
รายงานการวจัิยฉบับสมบูรณ์ 
 

 

 

เร่ือง 
 

การพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้างด้วยวธีินาโนเทคโนโลยี 

(Nanodetection of lymphatic filariasis) 

 

 

ทุนอุดหนุนการวจิยัเงนิงบประมาณแผ่นดนิ  

ประจาํปี 2557 

 

 

โดย 

 

อาจารย ์ดร. ววิรพรรณ  สรรประเสริฐ 

ศาสตราจารย ์ดร. แพทยห์ญิง สุรางค ์นุชประยรู 

35ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. นายแพทย ์อมรพนัธุ์  เสรีมาศพนัธุ ์

 

 

 

 

หน่วยปฏิบติัการวจิยัโรคเทา้ชา้ง และโรคเขตร้อน 

ภาควชิาปรสิตวทิยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 



 2 

   

งานวิจยัน้ีไดรั้บการสนบัสนุนโดยทุนอุดหนุนการวิจยัจากเงินงบประมาณแผน่ดิน ประจาํปี

งบประมาณ 2557    ขอขอบคุณ ผูใ้หญ่บา้นในพื้นท่ีต่างๆ ท่ีอนุญาตให้ผูว้ิจยัดาํเนินการเก็บตวัอย่าง

เลือด   และขอขอบคุณ  นางสาวอุทยัทิพย ์บุญเกษม นางสาวสิริพร ศรีรุ่งเรือง นางสาวรุ่งฟ้า บุญเสริม  

นางสาวนิตยา ศรีใชยพล นางสาวราตรี ชูอ่อน นางสาวปนัดดา จินต๊ะน้อย นางสาวนฤมล ชัยพฒัน์  

นางสาววรรณา ชูศรีจนัทร์  นางสาวฤทยัรัตน์เกิดแกว้  เจา้หน้าท่ีหน่วยปฏิบติัการวิจยัโรคเทา้ช้างและ

โรคเขตร้อน ตลอดจนเจา้หน้าท่ีภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีให้

ความช่วยเหลือในการเก็บตวัอยา่งภาคสนามและการตรวจวนิิจฉยัในหอ้งปฏิบติัการ  

 

กติติกรรมประกาศ (Acknowledgement) 



 3 

 

โรคเท้าช้าง  (Lymphatic filariasis) เกิดจากหนอนพยาธิ  2 ชนิดหลัก คือ  Wuchereria 

bancrofti และ Brugia malayi     ทางองคก์ารอนามยัโลกไดก้าํหนดให้โรคเทา้ชา้งเป็นโรคทางปรสิต

ท่ีควรกาํจดัใหห้มดไปภายในปี พ.ศ. 2563 โดยมีแนวทางหลกัในการควบคุมและป้องกนัโรคเทา้ชา้ง

คือการจดัให้มีโปรแกรมการรักษาแบบหมู่แก่ประชากรในพื้นท่ีท่ีมีความชุกของโรคสูง และการ

ควบคุมพยาธิภาวะ ทั้งน้ี โครงการกาํจดัโรคเทา้ช้างขององค์การอนามยัโลกไดก้าํหนดเป้าหมายใน

การควบคุมโรคให้มีอตัราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูร้่อยละ 1 จากการตรวจแอนติเจนท่ีจาํเพาะ 

หรือร้อยละ 0.2 เม่ือตรวจหาไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือด อย่างไรก็ตาม ปัญหาท่ีสําคญัของการ

ประเมินผลการสําเร็จของโครงการจาํเป็นตอ้งมีวิธีการวินิจฉัยท่ีมีความไวสูง เพื่อสามารถประเมิน

สถานการณ์ท่ีแทจ้ริงของโรคได ้ ชุดตรวจวินิจฉยัโรคเทา้ช้างท่ีมีขายในปัจจุบนั สามารถวินิจฉัยได้

เฉพาะโรคเทา้ชา้งท่ีเกิดจาก W. bancrofti ยงัไม่มีชุดตรวจท่ีมีความไวสูงสาํหรับการตรวจวินิจฉยัโรค

ท่ีเกิดจาก B. malayi  การศึกษาน้ีจึงได้พฒันาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้าง โดยตรวจหาแอนติเจน 

และ/หรือแอนติบอดีต่อแบคทีเรีย Wolbachia ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีตรวจพบไดใ้นพยาธิฟิลาเรียเท่านั้น

และตรวจพบทั้งในพยาธิ W. bancrofti และ B. malayi เพื่อนาํมาพฒันาชุดตรวจท่ีสามารถวินิจฉยัโรค

เทา้ชา้งไดท้ั้งสองชนิด และไม่พบปฏิกิริยาขา้มกบัปรสิตชนิดอ่ืนๆ  ทั้งน้ีจากการทบทวนวรรณกรรม 

ผูว้ิจยัไดค้ดัเลือกแอนติเจน 2 ชนิด ซ่ึงเป็นแอนติเจนท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดของแบคทีเรีย และมีความ

เป็นแอนติเจนสูง ไดแ้ก่ Wolbachia Surafe Protein (WSP) และ peptidoglycan-associated lipoprotein 

(PAL) โดยผลการศึกษาในปีแรกน้ี ได้ทําการสกัดโปรตีนจากแบคทีเรียโวลบาเชียท่ีแยกจาก

หนอนพยาธิหัวใจสุนัข และผลิต recombinant antigen ทั้งสองชนิด ตลอดจนผลิต polyclonal anti-

Wolbachia antibodies, polyclonal anti-rWSP antibodies แ ล ะ  polyclonal anti-rPAL antibodies 

พร้อมทั้งทาํการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ เพื่อทาํการสังเคราะห์อนุภาคทองคาํระดบันาโน (AuNPs) 

และนาํมาติดกบัแอนติบอดีเพื่อพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้ง ชนิด lateral flow strip ต่อไป  

นอกจากน้ี ยงัไดท้าํการสํารวจโรคเทา้ช้างในแรงงานชาวพม่า ในจงัหวดัสมุทรสาคร และ

ชาวกะเหร่ียงกบัชาวมอญในจงัหวดักาญจนบุรี ซ่ึงเป็นแหล่งชุกชุมของโรคเทา้ชา้ง โดยการเจาะเลือด

ในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมคัรไดจ้าํนวนทั้งส้ิน 142 ราย อยา่งไรก็ตาม จากการตรวจ

วินิจฉัยโดยชุดตรวจวินิจฉัย Og4C3 ELISA และตรวจหาไมโครฟิลาเรียกระแสเลือด ไม่พบการติด

เช้ือโรคเทา้ชา้งในอาสาสมคัรทั้ง 142 ราย ผูว้ิจยัจึงไดร้วบรวมตวัอยา่งซีรัมของผูป่้วยโรคเทา้ชา้งจาก

โครงการก่อนหน้า ซ่ึงสามารถรวบรวมได้ทั้ งส้ิน 195 ตัวอย่าง ขณะน้ีผูว้ิจยัอยู่ในระหว่างการ

รวบรวมตวัอยา่งผูติ้ดเช้ือปรสิตอ่ืน เพื่อนาํตวัอยา่งเลือดผูป่้วยโรคเทา้ชา้ง คนปกติในพื้นท่ีชุกชุมของ

โรค และผูติ้ดเช้ือปรสิตอ่ืน มาทดสอบความไวและความจาํเพาะของชุดตรวจ lateral flow strip 

ต่อไป 

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

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

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

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

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

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

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

caused by W. bancrofti. There are no diagnostic kits commercially available for B. malayi 

infection. In this study, we developed a diagnostic test kit by detecting Wolbachia antigen and/or 

specific antibodies against Wolbachia antigens. Wolbachia is bacterium found only in filarial 

nematodes (both W. bancrofti and B. malayi). Therefore, this test kit can be used in diagnosis for 

both W. bancrofti and B. malayi infections without cross-reaction with other parasites.  We 

selected 2 candidate Wolbachia antigens to develop the diagnostic test kit, including Wolbachia 

Surafe Protein (WSP) and peptidoglycan-associated lipoprotein (PAL).  From a proteomic study of 

Wolbachia of B. malayi, WSP and PAL are the most abundant and highly immunogenic antigens.  

In the first year of the study, we extracted Wolbachia from Dirofilaria immitis, and prepared 

Wolbachia crude antigen.  Moreover, we prepared recombinant WSP and rPAL.  Polyclonal anti-

Wolbachia antibodies, polyclonal anti-rWSP antibodies and polyclonal anti-rPAL antibodies were 

produced and purified.  These antibodies will be conjugated to gold nanoparticles (AuNPs) and 

develop the later flow strip for diagnosis of lymphatic filariasis.   

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

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

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

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

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

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

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

Abstract 
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 ความสําคญัและที่มาของปัญหา 

โรคเทา้ชา้งเป็นโรคท่ีองคก์ารอนามยัโลกไดก้าํหนดให้โรคเทา้ชา้งเป็นโรคทางปรสิตท่ีควร

กาํจดัให้หมดไปเป็นโรคแรกภายในปี พ.ศ. 2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวงสาธารณสุขได้

จดัให้มีโครงการการกาํจดัโรคเท้าช้างในปี  พ.ศ. 2545-2549    อย่างไรก็ตาม ยงัคงตรวจพบโรค

เทา้ชา้งอยูใ่นจงัหวดัต่างๆ ท่ีเป็นแหล่งชุกชุมของโรคดว้ยอตัราไม่สูง    ปัญหาท่ีสําคญัและควรสร้าง

ความตระหนกัแก่คนไทยคือ  แรงงานต่างดา้วชาวพม่าท่ีเขา้มาทาํงานในประเทศไทยเป็นจาํนวนมาก 

ซ่ึงคณะผูว้ิจยัพบวา่แรงงานพม่ามีอตัราการติดเช้ือโรคเทา้ช้างสูงถึง 3.3-19.5% แมว้่ายุงรําคาญของ

ไทยจะไม่เคยมีรายงานวา่นาํโรคไดต้ามธรรมชาติ  แต่พบวา่มีความสามารถในการเป็นพาหะนาํโรค

เทา้ชา้งสายพนัธ์ุพม่าในห้องปฏิบติัการไดสู้งถึง 94% จากผลการศึกษาดงักล่าว ทาํให้คนไทยตอ้งมี

มาตรการเฝ้าระวงัในการเฝ้าระวงัโรคอย่างใกล้ชิด เพื่อวางแผนควบคุมป้องกันโรคเทา้ช้างอย่าง

ประสิทธิภาพ  อย่างไรก็ตาม 35การตรวจวินิจฉัยโรคเทา้ช้างในปัจจุบนัอาศยัการตรวจหาไมโครฟิ

ลาเรียในกระแสเลือด ซ่ึงมกัตรวจพบไดใ้นเวลากลางคืน  สําหรับชุดตรวจวินิจฉยัท่ีมีจาํหน่ายอยูใ่น

ปัจจุบนัท่ีวินิจฉยัไดเ้ฉพาะการติดเช้ือพยาธิโรคเทา้ชา้งชนิด Wuchereria bancrofti  และใชห้ลกัการ

ของ sandwich ELISA  มีราคาแพง ขั้นตอนยุง่ยาก ใชเ้วลาในการทดสอบนาน และตอ้งใชเ้คร่ืองมือ

ทางห้องปฏิบติัการ  ในขณะท่ีชุดตรวจวินิจฉยัโดยวิธี immunochromatographic test (ICT) แมว้า่จะ

ทดสอบไดง่้าย ใช้เวลานอ้ย แต่สามารถวินิจฉยัไดเ้ฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และไม่มีจาํหน่าย

ในประเทศ แมจ้ะมีการนาํเขา้จากต่างประเทศโดยกระทรวงสาธารณสุขเพื่อการสํารวจโรคในแหล่ง

ชุกชุมของโรคเท่านั้ น โดยประมาณความสูญเสียจากโรคเท้าช้างไม่ตํ่ากว่าแสนล้านบาทต่อปี 

ในขณะท่ีความสูญเสียในการนําเขา้ชุดทดสอบไม่ตํ่ากว่า 1,000 ล้านบาทต่อปีเพื่อให้ครอบคลุม

