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In Thailand, there has been high incidence of patients suffering from scrub 
typhus. The decisive diagnosis is difficult because clinical symptoms are very broad 
and common. Traditional diagnosis methods have many disadvantages. Hence, the 
applications of gold nanoparticles (AuNPs) and molecular biology principles were 
used to develop AuNP-based nucleic acid lateral flow (NALF) strip test as a 
promising tool to provide a sensitive, specific, cheap and simple screening method. 

AuNPs immobilized with thiolated-probes were used for multiplex detection 
NALF strip test development. Three types of the thiolated-probes were designed to 
be specific with 47 kDa, 56 kDa and 60 kDa antigen gene regions of pathogenic 
Orientia tsutsugamushi and were combined for signal amplification. Our platform 
could, by naked eye, detect mixed synthetic targets as low as 0.125 fmol and 1.72 
copies for plasmid with 56 kDa antigen gene insertion after amplification with 
multiplex PCR. Fifty-five clinical samples were also used for evaluation of NALF 
efficiency. The sensitivity and specificity were 92% and 93% respectively, compared 
with duplex nested PCR. No cross hybridization with other types of bacteria as well 
as rat which is a possible host of the disease was observed. Our developed NALF 
provided satisfactory efficiency for clinical scrub typhus screening. The obtained 
knowledge can also be applied for strip test development of other diseases. 
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บทที่  1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคสครับทยัฟัส (Scrub typhus) หรือ ไข้รากสาดใหญ่จดัเป็นปัญหาทางสาธารณสขุท่ี
ส าคญั เน่ืองจากพบการติดเชือ้ของประชากรทัว่โลกหลายล้านคน พบการระบาดในแถบเอเชีย-
แปซิฟิก อฟักานิสถาน จีน เกาหลี หมู่เกาะทางเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ถึงประเทศออสเตรเลียทาง
ตอนเหนือ [1] รวมถึงพืน้ท่ีของประเทศไทย ดงัแสดงในภาพท่ี 1 และมีอุบตัิการของโรคในพืน้ท่ี
ระบาดประมาณ 1 ล้านคนต่อปี [2] โดยจ านวนผู้ ป่วยท่ีได้รับรายงานน่าจะมีปริมาณน้อยกว่าท่ี
เป็นจริง เน่ืองจากผู้ ป่วยมกัไม่ได้รับการการวินิจฉัยว่าเป็นโรคสครับทัยฟัสเพราะส่วนใหญ่ไม่มี
อาการทางคลินิกท่ีเดน่ชดั และอาการทางคลินิกจะคล้ายคลึงกบัโรคตา่งๆ ในกลุ่มโรคไข้ไม่ทราบ
สาเหต ุ(Fever of Unknown Origin; FUO) เช่น ฉ่ีหน ู(Leptospirosis), มิวรีนทยัฟัส (Murine 
typhus) และไข้เลือดออก (Dengue heamorrhagic fever) เป็นต้น [3,4,5] ส าหรับในประเทศไทย 
ปี พ.ศ. 2533 มีการศึกษาหาสาเหตุของไข้ไม่ทราบสาเหตุในผู้ ป่วยจ านวน 1,218 ราย ท่ีไม่
สามารถวินิจฉยัโรคจากข้อมลูท่ีได้จากประวตัิและการตรวจร่างกาย โดยในจ านวนนีส้ามารถตรวจ
พบสาเหตขุองไข้ได้ 471 ราย (ร้อยละ 38.7) ดงัรายละเอียดท่ีแสดงในตารางท่ี 1 พบว่าโรคส
ครับทยัฟัสเป็นโรคท่ีพบบอ่ยท่ีสดุ คือ 91 ราย (ร้อยละ 7.5) รองลงมาคือไข้หวดัใหญ่ (73 ราย หรือ
ร้อยละ 5.7) และไข้เลือดออก (70 ราย หรือร้อยละ 5.7) [6] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 1 แสดงพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของโรคสรับทยัฟัส [1] 
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ตารางท่ี 1 แสดงสาเหตขุองไข้ท่ีตรวจพบในผู้ ป่วยโรคไข้ไม่ทราบสาเหตจุ านวน 471 ราย (ร้อยละ 
38.7) [6] 

โรคท่ีตรวจพบ จ านวน ร้อยละ 
Scrub typhus 91 7.5 
Influenza 73 6 
Dengue hemorrhagic fever 70 5.7 
Murine typhus 65 5.3 
Bacteremia 36 3 
Typhoid fever 23 1.9 
Chikunkunya viral infection 14 1.1 
Leptospirosis 14 1.1 
Melioidosis 11 0.9 
JE viral infection 7 0.6 
EB viral infection  2 0.2 
ให้ผลบวก 2 โรค 58 4.8 
ให้ผลบวก 3 โรค 7 0.6 

อาการทางคลินิกท่ีมกัพบ เช่น ไข้เฉียบพลนั, หนาวสัน่, ปวดศีรษะ, ไอแห้งๆ, ปวดเม่ือย
กล้ามเนือ้, เบื่ออาหาร และตอ่มน า้เหลืองโต เป็นต้น ส่วนผ่ืนแดงบริเวณล าตวัมกัพบหลงัมีไข้ 5-7 
วนั ลกัษณะเฉพาะของโรคท่ีอาจพบ คือ “แผลเอสคาร์ (Eschar)” ซึ่งเกิดในบริเวณท่ีถกูไรอ่อนกดั 
ท าให้เกิดตุม่แข็งขึน้ท่ีผิวหนงั หลงัจากนัน้จะเกิดการอกัเสบกลายเป็นรอยแผลบุ๋มเป็นสะเก็ดสีด า 
รูปร่างรี ขอบนูนแดง ไม่เจ็บหรือคนั ขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร คล้ายแผลถูกบุหร่ีจี ้พบได้
ประมาณร้อยละ 30-80 มกัพบในบริเวณร่มผ้า แขน ท้ายทอย ล าตวั ถงุอณัฑะ สะโพก และต้นขา 
เป็นต้น แตอ่ย่างไรก็ตามแผลเอสคาร์อาจพบได้ในโรคกลุ่ม Spotted group rickettsioses ในราย
ท่ีเกิดจากเห็บกดั [3] หรือ Rickettsialpox [7] หรืออาจสบัสนกบัแผลท่ีเกิดการตกสะเก็ตทัว่ไปก็ได้ 
[8] ผู้ ป่วยท่ีอาการไมรุ่นแรงอาจหายได้เองแม้ไมไ่ด้รับการรักษา ส่วนในรายท่ีมีอาการรุนแรงจะเกิด
จากภาวะแทรกซ้อนอ่ืนๆ ร่วมด้วย เช่น ปอดอกัเสบ, กล้ามเนือ้หวัใจอกัเสบ, เย่ือหุ้มสมองอกัเสบ 
และภาวะช็อก โดยผู้ ป่วยมกัมีภาวะแทรกซ้อนหลายระบบพร้อมๆ กนั จนอาจเสียชีวิตได้หากไม่ได้
รับการรักษา [3] 
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ภาพท่ี 2 แสดงลกัษณะแผลเอสคาร์ [9] 

จากลกัษณะอาการดงักล่าวท าให้แพทย์อาจท าการวินิจฉัยได้ยาก หรือในบางกรณีก็ไม่
สามารถวินิจฉยัได้ และหากได้รับการรักษาท่ีลา่ช้า อาจส่งผลให้เกิดอาการแทรกซ้อนตา่งๆ ดงัท่ีได้
กล่าวแล้วในข้างต้นจนท าให้ถึงแก่ชีวิต โรคสครับทัยฟัสพบอัตราการตายได้ถึงร้อยละ 30-50 
ขึน้กบัการรักษาท่ีได้รับและสายพนัธุ์ท่ีติด [10,11] นอกจากนีภู้มิคุ้มกนัท่ีเกิดขึน้หลงัการติดเชือ้จะ
คงอยู่นานประมาณ 3 ปีหากเป็นเชือ้สายพนัธุ์  (Strain) เดียวกัน แตห่ากเป็นกรณีต่างสายพนัธุ์ 
ภูมิคุ้มกันอาจลดลงได้อย่างรวดเร็วภายใน 1-3 เดือน ผู้ ป่วยจึงสามารถกลับมาเป็นซ า้ได้อีก
โดยเฉพาะเม่ือเกิดการติดเชือ้ต่างสายพันธุ์  [3,12] ดงันัน้การวินิจฉัยถึงสาเหตุได้อย่างรวดเร็ว 
ถกูต้อง และแมน่ย า จะเป็นประโยชน์ตอ่ทัง้ทางด้านสขุภาพและด้านเศรษฐกิจ คือ เป็นการช่วยลด
การใช้ยา และอปุกรณ์ในการวินิจฉยัและรักษาโรค อย่างไรก็ตามวิธีการวินิจฉัยท่ีใช้ในปัจจบุนัยงัมี
ข้อด้อย เชน่ การเพาะเลีย้งเชือ้ท าได้ยาก ใช้เวลานาน ผู้ปฏิบตัิงานมีความเส่ียงในการติดเชือ้ และ
ต้องท าในห้องปฏิบตักิารท่ีมีการป้องกนัความปลอดภยัอย่างท่ีมีประสิทธิภาพเพียงพอ ส่วนในการ
ตรวจทางเซร่ัมวิทยา การแปลผลจะต้องรอเวลาการเพิ่มขึน้ของระดบัแอนติบอดีไตเตอร์ (Antibody 
titer) ซึ่งส่วนใหญ่ต้องใช้เวลานานหลงัตรวจพบว่ามีอาการป่วย ผลบวกของแอนติบอดีไตเตอร์จึง
มกัตรวจพบหลังอาการป่วยรุนแรงในระยะแรกหายไปแล้ว และในกรณีผู้ ป่วยท่ีได้รับการรักษา
ตัง้แต่เนิ่นๆ อาจพบการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันได้ล่าช้ากว่าหรือไม่พบการตอบสนองก็ได้ 
และจากการท่ีโรคสครับทยัฟัสเป็นโรคท่ีระบาดเฉพาะพืน้ท่ี ท าให้ระดบัแอนติบอดีไตเตอร์พืน้หลงั
ในกลุม่ประชากรมีระดบัสงูอยูแ่ล้ว จงึอาจเป็นข้อจ ากดัในการน าวิธีทางเซร่ัมวิทยามาตรวจวินิจฉัย 
นอกจากนีย้ังต้องอาศัยเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง และใช้ผู้ ท่ีมีความช านาญในการอ่านผล ด้วย 
[5,10,13,14] สว่นการตรวจด้วยวิธีทางอณูชีวโมเลกลุจะมีความจ าเพาะและแม่นย ามากกว่า และ
ยงัสามารถน ามาใช้ตรวจวินิจฉัยในกรณีท่ีผู้ ป่วยมีการกลบัมาเป็นซ า้ และยงัช่วยจ าแนกผู้ ป่วยใน
กรณีท่ีผลทางเซร่ัมวิทยาไมช่ดัเจนได้อีกด้วย [14,15] 
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ในปัจจบุนัมีการน านาโนเทคโนโลยีมาประยกุต์ใช้ในหลากหลายสาขารวมทัง้ด้านทางการ
แพทย์ จึงเกิดวิทยาการใหม่ เรียกว่า “นาโนเวชศาสตร์ (Nanomedicine)” ซึ่งเป็นการน าเอาวสัดุ
นาโนมาใช้ทางด้านการแพทย์ เช่น การน าส่งยา บ าบดั วินิจฉัย พยากรณ์โรค เป็นต้น [16] โดย
วัสดุนาโน ท่ีถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลาย คือ “อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร (Gold 
nanoparticles; AuNPs)” เป็นอนภุาคของโลหะท่ีมีขนาดเล็กอยู่ในช่วง 1-100 นาโนเมตร สามารถ
สงัเคราะห์ได้ง่าย ไมมี่พิษตอ่ร่างกาย และมีคณุสมบตัทิางแสงท่ีจ าเพาะ จากคณุสมบตัิดงักล่าวจึง
มีการน า AuNPs  มาประยกุต์ใช้ในทางการแพทย์ เช่น การน ามาใช้เป็นตวัเซ็นเซอร์ โดยติดฉลาก
บนอนภุาคด้วย antibody  หรือ DNA/RNA เพ่ือใช้เป็นตวัตรวจหาสารชีวโมเลกลุตา่งๆ ได้แก่ การ
ตรวจหา antigen [17],  DNA/RNA [18] หรือใช้เป็นตวัน าส่งยาหรือยีนเข้าสู่เซลล์เป้าหมายเพ่ือใช้
ในการรักษาโรค [19] 

จากข้อมูลและปัญหาในการตรวจวินิจฉัยโรคท่ีได้กล่าวแล้วในข้างต้น ผู้ วิจัยจึงมีความ
สนใจท่ีจะศึกษาและพัฒนาวิธีตรวจคัดกรองโรคสครับทัยฟัส ซึ่งเป็นการประยุกต์น าความรู้
ทางด้านนาโนเทคโนโลยี,  เทคนิคทางอณูชีววิทยา และหลกัการของ Immunochromatography 
มาใช้ในการพัฒนาแถบตรวจคดักรองโรคแบบแลทเทอรัลโฟลว์จากอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตร ท าได้โดยการออกแบบ DNA สายสัน้ๆ ท่ีมีล าดบัเบสเหมือนในเชือ้ก่อโรคเพ่ือท าเป็น “โพรบ 
(Probe)” น ามาตรึงบนผิว AuNPs หากในสิ่งส่งตรวจมี DNA ของเชือ้ก่อโรค DNA และ Probe 
สามารถจับกันได้ (Hybridization) โดย AuNPs จะท าหน้าท่ีเป็นตวัรายงานผล (Reporter) 
เน่ืองจากคณุลกัษณะเฉพาะทางแสงท่ีมีสีแดง ท าให้สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าจากแถบสีแดง
ของ AuNPs ท่ีเกิดขึน้บนเส้นทดสอบ (Test line; TL) และเส้นควบคมุ (Control line; CL) หาก
แถบสีแดงเกิดทัง้ท่ีเส้นทดสอบและเส้นควบคมุจะแปลผลเป็นบวก (มีเชือ้ก่อโรค)  แตห่ากมีแถบสี
แดงเกิดขึน้ท่ีเส้นควบคมุเพียงต าแหน่งเดียวจะแปลผลเป็นลบ (ไม่มีเชือ้ก่อโรค) ท าให้การตรวจคดั
กรองท าได้โดยง่าย รวดเร็ว ไม่จ าเป็นต้องอาศยัผู้ ท่ีมีความช านาญหรือเคร่ืองมืออ่ืนๆ มาช่วยใน
การแปลผล นอกจากนีก้ารผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะตอ่โรคเพ่ือน ามาใช้ตรวจจบัเชือ้ท าได้ยาก มี
ขัน้ตอนท่ีซับซ้อน ต้องอาศยัห้องปฏิบตัิการท่ีจ าเพาะ และในปัจจุบนัยงัไม่มีการจ าหน่ายแอนติ
บอดีข้องโรคนีท้างการค้า ท าให้การตรวจจับเชือ้โดยใช้ Probe จึงมีความเหมาะสมมากกว่า 
เน่ืองจากการสงัเคราะห์ Probe ท าได้โดยง่าย และน่าจะให้ผลท่ีใกล้เคียงกบัการตรวจจบัเชือ้ด้วย
แอนตบิอดี 
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ภาพท่ี 3  แสดงสว่นประกอบตา่งๆ ของ Lateral flow strip test และการแปลผลการทดสอบ [20] 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1. เพ่ือพฒันาแถบตรวจคดักรองโรคสครับทยัฟัสในรูปแบบแลทเทอรัลโฟลว์โดยใช้อนภุาค
ทองค าระดบันาโนเมตรเป็นตวัรายงานผล 

2. เพ่ือเปรียบเทียบและประเมินประสิทธิภาพในการตรวจคดักรองด้วยแถบตรวจโรคส
ครับทยัฟัสในรูปแบบแลทเทอรัลโฟลว์ท่ีใช้อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นตวั
รายงานผลกบัวิธี PCR 

ขอบเขตของกำรวิจัย 

1. ศกึษาข้อมลูของโรคสครับทยัฟัส 
2. ศกึษาข้อมลูด้านเทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบัการผลิตอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร 
3. ศกึษาข้อมลูด้านเทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบัการผลิตแถบตรวจคดักรองโรคแบบแลท

เทอรัลโฟรว์จากอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร 
4. พฒันาต้นแบบแถบตรวจโรคสครับทยัฟัสในรูปแบบแลทเทอรัลโฟลว์ท่ีใช้อนภุาคทองค า

ระดบันาโนเมตรท่ีสามารถใช้ในการคดักรองผู้ ป่วย 

ค ำจ ำกัดควำมที่ใช้ในกำรวิจัย 

- Nanobiotechnology : เทคโนโลยีนาโนชีวภาพ 
- Biosensor : เคร่ืองมือตรวจวดัทางชีวภาพ 
- Gold Nanoparticles : อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร 
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- Nucleic acid lateral flow strip test (NALF) : แถบตรวจโรคแบบแลทเทอรัลโฟลว์ท่ี
อาศยัหลกัการทางด้านนาโนเทคโนโลยี,เทคนิคทางอณชีูววิทยาและ 
immunochromatography มาใช้ตรวจวินิจฉยั/คดักรองโรค 

- Scrub typhus : โรคสครับทยัฟัส ซึง่เกิดจากการตดิเชือ้ Orientia tsutsugamushi  

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. สามารถพัฒนาชุดตรวจคดักรองโรคสครับทัยฟัสในรูปของแถบตรวจคดักรองโรค
แบบแลทเทอรัลโฟรว์จากอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรท่ีถูกตรึงด้วย Probe ท่ีมี
ความจ าเพาะตอ่โรค 

2. ได้รับความรู้และมีความเข้าใจเก่ียวกับการน าอนุภาคทองระดับนาโนเมตรมา
ประยกุต์ใช้ในการตรวจวินิจฉยัหรือด้านอ่ืนๆ มากขึน้ 

3. สามารถน าชดุตรวจวินิจฉัยมาใช้งานทางคลินิคได้จริง เน่ืองจากไม่จ าเป็นต้องอาศยั
เคร่ืองมือท่ีซบัซ้อนในการแปลผล ท าให้สามารถตรวจวินิจฉัยได้ตัง้แต่เนิ่นๆ และให้
การรักษาได้อยา่งถกูต้อง 

4. ช่วยให้ทราบข้อมูลทางระบาดวิทยาท่ีถูกต้อง เพ่ือให้สามารถแก้ไขหรือป้องกันการ
ระบาดของโรคได้อยา่งมีประสิทธิภาพยิ่งขึน้ 

5. ได้ชุดตรวจวินิจฉัยท่ีมีราคาถูกกว่าวิธีเดิมท่ีใช้อยู่ในปัจจุบัน ท าให้ช่วยประหยัด
ค่าใช้จ่ายของผู้ ป่วยเอง รวมถึงประหยัดงบประมาณ และช่วยลดการสูญเ สียทาง
เศรษฐกิจของประเทศได้อีกทางหนึง่ 

6. น าองค์ความรู้ท่ีได้มาพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยส าหรับตรวจคดักรองผู้ ป่วยโรคไข้ไม่
ทราบสาเหต ุหรือตรวจวินิจฉยัโรคอ่ืนๆ ตอ่ไป 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

การวิจยัเชิงทดลอง (Experimental research) 
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บทที่  2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

โรคสครับทัยฟัส (Scrub typhus)  

โรคสครับทยัฟัส (Scrub typhus) เกิดจากการติดเชือ้ “Orientia tsutsugamushi (หรือ 
Rickettsia tsutsugamushi)” ซึ่งจดัเป็นเชือ้ริกเก็ตเซีย (Rickettsia) โดยเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม    
แกรมลบท่ีต้องอาศยัอยู่ในเซลล์ (Obligate intracellular gram negative bacteria) มีความยาว 
0.8-2.0 µm และเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.3-0.5 µm โดยปกติจะพบการติดเชือ้ใน Endothelial cells, 
Macrophage และ Polymorphonuclear leukocytes เชือ้จะกระตุ้นให้เซลล์เจ้าบ้าน (Host cells) 
เกิดกระบวนการ Phagocytosis แล้วย่อยท าลายผนงั Phagosome แล้วเกิดการแบ่งตวั (Binary 
fission) ในไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) เวลาท่ีเชือ้จะเพิ่มจ านวนเป็นสองเท่า (Doubling time) 
ประมาณ 8-9 ชัว่โมง และเกิดการแตกหน่อ (Budding) ในวนัท่ี 2-3 ของการเพาะเลีย้ง และ
กระจายสู่เซลล์ข้างเคียงหรือเซลล์อ่ืนๆ ต่อไป สามารถพบเชือ้ในเลือดของผู้ ป่วยได้ 5-10 
organism/µl พาหะของโรค (Vector) คือ “ตวัไรอ่อน (Chigger)” ซึ่งเป็นระยะตวัอ่อนของไร 
(Trombiculid mite) การตดิเชือ้เกิดจากการโดนไรออ่นของหนหูรือสตัว์ฟันแทะท่ีมีเชือ้กดั โดยปกติ
เชือ้ O. tsutsugamushi  จะถูกถ่ายทอดอยู่ในวงจรชีวิตของไร โดยไรแก่ตวัเมียท่ีติดเชือ้จะ
แพร่กระจายเชือ้ไปสู่ไข่ (Transovarial infection) ตวัอ่อนท่ีออกมาจะมีเชือ้ O. tsutsugamushi 
อยู่และต้องการน า้ในเนือ้เย่ือ (Tissue fluid) เป็นอาหาร จึงกดักินเลือดจากสตัว์หรือคนก่อนท่ีจะ
เจริญเติบโตไปเป็นไรแก่ เม่ือมีการผสมพนัธุ์  เชือ้จะสามารถถกูถ่ายทอดไปยงัไรอ่อนรุ่นตอ่ไป ใน
ปัจจบุนัพบเชือ้ O. tsutsugamushi แล้วมากกว่า 20 สายพนัธุ์ สายพนัธุ์ท่ีพบบอ่ยมี 3 สายพนัธุ์ 
ได้แก่ Karp, Kato และ Gilliam ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาข้าม (Cross-reactivity) ระหว่าง
แอนติเจน (Antigen) ในแต่ละสายพันธุ์ ได้เม่ือท าการตรวจวินิจฉัยด้วยวิธีทางเซร่ัมวิทยา 
(Serology) [1,21,22] 
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ภาพท่ี 4 แสดงรูปเชือ้ Orientia tsutsugamushi [23] 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5 แสดงวงจรชีวิตของตวัไรซึง่เป็นพาหะของโรคสครับทยัฟัส [9] 
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ตารางท่ี 2 แสดงเชือ้ O. tsutsugamushi สายพนัธุ์ตา่งๆ [1] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ในปัจจุบันวิธีการวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการจึงเป็นตัวบ่งชีท่ี้ส าคัญในการวินิจฉัยโรค 
สครับทัยฟัส และยังใช้ในการประเมินผลการรักษาอีกด้วย วิธีท่ีใช้ในการตรวจวินิจฉัยได้มีการ
พฒันาอย่างต่อเน่ืองเพ่ือให้มีความไวและความจ าเพาะต่อเชือ้ และสามารถตรวจแยกสายพนัธุ์
ตา่งๆ ได้ดียิ่งขึน้ [1] ซึง่จะขอกลา่วถึงรายละเอียดของแตล่ะวิธีโดยสงัเขป ดงันี ้ 

1. การตรวจทางห้องปฏิบตักิารด้วยการเพาะเลีย้งเชือ้ (Cell culture) 
จะท าการเพาะเลีย้งเชือ้จากเลือดหรือแผลเอสคาร์ของผู้ ป่วย โดยเชือ้จะย้อมติดสี Giemsa 

stain ในปัจจบุนัไม่คอ่ยได้รับความนิยมเน่ืองจาก จะต้องเพาะเลีย้งเชือ้ในเซลล์ เช่น HeLa, Vero, 
L929 เป็นต้น หรือในสตัว์ทดลองโดยฉีดเข้าช่องท้อง (Intraperitoneal) ซึ่งท าได้ยาก ใช้เวลานาน 
ผู้ ท่ีท าการเพาะเลีย้งมีความเส่ียงในการติดเชื อ้ และต้องมีห้องแลปเฉพาะ (Biosafety-level 3 
laboratory) [1,3] 

2. การตรวจทางห้องปฏิบตักิารด้วยวิธีทางเซร่ัมวิทยา (Serological method) 
เป็นวิ ธี ท่ีนิยมใช้ในการตรวจวินิจฉัยเ พ่ือตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อเชือ้ O. 

