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บทคัดยอ  ไวรัสซิกา (Zika virus; ZIKV) เปนเชื้อไวรัสในกลุมฟลาวิไวรัส (Flaviviridae family) มียุงลายบานและ

ยงุลายสวนเปนพาหะนาํโรค และมชีองทางตดิเชือ้ทางอ่ืนท่ีพบไดนอย คอื จากแมสูลกู ทางเพศสมัพนัธ และการใหเลอืด ลกัษณะ

อาการทั่วไป คือ มีไข ออกผ่ืน ปวดขอ และตาแดง การติดเชื้อไวรัสซิการะหวางต้ังครรภอาจทําใหทารกแรกเกิดศีรษะเล็ก

ผิดปกติ วิธีที่เหมาะสมที่สุดที่ใชตรวจหาเชื้อไวรัสซิกา คือ การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาจากตัวอยางซีรัมและปสสาวะ

โดยวธิ ีreal-time RT-PCR วตัถปุระสงคของการศกึษานีเ้พือ่พฒันาและตรวจสอบความถกูตองของวธิ ีreal-time RT-PCR 

และผลิตไวรัสซิกาอารเอ็นเอเพื่อใชเปนสารควบคุม การทดสอบ ZIKV real-time RT-PCR นี้ ไดดัดแปลงมาจากวิธีการ

ตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาของศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา (US-CDC) โดยใชไพรเมอรและโพรบ จํานวน

3 ชุด ที่จําเพาะตอยีน prM, E และ NS2b การผลิตและสังเคราะหไวรัสซิกาอารเอ็นเอสารควบคุมขนาดความยาว 350 bp

ที่เปนนิวคลีโอไทดของยีน prM และ E ใชเทคนิค In vitro transcription (IVT) จากการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

โดยการตรวจหาอารเอ็นเอสารควบคุม และเชื้อไวรัสซิกาที่เจือจางความเขมขนตางๆ พบวามีความจําเพาะรอยละ 100 มีคา 

Limit of Detection เทากับ 0.15 PFU/ml  นอกจากน้ีการทดสอบความชํานาญพบวามีความสอดคลองกันรอยละ 100 

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการทดสอบหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาดวย real-time RT-PCR สามารถตรวจหาไวรัสซิกา

สายพันธุเอเชียและแอฟริกาได  

คําสําคัญ : ไวรัสซิกา, In vitro transcription (IVT), real-time RT-PCR
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บทนํา

ไวรัสซิกา (Zika virus; ZIKV) เปนเชื้อไวรัสในกลุมฟลาวิไวรัส (Flaviviridae family)  เชนเดียวกับ 

ไวรสัเดงก ี(Dengue virus; DENV) ไวรัสเจอ ี(Japanese encephalitis virus; JEV) และไวรสัเวสตไนล (West Nile

virus; WNV) มีสารพันธุกรรมเปนอารเอ็นเอความยาว 10,794 base pairs (bp) ตัวเชื้อแบงเปน 2 สายพันธุ คือ 

เอเชีย (Asia) และแอฟริกา (Africa) สําหรับประเทศไทย พบวาเปนสายพันธุเอเชีย(1)  มียุงลายเปนพาหะนําโรค และ

มีชองทางติดเชื้อทางอื่นที่พบไดนอย คือ ทางเพศสัมพันธ การใหเลือด และจากแมสูลูก ระยะฟกตัวในคน 4 ถึง 7 วัน  

เมื่อป พ.ศ. 2490 มีการเพาะเชื้อไวรัสซิกาครั้งแรกไดจากลิงในปาซิกา ประเทศยูกันดา และมีรายงานแยกเชื้อไวรัสซิกา

ไดจากคนที่ประเทศไนจีเรียในป พ.ศ. 2511(2)  ผูติดเชื้อสวนใหญไมแสดงอาการ สวนนอยมีไข ออกผื่น ตาแดง และ

ปวดขอ ทีสํ่าคญัมหีลกัฐานแสดงความสมัพนัธกบัทารกแรกเกดิศรีษะเลก็ (microcephaly)  กรณทีีเ่กดิการระบาดใหญ

ของการติดเชื้อไวรัสซิกาที่ประเทศบราซิลในป พ.ศ. 2558 ซึ่งพบการเกิดกลุมผูปวยที่มีภาวะศีรษะเล็กแตกําเนิด และ

ผูปวยที่มีความผิดปกติทางระบบประสาทเพิ่มข้ึน(3) ทําใหองคการอนามัยโลกประกาศภาวะฉุกเฉินดานสาธารณสุข

ระหวางประเทศ  มคีาํเตอืนนักทองเท่ียว รวมท้ังหญงิวยัเจรญิพนัธุในการเดนิทางไปในพืน้ทีร่ะบาด  สาํหรบัประเทศไทย

