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นิตยา ศรีใชยพล นางสาวราตรี ชูออน นางสาวปนัดดา จินตะนอย นางสาวนฤมล ชัยพัฒน  นางสาววรรณา 

ชูศรีจันทร  นางสาวฤทัยรัตนเกิดแกว  เจาหนาที่หนวยปฏิบัติการวิจัยโรคเทาชางและโรคเขตรอน ตลอดจน
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ตัวอยางภาคสนามและการตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติการ  
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โรคเทาชาง (Lymphatic filariasis) เกิดจากหนอนพยาธิ 2 ชนิดหลัก คือ Wuchereria 

bancrofti และ Brugia malayi     ทางองคการอนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่

ควรกําจัดใหหมดไปภายในป พ.ศ. 2563 โดยมีแนวทางหลักในการควบคุมและปองกันโรคเทาชางคือการ

จัดใหมีโปรแกรมการรักษาแบบหมูแกประชากรในพ้ืนที่ที่มีความชุกของโรคสูง และการควบคุมพยาธิ

ภาวะ ทั้งน้ี โครงการกําจัดโรคเทาชางขององคการอนามัยโลกไดกําหนดเปาหมายในการควบคุมโรคใหมี

อัตราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูรอยละ 1 จากการตรวจแอนติเจนที่จําเพาะ หรือรอยละ 0.2 เมื่อ

ตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการประเมินผลการสําเร็จของ

โครงการจําเปนตองมีวิธีการวินิจฉัยที่มีความไวสูง เพ่ือสามารถประเมินสถานการณที่แทจริงของโรคได  

ชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่มีขายในปจจุบัน สามารถวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเทาชางที่ เกิดจาก W. 

bancrofti ยังไมมีชุดตรวจที่มีความไวสูงสําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคที่เกิดจาก B. malayi  การศึกษาน้ี

จึงไดพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยตรวจหาแอนติเจน และ/หรือแอนติบอดีตอแบคทีเรีย 

Wolbachia ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ตรวจพบไดในพยาธิฟลาเรียเทาน้ันและตรวจพบทั้งในพยาธิ W. 

bancrofti และ B. malayi เพ่ือนํามาพัฒนาชุดตรวจที่สามารถวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งสองชนิด และไม

พบปฏิกิริยาขามกับปรสิตชนิดอ่ืนๆ  ทั้งน้ีจากการทบทวนวรรณกรรม ผูวิจัยไดคัดเลือกแอนติเจน 2 ชนิด 

ซึ่งเปนแอนติเจนที่มีปริมาณมากที่สุดของแบคทีเรีย และมีความเปนแอนติเจนสูง ไดแก Wolbachia 

Surafe Protein (WSP) และ peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL) โดยผลการศึกษาในป

แรกน้ี ไดทําการสกัดโปรตีนจากแบคทีเรียโวลบาเชียที่แยกจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข และผลิต 

recombinant antigen ทั้ งส อ งช นิ ด  ตลอดจน ผ ลิ ต  polyclonal anti-Wolbachia antibodies, 

polyclonal anti-rWSP antibodies และ polyclonal anti-rPAL antibodies พรอมทั้ งทําการแยก

แอนติบอดีบริสุทธ์ิ เพ่ือทําการสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโน (AuNPs) และนํามาติดกับแอนติบอดี

เพ่ือพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง ชนิด lateral flow strip ตอไป  

นอกจากน้ี ยังไดทําการสํารวจโรคเทาชางในแรงงานชาวพมา ในจังหวัดสมุทรสาคร และชาว

กะเหรี่ยงกับชาวมอญในจังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง โดยการเจาะเลือดในเวลา

กลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 142 ราย อยางไรก็ตาม จากการตรวจวินิจฉัยโดย

ชุดตรวจวินิจฉัย Og4C3 ELISA และตรวจหาไมโครฟลาเรียกระแสเลือด ไมพบการติดเช้ือโรคเทาชางใน

อาสาสมัครทั้ง 142 ราย ผูวิจัยจึงไดรวบรวมตัวอยางซีรัมของผูปวยโรคเทาชางจากโครงการกอนหนา ซึ่ง

สามารถรวบรวมไดทั้งสิ้น 195 ตัวอยาง ขณะน้ีผูวิจัยอยูในระหวางการรวบรวมตัวอยางผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน 

เพ่ือนําตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชาง คนปกติในพ้ืนที่ชุกชุมของโรค และผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน มาทดสอบ

ความไวและความจําเพาะของชุดตรวจ lateral flow strip ตอไป 

บทคัดยอ 
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Lymphatic filariasis, caused by Wuchereria bancrofti and Brugia malayi, is targeted to 

be eliminated globally as a public health problem by the year 2020.  The main intervention 

tool employed by the national elimination program is mass drug administration (MDA) to 

endemic populations, and control of morbidity.  The criterion for elimination program was set 

at a prevalence rate below 1% antigenemia (Ag), or below 0.2% microfilaraemia. However, 

diagnostic tools with high sensitivity are needed to evaluate the real situation of the disease to 

sustain success in lymphatic filariasis elimination.  Diagnostic test kits are available only for 

lymphatic filariasis caused by W. bancrofti. There are no diagnostic kits commercially available 

for B. malayi infection. In this study, we developed a diagnostic test kit by detecting 

Wolbachia antigen and/or specific antibodies against Wolbachia antigens. Wolbachia is 

bacterium found only in filarial nematodes (both W. bancrofti and B. malayi). Therefore, this 

test kit can be used in diagnosis for both W. bancrofti and B. malayi infections without cross-

reaction with other parasites.  We selected 2 candidate Wolbachia antigens to develop the 

diagnostic test kit, including Wolbachia Surafe Protein (WSP) and peptidoglycan-associated 

lipoprotein (PAL).  From a proteomic study of Wolbachia of B. malayi, WSP and PAL are the 

most abundant and highly immunogenic antigens.  In the first year of the study, we extracted 

Wolbachia from Dirofilaria immitis, and prepared Wolbachia crude antigen.  Moreover, we 

prepared recombinant WSP and rPAL.  Polyclonal anti-Wolbachia antibodies, polyclonal anti-

rWSP antibodies and polyclonal anti-rPAL antibodies were produced and purified.  These 

antibodies will be conjugated to gold nanoparticles (AuNPs) and develop the later flow strip 

for diagnosis of lymphatic filariasis.   

Moreover, we collected night blood samples from Myanmar migrant workers in Samut 

Sakorn province, Thai Karens and Thai Mon in Kanchanaburi province which are the endemic 

areas of lymphatic filariasis in Thailand. All of 142 night blood samples were examined for 

microfilaraemia and circulating filarial antigens by Og4C3 ELISA. However, all of them were 

negative.  Therefore, we recruited 195 serum samples of patients with lymphatic filariasis from 

the previous studies.  Blood samples from patients with other parasitic infections will be 

collected. Evaluation of sensitivity and specificity of the lateral flow strip will be performed. 

Abstract 
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 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

โรคเทาชางเปนโรคที่องคการอนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัด

ใหหมดไปเปนโรคแรกภายในป พ.ศ. 2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมี

โครงการการกําจัดโรคเทาชางในป  พ.ศ. 2545-2549    อยางไรก็ตาม ยังคงตรวจพบโรคเทาชางอยูใน

จังหวัดตางๆ ที่เปนแหลงชุกชุมของโรคดวยอัตราไมสูง    ปญหาที่สําคัญและควรสรางความตระหนักแก

คนไทยคือ  แรงงานตางดาวชาวพมาที่เขามาทํางานในประเทศไทยเปนจํานวนมาก ซึ่งคณะผูวิจัยพบวา

แรงงานพมามีอัตราการติดเช้ือโรคเทาชางสูงถึง 3.3-19.5% แมวายุงรําคาญของไทยจะไมเคยมีรายงาน

วานําโรคไดตามธรรมชาติ  แตพบวามีความสามารถในการเปนพาหะนําโรคเทาชางสายพันธุพมาใน

หองปฏิบัติการไดสูงถึง 94% จากผลการศึกษาดังกลาว ทําใหคนไทยตองมีมาตรการเฝาระวังในการเฝา

ระวังโรคอยางใกลชิด เพ่ือวางแผนควบคุมปองกันโรคเทาชางอยางประสิทธิภาพ  อยางไรก็ตาม การ

ตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางในปจจุบันอาศัยการตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด ซึ่งมักตรวจพบไดใน

เวลากลางคืน  สําหรับชุดตรวจวินิจฉัยที่มีจําหนายอยูในปจจุบันที่วินิจฉัยไดเฉพาะการติดเช้ือพยาธิโรค

เทาชางชนิด Wuchereria bancrofti  และใชหลักการของ sandwich ELISA  มีราคาแพง ขั้นตอน

ยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ  ในขณะที่ชุดตรวจวินิจฉัยโดย

วิธี immunochromatographic test (ICT) แมวาจะทดสอบไดงาย ใชเวลานอย แตสามารถวินิจฉัยได

เฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และไมมีจําหนายในประเทศ แมจะมีการนําเขาจากตางประเทศโดย

กระทรวงสาธารณสุขเพ่ือการสํารวจโรคในแหลงชุกชุมของโรคเทาน้ัน โดยประมาณความสูญเสียจากโรค

เทาชางไมตํ่ากวาแสนลานบาทตอป ในขณะที่ความสูญเสียในการนําเขาชุดทดสอบไมตํ่ากวา 1,000 ลาน

บาทตอปเพ่ือใหครอบคลุมประชากรกลุมเสี่ยงทั้งหมด 

   โครงการน้ีจึงมุงมั่นที่จะใชนวตกรรมทางวิทยาศาสตเทคโนโลยีในการวินิจฉัยโรคเทาชางซึ่ง

จัดเปนโรคติดเช้ืออุบัติซ้ํา เพ่ือปองกันการเกิดภาวะเทาชางในคนไทย  ทั้งน้ีถาโรคไมไดรับการวินิจฉัยและ

การรักษาในระยะแรก จะทําใหผูปวยเขาสูภาวะระยะเรื้อรังซึ่งยังไมมีวิธีการรักษาใหหายขาดในปจจุบัน  

โดยใชนาโนเทคโนโลยีในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยการนําอนุภาคทองคํามาทําปฏิกิริยา

เคมีใหมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร อนุภาคทองคําจะเปลี่ยนรูปเปนสารละลายสีแดงใส จากน้ันนํามาผสม