Tsutsugamushi เป็นหลกั เน่ืองจากสามารถท าได้ง่าย แตก่ารแปลผลต้องรอเวลาการเพิ่มขึน้ของ
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ระดบัแอนติบอดีไตเตอร์ (Antibody titer) ซึ่งส่วนใหญ่ต้องใช้เวลานานหลงัตรวจพบว่ามีอาการ
ป่วย ระดบัแอนติบอดีท่ีเร่ิมตรวจวัดได้จะพบในช่วงสัปดาห์ท่ี 2 ของอาการป่วย ผลบวกของ
แอนตบิอดีไตเตอร์จงึมกัตรวจพบหลงัอาการป่วยรุนแรงในระยะแรกหายไปแล้ว และในกรณีผู้ ป่วย
ท่ีได้รับการรักษาตัง้แตเ่นิ่นๆ อาจพบการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกนัได้ล่าช้ากว่าหรือไม่พบการ
ตอบสนองก็ได้ ทัง้ยังไม่ใช่วิธีท่ีท าการตรวจหาเชือ้โดยตรง แต่เป็นการตรวจทางอ้อมหาการ
ตอบสนองของภูมิคุ้มกันท่ีเกิดขึน้หลงัจากติดเชือ้ และจากการท่ีโรคสครับทยัฟัสเป็นโรคท่ีระบาด
เฉพาะพืน้ท่ี ท าให้ระดับแอนติบอดีไตเตอร์พืน้หลังในประชากรมีระดับสูงอยู่แล้ว จึงอาจเป็น
ข้อจ ากดัในการน าวิธีทางเซร่ัมวิทยามาตรวจวินิจฉัย [5,10,13,14] ซึ่งอาจต้องใช้การตรวจด้วยวิธี
ทางอณูชีวโมเลกลุมาใช้แทนในกรณีท่ีผู้ ป่วยมีการกลบัมาเป็นซ า้ และยงัช่วยจ าแนกในกรณีท่ีผล
ทางเซร่ัมวิทยาไมช่ดัเจนได้ [14,15] วิธีการวินิจฉยัทางเซร่ัมวิทยาท่ีใช้ ได้แก่ 

2.1 Weil-Felix : ใช้เชือ้ Proteus mirabilis สายพนัธุ์ OX-K เป็นแอนติเจน ซึ่งมีคณุสมบตัิ
ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามได้กับเชือ้ O. tsutsugamushi ได้ ท าให้เกิดปฏิกิริยา 
Agglutination สามารถตรวจพบแอนติบอดีในสปัดาห์ท่ี 2 ประมาณร้อยละ 50 ของ
ผู้ ป่วย วิธีนีมี้ความไวร้อยละ 33 และความจ าเพาะร้อยละ 97 เม่ือเทียบกบัวิธี IFA 
[10,11] และยงัมีโอกาสเกิดปฏิกิริยาข้ามกบัโรคฉ่ีหนู [7,22] ได้อีกด้วย ในปัจจบุนัจึง
เป็นวิธีท่ีไม่นิยม วิธีนีจ้ะแปลผลเป็นบวก (มีการติดเชือ้) เม่ือมีคา่ไตเตอร์เพิ่มขึน้อย่าง
น้อย 4 เท่า (ไตเตอร์เร่ิมต้นมีค่าอย่างน้อย 1: 50) หรือมีค่าไตเตอร์ 1: 320 หรือ
มากกวา่ในการตรวจเพียงครัง้เดียว [3,22] 

2.2 Direct immunofluorescence assay (DFA) : ท าโดยใช้แอนบอดีจ าเพาะตอ่เชือ้ O. 
tsutsugamushi สายพันธุ์ต่างๆ มาติดฉลากด้วยสารเรืองแสง น าไปท าปฏิกิริยากับ
แอนติเจนของผู้ ป่วย แล้วอ่านผลการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์เ รืองแสง 
ผู้ปฏิบัติงานต้องได้รับการฝึกฝนเพ่ือให้สามารถแปลผลได้ถูกต้อง วิธีนีมี้ความไว
มากกวา่ Weil-Felix แตน้่อยกวา่ IFA [1] 

2.3 Indirect immunofluorescence assay (IFA) : เป็นวิธีมาตรฐานท่ีใช้ในปัจจบุนั จะใช้
แอนตเิจนท่ีเตรียมจากเชือ้ O. Tsutsugamushi สายพนัธุ์ท่ีพบบอ่ยในประเทศไทย ท า
ปฏิกิริยากับแอนติบอดีท่ีอยู่ในเซร่ัมท่ีเจือจางในอัตราส่วนต่างๆ แล้วอ่านผลการ
ทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์เรืองแสง อย่างไรก็ตามเกณฑ์ในการตดัสินผลบวกในแต่
ละพืน้ท่ีระบาดอาจก าหนดไม่เท่ากนั [14] ท าให้มีความไวและความจ าเพาะแตกตา่ง
กนัไป วิธีนีจ้ าเป็นต้องอาศยัผู้ปฏิบตัิงานท่ีได้รับการฝึกฝนเพ่ือให้สามารถแปลผลได้
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ถูกต้องเช่นเดียวกับ DFA [3,13] จะแปลผลเป็นบวกเม่ือผลการตรวจมีค่าไตเตอร์
เพิ่มขึน้อย่างน้อย 4 เท่า (ระยะเวลาห่างกัน 3-7 วัน) หรือมีค่าไตเตอร์ 1:400 หรือ
มากกว่าเพียงครัง้เดียว [3] วิธีนีมี้ความไวมากกว่า DFA มีคา่ประมาณร้อยละ 85-91 
และความจ าเพาะร้อยละ 96-98 เม่ือเทียบกบัวิธี IIP [24] ในปัจจบุนัได้มีการผลิตชดุ
ทดสอบตรวจวินิจฉัยโรคโดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ออกจ าหน่ายแล้ว สามารถ
ให้ผลวินิจฉยัภายใน 1 ชัว่โมง [25] 

2.4 Indirect immunoperoxidase assay (IIP) : หลกัการทดสอบและแอนติเจนท่ีใช้
เหมือนกบัการทดสอบ IFA แตใ่ช้เอนไซม์ Peroxidase แทน ท าให้สามารถอ่านผลการ
ทดสอบได้ด้วยกล้องจลุทรรศน์ธรรมดา การแปลผลใช้หลกัการเหมือน IFA โดยหาก
ใช้ค่าไตเตอร์ตดัสินท่ี 1:400 จะมีความไวและความจ าเพาะเท่ากับร้อยละ 91 และ 
100 เม่ือเทียบกบัวิธี IFA  [3,26] 

2.5 การตรวจหาแอนตบิอดีต้อ่การตดิเชือ้ในเซร่ัมโดยวิธีอ่ืนๆ ได้แก่  

- Passive hemagglutination assay : ใช้ Recombinant 56-kDa 
immunodominant protein จากเชือ้ O. tsutsugamushi ซึ่ง 56-kDa 
protein จะเป็นส่วนของโปรตีนท่ีอยู่ใน Outer membrane มีคณุสมบตัิท่ี
สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัได้ดี จึงน ามาใช้เป็นแอนติเจนในการทดสอบ 
หาทัง้ IgG และ IgM หากไตเตอร์มีคา่ตัง้แต่ 1:80 ขึน้ไปจะแปลผลเป็นบวก 
วิธีนีมี้ความจ าเพาะร้อยละ 98.9 เม่ือเทียบกบัการตรวจด้วยวิธี IFA [13] 

- Latex agglutination : ท าโดยน าเม็ด Latex bead มาติดด้วยแอนติเจนของ
เชือ้ 3 สายพนัธุ์รวมกนั ได้แก่ Karp, Kato และ Gilliam หากในเซร่ัมตวัอย่าง
มีแอนติบอดีของเชือ้ เม็ด latex จะเกาะกลุ่มกนั เป็นวิธีท่ีใช้ตรวจวินิจฉัยได้
ง่ายและรวดเร็ว แปลผลเป็นบวกเม่ือค่าแอนติบอดีไตเตอร์สูงกว่า 1:16 มี
ความไวและความจ าเพาะร้อยละ 89 และ 98 ตามล าดบัเม่ือเทียบกบัการ
ตรวจวินิจฉยัด้วยวิธี IFA [11] 

- Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) : วิธีตรวจท าได้ง่าย 
รวดเร็ว และมีมาตรฐานในการทดสอบ เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดสอบส่วนใหญ่
มีอยู่แล้วในห้องปฏิบตัิการตรวจวินิจฉัยโรคทัว่ไป มีงานวิจัยมากมายท่ีน า
หลกัการของ ELISA มาใช้ในการตรวจวินิฉัยโรคสรับทยัฟัส เช่น การพฒันา
ชดุตรวจโดยท าเป็น Dipstick dot-blot immunoassay ในช่ือการค้า “Dip-S-
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Ticks™”  (Integrated Diagnostics, Inc.) ซึ่งจะท าการตรึงแอนติเจนไว้บน
กระดาษไนโตรเซลลโูลส (Nitrocellulose) เม่ือหยดเซร่ัมท่ีต้องการทดสอบลง
ไป แล้วเติมแอนติบอดีท่ีถูกตรึงด้วยเอนไซม์และ Chromogenic substrate 
ท าให้เกิดเป็นสีท่ีสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า ให้ผลตรวจวัดภายใน 1 
ชัว่โมง มีความไวร้อยละ 90-94 และความจ าเพาะร้อยละ 83-99 ข้อดี คือ ใช้
เคร่ืองมือน้อย แต่ข้อเสีย คือ ราคาค่อนข้างสูง (ต้นทุนประมาณ 5 เหรียญ
สหรัฐ/ ชุด) [26,27] จึงไม่ค่อยมีการน ามาใช้อย่างกว้างขวางเท่าใดนัก 
นอกจากนีใ้นปี 2005 G. Watt และคณะได้ทดสอบชดุตรวจ Multi-test strip 
dot-blot immunoassay (Multi-Test Dip-S-Ticks™; Integrated 
Diagnostics, Inc.) ท่ีใช้ตรวจหาเชือ้กลุ่มโรคไข้ไม่ทราบสาเหต ุได้แก่ Scrub 
typhus, Murine typhus, Leptospirosis, Dengue fever และ Typhi fever 
พบวา่ให้ผลบวกตอ่หลายโรคตอ่ 1 ตวัอยา่ง (ประมาณร้อยละ 94 ของจ านวน
ตวัอย่างทัง้หมด) ท าให้ไม่สามารถน ามาใช้จ าแนกโรคได้ ซึ่งอาจต้องท าการ
พฒันาตอ่โดยใช้การตรวจจบัเป้าหมายทางพนัธุกรรมแทน [28] 

- Immunochromatographic test : เป็นวิธีการตรวจท่ีท าได้ง่ายและได้ผล
รวดเร็วภายใน 20 นาที เป็นการตรวจหาทัง้ IgG, IgM และ IgA ความไวและ
ความจ าเพาะในการวินิจฉัยโรคคิดเป็นร้อยละ 99 และ 96 ตามล าดบั ใน
ปัจจบุนัมีการผลิตเพ่ือจ าหนา่ยในเชิงพาณิชย์แล้ว [29] 
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ตารางท่ี 3 แสดงตารางสรุปคา่ความไว, ความจ าเพาะ และเกณฑ์ตดัสินผลของวิธีตรวจทางเซร่ัม
วิทยาตา่งๆ 

วิธีตรวจทางเซร่ัมวิทยา ความไว  ความจ าเพาะ เกณฑ์ติดสินผล 
Weil-Felix* 33 97 ไตเตอร์เพิ่ม 4 เทา่  

หรือ > 1:320 
IFA** 85-91 96-98 ไตเตอร์เพิ่ม 4 เทา่  

หรือ > 1:400 
IIP* 91 100 > 1:400 
Passive hemagglutination assay* - 99 > 1:80 
Latex agglutination* 89 98 > 1:16 
ELISA “Dip-S-Ticks” * 90-94 83-99 ปรากฏ > 1 จดุ 
Immunochromatographic test 99 96 ปรากฎทัง้ test  

และ control line 
 หมายเหต ุ* เป็นคา่ท่ีเปรียบเทียบกบัวิธี IFA, ** เป็นคา่ท่ีเปรียบเทียบกบัวิธี IIP 

3. การตรวจด้วยวิธีทางอณชีูวโมเลกลุ (Molecular biology method)  
การตรวจหาสารพนัธุกรรมของเชือ้โดยอาศยัเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

สามารถให้ผลวินิจฉัยได้รวดเร็ว และใช้ตรวจวินิจฉัยโรคได้ตัง้แต่ระยะต้นๆ หลังการติดเชือ้  มี
ความจ าเพาะและแมน่ย ามากกวา่วิธีทางเซร่ัมวิทยา โดยเฉพาะในพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของเชือ้ท่ีจะ
สามารถตรวจพบแอนติบอดีพืน้หลงัในเลือดได้สงูอยู่แล้ว ท าให้การวินิจฉัยด้วยวิธีทางเซร่ัมวิทยา
ท าได้ยาก อย่างไรก็ตามวิธีนีไ้ม่ค่อยได้รับความนิยม เน่ืองจากต้องอาศยัเคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง
และผู้ ท่ีมีความช านาญ สิ่งสง่ตรวจท่ีใช้ใน เช่น เลือด ผิวหนงั แผลเอสคาร์ หรือตอ่มน า้เหลือง [14] 
ในปัจจุบนัมีการศกึษายีนของแอนติเจนขนาด 56 kDa ค่อนข้างมาก [5,30,31] เน่ืองจากพบได้ 
มากบนผนงัเซลล์ และเป็นบริเวณท่ีมีส่วนท่ีมีการแปรผนั (Variation) ของล าดบัเบสสงู จึงมกัใช้ใน
การศึกษาและจ าแนกสายพนัธุ์ต่างๆ ของเชือ้ นอกจากนีย้งัมีการศึกษาแอนติเจนขนาดอ่ืนๆ อีก 
เช่น 110 kDa, 70 kDa,  60 kDa, 47 kDa และ 22-25 kDa [1] รวมทัง้ 16sRNA ซึ่งน ามาใช้ใน
การแยกในการแยกเชือ้ O. tsutsugamushi ออกจาก genus Rickettsia [32] อย่างไรก็ตามข้อมลู
การศกึษาทางด้านอณชีูวโมเลกลุยงัคงมีอยูจ่ ากดั โดยส่วนมากจะมีข้อมลูล าดบัเบสของแอนติเจน
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ขนาด 60 kDa [4,33,34,35], 56 kDa [5,30,31], 47 kDa [10,15,36] เท่านัน้ ส่วนแอนติเจน
ขนาด110-kDa, 70-kDa และ 22-25-kDa [37] ในปัจจบุนัยงัคงมีข้อมลูไมม่ากนกั 

นำโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

 นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการศกึษา การ
จดัการ การสร้าง การวิเคราะห์ และประยกุต์ใช้วสัดท่ีุมีขนาดเล็ก ในระดบันาโนเมตร (ประมาณ 1-
100 นาโนเมตร) ซึ่งเทียบเท่ากับระดบัอะตอมหรือโมเลกุล ซึ่งจะมีคุณสมบตัิพิเศษทัง้ทางด้าน
ฟิสิกส์ เคมี หรือชีวภาพท่ีเฉพาะตวัและแตกต่างจากสารเดิมท่ีมีขนาดใหญ่ รวมถึงการออกแบบ
หรือการประดิษฐ์เคร่ืองมือเพ่ือใช้สร้างหรือวิเคราะห์วสัดใุนระดบัท่ีเล็กมากๆ เช่น ท่อนาโน เส้นใย
นาโน แท่งนาโน แผ่นฟิล์มนาโน และอนภุาคนาโน โดยส่วนมากนิยมใช้อนภุาคนาโนในการวิจยั
มากท่ีสุด ในปัจจุบันมีการน านาโนเทคโนโลยีมาประยุกต์ใช้ในหลากหลายสาขา  เช่น ด้าน
อุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร์ เทคโนโลยีชีวภาพ เป็นต้น รวมทัง้ ทางด้านการแพทย์ 
(Nanomedicine) ซึง่จะน ามาประยกุต์ใช้ในการน าส่งยา/ยีน/โปรตีนเพ่ือบ าบดัรักษาโรค การตรวจ
วินิจฉยั และภาพชีวภาพ (Bioimaging) เป็นต้น [38,39,40] 

ตารางท่ี 4 แสดงวสัดนุาโน (Nanomaterial) ท่ีถกูน ามาประยกุต์ใช้ทางการแพทย์ [40] 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%A2%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B8%A3
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ในการวิจยัครัง้นีจ้ะน าอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร (Gold nanoparticles; AuNPs) มา
ใช้ในการศกึษา เน่ืองจากการสงัเคราะห์ AuNPs สามารถท าได้โดยง่าย ด้วยการน าสารละลายของ 
Hydrogen tetracholoauric (III) acid (HAuCl4) ท่ีมีทองค าประจ ุ3

+(Au3+) ท าปฏิกิริยากบัตวั
รีดิวซ์ (Reducing agent) ได้ AuNPs ท่ีมีทองค าประจเุป็น 0 (Au0) ซึ่งเป็นรูปท่ีไม่เสถียร จึงต้อง
เติมสารช่วยท าให้เสถียร (Stabilizer) โดยสารนีจ้ะล้อมรอบบนอนุภาค ป้องกันการรวมตวัหรือ
เกาะตวักนัจนตกตะกอน ท าให้ AuNPs นัน้สามารถคงขนาดและรูปร่างอยู่ในระดบันาโนเมตรได้ 
สารท่ีนิยมใช้เป็นตวัรีดิวซ์และช่วยท าให้อนุภาคทองค าเกิดความเสถียร ได้แก่ Sodium citrate, 
Tannic acid หรือ Sodium borohydride [41] ซึ่งเป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิเป็นทัง้ตวัรีดิวซ์และท าให้ 
AuNPs มีความเสถียรในคราวเดียวกนั ดงัแสดงในภาพท่ี 6  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 แสดงการสงัเคราะห์ AuNPs จากสารละลาย HAuCl4 และ Sodium citrate ด้วยปฏิกิริยา 
Reduction [42] 

นอกจากนี ้AuNPs ยงัมีคณุสมบตัิเชิงแสงท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะตวั เม่ืออยู่ในน า้หรือบน
กระจกจะเห็นเป็นสีแดง ปรากฏการณ์ดังกล่าวนีเ้รียกว่า “เซอร์เฟส พลาสมอน เรโซแนนซ์ 
(Surface plasmon resonance; SPR)” ซึ่งเกิดจากการสัน่ของอิเล็กตรอนอิสระท่ีอยู่ระหว่างผิว 
AuNPs กบัสารไดเล็กทริกเม่ือถูกกระตุ้นด้วยสนามแม่เหล็กไฟฟ้าและเม่ือมีแสงท่ีมีความถ่ีเท่าๆ 
กบัความถ่ีในการสัน่ของอิเล็กตรอนมาตกกระทบ จะท าให้เกิดการสัน่พ้องและเกิดการดดูกลืนแสง
ขึน้ AuNPs สามารถดดูกลืนแสงสีเขียวท่ีมีความยาวคล่ืนประมาณ 520 นาโนเมตร และสะท้อน
แสงสีแดงท่ีมีความยาวคล่ืนประมาณ 700 นาโนเมตรออกมา แตห่าก AuNPs มีขนาดใหญ่ขึน้จะ
ท าให้แสงตกกระทบได้ไม่สม ่าเสมอทัง้อนภุาค เกิดการดดูกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวสงูขึน้ ท าให้สี
เปล่ียนจากแดงเป็นสีม่วง-น า้เงิน (Red-shift) และกราฟการดดูกลืนคล่ืนแสงจะมีความกว้างมาก
ขึน้ดงัแสดงในภาพท่ี 7 โดยปกติจะสามารถสงัเกตเห็นปรากฎการณ์นีไ้ด้เม่ือ AuNPs มีการเกาะ
กลุ่มกนั จึงมีการน าคณุสมบตัิการเปล่ียนสีนีม้าใช้ในการตรวจจบัสารเป้าหมาย AuNPs จะท า
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หน้าท่ีเป็นตวัรายงานผล (Reporter) โดยสารเป้าหมายจะเป็นตวัป้องกันหรือเหน่ียวน าการเกาะ
กลุม่ของ AuNPs สีท่ีเปล่ียนแปลงไป สามารถสงัเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า จึงไม่ต้องอาศยัเคร่ืองมือ
มาช่วยในการแปลผล [43] นอกจากนีจ้ากการศึกษาคุณสมบตัิของ AuNPs ท่ีถูกตรึงด้วย 
Thiolated probe พบว่าท าให้ AuNPs มีความคงตวัมากกว่า AuNPs ปกติ เน่ืองจากช่วยป้องกนั
ไม่ให้ AuNPs เข้าใกล้และมาเกาะกลุ่มกนั ซึ่งเป็นคณุสมบตัิท่ีจ าเป็นในขัน้ตอน Hybridization ท่ี
จะต้องใช้เกลือในการกระบวนการ [44] โดยคณุสมบตัิของ AuNPs ท่ีถูกตรึงด้วยโมเลกุลท่ีท า
หน้าท่ีเป็นตวัตรวจจับนี ้จะมีความคงตวัและไม่เกิดการเกาะกลุ่มกันทัง้ในรูปคอลลอยด์ และรูป
แห้ง (Dry form) และสีของ AuNPs จะไม่จางลงเม่ือถกูอยู่ย้อมอยู่บนแผ่นเมมเบรนอีกด้วย [45] 
ดงันัน้จึงได้มีการน า AuNPs มาใช้ในการพัฒนาชุดตรวจคดักรองแบบแลทเทอรัลโฟลว์ดงัใน
การศกึษาครัง้นี ้

                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 แสดงสีของคอลลอยด์ AuNPs ท่ีเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีน า้เงินเม่ือ AuNPs เกิดการเกาะ
กลุ่มกัน (รูป A) และกราฟแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm ของ AuNPs ท่ี
เปล่ียนแปลงไป (รูป B) [43] 

 หลักการของชุดตรวจคัดกรองแบบแลทเทอรัลโฟลว์ จะอาศัยการเกิด Sandwich 
hybridization ระหว่าง DNA probe ท่ีตรึงบน AuNPs, DNA เป้าหมาย และ DNA probe ท่ีอยู่บน 
เมมเบรน ซึง่ DNA probe ท่ีใช้มี 3 ชนิด ได้แก่ (1) DNA probe ท่ีตรึงบน AuNPs อยู่ท่ี Conjugate 
pad (2) DNA probe ส าหรับเส้นตรวจสอบ (Test line) และ (3) DNA probe ส าหรับเส้นควบคมุ 
(Control line) โดย Probe 2 ชนิดหลงัจะถกูตรึงอยูบ่นเมมเบรน ดงัตวัอย่างท่ีแสดงในภาพท่ี 8 เม่ือ
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หยด DNA ตัวอย่างท่ีมีล าดับเบสเป้าหมายลงบน Sample pad สารตัวอย่างจะไหลมาท่ี 
Conjugate pad และเกิดการ Hybridization กบั DNA probe ท่ีตรึงบน AuNPs หลงัจากนัน้จะ
ไหลผ่านตอ่ไปยงั Test line ซึ่งมี DNA probe อีกชดุท่ีจ าเพาะกบัอีกส่วนของล าดบัเบสบน DNA 
เป้าหมายและเกิดการ Hybridization ขึน้ AuNPs จะเกิดการรวมกลุ่มกนัท่ีบริเวณเส้น Test line 
บนเมมเบรนท าให้เกิดเป็นแถบเส้นสีแดงซึ่งสามารถสงัเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่า  AuNPs ท่ีถกูตรึง
ด้วย DNA probe ส่วนเกินจะไหลผ่านต่อมายงั Control line ซึ่งมีล าดบัเบสท่ีเข้าคูก่ับ DNA 
probe บน AuNPs และเกิดการ Hybridization ท าให้เกิดแถบเส้นสีแดงท่ีสองขึน้ ดงันัน้หากใน
ตวัอย่างท่ีมี DNA เป้าหมาย จะเกิดแถบเส้นสีแดง 2 เส้น (แปลผลเป็นบวก) แตห่ากไม่มี DNA 
เป้าหมาย จะเกิดแถบเส้นสีแดงเพียงเส้นเดียวท่ี Control line (แปลผลเป็นลบ) โดย Control line 
จะชว่ยท าให้ทราบวา่แถบตรวจคดักรองยงัมีประสิทธิภาพในการท างานดีอยู่ 

 

 
 
ภาพท่ี 8 แสดงสว่นประกอบตา่งๆ (รูปซ้าย) และหลกัการท างาน (รูปขวา) ของ Nucleic acid 
lateral flow strip test [46] 

การน า AuNPs มาประยกุต์ใช้ในการตรวจจบัสารเป้าหมายสามารถท าได้โดยน าโมเลกลุท่ี
มีความจ าเพาะกบัสารเป้าหมายมาตรึงบนผิว AuNPs แล้วน ามาใช้เป็นตวัติดตามหรือตวัตรวจจบั
สารชีวโมเลกลุเป้าหมายชนิดต่างๆ ได้ เช่น DNA-DNA, Aptamer-Target, Antigen-Antibody, 
Streptavidin-Biotin, Lectin-Sugar, Metal-Ligand หรือใช้ชีวโมเลกลุท่ีมีหมู่ Thiol ซึ่งสามารถติด
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บนผิว AuNPs ด้วยพนัธะเคมี เป็นต้น [43] ด้วยเหตนีุจ้ึงสามารถน า AuNPs มาสร้างอปุกรณ์
ตรวจจบัสารทางชีวภาพท่ีมีความจ าเพาะได้อยา่งหลากหลาย [47] 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9 แผนภาพแสดงการตรึงสารชีวโมเลกลุตา่งๆ บนพืน้ผิวของ AuNPs [39] 

เอกสำรและงำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

ในงานวิจยันีจ้ะใช้การตรวจจบัหายีน 47 kDa, 56 kDa และ 60 kDa antigen ร่วมกนัเพ่ือ
เพิ่มเป้าหมายในการตรวจจบัเชือ้ O. tsustugamushi โดย 47kDa antigen เป็นแอนติเจนโปรตีนท่ี
จ าเพาะกบั Orientia genus อยู่ท่ี Outer membrane พบว่ามีความสามารถในการกระตุ้นการเพิ่ม
จ านวนของ Helper T cell ในหนไูด้ [48] มีล าดบัเบสความยาวประมาณ 1400 คูเ่บส และมีล าดบั
เบสคล้ายคลึงกบัยีน High temperature requirement A (HtrA) ของ Stress response protein 
ท่ีมีคุณสมบัติเป็นทัง้  Chaperone และ Serine protease จากคุณสมบัติความเป็น 
Immunogenicity และยีนมีความเป็นอนุรักษ์ (Conservation) จึงเป็นส่วนท่ีน่าจะน ามาใช้
วินิจฉัยโรคได้ อย่างไรก็ตามพบว่ายีน HtrA ของเชือ้ O. tsutsugamushi มีความใกล้เคียงกับ
ข้อมลูใน GenBank ของเชือ้ R. typhi (D78346) แตจ่ากงานวิจยัของ J. Jiang และคณะในปี 
2004 ได้ท าการพฒันาวิธีตรวจวดัเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วย Real-time polymerase chain 
reaction และใช้ Fluorescent probe เป็นตวัตรวจจบัล าดบัเบสของ 47 kDa antigen ผลพบว่ามี
ความจ าเพาะกบัเชือ้ Orientia spp. (จ านวน 26 ตวัอย่าง) และไม่แสดงผลบวกกบัเชือ้ชนิดอ่ืนๆ 
เชน่ Rickettsia spp. (จ านวน 17 ตวัอยา่ง) และเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ (จ านวน 18 ตวัอย่าง) และ
ไม่พบการเพิ่มจ านวนของ PCR product ของ 47 kDa R. typhi เม่ือทดลองด้วย Real-time PCR 
และ Conventional PCR [10] และในปี 2005 T. Singhsilarak และคณะได้น า Real-time PCR นี ้
มาใช้ตรวจวินิจฉัยโรคสครับทยัฟัสจากตวัอย่างเลือดของผู้ ป่วยในประเทศไทย พบว่าไม่แสดงผล
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เป็นบวกจากตวัอยา่งเลือดจากผู้ มีสขุภาพดี ผู้ ป่วยโรคไข้เลือดออก และผู้ ป่วยโรคฉ่ีหน ู[15] และใน
ปี 2008 D.H. Paris และคณะได้น า Real-time multiplex PCR โดยใช้ primer ท่ีจ าเพาะกบัยีน 47 
kDa HtrA, Citrate synthase (gltA) และ Outer membrane protein B (ompB) มาใช้ตรวจแยก
โรคสครับทยัฟัส, โรคทยัฟอยด์ (Typhus group) และโรค Spotted fever group ตามล าดบั ผล
พบยีนดงักลา่วมีความจ าเพาะตอ่เชือ้แตล่ะชนิดดี [36] 

 56-kDa type-specific antigen (TSA) เป็นแอนติเจนท่ีมีการแสดงออกบนผนงัเซลล์ของ
เชือ้ปริมาณมากท่ีสุด (ประมาณร้อยละ 20 ของโปรตีนทัง้หมด) [49] เป็นแอนติเจนท่ีมี
ความจ าเพาะกบั O. tsutsugamushi และไม่พบการแสดงออกใน Rickettsiaceae และแบคทีเรีย
ชนิดอ่ืนๆ ท าหน้าท่ีในการเหน่ียวน าแอนติบอดี [1,50] ยีนของ 56 kDa TSA มีความยาวเบส
ประมาณ 1600 คู่เบส [30] มีความคล้ายคลึงกันของล าดบัเบสประมาณร้อยละ 80 [4] และ
จดัเป็นบริเวณท่ีมีการแปรผนัของล าดบัเบสสงูแบง่เป็น 4 บริเวณ ได้แก่ Variable domain (VD) I, 
VD II, VD III และ VD IV จึงมกัใช้ยีนนีใ้นการศกึษาและจ าแนกสายพนัธุ์ตา่งๆ ของเชือ้ [1] ในปี 
2004 W. Saisongkorh และคณะได้ใช้เทคนิค Nested PCR วินิจฉัยแยกโรคสครับทยัฟัส 10 สาย
พนัธุ์ออกจากผู้ ป่วยโรคไข้ไมท่ราบสาเหตไุด้ด้วย 56 kDa antigen [5] 

 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 10 แสดงความแปรผนัทางพนัธุกรรมในชว่งของยีน 56-kDa type-specific antigen [1] 

60-kDa outer membrane antigen (หรือ Scrub typhus 58-kDa antigen (Sta 58)) 
เป็นแอนติเจนท่ีพบได้มากตัง้แต่ช่วงแรกของการติดเชือ้ และสามารถเหน่ียวน าภูมิคุ้มกันของ
ร่างกายได้ ยีนมีความยาว 1600-1700 คู่เบส [51] โดยพบว่าล าดบัของกรดอะมิโนท่ีได้มีความ
ใกล้เคียงกบัโปรตีน groEL ซึ่งเป็น Heat shock protein (Hsp) 60 (มีความใกล้เคียงประมาณร้อย
ละ 49) ซึ่งจดัอยู่ใน Heat shock chaperonin system มีหน้าท่ีช่วยในการม้วนพบัโปรตีนให้อยู่ใน
รูปร่างท่ีเหมาะสม และเม่ือเทียบกบัล าดบัอะมิโนของเชือ้อ่ืนๆ ท่ีมีข้อมลูอยู่ พบว่า  Sta58 มีความ
ใกล้เคียงน้อยท่ีสดุ จึงมีคณุสมบตัิความเป็นแอนติเจนท่ีแตกต่างจาก Hsp60 ของแบคทีเรียชนิด
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อ่ืนๆ รวมถึง Rickettsia spp. ด้วย นอกจากนีย้งัพบว่าล าดบัเบสของ Sta58 นีมี้ความเป็นอนรัุกษ์
สงูในเม่ือเทียบภายใน genus Orientia จากงานวิจยัของ C.K. Stover และคณะในปี 1990 พบว่า
แอนติบอดีตอ่เชือ้อ่ืนๆ ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกบั Sta58 ของเชือ้ O. tsutsugamushi แตส่ามารถ
เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชือ้ชนิดอ่ืนๆ ได้ และ anti-O. tsutsugamushi ไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับเชือ้
อ่ืนๆ เช่นกนั ยกเว้น C. burnetti ท่ีเกิดเล็กน้อย จึงอาจกล่าวได้ว่า Sta58 มีการใช้อิพิโทปร่วมกบั 
Hsp60 family น้อยกว่าเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ [51] ในปี 2009 D.H. Paris และคณะได้น าเชือ้
จากผู้ ป่วยในประเทศไทยและลาวจ านวน 23 ตวัอย่างมาเปรียบเทียบกับ groEL ของเชือ้อ้างอิง
จาก GenBank จ านวน 16 ล าดบัเบส (แบง่เป็น Scrub typhus group (STG), Typhus group 
(TG) และ Spotted fever group (SFG) จ านวน 7, 2 และ 7 ล าดบัเบสตามล าดบั) ด้วย Real-
time PCR พบว่ายีน groEL มีความเป็นอนรัุกษ์สงูเม่ือเทียบภายในกลุ่ม STG (ร้อยละ 98.8) และ
มีคา่ร้อยละ 67.5 และ 65.6 เม่ือเทียบกบั TG และ SFG ตามล าดบั ดงันัน้จึงอาจกล่าวได้ว่ายีน 
groEL เป็นสว่นท่ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจวินจัฉยัโรคสครับทยัฟัสได้ [4] 

ตารางท่ี 5 คา่ร้อยละความคล้ายคลงึกนัของล าดบัเบสของ groEL ใน Scrub typhus group 
(STG) เม่ือเปรียบเทียบภายในเชือ้กลุม่เดียวกนั (table 2) และข้ามกลุม่กบั Typhus group (TG) 
และ Spotted fever group (SFG) (table 3) [4] 
 
 
 
 
 
 
 
 

  ในปัจจุบนัวสัดนุาโนท่ีมีการน ามาใช้อย่างแพร่หลาย คือ อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 
(Gold nanoparticles; AuNPs) มีการน า AuNPs  มาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เช่น การ
น ามาใช้เป็นตวัตรวจจบัทางชีวภาพ โดยตรึงบนผิวอนภุาคด้วย Antibody หรือ DNA เพ่ือใช้เป็นตวั
ตรวจหาสารชีวโมเลกุลต่างๆ ได้แก่ การตรวจหา Antigen [17],  DNA/RNA [18] หรือใช้เป็นตวั
น าสง่ยาหรือยีนเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายเพ่ือใช้ในการรักษาโรค [19] เป็นต้น 
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  ในปี 1996 C.A. Mirkin และคณะได้ท าการศกึษาคณุสมบตัิของ AuNPs ท่ีถูกตรึงด้วย 
Thiolated probe พบว่าหากมี DNA เป้าหมายท่ีมีล าดบัเบสจ าเพาะกบั probe จะท าให้ AuNPs 
เกิดการรวมกลุ่มกนั เกิดการเปล่ียนแปลงจากสารละลายสีแดงเป็นสีม่วง ซึ่งปฏิกิริยาดงักล่าวเป็น
ปฏิกิริยาท่ีผนักลับได้โดยการเพิ่มอุณหภูมิให้มีค่าสูงกว่าอุณหภูมิของการแตกตวั (Dissociation 
temperature; Tm) ของสาย DNA ซึ่งจะท าให้เกิดเป็นคอลลอยด์สีแดงเช่นเดิม ดงัแสดงในภาพท่ี 
11 นอกจากนีย้งัพบว่าการตรึงผิว AuNPs ด้วย Oligonucleotide จะช่วยให้ AuNPs มีความคงตวั
มากกว่า AuNPs ปกติ เน่ืองจากช่วยป้องกันไม่ให้ AuNPs เข้าใกล้และเกาะกลุ่มกันได้ ซึ่งเป็น
คณุสมบตัิท่ีจ าเป็นในขัน้ตอน Hybridization ท่ีต้องใช้บฟัเฟอร์ท่ีมีเกลือในกระบวนการ หลงัจาก
นัน้จึงมีกลุ่มวิจัยอ่ืนๆ น าองค์ความรู้นีม้าประยุกต์ใช้ในงานตัวตรวจจับทางชีวภาพอ่ืนๆ อีก
มากมาย [44] 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11 แสดงหลกัการของ AuNPs ท่ีถูกตรึงด้วย Thiolated-probe ในการตรวจจับ DNA 
เป้าหมาย (รูปซ้าย)  และการเกิดปฏิกิริยาย้อนกลบัเม่ือมีการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ (รูปขวา) [44]                      

ในปี 2007 D.P. Kalogianni และคณะได้พฒันาชดุตรวจหาสาเหตขุองการติดเชือ้ท่ีเกิด
หลงัการศลัยกรรมตกแตง่ข้อ (arthroplasty) เช่น เม่ือข้อเทียมหลวม โดยท าการสกดั DNA จากน า้
ไขข้อ (synovial fluid) แล้วน ามาเพิ่มปริมาณ DNA ส่วนของ 23S rRNA โดยใช้ Universial 
primer และ PCR product ท่ีได้จะถกูติดฉลากด้วย Biotin และน ามา Hybridize กบั DNA probe 
ท่ีจ าเพาะตอ่เชือ้แตล่ะชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecium และ Haemophilus 
influenzae แล้วจึงน ามาทดสอบกับชดุตรวจคดักรองท่ีมี AuNPs เป็นตวัรายงานผล เม่ือน ามา
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ทดสอบกบัน า้ไขข้อของผู้ ป่วย 12 ตวัอย่าง พบว่าปริมาณ DNA ต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ คือ 1.6 fmol 
ยกเว้น S. epidermidis ท่ีมีค่า 6.25 fmol และจ านวนเชือ้อย่างน้อยท่ีจะแสดงผลบวก คือ 10 
เซลล์ อา่นผลได้ภายใน 15 นาที [52] 
  ในปี 2009 X. Mao และคณะ ได้คิดค้นชดุตรวจวินิจฉัยอย่างง่ายแบบ Lateral flow strip 
test โดยใช้ AuNPs ซึ่งถกูตรึงด้วย DNA probe และเอนไซม์ Horseradish peroxidase เพ่ือเพิ่ม
ความเข้มของแถบสีท่ีเกิดขึน้เม่ือเติมซบัสเตรต สามารถใช้ตรวจจบั Human genomic DNA โดย
ไม่ต้องเพิ่มปริมาณ DNA ก่อน ปริมาณ genomic DNA ท่ีสามารถตรวจจบัท่ีความเข้มข้นน้อย
ท่ีสดุ 2.5µg/ml (1.25 fM) สงัเกตผลได้ภายในเวลา 30 นาที [46] นอกจากนีท้างคณะผู้วิจยัยงัได้
ใช้ Aptamer ซึ่งเป็น artificial nucleic acid ligands มาใช้ในการตรวจจบัโปรตีนท่ีสนใจแทน 
Thiolated-probe ซึง่ Aptamer จะมีลกัษณะเป็นสาย DNA หรือ RNA ท่ีสามารถเข้าจบักบัไอออน
โลหะ, สารอินทรีย์, เปปไตด์, โปรตีน และเซลล์ท่ีจ าเพาะได้ ในงานวิจัยนีไ้ด้ทดลองตรวจจับ 
Thrombin พบว่าสามารถตรวจจับท่ีความเข้มข้นน้อยท่ีสุด 2.5 nM และเม่ือน ามาตรวจจับ 
Thrombin จากพลาสมาพบว่าตรวจวดัได้ต ่าสดุ 0.6 pmol โดยไม่แสดงผลบวกเม่ือทดสอบด้วย
โปรตีนชนิดอ่ืนๆ เช่น Human serum albumin, IgG, IgM และ Casein สามารถสงัเกตผลได้
ภายในเวลา 10 นาที อายกุารใช้งานไมล่ดอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิห้องในชว่ง 
ระยะเวลา 2 เดือน (RSD ร้อยละ 7) [53] 
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บทที่  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรทดลอง 
- Hot plate (IKA® C-MAG HS 7) 
- Condenser column  

- Cylinder (Nikko, Duran) 
- Micropipette (Transferpette® S) 

- Microtip (Axygen, Corning) 
- Microtube (Axygen, Corning) 

- Transmission electron microscope (TEM) (Hitachi Model H-7650) 

- เคร่ืองวดัขนาดอนภุาคซีต้าและน า้หนกัโมเลกลุ (Zetasizer ZS Malvern) 
- UV-Vis spectrophotometer (Beckman coulter DU 800) 

- Nanodrop (Thermo scientific 1000) 
- NAP-5 Columns (GE Healthcare) 

- 1000 ml Vacuum Filter/ Storage Bottle System, 0.22 µm Pore 62 cm2 CN 
Membrane, Sterile #430186 (Corning®) 

- Vortex mixer (LioLab) 

- Spin down (Tomos) 
- Orbital shaker (Heidolph) 

- Centrifuge tube (Corning)  
- pH meter (UltraBASIC: Denver Instrument) 

- Light microscope (Olympus) 

- Glass fiber 8964 (Ahlstrom) 
- Nitrocellulose membrane HF 18004 (Millipore) 

- Cellulose absorbant 319 (Ahlstrom) 
- Backing pad 

- GS Gene LinkerTM UV chamber (Bio-Rad) 
- DSLR camera (Canon 500D) 
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- กรรไกร คตัเตอร์ แผน่รองตดั 

- Thermocylcle 2720 (Applied Biosystem) 
- UV transluminator (Bio-Rad) 
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3.2 สำรเคมี 
- Hydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) (Sigma) 
- Trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) (Merck) 

- Milli Q water (Labconco Water Pro PS) 
- Ultrapure water (Gibco) 

- Hydrochloric acid (HCl) (Merck) 
- Nitric acid (HNO3) (J.T.Baker) 

- Detection probe (Thiolated probe) (Sigma) 

- Test and control line probe (BioDesign) 
- Synthetic target (BioDesign) 

- Sodium hydroxide (NaOH) (Merck) 
- Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Sigma) 

- Sodium phosphate (NaH2PO4) (Sigma) 
- Sodium chloride (NaCl) (Sigma) 

- Sodium dodecyl sulfate  (SDS) (Merck) 

- Potassium chloride (KCl) 
- Potassium phosphate (KHPO4) (Sigma) 

- Tris-base (Sigma) 
- Triton X-100 (Sigma) 

- Boric acid (Sigma) 
- Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) (Sigma) 

- 20x saline-sodium citrate (SSC) buffer (Abbott Molecular Inc.) 
- Medium 199 powder (Gibco™) 

- Fetal bovine serum (HyClone) 

- GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentus) 
- PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) 

- Dithiothreitol (DTT) (Sigma) 
- HotStar Taq DNA polymerase (Qiagen) 

- Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
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- dNTP Mix, PCR grade 10 mM each (Qiagen) 

- UltraPure™ agarose (Invitrogen) 
- GeneRuler 25 bp Low range DNA Ladder #SM1191(Fermentus) 

- GeneRuler 100 bp Low range DNA Ladder #SM1191(Fermentus) 
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3.3 กำรสังเครำะห์อนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร 

   ล้างเคร่ืองแก้วทกุชิน้และ Magnetic bar ด้วย aqua regia (HCl : HNO3 = 3:1) หลงัจาก
นัน้ล้างด้วยน า้ แล้วล้างน า้สดุท้ายด้วย Milli Q water (MQW) ทิง้ไว้ให้แห้ง ปิเปตสารละลาย 1% 
Hydrogen tetrachloroaurate (III) trihydrate (HAuCl4.3H2O) ปริมาณ 0.5 mL ลงใน flask ท่ีมี 
MQW ปริมาณ 24.5 mL น า flask ประกอบเข้ากบั Condenser ต้มสารละลายบน Hot plate 
stirrer โดยใช้ Magnetic bar ช่วยกวนตลอดเวลา (เบอร์ 2) เม่ือสารละลายเดือด เติม 38.8 mM 
Trisodium citrate dihydrate (Na3C6H5O7.2H2O) ปริมาณ 0.94 mL อย่างรวดเร็ว สีของ
สารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองอ่อนเป็นสีน า้เงินเข้ม (deep blue) และจะเปล่ียนเป็นสีแดง 
(wine red) ต้มต่ออีกประมาณ 15 นาที (สารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีแดงในเวลา
ประมาณ 2 นาที) ปิด Condenser และ Hot plate แตย่งัคงเปิด Magnetic bar ไว้ให้ช่วยกวน
ตลอดเวลา ทิง้ไว้ให้จนเย็นเท่ากบัอณุหภูมิห้อง เก็บ AuNPs ท่ีสงัเคราะห์ได้ในภาชนะป้องกนัแสง 
ท่ีอณุหภมูิ 4 ๐C 

 
ภาพท่ี 12 แสดงการสงัเคราะห์อนภุาคทองค าระดบันาโนเมตร 

  น าอนภุาคทองค าระดบันาโนเมตรท่ีได้ไปตรวจสอบคณุสมบตัติามหวัข้อตา่งๆ ดงันี ้
- Transmission electron microscope (TEM) ท่ี 100 kV : หาขนาดอนุภาค, 

ตรวจสอบรูปร่าง และดกูารเกาะกลุม่หรือการกระจายของ AuNPs 
- UV-vis spectroscopy ท่ี 520 nm : ตรวจสอบคณุสมบตักิารดดูกลืนแสง 
- Zetasizer : หาคา่ Zeta potential เพ่ือดปูริมาณประจบุนผิวอนภุาคทองค า 
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3.4 กำรออกแบบ Probe 

ท าการออกแบบ Probe ท่ีจ าเพาะกบัยีน 3 ล าดบัเบส ได้แก่ 47 kDa, 56 kDa และ 60 
kDa antigen โดย Probe ท่ีมีหมู่ Thiol (SH-) จะเรียกเป็น “Detection probe หรือ P#_DT” จะใช้
ส าหรับตรึงบนผิว AuNPs และ Probe ท่ีจะใช้เป็น Test line และ Control line บนเมมเบรนจะ
เรียกเป็น “Capture probe หรือ P#_TL และ P#_CL” ตามล าดบั 

Probe ส าหรับตรวจจบั 47-kDa antigen ออกแบบโดยอ้างอิงจากฐานข้อมลู GenBank 
และเอกสารอ้างอิงหมายเลข [10] จ านวน 5 สายพนัธุ์ (6 ล าดบัเบส) ได้แก่  

ตารางท่ี 6 แสดงรายละเอียดของล าดบัเบสของ 47-kDa antigen ท่ีน ามาใช้ในการออกแบบ 
P47_DT, P47_CL และ P47_TL 

Strain Isolate (GenBank accession No.) 
Karp Kp47 (L31934) 
Kato Pkt5 (L11697) 
Gilliam Gm47 (L31933) 
Boryong Br47 (L31935), Boryong (NC_009488) 
Ikeda Ikeda (NC_010793) 

ตารางท่ี 7 แสดงรายละเอียดของ Detection probe (P47_DT) และ Capture probe (P47_CL 
และ P47_TL) ท่ีจ าเพาะกบั 47-kDa antigen ท่ีใช้ในการตรึงบนผิว AuNPs และ Nitrocellulose 
membrane ตามล าดบั (* Poly-(A)10 spacer) 

 

Probe name Sequence (5’—>3’) Length (bp) Tm ( oC ) % CG 
content 

P47_DT Thiol -(CH2)6 - AAAAA AAAAA GAT 
ATG GGT AAC GGC ATA GTA ACT G 

10* + 25  56 44 

P47_CL CAG TTA CTA TGC CGT TAC CCA 
TAT C 

25 56 44 

P47_TL TTC ATA TGG GTA GCT TTG GTG 
GAC 

24 55.7 46 
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Probe ส าหรับตรวจจบั 56-kDa antigen ออกแบบโดยอ้างอิงจากฐานข้อมลู GenBank 
และเอกสารอ้างอิงหมายเลข [30] จ านวน 7 สายพนัธุ์ (23 ล าดบัเบส) ได้แก่  

ตารางท่ี 8 แสดงรายละเอียดของล าดบัเบสของ 56-kDa antigen ท่ีน ามาใช้ในการออกแบบ 
P56_DT, P56_CL และ P56_TL 

Strain Isolate (GenBank accession No.) 
Karp UT76 (EF213), UT150 (EF213086), UT167 (EF213080), UT169 

(EF213092), UT316 (EF213082), FPW2031 (EF213098), UT332 
(EF213083), UT418 (EF213090), Karp (M33004) 

Kato Kato (M63382), S0522327_KH (HQ718420), S0923259_KH  
(HQ718424),  S0923262_KH (HQ718425), T1009163Lu_KH 
(HQ718438), T1027262_KH (HQ718442),  

Gilliam S0617100_KH (HQ718421) 
TA678 TA678 (U19904) 
TA716 TA716 (U19905) 
TA763 UT302 (EF213095), T1125175_KH (HQ731680), 02QNg_VN 

(HQ718449), 45QN_VN (HQ718459) 
Boryong Boryong (AM494475) 

ตารางท่ี 9 แสดงรายละเอียดของ Detection probe (P56_DT) และ Capture probe (P56_CL 
และ P56_TL) ท่ีจ าเพาะกบั 56-kDa antigen ท่ีใช้ในการตรึงบนผิว AuNPs และ Nitrocellulose 
membrane ตามล าดบั (* Poly-(A)10 spacer) 

Probe name Sequence (5’—>3’) Length (bp) Tm ( oC ) % CG 
content 

P56_DT Thiol -(CH2)6- AAAAA AAAAA TTG GTG 
CAG GGT TAG CTT ATA CTT                                                                   

10* + 24 54 42 

P56_CL AAG TAT AAG CTA ACC CTG CAC 
CAA 

24 54 42 

P56_TL GCA CTT GGT GTA GCA ATT AAT 
GCT G 

25 56 44 
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Probe ส าหรับตรวจจบั 60-kDa antigen ออกแบบโดยอ้างอิงจากฐานข้อมลู GenBank 
และเอกสารอ้างอิงหมายเลข [4] จ านวน 5 สายพนัธุ์ (6 ล าดบัเบส) ได้แก่  

ตารางท่ี 10 แสดงรายละเอียดของล าดบัเบสของ 60-kDa antigen ท่ีน ามาใช้ในการออกแบบ 
P60_DT, P60_CL และ P60_TL 

