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 Abstract
	 Dengue fever is caused by dengue viruses. These viruses are transmitted to human via 

a common house mosquito, Aedes aegypti. Dengue viruses are classified into 4 serotypes, 1-4 

by distinct immunogenicity. The aim of this study was to develop an in-house assay one-step  

multiplex real-time RT-PCR for dengue viruses identifying. Specific primers and probes were 

designed for each viral serotype and all serotypes. All sets of primers were examined for viral 

specificity by conventional RT-PCR. The results showed that the designed primers were able  

to amplify dengue serotype 1, 2, 3 and 4. All primers were then applied for multiplex real-time 

RT-PCR. The result demonstrated that the multiplex real-time RT-PCR with specific probes 

were capable of detecting and classifying serotype of dengue virus. Finally, the results from  

in-house real-time RT-PCR and those from AmpliSens® Dengue virus type-FRT PCR kit were 

compared. It was demonstrated that the results from real-time RT-PCR were concordant to those 

from AmpliSens kit. The preliminary result led to the conclusion that the developed in-house 

real-time RT-PCR assay with specific primers and probes is capable of detecting and classifying 

dengue virus serotypes. However, in-house real-time RT-PCR should be evaluated further to 

identify low detection limit and cross reactivity with other viruses.
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บทคัดย่อ
	 โรคไข้เลือดออกเดงกี่เป็นโรคติดต่อท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยมียุงลายบ้าน (Aedes  

aegypti) เป็นพาหะสู่คน เชื้อไวรัสดังกล่าวสามารถแยกได้ 4 ซีโรไทป์ คือ ซีโรไทป์ 1-4 ตามลักษณะ

ของแอนติเจนท่ีแตกต่างกัน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาการทดสอบหาไวรัสเดงกี่และจำ�แนก 

ซีโรไทป์โดยอาศัยหลักการ one-step multiplex real-time RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) และ 

โพรบ (probe) ที่ได้ออกแบบให้จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ และทุกซีโรไทป์ โดยได้ทดสอบ

ความจำ�เพาะของไพรเมอร์ต่อไวรัสเดงกี่ด้วยวิธี RT-PCR ผลการทดลองพบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบ

สามารถเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมของไวรสัเดงก่ีซโีรไทป์ 1-4 ได ้แลว้ไดน้ำ�ไพรเมอรท์ีอ่อกแบบทัง้หมด

มาทดสอบกับ multiplex real-time RT-PCR ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการทดสอบ multiplex 

real-time RT-PCR ร่วมกับโพรบท่ีจำ�เพาะสามารถตรวจและจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่ได้ เมื่อ

เปรียบเทียบผลการทดสอบของ in-house real-time RT-PCR กับผลการทดสอบจาก AmpliSens® 

Dengue virus type-FRT PCR kit พบว่าผลที่ได้จากการทดสอบทั้งสองมีความสอดคล้องกัน ดังนั้น

สามารถสรุปเบื้องต้นได้ว่า การทดสอบ in-house real-time RT-PCR ร่วมกับไพรเมอร์และโพรบท่ี

ออกแบบขึ้นอย่างจำ�เพาะ สามารถนำ�ไปใช้ตรวจวิเคราะห์หาและจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงก่ีได้ 

อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับขีดจำ�กัดของปริมาณสารพันธุกรรมท่ีใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์ด้วยวิธี in-house real-time RT-PCR ที่ได้พัฒนาขึ้นรวมทั้งการเกิดปฏิกิริยาข้ามสายพันธุ์ 

เมื่อทดสอบกับไวรัสชนิดอื่นๆ
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บทน�ำ
โรคไข้เลอืดออกเดงก่ีเปน็โรคตดิตอ่ทีมี่ยงุลาย

เป็นพาหะซึ่งส่งผลกระทบทางสังคมและสุขภาพ 

ของประชากรทั่วโลกและองค์การอนามัยโลกได้จัดให้

โรคไข้เลือดออกเดงกี่เป็นโรคติดต่อที่มียุงลายเป็น

พาหะที่สำ�คัญที่สุดในโลก(1) ในประเทศไทยมีการ

ระบาดของโรคไข้เลือดออกเดงกี่โดยพบว่ามีผู้ป่วย 

ทัว่ประเทศในป ีพ.ศ. 2556 จำ�นวน 54,042 ราย และ

เสียชีวิต 62 ราย โดยพบผู้ป่วยมากที่สุดในภาคใต้  

รองลงมา คือ ภาคเหนือ ภาคอีสาน และภาคกลาง 

รวมทัง้ผูป้ว่ยสว่นใหญเ่ปน็ทารกหรอืเดก็เลก็ จงึจดัวา่

โรคไข้เลือดออกเดงกี่เป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญ

ของประเทศ โรคไข้เลือดออกเดงกี่เกิดจากเชื้อไวรัส

เดงกี ่(dengue virus)(2) ซึง่จดัอยู่ในวงศ ์Flaviviridae 

ตระกูล Flavivirus(3) สามารถแบ่งโดยอาศัยความ 

แตกต่างของแอนติเจนออกเป็น 4 ซีโรไทป์ (serotype) 

