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โรคเทาชาง (Lymphatic filariasis) เกิดจากหนอนพยาธิ 2 ชนิดหลัก คือ Wuchereria 

bancrofti และ Brugia malayi     ทางองคการอนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่

ควรกําจัดใหหมดไปภายในป พ.ศ. 2563 โดยมีแนวทางหลักในการควบคุมและปองกันโรคเทาชางคือการ

จัดใหมีโปรแกรมการรักษาแบบหมูแกประชากรในพ้ืนที่ที่มีความชุกของโรคสูง และการควบคุมพยาธิ

ภาวะ ทั้งน้ี โครงการกําจัดโรคเทาชางขององคการอนามัยโลกไดกําหนดเปาหมายในการควบคุมโรคใหมี

อัตราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูรอยละ 1 จากการตรวจแอนติเจนที่จําเพาะ หรือรอยละ 0.2 เมื่อ

ตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการประเมินผลการสําเร็จของ

โครงการจําเปนตองมีวิธีการวินิจฉัยที่มีความไวสูง เพ่ือสามารถประเมินสถานการณที่แทจริงของโรคได  

ชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่มีขายในปจจุบัน สามารถวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเทาชางที่ เกิดจาก W. 

bancrofti ยังไมมีชุดตรวจที่มีความไวสูงสําหรับการตรวจวินิจฉัยโรคที่เกิดจาก B. malayi  การศึกษาน้ี

จึงไดพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยตรวจหาแอนติเจน และ/หรือแอนติบอดีตอแบคทีเรีย 

Wolbachia ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ตรวจพบไดในพยาธิฟลาเรียเทาน้ันและตรวจพบทั้งในพยาธิ W. 

bancrofti และ B. malayi เพ่ือนํามาพัฒนาชุดตรวจที่สามารถวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งสองชนิด และไม

พบปฏิกิริยาขามกับปรสิตชนิดอ่ืนๆ  ทั้งน้ีจากการทบทวนวรรณกรรม ผูวิจัยไดคัดเลือกแอนติเจน 2 ชนิด 

ซึ่งเปนแอนติเจนที่มีปริมาณมากที่สุดของแบคทีเรีย และมีความเปนแอนติเจนสูง ไดแก Wolbachia 

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

แรกน้ี ไดทําการสกัดโปรตีนจากแบคทีเรียโวลบาเชียที่แยกจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข และผลิต 

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

polyclonal anti-rWSP antibodies และ polyclonal anti-rPAL antibodies พรอมทั้ งทําการแยก

แอนติบอดีบริสุทธ์ิ เพ่ือทําการสังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโน (AuNPs) และนํามาติดกับแอนติบอดี

เพ่ือพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง ชนิด lateral flow strip ตอไป  

นอกจากน้ี ยังไดทําการสํารวจโรคเทาชางในแรงงานชาวพมา ในจังหวัดสมุทรสาคร และชาว

กะเหรี่ยงกับชาวมอญในจังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง โดยการเจาะเลือดในเวลา

กลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 142 ราย อยางไรก็ตาม จากการตรวจวินิจฉัยโดย

ชุดตรวจวินิจฉัย Og4C3 ELISA และตรวจหาไมโครฟลาเรียกระแสเลือด ไมพบการติดเช้ือโรคเทาชางใน

อาสาสมัครทั้ง 142 ราย ผูวิจัยจึงไดรวบรวมตัวอยางซีรัมของผูปวยโรคเทาชางจากโครงการกอนหนา ซึ่ง

สามารถรวบรวมไดทั้งสิ้น 195 ตัวอยาง ขณะน้ีผูวิจัยอยูในระหวางการรวบรวมตัวอยางผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน 

เพ่ือนําตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชาง คนปกติในพ้ืนที่ชุกชุมของโรค และผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน มาทดสอบ

ความไวและความจําเพาะของชุดตรวจ lateral flow strip ตอไป 

บทคัดยอ 
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Lymphatic filariasis, caused by Wuchereria bancrofti and Brugia malayi, is targeted to 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

for diagnosis of lymphatic filariasis.   

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

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

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

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

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

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

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

Abstract 
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 ความสําคัญและที่มาของปญหา 

โรคเทาชางเปนโรคที่องคการอนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัด

ใหหมดไปเปนโรคแรกภายในป พ.ศ. 2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมี

โครงการการกําจัดโรคเทาชางในป  พ.ศ. 2545-2549    อยางไรก็ตาม ยังคงตรวจพบโรคเทาชางอยูใน

จังหวัดตางๆ ที่เปนแหลงชุกชุมของโรคดวยอัตราไมสูง    ปญหาที่สําคัญและควรสรางความตระหนักแก

คนไทยคือ  แรงงานตางดาวชาวพมาที่เขามาทํางานในประเทศไทยเปนจํานวนมาก ซึ่งคณะผูวิจัยพบวา

แรงงานพมามีอัตราการติดเช้ือโรคเทาชางสูงถึง 3.3-19.5% แมวายุงรําคาญของไทยจะไมเคยมีรายงาน

วานําโรคไดตามธรรมชาติ  แตพบวามีความสามารถในการเปนพาหะนําโรคเทาชางสายพันธุพมาใน

หองปฏิบัติการไดสูงถึง 94% จากผลการศึกษาดังกลาว ทําใหคนไทยตองมีมาตรการเฝาระวังในการเฝา

ระวังโรคอยางใกลชิด เพ่ือวางแผนควบคุมปองกันโรคเทาชางอยางประสิทธิภาพ  อยางไรก็ตาม การ

ตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางในปจจุบันอาศัยการตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด ซึ่งมักตรวจพบไดใน

เวลากลางคืน  สําหรับชุดตรวจวินิจฉัยที่มีจําหนายอยูในปจจุบันที่วินิจฉัยไดเฉพาะการติดเช้ือพยาธิโรค

เทาชางชนิด Wuchereria bancrofti  และใชหลักการของ sandwich ELISA  มีราคาแพง ขั้นตอน

ยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ  ในขณะที่ชุดตรวจวินิจฉัยโดย

วิธี immunochromatographic test (ICT) แมวาจะทดสอบไดงาย ใชเวลานอย แตสามารถวินิจฉัยได

เฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และไมมีจําหนายในประเทศ แมจะมีการนําเขาจากตางประเทศโดย

กระทรวงสาธารณสุขเพ่ือการสํารวจโรคในแหลงชุกชุมของโรคเทาน้ัน โดยประมาณความสูญเสียจากโรค

เทาชางไมตํ่ากวาแสนลานบาทตอป ในขณะที่ความสูญเสียในการนําเขาชุดทดสอบไมตํ่ากวา 1,000 ลาน

บาทตอปเพ่ือใหครอบคลุมประชากรกลุมเสี่ยงทั้งหมด 

   โครงการน้ีจึงมุงมั่นที่จะใชนวตกรรมทางวิทยาศาสตเทคโนโลยีในการวินิจฉัยโรคเทาชางซึ่ง

จัดเปนโรคติดเช้ืออุบัติซ้ํา เพ่ือปองกันการเกิดภาวะเทาชางในคนไทย  ทั้งน้ีถาโรคไมไดรับการวินิจฉัยและ

การรักษาในระยะแรก จะทําใหผูปวยเขาสูภาวะระยะเรื้อรังซึ่งยังไมมีวิธีการรักษาใหหายขาดในปจจุบัน  

โดยใชนาโนเทคโนโลยีในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยการนําอนุภาคทองคํามาทําปฏิกิริยา

เคมีใหมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร อนุภาคทองคําจะเปลี่ยนรูปเปนสารละลายสีแดงใส จากน้ันนํามาผสม

กับแอนติบอดีที่จับตัวแนนกับแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียซึ่งเปนแบคทีเรียที่อยูในพยาธิโรค

เทาชางอยางจําเพาะ พบไดในทุกระยะของพยาธิโรคเทาชางและมีปริมาณมาก  ดังน้ันจึงมีความไวและ

ความจําเพาะสูงเมื่อใชเปนตัววินิจฉัยโรคเทาชาง  หากตัวอยางเลือดหรือซีรัมมีแอนติเจนของแบคทีเรีย

โวลบาเชีย  สีแดงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะสามารถเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขมหรือดําและ

ตกตะกอนในที่สุด สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา สามารถใชตรวจไดงาย แมนยํา ในเวลาไมถึง 5 นาที 

บทนํา 
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และวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งการติดพยาธิโรคเทาชาง W. bancrofti และ Brugia malayi  โดยไม

เกิดปฏิกิริยาขามกับโรคติดเช้ืออ่ืน   ซึ่งชุดตรวจวินิจฉัยที่พัฒนาขึ้นน้ีจะสามารถผลิตไดเองในประเทศดวย

ตนทุนตํ่ากวาชุดทดสอบตางประเทศกวา 100 เทา และสามารถนําไปใชในภาคสนามไดงาย ทําให

สามารถเฝาระวังโรคไดอยางใกลชิดและประเมินสถานการณของโรคไดอยางแทจริง  และเปนการเฝา

ระวังโรคเทาชางไมใหอุบัติซ้ําในคนไทย ซึ่งจะเปนประโยชนอยางย่ิงสําหรับการวางมาตรการการกําจัด

โรคเทาชางใหหมดไปไดอยางเปนรูปธรรมและย่ังยืน อีกทั้งสามารถนําไปจดสิทธิบัตรและใชประโยชนใน

เชิงพาณิชยในการจําหนายชุดตรวจวินิจฉัยตนทุนตํ่าสําหรับประชากรกลุมเสี่ยงกวาพันลานคนในกวา 80 

ประเทศทั่วโลกซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง  
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 วัตถุประสงค 

1) ศึกษาโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียที่สามารถใชเปน candidate antigen ในการตรวจ

วินิจฉัยโรคเทาชางไดดวยความไวความจําเพาะสูง และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับโรคพยาธิ

อ่ืนๆ 

2) เพ่ือพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนในเชิงพาณิชยได

อยางแทจริง  และสามารถประยุกตใชในการผลิตชุดตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ืออ่ืนๆ 

3) เพ่ือสงเสริมการวิจัยประยุกตเกี่ยวกับโรคเทาชางโดยมุงเนนงานวิจัยระดับโมเลกุล ที่

สามารถนําไปใชในเชิงพาณิชย และกอใหเกดิประโยชนในระดับชุมชนและสาธารณสุขของ

ประเทศได 

4) สรางนักวิจัยรุนใหมระดับปรญิญาโท-เอกทีม่ีความรู ความชํานาญในงานวิจัยระดับลึก ซึ่ง

จะเปนทรัพยากรบุคคลทีม่ีคณุคาแกสังคม และประเทศชาติ และมีความพรอมที่จะผลิต

ผลิตภัณฑ เทคโนโลยีการแพทยอ่ืนๆ ตอไปในอนาคตอันเปนการสนับสนุนการดําเนินการ

ตามนโยบายแหงชาติ ในการพัฒนาคนและสังคมที่มีคณุภาพ 

5) เพ่ือผลิตผลงานวิชาการ ตลอดจนเปนแหลงความรูและเปนที่อางอิงงานดานโรคเทาชางทั้ง

ระดับชาติและนานาชาติ 
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 ขอบเขตการวิจัย 

 การศึกษาน้ีจะทําการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยใชนาโนเทคโนโลยี โดยทําการ

คัดเลือกแอนติเจนของแบคทีเรียโวลลาเชีย แลวนํามาผลิตเปน recombinant antigen จากน้ันนํามาไป

ผลิต polyclonal antibody ในกระตาย แลวจึงนําแอนติบอดีที่ไดมาทดสอบความไวและความจําเพาะใน

การวินิจฉัย กับตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชางและคนปกติที่อยูในพ้ืนที่ชุกชุมของโรค ตลอดจนผูติดเช้ือ