มีรายงานพบผูติดเชื้อไวรัสซิกาครั้งแรกในป พ.ศ. 2556(4) เปนนักทองเที่ยวตางชาติ 2 ราย เดินทางมากรุงเทพฯ 

และภูเกต็ในชวงปลายป พ.ศ. 2555  หลงัจากนัน้กรมควบคุมโรคไดทาํการสอบสวนโรคยอนหลงัระหวางป พ.ศ. 2555-2558

พบผูปวยยืนยันเฉลี่ยปละ 5 ราย(5, 6)  ตอมาในเดือนมกราคมและพฤษภาคม พ.ศ. 2559 มีชายไทยจังหวัดอุดรธานี

ถกูกกัตวัทีส่นามบนินานาชาตเิถาหยวน กรงุไทเป ไตหวนั เนือ่งจากมไีขและตรวจพบวาตดิเชือ้ไวรสัซกิา จาํนวน 2 คน(7, 8)

ในวนัที ่3 กมุภาพนัธ พ.ศ. 2559 กระทรวงสาธารณสขุไทยไดประกาศเพิม่ชือ่โรคตดิเชือ้ไวรสัซกิา (ในระยะแรกเรยีกวา

โรคไขซกิา) เปนโรคทีต่องแจงความตาม พ.ร.บ.โรคตดิตอ(9)  โดยกรมควบคมุโรคกาํหนดนยิามการเฝาระวงัโรคไขซกิา

ดังนี้ ผูปวยสงสัย หมายถึง ผูปวยมีไข และมีอาการอยางนอย 2 ใน 3 อาการ ดังตอไปนี้ 1) ออกผ่ืน 2) ปวดขอ 

3) ตาแดง และผลการตรวจไวรัสเดงกี ไวรัสหัด และไวรัสชิคุนกุนยาใหผลลบ ผูปวยยืนยัน หมายถึง ผูปวยสงสัย

และผลการตรวจทางหองปฏิบัติการยืนยันพบเชื้อไวรัสซิกาในเลือด หรือตรวจพบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอไวรัสซิกา(2)

นายแพทยสาธารณสุขจังหวัดตองดําเนินการตามข้ันตอนท่ีระบุในมาตรการควบคุมโรคกรณีพบผูปวยติดเช้ือไวรัสซิกา

ฉบับวันที่ 12 กุมภาพันธ พ.ศ. 2559 การจัดเตรียมหองปฏิบัติการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสซิกา จึงมีความจําเปน

เรงดวนที่ตองดําเนินการ  ผลตรวจทางหองปฏิบัติการเปนสวนสําคัญในการบงชี้ผูติดเชื้อในพื้นที่เปาหมายเพื่อนําไปสู

การควบคุมโรคไมใหแพรกระจายจนเกิดเปนโรคระบาด เพราะหากเกิดการระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศ

จะสงผลกระทบตอธุรกิจการทองเที่ยว และการสงสินคาบริโภคออกไปขายตางประเทศ

การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสซิกาทางหองปฏิบัติการ ใชวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาเปนหลัก

และวิธีอื่น เชน การตรวจแอนติบอดีชนิด IgM ที่จําเพาะตอไวรัสซิกาดวยวิธี ELISA (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay) สวนใหญพบปฏิกิริยาขาม (Cross reaction) กับไวรัสอ่ืนๆ ในกลุมฟลาวิไวรัส เชน

ไวรัสเดงกี ไวรัสไขเหลือง ไวรัสเจอี(10)  การตรวจนิวทรัลไลซิ่งแอนติบอดีดวยวิธีพลาครีดัคชั่นนิวทรัลไลเซชั่น (Plaque 

Reduction Neutralization Test; PRNT) พบวาใหผลจําเพาะมากกวาการตรวจ IgM วิธี ELISA แตมีขั้นตอน

ซบัซอนมากกวา(11)  การตรวจหาสารพนัธกุรรมดวยวธิ ีPCR สามารถตรวจพบไดถงึวนัที ่10 หลงัเร่ิมปวย โดยใชหลกัการ

One-step RT-PCR หรือ real-time RT-PCR  (real-time reverse transcription-polymerase chain 

reaction) จากบทความของ Faye O และคณะ(12) ไดนาํเสนอการตรวจไวรสัซกิาดวยวธิ ีOne-step RT-PCR พบวามี

ความไวและจําเพาะตอไวรัสซิกา มีคา Limit of detection เทากับ 7.1 PFU/reaction  ในป พ.ศ. 2550 Lanciotti 