Strain Isolate (GenBank accession No.) 
Karp Karp (M31887) 
Boryong Boryong (AM494475), Boryong (AY059015) 
Ikeda Ikeda (AP008981) 
Hwasung Hwasung (AY191589) 
TA716-like FPW1038 (EF551288) 

ตารางท่ี 11 แสดงรายละเอียดของ Detection probe (P60_DT) และ Capture probe (P60_CL 
และ P60_TL) ท่ีจ าเพาะกบั 60-kDa antigen ท่ีใช้ในการตรึงบนผิว AuNPs และ Nitrocellulose 
membrane ตามล าดบั (* Poly-(A)10 spacer) 

 
 
 
 
 
 
 

Probe name Sequence (5’—>3’) Length 
(bp) 

Tm ( oC ) % CG content 

P60_DT Thiol -(CH2)6- AAAAA AAAAA  AAG 
TTG TTA AAG GAA TGA GAT TTG 
ACC G 

10* + 28  55.5 36 

P60_CL CGG TCA AAT CTC ATT CCT TTA 
ACA ACT T 

28 55.5 36 

P60_TL GAA TCG TGA AAA GAT GAT TAC 
CGA ATT TG 

29  55.9 34 
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3.5 กำรตรึง Detection probe บนผิวอนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร 

1. ล้างหลอดแก้วท่ีจะใช้ด้วย 12 M NaOH แช่ทิง้ไว้นานประมาณ 1 ชัว่โมง แล้วล้างให้
สะอาดด้วยน า้ ล้างน า้ครัง้สดุท้ายด้วย Milli Q water (MQW) ทิง้ไว้ให้แห้ง 

2. เตรียม 0.2 M Dithiothreitol (DTT) ใน MQW (เตรียมใหมท่กุครัง้) 
3. เติม 0.2 M DTT ปริมาณ 40 µl ลงใน  100 µM Detection probe ปริมาณ 40 µl เพ่ือ 

รีดิวส์หมู่ Disulfide ให้เป็นหมู่ Thiol อิสระ ห่อให้พ้นแสง วางทิง้ไว้บน Orbital shaker 
(120 rpm) นาน 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง  

4. 15 นาทีก่อนครบ 1 ชัว่โมง ให้ล้าง NAP-5 column ด้วย MQW 3 เท่าของปริมาตร NAP-5 
column (ใส่ MQW จนปร่ิม column รอจน MQW ลดลงเกือบถึงผิวหน้าเรซิน จึงเติม 
MQW ใหมอี่กครัง้ ท า 3 รอบ) 

5. เม่ือ MQW เกือบถึงผิวหน้าเรซิน ให้เตมิ Probe จากข้อ 3 ลงใน NAP-5 column 
6. เม่ือ Probe ผ่าน column ลงมาเกือบถึงผิวหน้าเรซิน ให้เติม MQW 540 µl ปล่อย 

Fraction สว่นนีท้ิง้ไป 
7. เม่ือสารเกือบถึงผิวหน้าเรซิน ให้เติม MQW 740 µl เก็บ Fraction ส่วนนีม้าผสมกับ 

AuNPs ในสดัส่วน Detection probe 0.5 nmol ตอ่ 100 ppm AuNPs 200 µl ห่อให้พ้น
แสง วางทิง้ไว้บน Orbital shaker (120 rpm) นาน 16-20 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง  

8. เติม 100 mM Phosphate buffer (pH 7.0) และ 10%w/v Sodium dodecyl sulfate 
(SDS) ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย 10 mM และ 0.1%w/v ตามล าดบั ห่อให้พ้นแสง วางทิง้
ไว้บน Orbital shaker (120 rpm) นาน 30 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง  

9. เติม Salting buffer (10 mM phosphate buffer + 2.0 M NaCl (pH 7.0)) โดยแบง่เติม 
Salting buffer ช้าๆ และเขย่าไปด้วย จ านวน 8 ครัง้ ห่างกนัครัง้ละ 2 ชัว่โมง จนได้ NaCl 
ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 0.4 M NaCl และหลงัจากเติม salting buffer ครัง้ท่ี 1, 6, 7 
และ 8 ให้น าหลอดไป Sonicate นาน 10 วินาที (เพ่ือก าจัด Probe ท่ีเกาะด้วยแรง 
Electrostatic ท่ีเกิดระหว่างล าดบัเบสกับผิว AuNPs ออก) ห่อให้พ้นแสง วางทิง้ไว้บน 
Orbital shaker (120 rpm) นาน 16-20 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง  

10. ย้ายลง Eppendorf (แช่ท าความสะอาดด้วย 12M NaOH ดงัขัน้ตอนท่ีอธิบายในข้อ 1) 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12,000 rpm  นาน 30 นาที ท่ี 4oC ดดูสารละลายด้านบนทิง้ แล้วเติม 
Washing buffer (10 mM phosphate buffer + 0.1 M NaCl, pH 7.0) ปริมาตรเท่ากบั 
AuNPs ท่ีเตมิลงไปในข้อ 7 ล้างซ า้เชน่เดมิอีก 2 รอบ 
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11. กระจาย Conjugate (AuNPs ท่ีตรึงด้วย Thiolated-probe แล้ว) ท่ีตกตะกอนให้กลบัเป็น
คอลลอยด์ด้วยสารละลาย Eluent buffer (20 mM Na3PO4, 5% BSA, 0.25% Tween 
และ10 % sucrose) ปริมาตรเท่ากับ AuNPs ท่ีเติมลงไปในข้อ 7 เก็บรักษาในภาชนะ
ป้องกนัแสง ท่ีอณุหภมูิ 4 oC 

12. ตรวจสอบผลการตรึง DNA probe บน AuNPs ด้วย Zetasizer [46,54,55,56] 
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3.6 กำรตรึง Capture probe บน Nitrocellulose membrane เพื่อท ำ Test line และ Control 
line  

น า Test line probe (P47_TL, P56_TL และ 60_TL) และ Control line probe (P47_CL, 
P56_CL และ 60_CL) มาละลายด้วย Ultrapure water ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 100 mM 
น ามาหยดลงบนส่วนของ Nitrocellulose membrane (ขนาด 3x26 mm) ปริมาณ 0.5 µl/เส้น โดย
ให้  Control line มีระยะห่างจากขอบ Nitrocellulose membrane 6 mm และให้ Control line กบั 
Test line ห่างกนั 4 mm แล้วน าไปฉาย UV เพ่ือ Cross-link ท่ี 125 mJ นาน 120 วินาที  [57] (ใน
กรณี Multiplex detection NALF จะน า Probe แตล่ะชนิดมาผสมกนัในอตัราส่วน 1:1:1 แล้วหยด 
0.5 µl/เส้น) 
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3.7 กำรเตรียมและประกอบชุด Nucleic acid lateral flow strip test  

โครงสร้างของชดุ Nucleic acid lateral flow (NALF) strip test ประกอบด้วย 4 ส่วน 
ได้แก่ Sample pad, Conjugate pad, Nitrocellulose membrane และ Absorption pad  ทกุ
สว่นจะมีสว่นท่ีซ้อนทบักนั 2 mm และทัง้หมดจะถกูตดิลงบน Backing ดงัแสดงในภาพท่ี 13 (A) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 13 แสดงของส่วนประกอบตา่งๆ และขนาดของ Nucleic acid lateral flow (NALF)  strip 
test (A) รูปจากด้านบน (B) รูปจากด้านข้าง (SP : Sample pad, CP : Conjugate pad, NM : 
Nitrocellulose membrane และ AP : Absorption pad) 

  3.7.1 กำรเตรียม Sample pad  
น า Glass fiber แช่ลงในสารละลาย Buffer pH 8.0 (0.25% Triton X-100, 0.05 

M Tris-HCl, 0.15 mM NaCl) [46] นานประมาณ 30 นาที ทิง้ให้แห้งท่ีอณุหภูมิห้อง 
น ามาตดัแบง่ในขนาด 3x15 mm แล้วเก็บใน Desiccator 

  3.7.2 กำรเตรียม Conjugate pad  
น า Conjugate (AuNPs ท่ีถกูตรึงด้วย Thiolated probe บนผิวเรียบร้อยแล้ว)  ท่ี

เตรียมได้จากข้อ 3.5 ปริมาณ 15 µl หยดลงบน Glass fiber ขนาด 3x10 mm ทิง้ให้แห้ง
ใน Desiccator (ในกรณีท่ีท า Single detection NALF จะใช้ Conjugate 15 µl/แผ่น/ชนิด
ของ Thiolated probe และในกรณี Multiplex detection NALF จะใช้ 5 µl/แผ่น/ชนิดของ 
Thiolated probe (1:1:1) รวม 15 µl)  

  3.7.3 กำรประกอบชุด Nucleic acid lateral flow strip test  
 น าส่วนของ Absorption pad (ขนาด 3x20 mm), Nitrocellulose membrane (มี 
Test line และ Control line แล้ว ขนาด 3x26 mm),  Conjugate pad และ Sample pad 
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มาประกอบกนัตามล าดบับนแผ่น Backing pad (ขนาด 3x65 mm) โดยแตล่ะส่วนจะมี
บริเวณท่ีวางซ้อนทบักนั 2 mm ดงัแสดงในภาพท่ี 13 (B) 
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3.8 กำรทดสอบหำ Hybridization buffer ที่เหมำะสม 

  น า NALF ท่ีประกอบด้วยชดุ Probe แตล่ะชดุแยกกนั (Single detection NALF) ได้แก่ 
P47_DT, P56_DT และ P60_DT มาทดสอบกบั 47 kDa, 56 kDa และ 60 kDa synthetic target 
ปริมาณ 125 fmol ตามล าดบั ด้วย Hybridization buffer ชนิดและความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 
2xSSC, 4xSSC, 6xSSC, 8xSSC, 1xPBS และ 4xSSC+0.5%SDS เพ่ือหา Hybridization buffer 
ท่ีเหมาะสม โดยหยด Synthetic target ลงบน Sample pad แล้วหยด Hybridization buffer 
ปริมาตร 35 µl ทิง้ไว้ 10 นาที หลงัจากนัน้หยด 0.1%SDS 100 µl เพ่ือล้าง Background บน Strip 
รอ 15 นาทีแล้วอ่านผล (n=3) หากปรากฏแถบสีแดง 2 ขีด ให้แปลผลเป็นบวก และหากปรากฏ 1 
ขีด ให้แปลผลเป็นลบ วิเคราะห์หา Signal level ท่ี Test line ด้วยโปรแกรม ImageJ น าคา่ท่ีได้มา
หาคา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดย Hybridization buffer ท่ีเหมาะสมจะต้องให้ Signal ท่ี
ดีในกลุ่มทดลอง และไม่ก่อให้เกิด Non-specific binding ในกลุ่ม Negative Control (กลุ่ม 
Negative Control เป็นกลุ่มท่ีใช้ MQW แทน Synthetic target) และ Signal ท่ีมีค่ามากกว่า
คา่เฉล่ียของ Background signal+3SD จะถือว่าสามารถอ่านแปลผลได้ (Background signal 
หาจาก pixel ท่ี 401-500 เม่ือวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ ซึ่งเป็นบริเวณท่ีอยู่ระหว่าง Test 
line และ Conjugate pad) 

ตารางท่ี 12 แสดง Synthetic target ท่ีใช้ในการทดสอบกบั NALF 

 
 
 
 
 
 

Target name Sequence (5’—>3’) Length (bp) 

P47_+VE GTC CAC CAA AGC TAC CCA TAT GAA AAA AAA AAA ACA GTT 
ACT ATG CCG TTA CCC ATA TC 

59 

P56_+VE CAG CAT TAA TTG CTA CAC CAA GTG CAA AAA AAA AAA AGT 
ATA AGC TAA CCC TGC ACC AA 

59 

P60_+VE CAA ATT CGG TAA TCA TCT TTT CAC GAT TCA AAA AAA ACG 
GTC AAA TCT CAT TCC TTT AAC AAC TT 

65 
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3.9 กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization ระหว่ำงชุด Probe 

3.9.1 กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization ระหว่ำง Detection probe กับ 
Capture probe ที่ต่ำงชุดกัน 
 น า P47_DT, P56_DT และ P60_DT มาทดสอบสลบักบัชดุ Capture probe ท่ีใช้
เป็น Test line และ Control line ดงัตารางท่ี 13 โดยใช้ MQW แทน Synthetic target 
และใช้ 4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 
3.8) ผลการทดลองท่ีคาดการณ์ควรเป็นดงัตาราง จึงจะถือว่าไม่เกิด Cross-hybridization  
ระหว่าง Detection probe กบั Test line และ Control line probe ท่ีตา่งชุดกนั (n=3)
เปรียบเทียบผลท่ีอา่นได้ด้วยตาเปลา่กบัผลวิเคราะห์สญัญาณจากโปรแกรม ImageJ  

ตารางท่ี 13 แสดงการจับคู่ชุด Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization ระหว่าง 
Detection probe กบั Capture probe ท่ีตา่งชดุกนั 

Capture probe Detection probe  
ผลการทดลองท่ีคาดวา่จะเกิดขึน้ 

Test line Control line 

P47_TL  
และ P47_CL  

P47_DT * X √ 
P56_DT X X 
P60_DT X X 

P56_TL  
และ P56_CL  

P47_DT X X 
P56_DT * X √ 
P60_DT X X 

P60_TL  
และ P60_CL  

P47_DT X X 
P56_DT X X 

P60_DT * X √ 

หมายเหต ุ* เป็นกลุม่ควบคมุท่ีต้องปรากฏเส้นสีแดงท่ี Control line เสมอ, √ = ปรากฏเส้นสีแดง, 
X = ไมป่รากฏเส้นสีแดง 
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3.9.2 กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization  ระหว่ำงชุด Probe กับ Synthetic 
target ที่ต่ำงชุดกัน 
 น า Single detection NALF แตล่ะชดุมาทดสอบสลบักบั Synthetic target ท่ี
ต่างชุดกัน ดังตารางท่ี 14 โดยใช้ Synthetic target ปริมาณ 125 fmol และใช้ 
4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 3.8) ผล
การทดลองท่ีคาดการณ์ควรเป็นดงัตาราง จึงจะถือว่าไม่เกิด Cross  binding ระหว่างชดุ 
Probe กบั Synthetic target ท่ีตา่งชดุกนั (n=3) (กลุ่ม Negative control จะใช้ MQW 
แทน Synthetic target) เปรียบเทียบผลท่ีอ่านได้ด้วยตาเปล่ากับผลวิเคราะห์สญัญาณ
จากโปรแกรม ImageJ  

ตารางท่ี 14 แสดงการจับคู่ชุด Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization  ระหว่างชุด 
Probe กบั Synthetic target ท่ีตา่งชดุกนั 

Single detection 
NALF 

Synthetic target ผลการทดลองท่ีคาดวา่จะเกิดขึน้ 
Test line Control line 

P47-NALF 
P56_+VE X √ 
P60_+VE X √ 
P47_+VE* √ √ 

P56-NALF 
P47_+VE X √ 
P60_+VE X √ 
P56_+VE* √ √ 

P60-NALF 
P47_+VE X √ 
P56_+VE X √ 
P60_+VE* √ √ 

หมายเหต ุ* เป็นกลุม่ควบคมุท่ีต้องปรากฏเส้นสีแดงทัง้ท่ี Test line และ Control line เสมอ, √ = 
ปรากฏเส้นสีแดง, X = ไมป่รากฏเส้นสีแดง 
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3.10 กำรทดสอบหำควำมไวของ Nucleic acid lateral flow strip test ด้วย Synthetic target 

 ทดสอบหาความไว (Sensitivity) ของ Nucleic acid lateral flow strip test ด้วย 
Synthetic target ท่ีปริมาณตา่งๆ ได้แก่ 0.0125, 0.125, 1.25, 12.5 และ 125 fmol เพ่ือดปูริมาณ 
Synthetic target  ต ่าสดุท่ีสามารถตรวจจบัได้ (Limit of detection; LOD) 

3.10.1 กำรทดสอบหำควำมไวของ Single detection nucleic acid lateral flow strip 
test ด้วย Synthetic target 

น า Single detection NALF ทัง้ 3 ชดุมาทดสอบกบั Synthetic target ปริมาณ
ตา่งๆ และใช้ 4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลอง
ในข้อ 3.8) เปรียบเทียบคา่กบักลุ่ม Negative control ท่ีใช้ MQW แทน Synthetic target 
โดย LOD จะตดัสินจาก Signal level ท่ีมีคา่สงูกว่าคา่เฉล่ียของ Signal level จากกลุ่ม 
Negative control + 3SD (n=3) เม่ือวิเคราะห์สญัญาณด้วยโปรแกรม ImageJ [58] 

3.10.2 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection Nucleic acid lateral flow 
strip test ด้วย Synthetic target 

น า Multiplex detection NALF มาทดสอบกับ Synthetic target ปริมาณตา่งๆ 
และใช้ 4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 
3.8) เปรียบเทียบคา่กบักลุ่ม Negative control ท่ีใช้ MQW แทน Synthetic target โดย 
LOD จะตดัสินจาก Signal level ท่ีมีค่าสูงกว่าค่าเฉล่ียของ Signal level จากกลุ่ม 
Negative control + 3SD (n=3) เม่ือวิเคราะห์สญัญาณด้วยโปรแกรม Image [58] 

น าค่า LOD ท่ีได้จาก Single detection NALF ทัง้ 3 ชุด และ Multiplex 
detection NALF มาเทียบเทียบกนัเพ่ือดปูระสิทธิภาพในการตรวจจบัเป้าหมาย 
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3.11 กำรท ำ Multiplex PCR ของเชือ้ Orientia tsutsugamushi 

 ในการน า Genomic DNA (gDNA) ท่ีได้จากเชือ้ O. tsutsugamushi หรือ Clinical 
sample มาทดสอบกบั NALF จะต้องน า gDNA มาเพิ่มจ านวนด้วยการท า Multiplex PCR ก่อน
น ามาทดสอบกบั NALF  
หมายเหต ุ: ดวูิธีการเตรียมเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วยการ Inoculate เชือ้เข้าสู่ Vero cells ใน
ภาคผนวก 

 3.11.1 กำรออกแบบ Primer 
ท าการออกแบบ Primer ท่ีจ าเพาะกบัส่วนของ 47 kDa, 56 kDa และ 60 kDa 

antigen มีรายละเอียดตามตารางท่ี 15 โดย PCR product ท่ีได้จะครอบคลมุช่วงล าดบั
เบสท่ีต้องการตรวจจบัด้วยชดุ Probe ของ NALF 

ตารางท่ี 15 แสดงรายละเอียดของ Primer ท่ีใช้ใน Multiplex PCR 

Primer 
name 

Sequence (5’3’) Length 
(bp) 

Tm  

(๐C) 

%CG Product 
size (bp) 

47 kDa_FW GAT ATG GGT AAC GGC ATA GTA ACT G  25 61.3 44 
86 

47 kDa_RV AGA TTA AAC ATC GGT CCA CCA AAG C  25 61.3 44 
56 kDa_FW GGC CAA GTT AAA CTC TAT GCT GAC  24 61.0 46 

166 
56 kDa_RV CAG CAT TAA TTG CTA CAC CAA GTG C  25 61.3 44 
60 kDa_FW GCT ACT GTT TCA TCT AAT GGA GAC CG  26 63.2 46 

334 
60 kDa_RV GAG CTT CTC CGT CTA CAT CAT CAG  24 62.7 50 
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3.11.2 กำรทดลองหำสภำวะของ Multiplex PCR ที่เหมำะสมด้วย Single PCR 
เพ่ือทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมเร่ิมแรกในการท า Multiplex PCR ด้วย Single 

PCR มีรายละเอียดดงัตารางท่ี 16 โดยใช้ gDNA ของ O. tsutsugamushi (Gilliam 
strain) (positive control) และ Healthy human (Negative control) เป็น Template 

ตารางท่ี 16 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Single PCR 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 - 1.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 15.86 - 
Template (5ng/µl) 1 5 ng/Reaction 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 55 ๐C, 1 min 
Extension 72 ๐C, 1 min 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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3.11.3 กำรทดลองหำสภำวะท่ีเหมำะสมของ Multiplex PCR 

กำรปรับ Extension time  
ทดลองปรับ Extension time (A) 1 นาที และ (B) 30 วินาที มีรายละเอียดดงั

ตารางท่ี 17 โดยใช้ gDNA ของ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) (positive control) 
และ Healthy human (Negative control) เป็น Template 

ตารางท่ี 17 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR เม่ือใช้ Extension time (A) 1 นาที และ (B) 
30 วินาที 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 - 1.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 14.58 - 
Template (5ng/µl) 1 5 ng/Reaction 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 55 ๐C, 1 min 
Extension    (A) 72 ๐C, 1 min 
                    (B) 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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กำรท ำ Gradient PCR  
ท า Multiplex PCR ท่ี Annealing temperature ตา่งๆ ได้แก่ 52.0, 52.5, 53.5, 

54.8, 56.4, 57.6, 58.5 และ 59.0 ๐C เพ่ือหา Annealing temperature ท่ีให้ PCR 
product ทัง้ 3 ขนาดได้มากท่ีสดุ และไม่เกิด Nonspecific product มีรายละเอียดดงั
ตารางท่ี 18 โดยใช้ gDNA ของ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Template 

ตารางท่ี 18 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR ท่ี Annealing temperature ตา่งๆ  

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 - 1.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 14.58 - 
Template (5ng/µl) 1 5 ng/Reaction 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 52-59 ๐C, 1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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กำรปรับปริมำณ MgCl2 
ทดลองปรับปริมาณ MgCl2 ดงันี ้1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0 mM 

เพ่ือหาปริมาณ MgCl2 ท่ีให้ PCR product ทัง้ 3 ขนาดได้มากท่ีสุด และไม่เกิด 
Nonspecific product มีรายละเอียดดังตารางท่ี 19 โดยใช้ gDNA ของ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Template 

ตารางท่ี 19 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR โดยใช้ปริมาณ MgCl2 ตา่งๆ  

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 0-2.8 1.5-5.0 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 11.78-14.58 - 
Template (5ng/µl) 1 5 ng/Reaction 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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กำรตรวจสอบ PCR product ด้วย Gel electrophoresis 
- เตรียม 4% Agarose gel ด้วย 0.5xTBE (อาจปรับเปล่ียน % Agarose gel ตาม

คณุสมบตัขิอง Agarose gel ท่ีน ามาใช้)  
- ใช้ PCR product 3 µl/ ตวัอยา่ง ผสมกบั 6x Loading dye 1 µl (รวม 4 µl/ ตวัอยา่ง) 
- ใช้ Ladder 1 µl ผสมกบั 6x Loading dye 1 µl และ DI water 4 µl (รวม 6 µl) 
- ความตา่งศกัย์ 75 โวล์ท นาน 75 นาที ใน 0.5xTBE  
- ย้อมเจลด้วย Ethidium Bromide (EtBr) นาน 10 นาที (Post staining) และ Destain 

ด้วย DI water นาน 10 นาที  
- PCR product ท่ีได้จะมีขนาด 86 bp (47 kDa antigen), 166 bp (56 kDa antigen)

และ 334 bp (60 kDa antigen) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 14 แสดง Ladder ท่ีใช้ในการท า Gel electrophoresis ขนาด (A) 100 bp และ (B) 25 bp 
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3.12 กำรทดลองน ำ Mutiplex detection nucleic acid lateral flow strip test มำทดสอบกับ
เชือ้ Orientia tsutsugamushi สำยพันธ์ุต่ำงๆ 

 น า gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi จ านวน 3 สายพนัธุ์ ได้แก่ Karp, Kato และ 
Gilliam มาท า Multiplex PCR และทดสอบกบั NALF มีรายละเอียดดงัตารางท่ี 20 โดยใช้ gDNA
ของ Healthy human เป็น Negative control (n=3) 

ตารางท่ี 20 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR ของเชือ้ O. tsutsugamushi สายพนัธุ์ตา่งๆ 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 1.6 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 12.98 - 
Template (5ng/µl) 1 - 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 

 
  น า PCR product จาก Multiplex PCR ท่ีได้ 17 µl มา Denature ท่ี 95 ๐C นาน 5 นาที 
แล้ว Chill ในน า้แข็งนาน 15 นาที หยดลงบน Sample pad แล้วหยด Hybridization buffer 
(4xSSC+0.5%SDS อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 3.8) ปริมาตร 35 µl ทิง้ไว้ 10 นาที หลงัจาก
นัน้หยด 0.1%SDS 100 µl เพ่ือล้าง Background บน NALF รอ 15 นาทีแล้วอ่านผล หากปรากฏ
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แถบสีแดง 2 ขีด ให้แปลผลเป็นบวก (เป็นโรค) และหากปรากฏ 1 ขีด ให้แปลผลเป็นลบ (ไม่เป็น
โรค) ดผูลเทียบกบัผลจาก Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR 
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3.13 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
ด้วย Plasmid ที่มีส่วนล ำดับเบสของ 56 kDa antigen 