ปรสิตอ่ืนที่พบมากในประเทศไทย     แอนติบอดีใดที่ใหผลการวินิจฉัยที่ดี ใหความไวและความจําเพาะสูง 

และไมเกิดปฏิกิริยาขามกับผูติดเช้ือปรสิตอ่ืน จะนํามาพัฒนาเปนชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยใชนาโน

เทคโนโลยี 

 

 

 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

การใชนาโนเทคโนโลยีในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง โดยการนําอนุภาคทองคํามาทํา

ปฏิกิริยาเคมีใหมีขนาดเล็กระดับนาโนเมตร  อนุภาคทองคําจะเปลี่ยนรูปเปนสารละลายสีแดงใส จากน้ัน

นํามาผสมกับแอนติบอดีที่จับตัวแนนกับแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย หากตัวอยางเลือดหรือซีรัมมี

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย สีแดงของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรจะเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินเขม

หรือดําและตกตะกอนในที่สุด สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ทําไดงาย แมนยํา ใชเวลาไมถึง 5 นาท ี

และวินิจฉัยโรคเทาชางไดทั้งการติดเช้ือ W. bancrofti และ B. malayi ซึ่งดีกวาชุดตรวจวินิจฉัยที่มี

จําหนายอยูในปจจุบันที่วินิจฉัยไดเพียงการติดเช้ือ W. bancrofti  และใชหลักการของ sandwich ELISA  

ซึ่งมีราคาแพง ขั้นตอนยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทางหองปฏิบัติการ  

ในขณะที่ชุดตรวจวินิจฉัยโดยวิธี immunochromatographic test (ICT) แมวาจะทดสอบไดงาย ใชเวลา

นอย แตสามารถวินิจฉัยไดเฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และไมมีจําหนายในประเทศ มีการนําเขา

จากตางประเทศโดยกระทรวงสาธารณสุขเพ่ือการสํารวจโรคใน endemic area เทาน้ัน  
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 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวของ 

โรคเทาชางเปนปญหาระดับชาติและนานาชาติ 

โรคเทาชางยังคงเปนปญหาสาธารณสุขทั่วโลก ประชากรทั่วโลกกวา 1.2 พันลานคนเสี่ยงตอการ

เกิดโรค และกวา 120 ลานคนที่ติดเช้ือและมีภาวะทุพพลภาพ(1) ถาคาดการณจากอัตราการตรวจพบเช้ือ

สูงในแรงงานพมาลานๆ คนที่ทํางานในเมืองใหญของประเทศไทย อีกทั้งจํานวนยุงรําคาญที่พบไดทั่วไป ก็

อาจจะประมาณไดวาคนไทยหลายลานที่มีโอกาสเสี่ยงตอการติดเช้ือโรคเทาชาง  โรคเทาชางเกิดจากพยาธิ

หลัก 2 ชนิด คือ Wuchereria bancrofti และ Brugia malayi  เปนปญหาระดับชาติและนานาชาติ ผู

ติดพยาธิโรคเทาชางสวนมากจะไมปรากฏอาการ  แตจะมีพยาธิโรคเทาชางตัวแกอยูในระบบทางเดิน

นํ้าเหลือง และปลอยตัวออนไมโครฟลาเรีย (microfilaria) ออกมาสูกระแสเลือด    ทําใหสามารถแพรเช้ือ

สูผูอ่ืนไดโดยมียุงเปนพาหะ   จากการไมปรากฏอาการของโรค ผูปวยจึงไมไดรับการวินิจฉัย และการ

รักษาต้ังแตระยะแรก  จนกระทั่งเกิดพยาธิสภาพจะกอใหเกิดความพิการและทุพพลภาพอยางถาวรไม

สามารถกลับสูสภาวะปกติได  จึงไมสามารถดําเนินกิจวัตรประจําวันไดเปนปกติ กอใหเกิดการวางงาน 

และการสูญเสียรายไดทั้งในระดับบุคคล ครอบครัว และชุมชน เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจและสังคม  

และสงผลกระทบตอการพัฒนาความเจริญและเศรษฐกิจของประเทศชาติและประชาคมโลก  องคการ

อนามัยโลกไดกําหนดใหโรคเทาชางเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัดใหหมดไปเปนโรคแรกภายในป พ.ศ. 

2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมีโครงการการกําจัดโรคเทาชางในป  พ.ศ. 

2545-2549  แมวาการตรวจพบโรคเทาชางในประเทศไทยจะอยูในอัตราที่ตํ่า 1.62 คนตอประชากรแสน

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

รายงานลาสุดจากกระทรวงสาธารณสุขพบผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง W. bancrofti rural strain 16 คน

ในจังหวัดตาก และพบผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ถึง 98 คนในจังหวัดนราธิวาส นอกจากน้ี ใน

ปพ.ศ. 2554 ยังมีการตรวจพบผูติดเช้ือเพ่ิมจํานวน 2 คนในเขตพ้ืนที่จังหวัดสุราษฎธานี และกระบ่ี  

ปญหาแรงงานตางดาว โดยเฉพาะแรงงานพมาที่มีอัตราการตรวจพบพยาธิโรคเทาชาง W. 

bancrofti (urban strain) ซึ่งมียุงรําคาญเปนยุงพาหะ  แมวายุงรําคาญของไทยจะไมเคยมีรายงานวานํา

โรคไดตามธรรมชาติ  แตพบวามีความสามารถในการเปนพาหะนําโรคเทาชางสายพันธุพมาใน

หองปฏิบัติการ จากผลการศึกษาดังกลาว ทําใหคนไทยตองมีมาตรการเฝาระวังในการควบคุมปองกันโรค

เทาชางอยางประสิทธิภาพ เน่ืองจากตามธรรมชาติพยาธิจะมีการปรับตัวใหอาศัยอยูไดในยุงพาหะเพ่ือคง

วงชีพและแพรสูคนตอไป  โดยเฉพาะตามเมืองใหญ เชน กรุงเทพฯ มักมีแหลงนํ้าเสีย ที่เปนแหลง

เพาะพันธุยุงรําคาญ ทําใหคนไทยมีความเสี่ยงที่จะติดโรคเทาชางจากพยาธิสายพันธุพมาได  (re-

emerging disease)  หากไมมีมาตรการการเฝาระวัง และปองกันโรคที่ดี 
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ปญหาการวินจิฉัยและติดตามผลการรักษาโรคเทาชาง 

การตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางน้ัน จําเปนตองอาศัยขอมูลหลายสวนประกอบกัน ทั้งจากประวัติ 

การตรวจรางกาย และผลการตรวจทางหองปฏิบัติการซึ่งมีอยูหลายวิธี  การวินิจฉัยที่นาเช่ือถือที่สุด 

(definitive diagnosis) ของโรคเทาชาง คือการตรวจพบตัวพยาธิโรคเทาชางระยะไมโครฟลาเรียใน

กระแสเลือดของผูปวย ซึ่งตองอาศัยผูเช่ียวชาญแยกชนิดของเช้ือพยาธิในการวินิจฉัย และยังเปนวิธีที่มี

ความไวตํ่ามาก เน่ืองจากเวลาที่ไมโครฟลาเรียปรากฎเปนระยะในกระแสเลือด (periodicity) แตกตางกัน

ไปตามชนิดและสายพันธุของพยาธิโรคเทาชาง โดยทั่วไปชวงเวลาที่มีไมโครฟลาเรียปรากฏตัวในกระแส

เลือดมากมักเปนเวลากลางคืนเปนบางชวงเวลาเทาน้ัน จึงเปนอุปสรรคที่สําคัญของทั้งเจาหนาที่และ

ผูปวยที่มารับการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีเจาะเลือดเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียจึงไดมีการพัฒนาการ

วินิจฉัยโรคใหมีความไวและความจําเพาะสูง และสามารถตรวจไดงายและสะดวกขึ้น เชน การตรวจหา

แอนติเจน การตรวจหาแอนติบอดี และการตรวจหาสารพันธุกรรมของพยาธิ 

การพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง ไดมีการนํา monoclonal 

antibody ที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชางมาใช  ปจจุบันมี monoclonal antibody 2 ชนิด ที่ใชกัน

แพรหลายและผลิตเปนชุดตรวจวินิจฉัยซึ่งที่มีความไวและความจําเพาะตอการวินิจฉัยผูปวยโรคเทาชาง

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

การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด AD12.1 ใชวิธี

ที่อาศัยหลักการโครมาโตกราฟดานภูมิคุมกันวิทยา (immunochromatographic test; ICT) การ

ทดสอบทําไดโดยการหยดเลือดที่เจาะจากปลายน้ิวประมาณ 100 ไมโครลิตรในบริเวณที่กําหนดบนแผน

ทดสอบดวยวิธีน้ี และอานผลจากแถบการเกิดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจภาคสนาม

เพราะทําไดงาย สะดวกรวดเร็ว รูผลการตรวจไดภายในเวลาประมาณ 10-15 นาที และไมตองอาศัย

ความชํานาญหรือเครื่องมือเปนพิเศษ อีกทั้งมีความไวและความจําเพาะสูงถึงรอยละ 95.7-97 และรอย

ละ 99-100 ตามลําดับ 

สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง B. malayi  ในปจจุบันไดมีการพัฒนาชุด

ตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ดวยวิธี ELISA โดยใช monoclonal antibody ตอ B. 

malayi ช่ือ 17E10 ซึ่งใหความไวในการตรวจวินิจฉัยถึงรอยละ 93.3   อยางไรก็ตาม ยังคงพบปฏิกิริยา

ขามกลุมกับพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria immitis) ได  การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของพยาธิโรค

เทาชางทําใหการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางสะดวกขึ้น เน่ืองจากไมตองเจาะเลือดในชวงเวลากลางคืน อีก

ทั้งสามารถบอกภาวะการติดเช้ือในปจจุบันและยังสามารถใชติดตามผลการรักษาไดอีกดวย เน่ืองจาก

ระดับของแอนติเจนจะลดลงภายหลังการรักษา  อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการตรวจหาแอนติเจน

ที่จําเพาะของโรคเทาชางคือราคาที่คอนขางสูงสําหรับประเทศกําลังพัฒนาที่เปนแหลงชุกชุมของโรค 
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การพัฒนาการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางโดยการตรวจแอนติบอดีน้ันมีรายงานพบการเกิดปฏิกิริยา

ขาม (cross reactivity) ระหวางพยาธิโรคเทาชางกับพยาธิชนิดอ่ืน เชน พยาธิปากขอหรือพยาธิไสเดือน
(7) เปนตน

 
เน่ืองจากกลุมพยาธิเหลาน้ีมีโครงสรางของแอนติเจนหลักรวมกันอยู ทําใหเกิดผลบวกปลอมได 

และเปนผลทําใหการวินิจฉัยผิดพลาดขึ้น นอกจากน้ี การตรวจหาแอนติบอดียังไมสามารถแยกภาวการณ

ติดเช้ือในปจจุบัน (active infection) กับภาวะที่เคยติดเช้ือ จึงไมสามารถใชประเมินประสิทธิภาพ

ผลการรักษาวาโรคไดหายขาดได  แมวาจะมีการศึกษาพบวาการตรวจหา anti-filarial IgG4 antibodies 

จะเพ่ิมความจําเพาะในการตรวจวินิจฉัยได และสัมพันธกับการติดเช้ือปจจุบัน แตอยางไรก็ตาม การตรวจ

โดยวิธีดังกลาวจําเปนตองใช crude antigen ที่เตรียมจากพยาธิฟลาเรีย จึงตองใชสัตวทดลองและยุงใน

การคงวงจรชีวิตของพยาธิฟลาเรียเพ่ือสกัดแอนติเจนมาใชในการตรวจหาแอนติบอดี  นอกจากน้ีใช