RS และคณะ(13) ไดเผยแพรบทความเกี่ยวกับคุณสมบัติทางพันธุกรรมและภูมิคุมกันวิทยาของเช้ือไวรัสซิกาที่ระบาด

ในประเทศไมโครนีเซีย (Micronesia) และเปนนักวิทยาศาสตรคณะแรกที่นําเสนอวิธีตรวจไวรัสซิกาดวยวิธี
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real-time RT-PCR  รวมท้ังแสดงผลวิเคราะหลาํดบัเบสของตวัเช้ือ  ตอมาพบวาการตรวจวธิ ีreal-time RT-PCR 

เปนการตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสซิกาที่นาเชื่อถือและมีความไวสูง(14, 15, 16, 17, 18)

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจโรคติดเชื้อไวรัสซิกาดวยวิธี real-time RT-PCR รวมท้ังตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธี และผลิตอารเอ็นเอสารควบคุม (RNA control) โดยวิธี In Vitro Transcription เพื่อใชเปน

สารควบคุมบวก (positive control)

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมไพรเมอรและโพรบ

ไพรเมอรและโพรบทีใ่ชในการทดสอบ จาํนวน 3 ชดุ สงัเคราะหโดย บรษิทั ธรีะเทรดดิง้ จาํกดั ซึง่มลีาํดบัเบส

จําเพาะตอยีนสวน prM, E และ NS2b ของไวรัสซิกา ดังแสดงในตารางที่ 1

ชุดที่ ชื่อไพรเมอร/โพรบ ลําดับเบส 5’--3’ ตําแหนง* ยีน

1 ZIKV 835 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC 835-857 prM

ZIKV 911c CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 911-890

ZIKV 860-FAM CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG 860-886

2 ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102 E

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139

ZIKV 1107-FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107-1137

3 ZIKV 4481 CTGTGGCATGAACCCAATAG 4434-4453 NS2b

ZIKV 4552c ATCCCATAGAGCACCACTCC 4524-4505

ZIKV 4507c-FAM CCACGCTCCAGCTGCAAAGG 4479-4460

การเตรียมอารเอ็นเอสารควบคุม

ดีเอ็นเอสังเคราะหจาก บริษัท กิบไทย จํากัด มีลําดับเบสของสารพันธุกรรมไวรัสซิกา อางอิงลําดับเบสของ 

GenBank accession number EU545988 ตาํแหนงที ่821 ถงึ 1170 รวมความยาว 350 bp นาํมาเพิม่ปรมิาณดีเอ็นเอ

ดวยวธิ ีPCR โดยผสมดเีอน็เอสงัเคราะห 3 ไมโครลติร กบั 10× Buffer 2.5 ไมโครลิตร, 10 mM MgCl
2 
1 ไมโครลติร, 

10 mM dNTP 0.5 ไมโครลิตร, 10 µM ZIKV 835 IVT Primer (TAATACGACTCACTATAGGGTTG-

GTCATGATACTGCTGATTGC) 1.5 ไมโครลิตร, 10 µM ZIKV1162c Primer 1.5 ไมโครลิตร, Immolase 

DNA polymerase enzyme 0.1 ไมโครลิตร และนํ้ากลั่นปราศจาก RNase 14.9 ไมโครลิตร นําหลอดทดลอง

เขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม C1000TM Cycler (BIORAD, USA) ตั้งโปรแกรมดังนี้ 95oC 10 นาที และ

40 รอบ ของ 95oC 30 วินาที, 60oC 30 วินาที, 72oC 30 วนิาท ีและ 1 รอบ ของ 72oC 5 นาท ีจากนัน้สกดั PCR product 

ใหบริสุทธิ์ แลวทําการสังเคราะหอารเอ็นเอโดยวิธี In vitro transcription ดวยชุดนํ้ายา In vitro transcription 

Maxiscript kit (Ambion Inc., USA) และทําใหอารเอ็นเอบริสุทธิ์โดยใช NucAway column (Ambion Inc., 

USA) วัดปริมาณอารเอ็นเอดวยเครื่อง NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., DE, USA) แบงบรรจุและ

เก็บรักษาอารเอ็นเอที่อุณหภูมิ -70oC ใชเปนสารควบคุมบวก

*ตําแหนงของยีนเปาหมายของไวรัสซิกาสายพันธุ MR766 (GenBank accession number AY632535)

ตารางท่ี 1  ลําดับเบสของไพรเมอรและโพรบสาํหรับการตรวจหาสารพนัธกุรรมไวรัสซกิาโดยวธิ ีreal-time RT-PCR
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ไวรัสซิกามาตรฐาน

ไวรัสซิกามาตรฐาน จํานวน 2 สายพันธุ ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร

(AFRIMS) คอื สายพันธุ MR766 เปนสายพันธุแอฟรกิา มคีวามแรง 2.5 × 107 PFU/ml และสายพนัธุ SV0127/14SV 

เปนสายพันธุเอเชยี ซึง่เพาะแยกเชือ้ไดจากคนไทย มคีวามแรง 1.5 × 105 PFU/ml หลงัจากนัน้ทําการเจอืจางไวรสัซกิา

สายพันธุ SV0127/14SV ดวยซีรัมและปสสาวะ โดยทําการเจือจาง 10 เทา ตั้งแต 10-1 ถึง 10-6 เพื่อนําไปทดสอบ

การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาวิธี real-time RT-PCR

การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาดวยวิธี real-time RT-PCR ดัดแปลงมาจากวิธีของศูนยควบคุม

โรคตดิตอสหรฐัอเมรกิา (US-CDC) ซึง่อางองิวิธขีอง Lanciotti RS และคณะ(13) ในชวงเดอืนตุลาคม พ.ศ. 2558 ถงึ 

กรกฎาคม พ.ศ. 2559 ตรวจหาโดยใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 1 และ 2 ซึ่งจําเพาะตอยีน prM และ E ตัวอยางตรวจ

คืออารเอ็นเอสารควบคุม ในเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2559 เริ่มตรวจหาโดยใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และ 3 ซึ่งจําเพาะ

ตอยีน E และ NS2b ตัวอยางตรว คือ ไวรัสมาตรฐานสายพันธุ MR766 และสายพันธุ SV0127/14SV นําตัวอยาง

ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ทําการสกดัอารเอน็เอของเชือ้ไวรสัดวยชดุสกดั QIAamp viral RNA mini kit (QIAGEN, 

Germany) ไดตัวอยางอารเอ็นเอปริมาตร 40 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําตัวอยางอารเอ็นเอที่สกัดไดปริมาตร 10 

ไมโครลิตร มาใสในหลอดทดลองทีมี่นํา้ยาของชุด QuantiTect Probe RT-PCR Kit (QIAGEN, Germany) ดงันี้ 

2 × Ready Mix 12.5 ไมโครลิตร, Enzyme mix 0.25 ไมโครลติร, 100 µM ไพรเมอร 2 ชนดิ ของชุดที ่1 หรอืชุดที ่2 หรือ

ชุดที่ 3 ชนิดละ 0.25 ไมโครลิตร, 25 µM โพรบของชุดที่ 1 หรือชุดที่ 2 หรือชุดที่ 3 ปริมาตร 0.15 ไมโครลิตร และ

น้ํากลัน่ปราศจาก RNase 1.6 ไมโครลติร นาํหลอดทดลองเขาเครือ่งเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรมในสภาพจรงิ ABI7500 

(Applied Biosystems, USA) ตั้งโปรแกรมดังนี้ 50oC  30 นาที, 95oC 15 นาที และ 45 รอบ ของ 95oC  15 วินาที 

และ 60oC 60 วินาที เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาทําการวิเคราะหผลบวกเมื่อพบ amplification curve ลักษณะ S-curve 

ชัดเจน และเครื่องแสดงคา Cycle threshold (Ct) นอยกวา 40  และผลลบเมื่อไมพบ amplification curve หรือ

เครื่องไมแสดงคา Ct หรือมี amplification curve ไมเปน S-curve หรือไดคา Ct มากกวาหรือเทากับ 40  

การสรุปผลตรวจของตัวอยาง

ทําการตรวจตัวอยางดวยไพรเมอรและโพรบ จํานวน 2 ชุด คือ ชุดที่ 1 และชุดที่ 2 หรือชุดที่ 2 และชุดที่ 3 

โดยสรุปเปนผลบวกเมื่อพบผลบวกของไพรเมอรและโพรบอยางนอย จํานวน 1 ชุด

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ทําการหาความจําเพาะของการตรวจตัวอยางไวรัสในกลุมฟลาวิไวรัส 6 ชนิด จํานวน 10 ตัวอยาง คือ ไวรัส

เดงกี 1, 2, 3 และ 4 ชนิดละ 1 ตัวอยาง ไวรัสเจอี และไวรัสเวสตไนล ชนิดละ 3 ตัวอยาง โดยใชตัวอยางที่ไมเจือจาง, 

เจือจาง 10 เทา และ 100 เทา ทําการทดลองตัวอยางละครั้ง 

Limit of Detection ของการตรวจไวรัสซกิามาตรฐานสายพนัธุ SV0127/14SV ปรมิาณ 1.5 × 105 PFU/ml

