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บทบทคัดยอคัดยอ  
 

ไรฝุน (House dust mite) เปนสาเหตุสําคัญในการกอโรคภูมิแพ โดยสายพันธุท่ีพบบอยใน
ประเทศไทย ไดแก Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae 
(DF) และ Blomia tropicalis (BT) การจําแนกสายพันธุของไรฝุนเหลานี้ตองอาศัยบุคลากรท่ีมี 
ความชํานาญทางดานไรวิทยา จึงทําใหขอมูลเก่ียวกับความชุกชุมและการแพรกระจายของไรฝุนตาม
บานเรือนคอนขางจํากัด  งานวิจัยนี้ไดศึกษาขอมูลเก่ียวกับยีนชนิดตางๆ ของไรฝุน 3 สายพันธุท่ีพบ
บอยในประเทศไทย มาออกแบบและพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาใชในการตรวจสอบสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุน
จริงท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 100 หลังคาเรือน (ตัวอยาง) โดยเปรียบเทียบกับการตรวจดวยวิธีการ
ลอยตัวควบคูกับการวินิจฉัยดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีนท่ีนํามาพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I โดยออกแบบคู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้  
ผลการศึกษาพบวา วิธี multiplex PCR ตรวจพบไรฝุนจํานวน 46 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 37.10 
สามารถจําแนกไดเปนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง สายพันธุ D. farinae 
จํานวน 29 ตัวอยาง และสายพันธุ B. tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธ ี
floatation+กลองจุลทรรศนสามารถพบไรฝุนในตัวอยางจํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 24.49 
ซ่ึงเปนสายพันธุตางๆ จํานวน 19, 10 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ เม่ือนําผลการตรวจสอบตัวอยางฝุน
มาจับคูกันพบวา ตัวอยางฝุนท่ีมีขอมูลตรงกันสําหรับการตรวจสอบท้ังสองวิธี มีจํานวน 65 ตัวอยาง 
เปนผลบวก (พบไรฝุน) จํานวน 14 ตัวอยาง และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) จํานวน 51 ตัวอยาง คิดเปน
ความไวของวิธีการตรวจ (sensitivity) เทากับรอยละ 54.17  ความจําเพาะ (specificity) เทากับรอย
ละ 68.92  และความแมนยํา (accuracy) เทากับรอยละ 65.31 ตามลําดับ 

การท่ีคาความไวและความจําเพาะของวิธี multiplex PCR คอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน ท้ังนี้เนื่องจากวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนไดมากกวา
โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนผลลบจากวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี
multiplex PCR จึงเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) ในขณะท่ีวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน เหมาะสําหรับการยืนยันสายพันธุไรฝุนสําหรับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีไมมาก 

วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้เปนประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวย
ภูมิแพไดเปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากรหองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตาม
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 
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SSuummmmaarryy  
 

Dust mites have been known as an important source of inhalant allergens 
causing allergic rhinitis and asthma worldwide. Dust mite population in house dust 
samples is used to monitor the mite allergen exposure of patients. However, mite 
identification by their morphology requires specific expertise. Molecular technique 
was then developed in order to solve such this regard. 

Three pairs of primers were designed for identifying common dust mite 
species; Dermatophagoides pteronyssinus (DP), D. farinae (DF) and Blomia tropicalis 
(BT), from their genomic DNA by multiplex PCR technique. Total duration since the 
preparation of PCR reaction mix till the analysis by agarose gel electrophoresis was 
approximately 2 hours. Then, the assay was used to examine the species of dust 
mites in dust samples collected from 100 households, and compared to the 
combination method of flotation+microscopic examination.  

Results showed that the examination by multiplex PCR gave positive results 
for 46 samples (37.10 %), of which could be identified as D. pteronyssinus in 31 
samples, D. farinae in 29 samples and B. tropicalis in 29 samples, whereas the 
flotation+microscopic examination gave positive results in 24 dust samples (24.49 %), 
which were 19, 10 and 0 samples, for each species respectively. The matched results 
from both methods were found in 65 samples, of which 14 samples were positive 
and 51 samples were negative. Levels of sensitivity, specificity and accuracy of the 
multiplex PCR compared to the flotation+microscopy were 54.17 %, 68.92 % and 
65.31 %, respectively. 

Low levels of sensitivity, specificity and accuracy of the multiplex PCR were due to 
more positive results obtained from the multiplex PCR than those from the 
flotation+microscopy. Therefore, the multiplex PCR is suitable for screening the 
considerable number of dust specimens, whereas the flotation+microscopy is rather 
suitable for the confirmation of positive specimens obtained from the multiplex PCR. 
Moreover, the multiplex PCR is simple and can be carried out by most laboratory 
personnel with no special knowledge in dust mite identification. 
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บทนําบทนํา  
 

ไรฝุน (house dust mite) เปนสาเหตุสําคัญในการกอโรคภูมิแพ เนื่องจากเปนตัวการผลิต
สารกอภูมิแพ และผูปวยโรคภูมิแพแสดงปฏิกิริยาตอน้ํายาซ่ึงสกัดจากไรฝุนมากกวาสารกอภูมิแพชนิด
อ่ืนๆ ภายในท่ีอยูอาศัย ไรฝุนเปนสัตวขาขอซ่ึงจัดอยูใน Subclass Acari, Superorder 
Acariformes, Order Astigmata ไรฝุนมีขนาดเล็กประมาณ 100-300 ไมโครเมตร ตัวเต็มวัย มีขา  
4 คู อาศัยอยูตามวัสดุท่ีมีเสนใย เชน ท่ีนอน หมอน ผาหม เกาอ้ีบุนวม ตุกตาขนสัตว เปนตน ไรฝุน
กินสะเก็ดผิวหนัง สะเก็ดรังแค สปอรเชื้อรา และสารอินทรียอ่ืนๆ ในฝุนเปนอาหาร องคการอนามัย
โลกไดเคยประมาณการสูญเสียคาใชจายกับโรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ ท้ังทางตรงและทางออมคิดเปน
จํานวนเงินประมาณ 20,000 ลานเหรียญสหรัฐตอป  เปนคายาสูงถึง 8,000 ลานเหรียญสหรัฐ 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานการศึกษาถึงการสูญเสียเนื่องจากการเจ็บปวยดวยโรคแพอากาศ 
(Allergic rhinitis) คิดเปนคายารักษาเปนจํานวนเงิน 990 ลานบาทในป 2546 และเพ่ิมข้ึนเปน 
1,087 ลานบาทในป 2547 ท้ังนี้ยังไมรวมการสูญเสียดานอ่ืนๆ เชน การขาดงานหรือหยุดเรียน  
คาดูแลรักษาพยาบาล เปนตน (ฉวีวรรณ บุนนาค) ในการประเมินความรุนแรงของอาการภูมิแพของ
ผูปวย นอกจากการซักประวัติและการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการแลว  การตรวจสอบชนิดของ
สารกอภูมิแพท่ีผูปวยไดรับในท่ีอยูอาศัยเปนประจําก็เปนประโยชนท่ีจะชวยใหแพทยสามารถให 
การรักษาไดอยางถูกตองและมีประสิทธิภาพ 

รายงานการศึกษาในประเทศไทยพบวา ผูปวยโรคภูมิแพคนไทยแสดงปฏิกิริยาตอไรฝุน
ประมาณ 60-70% (Daengsuwan et al. 2003; Kongpanichkul et al. 1997) สายพันธุของไรฝุน
ท่ีพบมากท่ัวโลกรวมท้ังในประเทศไทย (Malainual et al., 1995) ไดแก สายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus (DP) และ Dermatophagoides farinae (DF) ซ่ึงจัดอยูใน 
Family Pyroglyphidae  รองลงมาไดแก สายพันธุ Blomia tropicalis (BT) ซ่ึงจัดอยูใน Family 
Glycyphagidae สายพันธุอ่ืนๆ ท่ีพบในฝุนตามท่ีอยูอาศัย ไดแก Euroglyphus maynei, 
Lepidoglyphus destructor, Acarus siro, Tyrophagus spp., Suidasia spp. เปนตน 

จากขอมูลความชุกและการแพรกระจายของไรฝุนสายพันธุตางๆ ในประเทศเพ่ือนบาน เชน 
สิงคโปร (Chew et al., 1999) พบวา ไรฝุน Blomia tropicalis เปนสายพันธุท่ีพบไดมากกวา  
D. pteronyssinus และ D. farinae  สภาพท่ีอยูอาศัยและพฤติกรรมความเปนอยูของประชาชนใน
ปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงไปซ่ึงอาจทําใหการแพรกระจายของไรฝุนเปลี่ยนแปลงไปดวย  การตรวจ
วินิจฉัยจําแนกสายพันธุของไรฝุนในปจจุบันอาศัยลักษณะสัณฐานภายนอกของไรฝุนเปนหลัก 
(Colloff & Spieksma, 1992)  แตบางสายพันธุท่ีมีความใกลชิดกัน เชน genus เดียวกัน แตตาง 
species กัน หรือ ไรฝุนท่ีเปนระยะตัวออน จะมีรูปรางลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกันมาก บุคลากร
ท่ีไมมีประสบการณและความชํานาญทางดานอนุกรมวิธานของไรฝุนอาจทําการจําแนกสายพันธุได 
ไมถูกตอง หรือแมวาจะเปนคนละ genus ก็มีลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกันมากเชนกัน เชน  
สายพันธุ Acarus และ Tyrophagus ใน Family Acaridae เปนตน เปนวิธีท่ีใชเวลามากและตอง
อาศัยบุคลากรท่ีมีความชํานาญทางดานไรวิทยาซ่ึงมีอยูไมมากในประเทศไทย ทําใหการตรวจสอบ
ชนิด/สายพันธุของไรฝุนในตัวอยางฝุนในท่ีอยูอาศัยของผูปวยไมเปนท่ียอมรับนัก นอกจากนั้นแลว
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การเก็บตัวอยางฝุนท่ีไมถูกตองทําใหตัวอยางไรฝุนท่ีไดชํารุดเสียหายทําใหการตรวจจําแนกสายพันธุ
ดวยรูปรางลักษณะภายนอกมีความคลาดเคลื่อนไดเชนเดียวกันดวย ปจจุบันมีการนําความรูทางดาน
อิมมูโนวิทยามาพัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพของไรฝุน ซ่ึงมีราคาคอนขางสูง  
ไมเหมาะสมกับการใหบริการแกผูปวยโรคภูมิแพท่ีมีรายไดไมมาก อีกท้ังยังตองใชเวลานานในการ
ตรวจวิเคราะหอีกดวย  ดังนั้นจึงควรพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีสะดวก 
รวดเร็ว และงายตอบุคลากรหองปฏิบัติการท่ัวไป   

ขอมูลการศึกษาวิจัยพบวา ปจจุบันมีการคนพบยีนตางๆ ของไรฝุนหลากหลายสายพันธุ ซ่ึง
ยีนเหลานั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับไรฝุนแตละสายพันธุ หากนํามาพัฒนาและนํามาใชในการตรวจ
วินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีมีไรฝุนปะปนกันหลายสายพันธุดวยวิธีทางอณูชีววิทยา เชน 
Polymerase chain reaction (PCR) มีประโยชนอยางมากในการจําแนกสายพันธุของแมลงและ
สัตวขาขอ โดยเฉพาะสายพันธุท่ีมีรูปรางลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกัน เชน การใชยีน internal 
transcribed spacer 2 (ITS2) ในการจําแนกสายพันธุของยุงในกลุม Anopheles annularis 
(Walton et al., 2007a; Alam et al., 2007) กลุมยุง Anopheles maculatus (Walton et al., 
2007b) หรือยีน CQ11 บน microsatellite loci สําหรับการจําแนกยุงในกลุม Culex pipiens 
(Bahnck CM and Fonseca DM, 2006) เปนตน  

การนํายีนมาใชในการตรวจวินิจฉัยจําแนกสายพันธุของไรฝุน จําเปนตองคัดเลือกยีนท่ี
เหมาะสม เนื่องจากยีนบางกลุมมีความคลายคลึงกันในไรสายพันธุท่ีแตกตางกัน เชน ยีน Glutathion-
S-transferase (GST) ของไรฝุนและไรหิด (Fischer K, et al.; 2003) ยีน Tropomyosin ของไรฝุน
สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus และ Blomia tropicalis (Yi FC, et al.; 2002) 
เปนตน  ยีนบน ribosomal DNA (rDNA) เปนอีกแหลงหนึ่งท่ีมีความเปนไปไดสูงในการนํามาใช
จําแนกสายพันธุของไรฝุน เนื่องจาก rDNA ประกอบดวยสวนท่ีไมคอยมีความเปลี่ยนแปลง (highly 
conserved region) ไดแก สวน 18S  rDNA, 5.8S rDNA และ 28S rDNA  และสวนท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงบอย ไดแก สวน internal transcribed spacer regions (ITS) ซ่ึงมี 2 สวน คือ ITS1 
และ ITS2  เคยมีการนาํยนีบนสวน ITS2 มาใชศึกษาสายพันธุของไรใน Suborder Astigmata (Noge 
et al., 2005) และนํายีนบน mitochondria 12S DNA มาใชศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ไรฝุนสายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus, Glycyphagus privatus, Aleuroglyphus 
ovatus และ Blomia tropicalis. (Suarez-Martinez et al., 2005)  การศึกษายีนของไรฝุน 
สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus และ Blomia tropicalis ดวยเทคนิค expressed 
sequence tagging (EST) ทําใหทราบถึงยีนตางๆ ท่ีเก่ียวของกับโปรตีนหลายชนิด รวมท้ังสารกอ
ภูมิแพชนิดตางๆ ของไรฝุนดวย (Angus et al., 2004) ซ่ึงยีนท่ีถูกคนพบตางๆ เหลานี้ อาจจะ
สามารถนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนได ก็จะทําใหสามารถจําแนกสายพันธุของ 
ไรฝุนแตละสายพันธุไดอยางถูกตอง สะดวกและรวดเร็วข้ึน ซ่ึงจะเปนท่ียอมรับ และจะสงผลตอ 
การใหบริการผูปวยโรคภูมิแพกวางขวางมากข้ึน โดยเฉพาะหนวยงานท่ีขาดบุคลากรท่ีมีความชํานาญ
ดานอนุกรมวิธานของไร 

การศึกษาวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนท่ีงายข้ึน  รวดเร็วข้ึน 
และมีความถูกตอง โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล เชน ยีน Internal transcribed spacer 
2 (ITS2) ยีน 12S-rRNA หรือยีน 16S-rRNA บน mitochondria genome และเทคนิคทาง 
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อณูชีววิทยาประยุกตรวมกัน เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีพบไดบอยตามท่ีอยูอาศัยจํานวน 3 สายพันธุ 
ไดแก สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae และ 
Blomia tropicalis และประเมินประสิทธิภาพของวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุไรฝุนท่ีพัฒนาข้ึน  
กับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค multiplex PCR  

2. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR  
ท่ีพัฒนาข้ึนกับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง 

3. เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจจําแนกสายพันธุของไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR กับการตรวจจําแนกดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
พัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค  multiplex  PCR  กับไรฝุนสายพันธุ 

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae และ Blomia tropicalis 
และทดสอบประสิทธิภาพของวิธีตรวจกับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง แลวเปรียบเทียบกับ 
การตรวจจําแนกสายพันธุดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
 

ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 
จากการสืบคนยีนตางๆ ของไรฝุนพบวา ยีนบางชนิดมีความเฉพาะเจาะจงกับไรฝุนแตละ 

สายพันธุ หากนํามาพัฒนาเปนวิธีตรวจจําแนกชนิดสายพันธุของไรฝุนดวยวิธีทางอณูชีววิทยา เชน 
Polymerase chain reaction (PCR) ก็จะสามารถจําแนกสายพันธุของไรฝุนไดสะดวกและรวดเร็ว
กวาวิธีการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก
สายพันธุของไรฝุนท่ีงายและรวดเร็วข้ึน โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล และเทคนิคทาง 
อณูชีววิทยามาประยุกตรวมกัน การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนท่ี 
งายข้ึน รวดเร็วข้ึน และมีความถูกตอง โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล เชน ยีน internal 
transcribed spacer 2 (ITS2)  ยีน 12S-rRNA หรือยีน 16S-rRNA บน mitochondria genome 
และเทคนิคทางอณูชีววิทยาประยุกตรวมกัน  
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ   
วิธีการตรวจจําแนกสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีไดจากการวิจัยนี้ จะเปน

วิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีงาย สะดวก รวดเร็ว และเปนท่ียอมรับในการนําไปใชในการใหบริการแกผูปวย
โรคภูมิแพมากข้ึน ซ่ึงจะสงผลใหการรักษาอาการภูมิแพของผูปวยมีประสิทธิภาพดีข้ึน  นอกจากนั้น
แลวขอมูลความชุกของไรฝุนท่ีไดจะเปนขอมูลท่ีเปนปจจุบันซ่ึงเปนประโยชนตองานวิจัยท่ีเก่ียวของ
ตอไป 

 

7 



 

 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัยระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย  
 

1. ประชากรศึกษา 
1.1 สายพันธุไรฝุน 
 สายพันธุไรฝุนท่ีใชในการศึกษาทดลอง คือ ไรฝุนสายพันธุท่ีพบไดบอย ไดแก สายพันธุ 

Dermatophagoides pteronyssinus, สายพันธุ Dermatophagoides farinae และสายพันธุ 
Blomia tropicalis ซ่ึงเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการของโครงการศูนยบริการและวิจัยไรฝุนศิริราช 

1.2 ตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัย 
 ตัวอยางท่ีทําการศึกษา เปนตัวอยางฝุนตามบานเรือน โดยเลือกเก็บจากท่ีอยูอาศัย

ของผูวิจัยและเพ่ือนบานในพ้ืนท่ีตางๆ โดยการใชเครื่องดูดฝุนและอุปกรณดักเก็บฝุนดูดฝุนตามท่ีนอน 
หมอน ผาหม และพรม แลวเก็บตัวอยางฝุนท่ีไดใสถุงพลาสติกปดผนึก เก็บในตูเย็นจนกวาจะทําการ
ตรวจวิเคราะห 

ตัวอยางฝุนจํานวน 124 ตัวอย าง  ถูกเ ก็บมาจากท่ีอยูอาศัยใน พ้ืน ท่ีต างๆ ไดแก 
กรุงเทพมหานครจํานวน 67 ตัวอยาง  สมุทรปราการ 11 ตัวอยาง ปทุมธานี 8 ตัวอยาง  สุพรรณบุรี 
4 ตัวอยาง  นครสวรรค 6 ตัวอยาง  อางทอง 18 ตัวอยาง และขอนแกน 10 ตัวอยาง 

การศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุน จึงพยายามเก็บตัวอยางฝุนใหไดอยางนอยจํานวน 100 ตัวอยาง และไมไดเปนการสํารวจความ
ชุกชุมของไรฝุน จึงไมไดกําหนดหลักเกณฑในการคัดเลือกตัวอยาง หรือการกระจายตัวของตัวอยาง
ฝุนท่ีนํามาใชศึกษา 

 
2. วิธีการศึกษา 
 การพัฒนาวิธี Multiplex PCR 

2.1. การออกแบบ  primers 
Primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จะถูกออกแบบจากยีนของไรฝุนสายพันธุตางๆ ท่ีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank โดยยีนท่ีถูกคัดเลือกจะมีความเหมือนกันไมเกินรอยละ 10 (< 10% 
homology) แลวทําการทดสอบเบื้องตนโดยใชยีนของไรฝุนหลายๆ สายพันธุ ดวยโปรแกรม
คอมพิวเตอร แลวจึงคัดเลือกคู primers ท่ีเหมาะสมเพ่ือสั่งทําการสังเคราะหตอไป 

2.2. การทดสอบปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 
สวนผสมของการทําปฏิกิริยาจะถูกเตรียมข้ึนท่ีปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยมีสวนผสม

ของน้ํายาตางๆ ตามสูตรของผูผลิตชุดน้ํายา PCR  สําหรับการทําปฏิกิริยา PCR นั้นจะดําเนินการโดย
ใชเครื่อง PCR ซ่ึงตั้งโปรแกรมมาตรฐานไว แลวเปลี่ยนอุณหภูมิ annealing temperature ตามคู 
primers ท่ีใชทดสอบ ซ่ึงอยูระหวาง 55 – 60 องศาเซลเซียส ทําการตรวจสอบขนาดของ ผลผลิต 
PCR ท่ีได เทียบกับขนาดท่ีคํานวณไดจากโปรแกรมคอมพิวเตอรดวย Agarose electrophoresis 
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2.3. การทดสอบปรับสภาพปฏิกิริยา Multiplex PCR 
คัดเลือกคู primers ท่ีเฉพาะเจาะจงกับสายพันธุของไรฝุนแตละชนิด แลวนํามาผสม

กันทีละ 1, 2, 3 คู เพ่ือทําปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลองเดียวกัน โดยปรับเปลี่ยนสูตรน้ํายาและ
อุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR ใหเหมาะสม จนไดผลผลิต PCR ท่ีถูกตอง 

2.4. การทดสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยา Multiplex PCR 
- เตรียมตัวอยางทดสอบ โดยผสม genomic DNA ของไรฝุนแตละสายพันธุในสัดสวน  

ตางๆ  เชน DP: DF: BT เทากับ 2: 1: 1, 1: 2: 1, 1: 1: 2 เปนตน   
- ทําปฏิกิริยา Multiplex PCR ตามวิธีการท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 2.4 เพ่ือทดสอบ

ประสิทธิภาพในการตรวจหาสายพันธุของไรฝุนจาก gDNA ท่ีอยูในสวนผสมตัวอยางนั้น 
- ตรวจสอบผลผลติจากปฏิกิริยา โดยการ run agarose electrophoresis  

2.5. การทดสอบประสิทธิภาพกับตัวอยางท่ีเตรียมข้ึนในหองปฏิบัติการ 
- นําไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus, D. farinae และ B. tropicalis มาผสมกับ

ตัวอยางฝุนท่ีเตรียมไวในหองปฏิบัติการในสัดสวนตางๆ กัน  
- ใหรหัสแกตัวอยางแตละอัน เชน A, B, C, D, E, F เปนตน เพ่ือปองกันความ

ผิดพลาดท่ีอาจเกิดจากความลําเอียงของผูทดสอบ 
- ทําการแยกไรฝุนออกจากฝุนในแตละตัวอยางดวยเทคนิค floatation โดยอาศัย

ความถวงจําเพาะท่ีแตกตางกันระหวางสารละลายสองชนิด จากนั้นนําไรฝุนท่ีแยกไดจากตัวอยางฝุน
ไปทําการสกัด gDNA ตามวิธีในข้ันตอนท่ี 6.2.1 แลวนํา gDNA ของไรฝุนผสมท่ีไดไปทดสอบปฏิกิริยา 
multiplex PCR ดวย primers ท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 6.2.5 

การทดสอบประสิทธิภาพกับตัวอยางฝุนจริงจากท่ีอยูอาศัย 

2.6. การแยกไรออกจากตัวอยางฝุนดวยวิธีการลอยตัวในสารละลาย (flotation) 
 สําหรับไรฝุนท่ีไมมีชีวิตซ่ึงปะปนอยูในตัวอยางฝุนจะถูกแยกออกดวยวิธีการลอยตัว 

ในสารละลายสองชนิดท่ีมีความหนาแนนแตกตางกัน (flotation) (Hart & Fain, 1987) โดยนํา
ตัวอยางฝุนปริมาณ 0.1 กรัม แชใน 80% แอลกอฮอล ในหลอดทดลองเปนเวลาไมนอยกวา 12 
ชั่วโมง แลวดูดสวนใสของแอลกอฮอลออกใหมีระดับอยูเหนือตะกอนเล็กนอย จากนั้นเติมสารละลาย
เกลือแกงอ่ิมตัวลงไปใหมีความสูงอยางนอย 4 เซนติเมตร ท้ิงไวประมาณ 10-15 นาที เพ่ือใหไรฝุนท่ี
ดูดซับแอลกอฮอลลอยตัวข้ึนสูผิวของสารละลาย สวนฝุนซ่ึงตกตะกอนลงสูกนหลอดทดลอง  ทําการ
กรองสารละลายสวนบนดวยกระดาษกรองเพ่ือแยกไรท่ีลอยตัวออกมาแลวนําไปจําแนกสายพันธุดวย
วิธี flotation+กลองจุลทรรศนตอไป ฝุนบางตัวอยางมีปริมาณจํากัดจึงมีเพียง 98 ตัวอยางเทานั้น 
ท่ีสามารถทําการแยกไรจากตัวอยางฝุนดวยวิธีนี้ได ในจํานวนนี้บางตัวอยางสามารถทําการแยกไรได
เพียง 1 ซํ้าเทานั้น 

2.7. การจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน 
นําไรท่ีไดมาเตรียมตัวอยางสําหรับการจําแนกสายพันธุ โดยใชเข็มเข่ียนําไรไปวางบน

กระจกสไลดในน้ํายา Hoyer’s mounting medium นําไปอบไวท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2-3 วัน แลวนําไปทําการจําแนกสายพันธุโดยดูลักษณะภายนอกของไรฝุนภายใตกลอง
จุลทรรศนโดยอางอิงการจําแนกสายพันธุไรฝุนจากหนังสือ Dust Mites (Colloff, 1993) และจาก
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ประสบการณของหัวหนาคณะผูวิจัยซ่ึงปฏิบัติงานในการจําแนกสายพันธุไรฝุนเปนเวลานานกวา 24 ป 
(Malainual et al., 1995) 

2.8. การสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุน 
Genomic DNA ของไรฝุน จะถูกสกัดดวยชุดน้ํายาสกัด โดยนําไรฝุนมาบดในน้ํายา 

lysis buffer จากนั้นหยอดลงใน spin column แลวลางสวนท่ีไมใช DNA ออกใหหมด จากนั้นจึง
ละลายสารDNA ท่ีติดอยูใน column ออกดวยน้ํายา Tris-EDTA buffer แลวนํา gDNA ท่ีไดไปใชใน
ปฏิกิริยา PCR ตอไป 

2.9. การวิเคราะหขอมูลและการเปรียบเทียบขอมูล 

ขอมูลจากการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
และวิธี multiplex PCR ท้ัง 3 ซํ้าถูกนํามารวมกัน แมวาจะพบไรฝุนเพียงซํ้าเดียวใหถือวาเปนผลบวก
สําหรับวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนวิธีนั้นๆ 

สําหรับคาความไว (sensitivity)  ความจําเพาะ (specificity) และคาความแมนยํา 
(precision) นั้น ทําการวิเคราะหดังนี้ (Lalkhen & McCluskey, 2008) 

คาความไว (sensitivity) ของวิธี multiplex PCR หรือ สัดสวนของการตรวจพบไรฝุน
ในตัวอยางท่ีมีไรฝุนจริง คํานวณโดยการเปรียบเทียบขอมูลจากการตรวจดวยวิธี Flotation+กลอง
จุลทรรศน โดยนับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีตรงกัน ตามสูตร 
ดังนี้ 

คาความไว = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกดวยวิธี multiplex PCR 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