คอื DENV-1, DENV-2, DENV-3 และ DENV-4(4) 

ปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนที่ใช้ในการป้องกันการเกิดโรค 

ไข้เลือดออกเดงกี่ที่มีประสิทธิภาพ(5) ดังนั้นวิธีการ

ป้องกันและควบคุมโรคที่ดีที่สุด คือ การป้องกันและ

ควบคุมการแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสเดงกี่โดยการเฝ้า

ระวงัการตดิเช้ือและควบคมุปรมิาณยงุพาหะของโรค(6) 

ซึง่การเฝา้ระวงัไวรสัเดงกี่ในยงุสามารถนำ�มาใช้ในการ

ตดิตามซีโรไทปข์องไวรสัเดงกีท่ีส่ง่ผา่นมาสูผู่ป้ว่ยได้(2) 

และยังเป็นสัญญาณเตือนลำ�ดับแรกในการคาดคะเน

ทางด้านระบาดวิทยา(7, 8)

จากการศึกษาวิจัยที่ผ่านมา ได้มีการพัฒนา

เทคนคิตา่งๆ เพือ่ใช้ในการตรวจไวรสัเดงกี่ในยงุ เชน่ 

วิธี indirect immunofluorescent assay (IFA)  

ซึ่งใช้แอนติบอดีที่จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่ติดสลากด้วย

สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ มาใช้ในการตรวจหา

แอนตเิจนในยงุ แลว้ตรวจดกูารเรอืงแสงภายใตก้ลอ้ง

ฟลูออเรสเซนต์(9) วิธีนี้มีความถูกต้องของการตรวจ

อัตราการติดเชื้อไวรัสเดงกี่ในยุงได้ดี แต่มีข้อเสีย คือ 

ต้องใช้เวลานานในการทดสอบ จึงไม่เหมาะที่จะนำ�มา

ใช้ในงานประจำ�วันที่ต้องตรวจคัดกรองยุงในพื้นที่

ต่างๆ ตามช่วงฤดูกาล เพื่อเฝ้าระวังการระบาดของ

เชื้อ ต่อมามีการพัฒนาการตรวจไวรัสเดงก่ีในยุงโดย

ใช้เทคนิค indirect enzyme-linked immunosor-

bent assay (indirect ELISA) วิธีนี้สามารถตรวจได้

เร็วและใช้ตรวจตัวอย่างได้เป็นจำ�นวนมากต่อครั้ง  

จึงเหมาะที่จะนำ�มาใช้กับงานทางด้านระบาดวิทยา 

อย่างไรก็ตาม วิธีนี้ยังมีปัญหาด้านความไว ความ

จำ�เพาะ และการเกิดผลบวกปลอมกับไวรัสในกลุ่ม 

flavivirus อื่นๆ เช่น Yellow fever virus และ 

Japanese encephalitis virus เป็นต้น นอกจากนี้ 

ยงัมขีอ้เสยีของการตรวจทีอ่าศัยหลกัการทางภมูคิุม้กนั

วิทยา คือ ไม่สามารถจำ�แนกซีโรไทป์ของเชื้อไวรัสเดงกี่ 

ได้(9, 10) จนได้มีการนำ�เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase 

chain reaction; PCR) ทีม่คีวามไวและความจำ�เพาะ

สูงมาตรวจและจำ�แนกซีโรไทปข์องเชือ้ไวรสัเดงก่ี แต่

ส่วนใหญ่นิยมใช้ตรวจในเลือดผู้ป่วย หรือตรวจโดย

การนำ�เชือ้จากยุงเขา้สู่เซลล์เพาะเล้ียงก่อนทดสอบโดย

วิธีพีซีอาร์ ซึ่งใช้เวลานาน(11) ปัจจุบันมีชุดตรวจและ

จำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่ในยุงที่ผลิตทางการค้า

ออกมาจำ�หน่าย แต่มีราคาแพง ทำ�ให้การตรวจด้วย 

ชุดตรวจดังกล่าวไม่เหมาะที่จะนำ�มาใช้ในการตรวจ

และจำ�แนกซี โรไทป์ของไวรัสเดงก่ีในยุงสำ�หรับ 

การศึกษาทางระบาดวิทยา ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้

พัฒนาการทดสอบเพื่อตรวจและจำ�แนกซีโรไทป์ของ

ไวรัสเดงกี่โดยวิธี one-step multiplex fluorogenic 

TaqMan real-time PCR เพื่อนำ�ไปใช้ในการตรวจ

และจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่ ในยุงได้อย่าง 

มปีระสทิธภิาพในอนาคต และใช้ในการศกึษาความชกุ

รวมทัง้การระบาดของไวรสัเดงกีซ่ีโรไทปต์า่งๆ ในยงุลาย 

จากแหล่งต่างๆ นอกจากนี้ ยังสามารถใช้ทดแทนชุด

ตรวจนำ�เข้าจากต่างประเทศที่มีราคาแพง ซึ่งจะช่วยให้ 

การป้องกันและควบคุมโรคมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
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วัสดุและวิธีการ
1) สารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่

สารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเดงกี่ (dengue 

viral RNA) สกดัจากเชือ้ไวรสัเดงกีม่าตรฐานซีโรไทป ์

1, 2, 3 และ 4 ที่ผ่านการยืนยันซีโรไทป์ด้วยวิธี  

indirect immunofluorescence โดยใช้แอนติบอดี 

ที่จำ�เพาะต่อเชื้อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ ได้รับการ

อนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยและพัฒนาวัคซีน สถาบัน

ชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล โดยการ

สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสเดงกี่ ใช้ชุดสกัด  

Nucleospin® RNA (Macherey-Nagel, Germany) 

ซึ่งมีหลักการคร่าวๆ คือ หลังจากทำ�ให้อนุภาคไวรัส

แตก สารพันธุกรรม RNA ของไวรัสจะถูกจับไว้ด้วย

ซิลิกา DNA ที่ปนเปื้อนกำ�จัดด้วยเอนไซม์ DNase 

แล้วชะ RNA ออกมาด้วย RNase-free H
2
O 

สารละลาย RNA ทีส่กดัไดน้ำ�มาวดัปรมิาณดว้ยเครือ่ง 

Colibri Microvolume Spectrometer (Titertek 

Berthold, Germany) ที่ความยาวคลื่น 260 นาโน

เมตร (nm) แล้วเก็บสารละลาย RNA ที่ได้ ไว้ที่ 

-80๐C จนกว่าจะใช้ทดสอบ 

2)	 การออกแบบไพรเมอร์และโพรบที่มีความ 

	 จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่

ออกแบบไพรเมอร์และโพรบโดยใช้โปรแกรม 

Bioedit เวอร์ชัน 7.0 (Tom Hall, Ibis Therapeutics, 

U.S.A.) โดยเลือกลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นตัวแทน

ของเชื้อไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ต่างๆ ที่มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ 

ครบถ้วนทั้งจีโนมจาก Genbank ได้แก่ accession 

number EF025110, KJ918750, AY496879 และ 

KC333651 ซึ่งเป็นตัวแทนสารพันธุกรรมของเชื้อ 

ไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 1, 2, 3 และ 4 ตามลำ�ดับ นำ�มา

เปรียบเทียบเพื่อหาส่วนที่แตกต่างกันของแต่ละ 

ซีโรไทป์ หลังจากนั้นนำ�ส่วนที่แตกต่างกันมาเปรียบ

เทียบอีกครั้งกับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัสเดงก่ี 

ซีโรไทป์เดียวกันจากแหล่งต่างๆ เพื่อดูการเปลี่ยน 

แปลงภายในลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ก่อนนำ�มาออกแบบ

ไพรเมอร์และโพรบ ที่มีความจำ�เพาะต่อยีนที่ครอบ 

คลุมส่วน nonstructural protein 3 (NS3) และ 

NS2A ส่วนต่อระหว่างยีน premembrane กับยีน 

envelope และยีน RNA-dependent RNA  

polymerase ดังรายละเอียดใน Table 1 และ 2 ส่วน

Table 1 Characteristics of dengue virus amplicons generating primers

Type and primer sequence (5’-3’) Specificity Genomic location Tm (C°) Size (bp)

Forward primer CGCCACTTTCACTATGCGTCTC
DENV-1

5308 - 5327 61.9
149

Reverse primer TCGCAGCTGCTTCACCCATA 5456 - 5475 61.9

Forward primer TGCTTAGGACCCGAGTAGGA
DENV-2

3542 - 3561 59.4
126

Reverse primer TAGTGGCGCCTACCATAACC 3667 - 3686 59.3

Forward primer CACTTCCCTGACCCAGAAGGT
DENV-3

871 - 891 61.4
217

Reverse primer GGTGGCCTCGGTCTTCTGA 1087 - 1105 61.3

Forward primer TACATGCCAACAGTCATAGAAGAG
DENV-4

8118 - 8141 58.3
154

Reverse primer TTGATGTTGTGTTCACAGAGCT 8271 - 8292 58.5

Forward primer ATATGGTACATGTGGTTGGGAGC
DENV (all)

8990 - 9012 62.1
190

Reverse primer CGGCTGTGTCATCTGCATACAT 9179 - 9200 63.3
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ไพรเมอรแ์ละโพรบทีจ่ำ�เพาะตอ่ไวรสัเดงกีท่กุซีโรไทป ์

ทำ�โดยเลือกตำ�แหน่งลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน

ในทุกซีโรไทป์ แล้วจึงนำ�มาออกแบบไพรเมอร์และ 

โพรบ โดยมีความจำ�เพาะกับยีน RNA-dependent 

RNA polymerase (Table 1 และ 2) ลำ�ดับ 

นิวคลี โอไทด์ของไพรเมอร์และโพรบที่ ได้รับการ

ออกแบบแล้วนำ�สง่บรษิทั Biobasic ประเทศแคนาดา 

เพือ่สังเคราะห์ไพรเมอรแ์ละโพรบสำ�หรบัใช้ในการวจิยั 

ต่อไป

 