หลักการของ indirect ELISA  ซึ่งมีขั้นตอนยุงยาก ใชเวลาในการทดสอบนาน และตองใชเครื่องมือทาง

หองปฏิบัติการ 

ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมของพยาธิ โดยวิธี

ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) ซึ่งพบวามีความไวตํ่าเมื่อเทียบกับ

วิธีการตรวจหาแอนติเจน(8-9)  นอกจากน้ี จากขอจํากัดในการตรวจและจากความจําเปนตองอาศัย

เครื่องมือที่มีราคาแพง ตลอดจนผูทําการทดสอบตองไดรับการอบรมใหสามารถปฏิบัติงานไดถูกตอง และ

เขาใจถึงหลักการแปลผล ตลอดจนการควบคุมคุณภาพของการทดสอบการตรวจดวยวิธี PCR จึงไม

สะดวกในการที่จะนําไปใชในการตรวจทั่วไปแมจะนิยมใชกันในงานวิจัย 

อน่ึง แมวาปจจุบันไดมีการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยที่มีความไวสูง อยางไรก็ตามชุดตรวจวินิจฉัย

ดังกลาวยังคงมีราคาสูง และตองสั่งนําเขาจากตางประเทศ  อีกทั้งยังไมสามารถใชประเมินประสิทธิภาพ

ผลการรักษาวาโรคไดหายขาด ทําใหการประเมินผลการควบคุมโรคในโครงการกําจัดโรคเทาชางเปนไปได

ยาก  จึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น ซึ่งนอกจากจะสามารถ

วินิจฉัยโรคไดอยางถูกตองแมนยํา และความไวสูงแลว ยังจําเปนตองสามารถติดตาม และประเมินการ

รักษาไดดวย  อีกทั้งยังสามารถผลิตใชไดเองภายในประเทศในราคาที่เหมาะสม  เพ่ือลดการนําเขาของ

ผลิตภัณฑราคาแพงได   

 

 

 

 

ความสําคัญของแบคทีเรียโวลบาเชียตอหนอนพยาธิโรคเทาชาง 
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แบคทีเรีย Wolbachia เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูภายในเซลล (intracellular bacteria) ที่พบได

เฉพาะในสัตวขาขอและหนอนพยาธิฟลาเรียเทาน้ัน จึงเปนที่สนใจของนักวิทยาศาสตรในปจจุบันอยางย่ิง 

ซึ่งจากการศึกษาโดยวิธีทางอณูชีววิทยาพบวาแบคทีเรียโวลบาเชียในสัตวขาขอ และแบคทีเรียโวลบาเชีย

ในหนอนพยาธิฟลาเรีย มีลักษณะลําดับเบสที่ใกลเคียงกัน(10-11) โดยแบคทีเรียโวลบาเชียในสัตวขาขอเปน

สาเหตุทําใหสัตวขาขอมีการสืบพันธุที่ผิดปกติไป(12) การศึกษาถึงบทบาทหนาที่และความสําคัญของ

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรียพบความสําคัญของแบคทีเรียโวลบาเชียตอการเจริญเติบโต

และการสืบพันธุของหนอนพยาธิฟลาเรีย และบทบาทของแบคทีเรียถูกกําจัดไป เมื่อใหยาปฏิชีวนะที่

ทําลายแบคทีเรียโวลบาเชีย(13-16) แสดงถึงความสัมพันธแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (mutualism) ระหวาง

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรีย จึงนํามาซึ่งความสนใจในการศึกษาบทบาทตางๆ ของ

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟลาเรีย เพ่ือนําไปประยุกตใชในการศึกษาและควบคุมโรคติดเช้ือ

หนอนพยาธิโรคเทาชางตอไป   

โปรตีนจากแบคทีเรียโวลบาเชียชวยในการวินิจฉัยโรคเทาชาง 

จากปญหาในการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง  ซึ่งแมวาในปจจุบันไดมีการพัฒนาเพ่ือตรวจหา

แอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเทาชางที่มีความไวในการตรวจวินิจฉัยสูง แตชุดตรวจวินิจฉัยที่ตรวจหา

แอนติเจนที่มีจําหนายในปจจุบันสามารถวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเชางจากพยาธิ W. bancrofti เทาน้ัน ยังไม

มีชุดตรวจหาแอนติเจนเพ่ือการวินิจฉัยโรคเทาชางจากพยาธิ B. malayi จึงนําไปสูแนวคิดการตรวจหา

แอนติเจนจากแบคทีเรียโวลบาเชียเพ่ือตรวจวินิจฉัยและติดตามผลการรักษาโรคเทาชาง เน่ืองจาก

สามารถตรวจพบแบคทีเรียโวลบาเชียจํานวนมากทั้งในพยาธิ W. bancrofti  และ B. malayi ทุกระยะ 

อีกทั้งยังสามารถตรวจพบแอนติบอดีตอแบคทีเรียโวลบาเชียไดในคนไขโรคเทาชาง ซึ่งแสดงวามีการหลั่ง

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียออกมาสูกระแสเลือดในคนไขโรคเทาชาง  ดังน้ันการวินิจฉัยโรค

เทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย จึงนาจะมีประสิทธิภาพ มีความไวและ

ความจําเพาะสูงกวาการตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเทาชางที่มีอยูเดิม โดยไมเกิดปฏิกิริยาขาม

กับโรคปรสิตอ่ืนๆ   

ในการศึกษาโปรตีนตางๆ ของแบคทีเรียโวลบาเชีย ทางกลุมผูวิจัยโดยไดพัฒนาและปรับปรุง

วิธีการสกัดแบคทีเรียโวลบาเชียจากหนอนพยาธิใหไดโปรตีนที่มีคุณภาพและมีปริมาณเพียงพอในการวิจัย

โปรตีนในระดับสูง  ซึ่งผลจากการแยกโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชีย โดยวิธี 2-dimensional gel 

electrophoresis และตรวจหาโปรตีนที่จําเพาะของแบคทีเรียโวลบาเชีย  โดยใช anti-Wolbachia  

antibodies และศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนที่จําเพาะโดยวิธี MALDI-TOF mass spectrometry พบวา

โปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียที่มีปริมาณมากและความเปนแอนติเจนสูง คือ Wolbachia surface 

protein (WSP)(16)   ซึ่ งกอนหน าน้ี ไดมี รายงานการตรวจพบแอนติบอดีที่ จํ าเพาะตอ WSP ยัง

ความสัมพันธกับการติดเช้ือ Dirofilaria immitis ในคน(17) และในแมว(18)  และสัมพันธกับการเกิดการ
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บวมของตอมนํ้าเหลืองในลิงที่ติดเช้ือ B. malayi (19)  ดังน้ัน WSP จึงเปนโปรตีนที่นาสนใจอยางย่ิงใน

การศึกษาเพ่ือนํามาเปนโปรตีนเปาหมายของการสรางระบบการตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบา

เชีย ซึ่งระบบการตรวจหาแอนติเจนที่สรางขึ้นมาน้ีสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือในการตรวจหาระดับ

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียในกระแสเลือดของผูติดเช้ือพยาธิโรคเทาชาง อันจะเปนเครื่องมือที่

สําคัญในการวินิจฉัย และติดตามประสิทธิภาพการรักษา ซึ่งจะสงผลใหสามารถวางแผนการรักษาโรคไดดี

ย่ิงขึ้น เพ่ือประสิทธิภาพสูงสุดของการควบคุมและกําจัดโรคเทาชาง   ตามนโยบายระดับประเทศและ

สอดคลองกับนโยบายขององคการอนามัยโลก  

นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 

  นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีที่เกี่ยวของกับกระบวนการศึกษา การ

จัดการ การสรางการวิเคราะห และประยุกตใชวัสดุที่มีขนาดเล็กมาก ๆ ในระดับนาโนเมตร (ประมาณ 1-

100 นาโนเมตร) ซึ่งเทียบเทากับระดับอะตอมหรือโมเลกุล(20)  รวมถึงการออกแบบหรือการประดิษฐ

เครื่องมือเพ่ือใชสรางหรือ วิเคราะห วัสดุในระดับที่เล็กมากๆ เชน วัสดุนาโน (ทอนาโน เสนใยนาโน และ

อนุภาคนาโน) ซึ่งมีโครงสรางของ วัสดุที่มีคุณสมบัติพิเศษ ทั้งทางดานฟสิกส เคมี หรือชีวภาพ ตางไปจาก

สารเดิมที่มีขนาดใหญ  ดังน้ัน ในปจจุบัน จึงมีการนํานาโนเทคโนโลยี มาประยุกตใชในหลากหลายสาขา 

เชน ดานอุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร เทคโนโลยีชีวภาพและทางการแพทย  เปนตน 

  อนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เปนอนุภาคของโลหะในระดับ

นาโน ที่มีความเสถียรสูงชนิดหน่ึง(21) ซึ่งอยูในรูปของสารละลายคอลลอยดสีแดง ในการสังเคราะห 

AuNPs น้ันสามารถทําไดโดยการนําสารละลายของ HAuCl4 ที่มีทองคําประจุ 3+ (Au3+) ทําปฏิกิริยากับ

ตัวรีดิวซ (Reducing agent) ได AuNPs ที่มีทองคําประจุเปน 0 (Au0) ซึ่งยังไมมีความเสถียร จึงตองเติม

สารชวยทําใหเสถียร (Stabilizer) โดยสารน้ีจะมาลอมรอบบนอนุภาค ปองกันการรวมตัวหรือเกาะตัวกัน

จนตกตะกอน ทําให AuNPs น้ันสามารถคงขนาดและรูปรางอยูในระดับนา-โนได สารที่นิยมใชเปนตัว

รีดิวซและชวยทําใหอนุภาคทองคํา เกิดความเสถียร ไดแก sodium citrate(22) ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติ

เปนตัวรีดิวซและทําให AuNPs มีความเสถียรในคราวเดียวกัน (รูปที่ 1)  
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HAuCl4.3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                        AuNPs 

 

 

 

 

                       

  รูปที่ 1   การสังเคราะห AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate  

   ดวยปฏิกิริยา reduction ในอุณหภูมิที่เหมาะสม(23) 

 

 

  AuNPs มีคุณสมบัติเชิงแสงที่เปนลักษณะเฉพาะตัวซึ่งตางจากทองคําแบบกอนทั่วๆ ไป เมื่อขนาด

อนุภาคทองคําเล็กกวาความยาวคลื่นแสงที่มากระทบมากๆ จะทําใหเกิดปรากฏการณที่เรียกวา เซอรเฟจ 

พลาสมอน เรโซแนนซ  (surface plasmon resonance, SPR) ซึ่งเปนคลื่นความหนาแนนของประจุ ที่

เกิดจากการสั่นของอิเล็กตรอนอิสระ ที่มีลักษณะการสั่นพรอมเพรียงกัน เปนปรากฏการณที่เกิดขึ้นบริเวณ

รอยผิวตอของ AuNPs กับสารไดเล็กทริก ทําให AuNPs สามารถดูดกลืนแสงสีเขียว ความยาวคลื่น

ประมาณ 520 นาโนเมตร ซึ่งจะสงผลให AuNPs มีสีแดงทับทิม (ruby red) (24)   ดังรูปที่ 2 
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  รูปที่ 2   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm และ 

   สารละลายคอลลอยดของอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตร (ภาพเล็ก) 

 

 

  บนพ้ืนผิวของ AuNPs สามารถปรับปรุงใหมีโมเลกุลตางๆที่ตองการมาเคลือบอยูบนผิวของ

อนุภาค และนํา AuNPs ที่ปรับปรุงพ้ืนผิวแลว มาใชเปนตัวติดตามหรือตัวตรวจจับสารชีวโมเลกุล

เปาหมายได เชน DNA(25), โปรตีน(26), คารโบไฮเดรต(27), ยา(28)  หรือสี fluorescent(25) ดังรูปที่ 3 ดวย