นํามาเจือจางดวยซีรัมและปสสาวะที่ความเขมขน 10 เทา ตั้งแต 10-1 ถึง 10-6 

การทดสอบความชํานาญ

หนวยงานที่เขารวมโปรแกรมทดสอบความชํานาญการตรวจหาไวรัสซิกามี 2 หนวยงาน คือ ศูนยควบคุมโรค

ติดตอสหรัฐอเมริกา และสถาบัน Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) ทําการทดสอบความ

ชาํนาญโดยดาํเนินการตรวจตวัอยาง จํานวน 10 และ 8 ตวัอยาง ตามลาํดบั ตวัอยางทดสอบความชํานาญของศนูยควบคุม
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โรคติดตอสหรัฐอเมริกา เปนตัวอยางซีรัมคนปกติที่ผสมไวรัสซิกาที่ความเจือจาง 10-2 ถึง 10-6 ตรวจโดยใชไพรเมอร

และโพรบชุดที่ 1 และชุดที่ 2  ตัวอยางทดสอบความชํานาญของสถาบัน QCMD เปนตัวอยางซีรัมคนปกติที่ผสมไวรัส

ซิกา ไวรัสเดงกี ไวรัสเวสตไนล และไวรัสไขเหลือง ตรวจโดยใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และชุดที่ 3

ผล

การตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาจากตัวอยางดวยวิธี real-time RT-PCR ที่ดัดแปลงจากวิธีของ

ศนูยควบคมุโรคตดิตอสหรฐัอเมรกิา (US-CDC)  โดยใชไพรเมอรและโพรบชดุที ่1 (prM gene), ชดุที ่2 (E gene) 

และชุดที่ 3 (NS2b gene) ผลการตรวจไวรัสซิกาสายพันธุ MR766 ดังแสดงในภาพที่ 1a และผลการตรวจไวรัสซิกา

สายพันธุ SV0127/14SV ในภาพที่ 1b พบวาไพรเมอรและโพรบชุดที่ 1 แสดงกราฟที่มีความชันตํ่าและไมมีลักษณะ

เปน S-curve ทั้งสองสายพันธุ แตกตางจากไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 แสดงกราฟที่มีความชันสูงและเปน S-curve 

ทั้งสองสายพันธุ สําหรับไพรเมอรและโพรบชุดที่ 3 แสดงกราฟลักษณะ S-curve เฉพาะสายพันธุ SV0127/14SV 

และไมสามารถตรวจสายพันธุ MR766 ได 

ภาพที่ 1  ผลตรวจสารพนัธกุรรมไวรสัซกิาดวยวิธ ีreal-time RT-PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบชุดที ่1 (prM gene),

 ชุดที่ 2 (E gene) และชุดที่ 3 (NS2b gene): (a) ผลตรวจไวรัสซิกาสายพันธุ MR766, (b) ผลตรวจ

 ไวรัสซิกาสายพันธุ SV0127/14SV
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การผลิตอารเอ็นเอสารควบคุมโดยเทคนิค In vitro transcription (IVT) ไดผลผลิตเปนอารเอ็นเอที่มี

สารพนัธกุรรมไวรสัซกิาความยาว 350 bp ปรมิาณรวม 9,640 นาโนกรมั ความเขมขนเริม่ตน 25.8 ng/µl นาํมาเจอืจาง

10 เทา ตั้งแต 10-1 ถึง 10-6 แลวนํามาตรวจดวยวิธี real-time RT-PCR พบวาใหผลบวกทั้งหมด 6 ความเขมขน 

ดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ผลการตรวจหาสารพนัธกุรรมไวรสัซิกาดวยวธิ ีreal-time RT-PCR ของอารเอ็นเอสารควบคุม โดยแสดง

 คา Cycle threshold (Ct) ที่ความเขมขนตางๆ  

ตัวอยาง ความเขมขน
คา Ct (ไพรเมอรและโพรบ)

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2

อารเอ็นเอสารควบคุม ไมเจือจาง 17.1 17.3

ความเขมขน 25.8 ng/µl 10-1 20.8 21.2

10-2 24.2 24.7

10-3 27.8 28.3

10-4 30.7 31.7

10-5 33.6 34.2

10-6 36.9 37.8

ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหในการตรวจหาฟลาวิไวรัสชนิดอื่นๆ รวม 6 ชนิด จํานวน 10 

ตัวอยาง พบวาไดผลลบทั้งหมดคิดเปนความจําเพาะรอยละ 100  จากผลตรวจไวรัสซิกาสายพันธุมาตรฐาน MR766 

และสายพันธุทีแ่ยกไดจากคนไทยหมายเลข SV0127/14 ท่ีนาํมาเจอืจาง 10 เทา ตัง้แต 10-1 ถงึ 10-6  ใหผลบวกทัง้หมด 