3)	การทดสอบความจำ�เพาะของไพรเมอร์โดย

เทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR)

สารพนัธกุรรมของไวรสัเดงกีม่าตรฐานแตล่ะ

ซีโรไทป์(1-4) ถูกเปลี่ยนเป็นคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 

(complementary DNA; cDNA) ด้วยน้ำ�ยา Tetro 

cDNA Synthesis kit (Bioline, U.S.A.) โดยใช้

ไพรเมอร์ชนิด random hexamer ร่วมกับเอนไซม์ 

MMLV reverse transcriptase อุณหภูมิและเวลา

ของการเกิดปฏิกิริยา reverse transcription คือ  

45๐C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นใช้ cDNA ที่ได้เป็น 

cDNA ต้นแบบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการทดสอบ

ความจำ�เพาะของไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบให้มีความ

จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ และไพรเมอร์ 

ที่จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่ทุกซีโรไทป์ โดยปฏิกิริยา 

พีซีอาร์มีปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µL ประกอบด้วย 

2x MyTaqTMHS Red Mix (Bioline, U.S.A.)  

25 µL ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด (forward primer) และ

ไพรเมอร์รีเวิร์ส (reverse primer) อย่างละ 20 µM 

และ cDNA ต้นแบบ 200 ng อุณหภูมิและเวลาที่ใช้

ในการทำ�ปฏิกิริยา คือ 95๐C เป็นเวลา 30 วินาที  

57๐C เป็นเวลา 30 วินาที ต่อด้วย 72๐C เป็นเวลา 

15 วินาที จำ�นวนทั้งหมด 30 รอบ ผลิตผลพีซีอาร์ 

(PCR product) ที่ไดน้ำ�มาตรวจสอบโดยวธิ ีagarose 

gel electrophoresis

4)	การทดสอบการตรวจและจำ�แนกซโีรไทปข์อง

ไวรัสเดงกี่ด้วยวิธี Fluorogenic TaqMan 

Real-time RT-PCR 

สารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่มาตรฐานถูก 

นำ�มาทดสอบความสามารถในการตรวจและจำ�แนก 

ซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่โดยวิธี singleplex fluoro-

genic TaqMan real-time RT-PCR ด้วยชุด 

Thunderbird® Probe One-step qRT-PCR kit 

(TOYOBO, Japan) ร่วมกับไพรเมอร์และโพรบที่ 

ได้ออกแบบให้จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ 

และโพรบที่จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่ทุกซีโรไทป์ สำ�หรับ

ปฏกิริยิาในปรมิาตรรวมทัง้หมด 20 µL ประกอบดว้ย 

2x reaction buffer ปรมิาตร 10 µL เอนไซม ์DNA 

polymerase 0.5 ยูนิต (U) เอนไซม์ RT enzyme 

Table 2 Characteristics of dengue virus detection probes

Probe sequence (5’-3’) Specificity 5’ Reporter 3’Quancher Tm (C°)

CCAGCCAGCATAGCAGCCAGAGGG DENV-1 HEX BHQ1 70.2

GGGAACATGTCCTTTAGAGACCTGGG DENV-2 Texas Red BHQ2 65.4

CGTGGTGCTCGAGCACGGGGG DENV-3 Cy5 BHQ3 71

GCCCGCTGTCCAGGAACTCCAC DENV-4 Cy5.5 BHQ3 68.5

AGTGGAGTGGAAGGAGAAGGACTCC DENV (all) 6-FAM BHQ1 66.4
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mix 0.5 ยูนติ ไพรเมอรฟอรเ์วริด์และไพรเมอรร์เีวริส์ 

อย่างละ 0.5 µM โพรบ 0.2 µM และสารพันธุกรรม

ของไวรัสเดงกี่มาตรฐาน 100 ng โดยอุณหภูมิและ

เวลาของการเกิดปฏิกิริยา reverse transcription คือ 

50๐C เป็นเวลา 20 นาที ตามด้วยอุณหภูมิและเวลา

ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือ 95๐C เป็นเวลา 15 วินาที 

และ 58๐C เป็นเวลา 45 วินาที จำ�นวน 40 รอบ  

หลังจากนั้นตรวจวิเคราะห์ปริมาณผลผลิต real-time 

PCR ที่เกิดขึ้นโดยวัดการเพิ่มขึ้นของการเรืองแสง 

ฟลูออเรสเซนต์ จากตัว reporter ในโพรบด้วยเครื่อง 

Real-time PCR CFX96TM (Biorad, U.S.A.)  