ประชากรกลุ่มเส่ียงทั้งหมด 

   โครงการน้ีจึงมุ่งมัน่ท่ีจะใชน้วตกรรมทางวิทยาศาสตเ์ทคโนโลยีในการวินิจฉยัโรคเทา้ช้าง

ซ่ึงจดัเป็นโรคติดเช้ืออุบติัซํ้ า เพื่อป้องกนัการเกิดภาวะเทา้ชา้งในคนไทย  ทั้งน้ีถา้โรคไม่ไดรั้บการ

วินิจฉัยและการรักษาในระยะแรก จะทาํให้ผูป่้วยเขา้สู่ภาวะระยะเร้ือรังซ่ึงยงัไม่มีวิธีการรักษาให้

หายขาดในปัจจุบนั  โดยใช้นาโนเทคโนโลยีในการพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทา้ช้าง โดยการนาํ

อนุภาคทองคาํมาทาํปฏิกิริยาเคมีให้มีขนาดเล็กระดบันาโนเมตร อนุภาคทองคาํจะเปล่ียนรูปเป็น

สารละลายสีแดงใส จากนั้นนาํมาผสมกบัแอนติบอดีท่ีจบัตวัแน่นกบัแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบา

เชียซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีอยู่ในพยาธิโรคเทา้ช้างอย่างจาํเพาะ พบไดใ้นทุกระยะของพยาธิโรคเทา้ชา้ง

และมีปริมาณมาก  ดงันั้นจึงมีความไวและความจาํเพาะสูงเม่ือใช้เป็นตวัวินิจฉัยโรคเทา้ช้าง  หาก

บทนํา 
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ตวัอย่างเลือดหรือซีรัมมีแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย  สีแดงของอนุภาคทองคาํระดบันาโน

เมตรจะสามารถเปล่ียนเป็นสีนํ้ าเงินเขม้หรือดาํและตกตะกอนในท่ีสุด สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตา

เปล่า สามารถใชต้รวจไดง่้าย แม่นยาํ ในเวลาไม่ถึง 5 นาที และวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งไดท้ั้งการติดพยาธิ

โรคเท้าช้าง W. bancrofti และ Brugia malayi  โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับโรคติดเช้ืออ่ืน 35  ซ่ึงชุด

ตรวจวินิจฉัยท่ีพัฒนาข้ึนน้ีจะสามารถผลิตได้เองในประเทศด้วยต้นทุนตํ่ ากว่าชุดทดสอบ

ต่างประเทศกว่า 100 เท่า และสามารถนาํไปใช้ในภาคสนามไดง่้าย ทาํให้สามารถเฝ้าระวงัโรคได้

อย่างใกล้ชิดและประเมินสถานการณ์ของโรคได้อย่างแท้จริง  และเป็นการเฝ้าระวงัโรคเท้าช้าง

ไม่ให้อุบติัซํ้ าในคนไทย ซ่ึงจะเป็นประโยชน์อยา่งยิ่งสําหรับการวางมาตรการการกาํจดัโรคเทา้ช้าง

ให้หมดไปไดอ้ยา่งเป็นรูปธรรมและย ัง่ยนื อีกทั้งสามารถนาํไปจดสิทธิบตัรและใชป้ระโยชน์ในเชิง

พาณิชยใ์นการจาํหน่ายชุดตรวจวินิจฉัยตน้ทุนตํ่า35สําหรับประชากรกลุ่มเส่ียงกว่าพนัลา้นคนในกว่า 

80 ประเทศทัว่โลกซ่ึงเป็นแหล่งชุกชุมของโรคเทา้ชา้ง  
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 วตัถุประสงค์ 

1) ศึกษาโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียท่ีสามารถใชเ้ป็น candidate antigen ในการ

ตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งไดด้ว้ยความไวความจาํเพาะสูง และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบั

โรคพยาธิอ่ืนๆ 

2) เพื่อพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้ง35ท่ีสามารถ35นาํไปใชใ้หเ้กิดประโยชน์ในเชิง

พาณิชยไ์ดอ้ยา่งแทจ้ริง  และสามารถประยกุตใ์ชใ้นการผลิตชุดตรวจวินิจฉยัโรคติด

เช้ืออ่ืนๆ 

3) เพื่อส่งเสริมการวจิยัประยกุตเ์ก่ียวกบัโรคเทา้ชา้งโดยมุ่งเนน้งานวจิยัระดบัโมเลกลุ ท่ี

สามารถนาํไปใชใ้นเชิงพาณิชย ์และก่อใหเ้กิดประโยชน์ในระดบัชุมชนและ

สาธารณสุขของประเทศได ้

4) สร้างนกัวจิยัรุ่นใหม่ระดบัปริญญาโท-เอกท่ีมีความรู้ ความชาํนาญในงานวจิยัระดบั

ลึก ซ่ึงจะเป็นทรัพยากรบุคคลท่ีมีคุณค่าแก่สังคม และประเทศชาติ และมีความพร้อม

ท่ีจะผลิตผลิตภณัฑ ์เทคโนโลยกีารแพทยอ่ื์นๆ ต่อไปในอนาคตอนัเป็นการสนบัสนุน

การดาํเนินการตามนโยบายแห่งชาติ ในการพฒันาคนและสังคมท่ีมีคุณภาพ 

5) เพื่อผลิตผลงานวชิาการ ตลอดจนเป็นแหล่งความรู้และเป็นท่ีอา้งอิงงานดา้นโรค

เทา้ชา้งทั้งระดบัชาติและนานาชาติ 
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 ขอบเขตการวจัิย 

 35การศึกษาน้ีจะทาํการพฒันาชุดตรวจวินิจฉยัโรคเทา้ชา้งโดยใชน้าโนเทคโนโลยี โดยทาํการ

คดัเลือกแอนติเจนของแบคทีเรียโวลลาเชีย แลว้นาํมาผลิตเป็น recombinant antigen จากนั้นนาํมาไป

ผลิต polyclonal antibody ในกระต่าย แลว้จึงนาํแอนติบอดีท่ีไดม้าทดสอบความไวและความจาํเพาะ

ในการวินิจฉยั กบัตวัอยา่งเลือดผูป่้วยโรคเทา้ชา้งและคนปกติท่ีอยูใ่นพื้นท่ีชุกชุมของโรค ตลอดจนผู ้

ติดเช้ือปรสิตอ่ืนท่ีพบมากในประเทศไทย     แอนติบอดีใดท่ีให้ผลการวินิจฉัยท่ีดี ให้ความไวและ

ความจําเพาะสูง และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับผู ้ติดเช้ือปรสิตอ่ืน จะนํามาพัฒนาเป็นชุดตรวจ

วนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งโดยใชน้าโนเทคโนโลย ี

 

 

 ทฤษฎ ีสมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวจัิย 

การใชน้าโนเทคโนโลยีในการพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้ง โดยการนาํอนุภาคทองคาํ

มาทาํปฏิกิริยาเคมีให้มีขนาดเล็กระดบันาโนเมตร  อนุภาคทองคาํจะเปล่ียนรูปเป็นสารละลายสีแดง

ใส จากนั้นนาํมาผสมกบัแอนติบอดีท่ีจบัตวัแน่นกบัแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย หากตวัอยา่ง

เลือดหรือซีรัมมีแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย สีแดงของอนุภาคทองคาํระดบันาโนเมตรจะ

เปล่ียนเป็นสีนํ้ าเงินเขม้หรือดาํและตกตะกอนในท่ีสุด สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ทาํได้ง่าย 

แม่นยาํ ใชเ้วลาไม่ถึง 5 นาที และวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งไดท้ั้งการติดเช้ือ W. bancrofti และ B. malayi ซ่ึง

ดีกว่าชุดตรวจวินิจฉัยท่ีมีจาํหน่ายอยู่ในปัจจุบนัท่ีวินิจฉัยได้เพียงการติดเช้ือ W. bancrofti  และใช้

หลกัการของ sandwich ELISA  ซ่ึงมีราคาแพง ขั้นตอนยุง่ยาก ใช้เวลาในการทดสอบนาน และตอ้ง

ใช้เคร่ืองมือทางห้องปฏิบัติการ  ในขณะท่ีชุดตรวจวินิจฉัยโดยวิธี immunochromatographic test 

(ICT) แมว้า่จะทดสอบไดง่้าย ใชเ้วลานอ้ย แต่สามารถวนิิจฉยัไดเ้ฉพาะการติดเช้ือ W. bancrofti  และ

ไม่มีจาํหน่ายในประเทศ มีการนาํเขา้จากต่างประเทศโดยกระทรวงสาธารณสุขเพือ่การสาํรวจโรคใน 

endemic area เท่านั้น35  
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 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 

โรคเท้าช้างเป็นปัญหาระดับชาติและนานาชาติ 

โรคเทา้ช้างยงัคงเป็นปัญหาสาธารณสุขทัว่โลก ประชากรทัว่โลกกว่า 1.2 พนัลา้นคนเส่ียง

ต่อการเกิดโรค และกว่า 120 ลา้นคนท่ีติดเช้ือและมีภาวะทุพพลภาพ(1) ถา้คาดการณ์จากอตัราการ

ตรวจพบเช้ือสูงในแรงงานพม่าล้านๆ คนท่ีทาํงานในเมืองใหญ่ของประเทศไทย อีกทั้งจาํนวนยุง

รําคาญท่ีพบได้ทัว่ไป ก็อาจจะประมาณได้ว่าคนไทยหลายล้านท่ีมีโอกาสเส่ียงต่อการติดเช้ือโรค

เท้าช้าง  โรคเทา้ช้างเกิดจากพยาธิหลัก 2 ชนิด คือ Wuchereria bancrofti และ Brugia malayi  เป็น

ปัญหาระดบัชาติและนานาชาติ ผูติ้ดพยาธิโรคเทา้ชา้งส่วนมากจะไม่ปรากฏอาการ  แต่จะมีพยาธิโรค

เทา้ชา้งตวัแก่อยูใ่นระบบทางเดินนํ้ าเหลือง และปล่อยตวัอ่อนไมโครฟิลาเรีย (microfilaria) ออกมาสู่

กระแสเลือด    ทาํให้สามารถแพร่เช้ือสู่ผูอ่ื้นไดโ้ดยมียุงเป็นพาหะ   จากการไม่ปรากฏอาการของโรค 

ผูป่้วยจึงไม่ไดรั้บการวินิจฉยั และการรักษาตั้งแต่ระยะแรก  จนกระทัง่เกิดพยาธิสภาพจะก่อให้เกิด

ความพิการและทุพพลภาพอยา่งถาวรไม่สามารถกลบัสู่สภาวะปกติได ้ จึงไม่สามารถดาํเนินกิจวตัร

ประจาํวนัไดเ้ป็นปกติ ก่อใหเ้กิดการวา่งงาน และการสูญเสียรายไดท้ั้งในระดบับุคคล ครอบครัว และ

ชุมชน เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจและสังคม  และส่งผลกระทบต่อการพฒันาความเจริญและ

เศรษฐกิจของประเทศชาติและประชาคมโลก  องคก์ารอนามยัโลกไดก้าํหนดให้โรคเทา้ชา้งเป็นโรค

ทางปรสิตท่ีควรกาํจดัให้หมดไปเป็นโรคแรกภายในปี พ.ศ. 2563      ในประเทศไทยเองโดยกระทรวง

สาธารณสุขไดจ้ดัให้มีโครงการการกาํจดัโรคเทา้ชา้งในปี  พ.ศ. 2545-2549  แมว้่าการตรวจพบโรค

เทา้ชา้งในประเทศไทยจะอยูใ่นอตัราท่ีตํ่า 1.62 คนต่อประชากรแสนคน(2)   อยา่งไรก็ตาม ในบริเวณ 

endemic area ของโรค ยงัคงพบอัตราการติดเช้ือสูง 5-10%(3-6)  โดยรายงานล่าสุดจากกระทรวง

สาธารณสุขพบผูติ้ดเช้ือพยาธิโรคเทา้ชา้ง W. bancrofti rural strain 16 คนในจงัหวดัตาก และพบผูติ้ด

เช้ือพยาธิโรคเทา้ช้าง B. malayi ถึง 98 คนในจงัหวดันราธิวาส นอกจากน้ี ในปีพ.ศ. 2554 ยงัมีการ