 
สวนคาความจําเพาะ (specificity) หรือ สัดสวนของการตรวจไมพบไรฝุนในตัวอยางท่ี

ไมมีไรฝุนอยูจริง คํานวณโดยการเปรียบเทียบขอมูลจากการตรวจดวยวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน 
โดยนับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลการตรวจเปนลบท่ีตรงกัน  ตามสูตร ดังนี้ 

 

คาความจําเพาะ = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลลบดวยวิธี multiplex PCR 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลลบดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

 

สําหรับคาความแมนยํา (precision หรือ positive predictive value) ของวิธีการ
ตรวจ หรือ สัดสวนของตัวอยางฝุนท่ีพบไรฝุนในตัวอยางท้ังหมดท่ีใหผลบวกดวยวิธีการตรวจแบบ
เดียวกัน ตามสูตร ดังนี้ 

คาความแมนยํา  = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกท้ังหมด 

 

สวนคาความถูกตอง (accuracy) หรือ สัดสวนของตัวอยางท่ีใหผลตรงกันท้ังวิธี 
multiplex PCR และวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ในจํานวนตัวอยางฝุนท้ังหมด ตามสูตร ดังนี้ 

 

คาความถูกตอง = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกและผลลบตรงกัน 
จํานวนตัวอยางท้ังหมด 
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3. สถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

3.1 ท่ีอยูอาศัยของประชาชนในพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง 
3.2 หองปฏิบัติการภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  
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ผลการวิจัยผลการวิจัย  
 

การสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุน 
ไดทําการสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุนท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวยชุด

น้ํายาสกัดสําเร็จรูป สามารถสกัด gDNA ไดท่ีความเขมขน 25 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สําหรับไรฝุน
สายพันธุ D. pteronyssinus และสายพันธุ D. farinae  และท่ีความเขมขน 30 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตรสําหรับไรฝุนสายพันธุ Blomia tropicalis ซ่ึงไดทําการเก็บรักษา gDNA เหลานี้ไวท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในปฏิกิริยา PCR ตอไป 

 
การออกแบบ  primers สําหรับปฏิกิริยา PCR 

ไดทําการสืบคนขอมูลเก่ียวกับยีนตางๆ ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP),  
D. farinae  (DF) และ Blomia tropicalis (BT) จากฐานขอมูลสากล ไดแก ยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2), SID, Cytochrome C oxidase subunit I (Cox I) พบวา ยีนของไร
ฝุนสายพันธุ DP และ DF มีความคลายคลึงกัน แตมีบางตําแหนงของยีนท่ีแตกตางกัน สวนยีน Cox I 
ของไรฝุนสายพันธุ BT มีความแตกตางจาก DP และ DF  ดังนั้นจึงออกแบบ primers ท่ีจะ 
นําไปใชในปฏิกิริยา PCR โดยใชโปรแกรม Primer 3 และ Primer-Blast ในเว็บไซต 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) แลวนําไปทดสอบในปฏิกิริยา PCR กับ genomic DNA ของ 
ไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พรอมท้ังปรับเปลี่ยนสภาพของปฏิกิริยา PCR เพ่ือใหไดผลผลิต PCR ตามท่ี
คาดหมาย  โดยภาพรวมไดทําการออกแบบ primers ท้ังหมดจํานวน 11 คู ดังแสดงขอมูลใน  
ตารางท่ี 2.1 

  

ตารางท่ี 2.1  รายละเอียดของ primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุน 

คูที่ ID 
ลําดับเบส 
(5’ to 3’) 

ขนาดของ 
ผลผลิต PCR 
(base pairs) 

สายพันธุไรฝุน 
ที่ถูกจําแนก 

1 ITS2 F 
ITS2 R 

CGACTTTCGAACGCATATTGC 
GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG 

320 DP, DF, BT 

2 ITS2 F2  
ITS2 R2 

AACGCATATTGCAGCCATT 
GGTAATCTCGCTTGATCTGAG 

320 DP, DF, BT 

3 ITS2 F3  
ITS2 R3 

CTTTCGAACGCATATTGCAG 
AAATTCAGGGGGTAATCTCG 

315-330 DP, DF, BT 

4 ITS2-107_F 
ITS2_R 

GGGATAGATCTGTTTCGTCGT 
GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG 

230 DP 

5 ITS2-166_F 
ITS2_R2 

CGTCAGGTCATTTCCAAACA 
GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG 

195 DP 
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ตารางท่ี 2.1  รายละเอียดของ primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุน (ตอ) 

คูที่ ID 
ลําดับเบส 
(5’ to 3’) 

ขนาดของ 
ผลผลิต PCR 
(base pairs) 

สายพันธุไรฝุน 
ที่ถูกจําแนก 

6 ITS2-199_F 
ITS2_R2 

GCTTTGTAGCACATTCATCACT 
GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG 

143  DF 

7 ITS2-231_F 
ITS2_R 

TTAGCGTTTCCAGCTAAACAA 
GCTTAAATTCAGGGGGTAATCTCG 

120 DF 

8 12SID_F 
12SID_R 

TTTTTCTGGCGGTTTATTACC 
CGACTTATCTATCAAAAGAGTGACC 

665 DP, DF 

9 Dp-Ms-F 
Dp-Ms-R 

TGCTAAAGCAAGAGAGAACTTTT 
CCCCTTCAAACCACAACACT 

700 DP 

10 Cox I F 
Cox I R 

GCTGTTCCTACGGGAGTTAAGG 
ACACGCCCTCTTCTCATACC 

180 BT 

11 Cox I F2 
Cox I R2 

GGCAGGTTGGGTATGATTTAC 
CGTGTCGTGTAAGCTCACATCT 

306 BT 

12 Cox I F3 
Cox I R3 

AACAGAACCTTTTGGCAGG 
AGCTACCACATAATACGTGTCGT 

334 BT 

       

การทดสอบ primers และการปรับสภาพปฏิกิริยา PCR 

หลังจากทําการทดสอบและปรับแตงสภาพปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 
ท่ีใช primer แตละคู (Singleplex PCR) ของยีน ITS2 กับ gDNA ของไรฝุนสายพันธุ DP และ DF 
พบวา ผลผลิต PCR ท่ีไดเปนไปตามท่ีคาดหมาย (รูปท่ี 2.1) แตผล PCR กับคู primer ITS2_F/ 
ITS2_R2 ใหผลผลิต PCR ในปริมาณท่ีนอยกวาผลผลิตท่ีเกิดจากคู primer ITS2_F3/ ITS2_R2 แม
กระนั้นก็ตามพบวามีผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะเกิดข้ึนดวย เชนเดียวกับคู primer ITS2-199_F/ 
ITS2_R และ ITS2-199_F/ ITS2_R2 ท่ีใหผลในลักษณะเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป)  แตปฏิกิริยา PCR 
ท่ีใช primer CoxI_F/ CoxI_R ซ่ึงออกแบบจากยีน Cytochrome oxidase subunit I กับ gDNA 
ของไรฝุนสายพันธุ BT ไมใหผลผลิตออกมาตามท่ีคาดหมาย แตใหผลผลิตท่ีไมจําเพาะกับ gDNA ของ

ไรฝุนสายพันธุ DP และ DF แทน จึงปรับเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในชวง Annealing จาก 58 °C 

20 วินาที เปน 60 °C 30 วินาที จึงไดผลผลิต PCR ท่ีจําเพาะกับ gDNA จากไรฝุนสายพันธุ  
B. tropicalis ท่ีขนาด 225 bp, 240 bp, 264 bp และ 277 bp ตามลําดับ (รูปท่ี 2.2)  
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รูปท่ี 2.1  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ  
D. farinae 
Lane  1:   100-bp ladder marker 
Lane  2:   ITS2 with DP gDNA 
Lane  3:   ITS2-107 with DP gDNA 
Lane  4:   ITS2-231 with DP gDNA 
Lane  5:   ITS2 with DF gDNA 

Lane  6:   ITS2-107 with DF gDNA 
Lane  7:   ITS2-231 with DF gDNA 
Lane  8:   ITS2 without template 
Lane  9:   ITS2-107 without template 
Lane10:   ITS2-231 without template 

 

 

 
 

รูปที่ 2.2  ผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน Cytochrome C 
oxidase subunit I (CoxI)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพนัธุ B. tropicalis 
Lane  1:   CoxI_F/CoxI_R2 + BT 
Lane  2:   CoxI_F/CoxI_R2 Negative 
Lane  3:   CoxI_F/CoxI_R3 + BT 
Lane  4:   CoxI_F/CoxI_R3 Negative 

Lane  5:   CoxI_F2/CoxI_R + BT 
Lane  6:   CoxI_F2/CoxI_R Negative 
Lane  7:   CoxI_F3/CoxI_R + BT 
Lane  8:   CoxI_F3/CoxI_R Negative 

 
การทดสอบความจําเพาะของคู primers ในปฏิกิริยา Singleplex PCR ระหวาง gDNA 

ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ กับคู primer ITS-107_F/ ITS2_R2, ITS2-199_F/ ITS2_R2, CoxI_F/ 
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CoxI_R2 และ CoxI_F3/ CoxI_R2 พบวาคู primer ท่ีออกแบบมีความจําเพาะกับ gDNA ของไรฝุน
แตละสายพันธุโดยไมสรางผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะกับ gDNA ของไรฝุนตางสายพันธุ คือ คู primer 
ITS2-107_F/ITS2_R2 และ ITS2-199_F/ITS2_R2 ใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 221 bp, 143 bp  
(รูปท่ี 2.3)  คู CoxI_F/ CoxI_R2 และ CoxI_F3/ CoxI_R2 ใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 225 bp และ 
319 bp (รูปท่ี 2.4) ตามลําดับ 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.3  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ITS2-107 และ ITS2-199   
โดยใช gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 
Lane  1:   ITS2-107_F/ ITS2_R2 + DP 
Lane  2:   ITS2-107_F/ ITS2_R2 + DF 
Lane  3:   ITS2-107_F/ ITS2_R2 + BT 
Lane  4:   ITS2-107_F/ ITS2_R2 Negative 

Lane  5:   ITS2-199_F/ ITS2_R2 + DP 
Lane  6:   ITS2-199_F/ ITS2_R2 + DF 
Lane  7:   ITS2-199_F/ ITS2_R2 + BT 
Lane  8:   ITS2-199_F/ ITS2_R2 Negative 

 
 

 
 

รูปที่ 2.4  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers CoxI  โดยใช gDNA ของไรฝุน
ท้ังสามสายพันธุ 
Lane  1:   CoxI_F/CoxI_R2 + DP 
Lane  2:   CoxI_F/CoxI_R2 + DF 
Lane  3:   CoxI_F/CoxI_R2 + BT 
Lane  4:   CoxI_F/CoxI_R2 Negative 

Lane  5:   CoxI_F3/CoxI_R2 + DP 
Lane  6:   CoxI_F3/CoxI_R2 + DF 
Lane  7:   CoxI_F3/CoxI_R2 + BT 
Lane  8:   CoxI_F3/CoxI_R2 Negative 
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สําหรับผลของปฏิกิริยา Singleplex PCR กับ primer คูอ่ืนๆ ไดสรุปผลแสดงไวในตารางท่ี 2.2  
 

ตารางท่ี 2.2  ผลสรปุของปฏิกิริยา PCR ท่ีใช primers คูตางๆ กับ gDNA ของไรฝุน 3 สายพันธุ 

คูท่ี 
Primers สายพันธุไรฝุน 

ID Forward Reverse DP DF BT 

1 ITS2  ITS2_F ITS2_R    

2 ITS2_2 ITS2_F2 ITS2_R2    

3 ITS2_3 ITS2_F3 ITS2_R3    

4 ITS2_4 ITS2_F3 ITS2_R  ND ND 

5 ITS2_5 ITS2_F3 ITS2_R2    

6 ITS2-107 ITS2-107_F ITS2_R    

7 ITS2-107_2 ITS2-107_F ITS2_R2    

8 ITS2-166 ITS2-166_F ITS2_R2    

9 ITS2-199 ITS2-199_F ITS2_R3    

10 ITS2-199_2 ITS2-199_F ITS2_R ND  ND 

11 ITS2-199_3 ITS2-199_F ITS2_R2    

12 ITS2_231 ITS2_231_F ITS2_231_R    

13 CoxI CoxI_F CoxI_R    

14 CoxI_2 CoxI_F2 CoxI_R2    

15 CoxI_3 CoxI_F3 CoxI_R3    

16 CoxI_4 CoxI_F CoxI_R2 ND ND  

17 CoxI_5 CoxI_F CoxI_R3 ND ND  

18 CoxI_6 CoxI_F2 CoxI_R ND ND  

19 CoxI_7 CoxI_F3 CoxI_R ND ND  

20 CoxI_8 CoxI_F3 CoxI_R2    

21 12SID 12SID_F 12SID_R   ND 

22 Dp-Ms Dp-Ms_F Dp-Ms_R   ND 
 

เม่ือไดคู primers ท่ีเหมาะสม จึงนําคู primer ไปทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใช primer 
จํานวน 2 คู ในหลอดทดลองเดียวกัน (Duplex PCR) ผลจากปฏิกิริยา Duplex PCR กับยีน ITS2 กับ 
gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และสายพันธุ D. farinae พบวา ปฏิกิริยา Duplex 
PCR ท่ีทําการทดสอบสามารถตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท้ังสองชนิดไดถูกตองและจําเพาะ  โดยชุด 
primer ITS2 สามารถจําแนกไรฝุนในระดับ Genus Dermatophagoides ขณะท่ีชุด primer 
ITS2_107 สามารถจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และชุด primer ITS2_231 สามารถ
จําแนกไรฝุนสายพันธุ D. farinae ไดตามลําดับ ดังแสดงผลไวใน รูปท่ี 2.5 
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รูปที่ 2.5  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Duplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  
และ D. farinae  