กับแอนติบอดีที่จับตัวแนนกับแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียซึ่งเปนแบคทีเรียที่อยูในพยาธิโรค

เทาชางอยางจําเพาะ พบไดในทุกระยะของพยาธิโรคเทาชางและมีปริมาณมาก  ดังน้ันจึงมีความไวและ

ความจําเพาะสูงเมื่อใชเปนตัววินิจฉัยโรคเทาชาง  หากตัวอยางเลือดหรือซีรัมมีแอนติเจนของแบคทีเรีย

โวลบาเชีย  สีแดงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะสามารถเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมหรือดําและ

ตกตะกอนในที่สุด สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา สามารถใชตรวจไดงาย แมนยํา ในเวลาไมถึง 5 นาที 

บทนํา 
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และวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งการติดพยาธิโรคเทาชาง W. bancrofti และ Brugia malayi  โดยไม

เกิดปฏิกิริยาขามกับโรคติดเช้ืออ่ืน   ซึ่งชุดตรวจวินิจฉัยที่พัฒนาขึ้นน้ีจะสามารถผลิตไดเองในประเทศดวย

ตนทุนตํ่ากวาชุดทดสอบตางประเทศกวา 100 เทา และสามารถนําไปใชในภาคสนามไดงาย ทําให

สามารถเฝาระวังโรคไดอยางใกลชิดและประเมินสถานการณของโรคไดอยางแทจริง  และเปนการเฝา

ระวังโรคเทาชางไมใหอุบัติซ้ําในคนไทย ซึ่งจะเปนประโยชนอยางย่ิงสําหรับการวางมาตรการการกําจัด

โรคเทาชางใหหมดไปไดอยางเปนรูปธรรมและย่ังยืน อีกทั้งสามารถนําไปจดสิทธิบัตรและใชประโยชนใน

เชิงพาณิชยในการจําหนายชุดตรวจวินิจฉัยตนทุนตํ่าสําหรับประชากรกลุมเสี่ยงกวาพันลานคนในกวา 80 

ประเทศทั่วโลกซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง  
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 วัตถุประสงค 

1) ศึกษาโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียที่สามารถใชเปน candidate antigen ในการตรวจ

วินิจฉัยโรคเทาชางไดดวยความไวความจําเพาะสูง และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโรคพยาธิ

อ่ืนๆ 

2) เพ่ือพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนในเชิงพาณิชยได

อยางแทจริง  และสามารถประยุกตใชในการผลิตชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ืออ่ืนๆ 

3) เพ่ือสงเสริมการวิจัยประยุกตเกี่ยวกับโรคเทาชางโดยมุงเนนงานวิจัยระดับโมเลกุล ที่

สามารถนําไปใชในเชิงพาณิชย และกอใหเกดิประโยชนในระดับชุมชนและสาธารณสุขของ

ประเทศได 

4) สรางนักวิจัยรุนใหมระดับปรญิญาโท-เอกทีม่ีความรู ความชํานาญในงานวิจัยระดับลึก ซึ่ง

จะเปนทรัพยากรบุคคลทีม่ีคณุคาแกสังคม และประเทศชาติ และมีความพรอมที่จะผลิต

ผลิตภัณฑ เทคโนโลยีการแพทยอ่ืนๆ ตอไปในอนาคตอันเปนการสนับสนุนการดําเนินการ

ตามนโยบายแหงชาติ ในการพัฒนาคนและสังคมที่มีคณุภาพ 

5) เพ่ือผลิตผลงานวิชาการ ตลอดจนเปนแหลงความรูและเปนที่อางอิงงานดานโรคเทาชางทั้ง

ระดับชาติและนานาชาติ 
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 ขอบเขตการวิจัย 

 การศึกษาน้ีจะทําการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยใชนาโนเทคโนโลยี โดยทําการ

คัดเลือกแอนติเจนของแบคทีเรียโวลลาเชีย แลวนํามาผลิตเปน recombinant antigen จากน้ันนํามาไป

ผลิต polyclonal antibody ในกระตาย แลวจึงนําแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบความไวและความจําเพาะใน

การวินิจฉัย กับตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชางและคนปกติที่อยูในพ้ืนที่ชุกชุมของโรค ตลอดจนผูติดเช้ือ

ปรสิตอ่ืนที่พบมากในประเทศไทย     แอนติบอดีใดที่ใหผลการวินิจฉัยที่ดี ใหความไวและความจําเพาะสูง 

และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน จะนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยใชนาโน

เทคโนโลยี 

 

 

 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

การใชนาโนเทคโนโลยีในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยการนําอนุภาคทองคํามาทํา

ปฏิกิริยาเคมีใหมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร  อนุภาคทองคําจะเปลี่ยนรูปเปนสารละลายสีแดงใส จากน้ัน

นํามาผสมกับแอนติบอดีที่จับตัวแนนกับแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย หากตัวอยางเลือดหรือซีรัมมี

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย สีแดงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขม

หรือดําและตกตะกอนในที่สุด สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ทําไดงาย แมนยํา ใชเวลาไมถึง 5 นาท ี

และวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งการติดเช้ือ W. bancrofti และ B. malayi ซึ่งดีกวาชุดตรวจวินิจฉัยที่มี

จําหนายอยูในปจจุบันที่วินิจฉัยไดเพียงการติดเช้ือ W. bancrofti  และใชหลักการของ sandwich ELISA  

ซึ่งมีราคาแพง ขั้นตอนยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ  

ในขณะที่ชุดตรวจวินิจฉัยโดยวิธี immunochromatographic test (ICT) แมวาจะทดสอบไดงาย ใชเวลา

นอย แตสามารถวินิจฉัยไดเฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และไมมีจําหนายในประเทศ มีการนําเขา

จากตางประเทศโดยกระทรวงสาธารณสุขเพ่ือการสํารวจโรคใน endemic area เทาน้ัน  
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 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวของ 

โรคเทาชางเปนปญหาระดับชาติและนานาชาติ 

โรคเทาชางยังคงเปนปญหาสาธารณสุขทั่วโลก ประชากรทั่วโลกกวา 1.2 พันลานคนเสี่ยงตอการ

เกิดโรค และกวา 120 ลานคนที่ติดเช้ือและมีภาวะทุพพลภาพ(1) ถาคาดการณจากอัตราการตรวจพบเช้ือ

สูงในแรงงานพมาลานๆ คนที่ทํางานในเมืองใหญของประเทศไทย อีกทั้งจํานวนยุงรําคาญที่พบไดทั่วไป ก็

อาจจะประมาณไดวาคนไทยหลายลานที่มีโอกาสเสี่ยงตอการติดเช้ือโรคเทาชาง  โรคเทาชางเกิดจากพยาธิ

หลัก 2 ชนิด คือ Wuchereria bancrofti และ Brugia malayi  เปนปญหาระดับชาติและนานาชาติ ผู

ติดพยาธิโรคเทาชางสวนมากจะไมปรากฏอาการ  แตจะมีพยาธิโรคเทาชางตัวแกอยูในระบบทางเดิน

นํ้าเหลือง และปลอยตัวออนไมโครฟลาเรีย (microfilaria) ออกมาสูกระแสเลือด    ทําใหสามารถแพรเช้ือ

สูผูอ่ืนไดโดยมียุงเปนพาหะ   จากการไมปรากฏอาการของโรค ผูปวยจึงไมไดรับการวินิจฉัย และการ

รักษาต้ังแตระยะแรก  จนกระทั่งเกิดพยาธิสภาพจะกอใหเกิดความพิการและทุพพลภาพอยางถาวรไม

สามารถกลับสูสภาวะปกติได  จึงไมสามารถดําเนินกิจวัตรประจําวันไดเปนปกติ กอใหเกิดการวางงาน 

และการสูญเสียรายไดทั้งในระดับบุคคล ครอบครัว และชุมชน เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจและสังคม  

และสงผลกระทบตอการพัฒนาความเจริญและเศรษฐกิจของประเทศชาติและประชาคมโลก  องคการ

อนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัดใหหมดไปเปนโรคแรกภายในป พ.ศ. 

2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมีโครงการการกําจัดโรคเทาชางในป  พ.ศ. 

2545-2549  แมวาการตรวจพบโรคเทาชางในประเทศไทยจะอยูในอัตราที่ตํ่า 1.62 คนตอประชากรแสน

คน(2)   อยางไรก็ตาม ในบริเวณ endemic area ของโรค ยังคงพบอัตราการติดเช้ือสูง 5-10%(3-6)  โดย

รายงานลาสุดจากกระทรวงสาธารณสุขพบผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง W. bancrofti rural strain 16 คน

ในจังหวัดตาก และพบผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ถึง 98 คนในจังหวัดนราธิวาส นอกจากน้ี ใน

ปพ.ศ. 2554 ยังมีการตรวจพบผูติดเช้ือเพ่ิมจํานวน 2 คนในเขตพ้ืนที่จังหวัดสุราษฎธานี และกระบ่ี  

ปญหาแรงงานตางดาว โดยเฉพาะแรงงานพมาที่มีอัตราการตรวจพบพยาธิโรคเทาชาง W. 

bancrofti (urban strain) ซึ่งมียุงรําคาญเปนยุงพาหะ  แมวายุงรําคาญของไทยจะไมเคยมีรายงานวานํา

โรคไดตามธรรมชาติ  แตพบวามีความสามารถในการเปนพาหะนําโรคเทาชางสายพันธุพมาใน

หองปฏิบัติการ จากผลการศึกษาดังกลาว ทําใหคนไทยตองมีมาตรการเฝาระวังในการควบคุมปองกันโรค

เทาชางอยางประสิทธิภาพ เน่ืองจากตามธรรมชาติพยาธิจะมีการปรับตัวใหอาศัยอยูไดในยุงพาหะเพ่ือคง

วงชีพและแพรสูคนตอไป  โดยเฉพาะตามเมืองใหญ เชน กรุงเทพฯ มักมีแหลงนํ้าเสีย ที่เปนแหลง

เพาะพันธุยุงรําคาญ ทําใหคนไทยมีความเสี่ยงที่จะติดโรคเทาชางจากพยาธิสายพันธุพมาได  (re-

emerging disease)  หากไมมีมาตรการการเฝาระวัง และปองกันโรคที่ดี 
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ปญหาการวินจิฉัยและติดตามผลการรักษาโรคเทาชาง 

การตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางน้ัน จําเปนตองอาศัยขอมูลหลายสวนประกอบกัน ทั้งจากประวัติ 

การตรวจรางกาย และผลการตรวจทางหองปฏิบัติการซึ่งมีอยูหลายวิธี  การวินิจฉัยที่นาเช่ือถือที่สุด 

(definitive diagnosis) ของโรคเทาชาง คือการตรวจพบตัวพยาธิโรคเทาชางระยะไมโครฟลาเรียใน

กระแสเลือดของผูปวย ซึ่งตองอาศัยผูเช่ียวชาญแยกชนิดของเช้ือพยาธิในการวินิจฉัย และยังเปนวิธีที่มี

ความไวตํ่ามาก เน่ืองจากเวลาที่ไมโครฟลาเรียปรากฎเปนระยะในกระแสเลือด (periodicity) แตกตางกัน

ไปตามชนิดและสายพันธุของพยาธิโรคเทาชาง โดยทั่วไปชวงเวลาที่มีไมโครฟลาเรียปรากฏตัวในกระแส

เลือดมากมักเปนเวลากลางคืนเปนบางชวงเวลาเทาน้ัน จึงเปนอุปสรรคที่สําคัญของทั้งเจาหนาที่และ

ผูปวยที่มารับการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีเจาะเลือดเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียจึงไดมีการพัฒนาการ

วินิจฉัยโรคใหมีความไวและความจําเพาะสูง และสามารถตรวจไดงายและสะดวกขึ้น เชน การตรวจหา

แอนติเจน การตรวจหาแอนติบอดี และการตรวจหาสารพันธุกรรมของพยาธิ 

การพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง ไดมีการนํา monoclonal 

antibody ที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชางมาใช  ปจจุบันมี monoclonal antibody 2 ชนิด ที่ใชกัน

แพรหลายและผลิตเปนชุดตรวจวินิจฉัยซึ่งที่มีความไวและความจําเพาะตอการวินิจฉัยผูปวยโรคเทาชาง

จาก W. bancrofti สูงคือ monoclonal antibody AD12.1 และ Og4C3     

การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด AD12.1 ใชวิธี

ที่อาศัยหลักการโครมาโตกราฟดานภูมิคุมกันวิทยา (immunochromatographic test; ICT) การ

ทดสอบทําไดโดยการหยดเลือดที่เจาะจากปลายน้ิวประมาณ 100 ไมโครลิตรในบริเวณที่กําหนดบนแผน

ทดสอบดวยวิธีน้ี และอานผลจากแถบการเกิดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจภาคสนาม

เพราะทําไดงาย สะดวกรวดเร็ว รูผลการตรวจไดภายในเวลาประมาณ 10-15 นาที และไมตองอาศัย

ความชํานาญหรือเครื่องมือเปนพิเศษ อีกทั้งมีความไวและความจําเพาะสูงถึงรอยละ 95.7-97 และรอย

ละ 99-100 ตามลําดับ 

สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง B. malayi  ในปจจุบันไดมีการพัฒนาชุด

ตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ดวยวิธี ELISA โดยใช monoclonal antibody ตอ B. 

malayi ช่ือ 17E10 ซึ่งใหความไวในการตรวจวินิจฉัยถึงรอยละ 93.3   อยางไรก็ตาม ยังคงพบปฏิกิริยา

ขามกลุมกับพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria immitis) ได  การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของพยาธิโรค

เทาชางทําใหการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางสะดวกขึ้น เน่ืองจากไมตองเจาะเลือดในชวงเวลากลางคืน อีก

ทั้งสามารถบอกภาวะการติดเช้ือในปจจุบันและยังสามารถใชติดตามผลการรักษาไดอีกดวย เน่ืองจาก

ระดับของแอนติเจนจะลดลงภายหลังการรักษา  อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการตรวจหาแอนติเจน

ที่จําเพาะของโรคเทาชางคือราคาที่คอนขางสูงสําหรับประเทศกําลังพัฒนาที่เปนแหลงชุกชุมของโรค 
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การพัฒนาการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยการตรวจแอนติบอดีน้ันมีรายงานพบการเกิดปฏิกิริยา

ขาม (cross reactivity) ระหวางพยาธิโรคเทาชางกับพยาธิชนิดอ่ืน เชน พยาธิปากขอหรือพยาธิไสเดือน
(7) เปนตน

 
เน่ืองจากกลุมพยาธิเหลาน้ีมีโครงสรางของแอนติเจนหลักรวมกันอยู ทําใหเกิดผลบวกปลอมได 

และเปนผลทําใหการวินิจฉัยผิดพลาดขึ้น นอกจากน้ี การตรวจหาแอนติบอดียังไมสามารถแยกภาวการณ

ติดเช้ือในปจจุบัน (active infection) กับภาวะที่เคยติดเช้ือ จึงไมสามารถใชประเมินประสิทธิภาพ

ผลการรักษาวาโรคไดหายขาดได  แมวาจะมีการศึกษาพบวาการตรวจหา anti-filarial IgG4 antibodies 

จะเพ่ิมความจําเพาะในการตรวจวินิจฉัยได และสัมพันธกับการติดเช้ือปจจุบัน แตอยางไรก็ตาม การตรวจ

โดยวิธีดังกลาวจําเปนตองใช crude antigen ที่เตรียมจากพยาธิฟลาเรีย จึงตองใชสัตวทดลองและยุงใน

การคงวงจรชีวิตของพยาธิฟลาเรียเพ่ือสกัดแอนติเจนมาใชในการตรวจหาแอนติบอดี  นอกจากน้ีใช

หลักการของ indirect ELISA  ซึ่งมีขั้นตอนยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทาง

หองปฏิบัติการ 

ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมของพยาธิ โดยวิธี

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) ซึ่งพบวามีความไวตํ่าเมื่อเทียบกับ

วิธีการตรวจหาแอนติเจน(8-9)  นอกจากน้ี จากขอจํากัดในการตรวจและจากความจําเปนตองอาศัย

เครื่องมือที่มีราคาแพง ตลอดจนผูทําการทดสอบตองไดรับการอบรมใหสามารถปฏิบัติงานไดถูกตอง และ

เขาใจถึงหลักการแปลผล ตลอดจนการควบคุมคุณภาพของการทดสอบการตรวจดวยวิธี PCR จึงไม

สะดวกในการที่จะนําไปใชในการตรวจทั่วไปแมจะนิยมใชกันในงานวิจัย 

อน่ึง แมวาปจจุบันไดมีการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยที่มีความไวสูง อยางไรก็ตามชุดตรวจวินิจฉัย

ดังกลาวยังคงมีราคาสูง และตองสั่งนําเขาจากตางประเทศ  อีกทั้งยังไมสามารถใชประเมินประสิทธิภาพ

ผลการรักษาวาโรคไดหายขาด ทําใหการประเมินผลการควบคุมโรคในโครงการกําจัดโรคเทาชางเปนไปได

ยาก  จึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น ซึ่งนอกจากจะสามารถ

วินิจฉัยโรคไดอยางถูกตองแมนยํา และความไวสูงแลว ยังจําเปนตองสามารถติดตาม และประเมินการ

รักษาไดดวย  อีกทั้งยังสามารถผลิตใชไดเองภายในประเทศในราคาที่เหมาะสม  เพ่ือลดการนําเขาของ

ผลิตภัณฑราคาแพงได   

 

 

 

 

ความสําคัญของแบคทีเรียโวลบาเชียตอหนอนพยาธิโรคเทาชาง 
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แบคทีเรีย Wolbachia เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูภายในเซลล (intracellular bacteria) ที่พบได

เฉพาะในสัตวขาขอและหนอนพยาธิฟลาเรียเทาน้ัน จึงเปนที่สนใจของนักวิทยาศาสตรในปจจุบันอยางย่ิง 

ซึ่งจากการศึกษาโดยวิธีทางอณูชีววิทยาพบวาแบคทีเรียโวลบาเชียในสัตวขาขอ และแบคทีเรียโวลบาเชีย

ในหนอนพยาธิฟลาเรีย มีลักษณะลําดับเบสที่ใกลเคียงกัน(10-11) โดยแบคทีเรียโวลบาเชียในสัตวขาขอเปน

สาเหตุทําใหสัตวขาขอมีการสืบพันธุที่ผิดปกติไป(12) การศึกษาถึงบทบาทหนาที่และความสําคัญของ

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรียพบความสําคัญของแบคทีเรียโวลบาเชียตอการเจริญเติบโต

และการสืบพันธุของหนอนพยาธิฟลาเรีย และบทบาทของแบคทีเรียถูกกําจัดไป เมื่อใหยาปฏิชีวนะที่

ทําลายแบคทีเรียโวลบาเชีย(13-16) แสดงถึงความสัมพันธแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (mutualism) ระหวาง

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรีย จึงนํามาซึ่งความสนใจในการศึกษาบทบาทตางๆ ของ

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรีย เพ่ือนําไปประยุกตใชในการศึกษาและควบคุมโรคติดเช้ือ

หนอนพยาธิโรคเทาชางตอไป   

โปรตีนจากแบคทีเรียโวลบาเชียชวยในการวินิจฉัยโรคเทาชาง 

จากปญหาในการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง  ซึ่งแมวาในปจจุบันไดมีการพัฒนาเพ่ือตรวจหา

แอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเทาชางที่มีความไวในการตรวจวินิจฉัยสูง แตชุดตรวจวินิจฉัยที่ตรวจหา

แอนติเจนที่มีจําหนายในปจจุบันสามารถวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเชางจากพยาธิ W. bancrofti เทาน้ัน ยังไม

มีชุดตรวจหาแอนติเจนเพ่ือการวินิจฉัยโรคเทาชางจากพยาธิ B. malayi จึงนําไปสูแนวคิดการตรวจหา

แอนติเจนจากแบคทีเรียโวลบาเชียเพ่ือตรวจวินิจฉัยและติดตามผลการรักษาโรคเทาชาง เน่ืองจาก

สามารถตรวจพบแบคทีเรียโวลบาเชียจํานวนมากทั้งในพยาธิ W. bancrofti  และ B. malayi ทุกระยะ 

อีกทั้งยังสามารถตรวจพบแอนติบอดีตอแบคทีเรียโวลบาเชียไดในคนไขโรคเทาชาง ซึ่งแสดงวามีการหลั่ง

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียออกมาสูกระแสเลือดในคนไขโรคเทาชาง  ดังน้ันการวินิจฉัยโรค

เทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย จึงนาจะมีประสิทธิภาพ มีความไวและ

ความจําเพาะสูงกวาการตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเทาชางที่มีอยูเดิม โดยไมเกิดปฏิกิริยาขาม

กับโรคปรสิตอ่ืนๆ   

ในการศึกษาโปรตีนตางๆ ของแบคทีเรียโวลบาเชีย ทางกลุมผูวิจัยโดยไดพัฒนาและปรับปรุง

วิธีการสกัดแบคทีเรียโวลบาเชียจากหนอนพยาธิใหไดโปรตีนที่มีคุณภาพและมีปริมาณเพียงพอในการวิจัย

โปรตีนในระดับสูง  ซึ่งผลจากการแยกโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชีย โดยวิธี 2-dimensional gel 

electrophoresis และตรวจหาโปรตีนที่จําเพาะของแบคทีเรียโวลบาเชีย  โดยใช anti-Wolbachia  

antibodies และศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนที่จําเพาะโดยวิธี MALDI-TOF mass spectrometry พบวา

โปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียที่มีปริมาณมากและความเปนแอนติเจนสูง คือ Wolbachia surface 

protein (WSP)(16)   ซึ่ งกอนหน าน้ี ไดมี รายงานการตรวจพบแอนติบอดีที่ จํ าเพาะตอ WSP ยัง

ความสัมพันธกับการติดเช้ือ Dirofilaria immitis ในคน(17) และในแมว(18)  และสัมพันธกับการเกิดการ
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บวมของตอมนํ้าเหลืองในลิงที่ติดเช้ือ B. malayi (19)  ดังน้ัน WSP จึงเปนโปรตีนที่นาสนใจอยางย่ิงใน

การศึกษาเพ่ือนํามาเปนโปรตีนเปาหมายของการสรางระบบการตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบา

เชีย ซึ่งระบบการตรวจหาแอนติเจนที่สรางขึ้นมาน้ีสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือในการตรวจหาระดับ

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียในกระแสเลือดของผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง อันจะเปนเครื่องมือที่

สําคัญในการวินิจฉัย และติดตามประสิทธิภาพการรักษา ซึ่งจะสงผลใหสามารถวางแผนการรักษาโรคไดดี

ย่ิงขึ้น เพ่ือประสิทธิภาพสูงสุดของการควบคุมและกําจัดโรคเทาชาง   ตามนโยบายระดับประเทศและ

สอดคลองกับนโยบายขององคการอนามัยโลก  

นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

  นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีที่เกี่ยวของกับกระบวนการศึกษา การ

จัดการ การสรางการวิเคราะห และประยุกตใชวัสดุที่มีขนาดเล็กมาก ๆ ในระดับนาโนเมตร (ประมาณ 1-

100 นาโนเมตร) ซึ่งเทียบเทากับระดับอะตอมหรือโมเลกุล(20)  รวมถึงการออกแบบหรือการประดิษฐ

เครื่องมือเพ่ือใชสรางหรือ วิเคราะห วัสดุในระดับที่เล็กมากๆ เชน วัสดุนาโน (ทอนาโน เสนใยนาโน และ

อนุภาคนาโน) ซึ่งมีโครงสรางของ วัสดุที่มีคุณสมบัติพิเศษ ทั้งทางดานฟสิกส เคมี หรือชีวภาพ ตางไปจาก

สารเดิมที่มีขนาดใหญ  ดังน้ัน ในปจจุบัน จึงมีการนํานาโนเทคโนโลยี มาประยุกตใชในหลากหลายสาขา 

เชน ดานอุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร เทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย  เปนตน 

  อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เปนอนุภาคของโลหะในระดับ

นาโน ที่มีความเสถียรสูงชนิดหน่ึง(21) ซึ่งอยูในรูปของสารละลายคอลลอยดสีแดง ในการสังเคราะห 

AuNPs น้ันสามารถทําไดโดยการนําสารละลายของ HAuCl4 ที่มีทองคําประจุ 3+ (Au3+) ทําปฏิกิริยากับ

ตัวรีดิวซ (Reducing agent) ได AuNPs ที่มีทองคําประจุเปน 0 (Au0) ซึ่งยังไมมีความเสถียร จึงตองเติม

สารชวยทําใหเสถียร (Stabilizer) โดยสารน้ีจะมาลอมรอบบนอนุภาค ปองกันการรวมตัวหรือเกาะตัวกัน

จนตกตะกอน ทําให AuNPs น้ันสามารถคงขนาดและรูปรางอยูในระดับนา-โนได สารที่นิยมใชเปนตัว

รีดิวซและชวยทําใหอนุภาคทองคํา เกิดความเสถียร ไดแก sodium citrate(22) ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติ

เปนตัวรีดิวซและทําให AuNPs มีความเสถียรในคราวเดียวกัน (รูปที่ 1)  
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HAuCl4.3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                        AuNPs 

 

 

 

 

                       

  รูปที่ 1   การสังเคราะห AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate  

   ดวยปฏิกิริยา reduction ในอุณหภูมิที่เหมาะสม(23) 

 

 

  AuNPs มีคุณสมบัติเชิงแสงที่เปนลักษณะเฉพาะตัวซึ่งตางจากทองคําแบบกอนทั่วๆ ไป เมื่อขนาด

อนุภาคทองคําเล็กกวาความยาวคลื่นแสงที่มากระทบมากๆ จะทําใหเกิดปรากฏการณที่เรียกวา เซอรเฟจ 

พลาสมอน เรโซแนนซ  (surface plasmon resonance, SPR) ซึ่งเปนคลื่นความหนาแนนของประจุ ที่

เกิดจากการสั่นของอิเล็กตรอนอิสระ ที่มีลักษณะการสั่นพรอมเพรียงกัน เปนปรากฏการณที่เกิดขึ้นบริเวณ

รอยผิวตอของ AuNPs กับสารไดเล็กทริก ทําให AuNPs สามารถดูดกลืนแสงสีเขียว ความยาวคลื่น

ประมาณ 520 นาโนเมตร ซึ่งจะสงผลให AuNPs มีสีแดงทับทิม (ruby red) (24)   ดังรูปที่ 2 
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  รูปที่ 2   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm และ 

   สารละลายคอลลอยดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (ภาพเล็ก) 

 

 

  บนพ้ืนผิวของ AuNPs สามารถปรับปรุงใหมีโมเลกุลตางๆที่ตองการมาเคลือบอยูบนผิวของ

อนุภาค และนํา AuNPs ที่ปรับปรุงพ้ืนผิวแลว มาใชเปนตัวติดตามหรือตัวตรวจจับสารชีวโมเลกุล

เปาหมายได เชน DNA(25), โปรตีน(26), คารโบไฮเดรต(27), ยา(28)  หรือสี fluorescent(25) ดังรูปที่ 3 ดวย

เหตุน้ี จึงสามารถนํา AuNPs มาสรางอุปกรณตรวจจับสารทางชีวภาพ (Biosensor) (29) ที่มีความจําเพาะ

หลากหลาย โดยการปรับปรุงพ้ืนผิวของ AuNPs ดวยสารที่มีความสามารถในการเลือกจําเพาะกับสาร

ตัวอยางที่ตองการวิเคราะหหา  โดยคอลลอยดของ AuNPs จะเปลี่ยนสีเมื่อมีการกระตุนจากสิ่งเรา

ภายนอก จึงเปรียบไดวา AuNPs ทําหนาที่เปนตัวรายงานผล (reporter) สําหรับอุปกรณตรวจวัดทาง

ชีวภาพ 
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 รูปที่ 3  การนํา AuNPs ไปประยุกตใชในทางชีววิทยาและทางการแพทย 

    โดยการนําสารชีวโมเลกุลตางๆ ไปติดบนพ้ืนผิวของ AuNPs 
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การประยุกตใช AuNPs ใน Lateral flow strip test 

 การประยุกตใช AuNPs เปนตัวรายงาน (reporter) ใน Lateral flow strip test ซึ่งเปนชุด

ตรวจคัดกรอง โรคที่ใชทั่วไป โดยอาศัยหลักการ immunochromatography สามารถอานผลไดดวยตา

เปลาจากแถบสีชมพูของ AuNPs ที่เกิดขึ้นที่ตําแหนงควบคุม (control line) และตําแหนงทดสอบ (test 

line) โดยถาแถบสีชมพูเกิดขึ้น ที่ตําแหนงทดสอบและตําแหนงควบคุมเทากับผลเปนบวก แตหากมีแถบสี

ชมพูเกิดขึ้นที่ตําแหนงควบคุมเพียง ตําแหนงเดียว เทากับผลเปนลบ ดังรูปที่ 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4  สวนประกอบ (A) และการแปลผล (B) ของ Lateral flow strip test  
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 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1) ชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถนําไปจดเปนสิทธิบัตรและใชใหเกิดประโยชนในเชิง

พาณิชยไดอยางแทจริง 

2) งานวิจัยระดับลึกเพ่ือเปนแหลงอางอิงในระดับนานาชาติ และประยุกตใชไดกับงาน

สาธารณสุขของประเทศ 

3) เพ่ือผลิตผลงานตีพิมพในวารสารทางวิชาการอยางนอย 1-2 เรื่อง 

4) ผลงานวิชาการเผยแพรในงานประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 1-2 เรื่องตลอด

โครงการ 

5) นักวิจัยรุนใหมระดับปริญญาโทที่มีความรูคูคุณธรรม มคีวามชํานาญในงานวิจัยระดับลึก ซึ่ง

จะเปนทรัพยากรบุคคลทีม่ีคณุคาแกสังคม และประเทศชาติ และมีความพรอมที่จะผลิต

ผลิตภัณฑ เทคโนโลยีทางการแพทยอ่ืนๆ ตอไปในอนาคต อันเปนการสนับสนุนการ

ดําเนินการตามนโยบายแหงชาติ ในการพัฒนาคนและสงัคมที่มีคุณธรรมและความรู 

6) เจาหนาที่สาธารณสุข อาสาสมัคร มคีวามรูและเทคโนโลยีที่ทันสมัย สามารถเฝาระวัง ควบคุม

และปองกันโรคไดอยางยั่งยืนแทจริง และสามารถประยุกตใชกับโรคติดตออ่ืนได 

หนวยงานทีน่าํผลการวิจัยไปใชประโยชน 

1) ประชากรไทยไดรับการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางดวยวิธีที่มีความไวสูง และชุดตรวจวินิจฉัยที่มี