ตรวจพบผูติ้ดเช้ือเพิ่มจาํนวน 2 คนในเขตพื้นท่ีจงัหวดัสุราษฎธ์านี และกระบ่ี  

ปัญหาแรงงานต่างดา้ว โดยเฉพาะแรงงานพม่าท่ีมีอตัราการตรวจพบพยาธิโรคเทา้ช้าง W. 

bancrofti (urban strain) ซ่ึงมียุงรําคาญเป็นยงุพาหะ  แมว้า่ยุงรําคาญของไทยจะไม่เคยมีรายงานวา่นาํ

โรคได้ตามธรรมชาติ  แต่พบว่ามีความสามารถในการเป็นพาหะนําโรคเท้าช้างสายพนัธ์ุพม่าใน

ห้องปฏิบัติการ จากผลการศึกษาดังกล่าว ทาํให้คนไทยต้องมีมาตรการเฝ้าระวงัในการควบคุม

ป้องกนัโรคเทา้ชา้งอยา่งประสิทธิภาพ เน่ืองจากตามธรรมชาติพยาธิจะมีการปรับตวัใหอ้าศยัอยูไ่ดใ้น

ยงุพาหะเพื่อคงวงชีพและแพร่สู่คนต่อไป  โดยเฉพาะตามเมืองใหญ่ เช่น กรุงเทพฯ มกัมีแหล่งนํ้าเสีย 
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ท่ีเป็นแหล่งเพาะพนัธ์ุยุงรําคาญ ทาํใหค้นไทยมีความเส่ียงท่ีจะติดโรคเทา้ชา้งจากพยาธิสายพนัธ์ุพม่า

ได ้ (re-emerging disease)  หากไม่มีมาตรการการเฝ้าระวงั และป้องกนัโรคท่ีดี 

ปัญหาการวินิจฉัยและติดตามผลการรักษาโรคเท้าช้าง 

การตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้างนั้ น จาํเป็นต้องอาศยัข้อมูลหลายส่วนประกอบกนั ทั้งจาก

ประวติั การตรวจร่างกาย และผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการซ่ึงมีอยู่หลายวิธี  การวินิจฉัยท่ี

น่าเช่ือถือท่ีสุด (definitive diagnosis) ของโรคเทา้ช้าง คือการตรวจพบตวัพยาธิโรคเทา้ช้างระยะไม

โครฟิลาเรียในกระแสเลือดของผูป่้วย ซ่ึงตอ้งอาศยัผูเ้ช่ียวชาญแยกชนิดของเช้ือพยาธิในการวินิจฉยั 

และยงัเป็นวิธีท่ีมีความไวตํ่ามาก เน่ืองจากเวลาท่ีไมโครฟิลาเรียปรากฎเป็นระยะในกระแสเลือด 

(periodicity) แตกต่างกนัไปตามชนิดและสายพนัธ์ุของพยาธิโรคเทา้ช้าง โดยทัว่ไปช่วงเวลาท่ีมีไม

โครฟิลาเรียปรากฏตวัในกระแสเลือดมากมกัเป็นเวลากลางคืนเป็นบางช่วงเวลาเท่านั้น จึงเป็น

อุปสรรคท่ีสําคญัของทั้งเจา้หน้าท่ีและผูป่้วยท่ีมารับการตรวจวินิจฉัยดว้ยวิธีเจาะเลือดเพื่อตรวจหา

ไมโครฟิลาเรียจึงไดมี้การพฒันาการวินิจฉยัโรคใหมี้ความไวและความจาํเพาะสูง และสามารถตรวจ

ได้ง่ายและสะดวกข้ึน เช่น การตรวจหาแอนติเจน การตรวจหาแอนติบอดี และการตรวจหาสาร

พนัธุกรรมของพยาธิ 

การพฒันาวิธีการตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะต่อพยาธิโรคเทา้ชา้ง ไดมี้การนาํ monoclonal 

antibody ท่ีจ ําเพาะต่อพยาธิโรคเท้าช้างมาใช้  ปัจจุบันมี  monoclonal antibody 2 ชนิด ท่ีใช้กัน

แพร่หลายและผลิตเป็นชุดตรวจวินิจฉัยซ่ึงท่ีมีความไวและความจาํเพาะต่อการวินิจฉัยผูป่้วยโรค

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

การตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของโรคเทา้ชา้งโดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด AD12.1 

ใช้วิธีท่ีอาศยัหลกัการโครมาโตกราฟีดา้นภูมิคุม้กนัวิทยา (immunochromatographic test; ICT) การ

ทดสอบทาํไดโ้ดยการหยดเลือดท่ีเจาะจากปลายน้ิวประมาณ 100 ไมโครลิตรในบริเวณท่ีกาํหนดบน

แผ่นทดสอบด้วยวิธีน้ี และอ่านผลจากแถบการเกิดปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจ

ภาคสนามเพราะทาํไดง่้าย สะดวกรวดเร็ว รู้ผลการตรวจไดภ้ายในเวลาประมาณ 10-15 นาที และไม่

ตอ้งอาศยัความชาํนาญหรือเคร่ืองมือเป็นพิเศษ อีกทั้งมีความไวและความจาํเพาะสูงถึงร้อยละ 95.7-

97 และร้อยละ 99-100 ตามลาํดบั 

สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทา้ช้าง B. malayi  ในปัจจุบนัไดมี้การพฒันา

ชุดตรวจวินิจฉยัการติดพยาธิโรคเทา้ชา้ง B. malayi ดว้ยวิธี ELISA โดยใช ้monoclonal antibody ต่อ 

B. malayi ช่ือ 17E10 ซ่ึงให้ความไวในการตรวจวินิจฉัยถึงร้อยละ 93.3   อย่างไรก็ตาม ยงัคงพบ

ปฏิกิริยาขา้มกลุ่มกบัพยาธิหวัใจสุนขั (Dirofilaria immitis) ได ้ การตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของ
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พยาธิโรคเท้าช้างทําให้การตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้างสะดวกข้ึน เน่ืองจากไม่ต้องเจาะเลือดใน

ช่วงเวลากลางคืน อีกทั้ งสามารถบอกภาวะการติดเช้ือในปัจจุบันและยงัสามารถใช้ติดตาม

ผลการรักษาได้อีกด้วย เน่ืองจากระดบัของแอนติเจนจะลดลงภายหลังการรักษา  อย่างไรก็ตาม 

ปัญหาท่ีสําคญัของการตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของโรคเทา้ช้างคือราคาท่ีค่อนขา้งสูงสําหรับ

ประเทศกาํลงัพฒันาท่ีเป็นแหล่งชุกชุมของโรค 

การพัฒนาการตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้างโดยการตรวจแอนติบอดีนั้ นมีรายงานพบการ

เกิดปฏิกิริยาขา้ม (cross reactivity) ระหวา่งพยาธิโรคเทา้ชา้งกบัพยาธิชนิดอ่ืน เช่น พยาธิปากขอหรือ

พยาธิไส้เดือน(7) เป็นตน้
 

เน่ืองจากกลุ่มพยาธิเหล่าน้ีมีโครงสร้างของแอนติเจนหลกัร่วมกนัอยู ่ทาํให้

เกิดผลบวกปลอมได ้และเป็นผลทาํใหก้ารวนิิจฉยัผดิพลาดข้ึน นอกจากน้ี การตรวจหาแอนติบอดียงั

ไม่สามารถแยกภาวการณ์ติดเช้ือในปัจจุบนั (active infection) กบัภาวะท่ีเคยติดเช้ือ จึงไม่สามารถใช้

ประเมินประสิทธิภาพผลการรักษาวา่โรคไดห้ายขาดได ้ แมว้า่จะมีการศึกษาพบวา่การตรวจหา anti-

filarial IgG4 antibodies จะเพิ่มความจาํเพาะในการตรวจวินิจฉัยได้ และสัมพันธ์กับการติดเช้ือ

ปัจจุบนั แต่อยา่งไรก็ตาม การตรวจโดยวิธีดงักล่าวจาํเป็นตอ้งใช ้crude antigen ท่ีเตรียมจากพยาธิฟิ

ลาเรีย จึงตอ้งใชส้ัตวท์ดลองและยุงในการคงวงจรชีวิตของพยาธิฟิลาเรียเพื่อสกดัแอนติเจนมาใชใ้น

การตรวจหาแอนติบอดี  นอกจากน้ี35ใช้หลกัการของ indirect ELISA  ซ่ึงมีขั้นตอนยุง่ยาก ใชเ้วลาใน

การทดสอบนาน และตอ้งใชเ้คร่ืองมือทางหอ้งปฏิบติัการ 

ต่อมาไดมี้การพฒันาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพื่อตรวจหาสารพนัธุกรรมของพยาธิ โดยวิธี

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) ซ่ึงพบว่ามีความไวตํ่าเม่ือเทียบกับ

วิธีการตรวจหาแอนติเจน(8-9)  นอกจากน้ี จากขอ้จาํกดัในการตรวจและจากความจาํเป็นตอ้งอาศยั

เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ตลอดจนผูท้าํการทดสอบต้องได้รับการอบรมให้สามารถปฏิบติังานได้

ถูกตอ้ง และเขา้ใจถึงหลกัการแปลผล ตลอดจนการควบคุมคุณภาพของการทดสอบการตรวจดว้ยวิธี 

PCR จึงไม่สะดวกในการท่ีจะนาํไปใชใ้นการตรวจทัว่ไปแมจ้ะนิยมใชก้นัในงานวจิยั 

อน่ึง แมว้่าปัจจุบนัได้มีการพฒันาการตรวจวินิจฉัยท่ีมีความไวสูง อย่างไรก็ตามชุดตรวจ

วินิจฉัยดงักล่าวยงัคงมีราคาสูง และตอ้งสั่งนาํเขา้จากต่างประเทศ  อีกทั้งยงัไม่สามารถใช้ประเมิน

ประสิทธิภาพผลการรักษาวา่โรคไดห้ายขาด ทาํให้การประเมินผลการควบคุมโรคในโครงการกาํจดั

โรคเทา้ช้างเป็นไปไดย้าก  จึงจาํเป็นตอ้งมีการพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉยัท่ีมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน ซ่ึง

นอกจากจะสามารถวินิจฉัยโรคได้อย่างถูกตอ้งแม่นยาํ และความไวสูงแลว้ ยงัจาํเป็นตอ้งสามารถ

ติดตาม และประเมินการรักษาได้ด้วย  อีกทั้ งยงัสามารถผลิตใช้ได้เองภายในประเทศในราคาท่ี

เหมาะสม  เพื่อลดการนาํเขา้ของผลิตภณัฑร์าคาแพงได ้  
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ความสําคัญของแบคทเีรียโวลบาเชียต่อหนอนพยาธิโรคเท้าช้าง 

แบคทีเรีย Wolbachia เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ภายในเซลล์ (intracellular bacteria) ท่ีพบได้

เฉพาะในสัตวข์าขอ้และหนอนพยาธิฟิลาเรียเท่านั้น จึงเป็นท่ีสนใจของนกัวิทยาศาสตร์ในปัจจุบนั

อย่างยิ่ง ซ่ึงจากการศึกษาโดยวิธีทางอณูชีววิทยาพบว่าแบคทีเรียโวลบาเชียในสัตว์ขาข้อ และ

แบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟิลาเรีย มีลกัษณะลาํดบัเบสท่ีใกลเ้คียงกนั(10-11) โดยแบคทีเรียโวล

บาเชียในสัตวข์าขอ้เป็นสาเหตุทาํให้สัตวข์าขอ้มีการสืบพนัธ์ุท่ีผิดปกติไป(12) การศึกษาถึงบทบาท

หนา้ท่ีและความสําคญัของแบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟิลาเรียพบความสําคญัของแบคทีเรีย

โวลบาเชียต่อการเจริญเติบโตและการสืบพนัธ์ุของหนอนพยาธิฟิลาเรีย และบทบาทของแบคทีเรียถูก

กาํจดัไป เม่ือใหย้าปฏิชีวนะท่ีทาํลายแบคทีเรียโวลบาเชีย(13-16) แสดงถึงความสัมพนัธ์แบบพึ่งพาอาศยั

กัน (mutualism) ระหว่างแบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟิลาเรีย จึงนํามาซ่ึงความสนใจใน