Lane1: 100-bp DNA ladder marker 
Lane2: ITS2 + ITS2_107 + DP 
Lane3: ITS2 + ITS2_107 Negative 
Lane4: ITS2 + ITS2_231 + DF 
Lane5: ITS2 + ITS2_231 Negative 
Lane6: ITS2 + ITS2_107 + DF 
Lane7: ITS2 + ITS2_107 Negative 

Lane8: ITS2 + ITS2_231 + DP 
Lane9: ITS2 + ITS2_231 Negative 
Lane10: ITS2 + ITS2_107 + DP,DF 
Lane11: ITS2 + ITS2_107 Negative 
Lane12: ITS2 + ITS2_231 + DP,DF 
Lane13: ITS2 + ITS2_231 Negative 
Lane 14: 100-bp DNA ladder marker 

 

หลังจากนั้นไดทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใช primer จํานวน 3 คูในหลอดทดลองเดียวกัน 
(Triplex PCR) ไดแก ITS2_F/ITS2_R, ITS-107_F/ITS2_R และ ITS2-231_F/ITS2_R พบวา 
primer แตละคูใหผลผลิต PCR ตามท่ีความคาดหมาย แตผลผลิต PCR ของ ITS2-231_F/ ITS2_R 
ในทุกตัวอยางไมสามารถเห็นไดชัดเจนมีปริมาณ primer ท่ีเหลืออยูจากการทําปฏิกิริยามากเกินไป 
(รูปท่ี 2.6) จึงทําการปรับสภาพปฏิกิริยา PCR โดยลดปริมาณของ primer ลง และเพ่ิมปริมาณ DNA 
template ของไรฝุนสายพันธุ D. farinae พบวาปริมาณ primer ท่ีเหลือจากปฏิกิริยาลดลง  
แตผลผลิต PCR ก็ลดลงดวย นอกจากนั้นยังพบวาแมจะเพ่ิมปริมาณ gDNA ของไรฝุนสายพันธุ  
D. farinae มากข้ึนแตผลผลิต PCR ก็ยังมีปริมาณนอยกวาผลผลิต PCR ท่ีเกิดจาก gDNA ของไรฝุน
สายพันธุ D. pteronyssinus กับคู primer ITS2-107_F/ ITS2_R  ซ่ึงแสดงวา ความไวของคู 
primer ITS2-231_F/ ITS2_R นั้นนอยกวา ITS2-107_F/ITS2_R (รูปท่ี 2.7) 
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รูปท่ี 2.6  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  
และ D. farinae 

Lane 1  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DP 
Lane 2  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 
Lane 3  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DF 
Lane 4  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 
Lane 5  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DP,DF 
Lane 6  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 

 
 

 

รูปท่ี 2.7  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) หลังจากการปรับลดปริมาณ primers และเพ่ิมปริมาณ  
gDNA template 
Lane 1  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DP 
Lane 2  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DF 
Lane 3  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 
Lane 4  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DP 
Lane 5  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R + DF 
Lane 6  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 
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หลังจากนั้นไดทดสอบปฏิกิริยา Multiplex PCR โดยใชชุด primer 4 คู ไดแก ITS2_F/ 
ITS2_R, ITS2-107_F/ ITS2_R, ITS2-231_F/ITS2_R และ CoxI_F/CoxI_R  พบวา คู primer  
ท่ีใหผลตามท่ีคาดหมาย คือ ITS2_F/ ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 320 bp กับไรฝุนท้ังสามสายพันธุ,  
ITS2-107_F/ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 230 bp กับไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus, และ  ITS2-
231_F/ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 120 bp กับไรฝุนสายพันธุ D. farinae โดยไมมีผลผลิต PCR ท่ีไม
จําเพาะจาก primer ท้ังสามคูนี้ สําหรับคู primer CoxI_F/CoxI_R นั้นควรไดผลผลิต PCR กับ 
gDNA ของไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis เทานั้น แตพบวา มีผลผลิต PCR ท่ี 180 bp กับ gDNA ของ
ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae  ดวย (รูปท่ี 2.8) 
 

 
 

รูปท่ี 2.8  ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR กับชุด primers จํานวน 4 คู ท่ีออกแบบจากยีน 
Internal transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase subunit I (CoxI) 
โดยใช gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

Lane 1  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + DP 
Lane 2  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + DF 
Lane 3  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + BT 
Lane 4  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_ 

 R +DP,DF,BT 
Lane 5  : ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 

 

ดังนั้นจึงทดลองลดปริมาณของ primer CoxI_F/CoxI_R เปน 5 pmole พบวา ยังไม
สามารถขจัดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะนั้นได (รูปท่ี 2.9)  จากขอมูลของปฏิกิริยา Singleplx PCR 
ของคู primer CoxI_F/CoxI_R นี้ หากปรับอุณหภูมิของชวงAnnealing อาจแกปญหาผลผลิต PCR 
ท่ีไมจําเพาะนี้ได แตจะมีผลกระทบตอความไวของคู primer อ่ืนอีกสามคู โดยเฉพาะคู primer ITS2-
231_F/ITS2_R เนื่องจากมีความไวนอยกวาคู primer ITS2_F/ITS2_R และ ITS2-107_F/ITS2_R  
จึงลองนําเอา primer คูอ่ืนมาทําการทดสอบ 
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รูปท่ี 2.9  ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR หลังการปรับลดปริมาณ primers กับชุด primers 
จํานวน 4 คู ท่ีออกแบบจากยีน Internal transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I (CoxI) โดยใช gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

Lane 1: ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + DP 
Lane 2: ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + DF 
Lane 3: ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R + BT 
Lane 4: ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R, CoxI_F/CoxI_R 

+DP,DF,BT 
Lane 5: ITS2_F/ITS2_R, ITS2_107_F/ITS2_R, ITS2_231_F/ITS2_R Negative 

 

เม่ือทดสอบปฏิกิริยา Multiplex PCR โดยใช primer 4 คู ไดแก ITS2_F3/ITS2_R2, 
ITS2-107_F/ITS2_R2, ITS2-199_F/ITS2_R2 และ CoxI_F3/CoxI_R2 พบวา ไดผลผลิต PCR  
ท่ีเกิดจากแตละคู primer ท่ี 318 bp, 221 bp และ 143 bp ตามลําดับ แตพบผลผลิต PCR  
ท่ีไมจําเพาะ ท่ีประมาณ 600 bp เชนเดียวกับตอนท่ีทดสอบปฏิกิริยา Singleplex PCR ดวย  
อีกท้ังผลผลิต PCR ของคู primer ITS2_F3/ ITS2_R2 และ CoxI_F3/ ITS2_R2 มีขนาดเทากันคือ 
318 bp (รูปท่ี 2.10) จึงพิจารณาตัดคู primer ITS2_F3/ITS2_R2 ออกจากปฏิกิริยา Multiplex 
PCR โดยใหเหลือ primer เพียง 3 คู คือ ITS2-107_F/ITS2_R2, ITS2-199_F/ITS2_R2 และ 
CoxI_F3/CoxI_R2 แลวทําการทดสอบปฏิกิริยา Multiplex PCR ใหม ดวย gDNA ของ ไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ โดยแตละสายพันธุใชปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.4 นาโนกรัมและปริมาณมากท่ีสุดคือ 51.2 
นาโนกรัม  
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รูปท่ี 2.10  ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR กับชุด primers จํานวน 4 คู ท่ีออกแบบจากยีน 
Internal transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI)  
โดยใช gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

Lane 1  : ITS2_F3/ITS2_R2, ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + DP 
Lane 2  : ITS2_F3/ITS2_R2, ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + DF 
Lane 3  : ITS2_F3/ITS2_R2, ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + BT 
Lane 4  : ITS2_F3/ITS2_R2, ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 

DP,DF,BT 
Lane 5  : ITS2_F3/ITS2_R2, ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 

Negative 
 

ปฏิกิริยา Triplex PCR กับ gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พบวา primer ทุกคูใหผล
ผลิต PCR ตามท่ีความหมาย (รูปท่ี 2.11) รวมท้ังความไวของ primer ก็ไมเปลี่ยนแปลงจากท่ีเคย
ทดสอบเดิมใน Singplex PCR ยกเวนการใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. farinae เปน template 
ท่ีปริมาณ 51.2 ng ในปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงพบผลผลิต PCR ไมจําเพาะท่ีขนาด 221 bp 
เชนเดียวกับปฏิกิริยาท่ีมี gDNA ของ D. pteronyssinus เปน template ท่ีปริมาณตางๆ (รูปท่ี 2.11 
Lane 6 และ รูปท่ี 2.12 Lane 6) 
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รูปท่ี 2.11  ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal transcribe 
spacer  2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) โดยใช gDNA ของไรฝุน 
ท่ีปริมาณแตกตางกัน 

Lane 1  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 0.4 ng DP  
Lane 2  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 0.4 ng DF 
Lane 3  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 0.4 ng BT 
Lane 4  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 Negative 
Lane 5  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 51.2 ng DP 
Lane 6  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 51.2 ng DF 
Lane 7  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 51.2 ng BT 
Lane 8  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 Negative 
Lane 9  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 0.4 ng each DP,DF,BT 
Lane 10 : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 51.2 ng each DP,DF,BT 
Lane 11 : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 Negative 
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รูปที่ 2.12   ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ทีอ่อกแบบจากยีน Internal transcribe 
spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) โดยใช gDNA ของไรฝุนที่ปริมาณ
แตกตางกัน 

Lane 1  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 +0.4 ng DP +51.2 DF 
Lane 2  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 +51.2 ng DP +0.4 ng DF 
Lane 3  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 +0.4 ng DP +51.2 ng BT 
Lane 4  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 +51.2 ng DP +0.4 ng DF, BT 
Lane 5  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 +0.4 ng DF +51.2 BT 
Lane 6  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 + 51.2 ng DF + 0.4 ng BT 
Lane 7  : ITS2_107_F/ITS2_R2, ITS2_199_F/ITS2_R2, CoxI_F3/CoxI_R2 Negative 

 
 

ดังนั้นจึงทดลองเปลี่ยนคู primer สําหรับ DP จากเดิม ITS2_107_F เปน ITS2_166_F 
โดยใช reverse primer ITS2_R2 เหมือนเดิม ซ่ึงใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 195 bp กับ gDNA ของ 
ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP) ผลการทดสอบในปฏิกิริยา Triplex PCR ดวย primer 
ITS2_166_F นี้ พบวา ไดผลผลิต PCR ตามท่ีคาดหมาย และไมเกิดผลผลิตท่ีไมจําเพาะกับ gDNA 
ของไรฝุนสายพันธุอ่ืนอีกดวย (รูปท่ี 2.13) 
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รูปที่ 2.13   ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR ซ่ึงใช primers ท่ีออกแบบจากยีน internal transcribe 
spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) กับ gDNA ของไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ หลังการเปลี่ยน primer ITS2-107_F เปน ITS2-166_F 

Lane  1: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 + DP, DF, BT 
Lane  2: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 + DP, BT 
Lane  3: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 + DF, BT 
Lane  4: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 + DP, DF 
Lane  5: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 Negative 
Lane  6: ITS2-166_F, ITS2-199_F, ITS2_R2, CoxI_F3, CoxI_R2 + DP 

 

ความไว (Sensitivity) ของคู primer ในปฏิกิริยา Singleplex PCR 
ผลการทดสอบความไวของปฏิกิริยา Singleplex PCR โดยใชปริมาณของ DNA template 

ของไรฝุนแตละสายพันธุ ตั้งแต 102.4 นาโนกรัม จนถึง 0.00625 นาโนกรัม (รูปท่ี 2.14) พบวา  
- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. pterronysssinus (DP) คือ ITS2-

166_F และ ITS2_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.0125 
นาโนกรัม 

- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. farinae (DF) คือ ITS2-199_F และ 
ITS2_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.05 นาโนกรัม 

- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ  B. tropicalis (BT) คือ CoxI_F3 และ 
CoxI_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.00625 นาโนกรัม 
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รูปท่ี 2.14  ผลการทดสอบความไว (Sensitivity) ของปฏิกิริยา PCR ของ primer ITS2-199_F/ 
ITS2_R2 (DF); ITS2-166_F/ITS2_R2 (DP); CoxI_F3/CoxI_R2 (BT) โดยการใช  
two-fold serial dilutions ของ gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus,  
D. farinae, B. tropicalis) ตั้งแต 0.00625 ถึง 102.4 นาโนกรัม ตามลําดับ  

 

เม่ือคํานวณคาสัมประสิทธิ์ของความผันแปร หรือ CV (Coefficient of variation) จากการ
ทําปฏิกิริยาทดสอบความไวซํ้าจํานวนท้ังสิ้น 10 ครั้ง พบวา คา CV ของปริมาณ DNA ต่ําสุดท่ี
สามารถจตรวจพบได เทากับ 0% สําหรับไรสายพันธุ D. pteronyssinus, 12.6% สําหรับไรสายพันธุ 
D. farinae และ 21.8% สําหรับสายพันธุ B. tropicalis ตามลําดับ 

 
ความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิรยิา Multiplex PCR 

สําหรับการทดสอบความจําเพาะของปฏิกิริยา Multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนั้น ไดแบง 
การทดลองเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนการทดสอบปฏิกิริยาโดยใชสวนผสมของชุด primers และ  
gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis) ท่ีปริมาณ 0.1 
และ 10 นาโนกรัม ซ่ึงผลการทดสอบพบวา ผลผลิต PCR ท่ีไดมีความจําเพาะตอไรฝุนท้ังสามสาย
พันธุ และไมมีผลผลิต PCR อ่ืนเกิดข้ึนเลย แมวามีสวนผสมของ gDNA ของไรฝุนสายพันธุอ่ืนอยูใน
ปฏิกิริยาดวยก็ตาม (รูปท่ี 2.15) 