ราคาถูก ทําใหประชากรไทยไดรับโอกาสในการตรวจวินิจฉัยไดทั่วถึง และสามารถปองกันการ

อุบัติซ้ําของโรคเทาชางในคนไทยได  

2) ประเทศประหยัดงบประมาณในการนําเขาผลิตภัณฑทางการแพทยไมตํ่ากวา 1,000 ลานบาท

ตอป 

3) ประเทศไดพัฒนานักวิจัยที่มีศักยภาพมีความรู ความชํานาญในงานวิจัยระดับลึก  

 



 23 

 

1. การเตรียม crude Wolbachia antigen 

ทําการสกัดแบคทีเรีย Wolbachia จากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข โดยวิธี fractionated 

centrifugation แลวนํามาเตรียมเปน crude Wolbachia antigen โดยวิธี 

sonication(29)  โดยมีขั้นตอนดังน้ี  

1.1 นําหนอนพยาธิหัวใจสุนัขมาลางดวย normal saline ใหสะอาด แลวจึงสับดวย sterile 

scalpel blade ใหละเอียด จากน้ันนํา 200 mg ของช้ินหนอนที่ไดบดใน 1.2 ml 0.85% 

NaCl ที่ผสมดวย 0.08% NP-40 จนละเอียดเปนเน้ือเดียวกัน ทิ้งไวประมาณ 15 นาทีบน

นํ้าแข็ง 

1.2  นําไปปนที่ความเร็ว 350 xg ที 4°C เปนเวลา 40 นาที เพ่ือตกตะกอนเศษเน้ือเยื่อของ

หนอนพยาธิ 

1.3 นําสวนใสมาปนตกตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia ที่ความเร็ว 16,000 xg ที 4°C เปน

เวลา 20 นาที  

1.4  นําตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia มาปนลางอีก 3 ครั้ง ดวย 1.2 ml 0.85% NaCl ทีผ่สม

ดวย 0.08% NP-40 ทีค่วามเร็ว 16,000 xg ที 4°C เปนเวลา 20 นาท ี

1.5 เตรียม crude Wolbachia antigen โดยวิธี sonication  

1.6 ตรวจสอบโปรตีนที่สกัดไดโดย SDS-PAGE analysis 

 

2. การเตรียม recombinant antigens ของแบคทเีรียโวลบาเชีย  

นําโคลนของยีนที่สนใจซึ่งอยูใน pET100/D-TOPO expression vector มา transform 

ใสใน E. coli BL21 แลวกระตุนใหสรางโปรตีนดวย IPTG จากน้ันสกัดแยก inclusion 

bodies โดยวิธี sonication แลวทํา protein purification โดยใช Ni-NTA spin 

column (QIAGEN) โดยมีขั้นตอนดังน้ี  

2.1   เพิ่มจํานวน clone ที่มียีน wsp-pET 100 ใน BL21  

2.1.1 นํา clone wsp-pET 100 in BL21 ทีม่ี ยีน WSP มา inoculate ใน LB broth 

ที่มี ampicillin 50 µg/ml  และ chloramphenicol 35 µg/ml  

2.1.2  บมเช้ือใน incubator ที่เขยาดวยความเร็ว 200 rpm ที่ 37°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

วิธีดําเนินการวิจัย 
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2.1.3 ถายเช้ือ clone pRset/BL21 ทีม่ี ยีน wsp ลง LB broth   ที่มี ampicillin 50 

µg/ml  และ chloramphenicol 35 µg/ml   

2.1.4 บมเช้ือใน incubator ที่เขยาดวยความเร็ว 200 rpm ที่ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

2.1.5  นําเช้ือไปวัด OD600 ใหไดคาอยูในชวง 0.35-0.40 

2.1.6 กระตุนการแสดงออกของโปรตีน WSP ดวย 1 mM IPTG แลวบม ใน shaking 

incubator เขยาดวยความเร็ว 180 rpm ที ่37°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

2.1.7  เก็บเซลลโดยปน 10,000 xg  ที ่4°C เปนเวลา 10 นาที  

2.2  สกัดแยกโปรตีน WSP โดย sonication 

2.2.1  นําตะกอนของเซลลที่เก็บไดมาลาง 3 ครั้ง ดวย washing buffer ปริมาตร 100 ml 

2.2.2  ปนเซลล 12,000 rpm ที่ 4 0C เปนเวลา 15 นาที  

2.2.3  ลางตะกอนเซลลดวย 1X  PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ml อีก 1 รอบ 

2.2.4  นําตะกอนเซลลมาละลายใน 1x PBS pH 7.4 ปริมาตร 20 ml 

2.2.5  ทําใหเซลลแตกโดยการ sonicate ดวย เครื่อง sonicator จากน้ันปนเซลล 

12,000 rpm เปนเวลา 15 นาท ี ที ่4 0C  

2.2.6 แยกเก็บสวนตาง ไดแก สวน supernate และสวน cell pellet ไวที่ -80 0C 

จนกวาจะใชเพ่ือตรวจหาโปรตีน WSP ตอไป 

2.3  ตรวจหาโปรตีน WSP  

2.3.1  เตรียม 12% acylamide gel จํานวน 2 gelsสําหรับ run SDS-PAGE 

2.3.2  นําโปรตีนทั้งหมด (crude antigen), สวน supernate (สวน soluble โปรตีน) 

และสวนตะกอน (สวน insoluble โปรตีนผสมกับ loading dry ใหเขากนั แลว

นําไปตมที่ 95 ºC เปนเวลา 5 นาที  

2.3.3  run SDS-PAGE โดยใชกระแสไฟฟา 120 volt เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.4  นํา gel ไปยอม Coomassie brilliant blue R-250 เปนเวลา 15 นาท ีแลว 

destain ดวย destain solution เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 

2.3.5  นํา gel ที่ 2 ไป ทํา western blot โดยวิธีดังน้ี 

2.3.5.1  นํา gel, nitrocellurose membrane, และfilter paper แชลงใน 

blotting buffer  

2.3.5.2  transfer ตัวอยางโปรตีนใน gel ลงบน nitrocellurose membrane  

โดยเครื่อง semi-dry transfer  ที่กระแสไฟฟา 15 โวลต เปนเวลา  

30 นาท ี
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2.3.5.3  นําแผน membrane ที่ transfer แลว แชใน 3 % blocking 

solution (skim milk + 1X TBS + 0.1%Tween 20) 

2.3.5.4  นําไป incubate บน shaker, ที่อุณหภูมิหอง เวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ัน 

เท 10% blocking solution ออก 

2.3.5.5  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.6  นํา membrane มาแชใน primary antibody (Anti His+ 5% 

blocking solution, dilute 1:3,000) แลวนําไป incubate บน 

shaker, ที่อุณหภูมิหอง เวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.5.7  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.8  นํา membrane มาแชใน secondary antibody (goat anti-mouse 

conjugate horseradish peroxidase + 5% blocking solution, 

dilute 1:3,000) แลวนําไป incubate บน shaker, ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.5.9  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.10 นํา membrane มาแชใน DAP substrate 

2.3.5.11 เมื่อ membrane เกิดสีแลวใหแช membrane ในนํ้ากลั่นเพ่ือหยุด

ปฏิกิริยา 

 2.4   WSP purification โดยใช Ni-NTA spin column (QIAGEN)  

2.4.1  ละลาย inclusion bodies (insoluble protein) โดยใช 8M urea  แชในนํ้าแข็ง   

1 ช่ัวโมงจากน้ันจากน้ันปนที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที ที่ 4 0C  

2.4.2  นําสารละลาย มาสกัดโปรตีน ผาน Ni-NTA spin column (QIAGEN) 600 µl 

2.4.3  ลางคอลัมน 2 ครั้งดวย washing buffer 500 µl 

2.4.4  Elution 200 μl ดวย elution buffer  

2.4.5  นําโปรตีนที่ไดมา refold โดยวิธี dialysis 

3. การเตรียม polyclonal antibodies ตอ recombinant antigens 

3.1  Polyclonal  anti-Wolbachia antibodies  

นํ า  Wolbachia crude antigen 500 ug ใน  500 ul PBS ผ ส ม กั บ  500 ul ข อ ง 

complete Freund’s adjuvant ใหเขากันจนเปน emulsion แลวฉีดกระตุนการสราง
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แอนติบอดีในกระตาย กระตุนซ้ําดวย Wolbachia crude antigen 250 ug ใน 500 ul 

PBS ผสมกับ 500 ul ของ incomplete Freund’s adjuvant ที่ วันที่ 21, 42 และ 63 

หลังการกระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  

indirect ELISA  และทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot 

และจากน้ันจึงทําการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification ) โดยใช protein 

G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rWSP antibodies  

นํ า  rWSP 500 ug ใน  500 ul PBS ผ ส ม กั บ  500 ul ข อ ง  complete Freund’s 

adjuvant ใหเขากันจนเปน emulsion แลวฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีในกระตาย 

กระตุนซ้ํ าดวย  rWSP 250 ug ใน 500 ul PBS ผสมกับ 500 ul ของ incomplete 

Freund’s adjuvant ที่วันที่ 21, 42 และ 63 หลังการกระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจาก

กระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  indirect ELISA  และทดสอบความจําเพาะ

ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot และจากน้ันจึงทําการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 

(antibody purification ) โ ด ย ใ ช  protein G magnetic beads (Dynabeads® 

Magnetic Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rPAL antibodies  

ทําการคัดเลือก antigenic peptides ซึ่งเปน antibody epitopes โดยนําลําดับอะมิโน

ข อ ง โป ร ตี น  PAL ข อ ง  B.malayi Wolbachia (GenBank Accession Number 

AAW70743)  มาทํา antigenic plot  ได antibody epitopes 3 สาย ไดแก  บริเวณ N-

terminus ที่  amino acids 47-55 (DYDKSDISE) แ ล ะ  amino acids 81-91 

(HTDNRGSYEYN)  แ ล ะ บ ริ เ ว ณ  C-terminus ที่  amino acids 134-145 

(DSKNSKYEKEHA)  นํ าส าย  peptide ที่ สั ง เค ราะห ได  ติ ดด วย  keyhole limpet 

hemocyanin (KLH)  ฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีในกระตาย กระตุนซ้ํ าดวย 

peptides ผสมกับ incomplete Freund’s adjuvant ที่วันที่ 21, 42 และ 63 หลังการ

กระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  indirect 

ELISA  และทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot และจากน้ัน

จึ งทํ าก ารแยกแอน ติบอ ดีบ ริสุ ท ธ์ิ  (antibody purification ) โดย ใช  protein G 

magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)  