เหตุน้ี จึงสามารถนํา AuNPs มาสรางอุปกรณตรวจจับสารทางชีวภาพ (Biosensor) (29) ที่มีความจําเพาะ

หลากหลาย โดยการปรับปรุงพ้ืนผิวของ AuNPs ดวยสารที่มีความสามารถในการเลือกจําเพาะกับสาร

ตัวอยางที่ตองการวิเคราะหหา  โดยคอลลอยดของ AuNPs จะเปลี่ยนสีเมื่อมีการกระตุนจากสิ่งเรา

ภายนอก จึงเปรียบไดวา AuNPs ทําหนาที่เปนตัวรายงานผล (reporter) สําหรับอุปกรณตรวจวัดทาง

ชีวภาพ 
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 รูปที่ 3  การนํา AuNPs ไปประยุกตใชในทางชีววิทยาและทางการแพทย 

    โดยการนําสารชีวโมเลกุลตางๆ ไปติดบนพ้ืนผิวของ AuNPs 
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การประยุกตใช AuNPs ใน Lateral flow strip test 

 การประยุกตใช AuNPs เปนตัวรายงาน (reporter) ใน Lateral flow strip test ซึ่งเปนชุด

ตรวจคัดกรอง โรคที่ใชทั่วไป โดยอาศัยหลักการ immunochromatography สามารถอานผลไดดวยตา

เปลาจากแถบสีชมพูของ AuNPs ที่เกิดขึ้นที่ตําแหนงควบคุม (control line) และตําแหนงทดสอบ (test 

line) โดยถาแถบสีชมพูเกิดขึ้น ที่ตําแหนงทดสอบและตําแหนงควบคุมเทากับผลเปนบวก แตหากมีแถบสี

ชมพูเกิดขึ้นที่ตําแหนงควบคุมเพียง ตําแหนงเดียว เทากับผลเปนลบ ดังรูปที่ 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4  สวนประกอบ (A) และการแปลผล (B) ของ Lateral flow strip test  
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 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1) ชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถนําไปจดเปนสิทธิบัตรและใชใหเกิดประโยชนในเชิง

พาณิชยไดอยางแทจริง 

2) งานวิจัยระดับลึกเพ่ือเปนแหลงอางอิงในระดับนานาชาติ และประยุกตใชไดกับงาน

สาธารณสุขของประเทศ 

3) เพ่ือผลิตผลงานตีพิมพในวารสารทางวิชาการอยางนอย 1-2 เรื่อง 

4) ผลงานวิชาการเผยแพรในงานประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติ 1-2 เรื่องตลอด

โครงการ 

5) นักวิจัยรุนใหมระดับปริญญาโทที่มีความรูคูคุณธรรม มคีวามชํานาญในงานวิจัยระดับลึก ซึ่ง

จะเปนทรัพยากรบุคคลทีม่ีคณุคาแกสังคม และประเทศชาติ และมีความพรอมที่จะผลิต

ผลิตภัณฑ เทคโนโลยีทางการแพทยอ่ืนๆ ตอไปในอนาคต อันเปนการสนับสนุนการ

ดําเนินการตามนโยบายแหงชาติ ในการพัฒนาคนและสงัคมที่มีคุณธรรมและความรู 

6) เจาหนาที่สาธารณสุข อาสาสมัคร มคีวามรูและเทคโนโลยีที่ทันสมัย สามารถเฝาระวัง ควบคุม

และปองกันโรคไดอยางยั่งยืนแทจริง และสามารถประยุกตใชกับโรคติดตออ่ืนได 

หนวยงานทีน่าํผลการวิจัยไปใชประโยชน 

1) ประชากรไทยไดรับการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางดวยวิธีที่มีความไวสูง และชุดตรวจวินิจฉัยที่มี

ราคาถูก ทําใหประชากรไทยไดรับโอกาสในการตรวจวินิจฉัยไดทั่วถึง และสามารถปองกันการ

อุบัติซ้ําของโรคเทาชางในคนไทยได  

2) ประเทศประหยัดงบประมาณในการนําเขาผลิตภัณฑทางการแพทยไมตํ่ากวา 1,000 ลานบาท

ตอป 

3) ประเทศไดพัฒนานักวิจัยที่มีศักยภาพมีความรู ความชํานาญในงานวิจัยระดับลึก  
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1. การเตรียม crude Wolbachia antigen 

ทําการสกัดแบคทีเรีย Wolbachia จากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข โดยวิธี fractionated 

centrifugation แลวนํามาเตรียมเปน crude Wolbachia antigen โดยวิธี 

sonication(29)  โดยมีขั้นตอนดังน้ี  

1.1 นําหนอนพยาธิหัวใจสุนัขมาลางดวย normal saline ใหสะอาด แลวจึงสับดวย sterile 

scalpel blade ใหละเอียด จากน้ันนํา 200 mg ของช้ินหนอนที่ไดบดใน 1.2 ml 0.85% 

NaCl ที่ผสมดวย 0.08% NP-40 จนละเอียดเปนเน้ือเดียวกัน ทิ้งไวประมาณ 15 นาทีบน

นํ้าแข็ง 

1.2  นําไปปนที่ความเร็ว 350 xg ที 4°C เปนเวลา 40 นาที เพ่ือตกตะกอนเศษเน้ือเยื่อของ

หนอนพยาธิ 

1.3 นําสวนใสมาปนตกตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia ที่ความเร็ว 16,000 xg ที 4°C เปน

เวลา 20 นาที  

1.4  นําตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia มาปนลางอีก 3 ครั้ง ดวย 1.2 ml 0.85% NaCl ทีผ่สม

ดวย 0.08% NP-40 ทีค่วามเร็ว 16,000 xg ที 4°C เปนเวลา 20 นาท ี

1.5 เตรียม crude Wolbachia antigen โดยวิธี sonication  

1.6 ตรวจสอบโปรตีนที่สกัดไดโดย SDS-PAGE analysis 

 

2. การเตรียม recombinant antigens ของแบคทเีรียโวลบาเชีย  

นําโคลนของยีนที่สนใจซึ่งอยูใน pET100/D-TOPO expression vector มา transform 

ใสใน E. coli BL21 แลวกระตุนใหสรางโปรตีนดวย IPTG จากน้ันสกัดแยก inclusion 

bodies โดยวิธี sonication แลวทํา protein purification โดยใช Ni-NTA spin 

column (QIAGEN) โดยมีขั้นตอนดังน้ี  

2.1   เพิ่มจํานวน clone ที่มียีน wsp-pET 100 ใน BL21  

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

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

2.1.2  บมเช้ือใน incubator ที่เขยาดวยความเร็ว 200 rpm ที่ 37°C เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 

วิธีดําเนินการวิจัย 
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2.1.3 ถายเช้ือ clone pRset/BL21 ทีม่ี ยีน wsp ลง LB broth   ที่มี ampicillin 50 

µg/ml  และ chloramphenicol 35 µg/ml   

2.1.4 บมเช้ือใน incubator ที่เขยาดวยความเร็ว 200 rpm ที่ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

2.1.5  นําเช้ือไปวัด OD600 ใหไดคาอยูในชวง 0.35-0.40 

2.1.6 กระตุนการแสดงออกของโปรตีน WSP ดวย 1 mM IPTG แลวบม ใน shaking 

incubator เขยาดวยความเร็ว 180 rpm ที ่37°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

2.1.7  เก็บเซลลโดยปน 10,000 xg  ที ่4°C เปนเวลา 10 นาที  

2.2  สกัดแยกโปรตีน WSP โดย sonication 

2.2.1  นําตะกอนของเซลลที่เก็บไดมาลาง 3 ครั้ง ดวย washing buffer ปริมาตร 100 ml 

2.2.2  ปนเซลล 12,000 rpm ที่ 4 0C เปนเวลา 15 นาที  

2.2.3  ลางตะกอนเซลลดวย 1X  PBS pH 7.4 ปริมาตร 100 ml อีก 1 รอบ 

2.2.4  นําตะกอนเซลลมาละลายใน 1x PBS pH 7.4 ปริมาตร 20 ml 

2.2.5  ทําใหเซลลแตกโดยการ sonicate ดวย เครื่อง sonicator จากน้ันปนเซลล 

12,000 rpm เปนเวลา 15 นาท ี ที ่4 0C  

2.2.6 แยกเก็บสวนตาง ไดแก สวน supernate และสวน cell pellet ไวที่ -80 0C 

จนกวาจะใชเพ่ือตรวจหาโปรตีน WSP ตอไป 

2.3  ตรวจหาโปรตีน WSP  

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

2.3.2  นําโปรตีนทั้งหมด (crude antigen), สวน supernate (สวน soluble โปรตีน) 

และสวนตะกอน (สวน insoluble โปรตีนผสมกับ loading dry ใหเขากนั แลว

นําไปตมที่ 95 ºC เปนเวลา 5 นาที  

2.3.3  run SDS-PAGE โดยใชกระแสไฟฟา 120 volt เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.4  นํา gel ไปยอม Coomassie brilliant blue R-250 เปนเวลา 15 นาท ีแลว 

destain ดวย destain solution เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 

2.3.5  นํา gel ที่ 2 ไป ทํา western blot โดยวิธีดังน้ี 

2.3.5.1  นํา gel, nitrocellurose membrane, และfilter paper แชลงใน 

blotting buffer  

2.3.5.2  transfer ตัวอยางโปรตีนใน gel ลงบน nitrocellurose membrane  

โดยเครื่อง semi-dry transfer  ที่กระแสไฟฟา 15 โวลต เปนเวลา  

30 นาท ี
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2.3.5.3  นําแผน membrane ที่ transfer แลว แชใน 3 % blocking 

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

2.3.5.4  นําไป incubate บน shaker, ที่อุณหภูมิหอง เวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ัน 

เท 10% blocking solution ออก 

2.3.5.5  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.6  นํา membrane มาแชใน primary antibody (Anti His+ 5% 

blocking solution, dilute 1:3,000) แลวนําไป incubate บน 

shaker, ที่อุณหภูมิหอง เวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.5.7  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.8  นํา membrane มาแชใน secondary antibody (goat anti-mouse 

conjugate horseradish peroxidase + 5% blocking solution, 

dilute 1:3,000) แลวนําไป incubate บน shaker, ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 1 ช่ัวโมง 

2.3.5.9  ลาง membrane ดวย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ที่อุณหภูมิหอง 

เวลา 15 นาที (ทํา 3 รอบ)  

2.3.5.10 นํา membrane มาแชใน DAP substrate 

2.3.5.11 เมื่อ membrane เกิดสีแลวใหแช membrane ในนํ้ากลั่นเพ่ือหยุด

ปฏิกิริยา 

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

2.4.1  ละลาย inclusion bodies (insoluble protein) โดยใช 8M urea  แชในนํ้าแข็ง   

1 ช่ัวโมงจากน้ันจากน้ันปนที่ความเร็ว 12,000 rpm เปนเวลา 15 นาที ที่ 4 0C  

2.4.2  นําสารละลาย มาสกัดโปรตีน ผาน Ni-NTA spin column (QIAGEN) 600 µl 

2.4.3  ลางคอลัมน 2 ครั้งดวย washing buffer 500 µl 

2.4.4  Elution 200 μl ดวย elution buffer  

2.4.5  นําโปรตีนที่ไดมา refold โดยวิธี dialysis 

3. การเตรียม polyclonal antibodies ตอ recombinant antigens 

3.1  Polyclonal  anti-Wolbachia antibodies  

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

complete Freund’s adjuvant ใหเขากันจนเปน emulsion แลวฉีดกระตุนการสราง
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แอนติบอดีในกระตาย กระตุนซ้ําดวย Wolbachia crude antigen 250 ug ใน 500 ul 