โดยกำ�หนด baseline ของการอา่นผล amplification 

curve เท่ากับ 300 ซึ่งได้จากการเปรียบเทียบกับ 

negative control ที่ ใช้น้ำ�กลั่นแทนสารละลาย

ตัวอย่าง

นอกจากนี้ยังได้นำ�ไพรเมอร์และโพรบที่

จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์มาผสมรวมใน

ปฏิกิริยาเดียวกัน แล้วนำ�มาทดสอบความจำ�เพาะโดย

วิธี multiplex fluorogenic TaqMan real-time 

RT-PCR กับสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่แต่ละ 

ซีโรไทป์

5)	การเปรียบเทียบวิธี In-house Multiplex 

Fluorogenic TaqMan Real-time RT-PCR 

กับชุดตรวจ AmpliSens® Dengue Virus 

Type-FRT PCR Kit ในการตรวจและจำ�แนก

ซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่

สารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ 

100 ng ถูกนำ�มาตรวจไวรัสเดงกี่และจำ�แนกซีโรไทป์

โดยวิ ธี multiplex RT-PCR ที่ ได้พัฒนาขึ้น  

(in-house fluorogenic TaqMan real-time RT-

PCR) รว่มกับการใช้ไพรเมอรแ์ละโพรบที่ไดอ้อกแบบ

มา (Table 1 และ 2) แล้วนำ�ผลการตรวจมาวิเคราะห์

เปรยีบเทยีบกับผลตรวจโดยใชช้ดุน้ำ�ยา AmpliSens® 

Dengue virus type-FRT PCR kit (Ecoli s.r.o., 

Slovakia) ซึ่งมีรายละเอียดวิธีการทดสอบดังนี้

ปฏิกิริยาปริมาตรรวมทั้งหมด 25 µL ประกอบด้วย 

reaction buffer 12.5 µL เอนไซม์ DNA poly-

merase 0.5 ยูนิต เอนไซม์ TM-RT enzyme mix 

0.5 ยนูติ ไพรเมอรฟ์อรเ์วริด์และไพรเมอรร์เีวริส์อยา่ง

ละ 0.5 µM โพรบ 0.2 µM และสารพันธุกรรมของ

ไวรัสเดงกี่มาตรฐาน 100 ng โดยอุณหภูมิและเวลา

ของการเกิดปฏิกิริยา reverse transcription คือ  

50 ๐C เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วยอุณหภูมิและเวลา

ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือ 95 ๐C เป็นเวลา 10 วินาที 

54 ๐C เป็นเวลา 35 วินาที และ 72๐C เป็นเวลา 15 

วินาที จำ�นวน 40 รอบ หลังจากนั้นตรวจวิเคราะห์

ปริมาณผลผลิต real-time PCR ที่เกิดขึ้นโดยวัดการ

เพิ่มขึ้นของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ชนิด FAM, 

JOE, ROX และ Cy5 จากตัว reporter ในโพรบ 

ที่จำ�เพาะกับเชื้อไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 1, 2, 3 และ 4 

ตามลำ�ดับ ด้วยเครื่อง Real-time PCR CFX96TM 

(Biorad, U.S.A.) โดยกำ�หนด baseline ของการ

อ่านผล amplification curve เท่ากับ 300 ซึ่งได้จาก

การเปรียบเทียบกับ negative control ที่ใช้น้ำ�กลั่น

แทนสารละลายตัวอย่าง

ผลการวิจัย
1)	การทดสอบความจำ�เพาะของไพรเมอร์ โดย

เทคนิค Reverse Transcriptase Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR)

การทดสอบความจำ�เพาะของไพรเมอร์ที่

ออกแบบโดยการนำ�สารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่

มาตรฐานแต่ละซี โรไทป์มาทำ�ปฏิกิริยา reverse  

transcription เปน็ cDNA แลว้นำ�มาเพิม่จำ�นวนโดย

เทคนิคพีซีอาร์ร่วมกับไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จำ�เพาะ

ต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ หลังจากนั้นนำ�ผลิตผล 

พีซีอาร์ไปตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis 

61-9.indd   6712 2/7/19   10:52 AM



การพัฒนาและออกแบบไพรเมอร์และโพรบเพื่อใช้ในการตรวจวินิจฉัยไวรัสไข้เลือดออกเดงกี่ด้วยวิธี One-Step 
Multiplex Fluorogenic TaqMan Real-Time RT-PCR

6713

พบวา่ผลิตผลพซีอีารจ์ากการทำ�ปฏกิริยิาของไพรเมอร์

แตล่ะคูท่ีอ่อกแบบใหม้คีวามจำ�เพาะตอ่ไวรสัเดงกีซ่ีโร

ไทป์ 1, 2, 3 และ 4 มีขนาด 149, 126, 217 และ 

154 bp ตามลำ�ดับ (Fig. 1A) ซึ่งตรงกับขนาดของ

ผลิตผลพีซีอาร์ที่คาดไว้จากการออกแบบไพรเมอร์ 

(Table 1) และพบว่าผลิตผลพีซีอาร์จากการทำ�

ปฏิกิริยาของไพรเมอร์ที่ออกแบบให้จำ�เพาะต่อไวรัส 

เดงกี่ทุกซีโรไทป์กับสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่

มาตรฐานทุกซี โรไทป์มีขนาดของผลิตผลพีซีอาร์

เท่ากับ 190 bp (Fig. 1B) ซึ่งตรงกับขนาดของ

ผลิตผลพีซีอาร์ที่คาดไว้จากการออกแบบไพรเมอร์ 

เช่นเดียวกัน (Table 1) 