การศึกษาบทบาทต่างๆ ของแบคทีเรียโวลบาเชียในหนอนพยาธิฟิลาเรีย เพื่อนาํไปประยุกต์ใช้ใน

การศึกษาและควบคุมโรคติดเช้ือหนอนพยาธิโรคเทา้ชา้งต่อไป   

โปรตีนจากแบคทเีรียโวลบาเชียช่วยในการวินิจฉัยโรคเท้าช้าง 

จากปัญหาในการตรวจวินิจฉยัโรคเทา้ชา้ง  ซ่ึงแมว้า่ในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาเพื่อตรวจหา

แอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเท้าช้างท่ีมีความไวในการตรวจวินิจฉัยสูง แต่ชุดตรวจวินิจฉัยท่ี

ตรวจหาแอนติเจนท่ีมีจาํหน่ายในปัจจุบนัสามารถวินิจฉัยไดเ้ฉพาะโรคเช้างจากพยาธิ W. bancrofti 

เท่านั้ น ยงัไม่มีชุดตรวจหาแอนติเจนเพื่อการวินิจฉัยโรคเท้าช้างจากพยาธิ B. malayi จึงนําไปสู่

แนวคิดการตรวจหาแอนติเจนจากแบคทีเรียโวลบาเชียเพื่อตรวจวนิิจฉยัและติดตามผลการรักษาโรค

เทา้ชา้ง เน่ืองจากสามารถตรวจพบแบคทีเรียโวลบาเชียจาํนวนมากทั้งในพยาธิ W. bancrofti  และ B. 

malayi ทุกระยะ อีกทั้ งยงัสามารถตรวจพบแอนติบอดีต่อแบคทีเรียโวลบาเชียได้ในคนไข้โรค

เทา้ชา้ง ซ่ึงแสดงวา่มีการหลัง่แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียออกมาสู่กระแสเลือดในคนไขโ้รค

เทา้ชา้ง  ดงันั้นการวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งโดยการตรวจหาแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย จึงน่าจะมี

ประสิทธิภาพ มีความไวและความจาํเพาะสูงกวา่การตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิโรคเทา้ชา้ง

ท่ีมีอยูเ่ดิม โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัโรคปรสิตอ่ืนๆ   

ในการศึกษาโปรตีนต่างๆ ของแบคทีเรียโวลบาเชีย ทางกลุ่มผู ้วิจ ัยโดยได้พัฒนาและ

ปรับปรุงวิธีการสกดัแบคทีเรียโวลบาเชียจากหนอนพยาธิให้ได้โปรตีนท่ีมีคุณภาพและมีปริมาณ

เพียงพอในการวจิยัโปรตีนในระดบัสูง  ซ่ึงผลจากการแยกโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชีย โดยวิธี 2-

dimensional gel electrophoresis และตรวจหาโปรตีนท่ีจาํเพาะของแบคทีเรียโวลบาเชีย  โดยใช ้anti-

Wolbachia  antibodies และศึกษ าคุณ ส มบัติของโป รตีน ท่ีจําเพ าะโดยวิธี  MALDI-TOF mass 
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spectrometry พบว่าโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียท่ีมีปริมาณมากและความเป็นแอนติเจนสูง คือ 

Wolbachia surface protein (WSP)(16)   ซ่ึงก่อนหน้าน้ีได้มีรายงานการตรวจพบแอนติบอดีท่ีจาํเพาะ

ต่อ WSP ยงัความสัมพนัธ์กบัการติดเช้ือ Dirofilaria immitis ในคน(17) และในแมว(18)  และสัมพนัธ์

กบัการเกิดการบวมของต่อมนํ้ าเหลืองในลิงท่ีติดเช้ือ B. malayi (19)  ดงันั้ น WSP จึงเป็นโปรตีนท่ี

น่าสนใจอย่างยิ่งในการศึกษาเพื่อนํามาเป็นโปรตีนเป้าหมายของการสร้างระบบการตรวจหา

แอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชีย ซ่ึงระบบการตรวจหาแอนติเจนท่ีสร้างข้ึนมาน้ีสามารถนาํมาใช้

เป็นเคร่ืองมือในการตรวจหาระดบัแอนติเจนของแบคทีเรียโวลบาเชียในกระแสเลือดของผูติ้ดเช้ือ

พยาธิโรคเทา้ชา้ง อนัจะเป็นเคร่ืองมือท่ีสําคญัในการวินิจฉัย และติดตามประสิทธิภาพการรักษา ซ่ึง

จะส่งผลให้สามารถวางแผนการรักษาโรคไดดี้ยิ่งข้ึน เพื่อประสิทธิภาพสูงสุดของการควบคุมและ

กาํจดัโรคเทา้ชา้ง   ตามนโยบายระดบัประเทศและสอดคลอ้งกบันโยบายขององคก์ารอนามยัโลก  

นาโนเทคโนโลย ี(Nanotechnology) 

  นาโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) คือ เทคโนโลยีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการศึกษา การ

จัดการ การสร้างการวิเคราะห์ และประยุกต์ใช้วสัดุท่ีมีขนาดเล็กมาก ๆ ในระดับนาโนเมตร 

(ประมาณ 1-100 นาโนเมตร) ซ่ึงเทียบเท่ากบัระดบัอะตอมหรือโมเลกุล(20)  รวมถึงการออกแบบหรือ

การประดิษฐ์เคร่ืองมือเพื่อใชส้ร้างหรือ วเิคราะห์ วสัดุในระดบัท่ีเล็กมากๆ เช่น วสัดุนาโน (ท่อนาโน 

เส้นใยนาโน และอนุภาคนาโน) ซ่ึงมีโครงสร้างของ วสัดุท่ีมีคุณสมบติัพิเศษ ทั้งทางดา้นฟิสิกส์ เคมี 

หรือชีวภาพ ต่างไปจากสารเดิมท่ีมีขนาดใหญ่  ดงันั้น ในปัจจุบนั จึงมีการนาํนาโนเทคโนโลยี มา

ประยุกต์ใชใ้นหลากหลายสาขา เช่น ดา้นอุตสาหกรรม เทคโนโลยีคอมพิวเตอร์ เทคโนโลยีชีวภาพ

และทางการแพทย ์ เป็นตน้ 

  อนุภาคทองคาํระดับนาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เป็นอนุภาคของโลหะใน

ระดับนาโน ท่ีมีความเสถียรสูงชนิดหน่ึง(21) ซ่ึงอยู่ในรูปของสารละลายคอลลอยด์สีแดง ในการ

สังเคราะห์ AuNPs นั้นสามารถทาํไดโ้ดยการนาํสารละลายของ HAuCl4 ท่ีมีทองคาํประจุ 3+ (Au3+) 

ทาํปฏิกิริยากบัตวัรีดิวซ์ (Reducing agent) ได ้AuNPs ท่ีมีทองคาํประจุเป็น 0 (Au0) ซ่ึงยงัไม่มีความ

เสถียร จึงตอ้งเติมสารช่วยทาํให้เสถียร (Stabilizer) โดยสารน้ีจะมาลอ้มรอบบนอนุภาค ป้องกนัการ

รวมตวัหรือเกาะตวักนัจนตกตะกอน ทาํให้ AuNPs นั้นสามารถคงขนาดและรูปร่างอยูใ่นระดบันา-

โนได้ สารท่ีนิยมใช้เป็นตัวรีดิวซ์และช่วยทําให้อนุภาคทองคาํ เกิดความเสถียร ได้แก่ sodium 

citrate(22) ซ่ึงเป็นสารท่ีมีคุณสมบติัเป็นตวัรีดิวซ์และทาํให้ AuNPs มีความเสถียรในคราวเดียวกนั (รูป

ท่ี 1)  
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HAuCl4.3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                        AuNPs 

 

 

 

 

                       

  รูปที ่1   การสังเคราะห์ AuNPs จากสารละลาย HAuCl4  และ sodium citrate  

   ดว้ยปฏิกิริยา reduction ในอุณหภูมิท่ีเหมาะสม(23) 

 

 

  AuNPs มีคุณสมบติัเชิงแสงท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะตวัซ่ึงต่างจากทองคาํแบบกอ้นทัว่ๆ ไป เม่ือ

ขนาดอนุภาคทองคาํเล็กกวา่ความยาวคล่ืนแสงท่ีมากระทบมากๆ จะทาํใหเ้กิดปรากฏการณ์ท่ีเรียกวา่ 

เซอร์เฟจ พลาสมอน เรโซแนนซ์  (surface plasmon resonance, SPR) ซ่ึงเป็นคล่ืนความหนาแน่นของ

ประจุ ท่ีเกิดจากการสั่นของอิเล็กตรอนอิสระ ท่ีมีลกัษณะการสั่นพร้อมเพรียงกนั เป็นปรากฏการณ์ท่ี

เกิดข้ึนบริเวณรอยผิวต่อของ AuNPs กบัสารไดเล็กทริก ทาํให้ AuNPs สามารถดูดกลืนแสงสีเขียว 

ความยาวคล่ืนประมาณ 520 นาโนเมตร ซ่ึงจะส่งผลให ้AuNPs มีสีแดงทบัทิม (ruby red) (24)   ดงัรูปท่ี 

2 
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  รูปที ่2   ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 nm และ 

   สารละลายคอลลอยดข์องอนุภาคทองคาํระดบันาโนเมตร (ภาพเล็ก) 

 

 

  บนพื้นผิวของ AuNPs สามารถปรับปรุงให้มีโมเลกุลต่างๆท่ีตอ้งการมาเคลือบอยูบ่นผวิของ

อนุภาค และนาํ AuNPs ท่ีปรับปรุงพื้นผิวแลว้ มาใช้เป็นตวัติดตามหรือตวัตรวจจบัสารชีวโมเลกุล

เป้าหมายได ้เช่น DNA(25), โปรตีน(26), คาร์โบไฮเดรต(27), ยา(28)  หรือสี fluorescent(25) ดงัรูปท่ี 3 ดว้ย

เห ตุ น้ี  จึงส าม ารถ นํา  AuNPs ม าส ร้างอุป กรณ์ ตรวจจับ ส ารท างชี วภาพ  (Biosensor) (29) ท่ี มี

ความจาํเพาะหลากหลาย โดยการปรับปรุงพื้นผิวของ AuNPs ดว้ยสารท่ีมีความสามารถในการเลือก

จาํเพาะกับสารตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์หา  โดยคอลลอยด์ของ AuNPs จะเปล่ียนสีเม่ือมีการ

กระตุน้จากส่ิงเร้าภายนอก จึงเปรียบได้ว่า AuNPs ทาํหน้าท่ีเป็นตวัรายงานผล (reporter) สําหรับ

อุปกรณ์ตรวจวดัทางชีวภาพ 
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 รูปที ่3  การนาํ AuNPs ไปประยกุตใ์ชใ้นทางชีววทิยาและทางการแพทย ์

    โดยการนาํสารชีวโมเลกุลต่างๆ ไปติดบนพื้นผวิของ AuNPs 
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การประยกุต์ใช้ AuNPs ใน Lateral flow strip test 

 การประยกุตใ์ช ้AuNPs เป็นตวัรายงาน (reporter) ใน Lateral flow strip test ซ่ึงเป็นชุด

ตรวจคดักรอง โรคท่ีใชท้ัว่ไป โดยอาศยัหลกัการ immunochromatography สามารถอ่านผลไดด้ว้ยตา

เปล่าจากแถบสีชมพูของ AuNPs ท่ีเกิดข้ึนท่ีตาํแหน่งควบคุม (control line) และตาํแหน่งทดสอบ 

(test line) โดยถา้แถบสีชมพูเกิดข้ึน ท่ีตาํแหน่งทดสอบและตาํแหน่งควบคุมเท่ากบัผลเป็นบวก แต่

หากมีแถบสีชมพูเกิดข้ึนท่ีตาํแหน่งควบคุมเพียง ตาํแหน่งเดียว เท่ากบัผลเป็นลบ ดงัรูปท่ี 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4  ส่วนประกอบ (A) และการแปลผล (B) ของ Lateral flow strip test  
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 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1) ชุดตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้ง35ท่ีสามารถ35นาํไปจดเป็นสิทธิบตัรและใชใ้หเ้กิดประโยชน์ใน