สําหรับสวนท่ี 2 เปนการทดสอบปฏิกิริยากับ gDNA ของแมลงและไรชนิดอ่ืน ไดแก ยุง
รําคาญ (Culex quinquefasciatus)  แมลงสาบอเมริกัน (Perplaneta americana)  เหาหนังสือ 
(Liposcelis sp.)  ไรโรงเก็บ (Tyrophagus sp.) และไรตัวห้ํา (Cheyletus sp.)  ผลการทดสอบ
ปฏิกิริยาก็ไมพบผลผลิต PCR จากแมลงและไรชนิดอ่ืนเชนเดียวกัน (รูปท่ี 2.16)  
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รูปท่ี 2.15  ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงใช 
สวนผสมของชุด primers และ gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus,  
D. farinae, B. tropicalis) ท่ีปริมาณตางกัน 

Lane 1:   Negative control 
Lane 2:   gDNA ของ D. farinae (DF) ปริมาณ 0.1 ng 
Lane 3:   gDNA ของ D. pteronyssinus (DP) ปริมาณ 0.1 ng 
Lane 4:   gDNA ของ B. tropicalis (BT) ปริมาณ 0.1 ng 
Lane 5:   gDNA ของ D. farinae (DF) ปริมาณ 10 ng 
Lane 6:   gDNA ของ D. pteronyssinus (DP) ปริมาณ 10 ng 
Lane 7:   gDNA ของ B. tropicalis (BT) ปริมาณ 10 ng 
Lane 8:   gDNA ของ DF 0.1 ng + DP 10 ng 
Lane 9:   gDNA ของ DP 0.1 ng + DF 10 ng 
Lane 10: gDNA ของ DP 0.1 ng + BT 10 ng 
Lane 11: gDNA ของ DP  10 ng + BT 0.1 ng 
Lane 12: gDNA ของ BT  10 ng + DF 0.1 ng 
Lane 13: gDNA ของ BT 0.1 ng + DF  10 ng 
Lane 14: gDNA ของ DF + DP + BT  0.1 ng each 
Lane 15: gDNA ของ DF + DP + BT  10 ng each 
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รูปท่ี 2.16  ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงใชสวนผสม
ของชุด primers ท่ีจําเพาะกับไรฝุนสามสายพันธุ (DP, DF, BT) กับ gDNA ของยุงรําคาญ 
(Culex quinquefasciatus sp.), แมลงสาบอเมริกัน (Periplaneta americana), เหา
หนังสือ (Liposcelis sp.), ไรโรงเก็บ (Tyrophagus sp.) และไรตัวห้ํา (Cheyletus sp.) 

Lane  1: Multiplex PCR with Culex quinquefasciatus gDNA  
Lane  2: Multiplex PCR with Periplaneta americanna gDNA 
Lane  3: Multiplex PCR with Leposcelis sp. gDNA 
Lane  4: Multiplex PCR with Tyrophagus sp. gDNA 
Lane  5: Multiplex PCR with Cheyletus sp. gDNA 
Lane  6: Negative control 
Lane  P: Positive control (Multiplex PCR with D. pteronyssinus gDNA) 

 
 

ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา Multiplex PCR กับตัวอยางฝุนจําลอง 

ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจไรฝุนของปฏิกิริยา Multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึน
กับตัวอยางฝุนจําลอง โดยผสมไรฝุนท้ังสามสายพันธุท่ีจํานวนตางๆ (20, 50, 100 และ 200 ตัว) กับ
ตัวอยางฝุนจริง แลวนําไปสกัด gDNA เพ่ือใชในปฏิกิริยา Multiplex PCR ผลการทดสอบพบวา 
ปฏิกิริยานี้สามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis (BT) ไดท่ีจํานวนนอยท่ีสุดเทากับ 20 ตัว 
และสามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP) และ D. farinae (DF) ไดท่ีจํานวน
นอยท่ีสุดเทากับ 50 ตัว ในตัวอยางฝุนหนัก 2.5 มิลลิกรัม (รูปท่ี 2.17) 

27 



 

 
 

รูปท่ี 2.17  ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงใชสวนผสม
ของชุด primers ท่ีจําเพาะกับ gDNA ซ่ึงสกัดไดจากตัวอยางฝุนจริงซ่ึงผสมไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ (DP, DF, BT) ท่ีจํานวนตางๆ 

Lane  1: Multiplex PCR with DP+DF+BT (each 20) 
Lane  2: Multiplex PCR with DP+DF+BT (each 50)+2.5 mg Dust 
Lane  3: Multiplex PCR with DP+DF+BT (each 100)+2.5 mg Dust 
Lane  4: Multiplex PCR with DP+DF+BT (each 200)+2.5 mg Dust 
Lane  5: Multiplex PCR with Cheyletus sp. gDNA 
Lane  6: Negative control 
Lane  P: Positive control (Multiplex PCR with D. pteronyssinus gDNA) 
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ประสิทธิภาพของวิธี Multiplex PCR ในการตรวจตัวอยางฝุนจริงจากท่ีอยูอาศัย 

ตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัย 
ตัวอยางฝุนจํานวน 124 ตัวอยาง ไดถูกเก็บจากท่ีอยูอาศัยในพ้ืนท่ีตางๆ ไดแก 

กรุงเทพมหานคร 63 ตัวอยาง  สมุทรปราการ 11 ตัวอยาง  ปทุมธานี 12 ตัวอยาง  นครสวรรค  
6 ตัวอยาง  สุพรรณบุรี 4 ตัวอยาง  อางทอง 18 ตัวอยาง  และขอนแกน 10 ตัวอยาง ตัวอยางฝุน
ท้ังหมดถูกเก็บรักษาไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส กอนท่ีจะนํามาทําการตรวจหาไรฝุนดวย
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน และดวยวิธี multiplex PCR 

 
ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

การตรวจตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยางดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน
นั้น มีเพียง 98 ตัวอยางท่ีมีปริมาณฝุนเพียงพอสําหรับการตรวจตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี flotation+
กลองจุลทรรศน บางตัวอยางสามารถทําการตรวจไดเพียงซํ้าเดียวเทานั้น อยางไรก็ดีหากพบไรฝุนใน
ตัวอยางฝุนแมเพียง 1 ซํ้า จะแปลผลเปนบวก หมายความวาตัวอยางฝุนนั้นมีไรฝุน 

การแยกไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนสามารถตรวจพบไรฝุนจากตัวอยางฝุน
จํานวน 24 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 24.49 ของฝุนท่ีนํามาตรวจจํานวน 98 ตัวอยาง ซ่ึงเปน
ตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานครจํานวน 5 ตัวอยาง (รอยละ 7.94 ของ  
63 ตัวอยาง) สมุทรปราการ 4 ตัวอยาง (รอยละ 36.36 ของ 11 ตัวอยาง)  ปทุมธานี 6 ตัวอยาง  
(รอยละ 50 ของ 12 ตัวอยาง)  สุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (รอยละ 50 ของ 4 ตัวอยาง)  อางทอง  
3 ตัวอยาง (รอยละ 16.67 ของ 18 ตัวอยาง)  และขอนแกน 4 ตัวอยาง (รอยละ 40 ของ  
10 ตัวอยาง) ตามลําดับ ดังขอมูลแสดงไวในตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

13 JBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

14 ABR กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

15 APR กรุงเทพมหานคร DPT no sample no sample 

16 TBR กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

17 TPR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

18 PBR กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

19 PLR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

20 PPH กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

21 NBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

22 WBR กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

23 WSF กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

24 GBR กรุงเทพมหานคร no samples no sample no sample 

25 K. Mui กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

26 K. Jom กรุงเทพมหานคร DPT DF no sample 

27 PN 46 กรุงเทพมหานคร DPT negative no sample 

28 CHBR กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

29 CHSF กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

30 PN 502 กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

31 KJBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

32 PSBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

33 NUWAT กรุงเทพมหานคร DF no sample no sample 

34 VIIS กรุงเทพมหานคร negative negatiive no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตวัอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

35 BNBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

36 AKSON กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

37 PYPUK กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

38 SUBR กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

39 PN 505 กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

40 PN 407 กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

41 AGBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

42 PKBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

43 SUBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

44 KMBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

45 VIBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

46 CHBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

47 SIBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

48 SOBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

49 SUPBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

50 SABR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

51 NOKBR กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

52 PAT กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

53 WANDEE กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

54 JONG กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

55 CLBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

56 VOTEE กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

57  SUMAT กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

58 RIMBR กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

59 RUNU กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

60 SUWAN กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

61 TANON กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

62 KWAN กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

63 CHBR กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

64 SIBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

65 NIBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

66 WABR กรุงเทพมหานคร DPT no sample no sample 

67 NEBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

68 PABR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

69 ZIBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

70 PEBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

71 SOBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

72 ORBR กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

73 KABR-1 กรุงเทพมหานคร negative negative no sample 

74 KABR-2 กรุงเทพมหานคร negative no sample no sample 

75 MOBR กรุงเทพมหานคร no sample no sample no sample 

76 Nim สมุทรปราการ negative no sample no sample 

77 Rod สมทุรปราการ DPT no sample no sample 

78 Pel สมุทรปราการ negative no sample no sample 

79 Tal สมุทรปราการ negative no sample no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

80 Nong สมุทรปราการ negative no sample no sample 

81 Pai สมุทรปราการ negative no sample no sample 

82 Ack สมุทรปราการ negative no sample no sample 

83 Dome สมุทรปราการ DPT, DF no sample no sample 

84 Tian สมุทรปราการ DPT no sample no sample 

85 Yong สมุทรปราการ negative no sample no sample 

86 Aiew สมุทรปราการ DF no sample no sample 

87 TONG ปทุมธานี DPT no sample no sample 

88 TIP ปทุมธานี DF no sample no sample 

89 SUBR ปทุมธานี negative no sample no sample 

90 JANBR ปทุมธานี DPT, DF no sample no sample 

91 NUBR ปทุมธานี negative no sample no sample 

92 ENGBR ปทุมธานี negative no sample no sample 

93 SUVIT ปทุมธานี DPT no sample no sample 

94 RUNG ปทุมธานี negative no sample no sample 

95 Pong ปทุมธานี negative negative no sample 

96 Jun ปทุมธานี DPT DPT, DF no sample 

97 Thak ปทุมธานี negative DPT no sample 

98 Tip ปทุมธานี negative negative no sample 

99 Kik 1 นครสวรรค no sample no sample no sample 

100 Nut 1 นครสวรรค negative negative no sample 

101 Nut 2 นครสวรรค negative negative no sample 

102 Nut 3 นครสวรรค negative negative no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

103 Kik 2 นครสวรรค negative negative no sample 

104 Kik 3 นครสวรรค no sample no sample no sample 

105 Pratum สุพรรณบุร ี negative negative no sample 

106 Kon สุพรรณบุร ี DPT negative no sample 

107 Pikul สุพรรณบุร ี DPT negative no sample 

108 Gof สุพรรณบุร ี negative negative no sample 

109 montean อางทอง negative No sample no sample 

110 prayong อางทอง negative No sample no sample 

111 yong อางทอง negative No sample no sample 

112 toy อางทอง negative No sample no sample 

113 koy อางทอง negative No sample no sample 

114 kob อางทอง negative no sample no sample 

115 thonggon อางทอง negative no sample no sample 

116 kanjana อางทอง negative no sample no sample 

117 chalor อางทอง DPT no sample no sample 

118 mod อางทอง DF no sample no sample 

119 prang อางทอง negative no sample no sample 

120 som อางทอง negative no sample no sample 

121 paew อางทอง negative no sample no sample 

122 malai อางทอง DF no sample no sample 

123 turean อางทอง negative no sample no sample 

124 tongyou อางทอง negative no sample no sample 

125 mongkol อางทอง negative no sample no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

126 pouw อางทอง negative no sample no sample 

127 Wean ขอนแกน DPT negative no sample 

128 Tong ขอนแกน negative negative no sample 

129 Ja ขอนแกน DPT negative no sample 

130 Lap ขอนแกน DPT negative no sample 

131 Ball ขอนแกน DF negative no sample 

132 Pen ขอนแกน negative negative no sample 

133 Ploy ขอนแกน negative negative no sample 

134 Nong ขอนแกน negative negative no sample 

135 Mam ขอนแกน negative negative no sample 

136 Mon ขอนแกน negative negative no sample 
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การจําแนกสายพันธุของไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน พบวา ไรฝุนท่ีตรวจพบเปนไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus (ดังแสดงในรูปท่ี 2.18) จากฝุนจํานวน 19 ตัวอยาง (รอยละ 
82.61 ของ 23 ตัวอยาง) และสายพันธุ Dermatophagoides farinae (ดังแสดงในรูปท่ี 2.19) จาก
ฝุนจํานวน 10 ตัวอยาง (รอยละ 43.48 ของ 23 ตัวอยาง) และไมสามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ 
Blomia tropicalis เลย นอกจากนั้นยังตรวจพบไรสายพันธุอ่ืนๆ ไดแก ไรตัวห้ําสายพันธุ Cheyletus 
sp.  ไรสายพันธุ Tarsonemus sp. และ Suidasia sp. ซ่ึงเปนไรท่ีไมไดสรางสารกอภูมิแพ และยัง
ตรวจพบชิ้นสวนของแมลงดวย เชน ริ้น มด (ดังแสดงไวในรูปท่ี 2.20) 