Fig. 1 	EtBr stained agarose gel of PCR products amplified from specific primers for dengue serotype 
1, 2, 3 and 4 subsequently. (A) Lane M, 100 bp DNA marker (Elpis-Biotech, Korea), lane 1, 
DEN-1 PCR product, 149 bp, lane 2, DEN-2 PCR product, 126 bp, lane 3, DEN-3 PCR  
product, 217 bp, lane 4, DEN-4 PCR product, 154 bp. EtBr stained agarose gel of PCR  
products amplified from specific primers for all four dengue serotypes. (B) Lane M, 100 bp DNA 
marker, lane 1-4, DEN-1 to 4 PCR products, 190 bp. 

A

B
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Fig. 2 	Amplification curve of fluorogenic TaqMan real-time RT-PCR for dengue viral RNA with designed 
primers and probes. The y-axis represents the emission of fluorophore in RFU unit. The X-axis 
represents the number of PCR cycles. Baseline of amplification curve is set at 300. (A) Detection 
of DENV-1 to 4 viral RNA with designed primers specific for each serotype of dengue virus; (B) 
Detection of DENV-1 to 4 viral RNA with designed primers specific for all four serotypes of 
dengue virus. 

2)	การตรวจและจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัสเดงก่ี

โดยการทดสอบดว้ยวธิ ีFluorogenic TaqMan 

Real-time RT-PCR 

การทดสอบวิธี Fluorogenic TaqMan 

Real-time RT-PCR ในการตรวจและจำ�แนก 

ซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่ โดยใช้ ไพรเมอร์และโพรบ 

ที่ออกแบบมาทำ�ปฏิกิริยากับสารพันธุกรรมของไวรัส

เดงก่ีมาตรฐานแต่ละซี โรไทป์ พบการเรืองแสง 

ฟลูออเรสเซนต์ของ HEX, Texas Red, Cy5 และ 

Cy5.5 ในหลอดที่มีสารพันธุกรรมของไวรัสเดงก่ี 

ซีโรไทป์ 1, 2, 3 และ 4 ตามลำ�ดับ (Fig. 2A) ซึ่ง

สอดคล้องกับสารเรอืงแสงฟลอูอเรสเซนต ์ทีต่ดิอยูก่บั

โพรบที่มีความจำ�เพาะกับไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ 

(Table 2) ส่วนไพรเมอร์และโพรบที่จำ�เพาะต่อไวรัส

เดงก่ีทุกซีโรไทป์ เมื่อทดสอบกับสารพันธุกรรมของ 

ไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 1, 2, 3 และ 4 พบการเรืองแสง

ฟลูออเรสเซนต์ของ FAM จากโพรบในหลอดที่มีสาร

พันธุกรรมของไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 1, 2 และ 3 แต่ 

ไม่พบการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ของ FAM จาก 

โพรบในหลอดที่มีสารพันธุกรรมของไวรัสเดงก่ี 

ซีโรไทป์ 4 (Fig. 2B)

นอกจากนี้ ได้นำ�ไพรเมอร์และโพรบที่

ออกแบบไวท้ัง้หมดมารวมกนั กอ่นนำ�ไปทดสอบความ

จำ�เพาะกับสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่มาตรฐาน
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แตล่ะซีโรไทป ์พบวา่ในตวัอยา่งทีม่สีารพนัธกุรรมของ

ไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 1, 2 และ 3 สามารถตรวจพบ

สัญญาณการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ของ HEX, 

Texas Red และ Cy5 ตามลำ�ดับ (Fig. 3) ซึ่ง

สอดคล้องกับสารเรอืงแสงฟลอูอเรสเซนต ์ทีต่ดิอยูกั่บ

โพรบที่มีความจำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ 

นอกจากนี้ในทั้ง 3 ตัวอย่าง ยังสามารถพบการเรือง

แสงฟลูออเรสเซนต์ของ FAM ซึ่งเป็นสารเรืองแสง 

ที่ติดกับโพรบที่ออกแบบให้จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่ทุก 

ซีโรไทป์ อย่างไรก็ตาม ในตัวอย่างที่มีสารพันธุกรรม

ของไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 4 พบเพียงสัญญาณการเรือง

แสงฟลูออเรสเซนต์ของ Cy5.5 ซึ่งเป็นสารเรืองแสง

ทีต่ดิกบัโพรบทีจ่ำ�เพาะตอ่ไวรสัเดงกีซ่ีโรไทป ์4 เทา่นัน้ 

แต่ไม่พบการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ของ FAM  

ซึง่เปน็สารเรอืงแสงทีต่ดิอยูก่บัโพรบทีจ่ำ�เพาะตอ่ไวรสั

เดงกี่ทุกซีโรไทป์ (Fig. 3)