เชิงพาณิชยไ์ดอ้ยา่งแทจ้ริง 

2) งานวจิยัระดบัลึกเพื่อเป็นแหล่งอา้งอิงในระดบันานาชาติ และประยกุตใ์ชไ้ดก้บังาน

สาธารณสุขของประเทศ 

3) เพื่อผลิตผลงานตีพิมพใ์นวารสารทางวชิาการอยา่งนอ้ย 1-2 เร่ือง 

4) ผลงานวชิาการเผยแพร่ในงานประชุมวชิาการระดบัชาติและนานาชาติ 1-2 เร่ืองตลอด

โครงการ 

5) นกัวจิยัรุ่นใหม่ระดบัปริญญาโทท่ีมีความรู้คู่คุณธรรม มีความชาํนาญในงานวจิยัระดบัลึก 

ซ่ึงจะเป็นทรัพยากรบุคคลท่ีมีคุณค่าแก่สังคม และประเทศชาติ และมีความพร้อมท่ีจะ

ผลิตผลิตภณัฑ ์เทคโนโลยทีางการแพทยอ่ื์นๆ ต่อไปในอนาคต อนัเป็นการสนบัสนุน

การดาํเนินการตามนโยบายแห่งชาติ ในการพฒันาคนและสังคมท่ีมีคุณธรรมและความรู้ 

6) เจา้หนา้ท่ีสาธารณสุข อาสาสมคัร มีความรู้และเทคโนโลยีท่ีทนัสมยั สามารถเฝ้าระวงั 

ควบคุมและป้องกนัโรคไดอ้ยา่งย ัง่ยนืแทจ้ริง และสามารถประยกุตใ์ชก้บัโรคติดต่ออ่ืน

ได ้

หน่วยงานที่นําผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 

1) ประชากรไทยไดรั้บการตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งดว้ยวธีิท่ีมีความไวสูง และชุดตรวจ

วนิิจฉยัท่ีมีราคาถูก ทาํใหป้ระชากรไทยไดรั้บโอกาสในการตรวจวินิจฉยัไดท้ัว่ถึง และ

สามารถป้องกนัการอุบติัซํ้ าของโรคเทา้ชา้งในคนไทยได ้ 

2) ประเทศประหยดังบประมาณในการนาํเขา้ผลิตภณัฑท์างการแพทยไ์ม่ตํ่ากวา่ 1,000 ลา้น

บาทต่อปี 

3) ประเทศไดพ้ฒันานกัวจิยัท่ีมีศกัยภาพมีความรู้ ความชาํนาญในงานวิจยัระดบัลึก  
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1. การเตรียม 35crude Wolbachia antigen 

35ทาํการสกดัแบคทีเรีย Wolbachia จากหนอนพยาธิหวัใจสุนขั โดยวธีิ fractionated 

centrifugation แลว้นาํมาเตรียมเป็น crude Wolbachia antigen โดยวธีิ sonication(29)  

โดยมีขั้นตอนดงัน้ี  

1.1 นาํหนอนพยาธิหวัใจสุนขัมาลา้งดว้ย normal saline ใหส้ะอาด แลว้จึงสับดว้ย sterile 

scalpel blade ใหล้ะเอียด จากนั้นนาํ 200 mg ของช้ินหนอนท่ีไดบ้ดใน 1.2 ml 0.85% 

NaCl ท่ีผสมดว้ย 0.08% NP-40 จนละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที

บนนํ้าแขง็ 

1.2  นาํไปป่ันท่ีความเร็ว 350 xg ที 4°C เป็นเวลา 40 นาที เพื่อตกตะกอนเศษเน้ือเยือ่ของ

หนอนพยาธิ 

1.3 นาํส่วนใสมาป่ันตกตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia ท่ีความเร็ว 16,000 xg ที 4°C เป็น

เวลา 20 นาที  

1.4  นาํตะกอนแบคทีเรีย Wolbachia มาป่ันลา้งอีก 3 คร้ัง ดว้ย 1.2 ml 0.85% NaCl ท่ีผสม

ดว้ย 0.08% NP-40 ท่ีความเร็ว 16,000 xg ที 4°C เป็นเวลา 20 นาที 

1.5 เตรียม crude Wolbachia antigen โดยวธีิ sonication  

1.6 ตรวจสอบโปรตีนท่ีสกดัไดโ้ดย SDS-PAGE analysis 

 

2. การเตรียม recombinant antigens ของแบคทเีรียโวลบาเชีย  

35นาํโคลนของยนีท่ีสนใจซ่ึงอยูใ่น pET100/D-TOPO expression vector มา transform 

ใส่ใน E. coli BL21 แลว้กระตุน้ใหส้ร้างโปรตีนดว้ย IPTG จากนั้นสกดัแยก inclusion 

bodies โดยวธีิ sonication แลว้ทาํ protein purification โดยใช ้Ni-NTA spin column 

(QIAGEN) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี  

2.1   เพิม่จํานวน clone ทีม่ียนี wsp-pET 100 ใน BL21  

2.1.1 นาํ clone wsp-pET 100 in BL21 ท่ีมี ยนี WSP มา inoculate ใน LB broth ท่ีมี 

ampicillin 50 µg/ml  และ chloramphenicol 35 µg/ml  

วธีิดาํเนินการวจิัย 
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2.1.2  บ่มเช้ือใน incubator ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 rpm ท่ี 37°C เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

2.1.3 ถ่ายเช้ือ clone pRset/BL21 ท่ีมี ยนี wsp ลง LB broth   ท่ีมี ampicillin 50 

µg/ml  และ chloramphenicol 35 µg/ml   

2.1.4 บ่มเช้ือใน incubator ท่ีเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 rpm ท่ี 37°C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

2.1.5  นาํเช้ือไปวดั OD600 ใหไ้ดค้่าอยูใ่นช่วง 0.35-0.40 

2.1.6 กระตุน้การแสดงออกของโปรตีน WSP ดว้ย 1 mM IPTG แลว้บ่ม ใน 

shaking incubator เขยา่ดว้ยความเร็ว 180 rpm ท่ี 37°C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 

2.1.7  เก็บเซลลโ์ดยป่ัน 10,000 xg  ท่ี 4°C เป็นเวลา 10 นาที  

2.2  สกดัแยกโปรตีน WSP โดย sonication 

2.2.1  นาํตะกอนของเซลลท่ี์เก็บไดม้าลา้ง 3 คร้ัง ดว้ย washing buffer ปริมาตร 100 ml 

2.2.2  ป่ันเซลล ์12,000 rpm ท่ี 4 0C เป็นเวลา 15 นาที  

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

2.2.4  นาํตะกอนเซลลม์าละลายใน 1x PBS pH 7.4 ปริมาตร 20 ml 

2.2.5  ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยการ sonicate ดว้ย เคร่ือง sonicator จากนั้นป่ันเซลล ์

12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที  ท่ี 4 0C  

2.2.6 แยกเก็บส่วนต่าง ไดแ้ก่ ส่วน supernate และส่วน cell pellet ไวท่ี้ -80 0C 

จนกวา่จะใชเ้พื่อตรวจหาโปรตีน WSP ต่อไป 

2.3  ตรวจหาโปรตีน WSP  

2.3.1  เตรียม 12% acylamide gel จาํนวน 2 gelsสาํหรับ run SDS-PAGE 

2.3.2  นาํโปรตีนทั้งหมด (crude antigen), ส่วน supernate (ส่วน soluble โปรตีน) 

และส่วนตะกอน (ส่วน insoluble โปรตีนผสมกบั loading dry ใหเ้ขา้กนั แลว้

นาํไปตม้ท่ี 95 ºC เป็นเวลา 5 นาที  

2.3.3  run SDS-PAGE โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 120 volt เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

2.3.4  นาํ gel ไปยอ้ม Coomassie brilliant blue R-250 เป็นเวลา 15 นาที แลว้ 

destain ดว้ย destain solution เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

2.3.5  นาํ gel ท่ี 2 ไป ทาํ western blot โดยวธีิดงัน้ี 

2.3.5.1  นาํ gel, nitrocellurose membrane, และfilter paper แช่ลงใน 

blotting buffer  
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2.3.5.2  transfer ตวัอยา่งโปรตีนใน gel ลงบน nitrocellurose membrane  

โดยเคร่ือง semi-dry transfer  ท่ีกระแสไฟฟ้า 15 โวลต ์เป็นเวลา  

30 นาที 

2.3.5.3  นาํแผน่ membrane ท่ี transfer แลว้ แช่ใน 3 % blocking solution 

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

2.3.5.4  นาํไป incubate บน shaker, ท่ีอุณหภูมิห้อง เวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น 

เท 10% blocking solution ออก 

2.3.5.5  ลา้ง membrane ดว้ย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เวลา 15 นาที (ทาํ 3 รอบ)  

2.3.5.6  นาํ membrane มาแช่ใน primary antibody (Anti His+ 5% blocking 

solution, dilute 1:3,000) แลว้นาํไป incubate บน shaker, ท่ี

อุณหภูมิห้อง เวลา 1 ชัว่โมง 

2.3.5.7  ลา้ง membrane ดว้ย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เวลา 15 นาที (ทาํ 3 รอบ)  

2.3.5.8  นาํ membrane มาแช่ใน secondary antibody (goat anti-mouse 

conjugate horseradish peroxidase + 5% blocking solution, dilute 

1:3,000) แลว้นาํไป incubate บน shaker, ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เวลา 1 

ชัว่โมง 

2.3.5.9  ลา้ง membrane ดว้ย 1X TBS + 0.1%Tween 20 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

เวลา 15 นาที (ทาํ 3 รอบ)  

2.3.5.10 นาํ membrane มาแช่ใน DAP substrate 

2.3.5.11 เม่ือ membrane เกิดสีแลว้ใหแ้ช่ membrane ในนํ้ ากลัน่เพื่อหยดุ

ปฏิกิริยา 

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

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

1 ชัว่โมงจากนั้นจากนั้นป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ี 4 0C  

2.4.2  นาํสารละลาย มาสกดัโปรตีน ผา่น 35Ni-NTA spin column (QIAGEN) 600 µl 

2.4.3  ลา้งคอลมัน์ 2 คร้ังดว้ย washing buffer 500 µl 

2.4.4  Elution 200 μl ดว้ย elution buffer  

2.4.5  นาํโปรตีนท่ีไดม้า refold โดยวธีิ dialysis 
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3. การเตรียม polyclonal antibodies ต่อ recombinant antigens 

3.1  Polyclonal  anti-Wolbachia antibodies  

35นํา Wolbachia crude antigen 500 ug ใน 500 ul PBS ผสมกับ 500 ul ของ complete 

Freund’s adjuvant ให้เขา้กนัจนเป็น emulsion แลว้ฉีดกระตุน้การสร้างแอนติบอดีใน

กระต่าย กระตุ้นซํ้ าด้วย Wolbachia crude antigen 250 ug ใน 500 ul PBS ผสมกับ 

500 ul ของ incomplete Freund’s adjuvant ท่ีวนัท่ี 21, 42 และ 63 หลงัการกระตุน้คร้ัง

แรก เจาะเก็บซีรัมจากกระต่าย  ตรวจวดั antibody titers ดว้ยวิธี  indirect ELISA  และ

ทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนดว้ยวิธี dot blot และจากนั้นจึงทาํการ

แยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification ) โดยใช้ protein G magnetic beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rWSP antibodies  

35นํา rWSP 500 ug ใน 500 ul PBS ผสมกับ 500 ul ของ complete Freund’s adjuvant 

ให้เขา้กนัจนเป็น emulsion แลว้ฉีดกระตุน้การสร้างแอนติบอดีในกระต่าย กระตุน้ซํ้ า

ด้ ว ย  rWSP 250 ug ใ น  500 ul PBS ผ ส ม กั บ  500 ul ข อ ง  incomplete Freund’s 

adjuvant ท่ีวนัท่ี 21, 42 และ 63 หลังการกระตุน้คร้ังแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระต่าย  

ตรวจวดั antibody titers ด้วยวิธี   indirect ELISA  และทดสอบความจําเพาะของ

แอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนด้วยวิธี dot blot และจากนั้นจึงทาํการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 

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

Beads)  