จากการสังเกตของผูวิจัยพบวา ไรฝุนสวนใหญท่ีตรวจพบดวยวิธ ี flotation+กลองจุลทรรศน
นี้ เปนไรฝุนท่ีอยูในสภาพดี ลําตัวสมบูรณไมฉีกขาด ซ่ึงสามารถดูดซับแอลกอฮอลและลอยตัวข้ึนสูผิว
ของสารละลายเกลืออ่ิมตัวได 
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รูปท่ี 2.18  รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ภายใตกลองจุลทรรศน 
(กําลังขยาย 400 เทา) ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

 

37 



 

  

  

 

 

  

รูปท่ี 2.19  รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพันธุ D. farinae ภายใตกลองจุลทรรศน  
(กําลังขยาย 400 เทา) ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน 
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รูปท่ี 2.20  รูปรางลักษณะของไรสายพันธุอ่ืนๆ และชิ้นสวนของแมลงภายใตกลองจุลทรรศน  
ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน  
จากรูปบนซายไปขวาแลวลงลาง ไดแก ไรตัวห้ํา Cheyletus sp. ระยะ nymph, 
ไร Tarsonemus sp., ไร Suidasia sp. เพศผู, ไร Suidasia sp. เพศเมีย,  
และชิ้นสวนลําตัวของริ้น ตามลําดับ 
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ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี Multiplex PCR 

ฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยางสามารถทําการตรวจหาไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR ไดท้ังหมด โดยทําการตรวจตัวอยางละ 3 ซํ้า  ผลของปฏิกิริยา multiplex PCR ซ่ึงตรวจสอบ 
ใน agarose electrophoresis พบวา มีผลผลิต DNA เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา (ผลบวก) กับตัวอยางฝุน
จํานวน 46 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 37.10 ของตัวอยางฝุนท้ังหมด 124 ตัวอยาง ตัวอยางฝุนท่ี
ตรวจพบไรฝุนเปนตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานครจํานวน 19 ตัวอยาง (รอยละ 
41.30 ของ 46 ตัวอยาง) สมุทรปราการ 7 ตัวอยาง (รอยละ 63.64 ของ 11 ตัวอยาง) ปทุมธานี  
4 ตัวอยาง (รอยละ 33.33 ของ 12 ตัวอยาง) นครสวรรค 5 ตัวอยาง (รอยละ 83.33 ของ 6 ตัวอยาง)  
สุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (รอยละ 50 ของ 4 ตัวอยาง)  อางทอง 7 ตัวอยาง (รอยละ 38.89 ของ  
18 ตัวอยาง) และขอนแกน 2 ตัวอยาง (รอยละ 20 ของ 10 ตัวอยาง) ตามลําดับ ดังขอมูลแสดงไวใน 
ตารางท่ี 2.4 

ผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR พบวา เปนไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง (รอยละ 67.39 ของ 46 ตัวอยาง)  
สายพันธุ Dermatophagoides farinae จํานวน 29 ตัวอยาง (รอยละ 63.04 ของ 46 ตัวอยาง) 
และสายพันธุ Blomia tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง (รอยละ 63.04 ของ 46 ตัวอยาง)   

ผูวิจัยสังเกตพบวา การตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR นี้ 
สามารถตรวจพบและจําแนกสายพันธุไรฝุนไดมากกวาวิธี flotation+กลองจุลทรรศน จํานวน  
22 ตัวอยาง และสามารถตรวจพบ DNA ของไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis ได 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

1 JBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

2 ABR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

3 APR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

4 TBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

5 TPR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

6 PBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

7 PLR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

8 PPH กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

9 NBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

10 WBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

11 WSF กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

12 GBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

13 K. Mui กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

14 K. Jom กรุงเทพมหานคร DPT DPT negative 

15 PN 46 กรุงเทพมหานคร DPT DF negative 

16 CHBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

17 CHSF กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

18 PN 502 กรุงเทพมหานคร DPT negative negative 

19 KJBR กรุงเทพมหานคร DF negative negative 

20 PSBR กรุงเทพมหานคร DF negative negative 

21 NUWAT กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

22 VIIS กรุงเทพมหานคร DF, BT negative negative 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

23 BNBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

24 AKSON กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

25 PYPUK กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

26 SUBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

27 PN 505 กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

28 PN 407 กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

29 AGBR กรุงเทพมหานคร BT BT DPT, DF, BT 

30 PKBR กรุงเทพมหานคร BT negative DPT, DF, BT 

31 SUBR กรุงเทพมหานคร negative negative Negative 

32 KMBR กรุงเทพมหานคร negative negative DPT, DF, BT 

33 VIBR กรุงเทพมหานคร negative negative DPT, DF, BT 

34 CHBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

35 SIBR กรุงเทพมหานคร BT BT DPT, DF, BT 

36 SOBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

37 SUPBR กรุงเทพมหานคร negative DPT DPT, DF, BT 

38 SABR กรุงเทพมหานคร BT negative DPT, DF, BT 

39 NOKBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

40 PAT กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

41 WANDEE กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

42 JONG กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

43 CLBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

44 VOTEE กรุงเทพมหานคร negative negative negative 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

45 SUMAT กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

46 RIMBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

47 RUNU กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

48 SUWAN กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

49 TANON กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

50 KWAN กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

51 CHBR กรุงเทพมหานคร DPT, BT DPT, DF, BT negative 

52 SIBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

53 NIBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

54 WABR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

55 NEBR กรุงเทพมหานคร negative negative DPT, DF, BT 

56 PABR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

57 ZIBR กรงุเทพมหานคร DF negative DF 

58 PEBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

59 SOBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

60 ORBR กรุงเทพมหานคร negative BT negative 

61 KABR-1 กรุงเทพมหานคร DF negative DF 

62 KABR-2 กรุงเทพมหานคร DPT negative negative 

63 MOBR กรุงเทพมหานคร negative negative negative 

64 Nim สมุทรปราการ negative negative DPT 

65 Rod สมุทรปราการ negative negative DPT, DF 

66 Pel สมุทรปราการ negative negative negative 

67 Tal สมุทรปราการ negative DPT DPT 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

68 Nong สมุทรปราการ negative negative negative 

69 Pai สมุทรปราการ negative negative negative 

70 Ack สมุทรปราการ BT BT BT 

71 Dome สมุทรปราการ BT DF, BT DF 

72 Tian สมุทรปราการ negative negative negative 

73 Yong สมุทรปราการ negative DPT, BT DPT, BT 

74 Aiew สมุทรปราการ negative negative DF 

75 TONG ปทุมธานี negative negative negative 

76 TIP ปทุมธานี negative negative negative 

77 SUBR ปทุมธานี negative negative negative 

78 JANBR ปทุมธานี negative negative negative 

79 NUBR ปทุมธานี negative negative negative 

80 ENGBR ปทุมธานี negative negative negative 

81 SUVIT ปทุมธานี negative negative negative 

82 RUNG ปทุมธานี negative negative negative 

83 Pong ปทุมธานี negative negative DPT, DF 

84 Jun ปทุมธานี DPT, DF, BT DPT, BT DPT, DF, BT 

85 Thak ปทุมธานี DPT, DF, BT DPT, BT DPT, DF, BT 

86 Tip ปทุมธานี DPT, DF, BT negative DPT, DF 

87 Kik 1 นครสวรรค DPT, DF, BT negative negative 

88 Nut 1 นครสวรรค DPT, DF, BT negative DPT 

89 Nut 2 นครสวรรค DPT, DF, BT negative DF 

90 Nut 3 นครสวรรค DPT, DF, BT negative negative 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

91 Kik 2 นครสวรรค negative negative negative 

92 Kik 3 นครสวรรค DPT, DF, BT negative negative 

93 Pratum สุพรรณบุร ี negative negative negative 

94 Kon สุพรรณบุร ี DPT DPT negative 

95 Pikul สุพรรณบุร ี negative DPT negative 

96 Gof สุพรรณบุร ี negative negative negative 

97 montean อางทอง negative BT negative 

98 prayong อางทอง negative negative negative 

99 yong อางทอง negative negative negative 

100 toy อางทอง negative negative negative 

101 koy อางทอง negative BT negative 

102 kob อางทอง negative BT negative 

103 thonggon อางทอง negative negative negative 

104 kanjana อางทอง negative negative negative 

105 chalor อางทอง negative negative negative 

106 mod อางทอง negative DF negative 

107 prang อางทอง negative negative negative 

108 som อางทอง negative negative negative 

109 paew อางทอง negative DPT, BT negative 

110 malai อางทอง negative BT negative 

111 turean อางทอง negative negative negative 

112 tongyou อางทอง negative negative negative 

113 mongkol อางทอง negative negative negative 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

114 pouw อางทอง DPT, BT negative negative 

115 Wean ขอนแกน DPT, BT negative BT 

116 Tong ขอนแกน negative negative negative 

117 Ja ขอนแกน negative negative negative 

118 Lap ขอนแกน negative negative negative 

119 Ball ขอนแกน DF negative negative 

120 Pen ขอนแกน negative negative negative 

121 Ploy ขอนแกน negative negative negative 

122 Nong ขอนแกน negative negative negative 

123 Mam ขอนแกน negative negative negative 

124 Mon ขอนแกน negative negative negative 
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รูปท่ี 2.21  Agarose electrophoresis แสดงผลผลติ DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 
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รูปท่ี 2.22  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดสมุทรปราการ 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 

 
 

 

 

รูปท่ี 2.23  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดปทุมธานี 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 
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รูปท่ี 2.24  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดนครสวรรค 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.25  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดสุพรรณบุรี 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 
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รูปท่ี 2.26  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดอางทอง 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.27  Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดขอนแกน 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 
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การเปรียบเทียบผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน 

เม่ือนําขอมูลผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนจํานวน 98 ตัวอยาง 
ดวยวิธี  flotation+กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR มาจับคูกัน พบวา ใหผลตรงกันจํานวน 
65 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 66.33 โดยเปนผลบวกตรงกัน (พบไรฝุน) จํานวน 13 ตัวอยาง (รอย
ละ 20 ของ 65 ตัวอยาง) และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) 51 ตัวอยาง (รอยละ 78.46 ของ 65 ตัวอยาง) 
ดังขอมูลแสดงไวในตารางท่ี 2.5 

การจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีใหผลบวกตรงกันท้ังสองวิธีจํานวน 13 ตัวอยาง
นั้นพบวา เปนไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 8 ตัวอยาง (ตัวอยางท่ี 14,15,65,84,85,94, 
95,115) และสายพันธุ D. farinae จํานวน 5 ตัวอยาง (ตัวอยางท่ี 71,74,84,106,119)  นอกจากนัน้
ยังพบวา ในขณะท่ีวิธี flotation+กลองจุลทรรศนใหผลลบ มีฝุนจํานวน 22 ตัวอยางใหผลบวกดวยวธิ ี

multiplex PCR ไดแก ตัวอยางฝุนหมายเลข 18,29,38,51,62,64,67,73,83,86,88,89,90,109,114 
ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  ตัวอยางฝุนหมายเลข 22,29,38,51,57,61,83,86,88,89,90 
ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ D. farinae และตัวอยางหมายเลข 22,29,38,51,60,73,86,88,89,90,97,101, 
102,109 ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis  อยางไรก็ดียังพบวาฝุนบางตัวอยางก็ใหผลบวกจากการ
ตรวจหาไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนในขณะท่ีวิธี multiplex PCR ใหผลลบ (ไมพบ 
ไรฝุน) จํานวน 11 ตัวอยาง  ไดแก ตัวอยางฝุนหมายเลข 3,21,54,72,75,76,78,81,105,117,118  
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