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

หลังการกระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  

indirect ELISA  และทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot 

และจากน้ันจึงทําการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification ) โดยใช protein 

G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rWSP antibodies  

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

adjuvant ใหเขากันจนเปน emulsion แลวฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีในกระตาย 

กระตุนซ้ํ าดวย  rWSP 250 ug ใน 500 ul PBS ผสมกับ 500 ul ของ incomplete 

Freund’s adjuvant ที่วันที่ 21, 42 และ 63 หลังการกระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจาก

กระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  indirect ELISA  และทดสอบความจําเพาะ

ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot และจากน้ันจึงทําการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 

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

Magnetic Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rPAL antibodies  

ทําการคัดเลือก antigenic peptides ซึ่งเปน antibody epitopes โดยนําลําดับอะมิโน

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

AAW70743)  มาทํา antigenic plot  ได antibody epitopes 3 สาย ไดแก  บริเวณ N-

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

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

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

hemocyanin (KLH)  ฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีในกระตาย กระตุนซ้ํ าดวย 

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

กระตุนครั้งแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ดวยวิธี  indirect 

ELISA  และทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี dot blot และจากน้ัน

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

magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)  

4. การเตรียมชุด lateral flow strip 
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สังเคราะหอนุภาคทองคําระดับนาโน แลวติดอนุภาคทองคําระดับนาโนเมตรบน

แอนติบอดี  และเตรียมและประกอบชุด Lateral flow strip แลวทดสอบชุด Lateral 

flow strip โดยใชแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง พยาธิอ่ืนๆ และแบคทเีรียชนิดอ่ืนๆ 

5. การสํารวจและจัดจําแนกกลุมประชากร 

ผูเขารวมการวิจัยจะไดรับการเจาะเลือดจากปลายน้ิวประมาณ 60 ไมโครลิตร หยดลงบน

แผนสไลดเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียภายใตกลองจุลทรรศนโดยผูตรวจ 2 คน เพ่ือ

รวบรวมผูตรวจพบพยาธิโรคเทาชาง 45 ราย โดยคํานวณจากโดยใชสูตรในการคํานวน

ขนาดของประชากรตัวอยาง (sample size) สําหรับการศกึษา diagnostic test ดังน้ี 

n  = Zα2(PQ)/d2 

Zα  =   1.96 (ที่ระดับความเช่ือมั่น 95%)  

P =   Proportion of positive event คิดเปน 3% = 0.03 

Q =   1-P = 0.90 

D =   acceptable error  กําหนดใหความคลาดเคลื่อนที่ยอมรับไดไมเกิน 5% = 0.05 

 

6. การเก็บตัวอยางเลือด 

เก็บเลือดจากเสนเลือดดําบริเวณขอพับแขน ประมาณ 5 มลิลิลิตร ใน Ethylenediamine-

tetraacetic acid (EDTA) เปนสารปองกันการแข็งตัวของเลือด และทําปนแยกเลือดเก็บ 

plasma 

7. การตรวจหาไมโครฟลาเรียดวยกลองจุลทรรศน 

นําเลือดประมาณ 60 µl มาทําฟลมเลือดหนา (Thick blood film) และฟลมเลือดบาง 

(Thin blood film) อยางละ 2 สไลด ทิ้งไวใหแหง 24 ช่ัวโมง นํามาทําใหเม็ดเลือดแดงแตก

ดวยการแชฟลมเลือดในนํ้ากลั่น 1-2 นาที ทิ้งไวใหแหง แลวจึงนําไปยอมสี Giemsa และ

ตรวจนับจํานวนไมโครฟลารยีภายใตกลองจุลทรรศน(31) 

 

8. การตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือด 

ตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือดโดยใชชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง 

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

เทาชาง 

นําตัวอยางเลือดของผูปวยโรคเทาชาง ผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ ผูปวยโรคแบคทีเรียอ่ืนๆ และ

คนปกติที่อาศัอยูในแหลงชุกชุมของโรค มาทดสอบกับชุด Lateral flow strip แลว

วิเคราะหคาความไวและความจําเพาะในการวินิจฉัยโรคเทาชางเปรียบเทียบกับการตรวจ

วินิจฉัยโดยการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชางโดยวิธี Og4C3 ELISA 

 

 สถานทีท่ําการทดลองและเก็บขอมูล   

- หนวยปฏิบัติการวิจัยโรคเทาชางและโรคเขตรอน ศูนยวิจัย (CHULA-MRC)         คณะ

แพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

- ภาควิชาปรสิตวิทยา  คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

- พ้ืนที่ภาคสนาม: จังหวัด กาญจนบุรี และสมุทรสาคา 
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  1. การเตรียม crude Wolbachia antigen 
แบคทีเรียโวลบาเชียถูกสกัดแยกออกจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข ดวยวิธีปนลําดับขั้น (Fractionated 

centrifugation) โดยใช 0.85% NaCl ผสมดวย Nonidet P-40 (NP-40) ที่ความเขมขนตาง ๆ เปนสารบัฟเฟอร    

ความบริสุทธิ์ของโปรตีนแบคทีเรียโวลบาเชียที่สกัดแยกได (Wolbachia crude antigen) ถูกวิเคราะหโดยวิธี  

SDS-PAGE  ซึ่งจากผลการศึกษาจะเห็นวาผูวิจัยสามารถแยกแบคทีเรียโวลบาเชียจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัขได

ดวยความบริสุทธิ์สูง โดยความเขมขนของ NP-40 ที่เพิ่มขึ้นสามารถเพิ่มปริมาณแบคทีเรียโวลาเชียที่แยกได

เพิ่มขึ้น และสามารถลดการปนเปอนจากหนอนพยาธิซึ่งเปนโฮสตได   โดยสารบัฟเฟอรที่ใหความเขมขนของ

โปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียมากที่สุดแตมีการปนเปอนจากโปรตีนของหนอนพยาธินอยที่สุดคือ 0.85% NaCl 

+ 0.08% NP-40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5  Wolbachia crude antigen ทีส่กัดแยกไดจากหนอนพยาธิหัวใจสุนัข 

ผลการวิจัย 

  M         Wolbachia 
kDa 

 

80 – 
 

50 - 
 

 

30 – 

 

25 - 
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2. ผลิต recombinant antigens ของแบคทีเรียโวลบาเชีย 

  2.1 การผลิตโปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP)  

Recombinant wsp clone ที่ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทด

แลว ไดถูกนํามาทําการทดสอบเพ่ือหาเวลาและสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสรางโปรตีน WSP 

โดยทําการเลี้ยง E. coli  ที่มี wsp gene  ในอาหารเลี้ยงเช้ือ แลวเหน่ียวนําใหสรางโปรตีนดวย 

IPTG แลวทําการสกัดโปรตีนจากเซลลที่เวลาตางๆ เก็บสวนนํ้าใส และสวนตะกอน พบวามีการ

สรางโปรตีน rWSP อยูในรูป inclusion bodies (รูปที่ 6) และมีการสรางโปรตีนในปริมาณมาก

ที่สุดแตมีโปรตีนของแบคทีเรียปนเปอนนอยที่สุดที่ 4 ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนํา  เมื่อไดสภาวะที่

เหมาะสมในการสรางโปรตีนแลว ไดทําการสรางโปรตีนจํานวนมากและแยกใหบริสุทธ์ิดวยวิธี 

affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin สามารถแยกโปรตีน WSP ออกจากโปรตีน

อ่ืนๆ ของ E. coli ได (รูปที่ 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6    การผลิตโปรตีน WSP  โดยการกระตุนดวย 1 mM IPTG ที่ 370C เปนเวลา 4  ช่ัวโมง   

(U= uninduce, IP= Insoluble Protein, S= Soluble Protein) แลวยอมดวย 

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

  

 

 

 

80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M      U      IP     S 

A B 

27.6 kDa 

M     U     IP     S 

80kDa - 

50kDa - 

30kDa - 

25kDa - 
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รูปที่ 7     โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) ทีแ่ยกใหบรสิุทธ์ิ 

ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย  

SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue staining (A) และ Western blot 

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

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

 

M         E1           E2             E3 

80 kDa 

50 kDa 

30 kDa 

25 kDa 

27.6 kDa 
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 2.2 การผลิตโปรตีน peptidoclycan associated lipoprotein (PAL)  

การผลิตโปรตีน PAL ทําเชนเดียวกับการผลิตโปรตีน WSP ดังวิธีที่กลาวขางตน  โดยสรุปคือ 

Recombinant pal clone ที่ไดรับการยืนยันความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดแลว ไดถูกนําเหน่ียวนํา 

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

(supernatant) และสวนตะกอน (pellet) เมื่อตรวจโปรตีนในสวนตางๆ ดวยวิธี SDS-PAGE ซึ่งมีการ

สรางโปรตีน PAL อยูในรูป inclusion bodies (รูปที่ 8) และมีการผลิตโปรตีนในปริมาณมากที่สุดที่ 4 

ช่ัวโมงหลังการเหน่ียวนํา  แลวไดทําการสรางโปรตีนจํานวนมากและแยกใหบริสุทธ์ิดวยวิธี affinity 

chromatography โดยใช Ni-NTA column ทําใหสามารถแยกโปรตีน PAL ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ ของ E. 

coli ได (รูปที่ 9) 
 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8    การผลิตโปรตีน PAL  โดยการกระตุนดวย 1 mM IPTG ที่ 370C เปนเวลา 4  ช่ัวโมง   

(U= uninduce, IP= Insoluble Protein, S= Soluble Protein) แลวยอมดวย 

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

A B 

80kDa 
50kDa 

30kDa 

25kDa 

M    U     IP      S 

25kDa 

30kDa 

50kDa 

80kDa 

M    U    IP      S 

19.9 kDa 
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s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9     โปรตีน Peptidoglycan associated lioprotein (PAL) ทีแ่ยกใหบริสุทธ์ิ 

ดวยวิธี affinity chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย  

SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue staining (A) และ Western blot 

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

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

 

     M          C           FT          E          

PAL 

kDa 

kDa  M         C        FT         E       

 

A 

B 

rPAL 
19.9 kDa 

rPAL 
19.9 kDa 
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80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M                  rWSP                rPAL 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10  โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) และโปรตีน peptidoglycan 

associated lipoprotein (PAL) ทีแ่ยกใหบริสุทธ์ิ ดวยวิธี affinity 

chromatography โดยใช Ni-NTA resin นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย 

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

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

Molecular weight marker  

 

27.6 kDa 

19.9 kDa 
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 3.  เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยโรคเทาชาง ผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ รวมทั้งคนปกติทีอ่าศัยอยูใน

แหลงชุกชุมของโรคเทาชาง   

   

  ไดทําการสํารวจโรคเทาชางในแรงงานชาวพมาโดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืนในหมูบานคลอง

ซื่อ จังหวัดสมุทรสาคร สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 40 คน เปนเพศชาย 18 คน เพศหญิง 

22 คน อายุระหวาง 17-52 ป  และสํารวจโรคเทาชางในชาวไทยกะเหรี่ยง ในอําเภอสังขละบุรี จังหวัด

กาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวนทั้งสิ้น 51 คน เปน

เพศชาย 21 คน เพศหญิง 30 คน อายุระหวาง 18-65 ปและในชาวไทยมอญในหมูบานมอญ ในอําเภอ

สังขละบุรี จังหวัดกาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมัครไดจํานวน

ทั้งสิ้น 51 คนเปนเพศชาย 23 คน เพศหญิง 28 คน อายุระหวาง 16-62 ป (ตารางที่ 1) และไดทําการ

ตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางจากการทําฟลมเลือดหนา และฟลมเลือดบางเพ่ือตรวจหาไมโครฟลาเรียในเลือด

และตรวจวินิจฉัยโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยชุดตรวจวินิจฉัย Og4C3 ELISA 

