM D4P 0.2 
 

Enzyme 0.2 
 

Enzyme 0.2 
 

Template 5.4 
 

Template 5.4 
 

Total 20 
 

Total 20 
 

4.3 Positive PCR จาก RNA ของไวรัสไขmเลือดออก DENV-1, DENV-2, DENV-3 และ DENV-4  

4.4 Negative PCR จาก Nuclease-free Water 

4.5 Cycling conditions 
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1 cycle: 50°c for 30 min (RT reaction) 

  95°c for 15 min  (enzyme activation) 

45 cycles: 95°c 15 sec 

  60°c 1 min 

4.6 การแปลผล 

4.6.1 Positive control ทุกข้ันตอนตmองอsานคsาไดm ดังน้ี 

PosX อsานคsา Ct value < 30 

NegX อsานคsา Ct values >36 

Positive PCR DENV-1, DENV-2, DENV-3 และ DENV-4 อsานคsา Ct value < 30 

4.6.2 แปลผลตัวอยsางตรวจ 

Positive: Ct value <36 

  Negative: Ct values >36  
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ภาคผนวก 3 

 รายช่ือโรงพยาบาลท่ีเข9าร:วมการเก็บตัวอย:างการเฝ@าระวังซีโรทัยปDไข9เลือดออกในประเทศไทย ปI 2560-2562 

โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

ปI 2560 38 22 3 51 211 327  

สคร.4 15 13 
 

6 46 81  

จังหวัดปทุมธานี 15 13 
 

6 46 81  

ปทุมธานี 15 13 
 

6 46 81 Co-infection* 

สคร.5 8 4 
 

5 19 36  

จังหวัดราชบุรี 8 4 
 

5 19 36  

 จอมบึง 2 1 
   

3  

 ดำเนินสะดวก 1 
  

2 
 

3  

 บางแพ 1 2 
 

1 7 11  

 ปากทPอ 2 
  

1 4 7  

โพธาราม 1 
   

4 5  

บRานโปSง 
   

1 3 4  

สวนผ้ึง 1 1 
  

1 3  

สคร.6 4 2 
 

7 29 42  

จังหวัดระยอง 4 2 
 

7 29 42  

ระยอง 4 2 
 

7 29 42  

สคร.8 
 

1 
 

3 10 14  

จังหวัดเลย 
 

1 
 

3 10 14  
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โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

 ผาขาว 
 

1 
 

3 10 14  

สคร.9 7 2 1 24 63 97  

จังหวัดสุรินทรZ 7 2 1 24 63 97  

ปราสาท 5 
  

19 18 42  

รัตนบุรี 
  

1 
 

9 10  

สุรินทรZ 2 2 
 

5 36 45  

สคร.10 
  

2 5 27 35  

จังหวัดอุบลราชธานี 
  

2 5 27 35  

 มPวงสามสิบ 
  

2 5 24 32  

 วารินชำราบ 
    

3 3  

สคร.12 4 
  

1 17 22  

จังหวัดสงขลา 4 
  

1 17 22  

 สะเดา 4 
  

1 17 22  

ปI 2561 185 58 17 60 652 972  

สคร.1 39 
   

15 54  

จังหวัดเชียงใหมP 39 
   

15 54  

ไชยปราการ 39 
   

15 54  

สคร.4 16 16 10 6 186 234  

จังหวัดนนทบุรี 1 3 1 2 18 25  

บางกรวย 1 3 1 2 18 25  

จังหวัดปทุมธานี 9 10 
 

3 85 107  
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โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

