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 โรคเท้าช้างบรูเกีย เป็นโรคติดต่อน าโดยยุงเกิดจากเชือ้พยาธิฟิลาเรียชนิด Brugia malayi  และ

ยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งจังหวัดนราธิวาสยังคงเนินโครงการ

ก าจัดโรคเท้าช้าง (The national program to eliminate lymphatic filariasis) ในช่วงระหว่างปี 2545-

2554  โดยใช้มาตรการก าจัดโรคได้แก่การรักษากลุ่ม (mass drug administration) ด้วยยาไดเอทธิลคาร์

บามาซีนร่วมกับอัลเบนดาโซล โดยการจา่ยยาร่วมปีละหนึ่งครั้งให้แก่ประชาชนที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่แพร่

โรคที่มอีายุตั้งแต่ 2 ปีขึ้นไป และด าเนินการเฝ้าระวังหลังการหยุดการรักษากลุ่ม (post MDA 

surveillance) ในช่วงระหว่างปี 2555-2559 การศกึษานีด้ าเนนิการขึน้เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจหาและ

ศกึษาปรากฏการดื้อยาของพยาธิฟิลาเรียในคน แมว และยุงพาหะด้วยวิธี Allele-specific nested 

multiplex PCR เพื่อใช้ในการวินิจฉัยและติดตามการดือ้ยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของเชื้อฟิลาเรียชนิด B. 

malayi ในพืน้ที่ระบาดของโรคเท้าช้าง และใช้ในการประเมินความส าเร็จของโครงการให้ยากลุ่มใน

ประชากรที่อาศัยในพืน้ที่เสี่ยงต่อโรค โดยท าการส ารวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ใน

คนและแมวในพืน้ที่แพร่โรคจ านวน 4 หมูบ่้านของอ าเภอตากใบซึ่งมีความครอบคลุมของการจา่ยยา
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รักษากลุ่มน้อยกว่าร้อยละ 90 และท าการส ารวจหาตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรียในยุงเสือ Mansonia spp. ใน

พืน้ที่เดียวกัน โดยการตดิเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi ทั้งในคน แมว และยุง สามารถจ าแนกได้โดยวิธี 

rDNA locus-specific PCR ส าหรับตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ B. malayi สามารถน าไปตรวจหายีน β-

tubulin gene isotype 1 เพื่อหาอัลลีลที่มีความจ าเพาะต่อความไวของยากลุ่มเบนซิมดิาโซล ด้วยวิธี 

Allele-specific multiplex nested PCR  ผลการศกึษาในคน ไม่พบการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในผู้ติดเชื้อ

รายใหม ่ แตพ่บผูป้่วยติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีรายเก่าจ านวน 4 ราย การส ารวจหาการตดิเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีในแมว พบอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. pahangi  ร้อยละ 2.6 และอัตราการติดเชื้อไม

โครฟิลาเรยีชนดิ D. immitis ร้อยละ 9.2 และเชื้อฟิลาเรียชนดิ B. malayi ที่พบในผู้ป่วยทั้ง 4 ราย ยังคง

มียีน β-tubulin gene isotype 1 ซึ่งแสดงลักษณะอัลลีลที่เกี่ยวข้องกับความไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล 

(homozygous benzimidazole-sensitive (SS) allele) ในขณะที่พบการกระจายของยุงเสือ Mansonia 

spp. ได้แก่ยุง Mansonia spp. ชนิด Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. dives, Ma. annulata และ Ma. 

Indiana ทั้งในช่วงฤดูฝนและฤดูแล้ง อย่างไรก็ตามไม่พบตัวอ่อนของเชือ้ฟิลาเรียทุกชนิดในตัวอย่างยุง

เสือที่ศกึษาดังกล่าว ผลการศกึษาชีใ้ห้เห็นว่าผู้ติดเชื้อที่ยังคงมเีชือ้ไมโครฟิลาเรียทั้งที่ได้รับยาร่วม

ดังกล่าว (persistence microfilariamia) แตอ่ย่างไรก็ตามการเกิด persistence microfilariamia ทั้ง 4 ราย

ไม่มคีวามสัมพันธ์กับการดื้อต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล นอกจากนี้การศกึษายังช้ีใหเ้ห็นถึงประสทิธิภาพ

ของยาอัลเบนดาโซล ซึ่งใชเ้ป็นยารว่มกับไดเอทธิลคารบ์ามาซีนในการก าจัดเชือ้ฟิลาเรยีชนดิ B. malayi 

ในคน ส่วนวิธี Allele-specific multiplex nested PCR สามารถประยุกต์ใชใ้นการเฝา้ระวังและติดตาม

ประเมินผลการดือ้ยาของเชื้อฟิลาเรีย (selective pressure) ในพืน้ที่แพร่โรคที่มกีารจ่ายยารักษากลุ่ม

ด้วยยาร่วมระหว่างไดเอทธิลคารบ์ามาซีนและอัลเบนดาโซล 

 

 

 

 

 

ค าหลัก : Allele-specific nested multiplex PCR  เบนซมิดิาโซล  พยาธบิรูเกีย การจา่ยยารักษากลุม่ 

ความไว/การดื้อยา 
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 Brugian filariasis, a mosquito borne disease, is caused by Brugia malayi.  In Thailand, 
the disease has been addressed as public health problem, especially in Narathiwat province 
where the National Program to Eliminate Lymphatic Filariasis (PELF) had been implemented 
during years 2002-2011.  The Thai PELF employed mass drug administration (MDA) using 
annual single-dose combination of diethylcarbamazine (DEC) and albendazole, as 
recommended for the interruption of transmission among eligible persons aged 2 years and 
over in transmission areas.  The program performed post-MDA surveillance during years 2012-
2016. The aim of this study was to develop a novel allele-specific nested multiplex PCR as 
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specific and sensitive assessment tool for detection and monitoring of B. malayi infections that 
carry the alleles responsible for bezimidazole susceptibility or resistance in infected humans, 
domestic cats and Mansonia vectors in the transmission areas.  The study areas covered 4 
villages of Takbai district, Narathiwat, with less than 90% MDA coverage. Humans and 
domestic cats were used to identify the presence of microfilarial parasites, whereas Mansonia 
mosquitoes were used in analysis of the infection with any juvenile forms. The rDNA locus-
specific PCR was used in detection and identification of B. malayi in individual samples. The 
allele-specific nested multiplex PCR was used in analysis of the infection harboring the alleles 
responsible for benzimidazole susceptibility or resistance. The results showed that there was no 
new infection occurring in the populations surveyed, but there were 4 B. malayi-infected cases 
that developed peripheral microfilaremia. All cases related the infections to the presence of the 
homozygous bezimidazole-sensitive (SS) alleles of β-tubulin gene isotype 1. Among the 
surveyed domestic cats, D. immitis and B. pahangi infection rates were 9.2% and 2.6%, 
respectively. None was infected with B. malayi.  Based on the entomological surveys, it was 
likely to show the abundance and distribution of Mansonia spp. including  Ma. bonneae, Ma. 
uniformis, Ma. dives, Ma. Annulata, and Ma. Indiana in both wet and dry seasons, None was 
found to be infected with any filarial larvae. The findings suggest that the persistent 
microfilariamia developed in the patients who receiving MDA 2-drugs did not relate the infection 
to benzimidazole resistance in B. malayi populations. It might imply the effective mass 
treatment of B. malayi in the study areas. Moreover, the novel sensitive allele-specific nested 
multiplex PCR can be used in surveillance and monitoring of the infection whether the selective 
pressure is associated with benzimidazole resistance in B. malayi in transmission areas 
targeted for the PELFs implementing MDA 2-drugs in Thailand and elsewhere. 
 