1 JBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

3 APR กรุงเทพมหานคร DPT negative 

5 TPR กรุงเทพมหานคร negative negative 

7 PLR กรุงเทพมหานคร negative negative 

8 PPH กรุงเทพมหานคร negative negative 

9 NBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

13 K. Mui กรุงเทพมหานคร negative negative 

14 K. Jom กรุงเทพมหานคร DPT, DF DPT 

15 PN 46 กรุงเทพมหานคร DPT DPT, DF 

16 CHBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

17 CHSF กรุงเทพมหานคร negative negative 

18 PN 502 กรุงเทพมหานคร negative DPT 

21 NUWAT กรุงเทพมหานคร DF negative 

22 VIIS กรุงเทพมหานคร negative DF, BT 

24 AKSON กรุงเทพมหานคร negative negative 

25 PYPUK กรุงเทพมหานคร negative negative 

26 SUBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

27 PN 505 กรุงเทพมหานคร negative negative 

28 PN 407 กรุงเทพมหานคร negative negative 

29 AGBR กรุงเทพมหานคร negative DPT, DF, BT 

31 SUBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

36 SOBR กรุงเทพมหานคร negative negative 
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

38 SABR กรุงเทพมหานคร negative DPT, DF, BT 

39 NOKBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

40 PAT กรุงเทพมหานคร negative negative 

41 WANDEE กรุงเทพมหานคร negative negative 

42 JONG กรุงเทพมหานคร negative negative 

44 VOTEE กรุงเทพมหานคร negative negative 

45 SUMAT กรุงเทพมหานคร negative negative 

46 RIMBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

50 KWAN กรุงเทพมหานคร negative negative 

51 CHBR กรุงเทพมหานคร negative DPT, DF, BT 

52 SIBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

54 WABR กรุงเทพมหานคร DPT negative 

57 ZIBR กรุงเทพมหานคร negative DF 

59 SOBR กรุงเทพมหานคร negative negative 

60 ORBR กรุงเทพมหานคร negative BT 

61 KABR-1 กรุงเทพมหานคร negative DF 

62 KABR-2 กรุงเทพมหานคร negative DPT 

64 Nim สมุทรปราการ negative DPT 

65 Rod สมุทรปราการ DPT DPT, DF 

66 Pel สมทุรปราการ negative negative 

67 Tal สมุทรปราการ negative DPT 

68 Nong สมุทรปราการ negative negative 
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

69 Pai สมุทรปราการ negative negative 

70 Ack สมุทรปราการ negative BT 

71 Dome สมุทรปราการ DPT, DF DF, BT 

72 Tian สมุทรปราการ DPT negative 

73 Yong สมุทรปราการ negative DPT, BT 

74 Aiew สมุทรปราการ DF DF 

75 TONG ปทุมธานี DPT negative 

76 TIP ปทุมธานี DF negative 

77 SUBR ปทุมธานี negative negative 

78 JANBR ปทุมธานี DPT, DF negative 

79 NUBR ปทุมธานี negative negative 

80 ENGBR ปทุมธานี negative negative 

81 SUVIT ปทุมธานี DPT negative 

82 RUNG ปทุมธานี negative negative 

83 Pong ปทุมธานี negative DPT, DF, BT 

84 Jun ปทุมธานี DPT, DF DPT, DF, BT 

85 Thak ปทุมธานี DPT DPT, DF, BT 

86 Tip ปทุมธานี negative DPT, DF, BT 

88 Nut 1 นครสวรรค negative DPT, DF, BT 

89 Nut 2 นครสวรรค negative DPT, DF, BT 

90 Nut 3 นครสวรรค negative DPT, DF, BT 

91 Kik 2 นครสวรรค negative negative 

93 Pratum สุพรรณบุร ี negative negative 
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

94 Kon สุพรรณบุร ี DPT DPT 

95 Pikul สุพรรณบุร ี DPT DPT 

96 Gof สุพรรณบุร ี negative negative 

97 Montean อางทอง negative BT 

98 Prayong อางทอง negative negative 

99 Yong อางทอง negative negative 

100 Toy อางทอง negative negative 

101 Koy อางทอง negative BT 

102 Kob อางทอง negative BT 

103 Thonggon อางทอง negative negative 

104 Kanjana อางทอง negative negative 

105 Chalor อางทอง DPT negative 

106 Mod อางทอง DF DF 

107 Prang อางทอง negative negative 

108 Som อางทอง negative negative 

109 Paew อางทอง negative DPT, BT 

110 Malai อางทอง DF BT 

111 Turean อางทอง negative negative 

112 Tongyou อางทอง negative negative 

113 Mongkol อางทอง negative negative 

114 Pouw อางทอง negative DPT, BT 

115 Wean ขอนแกน DPT DPT, BT 

116 Tong ขอนแกน negative negative 
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

117 Ja ขอนแกน DPT negative 

118 Lap ขอนแกน DPT negative 

119 Ball ขอนแกน DF DF 

120 Pen ขอนแกน negative negative 

121 Ploy ขอนแกน negative negative 

122 Nong ขอนแกน negative negative 

123 Mam ขอนแกน negative negative 

124 Mon ขอนแกน negative negative 
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เม่ือนําขอมูลผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนของท้ังสองวิธีการมาจับคูกันดังแสดง
ในตารางท่ี 2.6 และตารางท่ี 2.7 พบวา วิธ ี flotation+กลองจุลทรรศน และวิธี multiplex PCR 
จําแนกสายพันธุไรฝุนไดตรงกันจํานวน 12 ตัวอยาง ซ่ึง 5 ตัวอยางตรวจพบไรฝุนเพียงหนึ่งสายพันธุ 
ไดแก D. pteronyssinus (2 ตัวอยาง) และ D. farinae (3 ตัวอยาง) ตามลําดับ สวนอีก 7 ตัวอยาง
พบไรฝุนมากกวาหนึ่งสายพันธุ นอกจากนั้นยังพบวา ตัวอยางฝุนจํานวน 18 ตัวอยางมีไรฝุนมากกวา
หนึ่งสายพันธุจากการตรวจดวยวิธี multiplex PCR  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธี flotation+กลอง
จุลทรรศน ตรวจพบไรฝุนมากกวาหนึ่งสายพันธุไดเพียง 4 ตัวอยางซ่ึงตรงกับผลการตรวจดวยวิธ ี
multiplex PCR จํานวน 2 ตัวอยาง 

 

ตารางท่ี 2.6 จํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลตางๆ จากการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน และวิธี multiplex PCR  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis;  
(-) ve = ไมพบไรฝุน) 

Flotation 
+กลองจุลทรรศน 

Multiplex PCR 

รวม 

DPT DF BT DPT+DF DPT+BT DF+BT 
DPT 
+DF 
+BT 

(-) ve 

DPT 2 0 0 2 1 0 1 8 14 

DF 0 3 1 0 0 0 0 2 6 

BT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DPT+DF 1 0 0 0 0 1 1 1 4 

DPT+BT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DF+BT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

DPT+DF+BT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

(-) ve 4 2 5 1 2 1 8 51 74 

รวม 7 5 6 3 3 2 10 62 98 
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ตารางท่ี 2.7  ความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) ของการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR และ วิธี flotation+กลองจุลทรรศน  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis;  
(-) ve = ไมพบไรฝุน) 

 

Flotation 
+กลองจุลทรรศน 

Multiplex PCR 

รวม (+) ve 
(-) ve สายพันธุ 

ตรงกัน 
สายพันธุ 
ไมตรงกัน 

(+) ve 12 1 11 24 

(-) ve 23 51 74 

รวม 36 62 98 

 
จากขอมูลรวมในตารางท่ี 2.7 นี้ สามารถคํานวณคาความไวของการตรวจหาและจําแนก 

สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR เทากับรอยละ 54.17 (13/24) ในขณะท่ีคาความจําเพาะ 
(specificity) เทากับรอยละ 68.92 (51/74)   

ในทางกลับกัน เม่ือใหวิธี multiplex PCR เปนวิธีอางอิง สามารถคํานวณคาความไวของการ
ตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ไดเพียงรอยละ 36.12 (13/36) 
แตมีคาความจําเพาะเทากับรอยละ 82.26 (51/62) 

สําหรับคาความแมนยําของของการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR เม่ือเปรียบเทียบกับวิธี flotation+กลองจุลทรรศน เทากับรอยละ 65.31 (13+51/98) 
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อภิปรายและวิจารณผลอภิปรายและวิจารณผล  
 

การตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพในบานเรือนของผูปวย เปนมาตรการสําคัญในการปองกัน
ไมใหผูปวยสัมผัสสารกอภูมิแพ โดยถาลดปริมาณสารกอภูมิแพไรฝุนในท่ีพักอาศัยได ผูปวยก็จะลด
การสัมผัสสารกอภูมิแพ ลดการกระตุนและมีผลใหการเกิดโรคหรืออาการทางคลินิกลดลง ในความ
เปนจริงผูปวยสวนใหญไมทราบวามีสารกอภูมิแพไรฝุนในบานพักอาศัย เพราะไมสามารถมองเห็นได 
ดังนั้นการตรวจพบปริมาณสารกอภูมิแพไรฝุนดวยชุดตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพ จะเปน 
ตัวบงชี้ใหผูปวยตระหนักถึงสภาพแวดลอมของบานพักอาศัย ใหความรวมมือและพรอมท่ีจะทําตาม
คําแนะนําจากแพทยมากข้ึน 

การตรวจจําแนกสายพันธุของแมลงและสัตวขาขอหลายชนิดท่ีมีขนาดเล็ก และ/หรือ มี
รูปรางลักษณะใกลเคียงกันมากระหวางสายพันธุ มีความยากลําบากเพราะตองอาศัยกระบวนการ
เตรียมตัวอยางและตองอาศัยความชํานาญของบุคลากรเฉพาะดานกีฏวิทยา ทําใหขอมูลเก่ียวกับ
แมลงและสัตวขาขอเหลานี้มีอยูจํากัด การจําแนกสายพันธุของแมลงดวยวิธีทางอณูชีววิทยาจึงถูก
นําไปประยุกตใช วิธีเหลานี้ไดแก RAPD (Random amplified polymorphic DNA), RFLP 
(Restricted Fragment Length Polymorphism, AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism เปนตน ในการศึกษาวิจัยนี้ คณะผูวิจัยสามารถพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุน
ท่ีพบบอยในประเทศไทยดวยเทคนิค Multiplex PCR แมวาวิธีการตรวจท่ีพัฒนาข้ึนจะสามารถตรวจ
จําแนกไรฝุนไดเพียง 3 สายพันธุเทานั้น แตก็ทําใหมุมมองของการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนไม
ยุงยากอีกตอไป 

วิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนแบบดั้งเดิมดวยวิธี flotation+กลอง
จุลทรรศนนั้นเปนวิธีท่ียุงยาก ใชเวลามาก และตองใชผูท่ีมีความรูความชํานาญเฉพาะทางดาน 
กีฏวิทยาหรือดานไรวิทยา ในชวงตนๆ ของการตรวจหาไรฝุนในตัวอยางฝุนโดยชาวเนเธอแลนด 
(ประมาณป ค.ศ. 1960) (Voorhorst et al., 1962) จะเปนการตรวจดูตัวอยางฝุนท้ังหมดภายใต
กลองจุลทรรศน (absolute amount) ซ่ึงตองใชความพยายามและความมุงม่ันในการตรวจอยางมาก 
ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคตางๆ เพ่ือชวยใหการตรวจหาไรฝุนงายข้ึน เชน การสุมตัวอยาง การใช 
สียอม การลอยตัวในสารละลาย (flotation) จนกระท่ังในป ค.ศ. 1987 Hart & Fain (1987) ได
พัฒนาเทคนิคการลอยตัวในสารละลายเกลืออ่ิมตัวจนดีและทดลองกับไรฝุน พบวา สามารถแยกไรฝุน
ไดถึงรอยละ 98 ของไรฝุนท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ ตอมาจึงไดมีการนํามาประยุกตใชในการ
สํารวจไรฝุนในธรรมชาติ ณัฐ มาลัยนวล และคณะ (Malainual et al., 1995) ไดใชวิธี flotation นี้ใน
การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุนตามภูมิภาคตางๆ ของประเทศไทยระหวางป พ.ศ.2534-2537  
อยางไรก็ดีวิธี flotation นี้ยังมีขอดอยในการแยกไรออกจากตัวอยางฝุนอยูบาง เนื่องจากวิธีนี้เหมาะ
สําหรับไรฝุนท่ีมีชีวิต ลําตัวยังอยูในสภาพท่ีสมบูรณจึงสามารถเก็บคืน (recovery) จากฝุนไดงาย  
แตหากเปนเศษซากของไรฝุนท่ีตายแลวเชนเดียวกับเศษผงตางๆ ในฝุน  การแยกตัวออกจากฝุนนั้น
เปนไปไดยาก ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนในตัวอยางฝุนดวยวิธี Floatation นี้จะมีความผิดพลาดเก่ียวกับ
ปริมาณไรฝุนท่ีแทจริงในธรรมชาติได  นอกจากนั้นแลวการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลอง
จุลทรรศนตองใชเวลามากในการเตรียมตัวอยางบนกระจกสไลด  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนในตัวอยาง
จํานวนมากๆ เชน การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุนในชุมชน จะสิ้นเปลืองเวลาและงบประมาณ
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เปนอยางมาก ดังท่ีผูวิจัยไดเคยประสบมาแลวในการดําเนินการวิจัยกอนหนานี้ (Malainual et al., 
1995) 

การศึกษาวิจัยนี้ คณะผูวิจัยไดคัดเลือกคู primer ท่ีจําเพาะตอสายพันธุของไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ ไดแก D. pteronyssinus, D. farinae และ B. tropicalis ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีพบไดบอย
ตามท่ีอยูอาศัยในประเทศไทย เม่ือทดสอบความไวของปฏิกิริยา PCR แลวสามารถตรวจหา DNA 
ของไรฝุนไดดีแมวาจะมีปริมาณ DNA ในปริมาณท่ีนอย จากผลการทดสอบประสิทธิภาพโดยใชสาร
พันธุกรรม DNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พบวา วิธีนี้มีความจําเพาะสูงถึงรอยละ 100 และมี
ความสามารถในการตรวจหา DNA ของไรฝุนไดนอยถึง 0.1 นาโนกรัม (ไรฝุน 1 ตัวมีปริมาณสาร
พันธุกรรม DNA ประมาณ 10 นาโนกรัม)  ดังนั้นแมวาตัวอยางฝุนจะมีเพียงเศษซากของไรฝุนท่ีตาย
ไปแลวก็ยังสามารถตรวจพบได ซ่ึงปริมาณตัวอยางฝุนท่ีใชในการสกัดสารพันธุกรรม DNA แตละครั้ง
เพียง 3-4 มิลลิกรัมจะไดปริมาณสารพันธุกรรม DNA ระหวาง 0 ถึง 7,200 นาโนกรัม (ไมไดแสดง
ขอมูล) อยางไรก็ดีการสุมตัวอยางฝุนเพียงเล็กนอยจากตัวอยางฝุนปริมาณมากท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัย
เพียง 3 ซํ้าอาจจะไดขอมูลท่ีผิดพลาดเชนกันในกรณีท่ีตัวอยางฝุนนั้นมีไรฝุนในปริมาณนอย ดังจะเห็น
ไดจากผลการตรวจไมพบไรฝุนใน 11 ตัวอยางซ่ึงตรวจพบดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้น
การตรวจซํ้าเพ่ิมสําหรับตัวอยางฝุนท่ีใหผลลบ (ไมมีผลผลิต PCR เกิดข้ึน) จะชวยใหไดขอมูลใกลเคียง
ความเปนจริงมากข้ึน แมวาจะตองทําการตรวจซํ้าเพ่ิมแตระยะเวลาท่ีใชในการตรวจดวยวิธี 
multiplex PCR ก็ไมเพ่ิมมากนัก เม่ือเทียบเคียงกับการตรวจดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีน Internal transcribe spacer 2 (ITS2) ท่ีนํามาใชพัฒนาวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุไร
ฝุนนี้ เปนDNA ท่ีอยูระหวาง 5.8s และ 28s rDNA ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตหลายๆ ชนิดรวมท้ังแมลง ซ่ึงมี
การเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดนบริเวณนี้แปรผันตามแตละสปชีส และยังมีความคลายคลึง
กันในระหวางสายพันธุท่ีใกลชิดกัน ซ่ึงสามารถนํามาใชในการตรวจจําแนกไรฝุนในระดับ Order ได 
เชน primer ITS2_F/ITS2_R สามารถตรวจจําแนกไรฝุนไดท้ัง 3 สายพันธุ สามารถนําไปใชเปนตัว
ควบคุมบวก (positive control) ของการทดสอบได  อยางไรก็ดีความคลายคลึงกันของยีน ITS2 นี้
ทําใหการออกแบบ primer ยุงยากข้ึนเนื่องจากสามารถทําใหเกิดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะข้ึนได 
ดังเชนการใช primer ITS2-107 หรือ ITS2-231 เปนตน  ชุด primers ท่ีใชในปฏิกิริยา Multiplex 
PCR ท่ีสําเร็จนี้ สามารถจําแนกไรฝุนสายพันธุ DP, DF และ BT ไดอยางจําเพาะ และไมมีผลผลิตท่ีไม
จําเพาะเกิดข้ึนดวย  ผลการทดลองยืนยันไดวา ตัวอยางไรฝุน และกระบวนการตางๆ ตั้งแตการสกัด 
gDNA จนถึงการเตรียมสวนผสมน้ํายาของปฏิกิริยา PCR เปนไปอยางถูกตอง สําหรับยีน CoxI 
สําหรับการตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ BT นั้นมีความจําเพาะตอสายพันธุ BT อยางมาก แต
จําเปนตองใชอุณหภูมิ Annealing ใหสอดคลองดวย มิฉะนั้นจะทําใหเกิดผลผลิตท่ีไมจําเพาะได
เชนกัน 

