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บทบทคัดยอคัดยอ  
 

ไรฝุน (House dust mite) เปนสาเหตุสําคัญในการกอโรคภูมิแพ โดยสายพันธุท่ีพบบอยใน
ประเทศไทย ไดแก Dermatophagoides pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae 
(DF) และ Blomia tropicalis (BT) การจําแนกสายพันธุของไรฝุนเหลานี้ตองอาศัยบุคลากรท่ีมี 
ความชํานาญทางดานไรวิทยา จึงทําใหขอมูลเก่ียวกับความชุกชุมและการแพรกระจายของไรฝุนตาม
บานเรือนคอนขางจํากัด  งานวิจัยนี้ไดศึกษาขอมูลเก่ียวกับยีนชนิดตางๆ ของไรฝุน 3 สายพันธุท่ีพบ
บอยในประเทศไทย มาออกแบบและพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาใชในการตรวจสอบสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุน
จริงท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 100 หลังคาเรือน (ตัวอยาง) โดยเปรียบเทียบกับการตรวจดวยวิธีการ
ลอยตัวควบคูกับการวินิจฉัยดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีนท่ีนํามาพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I โดยออกแบบคู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้  
ผลการศึกษาพบวา วิธี multiplex PCR ตรวจพบไรฝุนจํานวน 46 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 37.10 
สามารถจําแนกไดเปนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง สายพันธุ D. farinae 
จํานวน 29 ตัวอยาง และสายพันธุ B. tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธ ี
floatation+กลองจุลทรรศนสามารถพบไรฝุนในตัวอยางจํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 24.49 
ซ่ึงเปนสายพันธุตางๆ จํานวน 19, 10 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ เม่ือนําผลการตรวจสอบตัวอยางฝุน
มาจับคูกันพบวา ตัวอยางฝุนท่ีมีขอมูลตรงกันสําหรับการตรวจสอบท้ังสองวิธี มีจํานวน 65 ตัวอยาง 
เปนผลบวก (พบไรฝุน) จํานวน 14 ตัวอยาง และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) จํานวน 51 ตัวอยาง คิดเปน
ความไวของวิธีการตรวจ (sensitivity) เทากับรอยละ 54.17  ความจําเพาะ (specificity) เทากับรอย
ละ 68.92  และความแมนยํา (accuracy) เทากับรอยละ 65.31 ตามลําดับ 

การท่ีคาความไวและความจําเพาะของวิธี multiplex PCR คอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน ท้ังนี้เนื่องจากวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนไดมากกวา
โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนผลลบจากวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี
multiplex PCR จึงเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) ในขณะท่ีวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน เหมาะสําหรับการยืนยันสายพันธุไรฝุนสําหรับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีไมมาก 

วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้เปนประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวย
ภูมิแพไดเปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากรหองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตาม
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 
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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  
 

ไรฝุน (house dust mite) เปนสาเหตุสําคัญในการกอโรคภูมิแพ เนื่องจากเปนตัวการผลิต
สารกอภูมิแพ และผูปวยโรคภูมิแพแสดงปฏิกิริยาตอน้ํายาซ่ึงสกัดจากไรฝุนมากกวาสารกอภูมิแพชนิด
อ่ืนๆ ภายในท่ีอยูอาศัย ไรฝุนเปนสัตวขาขอซ่ึงจัดอยูใน Subclass Acari, Superorder 
Acariformes, Order Astigmata ไรฝุนมีขนาดเล็กประมาณ 100-300 ไมโครเมตร ตัวเต็มวัย มีขา  
4 คู อาศัยอยูตามวัสดุท่ีมีเสนใย เชน ท่ีนอน หมอน ผาหม เกาอ้ีบุนวม ตุกตาขนสัตว เปนตน ไรฝุน
กินสะเก็ดผิวหนัง สะเก็ดรังแค สปอรเชื้อรา และสารอินทรียอ่ืนๆ ในฝุนเปนอาหาร องคการอนามัย
โลกไดเคยประมาณการสูญเสียคาใชจายกับโรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ ท้ังทางตรงและทางออมคิดเปน
จํานวนเงินประมาณ 20,000 ลานเหรียญสหรัฐตอป  เปนคายาสูงถึง 8,000 ลานเหรียญสหรัฐ 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานการศึกษาถึงการสูญเสียเนื่องจากการเจ็บปวยดวยโรคแพอากาศ 
(Allergic rhinitis) คิดเปนคายารักษาเปนจํานวนเงิน 990 ลานบาทในป 2546 และเพ่ิมข้ึนเปน 
1,087 ลานบาทในป 2547 ท้ังนี้ยังไมรวมการสูญเสียดานอ่ืนๆ เชน การขาดงานหรือหยุดเรียน  
คาดูแลรักษาพยาบาล เปนตน (ฉวีวรรณ บุนนาค) ในการประเมินความรุนแรงของอาการภูมิแพของ
ผูปวย นอกจากการซักประวัติและการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการแลว  การตรวจสอบชนิดของ
สารกอภูมิแพท่ีผูปวยไดรับในท่ีอยูอาศัยเปนประจําก็เปนประโยชนท่ีจะชวยใหแพทยสามารถให 
การรักษาไดอยางถูกตองและมีประสิทธิภาพ 

รายงานการศึกษาในประเทศไทยพบวา ผูปวยโรคภูมิแพคนไทยแสดงปฏิกิริยาตอไรฝุน
ประมาณ 60-70% (Daengsuwan et al. 2003; Kongpanichkul et al. 1997) สายพันธุของไรฝุน
ท่ีพบมากท่ัวโลกรวมท้ังในประเทศไทย (Malainual et al., 1995) ไดแก สายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus (DP) และ Dermatophagoides farinae (DF) ซ่ึงจัดอยูใน 
Family Pyroglyphidae  รองลงมาไดแก สายพันธุ Blomia tropicalis (BT) ซ่ึงจัดอยูใน Family 
Glycyphagidae สายพันธุอ่ืนๆ ท่ีพบในฝุนตามท่ีอยูอาศัย ไดแก Euroglyphus maynei, 
Lepidoglyphus destructor, Acarus siro, Tyrophagus spp., Suidasia spp. เปนตน 

จากขอมูลความชุกและการแพรกระจายของไรฝุนสายพันธุตางๆ ในประเทศเพ่ือนบาน เชน 
สิงคโปร (Chew et al., 1999) พบวา ไรฝุน Blomia tropicalis เปนสายพันธุท่ีพบไดมากกวา  
D. pteronyssinus และ D. farinae  สภาพท่ีอยูอาศัยและพฤติกรรมความเปนอยูของประชาชนใน
ปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงไปซ่ึงอาจทําใหการแพรกระจายของไรฝุนเปลี่ยนแปลงไปดวย  การตรวจ
วินิจฉัยจําแนกสายพันธุของไรฝุนในปจจุบันอาศัยลักษณะสัณฐานภายนอกของไรฝุนเปนหลัก 
(Colloff & Spieksma, 1992)  แตบางสายพันธุท่ีมีความใกลชิดกัน เชน genus เดียวกัน แตตาง 
species กัน หรือ ไรฝุนท่ีเปนระยะตัวออน จะมีรูปรางลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกันมาก บุคลากร
ท่ีไมมีประสบการณและความชํานาญทางดานอนุกรมวิธานของไรฝุนอาจทําการจําแนกสายพันธุได 
ไมถูกตอง หรือแมวาจะเปนคนละ genus ก็มีลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกันมากเชนกัน เชน  
สายพันธุ Acarus และ Tyrophagus ใน Family Acaridae เปนตน เปนวิธีท่ีใชเวลามากและตอง
อาศัยบุคลากรท่ีมีความชํานาญทางดานไรวิทยาซ่ึงมีอยูไมมากในประเทศไทย ทําใหการตรวจสอบ
ชนิด/สายพันธุของไรฝุนในตัวอยางฝุนในท่ีอยูอาศัยของผูปวยไมเปนท่ียอมรับนัก นอกจากนั้นแลว
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การเก็บตัวอยางฝุนท่ีไมถูกตองทําใหตัวอยางไรฝุนท่ีไดชํารุดเสียหายทําใหการตรวจจําแนกสายพันธุ
ดวยรูปรางลักษณะภายนอกมีความคลาดเคลื่อนไดเชนเดียวกันดวย ปจจุบันมีการนําความรูทางดาน
อิมมูโนวิทยามาพัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพของไรฝุน ซ่ึงมีราคาคอนขางสูง  
ไมเหมาะสมกับการใหบริการแกผูปวยโรคภูมิแพท่ีมีรายไดไมมาก อีกท้ังยังตองใชเวลานานในการ
ตรวจวิเคราะหอีกดวย  ดังนั้นจึงควรพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีสะดวก 
รวดเร็ว และงายตอบุคลากรหองปฏิบัติการท่ัวไป   

ขอมูลการศึกษาวิจัยพบวา ปจจุบันมีการคนพบยีนตางๆ ของไรฝุนหลากหลายสายพันธุ ซ่ึง
ยีนเหลานั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับไรฝุนแตละสายพันธุ หากนํามาพัฒนาและนํามาใชในการตรวจ
วินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีมีไรฝุนปะปนกันหลายสายพันธุดวยวิธีทางอณูชีววิทยา เชน 
Polymerase chain reaction (PCR) มีประโยชนอยางมากในการจําแนกสายพันธุของแมลงและ
สัตวขาขอ โดยเฉพาะสายพันธุท่ีมีรูปรางลักษณะภายนอกท่ีคลายคลึงกัน เชน การใชยีน internal 
transcribed spacer 2 (ITS2) ในการจําแนกสายพันธุของยุงในกลุม Anopheles annularis 
(Walton et al., 2007a; Alam et al., 2007) กลุมยุง Anopheles maculatus (Walton et al., 
2007b) หรือยีน CQ11 บน microsatellite loci สําหรับการจําแนกยุงในกลุม Culex pipiens 
(Bahnck CM and Fonseca DM, 2006) เปนตน  