3.2  Polyclonal  anti-rPAL antibodies  

ทาํการคัดเลือก antigenic peptides ซ่ึงเป็น antibody epitopes โดยนําลําดับอะมิโน

ข อ ง โ ป ร ตี น  PAL ข อ ง  B.malayi 3 5Wolbachia (GenBank Accession Number 

AAW70743)  มาทํา antigenic plot  ได้ antibody epitopes 3 สาย ได้แก่  บริเวณ  N-

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

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

(DSKNSKYEKEHA)  นําส าย  peptide ท่ี สั ง เค ราะ ห์ ได้  ติ ดด้วย  4 4keyhole limpet 

hemocyanin (KLH) 35 ฉีดกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีในกระต่าย กระตุ้นซํ้ าด้วย 

peptides ผส ม กับ  incomplete Freund’s adjuvant ท่ี ว ัน ท่ี  21, 42 แล ะ 63 ห ลังการ

กระตุน้คร้ังแรก เจาะเก็บซีรัมจากกระต่าย  ตรวจวดั antibody titers ดว้ยวิธี  indirect 
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ELISA  และทดสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนด้วยวิธี dot blot และ

จากนั้นจึงทาํการแยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification ) โดยใช้ protein G 

magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)  

4. การเตรียมชุด lateral flow strip 

สังเคราะห์อนุภาคทองคาํระดบันาโน35 แลว้35ติดอนุภาคทองคาํระดบันาโนเมตรบน

แอนติบอดี35  และ35เตรียมและประกอบชุด Lateral flow strip แลว้35ทดสอบชุด Lateral 

flow strip โดยใชแ้อนติเจนของพยาธิโรคเทา้ชา้ง พยาธิอ่ืนๆ และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

5. การสํารวจและจัดจําแนกกลุ่มประชากร 

ผูเ้ขา้ร่วมการวจิยัจะไดรั้บการเจาะเลือดจากปลายน้ิวประมาณ 60 ไมโครลิตร หยดลง

บนแผน่สไลดเ์พื่อตรวจหาไมโครฟิลาเรียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์โดยผูต้รวจ 2 คน 

เพื่อรวบรวมผูต้รวจพบพยาธิโรคเทา้ชา้ง 45 ราย โดยคาํนวณจากโดยใชสู้ตรในการ

คาํนวนขนาดของประชากรตวัอยา่ง (sample size) สาํหรับการศึกษา diagnostic test 

ดงัน้ี 

n  = Zα2(PQ)/d2 

Zα  =   1.96 (ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%)  

P =   Proportion of positive event คิดเป็น 3% = 0.03 

Q =   1-P = 0.90 

D =   acceptable error  กาํหนดใหค้วามคลาดเคล่ือนท่ียอมรับไดไ้ม่เกิน 5% = 0.05 

 

6. การเกบ็ตัวอย่างเลือด 

เก็บเลือดจากเส้นเลือดดาํบริเวณขอ้พบัแขน ประมาณ 5 มิลลิลิตร ใน 

Ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA) เป็นสารป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด และทาํ

ป่ันแยกเลือดเก็บ plasma 

7. การตรวจหาไมโครฟิลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

นาํเลือดประมาณ 60 µl มาทาํฟิลม์เลือดหนา (Thick blood film) และฟิลม์เลือดบาง 

(Thin blood film) อยา่งละ 2 สไลด ์ทิ้งไวใ้หแ้หง้ 24 ชัว่โมง นาํมาทาํใหเ้มด็เลือดแดง

แตกดว้ยการแช่ฟิลม์เลือดในนํ้ากลัน่ 1-2 นาที ทิ้งไวใ้หแ้ห้ง แลว้จึงนาํไปยอ้มสี Giemsa 

และตรวจนบัจาํนวนไมโครฟิลารียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์(31) 
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8. การตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือด 

ตรวจหาแอนติเจนของหนอนพยาธิในกระแสเลือดโดยใชชุ้ดตรวจวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้ง 

Og4C3 ELISA (TropBio Pty Ltd, Townsville, Australia) (32) 

9. การ35ทดสอบความสามารถของชุด 35Lateral flow strip ทีไ่ด้พฒันาขึน้ในการวินิจฉัยโรค

เท้าช้าง 

35นาํตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยโรคเทา้ชา้ง ผูป่้วยโรคปรสิตอ่ืนๆ ผูป่้วยโรคแบคทีเรียอ่ืนๆ 

และคนปกติท่ีอาศอัยูใ่นแหล่งชุกชุมของโรค มาทดสอบกบัชุด 35Lateral flow strip แลว้

วเิคราะห์ค่าความไวและความจาํเพาะในการวนิิจฉยัโรคเทา้ชา้งเปรียบเทียบกบัการ

ตรวจวนิิจฉยัโดยการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทา้ชา้งโดยวธีิ 35Og4C3 ELISA 

 

 สถานทีท่าํการทดลองและเก็บข้อมูล   

- หน่วยปฏิบติัการวจิยัโรคเทา้ชา้งและโรคเขตร้อน ศูนยว์จิยั (CHULA-MRC)         

คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

- ภาควชิาปรสิตวทิยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

- พื้นท่ีภาคสนาม: จงัหวดั กาญจนบุรี และสมุทรสาคา 
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 35 1. 35การเตรียม 35crude Wolbachia antigen 

แบคที เรียโวลบาเชียถูกสกัดแยกออกจากหนอนพ ยาธิหัวใจสุนัข  ด้วยวิธี ป่ันลําดับขั้ น 

(Fractionated centrifugation) โดยใช้ 0.85% NaCl ผสมด้วย Nonidet P-40 (NP-40) ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 

เป็นสารบฟัเฟอร์    ความบริสุทธ์ิของโปรตีนแบคทีเรียโวลบาเชียท่ีสกดัแยกได ้(Wolbachia crude antigen) 

ถูกวิเคราะห์โดยวิธี  SDS-PAGE  ซ่ึงจากผลการศึกษาจะเห็นว่าผูวิ้จยัสามารถแยกแบคทีเรียโวลบาเชียจาก

หนอนพยาธิหัวใจสุนขัไดด้ว้ยความบริสุทธ์ิสูง โดยความเขม้ขน้ของ NP-40 ท่ีเพ่ิมข้ึนสามารถเพ่ิมปริมาณ

แบคทีเรียโวลาเชียท่ีแยกไดเ้พ่ิมข้ึน และสามารถลดการปนเป้ือนจากหนอนพยาธิซ่ึงเป็นโฮสตไ์ด ้  โดยสาร

บฟัเฟอร์ท่ีใหค้วามเขม้ขน้ของโปรตีนของแบคทีเรียโวลบาเชียมากท่ีสุดแต่มีการปนเป้ือนจากโปรตีนของ

หนอนพยาธินอ้ยท่ีสุดคือ 0.85% NaCl + 0.08% NP-40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่5  Wolbachia crude antigen ท่ีสกดัแยกไดจ้ากหนอนพยาธิหวัใจสุนขั 

ผลการวจิัย 

  M         Wolbachia 
kDa 

 
80 – 

 

50 - 
 
 

30 – 
 

25 - 
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2. ผลติ recombinant antigens ของแบคทเีรีย35โวลบาเชีย 

  2.1 การผลติโปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP)  

Recombinant wsp clone ท่ีไดรั้บการยืนยนัความถูกตอ้งของลาํดบันิวคลีโอไทด์

แลว้ ไดถู้กนาํมาทาํการทดสอบเพื่อหาเวลาและสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการสร้างโปรตีน 

WSP โดยทําการเล้ียง E. coli  ท่ี มี wsp gene  ในอาหารเล้ียงเช้ือ แล้วเหน่ียวนําให้สร้าง

โปรตีนดว้ย IPTG แล้วทาํการสกดัโปรตีนจากเซลล์ท่ีเวลาต่างๆ เก็บส่วนนํ้ าใส และส่วน

ตะกอน พบว่ามีการสร้างโปรตีน rWSP อยูใ่นรูป inclusion bodies (รูปท่ี 6) และมีการสร้าง

โปรตีนในปริมาณมากท่ีสุดแต่มีโปรตีนของแบคทีเรียปนเป้ือนน้อยท่ีสุดท่ี 4 ชั่วโมงหลงั

การเหน่ียวนาํ  เม่ือได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างโปรตีนแล้ว ได้ทาํการสร้างโปรตีน

จํานวนมากและแยกให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี  affinity chromatography โดยใช้ Ni-NTA resin 

สามารถแยกโปรตีน WSP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ ของ E. coli ได ้(รูปท่ี 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่6    การผลิตโปรตีน WSP  โดยการกระตุน้ดว้ย 1 mM IPTG ท่ี 370C เป็นเวลา 4  ชัว่โมง   

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

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

  

 

80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M      U      IP     S 

A B 

27.6 kDa 

M     U     IP     S 

80kDa - 

50kDa - 

30kDa - 

25kDa - 
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รูปที ่7     โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) ท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิ 

ดว้ยวธีิ affinity chromatography โดยใช ้Ni-NTA resin นาํมาแยกโดย  

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

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

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

 

M         E1           E2             E3 

80 kDa 

50 kDa 

30 kDa 

25 kDa 

27.6 kDa 
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 2.2 การผลติโปรตีน peptidoclycan associated lipoprotein (PAL)  

การผลิตโปรตีน PAL ทาํเช่นเดียวกบัการผลิตโปรตีน WSP ดงัวิธีท่ีกล่าวขา้งตน้  โดยสรุป

คือ Recombinant pal clone ท่ีได้รับการยืนยนัความถูกต้องของลาํดบันิวคลีโอไทด์แล้ว ได้ถูกนํา

เหน่ียวนาํ (induction) ให้สร้างโปรตีนดว้ย IPTG แลว้ทาํการสกดัโปรตีนจากเซลล์ โดยเก็บส่วนนํ้ า

ใส (supernatant) และส่วนตะกอน (pellet) เม่ือตรวจโปรตีนในส่วนต่างๆ ดว้ยวิธี SDS-PAGE ซ่ึงมี

การสร้างโปรตีน PAL อยูใ่นรูป inclusion bodies (รูปท่ี 8) และมีการผลิตโปรตีนในปริมาณมากท่ีสุด

ท่ี 4 ชั่วโมงหลงัการเหน่ียวนํา  แลว้ได้ทาํการสร้างโปรตีนจาํนวนมากและแยกให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี 

affinity chromatography โดยใช้ Ni-NTA column ทาํให้สามารถแยกโปรตีน PAL ออกจากโปรตีน

อ่ืนๆ ของ E. coli ได ้(รูปท่ี 9) 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่8    การผลิตโปรตีน PAL  โดยการกระตุน้ดว้ย 1 mM IPTG ท่ี 370C เป็นเวลา 4  ชัว่โมง   

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

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

A B 

80kDa 
50kDa 

30kDa 

25kDa 

M    U     IP      S 

25kDa 

30kDa 

50kDa 

80kDa 

M    U    IP      S 

19.9 kDa 
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รูปที ่9     โปรตีน Peptidoglycan associated lioprotein (PAL) ท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิ 

ดว้ยวธีิ affinity chromatography โดยใช ้Ni-NTA resin นาํมาแยกโดย  

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

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

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

 

     M          C           FT          E          rPAL kDa 

kDa  M         C        FT         E       rPAL 

A 

B 

rPAL 
19.9 kDa 

rPAL 
19.9 kDa 



 34 

80kDa 

50kDa 

30kDa 

25kDa 

M                  rWSP                rPAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่10  โปรตีน Wolbachia Surface Protein (WSP) และโปรตีน peptidoglycan 

associated lipoprotein (PAL) ท่ีแยกใหบ้ริสุทธ์ิ ดว้ยวธีิ affinity chromatography 

โดยใช ้Ni-NTA resin นาํมาแยกโดย SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie Blue 

staining (A) และ Western blot analysis by anti-His-HRP (B) พบโปรตีน WSP  

ท่ี 27.6 kDa และ โปรตีน PAL ขนาด 19.9 kDa; M: Molecular weight marker  

 

27.6 kDa 

19.9 kDa 
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 3.  เกบ็ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วยโรคเท้าช้าง ผู้ป่วยโรคปรสิตอ่ืนๆ รวมทั้งคนปกติทีอ่าศัยอยู่ใน