4. การเตรียมชุด lateral flow strip 
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สังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโน แลวติดอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรบน

แอนติบอดี  และเตรียมและประกอบชุด Lateral flow strip แลวทดสอบชุด Lateral 

flow strip โดยใชแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง พยาธิอ่ืนๆ และแบคทเีรียชนิดอ่ืนๆ 

5. การสํารวจและจัดจําแนกกลุมประชากร 

ผูเขารวมการวิจัยจะไดรับการเจาะเลือดจากปลายน้ิวประมาณ 60 ไมโครลิตร หยดลงบน

แผนสไลดเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียภายใตกลองจุลทรรศนโดยผูตรวจ 2 คน เพ่ือ

รวบรวมผูตรวจพบพยาธิโรคเทาชาง 45 ราย โดยคํานวณจากโดยใชสูตรในการคํานวน

ขนาดของประชากรตัวอยาง (sample size) สําหรับการศกึษา diagnostic test ดังน้ี 

n  = Zα2(PQ)/d2 

Zα  =   1.96 (ที่ระดับความเช่ือมั่น 95%)  

P =   Proportion of positive event คิดเปน 3% = 0.03 

Q =   1-P = 0.90 

D =   acceptable error  กําหนดใหความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับไดไมเกิน 5% = 0.05 

 

6. การเก็บตัวอยางเลือด 

เก็บเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณขอพับแขน ประมาณ 5 มลิลิลิตร ใน Ethylenediamine-

tetraacetic acid (EDTA) เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด และทําปนแยกเลือดเก็บ 

plasma 

7. การตรวจหาไมโครฟลาเรียดวยกลองจุลทรรศน 

นําเลือดประมาณ 60 µl มาทําฟลมเลือดหนา (Thick blood film) และฟลมเลือดบาง 

(Thin blood film) อยางละ 2 สไลด ทิ้งไวใหแหง 24 ช่ัวโมง นํามาทําใหเม็ดเลือดแดงแตก

ดวยการแชฟลมเลือดในนํ้ากลั่น 1-2 นาที ทิ้งไวใหแหง แลวจึงนําไปยอมสี Giemsa และ

ตรวจนับจํานวนไมโครฟลารยีภายใตกลองจุลทรรศน(31) 

 

8. การตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือด 

ตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือดโดยใชชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง 

Og4C3 ELISA (TropBio Pty Ltd, Townsville, Australia) (32) 
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9. การทดสอบความสามารถของชุด Lateral flow strip ที่ไดพัฒนาขึ้นในการวินิจฉัยโรค

เทาชาง 

นําตัวอยางเลือดของผูปวยโรคเทาชาง ผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ ผูปวยโรคแบคทีเรียอ่ืนๆ และ

คนปกติที่อาศัอยูในแหลงชุกชุมของโรค มาทดสอบกับชุด Lateral flow strip แลว

วิเคราะหคาความไวและความจําเพาะในการวินิจฉัยโรคเทาชางเปรียบเทียบกับการตรวจ

วินิจฉัยโดยการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชางโดยวิธี Og4C3 ELISA 

 

 สถานทีท่ําการทดลองและเก็บขอมูล   

- หนวยปฏิบัติการวิจัยโรคเทาชางและโรคเขตรอน ศูนยวิจัย (CHULA-MRC)         คณะ

แพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

- ภาควิชาปรสิตวิทยา  คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

- พ้ืนที่ภาคสนาม: จังหวัด กาญจนบุรี และสมุทรสาคา 
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  1. การเตรียม crude Wolbachia antigen 
แบคทีเรียโวลบาเชียถูกสกัดแยกออกจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข ดวยวิธีปนลําดับขั้น (Fractionated 

centrifugation) โดยใช 0.85% NaCl ผสมดวย Nonidet P-40 (NP-40) ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนสารบัฟเฟอร    

ความบริสุทธิ์ของโปรตีนแบคทีเรียโวลบาเชียที่สกัดแยกได (Wolbachia crude antigen) ถูกวิเคราะหโดยวิธี  

SDS-PAGE  ซึ่งจากผลการศึกษาจะเห็นวาผูวิจัยสามารถแยกแบคทีเรียโวลบาเชียจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัขได

ดวยความบริสุทธิ์สูง โดยความเขมขนของ NP-40 ที่เพิ่มขึ้นสามารถเพิ่มปริมาณแบคทีเรียโวลาเชียที่แยกได

เพิ่มขึ้น และสามารถลดการปนเปอนจากหนอนพยาธิซึ่งเปนโฮสตได   โดยสารบัฟเฟอรที่ใหความเขมขนของ

โปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียมากที่สุดแตมีการปนเปอนจากโปรตีนของหนอนพยาธินอยที่สุดคือ 0.85% NaCl 

+ 0.08% NP-40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5  Wolbachia crude antigen ทีส่กัดแยกไดจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข 

ผลการวิจัย 

  M         Wolbachia 
kDa 

 

80 – 
 

50 - 
 

 

30 – 

 

25 - 
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2. ผลิต recombinant antigens ของแบคทีเรียโวลบาเชีย 

  2.1 การผลิตโปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP)  

Recombinant wsp clone ที่ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด

แลว ไดถูกนํามาทําการทดสอบเพ่ือหาเวลาและสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสรางโปรตีน WSP 

โดยทําการเลี้ยง E. coli  ที่มี wsp gene  ในอาหารเลี้ยงเช้ือ แลวเหน่ียวนําใหสรางโปรตีนดวย 

IPTG แลวทําการสกัดโปรตีนจากเซลลที่เวลาตางๆ เก็บสวนนํ้าใส และสวนตะกอน พบวามีการ

สรางโปรตีน rWSP อยูในรูป inclusion bodies (รูปที่ 6) และมีการสรางโปรตีนในปริมาณมาก

ที่สุดแตมีโปรตีนของแบคทีเรียปนเปอนนอยที่สุดที่ 4 ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนํา  เมื่อไดสภาวะที่

เหมาะสมในการสรางโปรตีนแลว ไดทําการสรางโปรตีนจํานวนมากและแยกใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 

affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin สามารถแยกโปรตีน WSP ออกจากโปรตีน

อ่ืนๆ ของ E. coli ได (รูปที่ 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6    การผลิตโปรตีน WSP  โดยการกระตุนดวย 1 mM IPTG ที่ 370C เปนเวลา 4  ช่ัวโมง   

(U= uninduce, IP= Insoluble Protein, S= Soluble Protein) แลวยอมดวย 

 Coomassie blue staining (A) และ Western blot analysis by anti-His-HRP (B) 

  

 

 

 

80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M      U      IP     S 

A B 

27.6 kDa 

M     U     IP     S 

80kDa - 

50kDa - 

30kDa - 

25kDa - 
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รูปที่ 7     โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) ทีแ่ยกใหบรสิุทธ์ิ 

ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย  

SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue staining (A) และ Western blot 

analysis by anti-His-HRP (B) พบโปรตีน WSP  ที่ 27.6 kDa  

M: Molecular weight marker; E1:Elution 1; E2: Elution 2; E3:Elution 3 

 

M         E1           E2             E3 

80 kDa 

50 kDa 

30 kDa 

25 kDa 

27.6 kDa 
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 2.2 การผลิตโปรตีน peptidoclycan associated lipoprotein (PAL)  

การผลิตโปรตีน PAL ทําเชนเดียวกับการผลิตโปรตีน WSP ดังวิธีที่กลาวขางตน  โดยสรุปคือ 

Recombinant pal clone ที่ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดแลว ไดถูกนําเหน่ียวนํา 

(induction) ให สร างโปรตีนด วย  IPTG แล วทํ าการส กัดโปรตีนจาก เซลล  โดย เก็บส วน นํ้ าใส 

(supernatant) และสวนตะกอน (pellet) เมื่อตรวจโปรตีนในสวนตางๆ ดวยวิธี SDS-PAGE ซึ่งมีการ

สรางโปรตีน PAL อยูในรูป inclusion bodies (รูปที่ 8) และมีการผลิตโปรตีนในปริมาณมากที่สุดที่ 4 

ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนํา  แลวไดทําการสรางโปรตีนจํานวนมากและแยกใหบริสุทธ์ิดวยวิธี affinity 

chromatography โดยใช Ni-NTA column ทําใหสามารถแยกโปรตีน PAL ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ ของ E. 

coli ได (รูปที่ 9) 
 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8    การผลิตโปรตีน PAL  โดยการกระตุนดวย 1 mM IPTG ที่ 370C เปนเวลา 4  ช่ัวโมง   

(U= uninduce, IP= Insoluble Protein, S= Soluble Protein) แลวยอมดวย 

 coomassie blue staining (A) และ Western blot analysis by anti-His-HRP (B) 

A B 

80kDa 
50kDa 

30kDa 

25kDa 

M    U     IP      S 

25kDa 

30kDa 

50kDa 

80kDa 

M    U    IP      S 

19.9 kDa 
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รูปที่ 9     โปรตีน Peptidoglycan associated lioprotein (PAL) ทีแ่ยกใหบริสุทธ์ิ 

ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย  

SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue staining (A) และ Western blot 

analysis by anti-His-HRP (B) พบโปรตีน PAL  ที่ 19.9 kDa 

M: Molecular weight marker; C: Crude protein; FT: flow through; E: Elute 

 

     M          C           FT          E          

PAL 

kDa 

kDa  M         C        FT         E       

 

A 

B 

rPAL 
19.9 kDa 

rPAL 
19.9 kDa 
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80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M                  rWSP                rPAL 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10  โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) และโปรตีน peptidoglycan 

associated lipoprotein (PAL) ทีแ่ยกใหบริสุทธ์ิ ดวยวิธี affinity 

chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย 

Coomassie Blue staining (A) และ Western blot analysis by anti-His-HRP 

(B) พบโปรตีน WSP  ที ่27.6 kDa และ โปรตีน PAL ขนาด 19.9 kDa; M: 

Molecular weight marker  

 

27.6 kDa 

19.9 kDa 
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 3.  เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยโรคเทาชาง ผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ รวมทั้งคนปกติทีอ่าศัยอยูใน

แหลงชุกชุมของโรคเทาชาง   

   