 
 
 
Keywords : Allele-specific nested multiplex PCR, Benzimidazole, Brugia malayi, Mass drug 
administration, Sensitivity/Resistance 
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ท่ีมาและความส าคญั 1 

 

บทที่ 1 

ที่มาและความส าคัญ 

 

โรคเท้าช้าง เป็นโรคติดต่อน าโดยยุงที่เกิดจากเชือ้ฟิลาเรียชนิด Brugia malayi, Brugia Trimori 

และ Wuchereria bancrofti ทั้งยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขทีส่ าคัญของประเทศไทย ซึ่งสามารถพบโรค

เท้าช้างที่มสีาเหตุมาจากเชื้อฟิลาเรียชนดิ B. malayi และ W.bancrofti ได้ในหลายพืน้ที่ ส านักโรคติดต่อ

น าโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ได้ด าเนนิโครงการก าจัดโรคเท้าช้างให้หมดไปจาก

ประเทศไทย (The National Program to Eliminate Lymphatic Filariasis หรอื PELF) โดยใช้มาตรการ

หลัก คือ การจา่ยยารักษากลุ่มดว้ยยาไดเอทธิลคารบ์ามาซีน (Diethylcarbamazine citrate หรอื DEC) 

ชนิดเม็ดรับประทาน ขนาด 6 มิลลกิรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัม ร่วมกับยาอัลเบนดาโซล (Albendazole 

หรอื ABZ) ชนิดเม็ดรับประทาน ขนาด 400 มิลลกิรัม ให้แก่ประชากรตั้งแต่อายุ 2 ปีขึ้นไป ที่อาศัยอยู่ใน

หมูบ่้านซึ่งเป็นพืน้ที่แพร่โรคหรอืเสี่ยงต่อการแพรโ่รคเท้าช้างใน 11 จังหวัด ได้แก่ แม่ฮอ่งสอน เชยีงใหม่ 

ล าพูน ตาก กาญจนบุรี ราชบุรี ระนอง สุราษฎรธ์านี กระบี่ นครศรีธรรมราช และนราธิวาส (รูปที่ 1.1) 

โดยจ่ายยารักษากลุ่มปีละครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 5 ปี ตั้งแตป่ีงบประมาณ พ.ศ. 2545-2549 และ

ด าเนนิการเฝา้ระวังต่อเนื่องระหว่างปี 2550-2554  จนกระทั่งในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554  ส านัก

โรคติดตอ่น าโดยแมลง สามารถหยุดการจา่ยยารักษากลุ่มได้ใน 10 จังหวัดที่เป็นพื้นที่เป้าหมายของการ

ด าเนนิโครงการก าจัดโรคเท้าช้างให้หมดไป ยกเว้นจังหวัดนราธิวาส และภายในปีงบประมาณ พ.ศ. 

2555 สามารถเตรยีมความพร้อมการประเมินจากผู้เช่ียวชาญองค์การอนามัยโลกเพื่อการประกาศ

ปลอดโรคเท้าช้างและหาแนวทางในการด าเนินงานโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในพืน้ที่แพร่โรคของ

จังหวัดนราธิวาส ซึ่งยังไม่สามารถหยุดการจา่ยยารักษากลุ่มได้ 

โครงการก าจัดโรคเท้าช้างในจังหวัดนราธิวาสนั้น มีส านักงานสาธารณสุขจังหวัดนราธิวาส 

เป็นหนว่ยงานหลักในการจ่ายยารักษากลุ่ม และจากผลการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างมาตั้งแตป่ี

พ.ศ. 2545 จังหวัดนราธิวาส มีพื้นที่เป้าหมายของการจา่ยยารักษากลุ่มมจี านวนทั้งหมด 87 กลุ่มบ้าน 

ซึง่เป็นพืน้ที่แพร่โรคเท้าช้างชนิด B. malayi และยังคงเป็นจังหวัดเดียวที่ยังไม่ผ่านเกณฑ์การหยุดจา่ยยา

รักษากลุ่มตามโครงการก าจัดโรคเท้าช้างได้ โดยพบว่า มีอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยี (Microfilarial 

positive rate หรอื MPR) ในระหว่างปีพ.ศ. 2550-2554 ซึ่งผูต้ิดเชื้อไมโครฟิลาเรียนัน้ เป็นผู้ป่วยราย

เก่าและรายใหม ่ 
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 สถานการณโ์รค

เท้าช้างในประเทศ

ไทยและพืน้ท่ี

เป้าหมายของการ

ด าเนนิโครงการก าจัด

โรคเท้าช้าง (PELF) ใน 

11 จังหวัด  

A) แนวโนม้การลดลง

ของอัตราความชุก

ของโรคเท้าช้าง (ต่อ

ประชากรแสนคน) 

ในช่วงปีพ.ศ.2535-

2545 โดยท่ีโครงการ

ก าจัดโรคเท้าช้างเร่ิม

ด าเนนิการในปีพ.ศ. 

2545 

B) พื้นท่ีแพร่โรคหรือ

เสี่ยงตอ่การแพร่โรค

เท้าช้างใน 11 จังหวัด

ซึ่งเป็นพืน้ท่ีเป้าหมาย

ของการจ่ายยารักษา

กลุ่ม (Implementation 

units of mass drug 

administration หรือ 

MDA IUs) ในปีพ.ศ. 

2546 นัน้ สามารถ

ด าเนนิการจ่ายยา

รักษากลุ่มครอบคลุม

พื้นท่ีเป้าหมาย (MDA 

IU coverage) ร้อยละ 

100 

 

ท่ีมา: Apiradee Intarapuk, Jinrapa Pothikasikorn, Adisak Bhumiratana. (2012). A novel 

single third-stage larva genome analysis of Wuchereria bancrofti and Dirofilaria immitis 

in mosquitoes. (Manuscript in preparation).   

 

รูปที่ 1.1  สถานการณ์โรคเท้าชา้งในประเทศไทยและพื้นที่เปา้หมายของการด าเนนิโครงการก าจัด

โรคเท้าชา้ง (PELF) ใน 11 จังหวดั  
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จากการประชุมคณะผูเ้ชี่ยวชาญโครงการก าจัดโรคเท้าช้าง ส านักโรคติดต่อน าโดยแมลง กรม

ควบคุมโรค ได้พิจารณาสาเหตุส าคัญสองเรื่องในการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในจังหวัด

นราธิวาสที่ยังไม่สามารถหยุดการจา่ยยารักษากลุ่มได้ คือ 1) ผลการจา่ยยารักษากลุ่มในช่วงปีพ.ศ. 

2545-2549 มีความครอบคลุมต่ ากว่าร้อยละ 80 ในบางปี เนื่องจากบางหมู่บ้าน/กลุ่มบ้าน ไม่สามารถ

เข้าด าเนนิการจ่ายยารักษากลุ่มได้หรอืจา่ยยาได้นอ้ย และ 2) ผลการประเมินหลังการจา่ยยารักษากลุ่ม

โดยการเจาะโลหติ ไม่สามารถด าเนินงานได้รบถ้วนและตอ่เนื่อง แตย่ังคงพบผู้ป่วยรายใหม่ ดังนัน้ 

สาระส าคัญของปัญหาอุปสรรคการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในจังหวัดนราธิวาส สามารถสรุป

ประเด็นที่นา่สนใจ ดังนี้ คอื:-  

1. ผลการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในจังหวัดนราธิวาสในชว่งปีพ.ศ. 2545-2549 นั้น มี

จ านวน 73 กลุ่มบ้าน (ร้อยละ 83.9) ได้รับการจา่ยยารักษากลุ่มครบ 5 ปี  ในขณะที่ มีจ านวน 

14 กลุ่มบ้าน (ร้อยละ 16.1)  ไม่ได้รับการจ่ายยารักษากลุ่มครบ 5 ปี  

2. ผลการจ่ายยารักษากลุ่มตามโครงการก าจัดโรคเท้าช้าง มีความครอบคลุมการจา่ยยารักษา

กลุ่ม (MDA coverage) มากน้อยแตกต่างกันในชว่งปีพ.ศ. 2545-2552 โดยพบว่า มีความความ

ครอบคลุม ร้อยละ 94.6, 78.9, 75.2, 85.9, 45.6, 83.9, 95.6 และ 94.9 ตามล าดับ หรอือีก

นัยหนึ่ง มคีวามครอบคลุมของการจ่ายยารักษากลุ่มในพืน้ที่กลุ่มบ้านแพรโ่รคทั้งหมด โดยเฉลี่ย

มากกว่าร้อยละ 80 กลุ่มบ้านที่ได้รับการจา่ยยารักษากลุ่มมากกว่าร้อยละ 80 มีจ านวน 84 

กลุ่มบ้าน (ร้อยละ 96.6) และกลุ่มบ้านที่ได้รับการจา่ยยารักษากลุ่มอยู่ในช่วงรอ้ยละ 65-80 มี

จ านวน 3 กลุ่มบ้าน (ร้อยละ 3.4) 

3. ผลการประเมินหลังจากการจา่ยยารักษากลุ่มตามโครงการก าจัดโรคเท้าช้างโดยการเจาะ

โลหติในชว่งปีพ.ศ. 2545-2552  ยังคงพบว่า มีผูต้ิดเชื้อไมโครฟิลาเรียมากน้อยแตกต่างกัน คือ 

มีจ านวน 45, 23, 17, 34, 9, 15, 5 และ 17 ราย ตามล าดับ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการประเมินผล

การจา่ยยารักษากลุ่มในช่วงปีพ.ศ. 2550-2552 พบผู้ป่วยรายใหม่ โดยที่การสอบสวนโรคใน

ผูป้่วยรายใหม่ทุกรายนั้น พบว่า เป็นการตดิเชื้อในพืน้ที่ทั้งหมด เป็นเพศชายมากกว่าเพศหญิง 

อายุส่วนใหญ่อยู่ในชว่ง 45 ปี ขึน้ไป 

ปีด าเนนิการ

ประเมิน 

ความครอบคลุม จ านวนผู้ติดเชื้อไม

โครฟิลาเรีย  

(ร้อยละ) 