 น า Plasmid ท่ีมีส่วนล าดบัเบสของ 56 kDa antigen มาท า Multiplex PCR โดยใช้
สภาวะดงัรายละเอียดในตารางท่ี 21 และ 22 น า PCR product มาทดสอบกบั NALF ตามวิธีใน
ข้อ 3.12 ดผูลเทียบกับ Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR โดยมี gDNA ของเชือ้ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Positive control และ gDNA ของ Healthy human และน า้
ของ Multiplex PCR เป็น Negative control โดยยืนยนัผลท่ีอ่านได้ด้วยตาเปล่าด้วยผลวิเคราะห์
สญัญาณจากโปรแกรม ImageJ  
หมายเหต ุ: ดวูิธีการเตรียม Plasmid ท่ีมีสว่นล าดบัเบสของ 56 kDa antigen ในภาคผนวก 

ตารางท่ี 21 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR เพ่ือหาความไวของ Multiplex detection 
NALF ด้วย Plasmid ท่ีมีสว่นล าดบัเบสของ 56 kDa antigen 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2.5 1x 
25 mM MgCl2 2 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.5 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.4/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.4/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.13 0.5 U/Reaction 
dH2O 15.48 - 
Template 2 10-4-10-8 ng 
Total 25 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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ตารางท่ี 22 แสดงปริมาณตา่งๆ ของ Plasmid ท่ีใช้ทดสอบความไวของ Multiplex detection  
NALF และปริมาณเทียบเทา่เป็น Copies 

Template : Plasmid (1 copy = 5,400 bp) 
Concentration (ng/µl) Volumn (µl) (ng) (mol) (copies) 

5x10-5 2 1x10-4 2.85x10-20 1.72x104 
5x10-6 2 1x10-5 2.85x10-21 1.72x103 
5x10-7 2 1x10-6 2.85x10-22 1.72x102 
5x10-8 2 1x10-7 2.8510-23 1.72x101 
5x10-9 2 1x10-8 2.8510-24 1.72x100 
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3.14 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
ด้วยเชือ้ Orientia tsutsugamushi 

 น า gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) มาท า Multiplex PCR โดยใช้
สภาวะดงัรายละเอียดในตารางท่ี 23 และ 24 น า PCR product มาทดสอบกบั NALF ตามวิธีใน
ข้อ 3.12 ดผูลเทียบกับ Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR โดยมี gDNA ของเชือ้ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Positive control และ gDNA ของ Healthy human และน า้
ของ Multiplex PCR เป็น Negative control โดยยืนยนัผลท่ีอ่านได้ด้วยตาเปล่าด้วยผลวิเคราะห์
สญัญาณจากโปรแกรม ImageJ  

ตารางท่ี 23 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR ของเพ่ือหาความไวของ Multiplex detection 
NALF ด้วยเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 1.6 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 12.98 - 
Template 1 5x10-7-5 ng 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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ตารางท่ี  24 แสดงปริมาณตา่งๆ ของเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) ท่ีใช้ทดสอบความ
ไวของ Multiplex detection NALF และปริมาณเทียบเทา่เป็น Copies 

Template : O. tsutsugamushi (Gilliam strain) (1 copy = 2,008,987 bp*) 
Concentration (ng/µl) Volumn (µl) (ng) (mol) (copies) 

5x100 1 5x100 3.85x10-18 2.31x106 
5x10-1 1 5x10-1 3.85x10-19 2.31x105 
5x10-2 1 5x10-2 3.85x10-20 2.31x104 
5x10-3 1 5x10-3 3.85x10-21 2.31x103 
5x10-4 1 5x10-4 3.85x10-22 2.31x102 
5x10-5 1 5x10-5 3.85x10-23 2.31x101 
5x10-6 1 5x10-6 3.85x10-24 2.31x100 
5x10-7 1 5x10-7 3.85x10-25 2.31x10-1 

หมายเหต ุ: ขนาด Whole genome ท่ีน ามาใช้ค านวนอ้างอิงจากสายพนัธุ์ Ikeda [59] เน่ืองจาก
ไมมี่ข้อมลูของสายพนัธุ์ Gilliam 
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3.15 กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
กับตัวอย่ำง DNA จำกตับหนูและเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

น าตวัอย่าง DNA จากตบัหนูซึ่งเป็น Host ชนิดหนึ่งของโรค และเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
จ านวน 8 ชนิด มาทดสอบกบั Multiplex detection NALF เพ่ือดคูวามจ าเพาะ (Specificity) เชือ้
แบคทีเรียท่ีใช้ ได้แก่  

- Enterococcus faecalis (Gram positive) 

- Staphylococcus aureus (Gram positive) 

- Klebsiella pneumonia (Gram negative) 

- Escherichia coli (Gram negative) 

- Pseudomonas aeruginosa (Gram negative) 

- Salmonella spp. (Gram negative) 

- Leptospira interrogans (Gram negative)  

- Rickettsia typhi (Gram negative) 

น า PCR product จาก Multiplex PCR มาทดสอบกบั NALF ตามวิธีในข้อ 3.12 ดผูล
เทียบกบั Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR โดยมี gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi 
(Gilliam strain) เป็น Positive control และ gDNA ของ Healthy human และน า้ของ Multiplex 
PCR เป็น Negative control  
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ตารางท่ี 25 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR ของเพ่ือหาความจ าเพาะของ Multiplex 
detection NALF ด้วย DNA ของหนแูละเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 1.6 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 12.98 - 
Template 1* - 
Total 20 - 

หมายเหต ุ: * ตวัอย่าง DNA จากหนใูช้ 10 µl และปรับ dH2O เป็น 3.98 µl 

Step Temp., Time Cycles 
Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

54 

3.16 กำรน ำ Clinical sample มำทดสอบกับ Multiplex detection nucleic acid lateral flow 
strip test 

กลุ่มตัวอย่ำงที่ใช้ศึกษำ 
ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจท่ีเหลือจากโครงการอ่ืนของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

การแพทย์ทหาร ซึ่งเป็นการตรวจวินิจฉัยการติดเชือ้ริคเค็ทเซียจากผู้ ป่วยโรคไข้ไม่ทราบ
สาเหตท่ีุเข้ารับการรักษาท่ีสถานพยาบาลในกรุงเทพมหานครและส่วนภูมิภาคด้วยวิธี IFA 
เพ่ือใช้ประกอบการวางแผนการรักษาของแพทย์ โดยโครงการดงักล่าวได้ให้ผู้ ป่วยท่ีสมคัร
ใจเข้าร่วมในโครงการลงนามในเอกสารแสดงถ้อยค ายินยอมและผ่านการขอจริยธรรมแล้ว
เรียบร้อยแล้ว 

- กลุ่มทดลอง (Test group) : ให้ผล Duplex nested PCR ยีน 56-kDa antigen 
ของเชือ้ O. tsustsugamushi เป็นบวก 

- กลุ่มควบคมุ (Control group) : ให้ผล Duplex nested PCR ยีน 56-kDa 
antigen ของเชือ้ O. tsustsugamushi เป็นลบ 

  กำรสกัด DNA จำกตัวอย่ำงเลือด 
 น าตวัอย่างสิ่งส่งตรวจมา 200 µl และสกัด DNA โดยใช้ชุด PureLink™ 
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) ชะล้างด้วย Elution buffer ปริมาณ 100 µl  

กำรท ำ Multiplex PCR 
น า gDNA ท่ีสกัดได้มาเพิ่มปริมาณด้วย Multiplex PCR โดยใช้สภาวะดัง

รายละเอียดในตารางท่ี 26 
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ตารางท่ี 26 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR ของเพ่ือหาใช้ตรวจหาเชือ้  O. 
tsutsugamushi ด้วย Multiplex detection NALF จากตวัอยา่งเลือด 

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 1.6 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O 3.98 - 
Template 10 - 
Total 20 - 

 
Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 

 
กำรทดสอบชุด Lateral flow strip test 

น า PCR product มาทดสอบกบั NALF ตามวิธีในข้อ 3.12 ดผูลเทียบกับ Gel 
electrophoresis จาก Duplex nested PCR โดยมี gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi 
(Gilliam strain) เป็น Positive control และ gDNA ของ Healthy human และน า้ของ 
Multiplex PCR เป็น Negative control โดยยืนยันผลท่ีอ่านได้ด้วยตาเปล่าด้วยผล
วิเคราะห์สัญญาณจากโปรแกรม ImageJ น าผลท่ีได้มาหาค านวนหาค่า Sensitivity, 
Specificity, Positive predictive value (PPV), Negative predictive value (NPV), Pre-
test likelihood, Post-test likelihood และ Likelihood ratio ดงัตารางท่ี 27 
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ตารางท่ี 27 แสดงตารางการค านวนค่า Sensitivity, Specificity, Positive predictive value 
(PPV), Negative predictive value (NPV), Pre-test likelihood, Post-test likelihood และ 
Likelihood ratio  

วิธีตรวจ/ ผลการทดสอบ 
Duplex nested PCR 

รวม จ านวนตวัอยา่ง
ที่เป็นโรค 

จ านวนตวัอยา่งที่
ไมเ่ป็นโรค 

Multiplex 
detection 

NALF 

จ านวนตวัอยา่ง 
ที่ให้ผลบวก 

a b a+b 

จ านวนตวัอยา่ง 
ที่ให้ผลลบ 

c d c+d 

รวม a+c b+d  a+b+c+d 

คา่ความไว (Sensitivity) = a / (a+c) 
ความจ าเพาะ (Specificity) = d / (b+d) 
คา่พยากรณ์บวก (Positive predictive value; PPV) = a / (a+b)  
คา่พยากรณ์ลบ (Negative predictive value; NPV) =  d / (c+d) 
Pre-test likelihood = (a+c) / (a+b+c+d) 
Post-test likelihood (if test negative) = c / (c+d) 
Likelihood ratio positive (LR+) = Sensitivity / (1-Specificity)  

= a (b+d) / b (a+c) 
Likelihood ratio positive (LR-) = (1-Sensitivity) / Specificity 

= c (b+d) / d (a+c) 

ความไว (Sensitivity)  คือ ความสามารถของชดุตรวจคดักรองในการท่ีจะตรวจแยกบคุคล
ท่ีเป็นโรคได้ถกูต้อง 

ความจ าเพาะ (Specificity)  คือ ความสามารถของชดุตรวจคดักรองในการท่ีจะตรวจแยก
บคุคลท่ีไมเ่ป็นโรคได้ถกูต้อง  

คา่พยากรณ์บวก (Predictive value positive; PPV) คือ โอกาสของบคุคลท่ีมีผลการ
ทดสอบเป็นบวกจะป่วยเป็นโรคจริง 
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คา่พยากรณ์ลบ (Predictive value negative; NPV)  คือ โอกาสของบุคคลท่ีมีผลการ
ทดสอบเป็นลบจะไมป่่วยเป็นโรคจริง 

Pre-test likelihood คือ โอกาสท่ีบคุคลนัน้จะเป็นโรคก่อนการทดสอบ หรือความชกุของ
โรคซึง่อาจได้จากข้อมลูการวิจยัทางระบาดวิทยาของโรค หรือข้อมลูจากประสบการณ์ส่วนตวัของ
แพทย์เอง 

Post-test likelihood (if test negative) คือ โอกาสท่ีบุคคลนัน้จะเป็นโรคแต่ให้ผลการ
ทดสอบเป็นลบ 

Likelihood ratio positive (LR+) คือ โอกาสของคนท่ีเป็นโรคจะให้ผลการทดสอบเป็น
บวกเป็นก่ีเทา่ของคนท่ีไมเ่ป็นโรค 

Likelihood ratio negative (LR-) คือ โอกาสของคนท่ีเป็นโรคจะให้ผลการทดสอบเป็นลบ
เป็นก่ีเทา่ของคนท่ีไมเ่ป็นโรค [60,61] 
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3.17 ล ำดับขัน้กำรท ำงำนวิจัย 

1. ขัน้ตอนการเตรียม NALF 

 

 

 

2. ขัน้ตอนทดสอบประสิทธิภาพของ NALF 
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3.18 กำรวิเครำะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์ข้อมลูในรูปของ mean±SD เพ่ือเปรียบเทียบกบัผลการทดลอง 
ค านวนหา Sensitivity, Specificity, Positive predictive value (PPV), Negative 

predictive value (NPV), Pre-test likelihood, Post-test likelihood และ Likelihood ratio เพ่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างชุดตรวจคดักรองโรคสครับทยัฟัสแบบแลทเทอรัลโฟรว์กับการ
ตรวจวินิจฉยัด้วยวิธี Duplex nested PCR 

การค านวนประชากรท่ีใช้ในการศึกษาหาความไวของชุดตรวจคัดกรองแบบแลท
เทอรัลโฟรว์ 

- ก าหนดให้ความไวของชดุตรวจคดักรองแบบแลทเทอรัลโฟรว์เทา่กบัร้อยละ 90 

- คา่ประมาณความคลาดเคล่ือน (Error) ประมาณร้อยละ 10 
- ระดบันยัส าคญั (Significant level) ร้อยละ 5 (แบบ 2-tailed) 

สูตร N = Zα
2 P(1-P)             
   d2 

โดย       Zα = 1.96, P = 0.90, 1-P = 0.10, d = 0.10 
       

N = 35 
ดงันัน้ ในการศกึษาครัง้นีจ้ะต้องใช้ตวัอยา่งเลือดผู้ ป่วยโรคสครับทยัฟัส จ านวน 35 

ตวัอยา่ง
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บทที่  4 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 

ผลกำรวิเครำะห์ 

4.1  กำรสังเครำะห์อนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร (AuNP synthesis) 

AuNPs ท่ีสงัเคราะห์ได้มีลกัษณะเป็นคอลลอยด์สีแดงใส เม่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UV-Vis spectrophotometer พบวา่มีการดดูกลืนแสงเทา่กบั 1.8556±0.0573 (n=3) ท่ีความยาว
คล่ืนสงูสดุ 521 nm สว่นการวดัขนาดอนภุาคด้วยเคร่ือง Transmission Electron Microscopy 
(TEM) พบวา่มีขนาดในชว่ง 20-25 nm และเม่ือวดัคา่ Zeta potential ด้วยเคร่ือง Zetasizer พบวา่

มีคา่เฉล่ีย -35±68.8 mV ดงัแสดงในภาพท่ี 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 15 แสดงผลการวิเคราะห์คณุสมบตัแิละคณุลกัษณะของ AuNPs ด้วย (A) UV-Vis 
spectroscometer (B) TEM และ (C) Zetasizer 

 

(C) 
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4.2  กำรตรึง Detection probe บนผิวอนุภำคทองค ำระดับนำโนเมตร 

หลงัจากน า Detection probe ท่ีมีหมู่ Thiol มาตรึงบนผิวหน้า AuNPs พบว่า AuNPs 
ยงัคงสภาพเป็นคอลลอยด์สีแดงใสเม่ือผ่านขัน้ตอน Salting (เป็นขัน้ตอนหนึ่งในกระบวนการตรึง 
Detection probe ท่ีจะคอ่ยๆ เติมบฟัเฟอร์ท่ีมีเกลือโซเดียมไอออนเป็นส่วนประกอบลงไป เพ่ือไป
ลดการผลกักนัของประจลุบจากล าดบัเบส ท าให้สาย Detection probe เข้าใกล้กนัได้และสามารถ
แทรกติดบนผิวของ AuNPs ได้ปริมาณมากขึน้) เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่มีการเติม Detection 
probe ท่ีจะตกตะกอนในขัน้ตอน Salting และไม่สามารถกระจายตวักลบัได้ ดงัแสดงในภาพท่ี 16 
และเม่ือท าการตรวจสอบด้วย Zetasizer พบว่า Zeta potential มีคา่เฉล่ียเพิ่มขึน้จาก -35±68.8 
mV เป็น -29.3±44.6 mV ดงัแสดงในภาพท่ี 17 

 

 

 
 
ภาพท่ี 16 แสดงลกัษณะของสี AuNPs ท่ีเปล่ียนแปลงไปเม่ือผา่นกระบวนการ Salting 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17 แสดงผลการวิเคราะห์คณุสมบตัขิอง AuNPs ท่ีถกูตรึงด้วย Detection probe บน
ผิว ด้วย Zetasizer 
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4.3  กำรทดสอบหำ Hybridization buffer ที่เหมำะสม  

น า Single detection NALF 3 ชดุ ได้แก่ P47-NALF, P56-NALF และ P60-NALF มา
ทดสอบกบั Synthetic target ปริมาณ 125 fmol ด้วย Hybridization buffer 6 ชนิด ได้แก่ 2xSSC, 
4xSSC, 6xSSC, 8xSSC, 1xPBS และ 4xSSC+0.5%SDS และใช้ Milli Q water แทน Synthetic 
target เป็นกลุ่ม Negative control จากผลการวิเคราะห์ Signal level ด้วยโปรแกรม ImageJ ดงั
แสดงในกราฟภาพท่ี 18 พบว่า Single detection NALF ชุด P47-NALF จะให้ Signal level 
เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของ Ionic strength ใน Hybridization buffer ท่ีเพิ่มขึน้ เน่ืองจาก 
Stringency ในการ Hybridization ท่ีลดลง ท าให้สาย DNA จบักนัได้ดีขึน้ แตก็่ท าให้มีโอกาสเกิด 
Non-specific binding สูงขึน้เช่นกัน ดงัจะเห็นจะจาก 2xSSC (3.08±0.35 a.u.) และ 1xPBS 
(2.03±0.21 a.u.)ให้ Signal ต ่าสดุ แล้วสูงขึน้ในกลุ่มท่ีใช้ 8xSSC (25.58±12.23 a.u.) และให้ผล
เป็นลบในกลุม่ Negative control 

ส่วนใน Single detection NALF ชุด P56-NALF และ P60-NALF พบว่าในกลุ่มท่ีใช้ 
6xSSC และ 8xSSC จะเกิดคราบสีแดงของ AuNP-thiolated probe บน NALF (Background) 
ท าให้อ่านผลได้ยาก จึงจ าเป็นต้องใช้ 0.1%SDS จ านวนมากในการชะล้างออก (Elution buffer) 
โดยกลุ่มท่ีใช้ 8xSSC (79.56±4.75 a.u. และ 63.75±8.79 a.u. ตามล าดบั) จะให้ Signal level ท่ี
ต ่ากว่ากลุ่ม 6xSSC (96.21±6.96 a.u. และ 74.35±10.80 a.u. ตามล าดบั) เน่ืองจาก 8xSSC ท า
ให้เกิด Background มากกวา่ จงึต้องใช้ Elution buffer ในปริมาณมากกว่ากลุ่ม 6xSSC (จดุ End 
point ท่ีจะหยดุชะล้างด้วย Elution buffer คือ ชะล้างจน Conjugate pad ไม่มี AuNP-thiolated 
probe หลงเหลือ โดยหยดครัง้ละ 50 µl ห่างกนัทกุๆ 15 นาที จึงจะอ่านผล และปริมาตรรวมของ 
Elution ท่ีใช้จะไม่เกิน 200 µl) ทัง้นีค้ราบสีแดงท่ีเกิดขึน้เกิดจากการเกาะกลุ่มกันเองของ 
Thiolated probe ท่ีตรึงบน AuNPs เม่ือใช้ Hybridization buffer ท่ีมี Ionic strength สงูจนเกินไป 
ท าให้ละลายและไหลออกจาก Conjugate pad ได้ยากและช้า หรือเกิดจากแรง Ionic และ 
Hydrophobic interaction ระหว่างสาย Thiolated probe กับ Nitrocellulose membrane 
นอกจากนีใ้นกลุ่ม Negative control ของชุด P60-NALF ท่ีใช้ 6xSSC (6.24±3.59 a.u.) และ 
8xSSC (6.06±1.44 a.u.) ให้ผล False positive เน่ืองจากเกิด Non-specific binding เม่ือ
เปรียบเทียบกบัคา่ตดัสิน (Cut-point) 2.23 และ 2.15 a.u. ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 19 และ
ตารางท่ี 28 (ค่าตดัสิน (Cut-point) คือ ค่าเฉล่ียของ Background signal+3SD (n=3) หาก 
Signal level ท่ีได้มีคา่มากกว่าคา่ตดัสินจะถือว่าสามารถอ่านแปลผลได้) จากผลท่ีได้กล่าวแล้วใน
ข้างต้น จงึเลือกใช้ SSC ท่ีความเข้มข้น 4x เป็น Hybridization buffer  
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 นอกจากนีเ้ม่ือน า 4xSSC มาผสมกับ 0.5%SDS และทดสอบกับ Single detection 
NALF ทัง้ 3 ชดุ พบว่าให้ Signal level 43.99±9.59 a.u., 77.96±3.958 a.u. และ 60.37±8.98 
a.u. ตามล าดบั (ภาพท่ี 18) โดยในชดุ P47-NALF ให้ Signal เพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชดั ส่วนในชุด 
P56-NALF และ P60-NALF แม้จะให้ Signal ใกล้เคียงเดิม แตช่่วยลด Background ท่ีเกิดขึน้ได้ดี 
(กลุ่ม 4xSSC ให้ Signal level 10.42±5.61 a.u., 77.55±4.38 a.u. และ 66.05±7.70 a.u. 
ตามล าดบั) และไมเ่กิด False positive กบักลุม่ Negative control 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 18 กราฟแสดง Signal level และคา่ตดัสิน (Cut-off) จากโปรแกรม ImageJ ของ Single 
detection NALF ท่ีใช้ P47-NALF, P56-NALF และ P60-NALF ทดสอบกบั 47 kDa, 56kDa และ 
60 kDa synthetic target 125 fmol ตามล าดบั เม่ือใช้ Hybridization buffer ชนิดและความ
เข้มข้นตา่งๆ 
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ภาพท่ี 19 กราฟแสดง Signal level และคา่ตดัสิน (Cut-off) จากโปรแกรม ImageJ ของ Single 
detection NALF ท่ีใช้ P47-NALF, P56-NALF และ P60-NALF ทดสอบกับ Milli Q water 
(Negative control) เม่ือใช้ Hybridization buffer ชนิดและความเข้มข้นตา่งๆ 

ตารางท่ี 28 แสดงการเกิด Cross-hybridization ของ NALF ท่ีใช้ P60-NALF และกราฟ Signal 
curve จากโปรแกรม ImageJ เม่ือใช้ 6xSSC และ 8xSSC เป็น Hybridization buffer และใช้ Milli 
Q water แทน Synthetic target   

 
 
 
 

Hybridization 
buffer 

รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

6xSSC 

                CL     TL                               CL     TL                                   CL     TL    Flow direction          
                

 

8xSSC 
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4.4  กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization  ระหว่ำงชุด probe 

4.4.1 กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization  ระหว่ำง Detection probe กับ 
Capture probe ที่ต่ำงชุดกัน  
น า P47_DT, P56_DT และ P60_DT มาทดสอบสลบักบัชดุ Capture probe ท่ีใช้

เป็น Test line และ Control line โดยใช้ MQW แทน Synthetic target และใช้ 
4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 4.3) จาก
ผลการทดลองพบว่ามีการเกิด Cross-hybridization ขึน้เล็กน้อยท่ี Control line ระหว่างคู ่
P56_DT กบั P47_CL ผลท่ีได้มีรายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 29 และ 30 ซึ่งไม่มีผลตอ่
การแปลผลของ NALF 

ตารางท่ี 29 แสดงผลการจับคู่ชุด Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization  ระหว่าง 
Detection probe กบั Capture probe ท่ีตา่งชดุกนั  

Capture probe Detection probe 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

P47_TL และ 
P47_CL  

P47_DT * 

 

 

 

P56_DT 

CL   TL     Flow direction 



  
 
66 

Capture probe Detection probe 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

 

 

P60_DT 

 

 

 

P56_TL และ 
P56_CL  

P47_DT 

CL   TL     Flow direction 
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Capture probe Detection probe 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

 

P56_DT * 

 

P60_DT 

 

 

CL   TL     Flow direction 
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Capture probe Detection probe 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

P60_TL และ 
P60_CL  

P47_DT 

 

P56_DT 

 

P60_DT *  

 

CL   TL     Flow direction 
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Capture probe Detection probe 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

 
หมายเหต ุ* เป็นกลุม่ควบคมุท่ีต้องปรากฏเส้นสีแดงท่ี Control line เสมอ 

ตารางท่ี 30 แสดงสรุปผลการจบัคูช่ดุ Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization  ระหว่าง 
Detection probe กับ Capture probe ท่ีต่างชุดกัน (ช่องท่ีแรเงา คือ ไม่เกิด Cross-
hybridization) 

Capture probe  Detection 
probe  

ผลการทดลองท่ีคาดวา่จะเกิดขึน้ ผลการทดลองท่ีเกิดขึน้ 
Test line Control line Test line Control line 

P47_TL และ 
P47_CL  

P47_DT * X √ X √ 
P56_DT X X X √ 
P60_DT X X X X 

P56_TL และ 
P56_CL  

P47_DT X X X X 
P56_DT * X √ X √ 
P60_DT X X X X 

P60_TL และ 
P60_CL  

P47_DT X X X X 
P56_DT X X X X 

P60_DT * X √ X √ 

หมายเหต ุ* เป็นกลุ่มควบคมุท่ีต้องปรากฏเส้นสีแดงท่ี Control line เสมอ, √ = ปรากฏเส้นสีแดง, 
X = ไมป่รากฏเส้นสีแดง 
 
 
 
 
 