6 ความเขมขน คิดเปนคา Limit of Detection เทากับ 0.15 PFU/ml ดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3 ผลการตรวจหาสารพนัธกุรรมไวรสัซกิาดวยวธิ ีreal-time RT-PCR ของไวรสัซกิามาตรฐาน โดยแสดง

คา Cycle threshold (Ct) ที่ความเขมขนตางๆ  

ตัวอยาง ความเขมขน
คา Ct (ไพรเมอรและโพรบ)

ชุดที่ 2 ชุดที่ 3

ไวรัสซิกาสายพันธุ SV0127/14SV 1.5 × 105 PFU/ml 
เจือจางดวยซีรัม

10-1 20.5 20.2

10-2 24.6 24.5

10-3 27.4 27.0

10-4 30.8 30.4

10-5 34.2 34.0

10-6 37.2 36.9

ไวรัสซิกาสายพันธุ SV0127/14SV 1.5 × 105 PFU/ml 
เจือจางดวยปสสาวะ

10-1 22.1 21.4

10-2 26.8 26.6

10-3 31.2 30.9

10-4 33.1 33.0

10-5 36.4 35.4

10-6 39.1 39.1
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จากผลการเขารวมโปรแกรมการทดสอบความชํานาญกับศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา โดยตรวจ

วเิคราะหตวัอยางทดสอบความชาํนาญ จาํนวน 10 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอรและโพรบชดุที ่1 และชดุที ่2 พบวาใหผลถกูตอง

สอดคลองกันทั้ง 10 ตัวอยาง และผลการตรวจตัวอยางทดสอบความชํานาญของสถาบัน QCMD โดยใชไพรเมอรและ

โพรบชุดที่ 2 และชุดที่ 3 พบวาใหผลถูกตองสอดคลองกันทั้ง 8 ตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะหตวัอยางทดสอบความชาํนาญการตรวจไวรสัซกิาของศนูยควบคุมโรคตดิตอสหรฐัอเมรกิา

 และสถาบัน QCMD

ศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา

หมายเลข ชนิดตัวอยาง คาเปาหมาย
คา Ct 

(ไพรเมอรและ
โพรบชุดที่ 1)

คา Ct
(ไพรเมอรและ
โพรบชุดที่ 2)

สรุปผล

PT01 Zika 10-2 Positive 19.90 22.80 Positive

PT02 Zika 10-5 Positive 30.70 34.00 Positive

PT03 Zika 10-4 Positive 26.90 29.80 Positive

PT04 Negative Negative Negative Negative Negative

PT05 Zika 10-3 Positive 24.90 26.60 Positive

PT06 Zika 10-4 Positive 27.70 30.20 Positive

PT07 Zika 10-3 Positive 25.10 24.90 Positive

PT08 Zika 10-5 Positive 34.80 34.10 Positive

PT09 Negative Negative Negative Negative Negative

PT10 Zika 10-6 Positive 36.0 35.00 Positive

สถาบัน QCMD

หมายเลข ชนิดตัวอยาง คาเปาหมาย
คา Ct 

(ไพรเมอรและ
โพรบชุดที่ 2)

คา Ct
(ไพรเมอรและ
โพรบชุดที่ 3)

สรุปผล

ZIKA17S-01 Zika (French 
Polynesian)

Positive 37.5 Negative Positive

ZIKA17S-02 D2, WNV, YF Negative Negative Negative Negative

ZIKA17S-03 Zika (African) Positive 37.4 Negative Positive

ZIKA17S-04 Zika (French 
Polynesian)

Positive 32.9 32.3 Positive

ZIKA17S-05 Zika (French 
Polynesian)

Positive 30.0 29.5 Positive

ZIKA17S-06 Zika (African) Positive 35.2 Negative Positive

ZIKA17S-07 Zika (African) Positive 33.0 Negative Positive

ZIKA17S-08 Negative Negative N/A N/A Negative



Method Development and Validation for Zika Virus Detection  Sumalee Chanama et al.

366 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2564

วิจารณ

ผลการตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาดวยวิธี real-time RT-PCR โดยดัดแปลงจากวิธีของศูนยควบคุม

โรคติดตอสหรัฐอเมริกา มีการใชไพรเมอรและโพรบทั้งหมดจํานวน 3 ชุด ที่จําเพาะตอยีน prM, E และ NS2b นั้น 

พบวาชุดที่ 1 จําเพาะตอไวรัสซิกาสายพันธุแอฟริกา ชุดที่ 2 จําเพาะตอไวรัสซิกาสายพันธุแอฟริกาและเอเชีย ชุดที่ 3 

จําเพาะตอไวรัสซิกาสายพันธุเอเชีย  การตรวจวิเคราะหตัวอยางจําเปนตองใชไพรเมอรและโพรบ 2 ชุด เพื่อตรวจ 2 ยีน