พื้นท่ีแพร่โรค 

(กลุ่มบ้าน) 

ประชากร 

(คน) 

จ านวนประชากร

ส ารวจโดยการ

เจาะโลหติ (คน) 

ร้อยละของ

ความความ

ครอบคลุม 

2550 31 26,687 16,268 60.96 15 (0.09) 

2551 35 27,545 18,681 67.82 5 (0.03) 

2552 40 22,571 16,936 75.03 17 (0.1) 
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4. ผลการควบคุมโรคในแมวในพืน้ที่แพร่โรคเท้าช้างชนิด B. malayi โดยการเจาะโลหติแมวทุกตัว

ในพืน้ที่แพร่โรค พร้อมกับให้การรักษากลุ่มโดยการฉีดยา ivermectin ในช่วงปีพ.ศ. 2550-

2552 พบว่า มีการติดเชื้อ Brugia spp. ในแมวโดยเฉลี่ยอยู่ในช่วงมากกว่าร้อยละ 1.0  

คณะผู้วิจัย ซึ่งประกอบด้วยผู้เช่ียวชาญโครงการก าจัดโรคเท้าช้าง ได้เฝา้ติดตามสถานการณ์

โรคเท้าช้างในจังหวัดนราธิวาส และพิจารณาเห็นความส าคัญของปัญหาและอุปสรรคการด าเนิน

โครงการก าจัดโรคเท้าช้างในจังหวัดนราธิวาส ซึ่งจะทวีความยุ่งยากซับซ้อนมากขึ้นเรื่อย ๆ และไม่ว่า

จะเป็นผลกระทบทั้งทางตรงและทางออ้มจากความไม่สงบทางการเมืองในพืน้ที่ 3 จังหวัดชายแดน

หรอืไม่ก็ตาม หน่วยงานรับผดิชอบหลักและหนว่ยงานสนับสนุนต่าง ๆ ทั้งส่วนกลางและส่วนภูมภิาค 

จ าเป็นต้องด าเนินการหาแนวทางเชิงยุทธศาสตร์ส าหรับการบริหารจัดการโครงการก าจัดโรคเท้าช้างให้

เหมาะสมสอดคล้องกับสภาพปัญหาของพื้นที่ และค้นหาแนวทางใหม่ ๆ ในการศกึษาพลวัติการ

เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึน้กับโรคเท้าช้างชนดิ B. malayi ทั้งในคน แมว และยุงพาหะ Mansonia spp. ในพืน้ที่

แพร่โรคหรอืเสี่ยงต่อการแพร่โรคโดยเฉพาะในกลุ่มที่ได้รับการจา่ยยารักษากลุ่มในเกณฑต์่ า เหตุผล

ส าคัญคือ ในสภาวะการกดด้วยยารักษากลุ่มในพืน้ที่จังหวัดนราธิวาส หลายพืน้ที่ได้รับการจา่ยยา

รักษากลุ่มอย่างต่อเนื่อง แต่บางพืน้ที่กลับได้รับการจ่ายยารักษากลุ่มอย่างไม่ต่อเนื่อง เชือ้หนอนพยาธิ 

B. malayi ย่อมสามารถปรับตัวใหอ้ยู่รอดในสภาวะการกดด้วยยา โดยเฉพาะอย่างยิ่งการกดด้วยยาอัล

เบนดาโซล สามารถกระตุ้นใหเ้ชือ้หนอนพยาธิฟิลาเรียที่มคีวามส าคัญทางสัตวแพทย์และทางการ

แพทย์ มีการตอบสนองในลักษณะการดื้อยา ซึ่งเกิดการแทนที่นิวคลิโอไทด์ของยีน -tubulin โดยที่

เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนในต าแหนง่ 200 จาก phenylalanine ไปเป็น tyrosine (Bhumiratana et 

al, 2010; 2012; Pechgit et al, 2011) และสามารถแพร่เชื้อได้โดยติดตอ่จากแมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

ไปสู่แมวตัวอื่น ๆ และติดต่อจากแมวที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีไปสู่คน ถ้าเราไม่สามารถติดตามการ

ปรับตัวของเชื้อหนอนพยาธิ B. malayi ซึ่งยังคงแพร่เชือ้ได้ในพืน้ที่จังหวัดนราธิวาส ย่อมส่งผลต่อการ

ควบคุมโรคในแมว และการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างได้อย่างมีประสิทธิภาพประสิทธิผลได้ ซึ่ง

ก็หมายถึงวา่ จะมีจ านวนผู้ติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีและผู้ป่วยระยะเรือ้รังทางระบบน้ าเหลืองเพิ่มสูงขึ้นมา

อีก และยิ่งท าให้เกิดภาระค่าใช้จ่ายสูงขึน้ในการเฝ้าระวัง การป้องกัน และการควบคุมโรคเท้าช้าง 

รวมถึงการใหบ้ริการรักษาและดูแลสุขภาพของประชาชนในจังหวัดนราธิวาสอย่างไม่ทั่วถึง 

 ดังนัน้ คณะผูว้ิจัย จึงมวีัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิควิธีการตรวจเชื้อหนอนพยาธิ B. malayi 

ในคน แมว และยุงพาหะ ซึ่งเป็นวิธีการใหม่ และยังไม่มีการตพีิมพ์เผยแพร่มาก่อน โดยสามารถ

ตรวจหาและติดตามการเปลี่ยนแปลงอัลลีลของยีน -tubulin ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา กลุ่ม

เบนซิมดิาโซล (ยาอัลเบนดาโซล)  การวิจัยนี้ จะเป็นจุดเชื่อมและจุดน าให้เกิดองค์ความรู้ใหมแ่ละ

น าไปสู่การถ่ายทอดองค์ความรู้/นวัตกรรมให้แก่หนว่ยงานรับผิดชอบหลักและหนว่ยงานสนับสนุนการ

ด าเนนิโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทยที่ก าลังเผชิญปัญหาอุปสรรคอยู่ และช่วยใหเ้กิด
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ความส าเร็จในการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างทั่วโลกในระยะ post-genomic MDA evaluation ใน

อนาคต 
 

1.1  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.1.1  วัตถุประสงค์ทั่วไป 

การวิจัยครั้งนี้ต้องการพัฒนาวิธีการตรวจหาและศกึษาปรากฏการดื้อยาของพยาธิฟิลาเรียใน

คน แมว และยุงพาหะด้วยวิธี Allele-specific nested multiplex PCR เพื่อใช้ในการวินิจฉัยและติดตาม

การดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิ Brugia malayi ในพืน้ที่ระบาดของโรคเท้าช้าง และใช้ในการ

ประเมินความส าเร็จของโครงการการให้ยากลุ่มในประชากรที่อาศัยในพืน้ที่เสี่ยงต่อโรค โดยการใชย้า

ร่วมกันระหว่าง Diethylcarbamazine และ Albendazole ครอบคลุมประชากรทั้งพืน้ที่ภายใต้โครงการ

ก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศ ในจังหวัดนราธิวาส 

1.1.2  วัตถุประสงค์เฉพาะ 

 1) เพื่อพัฒนาวิธี Allele-specific nested multiplex PCR เพื่อใช้ในการศึกษายีน β-

tubulin ของพยาธิ B. malayi ซึ่งเป็นยีนที่มีความสัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่มเบนซิมิดา

โซลและสามารถบงชี้ถึงการเคยได้สัมผัสกับยากลุ่มเบนซิมิดาโซลของตัวพยาธิ และ

ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้จะสามารถน าไปใช้ในเฝ้าระวังและติดตามประเมินความส าเร็จ

ของโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในประเทศไทย 

     2) เพื่อศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อพยาธิในกลุ่มประชากรคน แมว และยุงพาหะใน

กลุ่มประชากรที่อาศัยอยู่ในพื้นที่ในโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทยซึ่งมี

ความครอบคลุมการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA coverage) ด้วยยา 

Diethylcarbamazine ร่วมกับ Albendazole น้อยกว่าร้อยละ 90  

 3) เพื่อประเมินความส าเร็จของโครงการการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศ (PELF) ใน

จังหวัดนราธิวาส ด้วยการใช้วิธีการให้ยากลุ่มครอบคลุมทั้งประชากร ด้วยยา  

Diethylcarbamazine ร่วมกับ Albendazole   

1.2 ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้ส่วนหนึ่งเป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการเพื่อพัฒนาวิธีการในระดับชีว

โมเลกุลเพื่อใช้ในการตรวจหาจ าแนกเชื้อและตรวจการดื้อยากลุ่มเบนซิมิดาโซลของพยาธิฟิลาเรีย 

ในส่วนของการศึกษาในภาคสนาม เป็นการหาความชุกของการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียในคน แมว 