CL   TL     Flow direction 
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4.4.2 กำรตรวจสอบกำรเกิด Cross-hybridization  ระหว่ำงชุด Probe กับ 
Synthetic target ที่ต่ำงชุดกัน 

 น า Single detection NALF แตล่ะชดุมาทดสอบสลบักบั Synthetic target ท่ี
ตา่งชดุกนั โดยใช้ Synthetic target ปริมาณ 125 fmol และใช้ 4xSSC+0.5%SDS เป็น 
Hybridization buffer (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 4.3) จากผลการทดลองพบว่าไม่
เกิด Cross-hybridization ระหว่างชุด Probe กบั Synthetic target ท่ีตา่งชดุกนั (n=3) 
(กลุ่ม Negative control จะใช้ MQW แทน Synthetic target) ผลท่ีได้มีรายละเอียดดงั
แสดงใน ตารางท่ี 31 และ ภาพท่ี 20 

ตารางท่ี 31 แสดงสรุปผลการจบัคูช่ดุ Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization  ระหว่าง
ชดุ Probe กบั Synthetic target ท่ีตา่งชดุกนั (ชอ่งท่ีแรเงา คือ ไมเ่กิด Cross-hybridization) 

Single 
detection NALF 

Synthetic 
target 

ผลการทดลองท่ีคาดวา่จะเกิดขึน้ ผลการทดลองท่ีเกิดขึน้ 
Test line Control line Test line Control line 

P47-NALF 
P56_+VE X √ X √ 
P60_+VE X √ X √ 
P47_+VE* √ √ √ √ 

P56-NALF 
P47_+VE X √ X √ 
P60_+VE X √ X √ 
P56_+VE* √ √ √ √ 

P60-NALF 
P47_+VE X √ X √ 
P56_+VE X √ X √ 
P60_+VE* √ √ √ √ 

หมายเหต ุ* เป็นกลุม่ควบคมุท่ีต้องปรากฏเส้นสีแดงทัง้ท่ี Test line และ Control line เสมอ, √ = 
ปรากฏเส้นสีแดง, X = ไมป่รากฏเส้นสีแดง 
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(A) 

 
 
 
 
 
 

 
(B) 

 
 
 
 
 
 
 

(C) 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 20 แสดงกราฟผลการจบัคูช่ดุ Probe เพ่ือทดสอบการเกิด Cross-hybridization  ระหว่าง
ชดุ Probe กับ Synthetic target ท่ีตา่งชุดกนั (A) P47-NALF, (B) P56-NALF และ (C) P60-
NALF 
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4.5 กำรทดสอบหำควำมไวของ Nucleic acid lateral flow strip test ด้วย Synthetic target 

 ทดสอบหาความไว (Sensitivity) ของ NALF ด้วย Synthetic target ท่ีปริมาณตา่งๆ เพ่ือดู
ปริมาณ Synthetic target ต ่าสดุท่ีสามารถตรวจจบัได้ (Limit of detection; LOD) 

ตารางท่ี 32 แสดงปริมาณ Synthetic target ท่ีใช้ทดสอบความไวของ NALF และปริมาณ
เทียบเทา่เป็น Copies 

ปริมาณ Synthetic target ท่ีใช้ (fmol) Copies 
0.0125 7.53x106 
0.125 7.53x107 
1.25 7.53x108 
12.5 7.53x109 
125 7.53x1010 

4.5.1 กำรทดสอบหำควำมไวของ Single detection nucleic acid lateral flow strip 
test ด้วย Synthetic target 

น า Single detection NALF ทัง้ 3 ชุดมาทดสอบกับ Synthetic target 
ปริมาณตา่งๆ และใช้ 4xSSC+0.5%SDS เป็น Hybridization buffer (อ้างอิงจากผล
การทดลองในข้อ 4.3) กลุ่ม Negative control จะใช้ MQW แทน Synthetic target 
โดย LOD จะตดัสินจาก Signal level ท่ีมีค่าสูงกว่าคา่เฉล่ีย Signal level จาก 
Negative control+3SD (n=3) [58] ผลการทดลองพบว่า P47-NALF, P56-NALF 
และ P60-NALF มีค่า LOD เท่ากับ 125 fmol (41.76+7.65 a.u. เทียบเท่ากับ 
7.53x1010 copies) ,12.5 fmol (11.59+3.95 a.u. เทียบเท่ากบั 7.53x109 copies) 
และ 125 fmol (23.45+4.58 a.u. เทียบเท่ากบั 7.53x1010 copies) โดยเกณฑ์ตดัสิน 
LOD ท่ีใช้เทา่กบั 3.86, 3.52 และ 3.28 a.u. ตามล าดบั  
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(A) 

 
 
 
 

 

 
 
 (B) 

 
 
 
 
 
 
 

 (C) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 21 กราฟแสดงคา่ LOD ของ Single detection NALF ของ (A) P47-NALF, (B) P56-
NALF และ (C) P60-NALF เม่ือทดสอบด้วย Synthetic target ท่ีปริมาณ 0.0125, 0.125, 1.25, 
12.5 และ 125 fmol  
 
 

LOD 

LOD 

LOD 
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4.5.2 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection Nucleic acid lateral flow strip 
test ด้วย Synthetic target 

ผลการทดลองพบว่า Multiplex detection NALF มีค่า LOD เท่ากบั 0.125 
fmol (7.36+4.26 a.u. เทียบเท่ากับ 7.53x107 copies โดยเกณฑ์ตดัสินท่ีใช้เท่ากับ 
3.76 a.u.) และเม่ือเปรียบเทียบกบัคา่ LOD ของ Single detection NALF พบว่ามีคา่
เพิ่มขึน้จาก P47-NALF และ P60-NALF 1,000 เท่า และ เพิ่มขึน้จาก P56-NALF 
100 เทา่  

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 22 กราฟแสดงค่า LOD ของ Multiplex detection NALF เม่ือทดสอบด้วย Synthetic 
target ท่ีปริมาณ 0.0125, 0.125, 1.25, 12.5 และ 125 fmol 

                                                  
 
  
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 23 แสดง รูป NALF ชนิดตา่งๆ เม่ือน ามาทดสอบกบั Synthetic target 125 fmol (n=3) 
 
 

P47-NALF 

P56-NALF 

P60-NALF 

Multiplex  
detection NALF 

 Flow direction    CL   TL 

Amount of targets (fmol) 
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4.6 กำรท ำ Multiplex PCR ของเชือ้ Orientia tsutsugamushi  

จากผลการทดลองหาคา่ LOD ในหวัข้อ 4.5 ปริมาณขัน้ต ่าท่ี Multiplex detection NALF 
จะตรวจจับได้ คือ 7.53x107 copies แต่ปริมาณเชือ้ท่ีพบในตัวอย่างเลือดมีประมาณ 5-10 
copies/µl [10] ในงานวิจยัครัง้นีจ้ึงจ าเป็นต้องน า Genomic DNA (gDNA) ท่ีได้จากเชือ้ O. 
tsutsugamushi หรือ Clinical sample มาเพิ่มจ านวนล าดบัเบสเป้าหมายด้วยการท า Multiplex 
PCR ก่อนน าไปทดสอบกบั Multiplex detection NALF  

4.6.1 กำรทดลองหำสภำวะของ Multiplex PCR ที่เหมำะสมด้วย Single PCR 
ในการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมเร่ิมแรกของ Multiplex PCR ด้วย Single 

PCR จากผลของ Gel electrophoresis พบว่าขนาด PCR product ของ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) (positive control) มีขนาดถกูต้องตามท่ีได้ออกแบบไว้ 
คือ 47 kDa Ag (86 bp), 56 kDa Ag (166 bp) และ 60 kDa Ag (334 bp) และไม่พบ 
Band ปรากฏใน Healthy human (Negative control) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 24 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Single PCR โดยใช้เชือ้ O. tsutsugamushi 
(Gilliam strain) ได้ PCR product 3 ขนาด ได้แก่ 47 kDa Ag (86 bp), 56 kDa Ag (166 bp) 
และ 60 kDa Ag (334 bp) และมี Healthy human เป็น Negative control 
 

47 kDa     56 kDa       60 kDa 
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4.6.2 กำรทดลองหำสภำวะที่เหมำะสมของ Multiplex PCR  

กำรปรับ Extension time  
เม่ือทดลองท า Multiplex PCR เพ่ือเปรียบเทียบผลจากการใช้ Extension time 

นาน 1 นาที และ 30 วินาที พบว่าการใช้ Extension time 30 วินาทีจะให้ band ท่ีชดัเจน
กว่า ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ O. Henegariu และคณะ [62] ท่ีพบว่า PCR 
product ขนาด 100-300 bp จะมีความคมชดัเพิ่มขึน้เม่ือลด Extension time ลง และไม่
พบ Band ปรากฏใน Healthy human (Negative control)  

 
 
 
 
 
 
 
 

                      
 
 

                             

        Extension time :        (A) 1 min  (B) 30 sec 

 
ภาพท่ี 25 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Multiplex PCR เม่ือใช้ Extension time (A) 1 นาที 
และ (B) 30 วินาที โดยใช้เชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Template และมี Healthy 
human เป็น Negative control 
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กำรท ำ Gradient PCR  
จากผลการทดลองท า Multiplex PCR ท่ี Annealing temperature ตา่งๆ ได้แก่ 

52.0, 52.5, 53.5, 54.8, 56.4, 57.6, 58.5 และ 59.0 ๐C โดยใช้ gDNA ของ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) พบว่า Annealing temperature ท่ีให้ PCR product ทัง้ 
3 ขนาดได้มากท่ีสดุ คือ 57.6 ๐C และไมเ่กิด Nonspecific product  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 26 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Multiplex PCR ท่ี Annealing temperature ตา่งๆ 
โดยใช้เชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Template 
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กำรปรับปริมำณ MgCl2 
จากผลการทดลองปรับปริมาณ MgCl2 ท่ีใช้ใน Multiplex PCR ดงันี ้1.5, 2.0, 

2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0 mM โดยใช้ gDNA ของ O. tsutsugamushi (Gilliam 
strain) พบว่าปริมาณ MgCl2 3.5 mM ให้ PCR product ทัง้ 3 ขนาดได้มากท่ีสดุ และไม่
เกิด Nonspecific product  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 27 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Multiplex PCR ท่ีใช้ MgCl2 ความเข้มข้นตา่งๆ 
โดยใช้เชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) เป็น Template 

 จากผลการทดลอง จงึสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมในการท า Multiplex PCR ได้ดงัรายละเอียด
ตามตารางท่ี 33 

ตารางท่ี 33 แสดงสภาวะท่ีใช้เตรียม Multiplex PCR  

Reagent Volumn/ Reaction (µl) Final concentration 
10xPCR buffer 2 1x 
25 mM MgCl2 1.6 3.5 mM 
dNTP (10 mM each) 0.4 200 µM each 
Forward primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
Reverse primer (25 µM) 0.32/ each 0.4 µM 
HotstarTaq (5U/µl) 0.1 0.5 U/Reaction 
dH2O - - 
Template - - 
Total 20 - 
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Step Temp., Time Cycles 

Initial activation 95 ๐C, 15 min 1 
Denaturation 94 ๐C, 30 sec  

35 Annealing 57.6 ๐C,1 min 
Extension 72 ๐C, 30 sec 
Final extension 72 ๐C, 10 min 1 
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4.7 กำรทดลองน ำ Mutiplex detection nucleic acid lateral flow strip test มำทดสอบกับ
เชือ้ Orientia tsutsugamushi สำยพันธ์ุต่ำงๆ  

จากผลการทดลองพบว่า Multiplex detection NALF สามารถตรวจคดักรองหาเชือ้ O. 
tsutsugamushi ได้ทัง้ 3 สายพนัธุ์  ได้แก่ Karp, Kato และ Gilliam และให้ผลเป็นลบในกลุ่ม 
Negative control ท่ีใช้ gDNA ของ Healthy human เป็น Template (n=3) และมีผลสอดคล้อง
กบัผล Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 28 แสดงผล Multiplex detection NALF (แถวบน) และ Gel electrophoresis  ของ 
Multiplex PCR (แถวล่าง) ของเชือ้ O. tsutsugamushi 3 สายพนัธุ์ ได้แก่ Karp, Kato และ 
Gilliam โดยใช้ Human genomic DNA เป็น Negative control (n=3)  
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4.8 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
ด้วย Plasmid ที่มีส่วนล ำดับเบสของ 56 kDa antigen 

เม่ือน า Plasmid ท่ีมีส่วนล าดบัเบสของ 56 kDa antigen มาท า Multiplex PCR โดยมี 
gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain; 10 ng) เป็น Positive control และ gDNA 
ของ Healthy human (10 ng) เป็น Negative control พบว่าปริมาณของ Plasmid ท่ีมีส่วนล าดบั
เบส 56 kDa antigen ท่ีต ่าสดุ (Limit of detection; LOD) ท่ีสามารถตรวจสอบได้ด้วย Multiplex 
detection NALF คือ 1x10-8 ng หรือเท่ากับ 2.85x10-24 mol หรือเท่ากับ 1.72 copies 
เชน่เดียวกบัผล Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 29 แสดงผล Multiplex detection NALF (แถวบน) และ Gel electrophoresis  ของ 
Multiplex PCR (แถวล่าง) ของ Plasmid ท่ีมีส่วนล าดบัเบส 56 kDa antigen สอดแทรกใน
ปริมาณตา่งๆ เพ่ือหาปริมาณต ่าสดุ (Limit of detection) ท่ีสามารถตรวจสอบได้ด้วย Multiplex 
detection NALF โดยมี Human genomic DNA เป็น Negative control 
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ตารางท่ี 34 แสดงปริมาณตา่งๆ ของ Plasmid ท่ีใช้ทดสอบความไวของ Multiplex detection 
NALF ด้วย Plasmid ท่ีมีส่วนล าดบัเบส 56 kDa antigen สอดแทรก และกราฟแสดงระดบั
สญัญาณจากโปรแกรม ImageJ (CL = Control line, TL = Test line) 

Template : Plasmid (1 copy = 5,400 bp) รูป NALF และ กราฟ ImageJ 
 (ng) (mol) (copies) 

1x10-4 2.85x10-20 1.72x104 

 

1x10-5 2.85x10-21 1.72x103 

 

1x10-6 2.85x10-22 1.72x102 

 

1x10-7 2.8510-23 1.72x101 

 

1x10-8 2.8510-24 1.72x100 

 

O. tsutsugamushi (Positive control) 

 

 CL                      TL   
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Template : Plasmid (1 copy = 5,400 bp) รูป NALF และ กราฟ ImageJ 
 (ng) (mol) (copies) 

Healthy human (Negative control) 

 

H2O 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CL                      TL   
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4.9 กำรทดสอบหำควำมไวของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
ด้วยเชือ้ Orientia tsutsugamushi  

จากการทดลองน า gDNA ของเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) มาท า Multiplex 
PCR และน า PCR product ทดสอบกบั Multiplex detection NALF โดยมี Healthy human (50 
ng) เป็น Negative control พบว่าปริมาณเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) ท่ีต ่าสดุ (Limit 
of detection) ท่ีสามารถตรวจสอบได้ด้วย Multiplex detection NALF คือ 5x10-3 ng หรือเท่ากบั 
3.83x10-21 mol หรือเทา่กบั 2,310 copies สอดคล้องกบัผลของ Gel electrophoresis  
หมายเหต ุ: ปริมาณ Template เร่ิมต้นท่ีใช้ในการท า PCR จะรวม DNA ของ Vero cells ซึ่งเป็น
เซลล์ท่ีใช้เพาะเลีย้งเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 30 แสดงผล Multiplex detection NALF (แถวบน) และ Gel electrophoresis  ของ 
Multiplex PCR (แถวล่าง) ของ เชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) ในปริมาณตา่งๆ เพ่ือหา
ปริมาณต ่าสดุ (Limit of detection) ท่ีสามารถตรวจสอบได้ด้วย Multiplex detection NALF โดย
มี Healthy human เป็น Negative control 
 
 
 

Gilliam 
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ตารางท่ี 35 แสดงปริมาณตา่งๆ ของเชือ้ O. tsutsugamushi (Gilliam strain) ท่ีใช้ทดสอบความไว
ของ Multiplex detection NALF และกราฟแสดงระดบัสญัญาณจากโปรแกรม ImageJ (CL = 
Control line, TL = Test line) 

Template : O. tsutsugamushi  
(Gilliam strain) (1 copy = 2,008,987 bp*) 

รูป NALF และ กราฟ ImageJ 
 

(ng) (mol) (copies) 

5x100 3.83x10-18 2.31x106 

 

5x10-1 3.83x10-19 2.31x105 

 

5x10-2 3.83x10-20 2.31x104 

 

5x10-3 3.83x10-21 2.31x103 

 

5x10-4 3.83x10-22 2.31x102 

 

5x10-5 3.83x10-23 2.31x101 

 

 CL                        TL   
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Template : O. tsutsugamushi  
(Gilliam strain) (1 copy = 2,008,987 bp*) 

รูป NALF และ กราฟ ImageJ 
 

(ng) (mol) (copies) 

5x10-6 3.83x10-24 2.31x100 

 

5x10-7 3.83x10-25 2.31x10-1 

 

Healthy human (Negative control) 

 

H2O 

 
หมายเหต ุ: ขนาด Whole genome ท่ีน ามาใช้ค านวนอ้างอิงจากสายพนัธุ์ Ikeda [59] เน่ืองจาก
ไมมี่ข้อมลูของสายพนัธุ์ Gilliam 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CL                        TL   
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ภาพท่ี 31 แสดง Signal level เม่ือทดสอบ Multiplex detection NALF ด้วยเชือ้ O. 
tsutsugamushi (Gilliam strain) ในปริมาณตา่งๆ จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ (คา่
ตดัสินค านวนจาก Negative control ท่ีใช้น า้จาก Multiplex PCR) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 
88 

4.10 กำรทดสอบควำมจ ำเพำะของ Multiplex detection nucleic acid lateral flow strip test 
กับตัวอย่ำง DNA จำกตับหนูและเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

เม่ือน าตวัอย่าง DNA ท่ีสกดัได้จากตบัหนซูึ่งจดัเป็น Host ของเชือ้สครับทยัฟัสชนิดหนึ่ง 
และเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ จ านวน 8 ชนิด ได้แก่ E. faecalis (Gram positive), S. aureus 
(Gram positive), K. pneumonia (Gram negative), E. coli (Gram negative), P.aeruginosa 
(Gram negative), Salmonella spp. (Gram negative), L. interrogans (Gram negative) และ 
R. typhi (Gram negative) มาทดสอบกบั Multiplex detection NALF เพ่ือดคูวามจ าเพาะในการ
ตรวจคดักรองโรค จากผล Gel electrophoresis จาก Multiplex PCR พบว่าตวัอย่าง DNA จาก
ตบัหนเูกิดเป็น smear และ DNA จากเชือ้แบคทีเรียชนิดตา่งๆ ไม่มี band ปรากฏบนเจล ยกเว้น 
E.coli ท่ีมี band จางๆ บนเจล ขนาดมากกว่า 400 bp ซึ่งไม่ตรงกับขนาด PCR product ท่ี
ต้องการ เม่ือเทียบกบักลุม่ Positive control ท่ีใช้ O. tsutsugamushi เป็น Templete  
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ภาพท่ี 32 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Multiplex PCR ของตวัอย่าง DNA จากตบัหนแูละ
เชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ เปรียบเทียบกับเชือ้ O. tsutsugamushi (Positive control) และ Healthy 
human (Negative control) (ลกูศร คือ Non-specific band ของ E.coli ท่ีมีขนาดมากกว่า 400 
bp) 

Ladder 25 bp 

H
2 O 

Human (-ve) 

O. tsutsugamushi (+ve) 

Salmonella spp. 

P. aeruginosa 

E. coli 

K. pneumoniae 

S. aureus 

E. faecalis 

Rickettsia typhi  

Leptospira interrogans 

Ladder 25 bp 

H
2 O 

Human (-ve) 

O. tsutsugamushi (+ve) 

 

Rat_3 
Rat_2 
Rat_1 
-ว่ำง- 
-ว่ำง- 
Ladder 25 bp 
H

2 O 
Human (-ve) 
O. tsutsugamushi (+ve) 
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หลงัจากนัน้น า PCR product มาทดสอบกบั Multiplex detection NALF พบว่าตวัอย่าง 
DNA จากตบัหน ูแบคทีเรียทัง้ 8 ชนิด และ Human (Negative control) ให้ผลเป็นลบทัง้หมด ส่วน 
O. tsutsugamushi ให้ผลเป็นบวก ดงัแสดงในภาพท่ี 33 แสดงว่า Multiplex detection NALF มี
ความจ าเพาะในการตรวจคดักรองโรคสครับทยัฟัส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 33 แสดงผลของ Multiplex detection NALF ท่ีน ามาทดสอบกับ PCR product ของ
ตวัอย่าง DNA จากตบัหนู และเชือ้แบคทีเรียชนิดต่างๆ โดยมีเชือ้ O. tsutsugamushi เป็น 
Positive control และ Human เป็น Negative control (CL = Control line, TL = Test line) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rat_1 
H2O 

Human (-ve) 
O. tsutsugamushi (+ve) 

E. faecalis 
S. aureus 

K. pneumoniae 
E. coli 

P. aeruginosa 
Salmonella spp. 

Leptospira interrogans 
Rickettsia typhi 

CL    TL  Flow direction 
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4.11 กำรน ำ Clinical sample มำทดสอบกับ Multiplex detection nucleic acid lateral flow 
strip test  

เม่ือน าตวัอย่างเลือดจ านวน 55 ตวัอย่างมาสกดั DNA แล้วทดสอบกบั Duplex nested 
PCR โดยมีเชือ้ O. tsutsugamushi เป็น Positive control และ Healthy human เป็น Negative 
control ผลการทดลองพบวา่มี 25 ตวัอยา่งท่ีให้ผลเป็นบวก (เป็นโรค) และ 30 ตวัอย่างเป็นลบ (ไม่
เป็นโรค) และเม่ือน ามาทดสอบกบั Multiplex detection NALF พบว่ามี 25 ตวัอย่างท่ีให้ผลเป็น
บวกและ 30 ตวัอย่างเป็นลบ ดงัมีรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 36 น าผลท่ีได้มาค านวนหาค่า 
Sensitivity, Specificity, Positive predictive value (PPV), Negative predictive value (NPV), 
Pre-test likelihood, Post-test likelihood และ Likelihood ratio  

ตารางท่ี 36 แสดงรายละเอียดผลการทดสอบตวัอย่างเลือดด้วย Multiplex detection NALF เทียบ
กบัวิธี Duplex nested PCR 

วิธีตรวจ/ ผลการทดสอบ 
Duplex nested PCR 

รวม จ านวนตวัอยา่ง
ที่เป็นโรค 

จ านวนตวัอยา่งที่
ไมเ่ป็นโรค 

Multiplex 
detection 

NALF 

จ านวนตวัอยา่ง 
ที่ให้ผลบวก 

(a) 23 (b) 2 (a+b) 25 

จ านวนตวัอยา่ง 
ที่ให้ผลลบ 

(c) 2 (d) 28 (c+d) 30 

รวม (a+c) 25 (b+d) 30  (a+b+c+d) 55 

ผลการค านวนคา่ตา่งๆ มีดงันี ้ 

- คา่ความไว (Sensitivity) = a / (a+c) = 23 / 25 = 0.92 
หมายถึง สดัสว่นของผู้ ป่วยท่ีท าการทดสอบแล้วให้ผลเป็นบวกเทา่กบัร้อยละ 92 

- ความจ าเพาะ (Specificity) = d / (b+d) = 28 / 30 = 0.93 
หมายถึง สดัสว่นของผู้ ท่ีไมไ่ด้ป่วยท าการทดสอบแล้วให้ผลเป็นลบเทา่กบัร้อยละ 93 

- คา่พยากรณ์บวก (Positive predictive value; PPV) = a / (a+b) = 23 / 25 = 0.92 
หมายถึง โอกาสของบคุคลท่ีมีผลการทดสอบเป็นบวกจะป่วยเป็นโรคจริงเทา่กบัร้อยละ 92 

- คา่พยากรณ์ลบ (Negative predictive value; NPV) =  d / (c+d) = 28 / 30 = 0.93 
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หมายถึง โอกาสของบคุคลท่ีมีผลการทดสอบเป็นลบจะไม่ป่วยเป็นโรคจริงเท่ากบัร้อยละ 
93 

- Pre-test likelihood = (a+c) / (a+b+c+d) = 25 / 55 = 0.45 
หมายถึง โอกาสท่ีผู้ ป่วยจะเป็นโรคสครับทยัฟัสเทา่กบัร้อยละ 45 ของกลุม่ตวัอยา่ง 

- Post-test likelihood (if test negative) = c / (c+d) = 2 / 30 = 0.07 
หมายถึง โอกาสท่ีบคุคลนัน้จะเป็นโรคแตใ่ห้ผลการทดสอบเป็นลบเทา่กบัร้อยละ 7  