ผลการทดสอบปฏิกิริยากับตัวอยางฝุนจําลองท่ีผสมข้ึนคลายกับตัวอยางฝุนจริงตาม
บานเรือนแสดงคาความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยาในการตรวจไรฝุนดอยกวาการใส gDNA 
บริสุทธิ์ลงในปฏิกิริยา การท่ีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาดอยลงนั้นไมไดเกิดจากประสิทธิภาพของ
ปฏิกิริยาเองดังจะเห็นไดจากผลการทดสอบท่ีผานมาหลายๆ การทดลอง  แทจริงแลวมีสาเหตุมาจาก
ปริมาณ gDNA ของไรฝุนท่ีไดจากข้ันตอนการสกัดนอยกวาปริมาณท่ีไดจากการสกัดจากไรฝุนบริสุทธิ์ 
เนื่องจากมีเศษตัวอยางฝุนละเอียดติดมาในข้ันตอนการสกัดดวย อยางไรก็ดีหากนําเทคนิควิธีการแยก
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ไรฝุนดวยการลอยตัวในสารละลายสองชนิดท่ีมีความถวงจําเพาะตางกัน (Floatation technique) 
มาประยุกตใช ก็จะชวยใหไดไรฝุนบริสุทธิ์สําหรับการสกัด gDNA มากข้ึน แมกระนั้นก็ตาม การใช
วิธีการลอยตัวในสารละลายนี้มีข้ันตอนเพ่ิมข้ึนและใชเวลามากข้ึนดวย หากมีจํานวนตัวอยางมาก
ดังเชนการสํารวจการแพรระบาดของไรฝุน ควรตองกําหนดเวลาในการดําเนินการเก็บขอมูลใหนาน
ข้ึนดวย 

ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ซ่ึงเปนไรฝุนใน Family 
Pyroglyphidae เดียวกัน มีรูปรางลักษณะท่ัวไปคลายคลึงกันมาก สามารถจําแนกสายพันธุไดดวย
ลักษณะเฉพาะ เชน ลักษณะของขา และลักษณะของ dorsal shield cuticle ในเพศผู  ลักษณะของ
ชองเปดสําหรับออกไข (Epigynium) และถุงเก็บสเปรม (spermatheca) ในเพศเมีย ซ่ึงไรฝุนท้ังสอง
สายพันธุมีขนาดประมาณ 300 ไมโครมิเตอร ขนนอยและสั้น ในขณะท่ีไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis 
เปนไรฝุนใน Family Glycyphagidae ซ่ึงมีขนาดเล็กกวา (ประมาณ 200 ไมโครมิเตอร) ขาเรียวยาว
และมีขนจํานวนมากปกคลุมลําตัว  รูปรางลักษณะท่ีแตกตางกันเชนนี้อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลให
การตรวจพบไรฝุนสายพันธุนี้เพียงเล็กนอย ดังจะเห็นไดจากขอมูลท่ีไมพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis 
จากการตรวจตัวอยางฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนเลย หรือจากขอมูลรายงานการสํารวจไร
ฝุนในประเทศไทยเม่ือ 20 กวาปท่ีแลว (Malainual et al., 1995) ซ่ึงพบปริมาณของไรฝุนสายพันธุ 
B. tropicalis นอยมาก  วิธี Floatation + กลองจุลทรรศนจึงไมเหมาะสมในการตรวจหาไรฝุนบาง
สายพันธุ เชน B. tropicalis ตามท่ีกลาวมา ดังนั้นวิธี multiplex PCR สามารถแกไขปญหาและ
อุปสรรคนี้ได เพราะเปนเพียงการตรวจสารพันธุกรรม DNA ของไรฝุนเทานั้น  

วิธีการเก็บรักษาตัวอยางฝุนกอนนํามาทําการตรวจหาไรฝุนก็เปนปจจัยท่ีสําคัญอีกประการ
หนึ่งท่ีทําใหโอกาสในการตรวจพบไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนนอยลง เนื่องจากใน
ธรรมชาติมีไรและแมลงหลากหลายชนิดท่ีอาศัยอยูในฝุนซ่ึงบางชนิดเปนตัวห้ํา (predator) ท่ีกินไรฝุน
เปนอาหาร เชน ไรสายพันธุ Cheyletus sp. และมด ซ่ึงพบในการศึกษาครั้งนี้ดวย (รูปท่ี 2.20)  
การเก็บตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยอาจมีตัวห้ําเหลานี้ปะปนมาดวย หากเก็บรักษาตัวอยางฝุนไวท่ี
อุณหภูมิหองปกติตัวห้ําเหลานี้จะกินไรฝุนจนหมดไปทําใหตรวจพบไรฝุนไดนอยลง ดังนั้นในการศึกษา
นี้ผูวิจัยไดเก็บรักษาตัวอยางฝุนหลังจากท่ีเก็บมาจากท่ีอยูอาศัยไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
เพ่ือหยุดการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตท้ังหมดในตัวอยางฝุน 

คาความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) และความแมนยํา (accuracy) ของวิธี 
multiplex PCR ท่ีคอนขางต่ําซ่ึงไดจากการเปรียบเทียบกับวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ใน
การศึกษานี้ แสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท้ังสองวิธี
อยางชัดเจน ดังจะสังเกตเห็นไดจากการนําไปใชงาน แมวาวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน จะเปนวิธี
อางอิงดั้งเดิม (gold standard) แตวิธีนี้ไมเหมาะสมกับการนําไปใชสําหรับการตรวจตัวอยางจํานวน
มาก (screening) ไดดีเทากับวิธี multiplex PCR  หากแตสามารถใชเปนวิธียืนยันผลการจําแนกสาย
พันธุไรฝุนในตัวอยางท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี multiplex PCR แลว ซ่ึงจะเปนการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมากไดโดยใชเวลาไมนาน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการตรวจ
เพ่ือเฝาระวัง หรือ ติดตามผลการรักษาอาการภูมิแพของผูปวยได หองปฏิบัติการท่ัวๆ ไปสามารถ
พัฒนาวิธีการตรวจ multiplex PCR นี้ไดเอง หรือ สั่งซ้ือชุดน้ํายาท่ีคณะผูวิจัยกําลังพัฒนาข้ึนได
เพ่ือใหใชงานไดสะดวกข้ึนและมีราคาถูกกวาการตรวจวัดสารกอภูมิแพดวยวิธี enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงมีราคาตัวอยางละ 1,250 บาท (อางอิงอัตราคาบริการของ
ศูนยบริการและวิจัยไรฝุนศิริราช) 

ขอดีขอเสียระหวางการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธ ีmultiplex PCR และวิธี flotation 
+กลองจุลทรรศน ในประเด็นตางๆ ไดแสดงไวในตารางท่ี 2.8 ไดแก ข้ันตอนท่ีจําเปน  ระยะเวลาท่ีใช  
เครื่องมือท่ีจําเปน  ความสามารถในการตรวจพบ  ความไว (sensitivity)  ความจําเพาะ (specificity)  
ความแมนยํา (precision)  ความถูกตอง (accuracy)  และการนําไปใช  เม่ือเปรียบเทียบกันแลวจะ
เห็นไดวา วิธีตรวจแบบ multiplex PCR และแบบ flotation+กลองจุลทรรศน มีขอดีคนละดานกัน  
การนําไปใชจึงควรประยุกตใชวิธีการตรวจท่ีเหมาะสมสําหรับงานนั้นๆ เชน หากมีจํานวนตัวอยางมาก 
ควรเลือกใชวิธี multiplex PCR เพ่ือ screen ตัวอยาง  หากพบตัวอยางท่ีใหผลบวก จึงตรวจดวยวธิ ี
floatation+กลองจุลทรรศน เพ่ือยืนยันสายพันธุของไรฝุนอีกครั้งก็ได 

การศึกษาวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา เทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีประสิทธิภาพท่ีดีใน
การตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีพบบอยในประเทศไทย วิธีการใชงานเปนมาตรฐานท่ัวๆ ไป 
ไมยุงยาก อีกท้ังยังใชระยะเวลาในการตรวจนอยกวา สามารถนําไปใชในหองปฏิบัติการท่ัวไปท่ีมี
เครื่องเพ่ิมจํานวนพันธุกรรมโดยไมจําเปนตองมีความชํานาญในการจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยรูปราง
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเลย 

 

ตารางท่ี 2.8  เปรียบเทียบขอดีขอเสียระหวางการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี Multiplex 
PCR และวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน โดยวิเคราะหขอมูลจากการตรวจตัวอยางฝุน
จากท่ีอยูอาศัยจํานวน 98 ตัวอยาง 

 Multiplex PCR Flotation+กลองจุลทรรศน 

ขั้นตอนที่จําเปน DNA extraction, PCR, 
gel electrophoresis 

flotation, slide mounting, 
microscopic identification 

ระยะเวลาที่ใช 3 ชั่วโมง อยางนอย 1 สัปดาห 

เครื่องมือที่จําเปน เครื่อง Thermocycler กลองจุลทรรศน 
แบบ stereo และแบบ compound 

ความสามารถในการ 
ตรวจพบ 

0.1 นาโนกรัม ของ DNA 
(Thet-Em et al., 2012) 

รอยละ 3% - 88% 
(Colloff, 2009) 

ความไว (sensitivity) รอยละ 54.17 รอยละ 36.11 

ความจําเพาะ (specificity) รอยละ 68.92 รอยละ 82.26 

ความแมนยํา (precision) รอยละ 36.11 รอยละ 54.17 

ความถูกตอง (accuracy) รอยละ 65.31 รอยละ 65.31 

การนําไปใช การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุน 
/ screening ตัวอยางจํานวนมาก 

/ มีเวลาจํากัด 

การตรวจยืนยันสายพนัธุไรฝุน 
/ ตัวอยางจาํนวนนอย 

/ รอผลนานได 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะสรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนมาใชในการตรวจหา
และจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนจริงซ่ึงเก็บจากท่ีอยูอาศัย โดยทําการทดสอบเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน พบวา แมวิธี multiplex PCR จะใหความไว (sensitivity) และ
ความจําเพาะ (specificity) ไมสูงนัก แตวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนในตัวอยางฝุนได
มากกวาวิธีอางอิงดั้งเดิมนั้น นอกจากนั้นวิธี multiplex PCR ยังปฏิบัติไดงายและใชเวลาไมนาน จึง
เหมาะสมกับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) สวนวิธี flotation+กลองจุลทรรศน นัน้
เหมาะสําหรับการตรวจยืนยันสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี 
multiplex PCR  ซ่ึงหองปฏิบัติการมาตรฐานท่ัวไปสามารถปฏิบัติไดอยางงายดาย 

อยางไรก็ตาม วิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ใหผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนใน
เชิงคุณภาพ (บวก หรือ ลบ) เทานั้น ไมสามารถบอกปริมาณของไรฝุนท่ีมีอยูในตัวอยางฝุนได จึงทําให
เกิดคําถามตอไปวา ท่ีอยูอาศัยแตละแหงมีปริมาณไรฝุนมากนอยแตกตางกันอยางไร  คณะผูวิจัยได
เล็งเห็นถึงประเด็นนี้ จึงไดเริ่มพัฒนาวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี quantitative 
PCR ข้ึน ขณะนี้กําลังอยูในระหวางการพัฒนาและทดสอบประสิทธิภาพ ซ่ึงคาดวาเม่ือแลวเสร็จจะ
สามารถนําไปใชในงานบริการตรวจหาไรฝุนตอไปได  นอกจากนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจนี้ใหเปนชุด
น้ํายาตรวจสําเร็จรูปก็จะเปนการตอยอดผลงานวิจัยไปสูเชิงพาณิชยไดอีกประการหนึ่งดวย 

วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค multiplex PCR ท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้ เปน
ประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวยภูมิแพไดเปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากร
หองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตามหองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น 
ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก   
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