แหล่งชุกชุมของโรคเท้าช้าง   

   

  ได้ทําการสํารวจโรคเท้าช้างในแรงงานชาวพม่าโดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืนใน

หมู่บา้นคลองซ่ือ จงัหวดัสมุทรสาคร สามารถรวบรวมอาสาสมคัรไดจ้าํนวนทั้งส้ิน 40 คน เป็นเพศ

ชาย 18 คน เพศหญิง 22 คน อายุระหว่าง 17-52 ปี  และสํารวจโรคเทา้ช้างในชาวไทยกะเหร่ียง ใน

อาํเภอสังขละบุรี จงัหวดักาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน สามารถรวบรวมอาสาสมคัร

ไดจ้าํนวนทั้งส้ิน 51 คน เป็นเพศชาย 21 คน เพศหญิง 30 คน อายุระหว่าง 18-65 ปีและในชาวไทย

มอญในหมู่บ้านมอญ ในอาํเภอสังขละบุรี จงัหวดักาญจนบุรี โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคืน 

สามารถรวบรวมอาสาสมคัรไดจ้าํนวนทั้งส้ิน 51 คนเป็นเพศชาย 23 คน เพศหญิง 28 คน อายุระหวา่ง 

16-62 ปี (ตารางท่ี 1) และไดท้าํการตรวจวินิจฉยัโรคเทา้ชา้งจากการทาํฟิลม์เลือดหนา และฟิล์มเลือด

บางเพื่อตรวจหาไมโครฟิลาเรียในเลือดและตรวจวินิจฉยัโดยการตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของโรค

เทา้ชา้งโดยชุดตรวจวินิจฉยั Og4C3 ELISA อยา่งไรก็ตาม ไม่พบผูติ้ดเช้ือโรคเทา้ชา้งจากการวินิจฉยั

ทั้ง 3 วธีิ ในอาสาสมคัรทั้ง 142 คน (ตารางท่ี 1) 

 

 

 

 

    ตารางที ่1     อตัราความชุกของโรคเท้าช้างโดยการตรวจหาแอนตเิจนทีจ่าํเพาะต่อพยาธิ 

โรคเท้าช้าง จาํแนกตามพืน้ทีท่ีสํ่ารวจ 

 

 

พื้นที ่ ประชากรทีสํ่ารวจ (ราย) จาํนวนผู้ป่วยโรคเท้าช้าง 

 (ราย) จงัหวดั หมู่บ้าน ชาย หญิง รวม ช่วงอายุ 

สมุทรสาคร คลองซ่ือ 18 22 40 17-52 ปี 0 

กาญจนบุรี 

หมู่บา้น

กะเหร่ียง 

อ.สงัขละบุรี 

21 30 51 18-65 ปี 0 

หมู่บา้นมอญ 

อ.สงัขละบุรี 
23 28 51 16-62 ปี 0 

รวม 62 80 142 16-65 ปี 0 
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จึงไดท้าํการรวบรวมตวัอยา่งเลือดผูป่้วยโรคเทา้ชา้งจากการศึกษาก่อนหนา้น้ี จากการสาํรวจ

โรคเทา้ชา้งในประชากรจาํนวน 7,898 ราย ท่ีอาศยัอยูใ่น 6 อาํเภอซ่ึงเป็นแหล่งชุกชุมของโรคเทา้ชา้ง     

ไดแ้ก่   อาํเภอแม่สอด   พบพระ   ท่าสองยาง แม่ระมาด   อุม้ผาง ในจงัหวดัตาก และอาํเภอสังขละบุรี

ใน จังห วัดกาญ จนบุ รี  โดยการตรวจห าแอน ติ เจน ท่ี จําเพ าะต่อพ ยาธิโรคเท้าช้ าง  โดยวิ ธี 

immunochromatographic test (ICT)  พบผูติ้ดพยาธิโรคเทา้ชา้งจาํนวน 49 ราย คิดเป็นอตัราความชุก

ของโรคเทา้ชา้งร้อยละ 0.62 (ตารางท่ี 2)     มีอายเุฉล่ีย 32.6 + 17.0  ปี (อายุระหวา่ง 4-80 ปี) (ตารางท่ี 

3)  โดยเป็นเพศชาย 36 ราย (73.5%) อายุเฉล่ีย 32.22+17.47 ปี (4-80 ปี) เพศหญิง 13 ราย (26.5%) 

อายุเฉล่ีย 33.54+16.28 ปี (13-60 ปี)  และพบผูป่้วยท่ีมีพยาธิสภาพจาํนวน 4 ราย  คิดเป็นอตัราร้อยละ 

0.05 (ตารางท่ี 4)   อายุเฉล่ีย 57.50+15.55 (อายุระหว่าง 45-80 ปี) เป็นเพศชาย 3 ราย (75%) และเพศ

หญิง 1 ราย (25%)  โดยเป็นผูมี้ขาโต 3 ราย และอณัฑะโต 1 ราย  รวมตวัอยา่งสาํหรับการศึกษาคร้ังน้ี

จาํนวน 195 ราย แบ่งเป็น ผูป่้วยโรคเทา้ช้างจาํนวน 53 ราย และผูไ้ม่ติดโรคเทา้ชา้งจาํนวน 142 ราย  

(ตารางท่ี 5)  ทั้งน้ีอยูใ่นระหวา่งรวบรวมตวัอยา่งผูป่้วยโรคปรสิตอ่ืนๆ  

 

 

ตารางที ่2     อตัราความชุกของโรคเท้าช้างโดยการตรวจหาแอนติเจนทีจํ่าเพาะต่อพยาธิ 

โรคเท้าช้าง จําแนกตามอาํเภอทีสํ่ารวจ 
 

 

พื้นที ่ ประชากรที่

สํารวจ (ราย) 

จาํนวนคนทีต่รวจ 

พบแอนตเิจน 

(ราย) 

อตัราความชุก (%) 

จาํนวนผู้ป่วยทีม่ ี

พยาธิสภาพ 

(ราย)(%) จงัหวดั อาํเภอ 

ตาก 

แม่สอด 2,693 29 1.08 2 (0.07) 

ท่าสองยาง 1,984 11 0.55 0 

พบพระ 1,621 0 0 0 

อุม้ผาง 1,133 2 0.18 1 (0.09) 

แม่ระมาด 217 0 0 0 

กาญจนบุรี สงัขละบุรี 250 7 2.80 1 (0.4) 

รวม 7,898 49 0.62 4 (0.05) 
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ตารางที ่3    ข้อมูลพื้นฐาน ของผู้ป่วยทีต่รวจพบแอนติเจนทีจํ่าเพาะต่อพยาธิโรคเท้าช้าง  
 

พื้นที ่
จาํนวนคน 

ทีต่รวจพบ 

แอนตเิจน 

(ราย) 

เพศ 

อายุเฉลีย่ + SD 

(ช่วงอายุ) จงัหวดั อาํเภอ ชาย (%) หญิง (%) 

ตาก 

แม่สอด 29 22 (75.9) 
7 

(24.1) 

24.5 + 13.89  

(4-55) 

ท่าสองยาง 11 
7 

(63.6) 

4 

(36.4) 

43.0 + 12.53  

(22-60) 

อุม้ผาง 2 
2 

(100) 
0 

40.5 + 17.68  

(28-53) 

กาญจนบุรี สงัขละบุรี 7 
5 

(71.4) 

2 

(28.6) 

47.3 + 17.69 

(28-80) 

รวม 49 
36 

(73.5) 

13 

(26.5) 

32.6 + 17.0  

(4-80) 

 

 

ตารางที ่4  ข้อมูลพื้นฐาน ของผู้ป่วยโรคเท้าช้าง ทีต่รวจพบพยาธิสภาพ 
 

 

 

 

จงัหวดั 
จาํนวนผู้ป่วยทีม่ ี

พยาธิสภาพ (ราย) 

เพศ อายุเฉลีย่ + SD 

(ช่วงอายุ) 

พยาธิสภาพ 

ทีต่รวจพบ ชาย (%) หญิง (%) 

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

กาญจนบุรี 1 1 (100) 0 80 อณัฑะโต 

รวม 4 3 (75) 1 (25) 57.5 + 15.55 (45-80)  
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ตารางที ่5    การจัดแบ่งกลุ่มตัวอย่างจากการตรวจวนิิจฉัยโรคเท้าช้าง  

 

 

การเกดิ 

พยาธิสภาพ 

การตรวจ

แอนตเิจน 

การตรวจหา 

ไมโครฟิลาเรีย 

จาํนวน 

ไมโครฟิลาเรีย 

(ตวั/เลือด 1 มล.) 

จาํนวน 

(ราย) 

เพศ 
อายุเฉลีย่ + SD 

(ช่วงอายุ) ชาย (%) หญิง  (%) 

ไม่มี 

พยาธิสภาพ 

Ag +ve 

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

(10-55 ปี) 

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

(4-60 ปี) 

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

(16-65 ปี) 

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

(45-80 ปี) 

รวม 195 101 (69.6) 94 (30.4) 
37.51 + 14.48 

(4-80 ปี) 
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 4.  การ35เตรียม polyclonal antibodies ทีจํ่าเพาะต่อ rWSP และ rPAL   

4.1  Polyclonal anti-rWSP antibodies  

35ภายหลงัเจาะเก็บซีรัมจากกระต่าย  ตรวจวดั antibody titers ของแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึน

ดว้ยวธีิ indirect ELISA  พบการสร้าง anti-rWSP antibodies ในปริมาณสูง ตั้งแต่วนัท่ี 

21 หลงัการฉีดกระตุน้คร้ังแรก และสูงท่ีสุดในวนัท่ี 63  (รูปท่ี 11) จึงไดน้าํซีรัมจาก

กระต่ายในวนัท่ี 63 มาทาํการแลว้แยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification) โดย

ใช้  protein G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads) แ ล ะ นํ าม าต รวจห า 

antibody โดย SDS-PAGE พบวา่ภายหลงั purification สามารถตรวจพบ heavy chain 

ของแอนติบอดีได ้และกาํจดั albumin ในซีรัมกระต่ายออกไปได ้(รูปท่ี 12) จากนั้น

ตรวจหาความจาํเพาะของ anti-rWSP antibodies โดย western blot analysis (รูปท่ี 13)  

 

 

 

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

indirect ELISA
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รูปที ่12   Antibody purification ของ polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein (WSP)  

antibodies โดยใช ้ protein G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic Beads)

นาํมาแยกโดย SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie Blue staining    

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

 

Heavy chain 

M         B            W1         W2          E  kDa 
 

170 - 
70  - 

55  - 

40  - 

 
35  - 

 

25  - 
 

 

 

15  - 
 
 

 

Serum albumin 
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รูปที ่13   การทดสอบความจาํเพาะของ polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein (WSP)  

antibodies โดยวธีิ Western blot analysis โดยนาํโปรตีน Wolbachia crude 

antigen และ rWSP มาทาํ SDS-PAGE และ Western Blot analysis โดยใช ้

polyclonal anti-Wolbachia Surface Protein (WSP) ท่ีไดแ้ยกบริสุทธ์ิจากซีรัมของ

กระต่าย 
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4.2  Polyclonal anti-rPAL antibodies  

35ภายหลังเจาะเก็บซีรัมจากกระต่ายท่ีฉีดกระตุ้นด้วย antibody peptide แล้วนํามา 

ตรวจวดั antibody titers ของแอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนด้วยวิธี indirect ELISA  พบการ

สร้าง anti-rPAL antibodies ในปริมาณสูง ตั้งแต่วนัท่ี 21 หลงัการฉีดกระตุน้คร้ังแรก 

และสูงท่ีสุดในวนัท่ี 63  (รูปท่ี 14) จึงไดน้าํซีรัมจากกระต่ายในวนัท่ี 63 มาทาํการแลว้

แยกแอนติบอดีบริสุทธ์ิ (antibody purification) โดยใช้ protein G magnetic beads 

(Dynabeads® Magnetic Beads) และนาํมาตรวจหา antibody โดย SDS-PAGE พบว่า

ภายหลัง purification สามารถตรวจพบ heavy chain ของแอนติบอดีได้ และกาํจดั 

albumin ในซีรัมกระต่ายออกไปได ้(รูปท่ี 15)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่14   Antibody titers ของ anti-peptidoglycan associated liporotein (PAL)  antibodies 