  ไดทําการสํารวจโรคเทาชางในแรงงานชาวพมาโดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืนในหมูบานคลอง

ซื่อ จังหวัดสมุทรสาคร สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 40 คน เปนเพศชาย 18 คน เพศหญิง 

22 คน อายุระหวาง 17-52 ป  และสํารวจโรคเทาชางในชาวไทยกะเหรี่ยง ในอําเภอสังขละบุรี จังหวัด

กาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 51 คน เปน

เพศชาย 21 คน เพศหญิง 30 คน อายุระหวาง 18-65 ปและในชาวไทยมอญในหมูบานมอญ ในอําเภอ

สังขละบุรี จังหวัดกาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวน

ทั้งสิ้น 51 คนเปนเพศชาย 23 คน เพศหญิง 28 คน อายุระหวาง 16-62 ป (ตารางที่ 1) และไดทําการ

ตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางจากการทําฟลมเลือดหนา และฟลมเลือดบางเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียในเลือด

และตรวจวินิจฉัยโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยชุดตรวจวินิจฉัย Og4C3 ELISA 

อยางไรก็ตาม ไมพบผูติดเช้ือโรคเทาชางจากการวินิจฉัยทั้ง 3 วิธี ในอาสาสมัครทั้ง 142 คน (ตารางที่ 1) 

 

 

 

 

    ตารางที่ 1     อัตราความชุกของโรคเทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิ 

โรคเทาชาง จําแนกตามพ้ืนที่ที่สํารวจ 

 

 

พ้ืนที่ ประชากรที่สํารวจ (ราย) จํานวนผูปวยโรคเทาชาง 

 (ราย) จังหวัด หมูบาน ชาย หญิง รวม ชวงอายุ 

สมุทรสาคร คลองซ่ือ 18 22 40 17-52 ป 0 

กาญจนบุร ี

หมูบาน

กะเหร่ียง อ.สังข

ละบุร ี

21 30 51 18-65 ป 0 

หมูบานมอญ 

อ.สังขละบุร ี
23 28 51 16-62 ป 0 

รวม 62 80 142 16-65 ป 0 
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จึงไดทําการรวบรวมตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชางจากการศึกษากอนหนาน้ี จากการสํารวจโรค

เทาชางในประชากรจํานวน 7,898 ราย ที่อาศัยอยูใน 6 อําเภอซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง     

ไดแก   อําเภอแมสอด   พบพระ   ทาสองยาง แมระมาด   อุมผาง ในจังหวัดตาก และอําเภอสังขละบุรี

ใน จั งห วัดกาญ จน บุ รี  โดยการตรวจห าแอน ติ เจน ที่ จํ า เพ าะต อพ ยา ธิ โรค เท าช าง  โดย วิ ธี 

immunochromatographic test (ICT)  พบผูติดพยาธิโรคเทาชางจํานวน 49 ราย คิดเปนอัตราความชุก

ของโรคเทาชางรอยละ 0.62 (ตารางที่ 2)     มีอายุเฉลี่ย 32.6 + 17.0  ป (อายุระหวาง 4-80 ป) (ตาราง

ที่  3)  โดยเปนเพศชาย 36 ราย (73.5%) อายุเฉลี่ย 32.22+17.47 ป (4-80 ป ) เพศหญิง 13 ราย 

(26.5%) อายุเฉลี่ย 33.54+16.28 ป (13-60 ป)  และพบผูปวยที่มีพยาธิสภาพจํานวน 4 ราย  คิดเปน

อัตรารอยละ 0.05 (ตารางที่ 4)   อายุเฉลี่ย 57.50+15.55 (อายุระหวาง 45-80 ป) เปนเพศชาย 3 ราย 

(75%) และเพศหญิง 1 ราย (25%)  โดยเปนผูมีขาโต 3 ราย และอัณฑะโต 1 ราย  รวมตัวอยางสําหรับ

การศึกษาครั้งน้ีจํานวน 195 ราย แบงเปน ผูปวยโรคเทาชางจํานวน 53 ราย และผูไมติดโรคเทาชาง

จํานวน 142 ราย  (ตารางที่ 5)  ทั้งน้ีอยูในระหวางรวบรวมตัวอยางผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ  

 

 

ตารางที่ 2     อัตราความชกุของโรคเทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธ ิ

โรคเทาชาง จําแนกตามอําเภอที่สํารวจ 
 

 

พ้ืนที่ ประชากรที่

สํารวจ (ราย) 

จํานวนคนที่ตรวจ 

พบแอนติเจน 

(ราย) 

อัตราความชุก 

(%) 

จํานวนผูปวยที่มี 

พยาธิสภาพ 

(ราย)(%) จังหวัด อําเภอ 

ตาก 

แมสอด 2,693 29 1.08 2 (0.07) 

ทาสองยาง 1,984 11 0.55 0 

พบพระ 1,621 0 0 0 

อุมผาง 1,133 2 0.18 1 (0.09) 

แมระมาด 217 0 0 0 

กาญจนบุร ี สังขละบุร ี 250 7 2.80 1 (0.4) 

รวม 7,898 49 0.62 4 (0.05) 
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ตารางที่ 3    ขอมูลพืน้ฐาน ของผูปวยที่ตรวจพบแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง  
 

พ้ืนที่ 
จํานวนคน 

ที่ตรวจพบ 

แอนติเจน 

(ราย) 

เพศ 
อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) จังหวัด อําเภอ ชาย (%) หญิง (%) 

ตาก 

แมสอด 29 22 (75.9) 
7 

(24.1) 

24.5 + 13.89  

(4-55) 

ทาสองยาง 11 
7 

(63.6) 

4 

(36.4) 

43.0 + 12.53  

(22-60) 

อุมผาง 2 
2 

(100) 
0 

40.5 + 17.68  

(28-53) 

กาญจนบุร ี สังขละบุรี 7 
5 

(71.4) 

2 

(28.6) 

47.3 + 17.69 

(28-80) 

รวม 49 
36 

(73.5) 

13 

(26.5) 

32.6 + 17.0  

(4-80) 

 

 

ตารางที่ 4  ขอมูลพื้นฐาน ของผูปวยโรคเทาชาง ที่ตรวจพบพยาธสิภาพ 
 

 

 

 

จังหวัด 
จํานวนผูปวยที่มี 

พยาธิสภาพ (ราย) 

เพศ อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) 

พยาธิสภาพ 

ที่ตรวจพบ ชาย (%) หญิง (%) 

ตาก 3 2 (66.7) 1 (33.3) 50.0 + 5.0 (45-55) ขาโต 

กาญจนบุร ี 1 1 (100) 0 80 อัณฑะโต 

รวม 4 3 (75) 1 (25) 
57.5 + 15.55 (45-

80) 
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ตารางที่ 5    การจัดแบงกลุมตัวอยางจากการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง  

 

 

การเกิด 

พยาธิสภาพ 

การตรวจ

แอนติเจน 

การตรวจหา 

ไมโครฟลาเรีย 

จํานวน 

ไมโครฟลาเรีย 

(ตัว/เลือด 1 มล.) 

จํานวน 

(ราย) 

เพศ 
อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) ชาย (%) หญิง  (%) 

ไมมี 

พยาธิสภาพ 

Ag +ve 

Mf+ve 17-2,133 16 12 (75.0) 4 (25.0) 
26.75 + 15.96  

(10-55 ป) 

Mf-ve 0 33 24 (72.7) 9 (27.3) 
32.35 + 16.02  

(4-60 ป) 

Ag –ve Mf-ve 0 142 62 (43.7) 80 (56.3) 
33.45 + 10.38  

(16-65 ป) 

มีพยาธิสภาพ Ag –ve Mf-ve 0 4 3(75.0) 1 (25.0) 
57.50 + 15.55  

(45-80 ป) 

รวม 195 
101 

(69.6) 
94 (30.4) 

37.51 + 14.48 

(4-80 ป) 
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 4.  การเตรียม polyclonal antibodies ที่จําเพาะตอ rWSP และ rPAL   

4.1  Polyclonal anti-rWSP antibodies  

ภายหลังเจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้น

ดวยวิธี indirect ELISA  พบการสราง anti-rWSP antibodies ในปริมาณสูง ต้ังแตวันที่ 

21 หลังการฉีดกระตุนครั้งแรก และสูงที่สุดในวันที่ 63  (รูปที่ 11) จึงไดนําซีรัมจาก

กระตายในวันที่ 63 มาทําการแลวแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification) โดย

ใช protein G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads) และนํามาตรวจหา 

antibody โดย SDS-PAGE พบวาภายหลัง purification สามารถตรวจพบ heavy chain 

ของแอนติบอดีได และกําจัด albumin ในซีรัมกระตายออกไปได (รูปที่ 12) จากน้ัน

ตรวจหาความจําเพาะของ anti-rWSP antibodies โดย western blot analysis (รูปที่ 

13)  

 

 

 

รูปที่ 11   Antibody titers ของ anti-Wolbachia Surface Protein (WSP)  antibodies 

โดยใช indirect ELISA
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รูปที่ 12   Antibody purification ของ polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein 

(WSP)  antibodies โดยใช protein G magnetic beads (Dynabeads® 

Magnetic Beads)นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue 

staining    

 M: Molecular weight marker; B: Before purification; W: Wash; E: Elute  

 

Heavy chain 

M         B            W1         W2          E  kDa 
 

170 - 
70  - 

55  - 

40  - 

 
35  - 

 

25  - 
 

 

 

15  - 
 
 

 

Serum albumin 
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รูปที่ 13   การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein 

(WSP)  antibodies โดยวิธี Western blot analysis โดยนําโปรตีน Wolbachia 

crude antigen และ rWSP มาทํา SDS-PAGE และ Western Blot analysis โดยใช 

polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein (WSP) ที่ไดแยกบริสุทธ์ิจากซีรมั

ของกระตาย 
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4.2  Polyclonal anti-rPAL antibodies  

ภายหลังเจาะเก็บซีรัมจากกระตายที่ฉีดกระตุนดวย antibody peptide แลวนํามา 

ตรวจวัด antibody titers ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี indirect ELISA  พบการสราง 

anti-rPAL antibodies ในปริมาณสูง ต้ังแตวันที่ 21 หลังการฉีดกระตุนครั้งแรก และสูง

ที่สุดในวันที่ 63  (รูปที่ 14) จึงไดนําซีรัมจากกระตายในวันที่ 63 มาทําการแลวแยก

แอน ติบอดีบริสุท ธ์ิ  (antibody purification) โดยใช  protein G magnetic beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads) และนํามาตรวจหา antibody โดย SDS-PAGE พบวา