จากผล PPV และ Post-test likelihood (if test negative) นีจ้ึงน ามาใช้อธิบายได้
ว่า หากผู้ ป่วยให้ผลการทดสอบเป็นบวก จะเพิ่มโอกาสของการเป็นโรคจากความเช่ือมัน่
เดิมร้อยละ 45 เป็นร้อยละ 92 (จากค่า PPV) แต่ถ้าหากผลการทดสอบเป็นลบ จะลด
โอกาสท่ีจะเป็นโรคจากความเช่ือมัน่เดิมจากร้อยละ 45 เป็นร้อยละ 7 (จากคา่ Post-test 
likelihood (if test negative)) 

- Likelihood ratio positive (LR+) = Sensitivity / (1-Specificity) 
 = a (b+d) / b (a+c) = 23 (30) / 2 (25) = 13.80 

หมายถึง โอกาสของคนท่ีเป็นโรคจะให้ผลการทดสอบเป็นบวกเป็น 13.80 เท่าของคนท่ีไม่
เป็นโรค 
 Pre-test probability = (a+c) / (a+b+c+d) = 25 / 55 = 0.45 
 Pre-test odd = Pre-test probability / (1- Pre-test probability) 
           = 0.45 / (1-0.45) = 0.82 
 Post-test odd = (LR+) x Pre-test odd = 13.8 x 0.82 = 11.32 
 Post-test probability = Post-test odd / (Post-test odd+1) 
            = 11.32 / (11.32+1) = 0.92 
 ดงันัน้ อาจกล่าวได้ว่าโอกาสท่ีบุคคลนีจ้ะเป็นโรคสครับทยัฟัสเท่ากับร้อยละ 92 
เม่ือผลการทดสอบเป็นบวก แสดงว่าการทดสอบนีช้่วยแพทย์ในการคดักรองได้ดี เม่ือ
เปรียบเทียบกับความเช่ือมัน่เดิมท่ีทราบว่าผู้ ป่วยจะมีโอกาสเป็นโรคสครับทยัฟัสเท่ากับ
ร้อยละ 45 และเม่ือผ่านการทดสอบด้วย Multiplex detection NALF จะมีความเช่ือมัน่
เพิ่มขึน้เป็นร้อยละ 92 วา่บคุคลนีป่้วยเป็นโรคเม่ือพบวา่ได้ผลเป็นบวก 

- Likelihood ratio positive (LR-) = (1-Sensitivity) / Specificity 
             = c (b+d) / d (a+c) = 2 (30) / 28 (25) = 0.09 
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หมายถึง โอกาสของคนท่ีเป็นโรคจะให้ผลการทดสอบเป็นลบเป็น 0.09 เท่าของคนท่ีไม่
เป็นโรค 

Pre-test probability = (a+c) / (a+b+c+d) = 25 / 55 = 0.45 
Pre-test odd = Pre-test probability / (1- Pre-test probability) 

           = 0.45 / (1-0.45) = 0.82 
 Post-test odd = (LR-) x Pre-test odd = 0.09 x 0.82 = 0.07 
 Post-test probability = Post-test odd / (Post-test odd+1) 
            = 0.07 / (0.07+1) = 0.07 
 ดงันัน้ อาจกล่าวได้ว่าโอกาสท่ีบุคคลนีจ้ะเป็นโรคสครับทัยฟัสเท่ากับร้อยละ 7 
เม่ือผลการทดสอบเป็นลบ แสดงว่าการทดสอบนีช้่วยแพทย์ในการคัดกรองได้ เม่ือ
เปรียบเทียบกับความเช่ือมัน่เดิมท่ีทราบว่าผู้ ป่วยจะมีโอกาสเป็นโรคสครับทยัฟัสเท่ากับ
ร้อยละ 45 และเม่ือผ่านการทดสอบด้วย Multiplex detection NALF จะมีความเช่ือมัน่
เหลือเป็นร้อยละ 7 วา่บคุคลนีป่้วยเป็นโรคเม่ือพบวา่ได้ผลเป็นลบ [60,61] 

ทัง้นีจ้ านวนตวัอย่างเลือดผู้ ป่วยโรคสครับทยัฟัสท่ีใช้มีจ านวนน้อยกว่าจ านวนประชากรท่ี
ได้ก าหนดไว้ ซึ่งจากการค านวนจะต้องใช้ตวัอย่างเลือดผู้ ป่วยทัง้สิน้จ านวน 35 คน โดยทางผู้วิจยั
ได้ท าการคดัเลือกตวัอย่างเลือดจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์การแพทย์ทหาร กรมแพทย์ทหารบก 
(AFRIMS) ท่ีเคยท า Duplex nested PCR แล้วได้ผลบวกมาทัง้สิน้ 39 ตวัอย่าง แตเ่ม่ือน าตวัอย่าง
เลือดน ามาสกดั DNA ใหม่แล้วท า Duplex nested PCR ซ า้ พบว่ามีเพียง 25 ตวัอย่างเท่านัน้ท่ีให้
ผลบวก ทัง้นีอ้าจเกิดจากเป็นตวัอยา่งเลือดเก่าท่ีเก็บไว้นาน (พ.ศ. 2546) ท าให้การสกดั DNA จาก
ตวัอยา่งเลือดได้ Yield ท่ีลดลง หรือเกิดจากขัน้ตอนการสกดั DNA ท่ีเป็นการสุ่มตวัอย่างเลือดออก
มาเพียงบางส่วนเท่านัน้ ท าให้ผลท่ีได้แตกต่างไปจากเดิม นอกจากนีย้งัจะต้องใช้ผู้ ป่วยโรคไข้ไม่
ทราบสาเหตทุัง้หมด 467 คน หรือใช้ตวัอย่างเลือดของประชากร 35,000 คน (เม่ืออบุตัิการณ์ของ
โรคสครับทยัฟัสคิดเป็นร้อยละ 7.5 ของผู้ ป่วยโรคไข้ไม่ทราบสาเหตุ [6] และอุบตัิการณ์ของโรค 
สครับทยัฟัสคิดเป็นร้อยละ 0.01 ของประชากร [63]) เพ่ือมาใช้ในการค านวนเพ่ือหาคา่วิเคราะห์
ประสิทธิภาพทางสถิติ แต่ด้วยระยะเวลาในการศึกษาท่ีจ ากัด จึงไม่สามารถเก็บตวัอย่างเลือด
ผู้ ป่วยได้ครบตามจ านวน ดงันัน้ตวัอย่างเลือดท่ีใช้จริงในงานวิจยัจึงแบ่งเป็นตวัอย่างเลือดผู้ ป่วย
โรคสครับทยัฟัสจ านวน 25 ตวัอย่าง และตวัอย่างเลือดผู้ ท่ีมีสขุภาพดีจ านวน 30 ตวัอย่าง เม่ือ
ตรวจสอบด้วยวิธี Duplex nested PCR 
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ภาพท่ี 34 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Duplex nested PCR ของตวัอย่างเลือดจ านวน 55 
ตวัอย่าง โดยมีเชือ้ O. tsutsugamushi (O.T.) และ Rickettsia honei (R.T.) เป็น Positive 
control และ Healthy human เป็น Negative control 

R.T. (2) 
O.T. (2) 
Hum

an (2) 
H

2 O (2) 
0535 
0526 
0522 
0517 
0445 
0440 
0437 
0436 
0432 
0431 
0416 
0415 
0402 
0327 
0284 
0253 
0195 
0131 
0006 
0005 
Ladder 100 bp 

R.T. (2) 
O.T. (2) 
Hum

an (1) 
H

2 O (1) 
0697 
0696 
0691 
0689 
0686 
0679 
0677 
0673 
0671 
0666 
0651 
0650 
0636 
0610 
0609 
0608 
0606 
0604 
0584 
Ladder 100 bp 

R.T. (2) 
O.T. (2) 
Human (2) 
H

2 O (2) 
0705 
0704 
0703 
0702 
0701 
0700 
Ladder 100 bp 

R.T. (2) 
O.T. (2) 
Human (2) 
H

2 O (2) 
0710 
0709 
0708 
0707 
0706 
Ladder 100 bp 

R.T. (2) 
O.T. (2) 
Human (2) 
H

2 O (2) 
0715 
0714 
0713 
0712 
0711 
Ladder 100 bp 
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ตารางท่ี 37 แสดงผล Multiplex detection NALF และกราฟจากโปรแกรม ImageJ ของตวัอย่าง
เลือดจ านวน 55 ตวัอย่าง โดยมีเชือ้ O. tsutsugamushi เป็น Positive control และ Healthy 
human เป็น Negative control 

Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0005 

 

+ + 

0006 

 

 - -  

0131 

 

+ + 

0195 

 

+  - 

0253 

 

 - -  

0284 

 

-   - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0327 

 

+ + 

0402 

 

+ + 

0415 

 

+ + 

0416 

 

+  - 

0431 

 

+ + 

0432 

 

+ + 

0436 

 

+ + 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0437 

 

 -  - 

0440 

 

+ + 

0445 

 

 - + 

0517 

 

+ + 

0522 

 

+ + 

0526 

 

 -  - 

0535 

 

-   - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0584 

 

+ + 

0604 

 

+ + 

0606 

 

+ + 

0608 

 

+ + 

0609 

 

+ + 

0610 

 

+ + 

0636 

 

+ + 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0650 

 

+ + 

0651 

 

+ + 

0666 

 

-  - 

0671 

 

 - + 

0673 

 

 -  - 

0677 

 

-   - 

0679 

 

 -  - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0686 

 

 -  - 

0689 
 

 

-   - 

0691 

 

+ + 

0696 

 

+ + 

0697 

 

+ + 

0700 

 

 -  - 

0701 

 

 -  - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0702 

 

 - -  

0703 

 

 -  - 

0704 

 

 -  - 

0705 

 

 - -  

0706 

 

 -  - 

0707 

 

-   - 

0708 

 

 -  - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

0709 

 

-   - 

0710 

 

 - -  

0711 

 

 -  - 

0712 

 

 -  - 

0713 

 

 -  - 

0714 

 

 -  - 

0715 

 

 -  - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

O. tsutsugamushi 
(Positive control) 

 

 

 

 +  + 

Healthy human  
(Negative 
control) 

 

 

 

- - 

H2O 

 

 -  - 

CL   TL     Flow direction 
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Sample ID 
รูป NALF และ กราฟ ImageJ 

 

ผล Duplex 
nested PCR 

ผล Multiplex 
detection NALF 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CL   TL     Flow direction 
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Ladder 25 bp 

Hum
an 

H
2 O  

0535 

0526 

0522 

0517 

0445 

0440 

0437 

0436 

0432 

0431 

O.T.  

Ladder 25 bp 

Hum
an 

H
2 O  

0666 

0651 

0650 

0636 

0610 

0609 

0608 

0606 

0604 

0584 

O.T.  

Ladder 25 bp 

Hum
an 

H
2 O  

0416 

0415 

0402 

0327 

0284 

0253 

0195 

0131 

0006 

0005  

O.T.  
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ภาพท่ี 35 แสดงผล Gel electrophoresis ของ Multiplex PCR ของตวัอย่างเลือดจ านวน 55 
ตวัอย่าง โดยมีเชือ้ O. tsutsugamushi (O.T.) เป็น Positive control และ Healthy human เป็น 
Negative control 

Ladder 25 bp 

Hum
an 

H
2 O  

0697 

0696 

0691 

0689 

0686 

0679 

0677 

0673 

0671 

O.T.  

Ladder 25 bp 

H
2 O 

Hum
an 

O.T. 

0708 

0707 

0706  

0705 

0704 

0703 

0702 

0701 

0700  

Ladder 25 bp 

H
2 O 

Hum
an 

O.T.  

0715 

0714 

0713 

0712 

0711 

0710 

0709 
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บทที่  5 

สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

5.1  อภปิรำยผลกำรวิจัย 

จากการทดลองสงัเคราะห์ AuNPs เม่ือน าไปตรวจสอบด้วยเคร่ือง TEM พบวา่มีขนาดเส้น
ผา่นศนูย์กลางอยูใ่นชว่ง 20-25 nm และมีคา่ดดูกลืนแสงสงูสดุท่ีความยาวคล่ืน 521 nm ซึง่
สอดคล้องกบัผลการทดลองของ S. Link และ M.A. El-Sayed [64] และคา่ Zeta potential ท่ีได้มี
คา่ติดลบเน่ืองจากซิเตรทไอออนท่ีท าหน้าท่ีเป็นตวั Stabilzer ด้วยแรง Electrostatic replusion 
ชว่ยป้องกนั AuNPs เกาะกลุม่กนัจากแรง van der Waals [65,66] ท าให้ AuNPs ท่ีสงัเคราะห์ได้มี
ความคงตวัเป็นคอลลอยด์สีแดงใส 

เม่ือน า AuNPs มาตรึงด้วย Detection probe ท่ีมีหมู ่ Thiol (-SH) ซึง่สามารถติดบนผิว 
AuNPs ได้ด้วยพนัธะโควาเลนท์ซึง่จะเข้าไปแทนท่ีซิเตรทไอออน ท าให้มี AuNPs มีความเสถียร
มากขึน้เน่ืองจากผลของ Steric effect และ Electrostatic replusion จาก Detection probe 
[44,65,67] และจากผล Zeta potential ท่ีมีคา่เป็นลบลดลง เป็นผลมาจากโซเดียมไอออนท่ีอยูใ่น
บฟัเฟอร์ ไปบดบงัความเป็นประจลุบของเบสท่ีตรึงอยู่บนผิว AuNPs [68] และคา่ Zeta potential 
ท่ีได้นีมี้การกระจายท่ีแคบลง แสดงวา่การตรึงด้วย Detection probe ชว่ยให้ AuNPs คงตวัมาก
ขึน้อีกด้วย นอกจากนีจ้ากงานวิจยัของ S.H. Brewer ยงัพบวา่ BSA (เป็นสว่นประกอบใน Eluent 
buffer ท่ีใช้กระจาย Conjugate) จะท าให้คา่ Zeta potential เป็นลบลดลงได้เชน่กนัเม่ืออยูใ่นชว่ง 
pH 5-12 เม่ือเปรียบเทียบกบั AuNPs ท่ีล้อมด้วยซิเตรทไอออน [66] นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบผลของ
การเตมิบฟัเฟอร์ท่ีมีเกลือโซเดียม (Salting buffer) ลงในกระบวนการตรึง Detection probe จะ
เห็นได้วา่ Detection probe จะชว่ยป้องกนัการเกาะกลุม่กนัของ AuNPs ได้ ซึง่แตกตา่งจากกลุม่ท่ี
ไมไ่ด้เตมิ Detection probe ท่ีเกิดการเกาะกลุม่กนั (Aggregation) และตกตะกอนเน่ืองจากประจุ
บวกจากเกลือท าให้แรงผลกัของประจลุบจากซิเตรทไอออนท่ีท าหน้าท่ีเป็น Stabilizer มีคา่ลดลง 
[65,69] ซึง่เป็นคณุสมบตัท่ีิจ าเป็นอยา่งยิ่ง เน่ืองจากในกระบวนการ Hybridization จ าเป็นต้อง
อาศยัเกลือ [44] 

Hybridization buffer จดัเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมากอย่างหนึง่ท่ีมีผลตอ่ประสิทธิภาพของ 
NALF เน่ืองจากบฟัเฟอร์มีผลตอ่ความไวและความจ าเพาะของผลการทดสอบท่ีได้จาก NALF ใน
การทดลองจงึได้ใช้ 1xPBS และ SSC buffer ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ มาทดสอบ NALF แตล่ะชดุ
แยกกนัเพ่ือให้สามารถแปลผลได้วา่ผลบวกท่ีเกิดขึน้ไมไ่ด้เกิดจาก Cross-hybridization ระหวา่ง 
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Probe แตล่ะชดุข้ามกนั และใช้ Synthetic target เป็นตวัทดสอบหาชนิดของบฟัเฟอร์ท่ีให้ผลได้
ชดัเจนท่ีสดุ และใช้น า้แทน Synthetic target เพ่ือดวูา่บฟัเฟอร์ท่ีเลือกใช้ไมไ่ด้ก่อให้เกิดผลบวกลวง 
(False positive) อนัเป็นผลเน่ืองจากการใช้บฟัเฟอร์ท่ีมี Stringency ท่ีต ่าจนเกินไป (มี Ionic 
strength สงู) ในทางกลบักนัการใช้บฟัเฟอร์ท่ีมี Stringency สงูเกินไป (มี Ionic strength ต ่า) จะ
ท าให้การแปลผลไมช่ดัเจนหรือเกิดผลลบลวง (False negative) ได้เชน่กนั จากผลการทดลอง
พบวา่ 4xSSC ให้ Signal ได้ดีท่ีสดุและไมก่่อให้เกิด Cross-hybridization สว่น SSC ท่ีมีความ
เข้มข้นสงูๆ ก่อให้เกิด Cross-hybridization และยงัท าให้เกิด Background บน Nitrocellulose 
membrane ท าให้ต้องใช้เวลาในการทดสอบนานขึน้อีกด้วย โดยผลการทดลองท่ีได้นีมี้ความ
สอดคล้องกบัการศกึษาของ D.J. Carter และ R.B. Cary [70] และ X. Mao และคณะ [46] 
นอกจากนี ้ Hybridization buffer ท่ีดียงัควรมีคณุสมบตัชิว่ยให้ Conjugate ละลายออกจาก 
Conjugate pad ได้ดี เพ่ือให้มีอตัราการไหลเร็วเพียงพอท่ีจะเกิด Hybridization กบัชดุ Probe ได้
ทนั และยงัควรชว่ยลด Background ท่ีเกิดขึน้ได้อีกด้วย จากการทดลองพบวา่ SDS เป็น
สว่นประกอบท่ีส าคญัท่ีชว่ยให้สามารถอา่นผลได้ชดัเจน และลด Background ท่ีเกิดขึน้ ซึง่ผลท่ีได้
สอดคล้องกบังานวิจยัของ K. Glynou และคณะ (2003) [70,71] ทัง้นีเ้น่ืองจาก SDS เป็นสารชะ
ล้างท่ีชว่ยลด Non-specific binding ท่ีเกิดจากแรง Ionic และ Hydrophobic interaction ระหวา่ง
สาย DNA ท่ีตรึงบน AuNPs กบั Nitrocellulose membrane นอกจากนี ้ SDS ยงัชว่ยท าให้ 
Membrane เปียกได้ง่ายขึน้ จงึชว่ยเพิ่มอตัราการไหลได้อีกด้วย [72] 

เน่ืองจาก Multiplex detection NALF เป็นระบบท่ีใช้ Probe หลายชดุตรวจจบัร่วมกนั จงึ
มีโอกาสท่ี Probe แตล่ะชดุอาจเกิดการจบัข้ามกนั (Cross-hybridization) หรือจบัข้ามกบั DNA 
เป้าหมายอ่ืนๆ อนัอาจท าให้เกิดผลบวกลวงได้เชน่กนั หลงัจากท่ีได้บฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมแล้ว จงึ
ทดสอบการจบัข้ามกนัของชดุ Probe และ DNA เป้าหมายชนิดตา่งๆ จากผลการทดลองพบวา่ไม่
เกิดการจบัข้ามกนัท่ีมีผลตอ่การแปลผลการทดลอง โดยการเกิด Sandwich hybridization ท่ี Test 
line ยงัเป็นการชว่ยลดโอกาสการเกิดผลบวกลวงอีกด้วย แสดงให้เห็นวา่ชดุ Probe แตล่ะชดุมี
ความจ าเพาะตอ่แตล่ะล าดบัเบสเป้าหมายท่ีต้องการตรวจจบั 

การทดสอบความไวด้วย Synthetic target พบวา่การใช้ Multiplex detection NALF มี
ความไวมากกวา่ Single detection NALF 100-1000 เทา่ โดย Multiplex detection NALF มี
ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจจบัได้ท่ี 0.125 fmol (7.53x107 copies) ซึง่มีคา่ต ่ากวา่งานวิจยัของ G.S. 
Rule และคณะ กบั A.J. Baeumer และคณะท่ีใช้ไลโพโซมบรรจสีุเป็นตวัรายงานผลซึง่ตรวจจบั 
Synthetic target ได้ต ่าสดุ 1 fmol (6.02x108 copies) [58,73] และจากงานวิจยัของ X. Mao และ
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คณะท่ีใช้ตรวจจบั gDNA ของมนษุย์พบว่าสามารถตรวจจบั Synthetic target ได้ต ่าสดุ 65 fmol 
(3.91x1010 copies) [46] เน่ืองจากการตรวจจบัเป้าหมายหลายชนิดร่วมกนัท าให้สามารถขยาย
สญัญาณและชว่ยให้มีความไวในการตรวจสอบมากขึน้ซึ่งเหมาะกบัการน ามาใช้ตรวจคดักรอง
เป้าหมายท่ีมีปริมาณน้อยๆ ได้ดี 

จากข้อมลูท่ีได้เคยมีการรายงานไว้พบวา่ปกตใินตวัอย่างเลือดผู้ ป่วยจะพบเชือ้ในปริมาณ
ท่ีน้อยมาก (ประมาณ 5-10 copies/µl) [10] การน าเชือ้หรือสิ่งสง่ตรวจมาเพิ่มปริมาณ DNA 
เป้าหมายด้วยวิธี PCR ก่อนท่ีจะน ามาทดสอบด้วย Multiplex detection NALF จึงเป็นการเพิ่ม
ความไวในการตรวจสอบได้อีกทางหนึง่ ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้น าเชือ้หรือสิ่งสง่ตรวจมาท า Multiplex 
PCR ท่ีต าแหนง่แอนตเิจนยีน 3 ต าแหนง่ ได้แก่ 47 kDa, 56 kDa และ 60 kDa อนัเป็นแอนตเิจนท่ี
มีความจ าเพาะตอ่เชือ้ O. tsutsugamushi [10,30,35] โดยยีนเหลา่นีจ้ะพบเพียง 1 region ตอ่เชือ้ 
1 ตวัเท่านัน้ นอกจากการตรวจจบัเป้าหมายร่วมกนัจะช่วยให้การตรวจสอบมีความไวเพิ่มขึน้แล้ว 
ยงัชว่ยให้สามารถตรวจหาเชือ้ได้ครอบคลมุหลายสายพนัธุ์มากขึน้อีกด้วย ดงัจะเห็นได้จากการน า 
Multiplex detection NALF มาทดสอบกบัตวัอย่างเชือ้ O. tsutsugamushi  จ านวน 3 สายพนัธุ์ 
ได้แก่ Karp, Kato  และ Gilliam ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีพบได้บอ่ยในประเทศไทย [3,21] พบวา่มี
ความสามารถตรวจคดักรองได้ทัง้ 3 สายพนัธุ์ และจากข้อมลูท่ียีน 56 kDa antigen มีความ
แปรปรวนของล าดบัพนัธุกรรมสงู [1] ท าให้มีโอกาสท่ีจะตรวจเชือ้ไมพ่บได้ ดงัเชน่ในตวัอยา่งสิ่งสง่
ตรวจ #0604 ท่ีไมพ่บ PCR product ของยีน 56 kDa antigen แตก็่ยงัสามารถตรวจคดักรองได้
ด้วย PCR product ของ 47 kDa และ 60 kDa antigen แทน ดงันัน้การใช้หลายยีนร่วมกนัจะชว่ย
ให้มีโอกาสตรวจพบเชือ้และคดักรองผู้ ป่วยได้ดียิ่งขึน้ นอกจากนีก้ารน า PCR product มาทดสอบ
ด้วย Multiplex detection NALF ยงัเป็นการเพิ่มความจ าเพาะในการตรวจคดักรองเชือ้ 
สครับทยัฟัส เน่ืองจากเป็นการตรวจสอบซ า้ด้วย Probe อีกชดุหนึง่ด้วย 