อยางไรก็ตาม ไมพบผูติดเช้ือโรคเทาชางจากการวินิจฉัยทั้ง 3 วิธี ในอาสาสมัครทั้ง 142 คน (ตารางที่ 1) 

 

 

 

 

    ตารางที่ 1     อัตราความชุกของโรคเทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิ 

โรคเทาชาง จําแนกตามพ้ืนที่ที่สํารวจ 

 

 

พ้ืนที่ ประชากรที่สํารวจ (ราย) จํานวนผูปวยโรคเทาชาง 

 (ราย) จังหวัด หมูบาน ชาย หญิง รวม ชวงอายุ 

สมุทรสาคร คลองซ่ือ 18 22 40 17-52 ป 0 

กาญจนบุร ี

หมูบาน

กะเหร่ียง อ.สังข

ละบุร ี

21 30 51 18-65 ป 0 

หมูบานมอญ 

อ.สังขละบุร ี
23 28 51 16-62 ป 0 

รวม 62 80 142 16-65 ป 0 
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จึงไดทําการรวบรวมตัวอยางเลือดผูปวยโรคเทาชางจากการศึกษากอนหนาน้ี จากการสํารวจโรค

เทาชางในประชากรจํานวน 7,898 ราย ที่อาศัยอยูใน 6 อําเภอซึ่งเปนแหลงชุกชุมของโรคเทาชาง     

ไดแก   อําเภอแมสอด   พบพระ   ทาสองยาง แมระมาด   อุมผาง ในจังหวัดตาก และอําเภอสังขละบุรี

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

immunochromatographic test (ICT)  พบผูติดพยาธิโรคเทาชางจํานวน 49 ราย คิดเปนอัตราความชุก

ของโรคเทาชางรอยละ 0.62 (ตารางที่ 2)     มีอายุเฉลี่ย 32.6 + 17.0  ป (อายุระหวาง 4-80 ป) (ตาราง

ที่  3)  โดยเปนเพศชาย 36 ราย (73.5%) อายุเฉลี่ย 32.22+17.47 ป (4-80 ป ) เพศหญิง 13 ราย 

(26.5%) อายุเฉลี่ย 33.54+16.28 ป (13-60 ป)  และพบผูปวยที่มีพยาธิสภาพจํานวน 4 ราย  คิดเปน

อัตรารอยละ 0.05 (ตารางที่ 4)   อายุเฉลี่ย 57.50+15.55 (อายุระหวาง 45-80 ป) เปนเพศชาย 3 ราย 

(75%) และเพศหญิง 1 ราย (25%)  โดยเปนผูมีขาโต 3 ราย และอัณฑะโต 1 ราย  รวมตัวอยางสําหรับ

การศึกษาครั้งน้ีจํานวน 195 ราย แบงเปน ผูปวยโรคเทาชางจํานวน 53 ราย และผูไมติดโรคเทาชาง

จํานวน 142 ราย  (ตารางที่ 5)  ทั้งน้ีอยูในระหวางรวบรวมตัวอยางผูปวยโรคปรสิตอ่ืนๆ  

 

 

ตารางที่ 2     อัตราความชกุของโรคเทาชางโดยการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธ ิ

โรคเทาชาง จําแนกตามอําเภอที่สํารวจ 
 

 

พ้ืนที่ ประชากรที่

สํารวจ (ราย) 

จํานวนคนที่ตรวจ 

พบแอนติเจน 

(ราย) 

อัตราความชุก 

(%) 

จํานวนผูปวยที่มี 

พยาธิสภาพ 

(ราย)(%) จังหวัด อําเภอ 

ตาก 

แมสอด 2,693 29 1.08 2 (0.07) 

ทาสองยาง 1,984 11 0.55 0 

พบพระ 1,621 0 0 0 

อุมผาง 1,133 2 0.18 1 (0.09) 

แมระมาด 217 0 0 0 

กาญจนบุร ี สังขละบุร ี 250 7 2.80 1 (0.4) 

รวม 7,898 49 0.62 4 (0.05) 
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ตารางที่ 3    ขอมูลพืน้ฐาน ของผูปวยที่ตรวจพบแอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง  
 

พ้ืนที่ 
จํานวนคน 

ที่ตรวจพบ 

แอนติเจน 

(ราย) 

เพศ 
อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) จังหวัด อําเภอ ชาย (%) หญิง (%) 

ตาก 

แมสอด 29 22 (75.9) 
7 

(24.1) 

24.5 + 13.89  

(4-55) 

ทาสองยาง 11 
7 

(63.6) 

4 

(36.4) 

43.0 + 12.53  

(22-60) 

อุมผาง 2 
2 

(100) 
0 

40.5 + 17.68  

(28-53) 

กาญจนบุร ี สังขละบุรี 7 
5 

(71.4) 

2 

(28.6) 

47.3 + 17.69 

(28-80) 

รวม 49 
36 

(73.5) 

13 

(26.5) 

32.6 + 17.0  

(4-80) 

 

 

ตารางที่ 4  ขอมูลพื้นฐาน ของผูปวยโรคเทาชาง ที่ตรวจพบพยาธสิภาพ 
 

 

 

 

จังหวัด 
จํานวนผูปวยที่มี 

พยาธิสภาพ (ราย) 

เพศ อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) 

พยาธิสภาพ 

ที่ตรวจพบ ชาย (%) หญิง (%) 

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

กาญจนบุร ี 1 1 (100) 0 80 อัณฑะโต 

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

80) 
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ตารางที่ 5    การจัดแบงกลุมตัวอยางจากการตรวจวินิจฉัยโรคเทาชาง  

 

 

การเกิด 

พยาธิสภาพ 

การตรวจ

แอนติเจน 

การตรวจหา 

ไมโครฟลาเรีย 

จํานวน 

ไมโครฟลาเรีย 

(ตัว/เลือด 1 มล.) 

จํานวน 

(ราย) 

เพศ 
อายุเฉลี่ย + SD 

(ชวงอายุ) ชาย (%) หญิง  (%) 

ไมมี 

พยาธิสภาพ 

Ag +ve 

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

(10-55 ป) 

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

(4-60 ป) 

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

(16-65 ป) 

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

(45-80 ป) 

รวม 195 
101 

(69.6) 
94 (30.4) 

37.51 + 14.48 

(4-80 ป) 
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 4.  การเตรียม polyclonal antibodies ที่จําเพาะตอ rWSP และ rPAL   

4.1  Polyclonal anti-rWSP antibodies  

ภายหลังเจาะเก็บซีรัมจากกระตาย  ตรวจวัด antibody titers ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้น

ดวยวิธี indirect ELISA  พบการสราง anti-rWSP antibodies ในปริมาณสูง ต้ังแตวันที่ 

21 หลังการฉีดกระตุนครั้งแรก และสูงที่สุดในวันที่ 63  (รูปที่ 11) จึงไดนําซีรัมจาก

กระตายในวันที่ 63 มาทําการแลวแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification) โดย

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

antibody โดย SDS-PAGE พบวาภายหลัง purification สามารถตรวจพบ heavy chain 

ของแอนติบอดีได และกําจัด albumin ในซีรัมกระตายออกไปได (รูปที่ 12) จากน้ัน

ตรวจหาความจําเพาะของ anti-rWSP antibodies โดย western blot analysis (รูปที่ 

13)  

 

 

 

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

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

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

Magnetic Beads)นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย Coomassie Blue 

staining    

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

 

Heavy chain 

M         B            W1         W2          E  kDa 
 

170 - 
70  - 

55  - 

40  - 

 
35  - 

 

25  - 
 

 

 

15  - 
 
 

 

Serum albumin 
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รูปที่ 13   การทดสอบความจําเพาะของ polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein 

(WSP)  antibodies โดยวิธี Western blot analysis โดยนําโปรตีน Wolbachia 

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

polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein (WSP) ที่ไดแยกบริสุทธ์ิจากซีรมั

ของกระตาย 
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4.2  Polyclonal anti-rPAL antibodies  

ภายหลังเจาะเก็บซีรัมจากกระตายที่ฉีดกระตุนดวย antibody peptide แลวนํามา 

ตรวจวัด antibody titers ของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดวยวิธี indirect ELISA  พบการสราง 

anti-rPAL antibodies ในปริมาณสูง ต้ังแตวันที่ 21 หลังการฉีดกระตุนครั้งแรก และสูง

ที่สุดในวันที่ 63  (รูปที่ 14) จึงไดนําซีรัมจากกระตายในวันที่ 63 มาทําการแลวแยก

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

(Dynabeads® Magnetic Beads) และนํามาตรวจหา antibody โดย SDS-PAGE พบวา

ภายหลัง purification สามารถตรวจพบ heavy chain ของแอนติบอดีได และกําจัด 

albumin ในซีรัมกระตายออกไปได (รูปที่ 15)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รู

ปที่ 14   Antibody titers ของ anti-peptidoglycan associated liporotein 

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

liporotein (PAL)  antibodies โดยใช protein G magnetic beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads) นํามาแยกโดย SDS-PAGE แลวยอมดวย 

Coomassie Blue staining    

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

Heavy chain 

M        B           W1        W2        E  
kDa 

170 - 
70  - 

55  - 
40  - 

35  - 
 

25  - 
 
 

15  - 
 
 
 
 

10  - 
 

Serum albumin 
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โรคเทาชางเปนโรคที่องคการอนามัยโลกไดกําหนดใหเปนโรคทางปรสิตที่ควรกําจัดใหหมดไปเปน

โรคแรกภายในป พ.ศ. 2563  ทั้งน้ี โครงการกําจัดโรคเทาชางขององคการอนามัยโลกไดกําหนดเปาหมาย

ในการควบคุมโรคใหมีอัตราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูรอยละ 1 จากการตรวจแอนติเจนที่จําเพาะ 

หรือรอยละ 0.2 เมื่อตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด อยางไรก็ตาม ปญหาที่สําคัญของการ

ประเมินผลการสําเร็จของโครงการจําเปนตองมีวิธีการวินิจฉัยที่มีความไวสูง เพ่ือสามารถประเมิน

สถานการณที่แทจริงของโรคได   สําหรับประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขไดจัดใหมีโครงการการกําจัด

โรคเทาชางในป  พ.ศ. 2545-2549    จากขอจํากัดทั้งดานภูมิประเทศ ภูมิอากาศ การเขาถึงแหลงชุกชุม

ของโรค การเขาออกของประชากรในแหลงชุกชุมของโรค การมีแรงงานตางดาวที่เปนโรคเทาชางอยูเปน

จํานวนมากและกระจายอยูตามแหลงชุมชนตางๆ ของไทย ตลอดจนขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัย โดยใน

หลายพ้ืนที่สามารถทําไดเฉพาะการตรวจหาไมโครฟลาเรีย ซึ่งเปนวิธีที่มีความไวตํ่าแมจะมีความจําเพาะ

สูง ทําใหการประเมินสถานการณโรคเทาชางในปจจุบันมีแนวโนมวาจะตํ่ากวาความเปนจริง 

ถึงแมวาการตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดจะเปนการวินิจฉัยที่ใหผลแนนอน แตมีผูปวย

บางรายที่มีการติดเช้ือแตไมสามารถตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดได ซึ่งอาจเกิดจากการที่ผูปวย

ติดพยาธิโรคเทาชางเพียงเพศเดียวทําใหพยาธิไมมีการสืบพันธุ ผูปวยติดเช้ือในระยะแรกหรืออยูในชวง

ระยะกอนปรากฏอาการ ที่ เรียกวา prepatent period  ดังน้ัน จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจหา

แอนติเจนที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชาง เพ่ือใหสามารถตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางไดมีประสิทธิภาพและ

รวดเร็วขึ้น โดยมีการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่จําเพาะตอพยาธิโรค