ภายหลัง purification สามารถตรวจพบ heavy chain ของแอนติบอดีได และกําจัด 

albumin ในซีรัมกระตายออกไปได (รูปที่ 15)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รู

ปที่ 14   Antibody titers ของ anti-peptidoglycan associated liporotein 

(PAL)  antibodies โดยใช indirect ELISA
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รูปที่ 15   Antibody purification ของ polyclonal anti-peptidoglycan associated 

liporotein (PAL)  antibodies โดยใช protein G magnetic beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads) นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย 

Coomassie Blue staining    

 M: Molecular weight marker; B: Before purification; W: Wash; E: Elute  
 

Heavy chain 

M        B           W1        W2        E  
kDa 

170 - 
70  - 

55  - 
40  - 

35  - 
 

25  - 
 
 

15  - 
 
 
 
 

10  - 
 

Serum albumin 



 44 

 

โรคเทาชางเปนโรคที่องคการอนามัยโลกไดกําหนดใหเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัดใหหมดไปเปน

โรคแรกภายในป พ.ศ. 2563  ทั้งน้ี โครงการกําจัดโรคเทาชางขององคการอนามัยโลกไดกําหนดเปาหมาย

ในการควบคุมโรคใหมีอัตราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูรอยละ 1 จากการตรวจแอนติเจนที่จําเพาะ 

หรือรอยละ 0.2 เมื่อตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการ

ประเมินผลการสําเร็จของโครงการจําเปนตองมีวิธีการวินิจฉัยที่มีความไวสูง เพ่ือสามารถประเมิน

สถานการณที่แทจริงของโรคได   สําหรับประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมีโครงการการกําจัด

โรคเทาชางในป  พ.ศ. 2545-2549    จากขอจํากัดทั้งดานภูมิประเทศ ภูมิอากาศ การเขาถึงแหลงชุกชุม

ของโรค การเขาออกของประชากรในแหลงชุกชุมของโรค การมีแรงงานตางดาวที่เปนโรคเทาชางอยูเปน

จํานวนมากและกระจายอยูตามแหลงชุมชนตางๆ ของไทย ตลอดจนขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัย โดยใน

หลายพ้ืนที่สามารถทําไดเฉพาะการตรวจหาไมโครฟลาเรีย ซึ่งเปนวิธีที่มีความไวตํ่าแมจะมีความจําเพาะ

สูง ทําใหการประเมินสถานการณโรคเทาชางในปจจุบันมีแนวโนมวาจะตํ่ากวาความเปนจริง 

ถึงแมวาการตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดจะเปนการวินิจฉัยที่ใหผลแนนอน แตมีผูปวย

บางรายที่มีการติดเช้ือแตไมสามารถตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดได ซึ่งอาจเกิดจากการที่ผูปวย

ติดพยาธิโรคเทาชางเพียงเพศเดียวทําใหพยาธิไมมีการสืบพันธุ ผูปวยติดเช้ือในระยะแรกหรืออยูในชวง

ระยะกอนปรากฏอาการ ที่ เรียกวา prepatent period  ดังน้ัน จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจหา

แอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง เพ่ือใหสามารถตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางไดมีประสิทธิภาพและ

รวดเร็วขึ้น โดยมีการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่จําเพาะตอพยาธิโรค

เทาชางแตละชนิดมาใช ปจจุบันมีโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิด ที่ใชกันแพรหลาย ซึ่งที่มีความไวและ

ความจําเพาะตอการวินิจฉัยผูปวยโรคเทาชางจาก W. bancrofti สูงคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 

AD12.1 
 
และ Og4C3 

การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชาง โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด Og4C3 

เปนตัวเคลือบในจานหลุมทดสอบ ในรูปแบบ ELISA ใหความไวรอยละ 95.8-100 และใหความจําเพาะถึง

รอยละ 100  สําหรับการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 

AD12.1 ใ ช วิ ธี ที่ อ า ศั ย ห ลั ก ก า ร โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ ด า น ภู มิ คุ ม กั น วิ ท ย า  ที่ เ รี ย ก ว า  

immunochromatographic test  (ITC)  วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจภาคสนามเพราะทําไดงาย สะดวก

รวดเร็ว รูผลการตรวจไดภายในเวลาประมาณ 10-15 นาที และไมตองอาศัยความชํานาญหรือเครื่องมือ

เปนพิเศษ อีกทั้งมีความไวและความจําเพาะสูงถึงรอยละ 95.7-97 และรอยละ 99-100 ตามลําดับ  

อยางไรก็ตาม ชุดตรวจวินิจฉัยดังกลาวสามารถตรวจวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเทาชางที่เกิดจาก W. bancrfoti 

เทาน้ัน   สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ในปจจุบันไดมีการพัฒนาชุด

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
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ตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ดวยวิธี ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ B. 

malayi ช่ือ 17E10  ใหความไวในการตรวจวินิจฉัยถึงรอยละ 93.3  อยางไรก็ตาม ยังคงพบปฏิกิริยาขาม

กลุมกับพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria immitis) ได และไมมีจําหนายโดยทั่วไป  

ถึงแมวาจะมีการนําวิธีการวินิจฉัยซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูงมาใช โดยเฉพาะการตรวจหา

แอนติเจนที่จําเพาะในการวินิจฉัยโรคเทาชางจาก W. bancrofti แตเน่ืองจากมีราคาคอนขางสูงเมื่อตอง

นําเขาจากตางประเทศ จึงมีการใชประเมินสถานการณในบางพ้ืนที่เทาน้ัน   ปจจุบัน การพัฒนาวิธีการ

วินิจฉัยทางอณูชีววิทยา ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยไดอยางรวดเร็ว มีความแมนยําและจําเพาะสูง 

สามารถตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของพยาธิฟลาเรียรวมทั้งพยาธิโรคเทาชางไดในการทดสอบครั้งเดียว แต

จําเปนตองอาศัยเครื่องมือที่มีราคาสูง ผูทําการทดสอบตองไดรับการอบรมใหสามารถปฏิบัติงานไดถูกตอง

และเขาใจหลักการแปลผล ตลอดจนมีการควบคุมคุณภาพของการทดสอบ ดังน้ัน การพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโรคเทาชางซึ่งใหความไวและความจําเพาะสูงที่สามารถใชไดในภาคสนามและมีราคาถูก และ

สามารถผลิตไดเองภายในประเทศจะมีประโยชนอยางยิ่งเพ่ือประเมินสถานการณที่แทจริงของโรค และทํา

ใหสามารถวางแผนการควบคุมและกําจัดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 

จากการทบทวนวรรณกรรมตลอดจนคนหาจากฐานขอมูลของแบคทีเรียโวลบาเชียไดพบโปรตีน 

Wolbachia surface protein (WSP) และ peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL) คาดวา

เปนโปรตีนหลักของแบคทีเรียโวลบาเชียที่สัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคเทาชาง  จึงไดทําการ

โคลนและสรางโปรตีนบริสุทธ์ิในหองปฏิบัติการ เพ่ือนํามาผลิตแอนติบอดีตอโปรตีนดังกลาว และพัฒนา

เปนชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถตรวจไดทั้งโรคเทาชางจาก W. bancrofti และ B. malayi ซึ่ง

เปนชุดตรวจในรูปแบบ lateral flow strip สามารถตรวจวินิจฉัยไดอยางรวดเร็ว สามารถใชในภาคสนาม

ได  

โปรตีน WSP และ PAL ที่ผูวิจัยไดทําการคัดเลือกมาน้ี จากการศึกษากอนหนา ผูวิจัยไดทําการ

วัดระดับแอนติบอดีชนิดตางๆ ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP และ PAL ในกระแสเลือดของผูปวยโรคเทาชาง

ซึ่งมีอาการทางคลินิกตางๆ พบวาแอนติบอดีชนิด IgG3 ที่จําเพาะตอโปรตีน PAL มีระดับสูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญในผูปวยโรคเทาชางที่ตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดเทาน้ัน ไมพบการสูงขึ้นในผูปวยโรค

เทาชางที่ตรวจไมพบไมโครฟลาเรีย และไมพบความสัมพันธของระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน PAL 

กับการเกิดพยาธิสภาพเร้ือรังของโรคเทาชาง   ในขณะที่ผูปวยที่มีการติดเช้ือปจจุบันมีการสูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญของแอนติบอดีชนิด IgG1 และ IgG3 ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP   นอกจากน้ี แอนติบอดีชนิด 

IgG1 ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP ยังมีระดับสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญในกลุมผูปวยโรคเทาชางที่มีพยาธิสภาพ   

ซึ่งสอดคลองกับการพบแอนติบอดีชนิด IgG1 ที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชางสัมพันธกับการเกิดพยาธิ

สภาพเรื้อรังของโรคเทาชาง  ซึ่งการศึกษาน้ีสอดคลองกับการศึกษาพบการสรางแอนติบอดีตอโปรตีน 

WSP มีความสัมพันธกับการที่สัตวติดเช้ือพยาธิฟลาเรียในสัตว ทั้งน้ี พบการสรางแอนติบอดีตอโปรตีน 
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WSP ในแมวที่ติดเช้ือพยาธิ D. immitis สําหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอโปรตีน WSP ในคน พบวา

สัมพันธกับการเกิดโรค โดยในผูปวยโรค pulmonary dirofilariasis จากการติดเช้ือพยาธิ D. immitis จะ

มีระดับของแอนติบอดีตอ WSP สูงกวาคนปกติในพ้ืนที่เดียวกัน    นอกจากน้ี การสรางแอนติบอดีตอ

โปรตีน WSP ยังมีความสัมพันธตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคเทาชาง โดยพบการสรางแอนติบอดีตอ

โปรตีน WSP สัมพันธกับการเกิดภาวะระบบนํ้าเหลืองอักเสบในลิงที่ติดพยาธิโรคคเทาชาง B. malayiและ

ในผูปวยโรคเทาชางจากพยาธิ W. bancrofti  ดังน้ันโปรตีน WSP และ PAL จึงนาจะเปนโปรตีนที่มีความ

เปนแอนติเจนสูง สามารถนํามาประยุกตใชในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยไดเปนอยางดี 
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