ปทุมธานี 9 10 
 

3 85 107  

จังหวัดลพบุรี 6 1 
 

1 7 15  

พระนารายณZมหาราช 6 1 
 

1 7 15  

จังหวัดอPางทอง 
 

2 9 
 

76 87  

โพธ์ิทอง 
 

2 9 
 

76 87  

สคร.5 26 11 2 6 52 97  

จังหวัดราชบุรี 7 3 
 

2 13 25  

โพธาราม 6 3 
 

2 11 22  

บRานโปSง 1 
    

1  

สวนผ้ึง 
    

2 2  

จังหวัดสุพรรณบุรี 19 8 2 4 39 72  

เจRาพระยายมราช 19 8 2 4 39 72  

สคร.6 85 31 5 34 257 412  

จังหวัดชลบุรี 9 4 
 

3 35 51  

ชลบุรี 9 4 
 

3 35 51  

จังหวัดระยอง 59 17 3 17 166 262  

ระยอง 59 17 3 17 166 262  

จังหวัดสมุทรปราการ 17 10 2 14 56 99  

สมุทรปราการ 17 10 2 14 56 99  

สคร.8 
   

1 40 41  

จังหวัดเลย 
   

1 3 4  
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โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

วังสะพุง 
   

1 3 4  

จังหวัดหนองคาย 
    

37 37  

สังคม 
    

37 37  

สคร.9 5 
  

12 40 57  

จังหวัดสุรินทรZ 5 
  

12 40 57  

ปราสาท 
   

3 12 15  

รัตนบุรี 
   

2 20 22  

สุรินทรZ 5 
  

7 8 20  

สคร.12 14 
  

1 62 77  

จังหวัดนราธิวาส 7 
  

1 30 38  

นราธิวาสราชนครินทรZ 7 
  

1 30 38  

จังหวัดสตูล 7 
   

32 39  

สตูล 7 
   

32 39  

ปI 2562 203 63 13 17 503 799  

สคร.1 15 1 
  

6 22  

จังหวัดเชียงใหมP 15 1 
  

6 22  

ไชยปราการ 15 1 
  

6 22  

สคร.3 2 
   

3 5  

จังหวัดอุทัยธานี 2 
   

3 5  

หRวยคต  2 
   

3 5  

สคร.4 43 5 
 

5 48 101  
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โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

จังหวัดนนทบุรี 3 
  

1 7 11  

 บางกรวย 2 
  

1 4 7  

 พระน่ังเกลRา 1 
   

3 4  

จังหวัดปทุมธานี 8 3 
 

3 16 30  

ปทุมธานี 8 3 
 

3 16 30  

จังหวัดลพบุรี 32 2 
 

1 25 60  

พระนารายณZมหาราช 32 2 
 

1 25 60  

สคร.5 9 13 6 4 38 70  

จังหวัดราชบุรี 2 6 4 4 17 33  

โพธาราม 1 4 2 4 14 25  

บRานโปSง 1 2 2 
 

3 8  

จังหวัดสุพรรณบุรี 7 7 2 
 

21 37  

เจRาพระยายมราช 7 7 2 
 

21 37  

สคร.6 75 30 5 2 176 288  

จังหวัดชลบุรี 19 2 
  

73 94  

พระบรมราชเทวี ณ ศรีราชา 13 1 
  

31 45  

ชลบุรี 6 1 
  

42 49  

จังหวัดระยอง 23 22 3 1 91 140  

ระยอง 23 22 3 1 91 140  

จังหวัดสมุทรปราการ 33 6 2 1 12 54  

สมุทรปราการ 33 6 2 1 12 54  
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โรงพยาบาล DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนรวม หมายเหตุ 

สคร.7 10 
   

45 55  

จังหวัดขอนแกPน 10 
   

45 55  

 สมเด็จพระยุพราชกระนวน 2 
   

29 31  

 สิรินธร  8 
   

16 24  

สคร.9 28 4 
 

6 55 93  

จังหวัดสุรินทรZ 28 4 
 

6 55 93  

 ทPาตูม 1 1 
  

5 7  

 สังขะ 2 
  

1 
 

3  

ปราสาท 19 2 
 

3 39 63  

รัตนบุรี 1 
    

1  

สุรินทรZ 5 1 
 

2 11 19  

สคร.10 
 

2 2 
 

37 41  

จังหวัดศรีสะเกษ 
 

2 2 
 

37 41  

ศรีสะเกษ 
 

2 2 
 

22 26  

สสจ. จังหวัดศรีสะเกษ 
    

15 15  

สคร.12 10 1 
  

54 65  

จังหวัดนราธิวาส 10 1 
  

53 64  

นราธิวาสราชนครินทรZ 10 1 
  

53 64  

จังหวัดสตูล 
    

1 1  

สตูล 
    

1 1  

สปคม. 11 7 
  

41 59  



เอกสารหมายเลข 5 

 
 