และของยุง Mansonia spp. ซึ่งเป็นยุงพาหะของโรค รวมทั้งหาวิเคราะห์การเกิดการดื้อยากลุ่ม



ท่ีมาและความส าคญั 6 

 

เบนซิมิดาโซลของพยาธิในพื้นที่ซึ่งมีการใช้ยาในกลุ่มนี้อยู่เป็นประจ า โดยท าการศึกษาในพื้นที่มี

การระบาดของโรคเท้าช้างที่มีสาเหตุมาจากเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi และอยู่ในโครงการก าจัด

โรคเท้าช้างของประเทศ โดยคัดเลือกพื้นที่ในจังหวัดนราธิวาสซึ่งมีทั้งหมด 87 กลุ่มบ้าน กลุ่ม

ตัวอย่างถูกก าหนดจาก กลุ่มบ้านที่อยู่ในพื้นที่อ าเภอตากใบ เป็นพื้นที่แพร่โรคเท้าช้างซึ่งเคยพบ

ผู้ป่วยในพื้นที่นั้นๆ และมีความคลุมการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA coverage) ในโครงการก าจัดโรค

เท้าช้างของประเทศในช่วงปีพ.ศ. 2545-2552 โดยก าหนดกลุ่มที่มีความครอบคลุมการจ่ายยา

รักษากลุ่ม ด้วยยา Diethylcarbamazine ร่วมกับ Albendazole น้อยกว่าร้อยละ 90 โดยเลือก

ศึกษาเป็นจ านวนทั้งหมด  4 กลุ่มบ้าน  
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

 โรคเท้าช้าง (lymphatic filariasis) เป็นโรคที่เกดิพยาธิสภาพและความผดิปกติบริเวณต่อ

น้้าเหลืองและท้าให้เกิดการขยายใหญ่ของอวัยวะส่วนปลาย เชน่แขนและขา จนกลายเป็นภาวะทุพล

ภาพอย่างถาวรได้ โรคนีส้ามารถติดตอ่โดยมียุงเป็นพาหะ เชือ้ที่เป็นสาเหตุของโรคได้แก่เชื้อพยาธิฟิ

ลาเรยีชนดิ Brugia malayi, Brugia timori และ Wuchereria bancrofti ซึ่งเป็นพยาธิตัวกลมในวงศ์ฟิลาริ

โออิดี (Filarioidea) เป็นโรคที่ก่อปัญหาที่ส้าคัญทางสาธารณสุขในปัจจุบันในหลายประเทศ โดยองค์การ

อนามัยโลกได้รายงานการติดเชื้อหนอนพยาธิฟิลาเรียในประชากรมากกว่า 120 ล้านคนใน 80 ประเทศ

ในพืน้ที่เสี่ยง ซึ่งมีผู้ป่วยที่แสดงอาการของโรคเท้าช้างอย่างชัดเจนถึงประมาณ 40 ล้าน นอกจากนี้ยัง

พบว่ามากกว่า 120 ล้านล้านคนที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่แพร่โรคและมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อหนอนพยาธินี้ 

โดยประมาณร้อยละ 70 ของพื้นที่เสี่ยงครอบคลุมในภูมิภาคเอเชียใต้ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ แปซิฟิก 

และอเมริกา อีกประมาณร้อยละ 30 อยู่ในภูมิภาคแอฟริกา (ตารางที่ 2.1) ซึ่งประมาณร้อยละ 90 ของ

ผูต้ิดเชือ้ทั้งหมด พบเชื้อพยาธิฟิลาเรยีชนิด W. bancrofti ซึ่งพบการกระจายการตดิเชื้อตามสภาพ

ภูมศิาสตรไ์ด้ทั่วโลก ที่เหลอือีกประมาณเกือบร้อยละ 10 พบการตดิเชื้อพยาธิฟิลาเรียชนดิ B. malayi 

ซึ่งพบการกระจายการตดิเชื้อส่วนใหญ่อยู่ในประเทศอนิเดีย อินโดนีเซีย มาเลย์เซีย ฟิลิปปินส์ ไทยและ

จนี (จนีตอนใต้) ส้าหรับการตดิเชื้อพยาธิฟิลาเรีย ชนิด B. timori นั้น พบได้นอ้ยมากและพบเฉพาะใน

พืน้ที่แถบตะวันออกของประเทศอนิโดนีเซียเท่านั้น (WHO, 1992; 1999b; 2002; Michael et al, 1996)  

ตารางที่ 2.1 การกระจายของเชื้อฟิลาเรยีทั่วโลก (อดิศักดิ์ และอภิรดี, 2558) 

 ภูมิภาค 

(ประเทศ) 

จ านวนประชากร

เสี่ยง (ล้านคน) 

ประเทศและอาณานิคม 

รวมทุกภมูิภาค (81) 1,343.2  

ภูมภิาคเอเชียใต้-เอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ (9) 

873.3 Bangladesh, India, Indonesia, Maldives, 

Myanmar, Nepal, Sri Lanka, Thailand, Timor-

Leste    

ภูมภิาคแอฟริกา (39)* 405.9 Angola (12,090,000), Benin (5,282,204), 

Burkina Faso (15,411,849), Burundi, 

Cameroon (14,305,000), Cape Verde, Central 

African Republic (3,300,000), Chad 
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(7,270,000), Comoros (514,110), Congo 

(2,600,000), Côte ďIvoire (14,000,000), 

Democratic Republic of Congo (49,140,000), 

Equatorial Guinea (420,000), Eritea 

(3,577,000), Ethiopia (30,000,000), Gabon 

(1,290,600), Gambia (1,200,000), Ghana 

(11,587,953), Guinea (6,067,135), Guinea-

Bissau (1,311,741), Kenya (3,031,878), 

Liberia (3,600,000), Madagascar 

(17,948,748), Malawi (12,887,248), Mali 

(13,798,000), Mauritius, Mozambique 

(15,538,610), Niger (11,465,194), Nigeria 

(70,650,902), Rwanda, Sao Tome and 

Principe (410,000), Senegal (5,314,600), 

Seychelles, Sierra Leone (5,319,758), Togo 

(1,191,720), Uganda (13,264,445), United 

Republic of Tanzania (37,369,939), Zambia 

(8,780,000), Zimbabwe (6,000,000)             

ภูมภิาคแปซิฟิก

ตะวันตก และภูมภิาค

ลุ่มแม่น้้าโขง (6) 

32.1 Brunei Darussalam, Cambodia, Lao People’s 

Democratic Republic, Malaysia, Philippines, 

Viet Nam 

ภูมภิาคเมดิเตอเรเนียน

ตะวันออก (3) 

12.6 Egypt, Sudan, Yemen 

ภูมภิาคอเมริกา (7) 11.3 Brazil, Costa Rica, Dominican Republic, 

Guyana, Haiti, Suriname, Trinidad and Tobago 

ภูมภิาคแปซิฟิก (17) 5.8 American Samoa, Cook Islands, Fiji, French 

Polynesia, Kiribati, Marshall Island, 

Micronesia, New Caledonia, Niue, Palau, 

Papua New Guinea, Samoa, Solomon Islands, 

Tonga, Tuvalu, Wallis and Futuna  
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2.1       การติดต่อของโรคเท้าช้างจากเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi 

พยาธิตัวกลมในกลุ่มบรูเกีย (Brugia spp.) เป็นพยาธิที่อาศัยอยู่ในระบบไหลเวียนโลหิตโดย

พยาธิตัวอ่อนพบอยู่ในกระแสเลือดและพยาธิตัวแก่อาศัยอยู่ในบริเวณต่อมน้้าเหลืองซึ่งเป็นหนึ่งในกลุ่ม

ของพยาธิที่เป็นสาเหตุให้เกิดโรคเท้าช้าง (Lymphatic filariasis) ในมนุษย์ อาการแสดงของโรคนั้นมี

ตั้งแตไ่ม่ปรากฏอาการใดๆ (asymptomatic microfilaremia) ถึงมกีารอักเสบของต่อมน้้าเหลอืงและท่อ

น้้าเหลือ (acute lymphatic inflammation) จนกระทั้งเข้าสู่ระยะเรือ้รัง (chronic lymphatic pathology) 

เกิดพยาธิสภาพที่อวัยวะส่วนปลายเนื่องจากการอุดตันของบริเวณต่อมน้้าเหลืองซึ่งท้าให้อวัยวะขยาย

ใหญ่เกิดเป็นภาวะอวัยวะช้าง (elephantiasis) ซึ่งท้าให้ผู้ป่วยเกิดภาวะทุพลภาพและพิการอย่างถาวรจน

ไม่สามารถกลับมาใช้ชีวติได้เป็นปกติ เชื้อก่อโรคที่ส้าคัญได้แก่ B. malayi และ B. timori  ซึ่งพบการ