การนํายีนมาใชในการตรวจวินิจฉัยจําแนกสายพันธุของไรฝุน จําเปนตองคัดเลือกยีนท่ี
เหมาะสม เนื่องจากยีนบางกลุมมีความคลายคลึงกันในไรสายพันธุท่ีแตกตางกัน เชน ยีน Glutathion-
S-transferase (GST) ของไรฝุนและไรหิด (Fischer K, et al.; 2003) ยีน Tropomyosin ของไรฝุน
สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus และ Blomia tropicalis (Yi FC, et al.; 2002) 
เปนตน  ยีนบน ribosomal DNA (rDNA) เปนอีกแหลงหนึ่งท่ีมีความเปนไปไดสูงในการนํามาใช
จําแนกสายพันธุของไรฝุน เนื่องจาก rDNA ประกอบดวยสวนท่ีไมคอยมีความเปลี่ยนแปลง (highly 
conserved region) ไดแก สวน 18S  rDNA, 5.8S rDNA และ 28S rDNA  และสวนท่ีมีการ
เปลี่ยนแปลงบอย ไดแก สวน internal transcribed spacer regions (ITS) ซ่ึงมี 2 สวน คือ ITS1 
และ ITS2  เคยมีการนาํยนีบนสวน ITS2 มาใชศึกษาสายพันธุของไรใน Suborder Astigmata (Noge 
et al., 2005) และนํายีนบน mitochondria 12S DNA มาใชศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ไรฝุนสายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus, Glycyphagus privatus, Aleuroglyphus 
ovatus และ Blomia tropicalis. (Suarez-Martinez et al., 2005)  การศึกษายีนของไรฝุน 
สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus และ Blomia tropicalis ดวยเทคนิค expressed 
sequence tagging (EST) ทําใหทราบถึงยีนตางๆ ท่ีเก่ียวของกับโปรตีนหลายชนิด รวมท้ังสารกอ
ภูมิแพชนิดตางๆ ของไรฝุนดวย (Angus et al., 2004) ซ่ึงยีนท่ีถูกคนพบตางๆ เหลานี้ อาจจะ
สามารถนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนได ก็จะทําใหสามารถจําแนกสายพันธุของ 
ไรฝุนแตละสายพันธุไดอยางถูกตอง สะดวกและรวดเร็วข้ึน ซ่ึงจะเปนท่ียอมรับ และจะสงผลตอ 
การใหบริการผูปวยโรคภูมิแพกวางขวางมากข้ึน โดยเฉพาะหนวยงานท่ีขาดบุคลากรท่ีมีความชํานาญ
ดานอนุกรมวิธานของไร 

การศึกษาวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนท่ีงายข้ึน  รวดเร็วข้ึน 
และมีความถูกตอง โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล เชน ยีน Internal transcribed spacer 
2 (ITS2) ยีน 12S-rRNA หรือยีน 16S-rRNA บน mitochondria genome และเทคนิคทาง 
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อณูชีววิทยาประยุกตรวมกัน เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีพบไดบอยตามท่ีอยูอาศัยจํานวน 3 สายพันธุ 
ไดแก สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae และ 
Blomia tropicalis และประเมินประสิทธิภาพของวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุไรฝุนท่ีพัฒนาข้ึน  
กับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค multiplex PCR  

2. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR  
ท่ีพัฒนาข้ึนกับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง 

3. เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการตรวจจําแนกสายพันธุของไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR กับการตรวจจําแนกดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
พัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค  multiplex  PCR  กับไรฝุนสายพันธุ 

Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae และ Blomia tropicalis 
และทดสอบประสิทธิภาพของวิธีตรวจกับตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจริง แลวเปรียบเทียบกับ 
การตรวจจําแนกสายพันธุดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
 

ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย 
จากการสืบคนยีนตางๆ ของไรฝุนพบวา ยีนบางชนิดมีความเฉพาะเจาะจงกับไรฝุนแตละ 

สายพันธุ หากนํามาพัฒนาเปนวิธีตรวจจําแนกชนิดสายพันธุของไรฝุนดวยวิธีทางอณูชีววิทยา เชน 
Polymerase chain reaction (PCR) ก็จะสามารถจําแนกสายพันธุของไรฝุนไดสะดวกและรวดเร็ว
กวาวิธีการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก
สายพันธุของไรฝุนท่ีงายและรวดเร็วข้ึน โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล และเทคนิคทาง 
อณูชีววิทยามาประยุกตรวมกัน การวิจัยนี้เปนการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนท่ี 
งายข้ึน รวดเร็วข้ึน และมีความถูกตอง โดยนําขอมูลยีนท่ีอยูในฐานขอมูลสากล เชน ยีน internal 
transcribed spacer 2 (ITS2)  ยีน 12S-rRNA หรือยีน 16S-rRNA บน mitochondria genome 
และเทคนิคทางอณูชีววิทยาประยุกตรวมกัน  
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ   
วิธีการตรวจจําแนกสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีไดจากการวิจัยนี้ จะเปน

วิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีงาย สะดวก รวดเร็ว และเปนท่ียอมรับในการนําไปใชในการใหบริการแกผูปวย
โรคภูมิแพมากข้ึน ซ่ึงจะสงผลใหการรักษาอาการภูมิแพของผูปวยมีประสิทธิภาพดีข้ึน  นอกจากนั้น
แลวขอมูลความชุกของไรฝุนท่ีไดจะเปนขอมูลท่ีเปนปจจุบันซ่ึงเปนประโยชนตองานวิจัยท่ีเก่ียวของ
ตอไป 
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ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัยระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย  
 

1. ประชากรศึกษา 
1.1 สายพันธุไรฝุน 
 สายพันธุไรฝุนท่ีใชในการศึกษาทดลอง คือ ไรฝุนสายพันธุท่ีพบไดบอย ไดแก สายพันธุ 

Dermatophagoides pteronyssinus, สายพันธุ Dermatophagoides farinae และสายพันธุ 
Blomia tropicalis ซ่ึงเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการของโครงการศูนยบริการและวิจัยไรฝุนศิริราช 

1.2 ตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัย 
 ตัวอยางท่ีทําการศึกษา เปนตัวอยางฝุนตามบานเรือน โดยเลือกเก็บจากท่ีอยูอาศัย

ของผูวิจัยและเพ่ือนบานในพ้ืนท่ีตางๆ โดยการใชเครื่องดูดฝุนและอุปกรณดักเก็บฝุนดูดฝุนตามท่ีนอน 
หมอน ผาหม และพรม แลวเก็บตัวอยางฝุนท่ีไดใสถุงพลาสติกปดผนึก เก็บในตูเย็นจนกวาจะทําการ
ตรวจวิเคราะห 

ตัวอยางฝุนจํานวน 124 ตัวอย าง  ถูกเ ก็บมาจากท่ีอยูอาศัยใน พ้ืน ท่ีต างๆ ไดแก 
กรุงเทพมหานครจํานวน 67 ตัวอยาง  สมุทรปราการ 11 ตัวอยาง ปทุมธานี 8 ตัวอยาง  สุพรรณบุรี 
4 ตัวอยาง  นครสวรรค 6 ตัวอยาง  อางทอง 18 ตัวอยาง และขอนแกน 10 ตัวอยาง 

การศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุน จึงพยายามเก็บตัวอยางฝุนใหไดอยางนอยจํานวน 100 ตัวอยาง และไมไดเปนการสํารวจความ
ชุกชุมของไรฝุน จึงไมไดกําหนดหลักเกณฑในการคัดเลือกตัวอยาง หรือการกระจายตัวของตัวอยาง
ฝุนท่ีนํามาใชศึกษา 

 
2. วิธีการศึกษา 
 การพัฒนาวิธี Multiplex PCR 

2.1. การออกแบบ  primers 
Primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จะถูกออกแบบจากยีนของไรฝุนสายพันธุตางๆ ท่ีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank โดยยีนท่ีถูกคัดเลือกจะมีความเหมือนกันไมเกินรอยละ 10 (< 10% 
homology) แลวทําการทดสอบเบื้องตนโดยใชยีนของไรฝุนหลายๆ สายพันธุ ดวยโปรแกรม
คอมพิวเตอร แลวจึงคัดเลือกคู primers ท่ีเหมาะสมเพ่ือสั่งทําการสังเคราะหตอไป 

2.2. การทดสอบปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 
สวนผสมของการทําปฏิกิริยาจะถูกเตรียมข้ึนท่ีปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยมีสวนผสม

ของน้ํายาตางๆ ตามสูตรของผูผลิตชุดน้ํายา PCR  สําหรับการทําปฏิกิริยา PCR นั้นจะดําเนินการโดย
ใชเครื่อง PCR ซ่ึงตั้งโปรแกรมมาตรฐานไว แลวเปลี่ยนอุณหภูมิ annealing temperature ตามคู 
primers ท่ีใชทดสอบ ซ่ึงอยูระหวาง 55 – 60 องศาเซลเซียส ทําการตรวจสอบขนาดของ ผลผลิต 
PCR ท่ีได เทียบกับขนาดท่ีคํานวณไดจากโปรแกรมคอมพิวเตอรดวย Agarose electrophoresis 
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2.3. การทดสอบปรับสภาพปฏิกิริยา Multiplex PCR 
คัดเลือกคู primers ท่ีเฉพาะเจาะจงกับสายพันธุของไรฝุนแตละชนิด แลวนํามาผสม

กันทีละ 1, 2, 3 คู เพ่ือทําปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลองเดียวกัน โดยปรับเปลี่ยนสูตรน้ํายาและ
อุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR ใหเหมาะสม จนไดผลผลิต PCR ท่ีถูกตอง 

2.4. การทดสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยา Multiplex PCR 
- เตรียมตัวอยางทดสอบ โดยผสม genomic DNA ของไรฝุนแตละสายพันธุในสัดสวน  

ตางๆ  เชน DP: DF: BT เทากับ 2: 1: 1, 1: 2: 1, 1: 1: 2 เปนตน   
- ทําปฏิกิริยา Multiplex PCR ตามวิธีการท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 2.4 เพ่ือทดสอบ

ประสิทธิภาพในการตรวจหาสายพันธุของไรฝุนจาก gDNA ท่ีอยูในสวนผสมตัวอยางนั้น 
- ตรวจสอบผลผลติจากปฏิกิริยา โดยการ run agarose electrophoresis  

2.5. การทดสอบประสิทธิภาพกับตัวอยางท่ีเตรียมข้ึนในหองปฏิบัติการ 
- นําไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus, D. farinae และ B. tropicalis มาผสมกับ

ตัวอยางฝุนท่ีเตรียมไวในหองปฏิบัติการในสัดสวนตางๆ กัน  
- ใหรหัสแกตัวอยางแตละอัน เชน A, B, C, D, E, F เปนตน เพ่ือปองกันความ

ผิดพลาดท่ีอาจเกิดจากความลําเอียงของผูทดสอบ 
- ทําการแยกไรฝุนออกจากฝุนในแตละตัวอยางดวยเทคนิค floatation โดยอาศัย