ที่ตางกัน พบวาไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และชุดที่ 3 ใชตรวจไดผลดีกวาชุดที่ 1 และชุดที่ 2 จากผลการแสดงของ

กราฟสูงชันชัดเจน กราฟที่ไดจากการใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 1 สวนใหญจะแสดงผลการเกิดความชันของกราฟตํ่า 

ตั้งแตรอบที่ 38-40 ซึ่งเปน nonspecific result จึงตัดสินเปนผลลบ และในรายที่พบผลบวกเสนกราฟมีรอยหยัก

ไมคมชัดเหมือนชุดที่ 2 และชุดที่ 3  ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาวิจัยของ Cherrel R และคณะ(10) 

และ Corman VM และคณะ(18) ในการตรวจหาไวรัสซิกา Pan American Health Organization (PAHO) ได

เสนอแนะใหใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 3 ซึ่งตรวจจับยีน NS2b(17) และพบวาสามารถตรวจไวรัสซิกาสายพันธุเอเชีย

ไดดีกวาชุดที่ 1 ดังนั้นศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา จึงเปลี่ยนวิธีตรวจโดยใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และ

ชุดที่ 3 ที่จําเพาะตอยีน E และ NS2b  และเปลี่ยนชื่อไพรเมอรและโพรบจาก ZIKA1086/1162c/1107-FAM เปน 

ZIKA1087/1163c/1108-FAM(19) ซึ่งผูวิจัยและคณะไดทดลองใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และชุดที่ 3 นี้ แลว

พบวาตรวจไวรัสซิกาสายพันธุ SV0127/14SV ซึ่งเปนสายพันธุที่แยกไดจากคนไทยไดผลดี ดังแสดงในตารางที่ 3 

ผลการทดสอบความถกูตองของวิธวิีเคราะหจากการตรวจหาไวรสัซกิาสายพนัธุ SV0127/14SV เจือจางดวย

ซีรัม 10-1 ถึง 10-6  คํานวณคา detection limit ไดเทากับ 0.15 PFU/ml  ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ไมไดทําการเจือจาง

ไวรัสมากกวา 10-6 จากตารางที่ 3 ความเขมขนของเชื้อไวรัสเจือจางดวยซีรัมที่ 10-6 ไดคา Ct 37.2 (ชุดที่ 2) และ

36.9 (ชดุที ่3) ตามหลักการความเขมขนของเชือ้ไวรัสตางกัน 10 เทา จะไดคา Ct ตางกันประมาณ 3 ถาเพิม่ความเจอืจาง

เปน 10-7 และ 10-8 นาจะไดคา Ct 40.2 และ 43.2 ตามลําดับ ซึ่งคา Ct มากกวา 40 จะตัดสินเปนผลลบ เปนที่

สังเกตวาสารเจือจางไวรัสชนิดปสสาวะมีผลใหคา Ct สูงข้ึนประมาณ 2 รอบเมื่อเปรียบเทียบกับสารเจือจางชนิดซีรัม 

อาจเปนเพราะสภาวะในปสสาวะ เชน ความเปนกรดดาง  ปริมาณโปรตีนไมเหมาะสมที่จะใชรักษาสภาพไวรัส เปนตน 

ผลการวิเคราะหความจําเพาะโดยตรวจเชื้อไวรัสชนิดอื่นที่ไมใชไวรัสซิกา จํานวน 10 ตัวอยาง พบวาใหผลลบทั้งหมด 

คํานวณความจําเพาะไดรอยละ 100 การศึกษานี้ไมไดคํานวณรอยละความไว และความจําเพาะจากกลุมตัวอยาง

ผูปวยจริงเนื่องจากโรคติดเชื้อไวรัสซิกาเปนโรคใหม  ยังไมมีตัวอยางผูปวยจริงจากหนวยงานใดนํามาใชเปนมาตรฐาน

เปรียบเทียบได  รายงานการศึกษาวิจัยของ Corman VM และคณะ (18) ไดผลิตสารควบคุมชนิด universal control 

ribonucleic acid (uncRNA) ประกอบดวย ยีนเปาหมายของไวรัสซิกาบนสายอารเอ็นเอเดียวกัน และใชประเมิน

ประสิทธิภาพวิธีตรวจสารพันธุกรรมไวรัสซิกาวิธี real-time RT-PCR รวม 9 วิธี พบคา detection limit อยูระหวาง

2.1 ถึง 1373.3 uncRNA copies/reaction ซึ่งวิธีที่ใชไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และชุดที่ 3 ตรงกับการศึกษานี้