เทาชางแตละชนิดมาใช ปจจุบันมีโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิด ที่ใชกันแพรหลาย ซึ่งที่มีความไวและ

ความจําเพาะตอการวินิจฉัยผูปวยโรคเทาชางจาก W. bancrofti สูงคือ โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 

AD12.1 
 
และ Og4C3 

การตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชาง โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด Og4C3 

เปนตัวเคลือบในจานหลุมทดสอบ ในรูปแบบ ELISA ใหความไวรอยละ 95.8-100 และใหความจําเพาะถึง

รอยละ 100  สําหรับการตรวจหาแอนติเจนที่จําเพาะของโรคเทาชางโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 

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

immunochromatographic test  (ITC)  วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจภาคสนามเพราะทําไดงาย สะดวก

รวดเร็ว รูผลการตรวจไดภายในเวลาประมาณ 10-15 นาที และไมตองอาศัยความชํานาญหรือเครื่องมือ

เปนพิเศษ อีกทั้งมีความไวและความจําเพาะสูงถึงรอยละ 95.7-97 และรอยละ 99-100 ตามลําดับ  

อยางไรก็ตาม ชุดตรวจวินิจฉัยดังกลาวสามารถตรวจวินิจฉัยไดเฉพาะโรคเทาชางที่เกิดจาก W. bancrfoti 

เทาน้ัน   สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ในปจจุบันไดมีการพัฒนาชุด

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
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ตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิโรคเทาชาง B. malayi ดวยวิธี ELISA โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ B. 

malayi ช่ือ 17E10  ใหความไวในการตรวจวินิจฉัยถึงรอยละ 93.3  อยางไรก็ตาม ยังคงพบปฏิกิริยาขาม

กลุมกับพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria immitis) ได และไมมีจําหนายโดยทั่วไป  

ถึงแมวาจะมีการนําวิธีการวินิจฉัยซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูงมาใช โดยเฉพาะการตรวจหา

แอนติเจนที่จําเพาะในการวินิจฉัยโรคเทาชางจาก W. bancrofti แตเน่ืองจากมีราคาคอนขางสูงเมื่อตอง

นําเขาจากตางประเทศ จึงมีการใชประเมินสถานการณในบางพ้ืนที่เทาน้ัน   ปจจุบัน การพัฒนาวิธีการ

วินิจฉัยทางอณูชีววิทยา ทําใหสามารถตรวจวินิจฉัยไดอยางรวดเร็ว มีความแมนยําและจําเพาะสูง 

สามารถตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของพยาธิฟลาเรียรวมทั้งพยาธิโรคเทาชางไดในการทดสอบครั้งเดียว แต

จําเปนตองอาศัยเครื่องมือที่มีราคาสูง ผูทําการทดสอบตองไดรับการอบรมใหสามารถปฏิบัติงานไดถูกตอง

และเขาใจหลักการแปลผล ตลอดจนมีการควบคุมคุณภาพของการทดสอบ ดังน้ัน การพัฒนาชุดตรวจ

วินิจฉัยโรคเทาชางซึ่งใหความไวและความจําเพาะสูงที่สามารถใชไดในภาคสนามและมีราคาถูก และ

สามารถผลิตไดเองภายในประเทศจะมีประโยชนอยางยิ่งเพ่ือประเมินสถานการณที่แทจริงของโรค และทํา

ใหสามารถวางแผนการควบคุมและกําจัดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ 

จากการทบทวนวรรณกรรมตลอดจนคนหาจากฐานขอมูลของแบคทีเรียโวลบาเชียไดพบโปรตีน 

Wolbachia surface protein (WSP) และ peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL) คาดวา

เปนโปรตีนหลักของแบคทีเรียโวลบาเชียที่สัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคเทาชาง  จึงไดทําการ

โคลนและสรางโปรตีนบริสุทธ์ิในหองปฏิบัติการ เพ่ือนํามาผลิตแอนติบอดีตอโปรตีนดังกลาว และพัฒนา

เปนชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทาชางที่สามารถตรวจไดทั้งโรคเทาชางจาก W. bancrofti และ B. malayi ซึ่ง

เปนชุดตรวจในรูปแบบ lateral flow strip สามารถตรวจวินิจฉัยไดอยางรวดเร็ว สามารถใชในภาคสนาม

ได  

โปรตีน WSP และ PAL ที่ผูวิจัยไดทําการคัดเลือกมาน้ี จากการศึกษากอนหนา ผูวิจัยไดทําการ

วัดระดับแอนติบอดีชนิดตางๆ ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP และ PAL ในกระแสเลือดของผูปวยโรคเทาชาง

ซึ่งมีอาการทางคลินิกตางๆ พบวาแอนติบอดีชนิด IgG3 ที่จําเพาะตอโปรตีน PAL มีระดับสูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญในผูปวยโรคเทาชางที่ตรวจพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดเทาน้ัน ไมพบการสูงขึ้นในผูปวยโรค

เทาชางที่ตรวจไมพบไมโครฟลาเรีย และไมพบความสัมพันธของระดับแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน PAL 

กับการเกิดพยาธิสภาพเร้ือรังของโรคเทาชาง   ในขณะที่ผูปวยที่มีการติดเช้ือปจจุบันมีการสูงขึ้นอยางมี

นัยสําคัญของแอนติบอดีชนิด IgG1 และ IgG3 ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP   นอกจากน้ี แอนติบอดีชนิด 

IgG1 ที่จําเพาะตอโปรตีน WSP ยังมีระดับสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญในกลุมผูปวยโรคเทาชางที่มีพยาธิสภาพ   

ซึ่งสอดคลองกับการพบแอนติบอดีชนิด IgG1 ที่จําเพาะตอพยาธิโรคเทาชางสัมพันธกับการเกิดพยาธิ

สภาพเรื้อรังของโรคเทาชาง  ซึ่งการศึกษาน้ีสอดคลองกับการศึกษาพบการสรางแอนติบอดีตอโปรตีน 

WSP มีความสัมพันธกับการที่สัตวติดเช้ือพยาธิฟลาเรียในสัตว ทั้งน้ี พบการสรางแอนติบอดีตอโปรตีน 
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WSP ในแมวที่ติดเช้ือพยาธิ D. immitis สําหรับการตรวจหาแอนติบอดีตอโปรตีน WSP ในคน พบวา

สัมพันธกับการเกิดโรค โดยในผูปวยโรค pulmonary dirofilariasis จากการติดเช้ือพยาธิ D. immitis จะ

มีระดับของแอนติบอดีตอ WSP สูงกวาคนปกติในพ้ืนที่เดียวกัน    นอกจากน้ี การสรางแอนติบอดีตอ

โปรตีน WSP ยังมีความสัมพันธตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคเทาชาง โดยพบการสรางแอนติบอดีตอ

โปรตีน WSP สัมพันธกับการเกิดภาวะระบบนํ้าเหลืองอักเสบในลิงที่ติดพยาธิโรคคเทาชาง B. malayiและ

ในผูปวยโรคเทาชางจากพยาธิ W. bancrofti  ดังน้ันโปรตีน WSP และ PAL จึงนาจะเปนโปรตีนที่มีความ

เปนแอนติเจนสูง สามารถนํามาประยุกตใชในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยไดเปนอยางดี 

 

  

 

 



 47 

พาะในการศึกษา SNP ตําแหนง rs3804099 และ rs38041003  

1) Molyneux DH, Bradley M, Hoerauf A, Kyelem D, Taylor MJ. (2003) Mass drug 
treatment for lymphatic filariasis and onchocerciasis. Trends in parasitology. 
19:516-22. 

2) Filariasis Division. (2001) CDC Department, Ministry of Public Health, Thailand. 
Annual Report.  

3) Bhumiratana A, Koyadun S, Suvannadabba S, Karnjanopas K, Rojanapremsuk J, 
Buddhirakkul P, Tantiwattanasup W. (1999) Field trial of the ICT filariasis for 
diagnosis of Wuchereria bancrofti infections in an endemic population of 
Thailand. The Southeast Asian journal of tropical medicine and public health. 
30:562-8. 

4) Triteeraprapab S, Karnjanopas K, Porksakorn C, Sai-Ngam A, Yentakam S, Loymak 
S. (2001) Lymphatic filariasis caused by Brugia malayi in an endemic area of 
Narathiwat Province, southern of Thailand. Journal of the Medical Association of 
Thailand. 84 Suppl 1:S182-8. 

5) Nuchprayoon S, Yentakam S, Sangprakarn S, Junpee A.  (2001) Endemic 
bancroftian filariasis in Thailand: detection by Og4C3 antigen capture ELISA and 
the polymerase chain reaction. Journal of the Medical Association of Thailand. 
84:1300-7. 

6) Nuchprayoon S, Sanprasert V, Porksakorn C, Nuchprayoon I. (2003) Bancroftian 
filariasis in an endemic area of Thailand-Myanmar border. Asian Pacific Journal 
of Allergy and Immunology. 21: 179-188. 

7) Triteeraprapab S, Thumpanyawat B, Sangprakarn S.  (1998) Wuchereria 
bancrofti- specific circulating antigen for diagnosis of bancroftian filariasis.  
Chulalongkorn Medical Journal.  42:267-77. 

8) Triteeraprapab S, Karnjanopas K, Porksakorn C, Sai-Ngam A, Yentakam S, Loymak 
S. (2001a) Lymphatic filariasis caused by Brugia malayi in an endemic area of 
Narathiwat Province, southern of Thailand. Journal of the Medical Association of 
Thailand. 84 Suppl 1:S182-8. 

9) Nuchprayoon S, Yentakam S, Sangprakarn S, Junpee A.  (2001) Endemic 
bancroftian filariasis in Thailand: detection by Og4C3 antigen capture ELISA and 
the polymerase chain reaction. Journal of the Medical Association of Thailand. 
84:1300-7. 

10) Sironi M, Bandi C, Sacchi L, Di Sacco B, Damiani G, Genchi C. (1995) Molecular 
evidence for a close relative of the arthropod endosymbiont Wolbachia in a 
filarial worm. Molecular and biochemical parasitology. 74:2 223-7.  

บรรณานุกรม 



 48 

11) Bandi C, Anderson TJ, Genchi C, Blaxter ML. (1998) Phylogeny of Wolbachia in 
filarial nematodes. Proceedings of the Royal Society of London. Series B. Biological 
sciences. 265:2407-13. 

12) Werren, JH. (1997) Biology of Wolbachia. Annual Review of Entomology. 42:587-
609. 

13) Genchi C, Sacchi L, Bandi C, Venco L. (1998) Preliminary results on the effect of 
tetracycline on the embryogenesis and symbiotic bacteria (Wolbachia) of 
Dirofilaria immitis. An update and discussion. Parassitologia. 40:247-9. 

14) Bandi C, McCall JW, Genchi C, Corona S, Venco L, Sacchi L. (1999) Effects of 
tetracycline on the filarial worms Brugia pahangi and Dirofilaria immitis and their 
bacterial endosymbionts Wolbachia.  International journal for parasitology. 29:357-
64. 

15) Hoerauf A, Nissen-Pahle K, Schmetz C, Henkle-Duhrsen K, Blaxter ML, Buttner DW, 
Gallin MY, Al-Qaoud KM, Lucius R, Fleischer B. (1999) Tetracycline therapy targets 
intracellular bacteria in the filarial nematode Litomosoides sigmodontis and 
results in filarial infertility. The Journal of clinical investigation. 103:11-8. 

16) Porksakorn C, Nuchprayoon S, Scott AL. (2003) Detection of immunodominant 
molecules derived from Wolbachia from the filarial nematode Brugia malayi. 
Program and abstracts of the 52nd annual meeting of American Society of Tropical 
Medicine and Hygiene (ASTMH). 69:460. 