ระบาดได้ในเขตร้อนและเขตชิดรอ้นของทวีปเอเชียได้แก่ประเทศ อินโดนีเซีย มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ ไทย 

เวียดนาม เกาหลี จนี และอินเดีย เชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi สามารถแยกออกเป็น 2 สายพันธุ์ตาม

ลักษณะของการปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือดของผู้ติดเชือ้ คือสายพันธุ์มีการปรากฏตัว

ของไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือดเฉพาะในเวลากลางคืน (Nocturnal periodic strain) ส่วนใหญ่พบการ

ติดเชือ้ในคน และสายพันธุ์มีการปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดในเวลากึ่งกลางคืน 

(Nocturnal subperiodic strain) ซึ่งพบการตดิเชื้อได้ทั้งในคนและสัตว์ โดยเฉพาะแมวและลิง พยาธิทั้ง 2 

สายพันธุ์นี้มกีารกระจายในพืน้ที่แตกต่างกัน และมีช่วงเวลาของการปรากฏตัวในกระแสเลือดสูงสุด

ในช่วงวันของแตล่ะพืน้ที่ต่างกัน (Partono and Purnomo, 1987) พยาธิฟิลาเรียชนิด B. timori เป็นพยาธิ

ที่มรีูปร่าง ลักษณะและการก่อโรคคล้ายกับพยาธิ B. malayi แตพ่บเป็นสาเหตุของการก่อโรคได้เฉพาะ

ในคน มีการกระจายของเชือ้พยาธิชนิดนี้ในพืน้ที่ค่อนข้างจ้ากัดในเขตพืน้ที่ฝัง่ตะวันออกของประเทศ

อินนเีซีย และติมอร์ เลสเต (Fischer et al, 2004) ซึ่งพบเฉพาะมีการปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรยีใน

กระแสเลอืดเฉพาะกลางคนื (Nocturnal periodic strain) เท่านั้น (Supali et al, 2002) 

พยาธิ B. malayi สามารถติดต่อได้ทั้งในคนและสัตว์ โดยผ่านทางพาหะน้าโรคที่ส้าคัญคือยุง 

การจ้าแนกสายพันธุ์ของเชื้อตามวัฏจักของการแพรเ่ชื้อสามารถจ้าแนกเชื้อได้เป็น 2 สายพันธุ์ ได้แก่

สายพันธุ์ที่ตดิต่อในคน (human strain) และสายพันธุ์ที่ติดตอ่ในสัตว์ (animal strain) จากการศกึษาการ

ปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดของโฮสต์พบว่าเชื้อพยาธิสายพันธุ์ human strain พบการ

ปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรียได้ทั้งแบบ nocturnal periodic และ nocturnal subperiodic ในขณะที่สาย

พันธุ์ animal strain ส่วนใหญ่จะพบการปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือดแบบ nocturnal 

subperiodic ได้มากกว่า (McNulty et al, 2013) 

วงชีวติของพยาธิ B. malayi สายพันธุ์ human strain ในช่วงของวงชีวติที่อาศัยอยู่ในสัตว์มี

กระดูกสันหลังมีการสบืพันธุ์แบบอาศัยเพศ พบว่าพยาธิจะติดตอ่และพัฒนาอยู่ในโฮสต์ที่เป็นคน 

(anthroponosis) เท่านั้น  เมื่อยุงพาหะกัดผูท้ี่ตดิเชือ้มีตัวไมโครฟิลาเรียซึ่งเป็นตัวอ่อนที่มีปลอกหุม้ตัวอยู่
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ในกระแสเลือด ยุงจะดูดเลือดที่มตีัวอ่อนไมโครฟิลาเรียลงสู่กระเพาะ ตัวอ่อนจะสลัดปลอกหุม้ล้าตัว

ออกและพัฒนาไปเป็นตัวอ่อนระยะ L1 จากนั้นจะไชทะลุกระเพาะเข้าไปฝังอยู่ตามกล้ามเนือ้หน้าอกของ

ยุง ในบริเวณนีต้ัวอ่อนพยาธิจะมีการลอกคราบ 2 ครั้ง จากตัวอ่อนระยะ L1 ไปเป็น L2 และ L3 ซึง่

เจริญตอ่ไปเป็นตัวอ่อนระยะติดตอ่ (infective filariform larvae) และเคลื่อนที่ไปสู่อวัยวะดูดเลือดที่สว่น

หัว (proboses) ของยุง เมื่อยุงกัดคน ตัวอ่อนระยะ L3 จะเข้าสู่ผวิหนังและไปตามต่อมน้้าเหลือง ตัวอ่อน

เหล่านีใ้ช้ระยะเวลานานในการเจรญิไปเป็นตัวแก่ ตัวผู้และตัวเมียอาศัยในต่อมน้้าเหลอืงของคนได้นาน

โดยไม่แสดงอาการหรอือาจก่อใหเ้กิดอาการแบเฉียบพลันในระยะเวลาไม่กี่เดือนหลังตดิเชื้อ (Rogers 

and  Denham, 1975; Rogers et al, 1975) และเมื่อพยาธิตัวแก่โตเต็มที่ตัวเมียจะปล่อยไมโครฟิลาเรีย

ในกระแสเลือดตอ่ไป  

วงชีวติของเชือ้ B. malayi ซึ่งสายพันธุ์ animal strain พบการตดิต่อได้ในสัตว์ (zoonosis) มี

โฮสต์ที่เป็นแหล่งรังโรคในสัตว์จ้าพวกสัตว์ตระกูลแมวและลงิ มีการพัฒนาตัวอ่อนจากระยะไมโครฟิ

ลาเรยีไปสู่ L3 ซึ่งเป็นตัวอ่อนระยะติดตอ่จากยุงสู่สัตว์รังโรค คล้ายกับสายพันธุ์ human strain สัตว์รัง

โรคที่ถูกยุงกัดจะได้รับตัวอ่อนระยะติดตอ่ L3 ของเชื้อฟิลาเรียเข้าสู่กระแสเลือดและสามารถพัฒนาไป

เป็นตัวแก่ทั้งตัวผู้และตัวเมียได้ จากนั้นเมื่อมีการผสมพันธุ์ตัวเมียจะผลิตไมโครฟิลาเรยี เข้าสู้กระแส

เลือดและแพร่กระจายเชือ้ไปสู่สัตว์ตัวอื่นๆ ผา่นทางยุงพาหะ ซึ่งจากการศกึษาที่ผ่านมาท้าให้เชื่อได้ว่า

เชื้อฟิลาเรียสายพันธุ์ animal strain นอกจากจะมีการตดิต่อระหว่างสัตว์แล้วยังสามารถกระจายเชือ้

ไปสู่คน (anthropozoonosis) ได้อกีด้วย โดยทั่วไปจะพบการตดิเชื้อระหว่างแมวและมีการแพร่จากแมว

ไปสู่ลิงหรอืไปสู่คนได้ โดยเชือ้ในสายพันธุ์ animal strain นีย้ังสามารถติดตอ่ระหว่างตนสูค่นโดยผา่น

ทางยุงพาหะและก่อให้เกิดวิการในคน อีกทั้งยังสามารถติดต่อจากคนกลับมาสู่สัตว์รังโรค 

(zooanthroponosis) ได้แก่แมวอีกด้วย ซึ่งจากข้อสัณนิฐานนี้ เพียงการแสดงออกลักษณะที่ปรากฏ

ออกมาทางกายภาพ (phenotype) ไม่เพียงพอที่จะพิสูจนไ์ด้วา่เชื้อไมโครฟิลาเรียที่พบในคนและสัตว์ใน

พืน้ที่แพร่โรคเป็นสายพันธุ์ใดและมีความสัมพันธ์กันระหว่างเชือ้พยาธิฟิลาเรียที่พบในคนและสัตว์ใน

พืน้ที่เดียวกันหรือไม ่  ในปัจจุบันยังไม่มกีารศกึษาใดๆ ที่สามารถพิสูจน์ความแตกต่างทางพันธุกรรม

ระหว่างเชือ้ B. malayi สายพันธุ์ human และ animal strains ร่วมทั้งยังไม่มีเครื่องมอืใดที่สามารถใช้ใน

การจ้าแนกเชื้อ B. malayi สายพันธุ์ human strain ออกจาก animal strain ได้ ดังนัน้การพบการ

กระจายของเชือ้ B. malayi ในคน สัตว์รังโรค และยุงหาพะในพืน้ที่แพร่โรคหนึ่งๆ อาจมีหรอืไม่มี

ความสัมพันธ์กันโดยตรงที่เกิดจากแหล่งแพร่เชือ้เดียวกันก็เป็นได้ 

เชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi สายพันธุ์ nocturnal periodic strain มียุงก้นปล่อง (Anopheles 

spp.) เป็นพาหะที่ส้าคัญ ซึ่งมีชีวนสิัยออกหากินเลือดในเวลากลางคนืจงึสัมพันธ์กับช่วงเวลาการปรากฏ

ตัวของเชื้อไมโครฟิลาเรียในกระแสเลอืดในช่วงเวลากลางคนื โดยพบยุงชนิดนี้มีแหล่งเพาะพันธุ์และหา

กินในพืน้ที่ป่าและพืน้ที่เกษตรกรรมที่เป็นพืน้ที่โล่งแจ้ง ส่วนเชื้อ B. malayi สายพันธุ์ nocturnal 
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subperiodic strain มยีุงเสือ (Mansonia spp.), ยุงก้นปล่อง (Anopheles spp.) และยุงลาย (Aedes spp.) 