ความถวงจําเพาะท่ีแตกตางกันระหวางสารละลายสองชนิด จากนั้นนําไรฝุนท่ีแยกไดจากตัวอยางฝุน
ไปทําการสกัด gDNA ตามวิธีในข้ันตอนท่ี 6.2.1 แลวนํา gDNA ของไรฝุนผสมท่ีไดไปทดสอบปฏิกิริยา 
multiplex PCR ดวย primers ท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 6.2.5 

การทดสอบประสิทธิภาพกับตัวอยางฝุนจริงจากท่ีอยูอาศัย 

2.6. การแยกไรออกจากตัวอยางฝุนดวยวิธีการลอยตัวในสารละลาย (flotation) 
 สําหรับไรฝุนท่ีไมมีชีวิตซ่ึงปะปนอยูในตัวอยางฝุนจะถูกแยกออกดวยวิธีการลอยตัว 

ในสารละลายสองชนิดท่ีมีความหนาแนนแตกตางกัน (flotation) (Hart & Fain, 1987) โดยนํา
ตัวอยางฝุนปริมาณ 0.1 กรัม แชใน 80% แอลกอฮอล ในหลอดทดลองเปนเวลาไมนอยกวา 12 
ชั่วโมง แลวดูดสวนใสของแอลกอฮอลออกใหมีระดับอยูเหนือตะกอนเล็กนอย จากนั้นเติมสารละลาย
เกลือแกงอ่ิมตัวลงไปใหมีความสูงอยางนอย 4 เซนติเมตร ท้ิงไวประมาณ 10-15 นาที เพ่ือใหไรฝุนท่ี
ดูดซับแอลกอฮอลลอยตัวข้ึนสูผิวของสารละลาย สวนฝุนซ่ึงตกตะกอนลงสูกนหลอดทดลอง  ทําการ
กรองสารละลายสวนบนดวยกระดาษกรองเพ่ือแยกไรท่ีลอยตัวออกมาแลวนําไปจําแนกสายพันธุดวย
วิธี flotation+กลองจุลทรรศนตอไป ฝุนบางตัวอยางมีปริมาณจํากัดจึงมีเพียง 98 ตัวอยางเทานั้น 
ท่ีสามารถทําการแยกไรจากตัวอยางฝุนดวยวิธีนี้ได ในจํานวนนี้บางตัวอยางสามารถทําการแยกไรได
เพียง 1 ซํ้าเทานั้น 

2.7. การจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน 
นําไรท่ีไดมาเตรียมตัวอยางสําหรับการจําแนกสายพันธุ โดยใชเข็มเข่ียนําไรไปวางบน

กระจกสไลดในน้ํายา Hoyer’s mounting medium นําไปอบไวท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2-3 วัน แลวนําไปทําการจําแนกสายพันธุโดยดูลักษณะภายนอกของไรฝุนภายใตกลอง
จุลทรรศนโดยอางอิงการจําแนกสายพันธุไรฝุนจากหนังสือ Dust Mites (Colloff, 1993) และจาก
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ประสบการณของหัวหนาคณะผูวิจัยซ่ึงปฏิบัติงานในการจําแนกสายพันธุไรฝุนเปนเวลานานกวา 24 ป 
(Malainual et al., 1995) 

2.8. การสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุน 
Genomic DNA ของไรฝุน จะถูกสกัดดวยชุดน้ํายาสกัด โดยนําไรฝุนมาบดในน้ํายา 

lysis buffer จากนั้นหยอดลงใน spin column แลวลางสวนท่ีไมใช DNA ออกใหหมด จากนั้นจึง
ละลายสารDNA ท่ีติดอยูใน column ออกดวยน้ํายา Tris-EDTA buffer แลวนํา gDNA ท่ีไดไปใชใน
ปฏิกิริยา PCR ตอไป 

2.9. การวิเคราะหขอมูลและการเปรียบเทียบขอมูล 

ขอมูลจากการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
และวิธี multiplex PCR ท้ัง 3 ซํ้าถูกนํามารวมกัน แมวาจะพบไรฝุนเพียงซํ้าเดียวใหถือวาเปนผลบวก
สําหรับวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนวิธีนั้นๆ 

สําหรับคาความไว (sensitivity)  ความจําเพาะ (specificity) และคาความแมนยํา 
(precision) นั้น ทําการวิเคราะหดังนี้ (Lalkhen & McCluskey, 2008) 

คาความไว (sensitivity) ของวิธี multiplex PCR หรือ สัดสวนของการตรวจพบไรฝุน
ในตัวอยางท่ีมีไรฝุนจริง คํานวณโดยการเปรียบเทียบขอมูลจากการตรวจดวยวิธี Flotation+กลอง
จุลทรรศน โดยนับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีตรงกัน ตามสูตร 
ดังนี้ 

คาความไว = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกดวยวิธี multiplex PCR 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

 
สวนคาความจําเพาะ (specificity) หรือ สัดสวนของการตรวจไมพบไรฝุนในตัวอยางท่ี

ไมมีไรฝุนอยูจริง คํานวณโดยการเปรียบเทียบขอมูลจากการตรวจดวยวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน 
โดยนับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลการตรวจเปนลบท่ีตรงกัน  ตามสูตร ดังนี้ 

 

คาความจําเพาะ = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลลบดวยวิธี multiplex PCR 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลลบดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

 

สําหรับคาความแมนยํา (precision หรือ positive predictive value) ของวิธีการ
ตรวจ หรือ สัดสวนของตัวอยางฝุนท่ีพบไรฝุนในตัวอยางท้ังหมดท่ีใหผลบวกดวยวิธีการตรวจแบบ
เดียวกัน ตามสูตร ดังนี้ 

คาความแมนยํา  = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวก 
จํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกท้ังหมด 

 

สวนคาความถูกตอง (accuracy) หรือ สัดสวนของตัวอยางท่ีใหผลตรงกันท้ังวิธี 
multiplex PCR และวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ในจํานวนตัวอยางฝุนท้ังหมด ตามสูตร ดังนี้ 

 

คาความถูกตอง = รอยละของจํานวนตัวอยางท่ีใหผลบวกและผลลบตรงกัน 
จํานวนตัวอยางท้ังหมด 
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3. สถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล 

3.1 ท่ีอยูอาศัยของประชาชนในพ้ืนท่ีกรุงเทพมหานครและจังหวัดใกลเคียง 
3.2 หองปฏิบัติการภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  
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ผลการวิจัยผลการวิจัย  
 

การสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุน 
ไดทําการสกัด genomic DNA (gDNA) จากไรฝุนท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวยชุด

น้ํายาสกัดสําเร็จรูป สามารถสกัด gDNA ไดท่ีความเขมขน 25 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สําหรับไรฝุน
สายพันธุ D. pteronyssinus และสายพันธุ D. farinae  และท่ีความเขมขน 30 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตรสําหรับไรฝุนสายพันธุ Blomia tropicalis ซ่ึงไดทําการเก็บรักษา gDNA เหลานี้ไวท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในปฏิกิริยา PCR ตอไป 

 
การออกแบบ  primers สําหรับปฏิกิริยา PCR 

ไดทําการสืบคนขอมูลเก่ียวกับยีนตางๆ ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP),  
D. farinae  (DF) และ Blomia tropicalis (BT) จากฐานขอมูลสากล ไดแก ยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2), SID, Cytochrome C oxidase subunit I (Cox I) พบวา ยีนของไร
ฝุนสายพันธุ DP และ DF มีความคลายคลึงกัน แตมีบางตําแหนงของยีนท่ีแตกตางกัน สวนยีน Cox I 
ของไรฝุนสายพันธุ BT มีความแตกตางจาก DP และ DF  ดังนั้นจึงออกแบบ primers ท่ีจะ 
นําไปใชในปฏิกิริยา PCR โดยใชโปรแกรม Primer 3 และ Primer-Blast ในเว็บไซต 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) แลวนําไปทดสอบในปฏิกิริยา PCR กับ genomic DNA ของ 
ไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พรอมท้ังปรับเปลี่ยนสภาพของปฏิกิริยา PCR เพ่ือใหไดผลผลิต PCR ตามท่ี
คาดหมาย  โดยภาพรวมไดทําการออกแบบ primers ท้ังหมดจํานวน 11 คู ดังแสดงขอมูลใน  
ตารางท่ี 2.1 

  

ตารางท่ี 2.1  รายละเอียดของ primers ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุน 

คูที่ ID 
ลําดับเบส 
(5’ to 3’) 

ขนาดของ 
ผลผลิต PCR 
(base pairs) 

สายพันธุไรฝุน 
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 ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR เพ่ือจําแนกสายพันธุไรฝุน (ตอ) 

คูที่ ID 
ลําดับเบส 
(5’ to 3’) 

ขนาดของ 
ผลผลิต PCR 
(base pairs) 

สายพันธุไรฝุน 
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 

หลังจากทําการทดสอบและปรับแตงสภาพปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 
ท่ีใช primer แตละคู (Singleplex PCR) ของยีน ITS2 กับ gDNA ของไรฝุนสายพันธุ DP และ DF 
พบวา ผลผลิต PCR ท่ีไดเปนไปตามท่ีคาดหมาย (รูปท่ี 2.1) แตผล PCR กับคู primer ITS2_F/ 
ITS2_R2 ใหผลผลิต PCR ในปริมาณท่ีนอยกวาผลผลิตท่ีเกิดจากคู primer ITS2_F3/ ITS2_R2 แม
กระนั้นก็ตามพบวามีผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะเกิดข้ึนดวย เชนเดียวกับคู primer ITS2-199_F/ 
ITS2_R และ ITS2-199_F/ ITS2_R2 ท่ีใหผลในลักษณะเดียวกัน (ไมไดแสดงรูป)  แตปฏิกิริยา PCR 
ท่ีใช primer CoxI_F/ CoxI_R ซ่ึงออกแบบจากยีน Cytochrome oxidase subunit I กับ gDNA 
ของไรฝุนสายพันธุ BT ไมใหผลผลิตออกมาตามท่ีคาดหมาย แตใหผลผลิตท่ีไมจําเพาะกับ gDNA ของ

ไรฝุนสายพันธุ DP และ DF แทน จึงปรับเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในชวง Annealing จาก 58 °C 

20 วินาที เปน 60 °C 30 วินาที จึงไดผลผลิต PCR ท่ีจําเพาะกับ gDNA จากไรฝุนสายพันธุ  
B. tropicalis ท่ีขนาด 225 bp, 240 bp, 264 bp และ 277 bp ตามลําดับ (รูปท่ี 2.2)  
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รูปท่ี 2.1  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ 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  ผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน Cytochrome C 
oxidase subunit I (CoxI)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพนัธุ 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 ระหวาง gDNA 

ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 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 พบวาคู primer ท่ีออกแบบมีความจําเพาะกับ gDNA ของไรฝุน
แตละสายพันธุโดยไมสรางผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะกับ gDNA ของไรฝุนตางสายพันธุ คือ คู primer 
ITS2-107_F/ITS2_R2 และ ITS2-199_F/ITS2_R2 ใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 221 bp, 143 bp  
(รูปท่ี 2.3)  คู CoxI_F/ CoxI_R2 และ CoxI_F3/ CoxI_R2 ใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 225 bp และ 
319 bp (รูปท่ี 2.4) ตามลําดับ 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.3  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ITS2-107 และ ITS2-199   
โดยใช gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 
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  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers CoxI  โดยใช gDNA ของไรฝุน
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 

15 



สําหรับผลของปฏิกิริยา Singleplex PCR กับ primer คูอ่ืนๆ ไดสรุปผลแสดงไวในตารางท่ี 2.2  
 

ตารางท่ี 2.2  ผลสรปุของปฏิกิริยา PCR ท่ีใช primers คูตางๆ กับ gDNA ของไรฝุน 3 สายพันธุ 

คูท่ี 
Primers สายพันธุไรฝุน 

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 
 

เม่ือไดคู primers ท่ีเหมาะสม จึงนําคู primer ไปทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใช primer 
จํานวน 2 คู ในหลอดทดลองเดียวกัน (Duplex PCR) ผลจากปฏิกิริยา Duplex PCR กับยีน ITS2 กับ 
gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และสายพันธุ D. farinae พบวา ปฏิกิริยา Duplex 
PCR ท่ีทําการทดสอบสามารถตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท้ังสองชนิดไดถูกตองและจําเพาะ  โดยชุด 
primer ITS2 สามารถจําแนกไรฝุนในระดับ Genus Dermatophagoides ขณะท่ีชุด primer 
ITS2_107 สามารถจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และชุด primer ITS2_231 สามารถ
จําแนกไรฝุนสายพันธุ D. farinae ไดตามลําดับ ดังแสดงผลไวใน รูปท่ี 2.5 
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รูปที่ 2.5  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Duplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ 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 

 

หลังจากนั้นไดทดสอบปฏิกิริยา PCR โดยใช primer จํานวน 3 คูในหลอดทดลองเดียวกัน 
(Triplex PCR) ไดแก ITS2_F/ITS2_R, ITS-107_F/ITS2_R และ ITS2-231_F/ITS2_R พบวา 
primer แตละคูใหผลผลิต PCR ตามท่ีความคาดหมาย แตผลผลิต PCR ของ ITS2-231_F/ ITS2_R 
ในทุกตัวอยางไมสามารถเห็นไดชัดเจนมีปริมาณ primer ท่ีเหลืออยูจากการทําปฏิกิริยามากเกินไป 
(รูปท่ี 2.6) จึงทําการปรับสภาพปฏิกิริยา PCR โดยลดปริมาณของ primer ลง และเพ่ิมปริมาณ DNA 
template ของไรฝุนสายพันธุ D. farinae พบวาปริมาณ primer ท่ีเหลือจากปฏิกิริยาลดลง  
แตผลผลิต PCR ก็ลดลงดวย นอกจากนั้นยังพบวาแมจะเพ่ิมปริมาณ gDNA ของไรฝุนสายพันธุ  
D. farinae มากข้ึนแตผลผลิต PCR ก็ยังมีปริมาณนอยกวาผลผลิต PCR ท่ีเกิดจาก gDNA ของไรฝุน
สายพันธุ D. pteronyssinus กับคู primer ITS2-107_F/ ITS2_R  ซ่ึงแสดงวา ความไวของคู 
primer ITS2-231_F/ ITS2_R นั้นนอยกวา ITS2-107_F/ITS2_R (รูปท่ี 2.7) 
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รูปท่ี 2.6  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ท่ีออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ 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  ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยา 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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หลังจากนั้นไดทดสอบปฏิกิริยา Multiplex PCR โดยใชชุด primer 4 คู ไดแก ITS2_F/ 
ITS2_R, ITS2-107_F/ ITS2_R, ITS2-231_F/ITS2_R และ CoxI_F/CoxI_R  พบวา คู primer  
ท่ีใหผลตามท่ีคาดหมาย คือ ITS2_F/ ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 320 bp กับไรฝุนท้ังสามสายพันธุ,  
ITS2-107_F/ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 230 bp กับไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus, และ  ITS2-
231_F/ITS2_R ใหผลผลิต PCR ท่ี 120 bp กับไรฝุนสายพันธุ D. farinae โดยไมมีผลผลิต PCR ท่ีไม
จําเพาะจาก primer ท้ังสามคูนี้ สําหรับคู primer CoxI_F/CoxI_R นั้นควรไดผลผลิต PCR กับ 
gDNA ของไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis เทานั้น แตพบวา มีผลผลิต PCR ท่ี 180 bp กับ gDNA ของ
ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae  ดวย (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 ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

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 เปน 5 pmole พบวา ยังไม
สามารถขจัดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะนั้นได (รูปท่ี 2.9)  จากขอมูลของปฏิกิริยา Singleplx PCR 
ของคู primer CoxI_F/CoxI_R นี้ หากปรับอุณหภูมิของชวงAnnealing อาจแกปญหาผลผลิต PCR 
ท่ีไมจําเพาะนี้ได แตจะมีผลกระทบตอความไวของคู primer อ่ืนอีกสามคู โดยเฉพาะคู primer ITS2-
231_F/ITS2_R เนื่องจากมีความไวนอยกวาคู primer ITS2_F/ITS2_R และ ITS2-107_F/ITS2_R  
จึงลองนําเอา primer คูอ่ืนมาทําการทดสอบ 
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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 ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

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 ไดแก ITS2_F3/ITS2_R2, 
ITS2-107_F/ITS2_R2, ITS2-199_F/ITS2_R2 และ CoxI_F3/CoxI_R2 พบวา ไดผลผลิต PCR  
ท่ีเกิดจากแตละคู primer ท่ี 318 bp, 221 bp และ 143 bp ตามลําดับ แตพบผลผลิต PCR  
ท่ีไมจําเพาะ ท่ีประมาณ 600 bp เชนเดียวกับตอนท่ีทดสอบปฏิกิริยา Singleplex PCR ดวย  
อีกท้ังผลผลิต PCR ของคู primer ITS2_F3/ ITS2_R2 และ CoxI_F3/ ITS2_R2 มีขนาดเทากันคือ 
318 bp (รูปท่ี 2.10) จึงพิจารณาตัดคู primer ITS2_F3/ITS2_R2 ออกจากปฏิกิริยา Multiplex 
PCR โดยใหเหลือ primer เพียง 3 คู คือ ITS2-107_F/ITS2_R2, ITS2-199_F/ITS2_R2 และ 
CoxI_F3/CoxI_R2 แลวทําการทดสอบปฏิกิริยา Multiplex PCR ใหม ดวย gDNA ของ ไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ โดยแตละสายพันธุใชปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 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 ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ 

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 ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พบวา primer ทุกคูใหผล
ผลิต PCR ตามท่ีความหมาย (รูปท่ี 2.11) รวมท้ังความไวของ primer ก็ไมเปลี่ยนแปลงจากท่ีเคย
ทดสอบเดิมใน Singplex PCR ยกเวนการใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ D. farinae เปน template 
ท่ีปริมาณ 51.2 ng ในปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงพบผลผลิต PCR ไมจําเพาะท่ีขนาด 221 bp 
เชนเดียวกับปฏิกิริยาท่ีมี gDNA ของ D. pteronyssinus เปน template ท่ีปริมาณตางๆ (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 ของไรฝุน 
ท่ีปริมาณแตกตางกัน 

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 ของไรฝุนที่ปริมาณ
แตกตางกัน 

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 เปน ITS2_166_F 
โดยใช reverse primer ITS2_R2 เหมือนเดิม ซ่ึงใหผลผลิต PCR ท่ีขนาด 195 bp กับ gDNA ของ 
ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP) ผลการทดสอบในปฏิกิริยา Triplex PCR ดวย primer 
ITS2_166_F นี้ พบวา ไดผลผลิต PCR ตามท่ีคาดหมาย และไมเกิดผลผลิตท่ีไมจําเพาะกับ gDNA 
ของไรฝุนสายพันธุอ่ืนอีกดวย (รูปท่ี 2.13) 

23 



 

 
 

รูปที่ 2.13   ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR ซ่ึงใช primers ท่ีออกแบบจากยีน internal transcribe 
spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) กับ gDNA ของไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ หลังการเปลี่ยน primer ITS2-107_F เปน 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 โดยใชปริมาณของ DNA template 

ของไรฝุนแตละสายพันธุ ตั้งแต 102.4 นาโนกรัม จนถึง 0.00625 นาโนกรัม (รูปท่ี 2.14) พบวา  
- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. pterronysssinus (DP) คือ ITS2-

166_F และ ITS2_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.0125 
นาโนกรัม 

- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ D. farinae (DF) คือ ITS2-199_F และ 
ITS2_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 0.05 นาโนกรัม 

- คู Primer สําหรับตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ  B. tropicalis (BT) คือ CoxI_F3 และ 
CoxI_R2 สามารถตรวจพบยีนกับ DNA template ท่ีมีปริมาณนอยท่ีสุดเทากับ 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 ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus,  
D. farinae, B. tropicalis) ตั้งแต 0.00625 ถึง 102.4 นาโนกรัม ตามลําดับ  

 

เม่ือคํานวณคาสัมประสิทธิ์ของความผันแปร หรือ CV (Coefficient of variation) จากการ
ทําปฏิกิริยาทดสอบความไวซํ้าจํานวนท้ังสิ้น 10 ครั้ง พบวา คา CV ของปริมาณ DNA ต่ําสุดท่ี
สามารถจตรวจพบได เทากับ 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 ไดแบง 
การทดลองเปน 2 สวน คือ สวนท่ี 1 เปนการทดสอบปฏิกิริยาโดยใชสวนผสมของชุด primers และ  
gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis) ท่ีปริมาณ 0.1 
และ 10 นาโนกรัม ซ่ึงผลการทดสอบพบวา ผลผลิต PCR ท่ีไดมีความจําเพาะตอไรฝุนท้ังสามสาย
พันธุ และไมมีผลผลิต PCR อ่ืนเกิดข้ึนเลย แมวามีสวนผสมของ gDNA ของไรฝุนสายพันธุอ่ืนอยูใน
ปฏิกิริยาดวยก็ตาม (รูปท่ี 2.15) 