17) Simon F, Prieto G, Morchon R, Bazzocchi C, Bandi C, Genchi C. (2003) 
Immunoglobulin G antibodies against the endosymbionts of filarial nematodes 
(Wolbachia) in patients with pulmonary dirofilariasis. Clinical and Diagnosis 
Laboratory Immunology. 10: 180-181. 

18) Bazzocchi C, Ceciliani F, McCall JW, Ricci I, Genchi C, Bandi C. (2000) Antigenic role 
of the endosymbionts of filarial nematodes: IgG response against the Wolbachia 
surface protein in cats infected with Dirofilaria immitis. Proc R Soc Lond B. 267: 
2511-2516. 

19) Punkosdy GA, Dennis VA, Lasater BL, Tzertzintis G, FosterJM, Lammie PJ. (2001) 
Detection of serum IgG antibodies specific for Wolbachia surface protein in rhesus 
monkeys infected with Brugia malayi. The Journal of Infectious Diseases. 184: 385-
389. 

20) Ramsden JJ. What is nanotechnology? Nanotechnology perception. 2005;1: 3-15. 

21) Zhou J, Ralston J, Sedev R, David A. Functionalized gold nanoparticles: 
Synthesis, structure and colloid stability. Journal of Colloid and Interface 
Science. 2009;331: 251–62. 



 49 

22) Baptista P, Pereira E, Eatonet P. Gold nanoparticles for the development of 
clinical diagnosis methods. ABC. 2007;391: 943-50. 

23) Modified from www.nanoprobes.com/Vol8_Iss5.html.  

24) Sato K, Hosokawa K, Maeda M. Colorimetric biosensors based on DNA-
nanoparticle conjugates. JSAC. 2007;23: 17-20. 

25) Ackerson CJ, Sykes MT, Kornberg RD. Defined DNA/nanoparticle conjugates. 
PNAS. 2005;102: 13383-5. 

26) Storhoff JJ, Elghanian R, Mucic RC, Mirkin CA, Letsinger RL. One-pot colorimetric 
differentiation of polynucleotides with single base imperfections using gold 
nanoparticle probes. J Amer Chem Soc. 1998;120: 1959-64. 

27) Reynolds AJ, Haines AH, Russell DA. Gold glyconanoparticles for mimics and 
measurement of metal ion-Mediated carbohydrate-carbohydrate interactions. 
Langmuir. 2006;22: 1156-63. 

28) Condon A. Designed DNA molecules:principles and applications of molecular 
nanotechnology. Nature Reviews Genetics. 2006;7: 565-75. 

29) Pingarro´ JM, Ya´n˜ez-Seden˜o P, lez-Corte´ s AG. Gold nanoparticle-based 
electrochemical biosensors. Electrochimica Acta. 2008;53: 5848–66.  

30) Sanprasert V, Sungpradit S, Nuchprayoon S. 2010. Wolbachia isolation by 
fractioned centrifugation from Dirofilaria immitis for protein analysis. 
Chulalongkorn Medical Journal. 54(6): 537-548. 

31) Nuchprayoon S, Sanprasert V, Porksakorn C, Nuchprayoon I. 2003 Bancroftian 
filariasis in an endemic area of Thailand-Myanmar border.  Asian Pacific Journal 
of Allergy and Immunology. 21: 179-188. 

32) Nuchprayoon S, Porksakorn C, Junpee A, Sanprasert V. 2003 Comparative 
Assessment of the Og4C3 ELISA to ICT Filariasis Test: A study in Myanmar 
migrants of Thailand. Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology. 21: 253-
257. 

 



 50 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัตนิักวิจัยและคณะ 
 



 51 

ผูวิจัยหลัก / หัวหนาโครงการ    

 

 1.   ชื่อผูวิจัย    (ภาษาไทย)  อ.ดร.วิวรพรรณ  สรรประเสริฐ 

                     (ภาษาอังกฤษ)    Vivornpun  Sanprasert, Ph.D. 

2.   หมายเลขประจําตัวประชาชน 

3100601868092 

3.   ตําแหนงปจจุบัน   

อาจารย 

4.   หนวยงานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ E-mail  

 หนวยปฏิบัติการวิจัยโรคเทาชาง คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 ถ. พระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

 โทรศัพท     02-256-4000 ตอ 3567  โทรสาร     - 

 E-mail: vivornpun@yahoo.com 

5.   ประวัติการศึกษา         

ปริญญา สาขาวิชา มหาวิทยาลัย 
ป พ.ศ. ที่

ไดรับ 

วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(เกียรตินิยมอันดับหน่ึง) 
เทคนิคการแพทย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 2544 

วิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต สหสาขาวิชาจุลชีววิทยาทางการแพทย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 2552 

6. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ  

- 

7. ประสบการณวิจัย 

7.1  ผูอํานวยการแผนงานวิจัย 

     - 

7.2  หัวหนาโครงการวิจัย 

     - 

7.3  งานวิจัยที่ทําเสร็จแลว 

• Nuchprayoon S, Sanprasert V, Suntravat M, Kraivichian K, Saksirisampant W, 

Nuchprayoon I. 2003 Study of specific IgG subclass antibodies for diagnosis of 

Gnathostoma spinigerum. Parasitology Research. 91: 137–143.   



 52 

• Nuchprayoon S, Porksakorn C, Junpee A, Sanprasert V, Poovorawan Y. 2003  

Comparative assessment of an Og4C3 ELISA and an ICT filariasis test: A study of 

Myanmar in Thailand. Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology. 21: 253-

257. 

• Nuchprayoon S, Sanprasert V, Porksakorn C, Nuchprayoon I. 2003 Prevalence 

of bancroftian filariasis on the Thai-Myanmar border. Asian Pacific Journal of 

Allergy and Immunology. 21(3):179-88.   

• Sanprasert V, Jaratsing P, Nuchprayoon I, Nuchprayoon S. 2005 Computer-

assisted instruction in parasitology: A cross-over design. Journal of the Medical 

Association of Thailand. 88 (Suppl 4): S214-S219. 

• Nuchprayoon S, Sanprasert V, Kaewzaithim S, Saksirisampant W. 2008. 

Screening for intestinal parasitic infections among Myanmar migrant workers in 

Thai food industry:  A high-risk transmission. Journal of Immigrant and Minority 

Health. 11(2):115-121. 

• Sanprasert V, Sungpradit S, Nuchprayoon S. 2010. Wolbachia isolation by 

fractioned centrifugation from Dirofilaria immitis for protein analysis. 

Chulalongkorn Medical Journal 2010; 54(6): 537-548. 

• Nuchprayoon S, Sanprasert V, Jaratsing P, Jaijakul S. 2010. A case report of 

severe adverse reactions following diethylcarbamazine treatment of lymphatic 

filariasis. Chulalongkorn Medical Journal 2010; 54(6): 593-604. 

• Tiawsirisup S,  Thanapaisarnkit T, Varatorn E, Apichonpongsa T, Bumpenkiattikun 

N,  Rattanapuchpong S, Chungpiwat S, Sanprasert V, Nuchprayoon S. Canine 

heartworm (Dirofilaria immitis) infection and immunoglobulin G antibodies 

against Wolbachia (Rickettsiales: Rickettsiaceae) in stray dogs in Bangkok, 

Thailand. The Thai Journal of Veterinary Medicine 2010; 40(2): 165-170. 

• Sanprasert V, Sujariyakul A, Nuchprayoon S. A single dose of doxycycline in 

combination with diethylcarbamazine for treatment of bancroftian filariasis. The 

Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health 2010; 41(4):800-

812. 



 53 

• Junpee A, Tencomnao T, Sanprasert V, Nuchprayoon S. Association between 

Toll-like receptor 2 (TLR2) polymorphisms and asymptomatic bancroftian 

filariasis. Parasitology Research 2010; 107(4): 807-816. 

• Semnani RT, Mahapatra L, Moore V, Sanprasert V, Nutman TB. Functional and 

phenotypic characteristics of alternative activation induced in human 

monocytes by IL-4 or the parasitic nematode Brugia malayi. Infection and 

Immunity 2011; 79(10): 3957-3965. 

7.4  งานวิจัยที่กําลังทํา 

• “Genetic variation of Blastocystis sp. in Thais and the association with clinical 

symptoms”  เปนผูวิจัยหลกั 

•  “Nanodetection of lymphatic filariasis” เปนผูวิจัยหลัก 

 

 

 



 54 

ผูรวมโครงการวิจัยคนที่ 1    

1.   ชื่อผูวิจัยหลัก   (ภาษาไทย)  ศ.ดร.พญ. สุรางค นุชประยูร 

                               (ภาษาอังกฤษ)    Surang Nuchprayoon M.D., Ph.D., M.P.H. 

2.   หมายเลขประจําตัวประชาชน 

3100100774745 

3.   ตําแหนงปจจุบัน   

ศาสตราจารย  

4.   หนวยงานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ E-mail  

 หนวยปฏิบัติการวิจัยโรคเทาชาง ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย  

 ถ. พระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

  โทรศัพท 0-2256-4387 โทรสาร 02-252-5944 

 E-mail: fmedstt@md.chula.ac.th 

5.   ประวัติการศึกษา 

ปริญญา สาขาวิชา มหาวิทยาลัย ป พ.ศ. ที่ไดรบั 

แพทยศาสตรบัณฑิต 

(เกียรตินิยม) 

 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 2530 

Master of Public 

Health 

Immunology and 

infectious Diseases 

Johns Hopkins University, 

USA 

2535 

Doctor of  

Philosophy 

Molecular 

Parasitology 

and Immunology 

Johns Hopkins University, 

USA 

2538 

อนุมัติบัตร พยาธิวิทยาคลินิก แพทยสภา 2546 

 

6.  สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชา  

Molecular Parasitology and Immunology 

Lymphatic filariasis 

 



 55 

7.  ประสบการณที่เก่ียวของกับงานวิจัยทัง้ภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน

การทําวิจัยวาเปนผูอํานวยการแผนงานวิจยั หัวหนาโครงการวิจัย หรอืผูรวมวิจัยในแตละ

ขอเสนอการวิจัย เปนตน  

6.1 ผูอํานวยการแผนงานวิจัย 

     - 

6.2  หัวหนาโครงการวิจัย 

6.2.1 “Early detection of bancroftian filariasis in children and young individuals 

using IgG4 assays” (หัวหนาโครงการ) 

6.2.2 “การวินิจฉัยโรคเทาชางที่เกิดจากเช้ือ  Wuchereria bancrofti  ในระยะแรกเริ่มโดย

วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสและการตรวจทางนํ้าเลือง”  (หัวหนาโครงการ) 

6.2.3 “Polymerase chain reaction-based detection of Wuchereria bancrofti in 

Culex quinquefasciatus”  (หัวหนาโครงการ) 

6.2.4 “บทบาทของโวลบาเกียในการเกิดพยาธิสภาพผลขางเคียงตอยารักษาโรคเทาชาง 

(The role of Wolbachia in the pathogenesis of chemotherapy-induced 

adverse reactions in lymphatic filariasis)” (หัวหนาโครงการ) 
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surface protein (WSP) ในผูปวยโรคเทาชาง (Association between specific 
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6.2.7 “ผลของยาDoxycycline ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการรักษาและลดอาการขางเคียง

ของยา Diethylcarbamazine (DEC) ในการรักษาผูปวยโรคเทาชาง (Effects of 

doxycycline on increasing of efficacy and decreasing of adverse drug 

reactions from treatment of lymphatic filariasis patients with 

Diethylcarbamazine (DEC))” (หัวหนาโครงการ) 

6.2.8 “ผลของยาปฏิชีวนะตอเช้ือ Wolbachia spp. เพ่ือนําไปใชในการรักษาโรคเทาชาง 

(Effects of antimicrobial agents against Wolbachia spp. for treatment of 

filariasis)” (ผูรวมวิจัย) 
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