เป็นยุงพาหะที่ส้าคัญ ยุงเสือ Mansonia spp. มีแหล่งเพาะพันธุ์ (breeding site) บริเวณแหลง่น้้าในป่าพรุ 

ซึ่งมีลักษณะเป็นแหล่งน้้าธรรมชาติที่มพีืชน้้าเล็กๆ เช่นจอก แหน หรอืพืชน้้าอื่นๆ ปกคลุมผิวน้้าอยู่  

ชีวนสิัยของยุงเสือ Mansonia spp. ตัวแก่เพศเมียชอบออกหากินในชว่งหัวค่้าและส่วนใหญ่พบ

บริเวณภายนอกอาคารบ้านเรือนมากกว่าภายในอาคาร  ในขณะที่มักวางไข่ในแหลง่น้้าสะอาดตาม

ธรรมชาติ โดยยุงตัวแก่มักชอบวางไข่บริเวณรากของพืชน้้าเนื่องจากตัวอ่อนระยะลูกน้้าและตัวโม่งของ

ยุงเสือตอ้งใชอ้อกซิเจนโดยตรงจากพืชน้้านั้นๆ  ด้วยเหตุนี้จึงส่งผลให้จ้านวนยุงที่สามารถพัฒนาไปเป็น

ตัวแก่มคีวามสัมพันธ์กับจ้านวนของพืชน้้าด้วย การเปลี่ยนแปลงสภาพพื้นที่ในบริเวณพืน้ที่แพร่โรค 

(transmission area หรอื TA) เพื่อการน้าพืน้ที่นั้นมาใช้ประโยชน์ การเปลี่ยนแปลงสภาพป่าร่วมทั้งการ

เกิดมลภาวะที่เพิ่มมากขึ้น จงึเป็นสาเหตุส้าคัญที่ท้าให้ลดการเจรญิพันธุ์ของยุงเสือได้ และส่งผลตามมา

ก็คือการแพรก่ระจายโรคในพืน้ที่ก่อโรคลดลงด้วย  

พยาธิ B. timori เป็นพยาธิฟิลาเรียที่มีคนเป็นโอสต์ตามธรรมชาติ  มวีงชีวติของพยาธิที่

คล้ายคลึงกับพยาธิ B. malayi สายพันธุ์ nocturnal periodic strain ส่วนการแพรก่ระจายของเชือ้ในสัตว์

ยังไม่มีการศกึษาอย่างชัดเจนในปัจจุบัน แตพ่บการระบาดของโรคในคนโดยผ่านทางยุงก้นปล่อง A. 

barbirostris เท่านั้น ในบางการศกึษาพบว่าเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด B. timori สามารถพัฒนาไปสู่ระยะ

ต่างๆ ในยุง Aedes togoi ในห้องปฏิบัติการได้ โดยทั่วไปยุง A. barbirostris เป็นยุงที่มกีารปรับตัวใหเ้ข้า

กับสภาพแวดล้อมได้งา่ย สามารถเพาะพันธุ์ได้ในพืน้ที่เกษตรกรรมในพื้นที่ลุ่ม แหล่งน้้าใกล้นาข้าวและ

คลองชลประทาน ในประเทศอนิโดนีเซียสามารถพบยุงเหล่านีไ้ด้ ในหลายพืน้ที่ ได้แก่เกาะฟลอเรส ซัม

บา เลมบาตา อลอร์ และอาร์ซิเปลาโก ซึ่งเป็นพืน้ที่ที่พบความชุกของการติดเชือ้ B. timori ค่อนขา้งสูง 

(Supali et al, 2002) ในขณะที่ประเทศไทยและมาเลเซียยังไม่พบว่ายุงชนิดนี้สามารถน้าเชือ้พยาธิ B. 

malayi ได้ โดยการระบาดทั่วไปของเชือ้พยาธิ B. timori บริเวณพืน้ที่ภาคกลางของหมู่เกาะเท่านั้น ซึ่ง

ต่างจากการระบาดของเชื้อพยาธิ W. bancrofti ในพืน้ที่เดียวกันซึ่งมียุง A. subpictus เป็นยุงพาหะที่

ส้าคัญในพืน้ที่นี ้ซึ่งมีแหล่งเพาะพันธุ์ในแหล่งน้้ากร่อยบริเวณรอบชายฝัง่ 
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รูปท่ี 2.1 วงชีวิตของพยาธ ิ B. malayi สายพันธุ์ human strain และ animal strain เชือ้สายพนัธุ ์

human strain พบการกระจายในคน เชือ้สายพนัธุ ์ animal strain พบได้ในคนและสัตว์จา้พวกแมวและลิง เชือ้

ทั้งสองสายพันธุ์มีวงชีวติ 2 ช่วงคอืช่วงที่อยู่ในสัตวม์ีกระดกูสันหลงัมีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ และช่วงทีอ่ยู่

ในยงุพาหะซึ่งมีการพัฒนาเปน็ตัวอ่อนระยะตดิต่อ (infective filariform larvae) 

ท่ีมา อดิศักดิ์ และอภิรด ี(2558) 
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2.2       ระบาดวิทยาของเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi ในประเทศไทย 

ประเทศไทยพบการระบาดของโรคเท้าช้างซึ่งน้าโดยเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi ในแถบ

ภาคใต้ ก่อนเริ่มการศกึษาการแพร่กระจายของเชือ้พยาธิในพืน้ที่เกิดโรคในปีพ.ศ. 2494 มีรายงาน

ส้ารวจเบือ้งต้นกระทรวงสาธารณสุขการพบโรคซึ่งผูป้่วยแสดงอาการเท้าช้าง (elephantiasis) ใน 10 

จังหวัดภาคใต้ได้แก่ ปัตตานี นราธิวาส พัทลุง นครศรีธรรมราช สุราษฎรธ์านี ชุมพร ยะลา กระบี่ ตรัง 

และระนอง โดยพืน้ที่ซึ่งพบผูป้่วยที่แสดงพยาธิสภาพของโรคเท้าช้างสว่นใหญ่จะอยู่ในแถบทางฝัง่

ตะวันออกของภาคใต้ได้แก่จังหวัดปัตตานี นราธิวาส พัทลุง นครศรธีรรมราช สุราษฎรธ์านี และชุมพร  

ซึ่งในจังหวัดนครศรธีรรมราชพบผูป้่วยแสดงอาการถึง 1,246 ราย รองลงมาคือจังหวัดปัตตานีพบ

ผูป้่วยจ้านวน 603 ราย พบว่าการกระจายของโรคทางภาคใต้ของประเทศไทยมีความสัมพันธ์กับการ

กระจายของป่าพรุซึ่งพบมากในแถบชายฝั่งตะวันออก ส่วนในจังหวัดยะลา ตรัง กระบี่และระนองซึ่งไม่

อยู่ในพืน้ที่ชายฝั่งตะวันออกพบการเกิดโรคเล็กน้อยกระจายอยู่ในบางพื้นที่และผูป้่วยส่วนใหญ่เป็นผู้ที่

ติดเชือ้มาจากพื้นที่แพร่โรค (TA) อื่นๆ กระทั่งในปี พ.ศ. 2494-2495 โดยการศกึษาของ Iyengar 

(1953) ท้าการส้ารวจโรคเท้าช้างและการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในพืน้ที่ภาคใต้ของประเทศ ครอบคลุม

พืน้ที่ในจังหวัดปัตตานี พัทลุง นครศรีธรรมราชและสุราษฎร์ธานี การส้ารวจครัง้นี้ใชว้ิธีเยี่ยมบ้าน 

(house to house visits) ในช่วง 20.00 – 12.00 น. เก็บเลือดทุกคนที่อาศัยในบ้านยกเว้นเด็กอายุต่้ากว่า 

1 ปี เป้าหมายของการเก็บตัวอย่างในกลุ่มประชากรคือ 15% - 30% ของจ้านวนประชากรทั้งหมดใน

หมูบ่้าน ใช้วธิีการตรวจหาไมโครฟิลาเรียด้วยฟิมลโ์ลหติหนา การศกึษาครั้งนี้พบมีการกระจายเชือ้    