ในการทดลองขัน้ต้นจะใช้เชือ้ O. tsutsugamushi สายพนัธุ์ Gilliam เป็นตวัแทนในการ
ทดลองเพ่ือน ามาทดสอบหาความไวของ Multiplex detection NALF จากผลการทดลองพบวา่
ปริมาณเชือ้ต ่าสดุท่ีตรวจคดักรองได้ คือ 2,310 copies (5 pg) โดยเชือ้ท่ีใช้ในการทดลองครัง้นี ้
เป็นเชือ้ท่ีได้จากการเลีย้งด้วย Vero cells ดงันัน้ปริมาณ DNA ท่ีวดัได้เร่ิมแรกจะเป็นปริมาณท่ีรวม 
DNA จาก Vero cells ด้วย และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ A. Chua และคณะท่ีตรวจหา 
Vibrio cholerae ท่ีน ามาเพิ่มปริมาณด้วย PCR พร้อมกบัติดปลาย PCR product ด้วยไบโอตนิ 
(Biotin) และ Fluorescein hapten โดยมี AuNPs ท่ีตรึงด้วย Anti-fluorescein antibody เป็นตวั
รายงานผล พบวา่ตรวจจบัเชือ้ได้ต ่าสดุ 5 ng [45] และมีคา่ใกล้เคียงกบังานวิจยัของ T. 
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Nimitphak และคณะท่ีตรวจหา Penaeus nucleopolyhedrovirus ซึง่เป็นไวรัสก่อโรคในกุ้งด้วย
การเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายด้วย LAMP พร้อมกบัติดฉลากด้วยไบโอตนิท่ี PCR product 
น ามาตรวจจบัด้วย Probe ตดิฉลากด้วย FITC โดยใช้ AuNPs ท่ีตรึงด้วย anti-FITC เป็นตวั
รายงานผล พบวา่สามารถตรวจจบั DNA ได้ต ่าสดุ 0.1 pg ซึง่มีผลสอดคล้องกบัผล Gel 
electrophoresis [74] และในกลุม่วิจยัของ T. Puthawibool และคณะได้ใช้หลกัการเดียวกนันีท้ า 
RT-LAMP เพ่ือตรวจหา Macrobrachium resenbergii แล้วทดสอบกบั NALF พบวา่ตรวจจบัได้
ต ่าสดุ 2 pg [75] และเม่ือทดลองหาความไวของ Multiplex detection NALF ด้วย Plasmid ท่ีมี
สว่นของแอนตเิจนยีน 56 kDa จากผลการทดลองพบว่าสามารถตรวจหาเชือ้ได้ต ่าสดุท่ีระดบั 1.72 
copies จากงานวิจยัของ J.T. Connelly และคณะท่ีท าการตรวจหา Oocyte ของ 
Cryptosporidium spp. ซึง่เป็นเชือ้ก่อโรคท่ีตรวจพบในน า้ด่ืม โดยเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย
ด้วย Nucleic acid sequence based amplification (NASBA) และทดสอบกบั NALF ท่ีใช้ไลโพ
โซมบรรจสีุตอ่ด้วย Probe ท่ีจ าเพาะกบั hsp70 mRNA ของเชือ้พบวา่สามารถตรวจหา Oocyte ได้
ต ่าสดุ 1 Oocyte [76] และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ D.P. Kalogianni และคณะท่ีตรวจหา
เชือ้ท่ีเกิดหลงัการศลัยกรรมตกแตง่ข้อเขา่จ านวน 6 ชนิดด้วยการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายด้วย 
PCR แล้วน ามาทดสอบกบั NALF ท่ีใช้ AuNPs เป็นตวัรายงานผล พบว่าสามารถตรวจหาปริมาณ
เชือ้ต ่าสดุ 10 copies [52] นอกจากนีจ้ากงานวิจยัของ K. Glynou และคณะท่ีทดลองน า Plasmid 
ท่ีมีล าดบัเบสของ Prostate-specific antigen สอดแทรก พบว่าปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจหาได้เทา่กบั 
500 copies [71] จะเห็นได้ว่า Multiplex detection NALF ท่ีพฒันาได้มีความไวท่ีสงูกวา่ 

นอกจากนีเ้ม่ือน าตวัอย่าง DNA ท่ีสกดัได้จากตบัหนซูึ่งจดัเป็น Host ชนิดหนึง่ของเชือ้ 
สครับทยัฟัส และเชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ทัง้แกรมบวก (2 ชนิด) และแกรมลบ (6 ชนิด) มาทดสอบ
กบั Multiplex detection NALF เพ่ือดคูวามจ าเพาะในการตรวจคดักรองโรค พบวา่ Multiplex 
detection NALF ให้ผลเป็นลบทัง้หมด จงึกล่าวได้ว่า Multiplex detection NALF มีความจ าเพาะ
ตอ่เชือ้ O. tsutsugamushi และไมมี่ความจ าเพาะกบั DNA จากหน ู ดงันัน้จงึอาจน า Multiplex 
detection NALF ไปใช้ในการตรวจคดักรองตวัอยา่งเลือดจาก Host ของโรคชนิดอ่ืนๆ ได้ด้วย แต่
ทัง้นีอ้าจต้องท าการทดลองเพิ่มเตมิกบั Host ชนิดอ่ืนๆ ด้วย และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ 
D.P. Kalogianni และคณะ (2007) ท่ีตรวจหาเชือ้ท่ีเกิดหลงัการศลัยกรรมตกแตง่ข้อจ านวน 6 
ชนิดด้วยการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายด้วย PCR แล้วน ามาทดสอบกบั NALF ท่ีมี AuNPs เป็น
ตวัรายงาน แตจ่ากผลการทดลองพบว่ามีการเกิด Cross-hybridization ระหวา่งเชือ้ขึน้ [52] 
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จากผลการทดสอบกบัตวัอย่างทางคลินิกจ านวน 55 ตวัอย่าง พบว่า Multiplex detection 
NALF มีความไวร้อยละ 92 ,ความจ าเพาะร้อยละ 93 ,คา่พยากรณ์บวก 0.92 ,คา่พยากรณ์ลบ 
0.93, Likelihood ratio positive เท่ากบั 13.80 และ Likelihood ratio negative เท่ากบั 0.09 เม่ือ
เทียบกบัวิธี Duplex nested PCR ซึ่งจดัว่ามีประสิทธิภาพท่ียอมรับได้ในระดบัการตรวจคดักรอง
ทางคลินิก และจากผลของตวัอย่าง #0195 ท่ีพบว่า Duplex nested PCR ให้ผลเป็นบวก (band 
ขึน้บางๆ) ซึ่งสอดคล้องกบัผล Multiplex PCR ท่ีปรากฏ band บางๆ ขึน้เช่นกนั แต ่Multiplex 
detection NALF แปลผลเป็นลบเน่ืองจากการวิเคราะห์ผลจากโปรแกรม ImageJ ได้ค่าเท่ากับ 
1.84 a.u. ไมผ่า่นตามเกณฑ์คา่ตดัสิน (2.78 a.u.) และในตวัอย่าง #0416 ท่ีให้ผล Duplex nested 
PCR เป็นบวก แต ่NALF เป็นลบ และตวัอย่าง #0445 กบั #0671 ให้ผล Duplex nested PCR 
เป็นลบ แต่ NALF ให้ผลเป็นบวก จะเห็นได้ว่าผลจาก NALF มีความสอดคล้องกับผล Gel 
electrophoresis ท่ีได้จากการท า Multiplex PCR ทัง้นีค้วามคลาดเคล่ือนท่ีเกิดขึน้อาจเกิดจากการ
สุ่มดดูตวัอย่าง Template มาท า PCR หรือการออกแบบ Probe และ Primer ท่ีแตกตา่งกนั ดงัจะ
เห็นได้จากการน า  Primer ของแอนติเจนยีน 56 kDa ท่ีใช้ท า Duplex nested PCR มา
เปรียบเทียบตวัอย่างล าดบัเบสของเชือ้ O. tsutsugamushi สายพนัธุ์ตา่งๆ จะพบว่ามีบางล าดบั
เบสท่ีจบัคูไ่ด้อย่างไม่สมบรูณ์ เช่น Karp (FPW2016 (EF213085)), Gilliam (UT125 (EF13096), 
UT144 (EF213091), UT196 (EF213079), UT329 (EF213099), FPW2049 (EF213093)), 
TA678 (U19904), TA686 (U80635) และ TA716 (FPW1038 (EF213087), TA716 (U19905)) 
ดงัแสดงในภาพท่ี 36 ซึ่งการใช้ยีน 47 kDa และ 60 kDa antigen ซึ่งเป็นยีนท่ีมีความเป็นอนรัุกษ์
สงู [4,10,51] มาตรวจสอบร่วมด้วย จะเป็นการเพิ่มโอกาสในการตรวจหาเชือ้ได้อีกทางหนึง่ 

เวลาท่ีใช้ในการทดสอบทัง้หมดรวมประมาณ 3.25 ชัว่โมง โดยอาจแบง่เวลาท่ีใช้ในแตล่ะ
ขัน้ตอนโดยประมาณดงันี ้Multiplex PCR 2.5 ชัว่โมง, เตรียม PCR product ส าหรับการทดสอบ 
20 นาที (Denature (5 นาที) และ Chill น า้แข็ง (15 นาที)) และทดสอบบน Multiplex detection 
NALF 25 นาที ซึง่ใช้เวลาน้อยกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี Duplex nested PCR ท่ีใช้เวลาประมาณ 
7 ชัว่โมง (ไมร่วมขัน้ตอนการสกดั DNA) และเม่ือเทียบกบังานวิจยัของ D.P. Kalogianni และคณะ
ซึง่ใช้เวลาในการทดสอบ 3.37 ชัว่โมง (ขัน้ตอน PCR นานประมาณ 3 ชัว่โมง โดยไมร่วมขัน้ตอน
การสกดั DNA) [52] และ NALF ยงัไมจ่ าเป็นต้องใช้ Ethibium bromide ซึง่เป็นสารก่อมะเร็งและ
เคร่ือง UV translluminator ในการอา่นผล ทัง้ยงัมีขัน้ตอนในการใช้งานท่ีง่ายและไมซ่บัซ้อน 
นอกจากนีก้ารอา่นผลยงัสามารถอา่นเม่ือใดก็ได้หลงัจากครบก าหนดเวลาทดสอบโดยไมมี่ผลตอ่
การแปลผล ซึง่ตา่งจากการย้อม Gel electrophoresis ด้วย Ethidium bromide ท่ีต้องอา่นผล
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ทนัที เน่ืองจาก Band จะจางลงและไมค่มชดัเม่ือเวลาผา่นไป การแปลผลด้วย Gel 
electrophoresis ยงัเป็นวิธีท่ีจ าเพาะน้อยกวา่ เน่ืองจากเป็นการตรวจสอบขนาดของ PCR 
product ท่ีเกิดขึน้เทา่นัน้ ซึง่แตกตา่งจาก Multiplex detection NALF ท่ีจะเป็นการตรวจสอบซ า้
ด้วย Probe อีกชดุหนึง่ซึ่งมีความจ าเพาะมากกวา่ นอกจากนีเ้ม่ือคดิต้นทนุของ Multiplex 
detection NALF มีคา่ใช้จา่ยประมาณ 34-38 บาท/ ตวัอยา่ง (ขึน้กบัย่ีห้อของ PCR reagent ท่ี
เลือกใช้) ซึง่ต ่ากวา่ต้นทนุของ Duplex nested PCR (ประมาณ 53 บาท/ ตวัอยา่ง) และยงัชว่ยลด
ปริมาณสารเคมีหรือบฟัเฟอร์ท่ีใช้อีกด้วย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 36 แสดงการเปรียบเทียบล าดบัเบสของตวัอย่างเชือ้ O. tsutsugamushi สายพนัธุ์ต่างๆ 
กบัล าดบัเบสของ Primer ท่ีจ าเพาะตอ่แอนติเจนยีน 56 kDa ท่ีใช้ในการท า Duplex nested PCR 
ด้วยโปรแกรม MultAlin (a) Primer RTS8 และ (b) Primer F (invert; กลบัล าดบัเบสเพ่ือให้
เปรียบเทียบล าดบัเบสได้) 

(a) 

(b) 
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5.2  สรุปผลกำรวิจัย 

ในงานวิจยัครัง้นีไ้ด้พฒันาแถบตรวจคดักรองโรคสครับทยัฟัสในรูปแบบแลทเทอรัลโฟลว์ท่ี
ใช้อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นตวัรายงานผล ใช้ส าหรับตรวจจบั PCR product ของยีน
เป้าหมายของเชือ้จ านวน 3 ต าแหน่งท่ีถูกเพิ่มปริมาณด้วยวิธี Multiplex PCR ร่วมกันเพ่ือเพิ่ม
ความไวในการตรวจจับเชือ้ Orientia tsutsugamushi ผลพบว่าสามารถตรวจจับเป้าหมาย
สงัเคราะห์ได้ปริมาณต ่าสดุ 0.125 fmol และเม่ือน าพลาสมิดท่ีสอดแทรกด้วยยีน 56 kDa antigen 
มาเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมายด้วยวิธี Multiplex PCR พบว่าตรวจจบัเป้าหมายได้ต ่าสุด 1.72 
copies และเม่ือน ามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัวิธี Duplex nested PCR พบว่ามีความไวและ
ความจ าเพาะใกล้เคียงกนั (ร้อยละ 92 และ 93 ตามล าดบั) สามารถใช้ในการตรวจคดักรองเชือ้
จากตัวอย่างเลือดผู้ ป่วยและตัวอย่างเชือ้สายพันธุ์ต่างๆ ได้โดยไม่พบการเกิด  Cross-
hybridization กบัเชือ้แบคทีเรียอ่ืนๆ หรือหนูซึ่งเป็นหนึ่งใน Host ของเชือ้ นอกจากนีจ้ากผลการ
ทดลองยงัพบว่า Stringency ของ Hybridization buffer ท่ีเลือกใช้และ Sodium dodecyl sulfate 
มีผลตอ่ความไวและความจ าเพาะของชดุตรวจ ซึง่องค์ความรู้ดงักล่าวสามารถน าไปประยกุต์ใช้ใน
การพฒันาชดุตรวจคดักรองอ่ืนๆ เชน่ ชดุตรวจคดักรองกลุม่โรคไข้ไมท่ราบสาเหตตุอ่ไป  
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5.3  ข้อเสนอแนะ 

- ควรเพิ่มจ านวนตัวอย่างเลือดของคนท่ีไม่ได้เป็นโรคสครับทัยฟัสท่ีน ามาทดสอบกับ 
Multiplex detection NALF เพ่ือให้ทราบค่า Sensitivity และ Specificity ถกูต้องตาม
หลกัการทางสถิติท่ีควรน าร้อยละความชุกของโรคมาค านวนหาจ านวนตวัอย่างทัง้หมด 
และน ามาเป็นข้อมลูอ้างอิงส าหรับการน าไปใช้ตรวจคดักรองโรคสครัปทยัฟัสตอ่ไป 

- ท า Isothermal multiplex PCR เช่น เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP) หรือ Helicase-dependent amplification (HDA) แทน Multiplex PCR เพ่ือให้
สามารถใช้งานได้ง่าย แตค่า่ใช้จ่ายของการทดสอบตอ่ครัง้อาจเพิ่มขึน้ จึงควรพฒันาแถบ
ตรวจโรคท่ีสามารถตรวจคดักรองหลายๆ ได้โรคในคราวเดียว เช่น แถบตรวจคดักรองกลุ่ม
โรคไข้ไมท่ราบสาเหต ุหรือการตรวจคดัแยกหาสายพนัธุ์ของโรคตา่งๆ 

- ควรท า Internal control ส าหรับการตรวจสอบความสมบูรณ์ของปฏิกิริยา PCR เช่น 
Housekeeping gene 

- ควรใช้เคร่ืองพ่นท าเส้นตรวจสอบบน NALF เพ่ือให้ Probe มีการกระจายสม ่าเสมอ เส้น
ตรวจสอบมีความคมชดั ซึง่จะชว่ยให้สามารถวิเคราะห์ผลและอ่านผลด้วยตาเปล่าชดัเจน
ยิ่งขึน้ 

- ควรน าตัวอย่าง gDNA จากหนู สัตว์ฟันแทะ หรือสัตว์อ่ืนๆ ท่ีเป็น Host ของ
โรคสครัปทยัพสั ทัง้ท่ีเป็นโรคและไม่เป็นโรคมาทดสอบร่วมด้วย เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงใน
การน า Multiplex detection NALF มาใช้ตรวจคดักรองโรคได้กว้างขวางยิ่งขึน้ 

- สามารถน าหลกัการนีม้าประยกุต์ใช้ในการพฒันาชดุตรวจโรคไข้ไม่ทราบสาเหตไุด้ โดยจะ
เห็นได้วา่การใช้ Probe หลายชดุร่วมกนัในแถบชดุตรวจ ไมก่่อให้เกิดการแปลผลผิดพลาด
เม่ือออกแบบ Probe และทดสอบในสภาวะท่ีเหมาะสม 
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กำรน ำ Plasmid ที่มีส่วนยีน 56 kDa antigen สอดแทรกเข้ำสู่ Competent cells 

1. น า DH5α (Competent cells) มา 100 µl เติม Plasmid ท่ีต้องการเพิ่มปริมาณลงไป  2 
µl (0.1 ng) ผสมให้เข้ากนัด้วย Pipette อย่างเบามือ วางทิง้ไว้ในน า้แข็ง 30 นาที เพ่ือให้ 
Plasmid เกาะตดิบนผิวเซลล์ 

2. น ามาให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 42 ๐C นาน 50 วินาที เพ่ือให้เกิดการ Flip-Flop ของ 
Phospholipid ให้ Plasmid เข้าสู่เซลล์ หลงัจากนัน้น าไปแช่ในน า้แข็งอีกรอบเพ่ือหยุด
ปฏิกิริยา 

3. เตมิ Luria-Bertani (LB) broth 1 mL แล้วย้ายลง Plate 
4. วางบน Orbital shaker ความเร็ว 150 rpm นาน 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 37 ๐C 
5. น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 4,000 rpm นาน 3 นาที 
6. ดดูของเหลวด้านบนออกให้เหลือปริมาตรประมาณ 200 µl 
7. น ามากระจายบน LB broth plate ท่ีมี Ampicillin (100 µg/ mL) บม่เลีย้งในตู้  Incubator 

ท่ีอณุหภมูิ 37 ๐C นาน 14-16 ชัว่โมง 
8. น า Loop เข่ีย Colony มา Streak บน LB broth plate บม่เลีย้งในตู้  Incubator ท่ีอณุหภูมิ 

37 ๐C นาน 14-16 ชัว่โมง 
9. น า Loop เข่ีย Colony ลงใน LB broth 6 mL บม่เลีย้งในตู้  Incubator ท่ีอณุหภูมิ 37 ๐C 

นาน 14-16 ชัว่โมง 
10. สกดั Plasmid ท่ีได้ด้วย GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) 
11. น า Plasmid ท่ีสกดัได้มาตรวจสอบด้วย Duplex nested PCR เพ่ือดยีูน 56 kDa antigen 
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กำรเพำะเลีย้ง Vero cells 

เพาะเลีย้งเซลล์ Vero cells (เป็นเซลล์ Epithelium จากเนือ้เย่ือไตของ African green 
monkey) ในอาหารเลีย้ง Medium 199 powder with Earle’s salt, 2mM L-glutamine, without 
Na bicarbonate (GIBC ™) ท่ีเติม 5% Fetal bovine serum (FBS) และ 5% tryptose 
phosphate broth (TPB) ในช่วง pH 7.2-7.4 (ปรับ pH ด้วย HCl หรือ NaHCO3) เพาะเลีย้งในตู้  
Incubator ท่ี อณุหภมูิ 35๐C และ CO2 5% 

กำรเพำะเลีย้งเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วย Vero cells 

1. ดดูอาหารเลีย้งเซลล์จาก Flask ท่ีเลีย้ง Vero cells ทิง้ 
2. เติม BHI (Brain heart infusion) broth 400 µl ลงใน Flask ในข้อ 1 (BHI ช่วยให้เชือ้

เกาะตดิและเข้าเซลล์) 

3. ท าความสะอาดท่ีปากหลอดเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วยแอลกอฮอล ดดูขึน้ลงเพ่ือ

กระจายเชือ้ ดดูแบง่เชือ้มา 50 µl  ใสล่งใน Flask 

4. Rocking : น า Flask ตัง้บน Orbital shaker (โดยวางท่ีริมถาดด้านใดด้านหนึ่ง) ตัง้ 

speed เบอร์ 7 นาน 1 ชม. (เปล่ียนทิศท่ีวาง Flask 4 ทิศ นานทิศละ 15 นาที) 

5. เตมิ M199 media 4.5 mL (ปริมาตรสดุท้าย 5 mL/ Flask)  

6. บม่เลีย้งท่ีในตู้  Incubator บนัทกึผลประจ าวนั โดยไมต้่องเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ 
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ผลกำรเพำะเลีย้งเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วย Vero cells 

 ท าการเพาะเลีย้งเชือ้ O. tsutsugamushi ใน Vero cells เน่ืองจากเป็นเชือ้ท่ีอาศยัอยู่
เซลล์ เชือ้ท่ีได้จะน ามาใช้เป็นตวัอย่าง DNA ส าหรับการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชดุตรวจ
คดักรองโรค และ Positive control โดยมีรายละเอียดดงัตารางท่ี 38 

ตารางท่ี 38 แสดงการเปล่ียนแปลงของ Vero cells หลงัจากเติมเชือ้ O. tsutsugamushi ท่ีเวลา
ตา่งๆ (นบัวนัท่ีเตมิเชือ้ (Inoculation) เป็น day 0) 

ขัน้ตอน/ ระยะเวลา Flask 1 Flask 2 
Day 0  
: ก่อนใสเ่ชือ้  
 

  
Day 0 (Inoculation) 
: หลงัใสเ่ชือ้ทนัที  

  
Day 0  
: หลงัใสเ่ชือ้ 1 ชัว่โมง 
 
 

  
Day 1  
 
 
 

  
Day 2  วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล 
Day 3 วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล 
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ขัน้ตอน/ ระยะเวลา Flask 1 Flask 2 
Day 4 
 

  
Day 5 
 

  
Day 6 
 
 
 

  
Day 7 
 

  
Day 8 
 

  
Day 9 วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล 
Day 10 วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล 
Day 11 
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ขัน้ตอน/ ระยะเวลา Flask 1 Flask 2 
Day 12 
 
 

  
Day 13 วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล วนัหยดุ ไมไ่ด้บนัทกึผล 
Day 14 
 

  
Day 15 : Harvest day 
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กำรย้อมเชือ้ O. tsutsugamushi ด้วยเทคนิค Cytospin  

1. เตรียมชดุ Cytospin : ท าความสะอาดกระจกสไลด์ด้วยแอลกอฮอล วางลงในท่ีล๊อคโลหะ 
ใสก่ระดาษ Filter และแทน่กรวยพลาสตกิส าหรับเตมิเชือ้ ปิดล๊อคให้เรียบร้อย 

2. เตมิ PBS 50 µl ลงใน Eppendorf 
3. สุ่มดดูตวัอย่างเชือ้จาก Flask ท่ีเลีย้งเชือ้ไว้ 50 µl ใส่ลง Eppendorf ในข้อ 2 ผสมให้เข้า

กนั 
4. น าตวัอยา่งเชือ้ท่ีเตรียมจากข้อ 3 ใสล่งในชดุ Cytospin ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 1 
5. ป่ันเหว่ียงด้วยเคร่ือง Cytospin ท่ีความเร็ว 1,000 rpm นาน 5 นาที  
6. เม่ือครบตามเวลา น าสไลด์ออกจากเคร่ือง Cytospin และเอา Filter ออก ทิง้สไลด์ไว้ให้

แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 
7. น าสไลด์ท่ีแห้งแล้วแชล่งใน Methanol นาน 5 นาที ทิง้ไว้ให้แห้ง 
8. หยดสีย้อม Giemsa (Giemsa : PBS = 1:5) ลงบนสไลด์ให้ท่วมต าแหน่งท่ีต้องการย้อม 

โดยใช้ 5 mL ตอ่ 1 สไลด ์ 
9. บม่ทิง้ไว้นาน 30 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง 
10. จุม่ล้างสไลด์ด้วย Distillated water ทิง้ไว้ให้แห้ง 
11. เม่ือสไลด์แห้ง หยดน า้มนั 1 หยด แล้วน าไปสอ่งกล้อง 

 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 37 แสดงผลการท า Cytospin ในวนัท่ี 14 ของการ Inoculation จะสงัเกตเห็นเชือ้ O. 
tsutsugamushi อยูภ่ายในไซโตพลาสซมึของ Vero cells (เจือจาง Sample : PBS = 1:1) 
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กำรเก็บเก่ียวเชือ้ O. tsutsugamushi 

1. เม่ือ Vero cells หลดุจาก Flask เกือบหมด ให้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์จาก Flask ท่ีเพาะเลีย้ง
เชือ้ใสล่งในหลอดก้นกลม  

2. เติม K36 buffer (16.5 mM KH2P04, 33.3 mM K2HP04, 100 mM KCl and 15.5 mM 
NaCl, pH 7.2-7.3) 1 mL ลงใน Flask เพ่ือชว่ยป้องกนัไมใ่ห้เซลล์แตก 

3. น าเม็ดแก้ว (Glass bead) ใสล่งใน Flask และกลิง้ไปมาเพ่ือให้เซลล์หลดุ 
4. ดดูเชือ้จากข้อ 3 ปริมาณ 1 mL เตมิลงในหลอดก้นกลมในข้อ 1 
5. น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 rpm 30 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 ๐C 
6. ดขูองเหลวสว่นบนทิง้จนเหลือแต ่Pellet ท่ีก้นหลอด 
7. เติม SRM buffer (4.9 mM L-glutamine, 3.6 mM KH2P04, 7.1 mM K2HP04, 218 

mM sucrose, 1% Renografin 76 and 5 mM MgCl2) 1 mL ผสมให้เข้ากนั 
8. ดดูแบง่มา 100 µl ผสมกบั PBS 100 µl แล้วน าไปสกดั DNA  
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยำนิพนธ์ 
 
 นางสาว นารีธร อดุมทองสขุ เกิดเม่ือวนัท่ี 15 ธันวาคม พ.ศ. 2525 ท่ีจงัหวดั
กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศกึษาในหลกัสตูรเภสชัศาสตรบณัฑิต (สาขาเภสชัอตุสาหกรรม) จาก
คณะเภสชัศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2547 และศกึษาตอ่ในระดบัปริญญา
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