33 

 

กรุงเทพมหานคร 11 7 
  

41 59  

 แพทยZปgญญา 4 1 
  

5 10  

 มุงกุฏวัฒนะ 7 6 
  

36 49  

จำนวนรวม 426 143 33 128 1366 2098  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



เอกสารหมายเลข 5 

 
 

34 

 

ภาคผนวก 4 

ผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี Real-time RT PCR จากการเฝ@าระวังซีโรทัยปDไข9เลือดออกในพ้ืนท่ีแต:ละจังหวัดในประเทศไทย ปI 2560 

ปI 2560 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนท้ังหมด 
หมายเหตุ 

เลย 
 

1 
 

3 10 14 
 

ปทุมธานี 15 13 
 

6 46 81 *Co-infection 1 

ระยอง 4 2 
 

7 29 42 
 

ราชบุรี 8 4 
 

5 19 36 
 

สงขลา 4 
  

1 17 22 
 

สุรินทรn 7 2 1 24 63 97 
 

อุบลราชธานี 
 

2 5 27 35 
 

 

จำนวนท้ังหมด 38 22 3 51 211 327 1 

*Co-infection: DENV-1 และ DENV-4 
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ผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี Real-time RT PCR จากการเฝ@าระวังซีโรทัยปDไข9เลือดออกในพ้ืนท่ีแต:ละจังหวัดในประเทศไทย ปI 2561 

ปI 2561 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนท้ังหมด หมายเหตุ 

เชียงใหม: 39 
   

15 54  

เลย 
   

1 3 4  

ชลบุรี 9 4 
 

3 35 51  

นนทบุรี 1 3 1 2 18 25  

นราธิวาส 7 
  

1 30 38  

ปทุมธานี 9 10 
 

3 85 107  

ระยอง 59 17 3 17 166 262  

ราชบุรี 7 3 
 

2 13 25  

ลพบุรี 6 1 
 

1 7 15  

สตูล 7 
   

32 39  

สมุทรปราการ 17 10 2 14 56 99  

สุพรรณบุรี 19 8 2 4 39 72  

สุรินทรn 5 
  

12 40 57  
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ปI 2561 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนท้ังหมด หมายเหตุ 

หนองคาย 
    

37 37  

อ:างทอง 
 

2 9 
 

76 87  

จำนวนท้ังหมด 185 58 17 60 652 972  
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ผลการตรวจหาชนิดของเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยวิธี Real-time RT PCR จากการเฝ@าระวังซีโรทัยปDไข9เลือดออกในพ้ืนท่ีแต:ละจังหวัดในประเทศไทย ปI 2562 

ปI 2562 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนท้ังหมด หมายเหตุ 

เชียงใหม: 15 1 
  

6 22  

กรุงเทพมหานคร 11 7 
  

41 59  

ขอนแก:น 10 
   

45 55  

ชลบุรี 19 2 
  

73 94  

นนทบุรี 3 
  

1 7 11  

นราธิวาส 10 1 
  

53 64  

ปทุมธานี 8 3 
 

3 16 30  

ระยอง 23 22 3 1 91 140  

ราชบุรี 2 6 4 4 17 33  

ลพบุรี 32 2 
 

1 25 60  

ศรีสะเกษ 
 

2 2 
 

37 41  

สตูล 
    

1 1  

สมุทรปราการ 33 6 2 1 12 54  
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ปI 2561 DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Negative จำนวนท้ังหมด หมายเหตุ 

สุพรรณบุรี 7 7 2 
 

21 37  

สุรินทรn 28 4 
 

6 55 93  

อุทัยธานี 2 
   

3 5  

จำนวนท้ังหมด 203 63 13 17 503 799  

 

 

 