B. malayi ทั้ง 4 จังหวัดที่ท้าการศกึษา โดยในพืน้ที่แพร่โรคที่มคีวามเสี่ยงสูงพบอัตราความชุกของการ

ติดเชือ้ B. malayi สูงถึงรอ้ยละ 20-30 พบผูป้่วยแสดงอาการรอ้ยละ 5-10 ต่อมาในปี 2504 กระทรวง

สาธารณสุขได้จัดตัง้แผนกโรคเท้าช้างในกองควบคุมไข้มาลาเรยีและโรคเท้าช้างเพื่อควบคุมโรค และได้

ท้าการส้ารวจโรคในจังหวัดนราธิวาสพบการตดิเชื้อ B. malayi ในอัตราการตรวจพบเชือ้ร้อยละ 7.3  

และได้เริ่มโครงการควบคุมโรคเท้าช้างตั้งแต่ปี 2504 จนถึงปี 2544 โดยการรักษาโรคเฉพาะราย 

(Single Drug Administration, SDA) ด้วยการให้ผู้ป่วยกินยาไดเอ็ทธิลคารบ์ามาซีน 

ในระหว่างปีพ.ศ. 2507-2509 Harinasuta และคณะ (1970) ได้ท้าการส้ารวจหาผู้ตดิเชื้อไม

โครฟิลาเรยีและผูป้่วยแสดงอาการในจังหวัดชุมพร โดยการเจาะเลือดในเวลากลางคนื (night blood 

survey) ครอบคลุมทั้งหมด 165 หมูบ่้านจ้านวนตัวอย่าง 20,115 คน พบการกระจายของเชือ้พยาธิฟิ

ลาเรยีในพืน้ที่เป็นชนิด B. malayi สายพันธุ์ nocturnal periodic strain อัตราความชุกของการตดิเชื้อไม

โครฟิลาเรยีร้อยละ 2.3 พบผูป้่วยแสดงอาการร้อยละ 1.3 ต่อมาในปีพ.ศ. 2510-2511 Guptavanij และ

คณะ (1971) ศกึษาการกระจายของโรคในเฉพาะพื้นที่ 8 หมูบ่้านของจังหวัดชุมพร ซึ่งเป็นพืน้ที่

เพาะปลูกประกอบด้วยนาข้าว สวนยางพาราและไร่ข้าวโพด พบการกระจายของเชือ้พยาธิ B. malayi 

สายพันธุ์ nocturnal subperiodic strain ในอัตราความชุกของการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียร้อยละ 5 และ
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อัตราความชุกของผู้ป่วยโรคเท้าช้างร้อยละ 3.6 พบในผู้ชายมากกว่าผูห้ญิงและช่วงอายุที่พบสูงสุด

ในช่วง 26-30 ปี และ 1-5 ปี  จากการศกึษาทั้ง 2 ครั้งนี ้ มีการค้นพบว่า ยุง Mansonia spp. ที่เป็น

พาหะของเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi สายพันธุ์ nocturnal periodic strain ได้แก่ Ma. annulata, Ma. 

bonneae, Ma. indiana และ Ma. uniformis และพยาธิ B. malayi สายพันธุ์ nocturnal subperiodic strain 

มียุง Ma. bonneae และ Ma. uniformis เป็นพาหะน้าโรคที่ส้าคัญ 

จากการศกึษาเหล่านีถ้ือได้ว่าเป็นจุดเริ่มต้นในการศกึษาเกี่ยวกับระบาดวิทยาของโรคเท้าช้าง

อย่างจริงจังและมีรายงานการศกึษาอย่างชัดเจนถึงความสัมพันธ์ของลักษณะการกระจายของเชื้อฟิ

ลาเรยีและความรุนแรงของโรคที่ปรากฏ จะขึน้อยู่กับลักษณะการกระจายและชีวนิสัยของยุงพาหะที่มี

ศักยภาพในการแพร่โรค  กระทั่งในปีพ.ศ. 2513-2514 ได้มกีารส้ารวจโรคเท้าช้างและการติดเชือ้ไมโคร

ฟิลาเรยีทั้งในพืน้ที่ทุกจังหวัดของ 2 ชายฝั่งของทางภาคใต้ โดยการตัง้ศูนย์ช่ัวคราวในแตล่ะหมู่บ้านทุกๆ 

จังหวัด และเก็บเลือดในชว่งเวลา 19.00 ถึง 22.00 น. พบว่าทางชายฝั่งตะวันออกประกอบด้วยจังหวัด

สงขลา ปัตตานี นราธิวาสและยะลาพบอัตราการตดิเชื้อฟิลาเรียร้อยละ 1.5 พบความชุกของการพบไม

โครฟิลาเรยีในกระแสเลือดร้อยละ 0.93 และอัตราป่วยด้วยโรคเท้าช้างร้อยละ 0.59 จังหวัดที่มอีัตรา

การตดิเชื้อฟลิาเรียสูงได้แก่จังหวัดนราธิวาสและปัตตานี (ร้อยละ 4 และ 2.6) ซึ่งจัดเป็นพืน้ที่พบโรค

เท้าช้างเป็นโรคประจ้าถิ่น (endemic area) จังหวัดสงขลาและยะลามีการกระจายโรคเป็นบางพื้นที่แตไ่ม่

จัดเป็นพืน้ที่พบโรคเท้าช้างเป็นโรคประจ้าถิ่น (non endemic area) ในขณะที่ทางชายฝั่งตะวันตกได้แก่

จังหวัดระนอง พังงา ภูเก็ต กระบี่ ตรัง สตูล พบความชุกของการพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดเพียง

ร้อยละ 0.008 และอัตราป่วยด้วยโรคเท้าช้างร้อยละ 0.11 และพบว่าผูป้่วยหรอืผู้ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

ในพืน้ที่นีม้ีการเคลื่อนย้ายมาจากพืน้ที่แพร่โรคที่มคีวามชุกของโรคสูง ได้แก่จังหวัดสุราษฏร์ธานีและ

นราธิวาสทั้งสิ้น และพบยุงพาหะของเชื้อ B. malayi สายพันธุ์ nocturnal periodic strain ที่กระจายอยู่ใน

พืน้ที่จังหวัดปัตตานี ได้แก่ยุง Ma. uniformis และ ยุงพาหะของเชือ้ B. malayi สายพันธุ์ nocturnal 

subperiodic strain ซึ่งกระจายอยูในพืน้ที่จังหวัดนราธิวาสได้แก่ยุง Ma. bonneae และ Ma. dives 

(Guptavanij et al, 1977; 1978) ในปี 2536 รายงานของ Suvannadabba และคณะ (1993) พบการ

ระบาดของเชือ้ B. malayi ในพืน้ที่ภาคใต้ซึ่งพบเป็นเชื้อสายพันธุ์ nocturnal subperiodic strain พืน้ที่

จังหวัดเพชรบุรี สุราษฎรธ์านี นครศรีธรรมราชและนราธิวาส พบยุงพาหะที่ส้าคัญในพืน้ที่ศึกษานี ้ได้แก่ 

Ma. bonneae และ Ma. dives ซึ่งมีแหล่งเพาะพันธุ์บริเวณป่าพรุ และเชือ้สายพันธุ์ nocturnal periodic 

strain พบในพืน้ที่จังหวัดเพชรบุรี ชุมพร สุราษฎรธ์านี นครศรธีรรมราชและปัตตานี พบยุงพาหะที่

ส้าคัญในพืน้ที่ศึกษานี ้ได้แก่ Ma. uniformis, Ma. Indiana และ Ma. Annulata ซึ่งแหล่งเพาะพันธุ์เป็นป่า

พรุที่มลีักษณะเป็นป่าเปิด (open swamps forest) 

พ.ศ. 2540 (ค.ศ. 1997) องค์การอนามัยโลกได้ก้าหนดใหม้ีการวางแผนการก้าจัดโรคเท้าช้าง

ในประเทศในกลุ่มแพร่โรค (Endemic countries) โดยประเทศไทยได้มโีครงการการจ่ายยาครอบคลุม

พืน้ที่แพร่โรค (MDA) ด้วยยาไดเอทธิลคารบ์ามาซีน (Diethylcarbamazine citrate หรอื DEC) ชนิดเม็ด
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รับประทาน ขนาด 6 มิลลกิรัมต่อน้้าหนักตัว 1 กิโลกรัม ร่วมกับยาอัลเบนดาโซล (Albendazole หรอื 

ABZ) ชนิดเม็ดรับประทาน ขนาด 400 มิลลกิรัม ให้แก่ประชากรตั้งแต่อายุ 2 ปีขึ้นไปทุกคนที่อาศัยอยู่

ในพืน้ที่ endemic area เป็นครั้งแรกระยะการด้าเนินการ 5 ปีในชว่งพ.ศ. 2545-2549 และมีการ

ติดตามการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีไปจนหลังจากสิน้สุดโครงการในปี พ.ศ. 2549 ในขณะที่ด้าเนนิ