สําหรับสวนท่ี 2 เปนการทดสอบปฏิกิริยากับ gDNA ของแมลงและไรชนิดอ่ืน ไดแก ยุง
รําคาญ (Culex quinquefasciatus)  แมลงสาบอเมริกัน (Perplaneta americana)  เหาหนังสือ 
(Liposcelis sp.)  ไรโรงเก็บ (Tyrophagus sp.) และไรตัวห้ํา (Cheyletus sp.)  ผลการทดสอบ
ปฏิกิริยาก็ไมพบผลผลิต PCR จากแมลงและไรชนิดอ่ืนเชนเดียวกัน (รูปท่ี 2.16)  

25 



 

 
 

รูปท่ี 2.15  ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงใช 
สวนผสมของชุด primers และ gDNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ (D. pteronyssinus,  
D. farinae, B. tropicalis) ท่ีปริมาณตางกัน 

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 ซ่ึงใชสวนผสม
ของชุด primers ท่ีจําเพาะกับไรฝุนสามสายพันธุ (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 กับตัวอยางฝุนจําลอง 

ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจไรฝุนของปฏิกิริยา Multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึน
กับตัวอยางฝุนจําลอง โดยผสมไรฝุนท้ังสามสายพันธุท่ีจํานวนตางๆ (20, 50, 100 และ 200 ตัว) กับ
ตัวอยางฝุนจริง แลวนําไปสกัด gDNA เพ่ือใชในปฏิกิริยา Multiplex PCR ผลการทดสอบพบวา 
ปฏิกิริยานี้สามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis (BT) ไดท่ีจํานวนนอยท่ีสุดเทากับ 20 ตัว 
และสามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus (DP) และ D. farinae (DF) ไดท่ีจํานวน
นอยท่ีสุดเทากับ 50 ตัว ในตัวอยางฝุนหนัก 2.5 มิลลิกรัม (รูปท่ี 2.17) 
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รูปท่ี 2.17  ผลการทดสอบความจําเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR ซ่ึงใชสวนผสม
ของชุด primers ท่ีจําเพาะกับ gDNA ซ่ึงสกัดไดจากตัวอยางฝุนจริงซ่ึงผสมไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ (DP, DF, BT) ท่ีจํานวนตางๆ 

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 ในการตรวจตัวอยางฝุนจริงจากท่ีอยูอาศัย 

ตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัย 
ตัวอยางฝุนจํานวน 124 ตัวอยาง ไดถูกเก็บจากท่ีอยูอาศัยในพ้ืนท่ีตางๆ ไดแก 

กรุงเทพมหานคร 63 ตัวอยาง  สมุทรปราการ 11 ตัวอยาง  ปทุมธานี 12 ตัวอยาง  นครสวรรค  
6 ตัวอยาง  สุพรรณบุรี 4 ตัวอยาง  อางทอง 18 ตัวอยาง  และขอนแกน 10 ตัวอยาง ตัวอยางฝุน
ท้ังหมดถูกเก็บรักษาไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส กอนท่ีจะนํามาทําการตรวจหาไรฝุนดวย
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน และดวยวิธี multiplex PCR 

 
ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

การตรวจตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยางดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน
นั้น มีเพียง 98 ตัวอยางท่ีมีปริมาณฝุนเพียงพอสําหรับการตรวจตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี flotation+
กลองจุลทรรศน บางตัวอยางสามารถทําการตรวจไดเพียงซํ้าเดียวเทานั้น อยางไรก็ดีหากพบไรฝุนใน
ตัวอยางฝุนแมเพียง 1 ซํ้า จะแปลผลเปนบวก หมายความวาตัวอยางฝุนนั้นมีไรฝุน 

การแยกไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนสามารถตรวจพบไรฝุนจากตัวอยางฝุน
จํานวน 24 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 24.49 ของฝุนท่ีนํามาตรวจจํานวน 98 ตัวอยาง ซ่ึงเปน
ตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานครจํานวน 5 ตัวอยาง (รอยละ 7.94 ของ  
63 ตัวอยาง) สมุทรปราการ 4 ตัวอยาง (รอยละ 36.36 ของ 11 ตัวอยาง)  ปทุมธานี 6 ตัวอยาง  
(รอยละ 50 ของ 12 ตัวอยาง)  สุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (รอยละ 50 ของ 4 ตัวอยาง)  อางทอง  
3 ตัวอยาง (รอยละ 16.67 ของ 18 ตัวอยาง)  และขอนแกน 4 ตัวอยาง (รอยละ 40 ของ  
10 ตัวอยาง) ตามลําดับ ดังขอมูลแสดงไวในตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

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 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตวัอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

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 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

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 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

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 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

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 อางทอง negative No sample no sample 

110 prayong อางทอง negative No sample no sample 

111 yong อางทอง negative No sample no sample 

112 toy อางทอง negative No sample no sample 

113 koy อางทอง negative No sample no sample 

114 kob อางทอง negative no sample no sample 

115 thonggon อางทอง negative no sample no sample 

116 kanjana อางทอง negative no sample no sample 

117 chalor อางทอง DPT no sample no sample 

118 mod อางทอง DF no sample no sample 

119 prang อางทอง negative no sample no sample 

120 som อางทอง negative no sample no sample 

121 paew อางทอง negative no sample no sample 

122 malai อางทอง DF no sample no sample 

123 turean อางทอง negative no sample no sample 

124 tongyou อางทอง negative no sample no sample 

125 mongkol อางทอง negative no sample no sample 
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ตารางท่ี 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจุลทรรศน สําหรับตัวอยางฝุนจาก 
ท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง (no sample = ตัวอยางท่ีมีปริมาณไมเพียงพอสําหรับ
การตรวจ 3 ซํ้า (DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis)  
(ตอ) 

 
ตัวอยาง 

ID จังหวัด 
flotation+กลองจุลทรรศน 

ท่ี ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

126 pouw อางทอง negative no sample no sample 

127 Wean ขอนแกน DPT negative no sample 

128 Tong ขอนแกน negative negative no sample 

129 Ja ขอนแกน DPT negative no sample 

130 Lap ขอนแกน DPT negative no sample 

131 Ball ขอนแกน DF negative no sample 

132 Pen ขอนแกน negative negative no sample 

133 Ploy ขอนแกน negative negative no sample 

134 Nong ขอนแกน negative negative no sample 

135 Mam ขอนแกน negative negative no sample 

136 Mon ขอนแกน negative negative no sample 
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การจําแนกสายพันธุของไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศน พบวา ไรฝุนท่ีตรวจพบเปนไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus (ดังแสดงในรูปท่ี 2.18) จากฝุนจํานวน 19 ตัวอยาง (รอยละ 
82.61 ของ 23 ตัวอยาง) และสายพันธุ Dermatophagoides farinae (ดังแสดงในรูปท่ี 2.19) จาก
ฝุนจํานวน 10 ตัวอยาง (รอยละ 43.48 ของ 23 ตัวอยาง) และไมสามารถตรวจพบไรฝุนสายพันธุ 
Blomia tropicalis เลย นอกจากนั้นยังตรวจพบไรสายพันธุอ่ืนๆ ไดแก ไรตัวห้ําสายพันธุ Cheyletus 
sp.  ไรสายพันธุ Tarsonemus sp. และ Suidasia sp. ซ่ึงเปนไรท่ีไมไดสรางสารกอภูมิแพ และยัง
ตรวจพบชิ้นสวนของแมลงดวย เชน ริ้น มด (ดังแสดงไวในรูปท่ี 2.20) 

จากการสังเกตของผูวิจัยพบวา ไรฝุนสวนใหญท่ีตรวจพบดวยวิธ ี flotation+กลองจุลทรรศน
นี้ เปนไรฝุนท่ีอยูในสภาพดี ลําตัวสมบูรณไมฉีกขาด ซ่ึงสามารถดูดซับแอลกอฮอลและลอยตัวข้ึนสูผิว
ของสารละลายเกลืออ่ิมตัวได 
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รูปท่ี 2.18  รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ภายใตกลองจุลทรรศน 
(กําลังขยาย 400 เทา) ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 
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รูปท่ี 2.19  รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพันธุ D. farinae ภายใตกลองจุลทรรศน  
(กําลังขยาย 400 เทา) ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน 
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รูปท่ี 2.20  รูปรางลักษณะของไรสายพันธุอ่ืนๆ และชิ้นสวนของแมลงภายใตกลองจุลทรรศน  
ซ่ึงตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธ ีflotation+กลองจุลทรรศน  
จากรูปบนซายไปขวาแลวลงลาง ไดแก ไรตัวห้ํา Cheyletus sp. ระยะ nymph, 
ไร Tarsonemus sp., ไร Suidasia sp. เพศผู, ไร Suidasia sp. เพศเมีย,  
และชิ้นสวนลําตัวของริ้น ตามลําดับ 

 
 

39 



ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี Multiplex PCR 

ฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยางสามารถทําการตรวจหาไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR ไดท้ังหมด โดยทําการตรวจตัวอยางละ 3 ซํ้า  ผลของปฏิกิริยา multiplex PCR ซ่ึงตรวจสอบ 
ใน agarose electrophoresis พบวา มีผลผลิต DNA เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา (ผลบวก) กับตัวอยางฝุน
จํานวน 46 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 37.10 ของตัวอยางฝุนท้ังหมด 124 ตัวอยาง ตัวอยางฝุนท่ี
ตรวจพบไรฝุนเปนตัวอยางฝุนท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานครจํานวน 19 ตัวอยาง (รอยละ 
41.30 ของ 46 ตัวอยาง) สมุทรปราการ 7 ตัวอยาง (รอยละ 63.64 ของ 11 ตัวอยาง) ปทุมธานี  
4 ตัวอยาง (รอยละ 33.33 ของ 12 ตัวอยาง) นครสวรรค 5 ตัวอยาง (รอยละ 83.33 ของ 6 ตัวอยาง)  
สุพรรณบุรี 2 ตัวอยาง (รอยละ 50 ของ 4 ตัวอยาง)  อางทอง 7 ตัวอยาง (รอยละ 38.89 ของ  
18 ตัวอยาง) และขอนแกน 2 ตัวอยาง (รอยละ 20 ของ 10 ตัวอยาง) ตามลําดับ ดังขอมูลแสดงไวใน 
ตารางท่ี 2.4 

ผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR พบวา เปนไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง (รอยละ 67.39 ของ 46 ตัวอยาง)  
สายพันธุ Dermatophagoides farinae จํานวน 29 ตัวอยาง (รอยละ 63.04 ของ 46 ตัวอยาง) 
และสายพันธุ Blomia tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง (รอยละ 63.04 ของ 46 ตัวอยาง)   

ผูวิจัยสังเกตพบวา การตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR นี้ 
สามารถตรวจพบและจําแนกสายพันธุไรฝุนไดมากกวาวิธี flotation+กลองจุลทรรศน จํานวน  
22 ตัวอยาง และสามารถตรวจพบ DNA ของไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis ได 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 

ตัวอยาง 
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   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
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   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
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   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
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   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
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 อางทอง negative BT negative 

98 prayong อางทอง negative negative negative 

99 yong อางทอง negative negative negative 

100 toy อางทอง negative negative negative 

101 koy อางทอง negative BT negative 

102 kob อางทอง negative BT negative 

103 thonggon อางทอง negative negative negative 

104 kanjana อางทอง negative negative negative 

105 chalor อางทอง negative negative negative 

106 mod อางทอง negative DF negative 

107 prang อางทอง negative negative negative 

108 som อางทอง negative negative negative 

109 paew อางทอง negative DPT, BT negative 

110 malai อางทอง negative BT negative 

111 turean อางทอง negative negative negative 

112 tongyou อางทอง negative negative negative 

113 mongkol อางทอง negative negative negative 
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ตารางท่ี 2.4   ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR สําหรับตัว 
อยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซํ้า  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ID 

จังหวัด Multiplex PCR 

ท่ี  ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

114 pouw อางทอง DPT, BT negative negative 

115 Wean ขอนแกน DPT, BT negative BT 

116 Tong ขอนแกน negative negative negative 

117 Ja ขอนแกน negative negative negative 

118 Lap ขอนแกน negative negative negative 

119 Ball ขอนแกน DF negative negative 

120 Pen ขอนแกน negative negative negative 

121 Ploy ขอนแกน negative negative negative 

122 Nong ขอนแกน negative negative negative 

123 Mam ขอนแกน negative negative negative 

124 Mon ขอนแกน negative negative negative 
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รูปท่ี 2.21  Agarose electrophoresis แสดงผลผลติ DNA ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดสมุทรปราการ 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดปทุมธานี 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดนครสวรรค 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดสุพรรณบุรี 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดอางทอง 
แถบ DNA ลางสุด (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 ซ่ึงไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวัดขอนแกน 
แถบ DNA ลางสุด (143 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides farinae   
แถบกลาง (221 bp) = สายพันธุ Dermatophagoides pteronyssinus 
แถบ DNA บนสุด (318 bp) = สายพันธุ Blomia tropicalis 
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การเปรียบเทียบผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน 

เม่ือนําขอมูลผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนจํานวน 98 ตัวอยาง 
ดวยวิธี  flotation+กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR มาจับคูกัน พบวา ใหผลตรงกันจํานวน 
65 ตัวอยาง หรือคิดเปนรอยละ 66.33 โดยเปนผลบวกตรงกัน (พบไรฝุน) จํานวน 13 ตัวอยาง (รอย
ละ 20 ของ 65 ตัวอยาง) และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) 51 ตัวอยาง (รอยละ 78.46 ของ 65 ตัวอยาง) 
ดังขอมูลแสดงไวในตารางท่ี 2.5 

การจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีใหผลบวกตรงกันท้ังสองวิธีจํานวน 13 ตัวอยาง
นั้นพบวา เปนไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 8 ตัวอยาง (ตัวอยางท่ี 14,15,65,84,85,94, 
95,115) และสายพันธุ D. farinae จํานวน 5 ตัวอยาง (ตัวอยางท่ี 71,74,84,106,119)  นอกจากนัน้
ยังพบวา ในขณะท่ีวิธี flotation+กลองจุลทรรศนใหผลลบ มีฝุนจํานวน 22 ตัวอยางใหผลบวกดวยวธิ ี

multiplex PCR ไดแก ตัวอยางฝุนหมายเลข 18,29,38,51,62,64,67,73,83,86,88,89,90,109,114 
ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  ตัวอยางฝุนหมายเลข 22,29,38,51,57,61,83,86,88,89,90 
ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ D. farinae และตัวอยางหมายเลข 22,29,38,51,60,73,86,88,89,90,97,101, 
102,109 ซ่ึงพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis  อยางไรก็ดียังพบวาฝุนบางตัวอยางก็ใหผลบวกจากการ
ตรวจหาไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนในขณะท่ีวิธี multiplex PCR ใหผลลบ (ไมพบ 
ไรฝุน) จํานวน 11 ตัวอยาง  ไดแก ตัวอยางฝุนหมายเลข 3,21,54,72,75,76,78,81,105,117,118  
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน 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 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน 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 

53 



ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน 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 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

94 Kon สุพรรณบุร ี DPT DPT 

95 Pikul สุพรรณบุร ี DPT DPT 

96 Gof สุพรรณบุร ี negative negative 

97 Montean อางทอง negative BT 

98 Prayong อางทอง negative negative 

99 Yong อางทอง negative negative 

100 Toy อางทอง negative negative 

101 Koy อางทอง negative BT 

102 Kob อางทอง negative BT 

103 Thonggon อางทอง negative negative 

104 Kanjana อางทอง negative negative 

105 Chalor อางทอง DPT negative 

106 Mod อางทอง DF DF 

107 Prang อางทอง negative negative 

108 Som อางทอง negative negative 

109 Paew อางทอง negative DPT, BT 

110 Malai อางทอง DF BT 

111 Turean อางทอง negative negative 

112 Tongyou อางทอง negative negative 

113 Mongkol อางทอง negative negative 

114 Pouw อางทอง negative DPT, BT 

115 Wean ขอนแกน DPT DPT, BT 

116 Tong ขอนแกน negative negative 
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ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation+
กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนท่ีจับคูไดจํานวน 98 ตัวอยาง 
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis) (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
ท่ี 

ID จังหวัด flotation+กลองจุลทรรศน Multiplex PCR 

117 Ja ขอนแกน DPT negative 

118 Lap ขอนแกน DPT negative 

119 Ball ขอนแกน DF DF 

120 Pen ขอนแกน negative negative 

121 Ploy ขอนแกน negative negative 

122 Nong ขอนแกน negative negative 

123 Mam ขอนแกน negative negative 

124 Mon ขอนแกน negative negative 
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เม่ือนําขอมูลผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนของท้ังสองวิธีการมาจับคูกันดังแสดง
ในตารางท่ี 2.6 และตารางท่ี 2.7 พบวา วิธ ี flotation+กลองจุลทรรศน และวิธี multiplex PCR 
จําแนกสายพันธุไรฝุนไดตรงกันจํานวน 12 ตัวอยาง ซ่ึง 5 ตัวอยางตรวจพบไรฝุนเพียงหนึ่งสายพันธุ 
ไดแก D. pteronyssinus (2 ตัวอยาง) และ D. farinae (3 ตัวอยาง) ตามลําดับ สวนอีก 7 ตัวอยาง
พบไรฝุนมากกวาหนึ่งสายพันธุ นอกจากนั้นยังพบวา ตัวอยางฝุนจํานวน 18 ตัวอยางมีไรฝุนมากกวา
หนึ่งสายพันธุจากการตรวจดวยวิธี multiplex PCR  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธี flotation+กลอง
จุลทรรศน ตรวจพบไรฝุนมากกวาหนึ่งสายพันธุไดเพียง 4 ตัวอยางซ่ึงตรงกับผลการตรวจดวยวิธ ี
multiplex PCR จํานวน 2 ตัวอยาง 

 

ตารางท่ี 2.6 จํานวนตัวอยางฝุนท่ีใหผลตางๆ จากการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน และวิธี multiplex PCR  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis;  
(-) ve = ไมพบไรฝุน) 

Flotation 
+กลองจุลทรรศน 

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 
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR และ วิธี flotation+กลองจุลทรรศน  
(DPT = D. pteronyssinus; DF = D. farinae; BT = B. tropicalis;  
(-) ve = ไมพบไรฝุน) 

 

Flotation 
+กลองจุลทรรศน 

Multiplex PCR 

รวม (+) ve 
(-) ve สายพันธุ 

ตรงกัน 
สายพันธุ 
ไมตรงกัน 

(+) ve 12 1 11 24 

(-) ve 23 51 74 

รวม 36 62 98 

 
จากขอมูลรวมในตารางท่ี 2.7 นี้ สามารถคํานวณคาความไวของการตรวจหาและจําแนก 

สายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR เทากับรอยละ 54.17 (13/24) ในขณะท่ีคาความจําเพาะ 
(specificity) เทากับรอยละ 68.92 (51/74)   

ในทางกลับกัน เม่ือใหวิธี multiplex PCR เปนวิธีอางอิง สามารถคํานวณคาความไวของการ
ตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ไดเพียงรอยละ 36.12 (13/36) 
แตมีคาความจําเพาะเทากับรอยละ 82.26 (51/62) 

สําหรับคาความแมนยําของของการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี multiplex 
PCR เม่ือเปรียบเทียบกับวิธี flotation+กลองจุลทรรศน เทากับรอยละ 65.31 (13+51/98) 
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อภิปรายและวิจารณผลอภิปรายและวิจารณผล  
 

การตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพในบานเรือนของผูปวย เปนมาตรการสําคัญในการปองกัน
ไมใหผูปวยสัมผัสสารกอภูมิแพ โดยถาลดปริมาณสารกอภูมิแพไรฝุนในท่ีพักอาศัยได ผูปวยก็จะลด
การสัมผัสสารกอภูมิแพ ลดการกระตุนและมีผลใหการเกิดโรคหรืออาการทางคลินิกลดลง ในความ
เปนจริงผูปวยสวนใหญไมทราบวามีสารกอภูมิแพไรฝุนในบานพักอาศัย เพราะไมสามารถมองเห็นได 
ดังนั้นการตรวจพบปริมาณสารกอภูมิแพไรฝุนดวยชุดตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพ จะเปน 
ตัวบงชี้ใหผูปวยตระหนักถึงสภาพแวดลอมของบานพักอาศัย ใหความรวมมือและพรอมท่ีจะทําตาม
คําแนะนําจากแพทยมากข้ึน 