โดยใช ้indirect ELISA
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รูปที ่15   Antibody purification ของ polyclonal anti-peptidoglycan associated liporotein 

(PAL)  antibodies โดยใช ้ protein G magnetic beads (Dynabeads® Magnetic 

Beads) นาํมาแยกโดย SDS-PAGE แลว้ยอ้มดว้ย Coomassie Blue staining    

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

Heavy chain 

M        B           W1        W2        E  
kDa 

170 - 
70  - 

55  - 
40  - 

35  - 
 

25  - 
 
 

15  - 
 
 
 
 

10  - 
 

Serum albumin 
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โรคเท้าช้างเป็นโรคท่ีองค์การอนามยัโลกได้กาํหนดให้เป็นโรคทางปรสิตท่ีควรกาํจดัให้

หมดไปเป็นโรคแรกภายในปี พ.ศ. 2563  ทั้งน้ี โครงการกาํจดัโรคเทา้ชา้งขององคก์ารอนามยัโลกได้

กาํหนดเป้าหมายในการควบคุมโรคใหมี้อตัราความชุกของการติดเช้ือเหลืออยูร้่อยละ 1 จากการตรวจ

แอนติเจนท่ีจาํเพาะ หรือร้อยละ 0.2 เม่ือตรวจหาไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือด อยา่งไรก็ตาม ปัญหา

ท่ีสําคญัของการประเมินผลการสําเร็จของโครงการจาํเป็นตอ้งมีวิธีการวินิจฉัยท่ีมีความไวสูง เพื่อ

สามารถประเมินสถานการณ์ท่ีแทจ้ริงของโรคได ้  สําหรับประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขไดจ้ดั

ให้มีโครงการการกําจัดโรคเท้าช้างในปี  พ.ศ. 2545-2549    จากข้อจํากัดทั้ งด้านภูมิประเทศ 

ภูมิอากาศ การเขา้ถึงแหล่งชุกชุมของโรค การเขา้ออกของประชากรในแหล่งชุกชุมของโรค การมี

แรงงานต่างดา้วท่ีเป็นโรคเทา้ช้างอยูเ่ป็นจาํนวนมากและกระจายอยู่ตามแหล่งชุมชนต่างๆ ของไทย 

ตลอดจนขอ้จาํกดัของการตรวจวินิจฉยั โดยในหลายพื้นท่ีสามารถทาํไดเ้ฉพาะการตรวจหาไมโครฟิ

ลาเรีย ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีความไวตํ่าแมจ้ะมีความจาํเพาะสูง ทาํให้การประเมินสถานการณ์โรคเทา้ชา้งใน

ปัจจุบนัมีแนวโนม้วา่จะตํ่ากวา่ความเป็นจริง 

ถึงแมว้า่การตรวจพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดจะเป็นการวินิจฉยัท่ีให้ผลแน่นอน แต่มี

ผูป่้วยบางรายท่ีมีการติดเช้ือแต่ไม่สามารถตรวจพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดได ้ซ่ึงอาจเกิดจาก

การท่ีผูป่้วยติดพยาธิโรคเทา้ชา้งเพียงเพศเดียวทาํให้พยาธิไม่มีการสืบพนัธ์ุ ผูป่้วยติดเช้ือในระยะแรก

หรืออยู่ในช่วงระยะก่อนปรากฏอาการ ท่ีเรียกว่า prepatent period  ดงันั้น จึงไดมี้การพฒันาวิธีการ

ตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะต่อพยาธิโรคเท้าช้าง เพื่อให้สามารถตรวจวินิจฉัยโรคเท้าช้างได้มี

ประสิทธิภาพและรวดเร็วข้ึน โดยมีการนําโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody) ท่ี

จาํเพาะต่อพยาธิโรคเทา้ช้างแต่ละชนิดมาใช้ ปัจจุบนัมีโมโนโคลนอลแอนติบอดี 2 ชนิด ท่ีใช้กัน

แพร่หลาย ซ่ึงท่ีมีความไวและความจาํเพาะต่อการวินิจฉยัผูป่้วยโรคเทา้ช้างจาก W. bancrofti สูงคือ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด AD12.1 
 

และ Og4C3 

การตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของโรคเท้าช้าง โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด 

Og4C3 เป็นตวัเคลือบในจานหลุมทดสอบ ในรูปแบบ ELISA ให้ความไวร้อยละ 95.8-100 และให้

ความจาํเพาะถึงร้อยละ 100  สําหรับการตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะของโรคเท้าช้างโดยโมโน

โคลนอลแอนติบอดีชนิด AD12.1 ใชว้ธีิท่ีอาศยัหลกัการโครมาโตกราฟีดา้นภูมิคุม้กนัวทิยา ท่ีเรียกวา่  

immunochromatographic test  (ITC)  วิธีน้ีเหมาะสมในการตรวจภาคสนามเพราะทาํไดง่้าย สะดวก

รวดเร็ว รู้ผลการตรวจได้ภายในเวลาประมาณ  10-15 นาที และไม่ต้องอาศัยความชํานาญหรือ

เคร่ืองมือเป็นพิเศษ อีกทั้ งมีความไวและความจาํเพาะสูงถึงร้อยละ 95.7-97 และร้อยละ 99-100 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
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ตามลาํดบั  อย่างไรก็ตาม ชุดตรวจวินิจฉัยดงักล่าวสามารถตรวจวินิจฉัยไดเ้ฉพาะโรคเทา้ช้างท่ีเกิด

จาก W. bancrfoti เท่านั้น   สําหรับการตรวจหาแอนติเจนของพยาธิโรคเทา้ชา้ง B. malayi ในปัจจุบนั

ได้มีการพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิโรคเท้าช้าง B. malayi ด้วยวิธี ELISA โดยใช้โมโน

โคลนอลแอนติบอดีต่อ B. malayi ช่ือ 17E10  ใหค้วามไวในการตรวจวนิิจฉยัถึงร้อยละ 93.3  อยา่งไร

ก็ตาม ยงัคงพบปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria immitis) ได้ และไม่มีจาํหน่าย

โดยทัว่ไป  

ถึงแมว้่าจะมีการนําวิธีการวินิจฉัยซ่ึงมีความไวและความจาํเพาะสูงมาใช้ โดยเฉพาะการ

ตรวจหาแอนติเจนท่ีจาํเพาะในการวินิจฉัยโรคเทา้ชา้งจาก W. bancrofti แต่เน่ืองจากมีราคาค่อนขา้ง

สูงเม่ือตอ้งนาํเขา้จากต่างประเทศ จึงมีการใช้ประเมินสถานการณ์ในบางพื้นท่ีเท่านั้น   ปัจจุบนั การ

พฒันาวิธีการวินิจฉยัทางอณูชีววทิยา ทาํให้สามารถตรวจวินิจฉยัไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีความแม่นยาํและ

จาํเพาะสูง สามารถตรวจวินิจฉัยแยกชนิดของพยาธิฟิลาเรียรวมทั้ งพยาธิโรคเท้าช้างได้ในการ

ทดสอบคร้ังเดียว แต่จาํเป็นตอ้งอาศยัเคร่ืองมือท่ีมีราคาสูง ผูท้าํการทดสอบตอ้งไดรั้บการอบรมให้

สามารถปฏิบติังานได้ถูกต้องและเข้าใจหลักการแปลผล ตลอดจนมีการควบคุมคุณภาพของการ

ทดสอบ ดงันั้น การพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทา้ชา้งซ่ึงให้ความไวและความจาํเพาะสูงท่ีสามารถ

ใชไ้ดใ้นภาคสนามและมีราคาถูก และสามารถผลิตไดเ้องภายในประเทศจะมีประโยชน์อยา่งยิ่งเพื่อ

ประเมินสถานการณ์ท่ีแทจ้ริงของโรค และทาํให้สามารถวางแผนการควบคุมและกาํจดัโรคไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพ 

จากการทบทวนวรรณกรรมตลอดจนคน้หาจากฐานขอ้มูลของแบคทีเรียโวลบาเชียไดพ้บ

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

เป็นโปรตีนหลกัของแบคทีเรียโวลบาเชียท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดพยาธิสภาพของโรคเทา้ชา้ง  จึงไดท้าํ

การโคลนและสร้างโปรตีนบริสุทธ์ิในห้องปฏิบติัการ เพื่อนาํมาผลิตแอนติบอดีต่อโปรตีนดงักล่าว 

และพฒันาเป็นชุดตรวจวินิจฉัยโรคเทา้ช้างท่ีสามารถตรวจไดท้ั้งโรคเทา้ช้างจาก W. bancrofti และ 

B. malayi ซ่ึงเป็นชุดตรวจในรูปแบบ lateral flow strip สามารถตรวจวินิจฉัยได้อย่างรวดเร็ว 

สามารถใชใ้นภาคสนามได ้ 

โปรตีน WSP และ PAL ท่ีผูว้ิจยัไดท้าํการคดัเลือกมาน้ี จากการศึกษาก่อนหน้า ผูว้ิจยัไดท้าํ

การวดัระดบัแอนติบอดีชนิดต่างๆ ท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน WSP และ PAL ในกระแสเลือดของผูป่้วย

โรคเท้าช้างซ่ึงมีอาการทางคลินิกต่างๆ พบว่าแอนติบอดีชนิด IgG3 ท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน PAL มี

ระดบัสูงข้ึนอยา่งมีนยัสําคญัในผูป่้วยโรคเทา้ชา้งท่ีตรวจพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดเท่านั้น ไม่

พบการสูงข้ึนในผูป่้วยโรคเทา้ชา้งท่ีตรวจไม่พบไมโครฟิลาเรีย และไม่พบความสัมพนัธ์ของระดบั

แอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน PAL กบัการเกิดพยาธิสภาพเร้ือรังของโรคเทา้ชา้ง   ในขณะท่ีผูป่้วยท่ี
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มีการติดเช้ือปัจจุบนัมีการสูงข้ึนอย่างมีนยัสําคญัของแอนติบอดีชนิด IgG1 และ IgG3 ท่ีจาํเพาะต่อ

โปรตีน WSP   นอกจากน้ี แอนติบอดีชนิด IgG1 ท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน WSP ยงัมีระดบัสูงข้ึนอย่างมี

นยัสําคญัในกลุ่มผูป่้วยโรคเทา้ชา้งท่ีมีพยาธิสภาพ   ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการพบแอนติบอดีชนิด IgG1 ท่ี

จาํเพาะต่อพยาธิโรคเทา้ช้างสัมพนัธ์กบัการเกิดพยาธิสภาพเร้ือรังของโรคเทา้ช้าง  ซ่ึงการศึกษาน้ี

สอดคลอ้งกบัการศึกษาพบการสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน WSP มีความสัมพนัธ์กบัการท่ีสัตวติ์ดเช้ือ

พยาธิฟิลาเรียในสัตว ์ทั้งน้ี พบการสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน WSP ในแมวท่ีติดเช้ือพยาธิ D. immitis 

สําหรับการตรวจหาแอนติบอดีต่อโปรตีน WSP ในคน พบว่าสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค โดยในผูป่้วย

โรค pulmonary dirofilariasis จากการติดเช้ือพยาธิ D. immitis จะมีระดบัของแอนติบอดีต่อ WSP สูง

กวา่คนปกติในพื้นท่ีเดียวกนั    นอกจากน้ี การสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน WSP ยงัมีความสัมพนัธ์ต่อ

การเกิดพยาธิสภาพของโรคเทา้ชา้ง โดยพบการสร้างแอนติบอดีต่อโปรตีน WSP สัมพนัธ์กบัการเกิด

ภาวะระบบนํ้ าเหลืองอกัเสบในลิงท่ีติดพยาธิโรคคเทา้ช้าง B. malayiและในผูป่้วยโรคเทา้ช้างจาก

พยาธิ W. bancrofti  ดงันั้นโปรตีน WSP และ PAL จึงน่าจะเป็นโปรตีนท่ีมีความเป็นแอนติเจนสูง 

สามารถนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการพฒันาชุดตรวจวนิิจฉยัไดเ้ป็นอยา่งดี 
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