Fig. 3	Amplification curve of in-house multiplex fluorogenic TaqMan real-time RT-PCR with designed 
serotype-specific and all four serotype specific primers and probes for distinguishing each  
serotype of dengue virus. The y-axis represents the emission of fluorophore in RFU unit.  
The X-axis represents the number of PCR cycles. Baseline of amplification curve is set at 
300. Arrow indicates fluorescent signal of a probe specific for all serotypes of dengue virus.
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3)	การเปรียบเทียบวิธี In-house Multiplex 

Fluorogenic TaqMan Real-time RT-PCR 

กับชุดตรวจ AmpliSens® Dengue Virus 

Type-FRT PCR Kit ในการตรวจและจำ�แนก

ซีโรไทป์ของไวรัสเดงกี่

ผลการเปรยีบเทยีบวธิ ีIn-house multiplex 

fluorogenic TaqMan real-time RT-PCR กับชุด

ตรวจ AmpliSens® Dengue Virus Type-FRT 

PCR Kit ในการตรวจและจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัส

เดงกี่ พบว่าปฏิกิริยาที่ตรวจโดยวิธี In-house multi-

plex fluorogenic TaqMan real-time RT-PCR 

มีการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ที่สอดคล้องกับผลการ

ตรวจโดยใช้ชุดตรวจ AmpliSens® Dengue virus 

type-FRT PCR Kit เมือ่ตรวจกบัสารพนัธกุรรมของ

ไวรัสเดงกี่มาตรฐานทั้ง 4 ซีโรไทป์ (Fig. 4) 

Fig. 4 	Comparison of in-house multiplex fluorogenic TaqMan real-time RT-PCR with AmpliSens®  
Dengue virus type-FRT PCR kit for detection and serotype identification of dengue virus. The 
y-axis represents the emission of fluorophore in RFU unit. The X-axis represents the number of 
PCR cycles. Baseline of amplification curve is set at 300. Arrow indicates fluorescent signal of 
a probe specific for all serotypes of dengue virus. 
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วิจารณ์
จากผลการทดสอบความจำ�เพาะของไพรเมอร์ 

แต่ละคู่ที่ออกแบบโดยเทคนิค RT-PCR พบว่า 

ไพรเมอร์ 4 คู่ ที่ออกแบบให้จำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่

แต่ละซี โรไทป์ ให้ผลิตผลพีซีอาร์ที่มีขนาดตามที่ 

คาดการณ์ไว้ ส่วนไพรเมอร์อีกหนึ่งคู่ที่ได้ออกแบบ 

ใหจ้ำ�เพาะตอ่ไวรสัเดงกีท่กุซีโรไทป ์พบวา่หลงัจากนำ�

ไพรเมอร์คู่ดังกล่าวมาเพิ่มจำ�นวนสารพันธุกรรมของ

ไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์โดยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าได้

ผลิตผลพีซีอาร์ของไวรัสเดงกี่ทุกซีโรไทป์ที่มีขนาด 

เท่ากัน แสดงว่าไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบทั้ง 5 คู่ น่าจะ

มีความจำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่ 

ในการทดสอบความจำ�เพาะของโพรบ ที่ได้

ออกแบบไว้ทั้งหมด 5 เส้น พบว่าโพรบ 4 เส้นมีความ

สามารถในการตรวจไวรัสเดงกี่แต่ละซีโรไทป์ โดย 

เมื่อได้ทดสอบความจำ�เพาะของโพรบแต่ละเส้นร่วมกับ

ไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยใช้เทคนิค fluorgenic  

TaqMan Real-time RT-PCR สามารถตรวจ 

พบการเรอืงแสงฟลอูอเรสเซนตข์องโพรบในความยาว 

คลื่นต่างๆ ตรงกับสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์  

ที่ติดอยู่กับโพรบแต่ละเส้น แสดงว่าไพรเมอร์และ 

โพรบที่ได้ออกแบบไว้มีความจำ�เพาะต่อไวรัสเดงกี่

แต่ละซีโรไทป์จริง 

อยา่งไรกต็าม เมือ่ทดสอบความจำ�เพาะของ

ไพรเมอร์และโพรบที่ออกแบบให้มีความจำ�เพาะกับ

สารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่ทุกซี โรไทป์ โดยมี

วัตถุประสงค์เพื่อใช้เป็นตัวควบคุมคุณภาพของสาร

พนัธุกรรมที่ไดจ้ากขัน้ตอนการสกดัสารพนัธกุรรมจาก

ไวรสัเดงก่ีและใช้ในการควบคมุคณุภาพในขัน้ตอนการ

เกิดปฏิกิริยา real-time RT-PCR ว่ามีตัวยับย้ังที่ 

ปนเปื้อนจากขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมหรือไม่  

พบว่าสามารถตรวจพบการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ 

ของโพรบได้ในหลอดทีม่สีารพนัธกุรรมของไวรสัเดงกี่

ซีโรไทป ์1, 2 และ 3 แต่ไม่พบการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต ์