การตรวจจําแนกสายพันธุของแมลงและสัตวขาขอหลายชนิดท่ีมีขนาดเล็ก และ/หรือ มี
รูปรางลักษณะใกลเคียงกันมากระหวางสายพันธุ มีความยากลําบากเพราะตองอาศัยกระบวนการ
เตรียมตัวอยางและตองอาศัยความชํานาญของบุคลากรเฉพาะดานกีฏวิทยา ทําใหขอมูลเก่ียวกับ
แมลงและสัตวขาขอเหลานี้มีอยูจํากัด การจําแนกสายพันธุของแมลงดวยวิธีทางอณูชีววิทยาจึงถูก
นําไปประยุกตใช วิธีเหลานี้ไดแก RAPD (Random amplified polymorphic DNA), RFLP 
(Restricted Fragment Length Polymorphism, AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism เปนตน ในการศึกษาวิจัยนี้ คณะผูวิจัยสามารถพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุน
ท่ีพบบอยในประเทศไทยดวยเทคนิค Multiplex PCR แมวาวิธีการตรวจท่ีพัฒนาข้ึนจะสามารถตรวจ
จําแนกไรฝุนไดเพียง 3 สายพันธุเทานั้น แตก็ทําใหมุมมองของการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนไม
ยุงยากอีกตอไป 

วิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนแบบดั้งเดิมดวยวิธี flotation+กลอง
จุลทรรศนนั้นเปนวิธีท่ียุงยาก ใชเวลามาก และตองใชผูท่ีมีความรูความชํานาญเฉพาะทางดาน 
กีฏวิทยาหรือดานไรวิทยา ในชวงตนๆ ของการตรวจหาไรฝุนในตัวอยางฝุนโดยชาวเนเธอแลนด 
(ประมาณป ค.ศ. 1960) (Voorhorst et al., 1962) จะเปนการตรวจดูตัวอยางฝุนท้ังหมดภายใต
กลองจุลทรรศน (absolute amount) ซ่ึงตองใชความพยายามและความมุงม่ันในการตรวจอยางมาก 
ตอมาไดมีการพัฒนาเทคนิคตางๆ เพ่ือชวยใหการตรวจหาไรฝุนงายข้ึน เชน การสุมตัวอยาง การใช 
สียอม การลอยตัวในสารละลาย (flotation) จนกระท่ังในป ค.ศ. 1987 Hart & Fain (1987) ได
พัฒนาเทคนิคการลอยตัวในสารละลายเกลืออ่ิมตัวจนดีและทดลองกับไรฝุน พบวา สามารถแยกไรฝุน
ไดถึงรอยละ 98 ของไรฝุนท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ ตอมาจึงไดมีการนํามาประยุกตใชในการ
สํารวจไรฝุนในธรรมชาติ ณัฐ มาลัยนวล และคณะ (Malainual et al., 1995) ไดใชวิธี flotation นี้ใน
การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุนตามภูมิภาคตางๆ ของประเทศไทยระหวางป พ.ศ.2534-2537  
อยางไรก็ดีวิธี flotation นี้ยังมีขอดอยในการแยกไรออกจากตัวอยางฝุนอยูบาง เนื่องจากวิธีนี้เหมาะ
สําหรับไรฝุนท่ีมีชีวิต ลําตัวยังอยูในสภาพท่ีสมบูรณจึงสามารถเก็บคืน (recovery) จากฝุนไดงาย  
แตหากเปนเศษซากของไรฝุนท่ีตายแลวเชนเดียวกับเศษผงตางๆ ในฝุน  การแยกตัวออกจากฝุนนั้น
เปนไปไดยาก ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนในตัวอยางฝุนดวยวิธี Floatation นี้จะมีความผิดพลาดเก่ียวกับ
ปริมาณไรฝุนท่ีแทจริงในธรรมชาติได  นอกจากนั้นแลวการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลอง
จุลทรรศนตองใชเวลามากในการเตรียมตัวอยางบนกระจกสไลด  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนในตัวอยาง
จํานวนมากๆ เชน การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุนในชุมชน จะสิ้นเปลืองเวลาและงบประมาณ
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เปนอยางมาก ดังท่ีผูวิจัยไดเคยประสบมาแลวในการดําเนินการวิจัยกอนหนานี้ (Malainual et al., 
1995) 

การศึกษาวิจัยนี้ คณะผูวิจัยไดคัดเลือกคู primer ท่ีจําเพาะตอสายพันธุของไรฝุนท้ังสาม
สายพันธุ ไดแก D. pteronyssinus, D. farinae และ B. tropicalis ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีพบไดบอย
ตามท่ีอยูอาศัยในประเทศไทย เม่ือทดสอบความไวของปฏิกิริยา PCR แลวสามารถตรวจหา DNA 
ของไรฝุนไดดีแมวาจะมีปริมาณ DNA ในปริมาณท่ีนอย จากผลการทดสอบประสิทธิภาพโดยใชสาร
พันธุกรรม DNA ของไรฝุนท้ังสามสายพันธุ พบวา วิธีนี้มีความจําเพาะสูงถึงรอยละ 100 และมี
ความสามารถในการตรวจหา DNA ของไรฝุนไดนอยถึง 0.1 นาโนกรัม (ไรฝุน 1 ตัวมีปริมาณสาร
พันธุกรรม DNA ประมาณ 10 นาโนกรัม)  ดังนั้นแมวาตัวอยางฝุนจะมีเพียงเศษซากของไรฝุนท่ีตาย
ไปแลวก็ยังสามารถตรวจพบได ซ่ึงปริมาณตัวอยางฝุนท่ีใชในการสกัดสารพันธุกรรม DNA แตละครั้ง
เพียง 3-4 มิลลิกรัมจะไดปริมาณสารพันธุกรรม DNA ระหวาง 0 ถึง 7,200 นาโนกรัม (ไมไดแสดง
ขอมูล) อยางไรก็ดีการสุมตัวอยางฝุนเพียงเล็กนอยจากตัวอยางฝุนปริมาณมากท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัย
เพียง 3 ซํ้าอาจจะไดขอมูลท่ีผิดพลาดเชนกันในกรณีท่ีตัวอยางฝุนนั้นมีไรฝุนในปริมาณนอย ดังจะเห็น
ไดจากผลการตรวจไมพบไรฝุนใน 11 ตัวอยางซ่ึงตรวจพบดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้น
การตรวจซํ้าเพ่ิมสําหรับตัวอยางฝุนท่ีใหผลลบ (ไมมีผลผลิต PCR เกิดข้ึน) จะชวยใหไดขอมูลใกลเคียง
ความเปนจริงมากข้ึน แมวาจะตองทําการตรวจซํ้าเพ่ิมแตระยะเวลาท่ีใชในการตรวจดวยวิธี 
multiplex PCR ก็ไมเพ่ิมมากนัก เม่ือเทียบเคียงกับการตรวจดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีน Internal transcribe spacer 2 (ITS2) ท่ีนํามาใชพัฒนาวิธีการตรวจจําแนกสายพันธุไร
ฝุนนี้ เปนDNA ท่ีอยูระหวาง 5.8s และ 28s rDNA ท่ีพบในสิ่งมีชีวิตหลายๆ ชนิดรวมท้ังแมลง ซ่ึงมี
การเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดนบริเวณนี้แปรผันตามแตละสปชีส และยังมีความคลายคลึง
กันในระหวางสายพันธุท่ีใกลชิดกัน ซ่ึงสามารถนํามาใชในการตรวจจําแนกไรฝุนในระดับ Order ได 
เชน primer ITS2_F/ITS2_R สามารถตรวจจําแนกไรฝุนไดท้ัง 3 สายพันธุ สามารถนําไปใชเปนตัว
ควบคุมบวก (positive control) ของการทดสอบได  อยางไรก็ดีความคลายคลึงกันของยีน ITS2 นี้
ทําใหการออกแบบ primer ยุงยากข้ึนเนื่องจากสามารถทําใหเกิดผลผลิต PCR ท่ีไมจําเพาะข้ึนได 
ดังเชนการใช primer ITS2-107 หรือ ITS2-231 เปนตน  ชุด primers ท่ีใชในปฏิกิริยา Multiplex 
PCR ท่ีสําเร็จนี้ สามารถจําแนกไรฝุนสายพันธุ DP, DF และ BT ไดอยางจําเพาะ และไมมีผลผลิตท่ีไม
จําเพาะเกิดข้ึนดวย  ผลการทดลองยืนยันไดวา ตัวอยางไรฝุน และกระบวนการตางๆ ตั้งแตการสกัด 
gDNA จนถึงการเตรียมสวนผสมน้ํายาของปฏิกิริยา PCR เปนไปอยางถูกตอง สําหรับยีน CoxI 
สําหรับการตรวจจําแนกไรฝุนสายพันธุ BT นั้นมีความจําเพาะตอสายพันธุ BT อยางมาก แต
จําเปนตองใชอุณหภูมิ Annealing ใหสอดคลองดวย มิฉะนั้นจะทําใหเกิดผลผลิตท่ีไมจําเพาะได
เชนกัน 

ผลการทดสอบปฏิกิริยากับตัวอยางฝุนจําลองท่ีผสมข้ึนคลายกับตัวอยางฝุนจริงตาม
บานเรือนแสดงคาความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยาในการตรวจไรฝุนดอยกวาการใส gDNA 
บริสุทธิ์ลงในปฏิกิริยา การท่ีประสิทธิภาพของปฏิกิริยาดอยลงนั้นไมไดเกิดจากประสิทธิภาพของ
ปฏิกิริยาเองดังจะเห็นไดจากผลการทดสอบท่ีผานมาหลายๆ การทดลอง  แทจริงแลวมีสาเหตุมาจาก
ปริมาณ gDNA ของไรฝุนท่ีไดจากข้ันตอนการสกัดนอยกวาปริมาณท่ีไดจากการสกัดจากไรฝุนบริสุทธิ์ 
เนื่องจากมีเศษตัวอยางฝุนละเอียดติดมาในข้ันตอนการสกัดดวย อยางไรก็ดีหากนําเทคนิควิธีการแยก
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ไรฝุนดวยการลอยตัวในสารละลายสองชนิดท่ีมีความถวงจําเพาะตางกัน (Floatation technique) 
มาประยุกตใช ก็จะชวยใหไดไรฝุนบริสุทธิ์สําหรับการสกัด gDNA มากข้ึน แมกระนั้นก็ตาม การใช
วิธีการลอยตัวในสารละลายนี้มีข้ันตอนเพ่ิมข้ึนและใชเวลามากข้ึนดวย หากมีจํานวนตัวอยางมาก
ดังเชนการสํารวจการแพรระบาดของไรฝุน ควรตองกําหนดเวลาในการดําเนินการเก็บขอมูลใหนาน
ข้ึนดวย 

ไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ซ่ึงเปนไรฝุนใน Family 
Pyroglyphidae เดียวกัน มีรูปรางลักษณะท่ัวไปคลายคลึงกันมาก สามารถจําแนกสายพันธุไดดวย
ลักษณะเฉพาะ เชน ลักษณะของขา และลักษณะของ dorsal shield cuticle ในเพศผู  ลักษณะของ
ชองเปดสําหรับออกไข (Epigynium) และถุงเก็บสเปรม (spermatheca) ในเพศเมีย ซ่ึงไรฝุนท้ังสอง
สายพันธุมีขนาดประมาณ 300 ไมโครมิเตอร ขนนอยและสั้น ในขณะท่ีไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis 
เปนไรฝุนใน Family Glycyphagidae ซ่ึงมีขนาดเล็กกวา (ประมาณ 200 ไมโครมิเตอร) ขาเรียวยาว
และมีขนจํานวนมากปกคลุมลําตัว  รูปรางลักษณะท่ีแตกตางกันเชนนี้อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลให
การตรวจพบไรฝุนสายพันธุนี้เพียงเล็กนอย ดังจะเห็นไดจากขอมูลท่ีไมพบไรฝุนสายพันธุ B. tropicalis 
จากการตรวจตัวอยางฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนเลย หรือจากขอมูลรายงานการสํารวจไร
ฝุนในประเทศไทยเม่ือ 20 กวาปท่ีแลว (Malainual et al., 1995) ซ่ึงพบปริมาณของไรฝุนสายพันธุ 
B. tropicalis นอยมาก  วิธี Floatation + กลองจุลทรรศนจึงไมเหมาะสมในการตรวจหาไรฝุนบาง
สายพันธุ เชน B. tropicalis ตามท่ีกลาวมา ดังนั้นวิธี multiplex PCR สามารถแกไขปญหาและ
อุปสรรคนี้ได เพราะเปนเพียงการตรวจสารพันธุกรรม DNA ของไรฝุนเทานั้น  

วิธีการเก็บรักษาตัวอยางฝุนกอนนํามาทําการตรวจหาไรฝุนก็เปนปจจัยท่ีสําคัญอีกประการ
หนึ่งท่ีทําใหโอกาสในการตรวจพบไรฝุนดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศนนอยลง เนื่องจากใน
ธรรมชาติมีไรและแมลงหลากหลายชนิดท่ีอาศัยอยูในฝุนซ่ึงบางชนิดเปนตัวห้ํา (predator) ท่ีกินไรฝุน
เปนอาหาร เชน ไรสายพันธุ Cheyletus sp. และมด ซ่ึงพบในการศึกษาครั้งนี้ดวย (รูปท่ี 2.20)  
การเก็บตัวอยางฝุนจากท่ีอยูอาศัยอาจมีตัวห้ําเหลานี้ปะปนมาดวย หากเก็บรักษาตัวอยางฝุนไวท่ี
อุณหภูมิหองปกติตัวห้ําเหลานี้จะกินไรฝุนจนหมดไปทําใหตรวจพบไรฝุนไดนอยลง ดังนั้นในการศึกษา
นี้ผูวิจัยไดเก็บรักษาตัวอยางฝุนหลังจากท่ีเก็บมาจากท่ีอยูอาศัยไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
เพ่ือหยุดการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตท้ังหมดในตัวอยางฝุน 

คาความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) และความแมนยํา (accuracy) ของวิธี 
multiplex PCR ท่ีคอนขางต่ําซ่ึงไดจากการเปรียบเทียบกับวิธี flotation+กลองจุลทรรศน ใน
การศึกษานี้ แสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท้ังสองวิธี
อยางชัดเจน ดังจะสังเกตเห็นไดจากการนําไปใชงาน แมวาวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน จะเปนวิธี
อางอิงดั้งเดิม (gold standard) แตวิธีนี้ไมเหมาะสมกับการนําไปใชสําหรับการตรวจตัวอยางจํานวน
มาก (screening) ไดดีเทากับวิธี multiplex PCR  หากแตสามารถใชเปนวิธียืนยันผลการจําแนกสาย
พันธุไรฝุนในตัวอยางท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี multiplex PCR แลว ซ่ึงจะเปนการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมากไดโดยใชเวลาไมนาน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการตรวจ
เพ่ือเฝาระวัง หรือ ติดตามผลการรักษาอาการภูมิแพของผูปวยได หองปฏิบัติการท่ัวๆ ไปสามารถ
พัฒนาวิธีการตรวจ multiplex PCR นี้ไดเอง หรือ สั่งซ้ือชุดน้ํายาท่ีคณะผูวิจัยกําลังพัฒนาข้ึนได
เพ่ือใหใชงานไดสะดวกข้ึนและมีราคาถูกกวาการตรวจวัดสารกอภูมิแพดวยวิธี enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงมีราคาตัวอยางละ 1,250 บาท (อางอิงอัตราคาบริการของ
ศูนยบริการและวิจัยไรฝุนศิริราช) 

ขอดีขอเสียระหวางการตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธ ีmultiplex PCR และวิธี flotation 
+กลองจุลทรรศน ในประเด็นตางๆ ไดแสดงไวในตารางท่ี 2.8 ไดแก ข้ันตอนท่ีจําเปน  ระยะเวลาท่ีใช  
เครื่องมือท่ีจําเปน  ความสามารถในการตรวจพบ  ความไว (sensitivity)  ความจําเพาะ (specificity)  
ความแมนยํา (precision)  ความถูกตอง (accuracy)  และการนําไปใช  เม่ือเปรียบเทียบกันแลวจะ
เห็นไดวา วิธีตรวจแบบ multiplex PCR และแบบ flotation+กลองจุลทรรศน มีขอดีคนละดานกัน  
การนําไปใชจึงควรประยุกตใชวิธีการตรวจท่ีเหมาะสมสําหรับงานนั้นๆ เชน หากมีจํานวนตัวอยางมาก 
ควรเลือกใชวิธี multiplex PCR เพ่ือ screen ตัวอยาง  หากพบตัวอยางท่ีใหผลบวก จึงตรวจดวยวธิ ี
floatation+กลองจุลทรรศน เพ่ือยืนยันสายพันธุของไรฝุนอีกครั้งก็ได 

การศึกษาวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา เทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีประสิทธิภาพท่ีดีใน
การตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีพบบอยในประเทศไทย วิธีการใชงานเปนมาตรฐานท่ัวๆ ไป 
ไมยุงยาก อีกท้ังยังใชระยะเวลาในการตรวจนอยกวา สามารถนําไปใชในหองปฏิบัติการท่ัวไปท่ีมี
เครื่องเพ่ิมจํานวนพันธุกรรมโดยไมจําเปนตองมีความชํานาญในการจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยรูปราง
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนเลย 

 

ตารางท่ี 2.8  เปรียบเทียบขอดีขอเสียระหวางการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี Multiplex 
PCR และวิธี Flotation+กลองจุลทรรศน โดยวิเคราะหขอมูลจากการตรวจตัวอยางฝุน
จากท่ีอยูอาศัยจํานวน 98 ตัวอยาง 

 Multiplex PCR Flotation+กลองจุลทรรศน 

ขั้นตอนที่จําเปน DNA extraction, PCR, 
gel electrophoresis 

flotation, slide mounting, 
microscopic identification 

ระยะเวลาที่ใช 3 ชั่วโมง อยางนอย 1 สัปดาห 

เครื่องมือที่จําเปน เครื่อง Thermocycler กลองจุลทรรศน 
แบบ stereo และแบบ compound 

ความสามารถในการ 
ตรวจพบ 

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

รอยละ 3% - 88% 
(Colloff, 2009) 

ความไว (sensitivity) รอยละ 54.17 รอยละ 36.11 

ความจําเพาะ (specificity) รอยละ 68.92 รอยละ 82.26 

ความแมนยํา (precision) รอยละ 36.11 รอยละ 54.17 

ความถูกตอง (accuracy) รอยละ 65.31 รอยละ 65.31 

การนําไปใช การสํารวจการแพรกระจายของไรฝุน 
/ screening ตัวอยางจํานวนมาก 

/ มีเวลาจํากัด 

การตรวจยืนยันสายพนัธุไรฝุน 
/ ตัวอยางจาํนวนนอย 

/ รอผลนานได 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะสรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
 

ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนมาใชในการตรวจหา
และจําแนกสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนจริงซ่ึงเก็บจากท่ีอยูอาศัย โดยทําการทดสอบเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน พบวา แมวิธี multiplex PCR จะใหความไว (sensitivity) และ
ความจําเพาะ (specificity) ไมสูงนัก แตวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนในตัวอยางฝุนได
มากกวาวิธีอางอิงดั้งเดิมนั้น นอกจากนั้นวิธี multiplex PCR ยังปฏิบัติไดงายและใชเวลาไมนาน จึง
เหมาะสมกับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) สวนวิธี flotation+กลองจุลทรรศน นัน้
เหมาะสําหรับการตรวจยืนยันสายพันธุไรฝุนในตัวอยางฝุนท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี 
multiplex PCR  ซ่ึงหองปฏิบัติการมาตรฐานท่ัวไปสามารถปฏิบัติไดอยางงายดาย 

อยางไรก็ตาม วิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ใหผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนใน
เชิงคุณภาพ (บวก หรือ ลบ) เทานั้น ไมสามารถบอกปริมาณของไรฝุนท่ีมีอยูในตัวอยางฝุนได จึงทําให
เกิดคําถามตอไปวา ท่ีอยูอาศัยแตละแหงมีปริมาณไรฝุนมากนอยแตกตางกันอยางไร  คณะผูวิจัยได
เล็งเห็นถึงประเด็นนี้ จึงไดเริ่มพัฒนาวิธีการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยวิธี quantitative 
PCR ข้ึน ขณะนี้กําลังอยูในระหวางการพัฒนาและทดสอบประสิทธิภาพ ซ่ึงคาดวาเม่ือแลวเสร็จจะ
สามารถนําไปใชในงานบริการตรวจหาไรฝุนตอไปได  นอกจากนั้นการพัฒนาวิธีการตรวจนี้ใหเปนชุด
น้ํายาตรวจสําเร็จรูปก็จะเปนการตอยอดผลงานวิจัยไปสูเชิงพาณิชยไดอีกประการหนึ่งดวย 

วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยเทคนิค multiplex PCR ท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้ เปน
ประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวยภูมิแพไดเปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากร
หองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตามหองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น 
ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก   
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