แสดงคา 4.1 และ 17.0 uncRNA copies/reaction ตามลําดับ

ผลการทดสอบความชํานาญของศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา เปนการตรวจดวยไพรเมอรและโพรบ

ชุดที่ 1 และชุดที่ 2 ไดผลตรงคาเปาหมาย จํานวน 10 ตัวอยาง ในการทดสอบครั้งนี้ไมทราบรายละเอียดของสายพันธุ

ไวรัสที่ใชผลิตตัวอยาง ในขณะที่ผลทดสอบความชํานาญของสถาบัน QCMD ดวยไพรเมอรและโพรบชุดที่ 2 และ

ชดุที ่3 พบวาวธิตีรวจสามารถตรวจไวรสัซิกา 2 สายพนัธุ ไดแตกตางกัน และไมมปีฏิกิรยิาขามกับไวรสัเดงกี ไวรสัเวสตไนล

และไวรัสไขเหลือง

คณะผูวิจัยไดถายทอดเทคโนโลยกีารตรวจวเิคราะหหาสารพนัธกุรรมไวรสัซกิาดวยวธิ ีreal-time RT-PCR 

ใหกับบุคลากรของศูนยวิทยาศาสตรการแพทย จํานวน 14 แหง ในการอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง การตรวจวิเคราะหเชื้อ

ไวรสัวทิยาทางการแพทย ระหวางวันที ่27-29 มิถนุายน พ.ศ. 2559 ณ หองประชุม 628 อาคาร 10 ช้ัน 6 และหองปฏบิติัการ
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อาคาร 1 กรมวิทยาศาสตรการแพทย  หลังจากนั้นไดจัดสงชุดไพรเมอร โพรบ สารควบคุมบวก และวัตถุทดสอบ

ความชาํนาญ  ใหบคุลากรนําไปพัฒนาวิธตีรวจท่ีศนูยวทิยาศาสตรการแพทย  โดยหองปฏบัิตกิารท้ัง 14 แหง ตอบผลตรวจ

วิเคราะหวัตถุทดสอบความชํานาญไดถูกตองครบทั้ง 5 ตัวอยาง และเริ่มใหบริการตรวจที่ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย

ไดตั้งแตเดือนกันยายน พ.ศ. 2559  

สรุป

คณะผูวิจัยไดพัฒนาวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาดวยวิธี real-time RT-PCR โดยดัดแปลง

จากวิธีการตรวจของศูนยควบคุมโรคติดตอสหรัฐอเมริกา ทําการตรวจหา 2 ยีน คือ E และ NS2b  พบวาเปนวิธีที่มี

ความจําเพาะรอยละ 100 มีคา Limit of Detection เทากับ 0.15 PFU/ml ซึ่งทางหองปฏิบัติการของสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตรสาธารณสุข และศูนยวิทยาศาสตรการแพทยทั้ง 14 แหง ไดดําเนินการใหบริการตรวจวิเคราะห

หาสารพันธุกรรมไวรัสซิกาดวยวิธี real-time RT-PCR เปนงานประจําตั้งแต พ.ศ. 2559 และการผลิตอารเอ็นเอ

สารควบคุมโดยวิธี In Vitro Transcription ไดผลผลิตเปนอารเอ็นเอที่มีสารพันธุกรรมไวรัสซิกา สามารถใชเปน

สารควบคุมบวกสําหรับการพัฒนาวิธีตรวจเชื้อในชวงเวลาที่ไมมีเชื้อไวรัสซิกามาตรฐาน
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ABSTRACT  Zika virus (ZIKV), member of the Flaviviridae family, is spread mostly by the bite of an 

infected Aedes aegypti or Ae. albopictus and can be passed from mother to fetus, sexual transmission and 

blood transfusion. The most common symptoms are fever, rash, joint pain and red eyes.  ZIKV infection 

during pregnancy can cause microcephaly.  The most appropriate ZIKV assay is the detection of ZIKV 

RNA in serum and urine by real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (real time 

RT-PCR). The objectives of this study were the development and validation of ZIKV real-time RT-PCR, 

and also the production of ZIKV RNA control.  ZIKV real-time RT-PCR test was modified from US-CDC’s 

protocol, using 3 sets of primer/probe specific to prM, E and NS2b genes. ZIKV RNA control containing 

350 base pairs of ZIKV nucleotide including prM and E gene was produced and synthesized by In vitro 

transcription (IVT). The method validation of ZIKV RNA control and diluted ZIKV various concentrations 

was defined as 100% of specificity and Limit of Detection (LOD) was 0.15 PFU/ml. Furthermore, the 

proficiency testing was performed and showed 100% concordance. These results showed that the ZIKV 

real-time RT-PCR test was successful developed to detect Zika viral RNA both African and Asian

lineages. 
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