ของโพรบในหลอดที่มีสารพันธุกรรมของไวรัสเดงกี่ 

ซี โรไทป์ 4 ซึ่งคาดว่าอาจเกิดจากโพรบดังกล่าว 

ไม่จำ�เพาะต่อไวรัสเดงก่ีซีโรไทป์ 4 เนื่องจากผล 

การทำ� RT-PCR พบว่าไพรเมอร์ดังกล่าวมีความ

จำ�เพาะตอ่ไวรสัเดงกีท่กุซีโรไทป ์ซึง่ปญัหาดงักลา่วมกั

เกดิกบัการตรวจไวรสัทีม่สีารพนัธกุรรมเปน็อารเ์อน็เอ

เนื่องจากมีความแปรปรวนของสารพันธุกรรมสูง(12) 

จึงเป็นไปได้ว่าโพรบที่ออกแบบไว้ไม่สามารถจับกับ

ผลิตผลพีซีอาร์ที่เกิดขึ้นได้ นอกจากนี้เมื่อนำ�ลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์ของสารพันธุกรรมไวรัสเดงก่ีซีโรไทป์ 4  

มาเปรียบเทียบกับลำ�ดับนิวคลี โอไทด์ของโพรบ  

พบว่ ามีความแตกต่ างของลำ �ดับนิวคลี โอไทด์   

3 ตำ�แหนง่ ซ่ึงอาจเป็นสาเหตใุห้ไมม่กีารจบักนัระหว่าง

โพรบกับผลิตผลพีซีอาร์ ทำ�ให้ ไม่พบการเรืองแสง 

ฟลอูอเรสเซนตข์องโพรบ เมือ่ตรวจสอบกบัไวรสัเดงกี่

ซีโรไทป์ 4 ซึ่งคาดว่าควรใช้ degenerate probe เพื่อ

แก้ปัญหาดังกล่าว

แม้ผลการทำ� RT-PCR พบว่าไพรเมอร์ 

ดังกล่าวมีความจำ�เพาะต่อไวรัสเดงก่ีทุกซีโรไทป์ แต่

จาก Fig. 1B แสดงใหเ้หน็วา่ผลิตผลพซีอีารข์องไวรสั

เดงกี่ซีโรไทป์ 4 มีปริมาณน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับ

ผลิตผลพีซีอาร์จากไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์อื่น ซึ่งอาจเกิด

จากไพรเมอร์ที่ออกแบบมีความจำ�เพาะต่อไวรัสเดงก่ี

ซีโรไทป ์4 ต่ำ�กวา่ไวรสัเดงกีซ่ีโรไทปอ์ืน่ จงึนา่จะมคีวาม

เป็นไปได้ที่อาจเป็นสาเหตุหนึ่งของการที่ไม่สามารถ

ตรวจพบการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ของโพรบใน

หลอดที่มีสารพันธุกรรมไวรัสเดงกี่ซีโรไทป์ 4 ดังนั้น

คาดวา่ควรมกีารปรบัสภาวะการเกดิปฏกิริยิาพซีอีาร์ให้

เหมาะสมเพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว 

เมื่อนำ�การทดสอบ multiplex fluoro-

genic TaqMan real-time RT-PCR ที่ได้พัฒนา 

มาตรวจและจำ�แนกชนิดของไวรัสเดงก่ีเปรียบเทียบ

ผลการทดสอบกับชุดตรวจทางการค้า AmpliSens® 

Dengue virus type-FRT PCR Kit พบวา่ใหผ้ลการ

61-9.indd   6717 2/7/19   10:52 AM



กิตติพงษ์ เกิดฤทธิ์ และ เริงวิทย์ บุญโยม6718

ตรวจที่สอดคล้องกัน แสดงว่าการทดสอบที่พัฒนา 

ขึ้นนี้น่าจะมีประสิทธิภาพในการตรวจและจำ�แนก 

ซี โรไทป์ของไวรัสเดงกี่ ได้ อย่างไรก็ตามควรมี 

การศึกษาเพิ่มเติมโดยการใช้วิธีการทดสอบดังกล่าว

ตรวจสารพันธุกรรมของไวรัสในตระกูล Flavivirus 

อื่นๆ อาทิ ไวรัสไข้สมองอักเสบเจอี ไวรัสเวสต์ไนล์ 

หรือไวรัสชิคุนกุนยา เพื่อทดสอบความจำ�เพาะและ

ความไวของวธินีี ้นอกจากนีย้งัควรตอ้งศกึษาเพิม่เตมิ

โดยนำ�วิธีที่พัฒนาไปตรวจตัวอย่างอื่นๆ เช่น เลือด 

ของผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ หรือยุงลายที่ติดเชื้อ 

ไวรัสเดงกี่ เป็นต้น

สรุป
การทดสอบ one-step multiplex fluoro-

genic TaqMan real-time RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น

สามารถนำ�ไปใช้ตรวจและจำ�แนกซีโรไทป์ของไวรัส 

เดงก่ีได ้อย่างไรกต็าม ควรนำ�ไปทดสอบความจำ�เพาะ

กับไวรัสตระกูล Flavivirus อื่นๆ เพิ่มเติม รวมทั้ง

นำ�ไปศกึษาตวัอยา่งเลอืดของผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ไวรสัเดงกี่

หรือยุงลายที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ต่อไป
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