โครงการจ่ายยา (MDA) ในรอบแรกพบการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ในประชากรในพื้นที่ 4 

จังหวัด  ได้แก่ นราธิวาส กระบี่ สุราษฎรธ์านี และนครศรธีรรมราช จนกระทั้งสิน้สุดโครงการพบมี

เพียงจังหวัดนราธิวาสจังหวัดเดียวที่มีการด้าเนินการจ่ายยา (MDA) รอบที่ 2 ในปี 2550-2554  

ในปีพ.ศ. 2545 Chansiri และคณะ ได้รายงานอัตราการตดิเชื้อพยาธิฟิลาเรีย ชนิด B. malayi 

สายพันธุ์ nocturnally subperiodic strain ในคนที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่แพร่โรคในจังหวัดสุราษฎรธ์านีและ

นราธิวาส คือ ร้อยละ 2.7 และ 1.3 ตามล้าดับ นอกจากนี้ ยังพบอัตราการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรีย Brugia 

spp. ในแมวจังหวัดสุราษฎร์ธานีและนราธิวาส สูงถึงร้อยละ 53.3 และ 18.4 ตามล้าดับ (Lek-Uthai et 

al., 2004) ในปีพ.ศ. 2546 ธีระยศและสุมาศ ได้รายงานการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียชนิด B. malayi สาย

พันธุ์ nocturnally subperiodic strain ในแมวในจังหวัดนราธิวาส  

ในปีพ.ศ. 2547 Lek-Uthai และคณะ ได้รายงานอัตราการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียชนิด B. malayi 

สายพันธุ์ nocturnally subperiodic strain ในแมวในจังหวัดสุราษฎร์ธานี คือ ร้อยละ 15.4 ในปีพ.ศ. 2549 

Nuchprayoon และคณะ ได้รายงานการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียชนิด B. pahangi ในแมวในจังหวัดนาราธิวาส 

ในขณะที่ไม่พบการติดเชื้อไมโครฟิลาเรีย B. malayi สายพันธุ์ nocturnally subperiodic strain ในคนและแมว

ในหลายพื้นท่ีซึ่งเคยเป็นแหล่งแพร่โรคในจังหวัดสุราษฎร์ธานี    
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ตารางที่ 2.2 ขอบเขตการกระจายตามสภาพภูมิศาสตร์ของเชื้อพยาธิฟลิาเรยี B. malayi และ 

B. pahangi ในพื้นที่แพร่โรคเท้าช้างบรูเกียในประเทศไทย (อดิศักด์ิ และอภิรดี, 2558) 

เช้ือฟิลาเรีย สายพนัธ์ุ โฮสต์ พืน้ที่แพร่โรค อตัราการติดเช้ือ
ไมโคร  ฟิลาเรีย 
(%) 

ช่ัวโมงสูงสุดของการ
ปรากฏตัวในกระแส
เลอืด (น.) 

อ้างองิ 

B. malayi NSP คน ปัตตานี, พทัลุง,
นครศรีธรรมราช,  
สุราษฎร์ธานี 

21.0 20:00–24:00 Iyengar, 1953 

B. malayi NP คน ชุมพร 2.3 22:00–06:00  Harinasuta et al, 
1970  

B. malayi NSP คน ชุมพร 5.0 18:00–22:00 Guptavanij et al,  
1971  DSP    12:00 

B. malayi NSP คน สงขลา 0.08 19:00–22:00 น. Guptavanij et al, 
1977    ปัตตานี 1.6  

   นราธิวาส 2.8  
   ยะลา 0.04  
   กระบ่ี 0.02  
B. malayi NSP คน เพชรบุรี, สุราษฎร์ธานี, 

นราธิวาส, 
นครศรีธรรมราช 

0.01 ND Suvannadabba et 
al, 1993 

 NP คน เพชรบุรี, ชุมพร,  
สุราษฎร์ธานี, 
นครศรีธรรมราช, 
ปัตตานี 

 ND 

B. malayi NSP คน สุราษฎร์ธานี 2.7 4:00-6:00 น. Chansiri et al, 
2002    นราธิวาส 1.3  

  แมว สุราษฎร์ธานี 53.3 2.00-4.00 น. 
   นราธิวาส 18.4  
B. malayi NSP แมว สุราษฎร์ธานี 15.4 24:00 น. Lek-Uthai et al,  

2004 
B. malayi NSP แมว สุราษฎร์ธานี ND ND Nuchpratoon et 

al, 2006 B. pahangi NSP แมว สุราษฎร์ธานี 3.8 ND 
B. malayi NSP แมว นราธิวาส ND 24:00 น. ธีระยศ และสุ

มาศ 2546 
ND – ไมม่ขี้อมูล, NSP – สายพันธ์ุปรากฏตัวในเวลากึ่งกลางคืน (nocturnally subperiodic strain), NP – สายพันธ์ุ

ปรากฏตัวในเวลากลางคืน (nocturnally periodic strain)  
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2.3  การวินิจฉัยโรคเท้าช้างบรูเกีย 

2.3.1 การจ าแนกเชื้อ          

โดยทั่วไปการวินจิฉัยการตดิเชื้อฟิลาเรยี (filarial detection) ทั้งในคนและสัตว์สามารถท้าได้โดย

การศกึษาลักษณะรูปร่างโครงสรา้งอวัยวะภายในของเชื้อไมโครฟิลาเรียตัวเต็มวัย แตเ่นื่องจากการเก็บ

ตัวอย่างที่เป็นพยาธิตัวเต็มวัยซึ่งอาศัยอยู่ในเนือ้เยื่อของคนหรอืสัตว์นั้นท้าได้ยาก ดังนัน้วิธีมาตรฐาน 

(gold standard) ในการวินิจฉัยการตดิเชื้อฟิลาเรยีจึงใช้วธิีการจ้าแนกการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย (mf 

identification) ในกระแสเลือดคนและสัตว์ ได้แก่ วิธีฟิล์มโลหิตหนาย้อมด้วยสียิมซ่า ซึ่งวิธีนีส้ามารถ

จ้าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ออกจากเชือ้ไมโครฟิลาเรยีอื่นๆ ได้อย่างชัดเจน ตัวอ่อนไม

โครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. มีความยาวประมาณ 170–330 ไมครอน กว้าง 5-7 ไมครอน มีปลอกหุม้

ล้าตัว (sheath) ซึ่งสามารถดูการตดิสีได้อย่างชัดเจนเมื่อย้อมด้วยสีสียิมซ่าและฮีมาท๊อกซิลนี 

(hematoxylin stain) ที่ปลายหางพบนิวเคลียสประเภท  terminal nuclei จ้านวน 2 นิวเคลียส แยกกัน

ปรากฏชัดเจนโดย terminal nuclei ที่ปลายหางจะมีขนาดเล็กกว่า ในขณะที่โครงสร้างอวัยวะภายในของ

เชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด W. bancrofti ไม่พบ terminal nuclei ที่ปลายหาง ดังนัน้การพบ terminal nuclei 

เป็นลักษณะจ้าเพาะที่สามารถแยกเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. ออกจากเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด

อื่นๆ ได้ (รูปที่ 2.2)  

ลักษณะจ้าเพาะของเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi, B. timori และ B. pahangi มีความ

แตกต่างกัน ซึ่งลักษณะเด่นดังกล่าวนีใ้ช้ในการจ้าแนกชนิดของพยาธิ ได้แก่ ความยาวล้าตัว, ความ

กว้างล้าตัว, Cephalic space, innenkorper ความกว้างของ nerve ring และปลอกหุม้ล้าตัว 

(Sirivanandam and Fredericks, 1966; Sucharit et al, 1975; Fischer et al, 2004) ตารางที่ 2.3 

อธิบายความแตกต่างของลักษณะของเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ซึง่สามารถจ้าแนกเชื้อไมโคร

ฟิลาเรยีชนดิ B. malayi จากเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. ชนิดอื่นๆ ได้ ซึ่งลักษณะส้าคัญของเชือ้

ไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi คือ ขนาดความยาวประมาณ 177-230 μm ซึ่งจะสั้นกว่า B. timori และ 

B. pahangi และมีความยาวของ innenkorper สั้นทีสุ่ด เชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ทุกชนิดจะมี

ปลอกหุม้ล้าตัว นิวเคลียสของเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ติดสมี่วงแดง ปลอกหุ้มล้าตัวติดสีชมพู

มีพื้นผิวค่อนข้างเรียบและโปร่งแสง นิวเคลียสเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. timori เมื่อย้อมด้วยสียิมซ่าติด

สีมว่งแดงเข้ม ขณะที่ปลอกหุม้ล้าตัวของเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. timori ไม่ติดสียิมซ่า หรือติดสีชมพู

ค่อนขา้งจางมาก (Purnomo et al, 1977; David et al, 1997, Fischer et al, 2004) ส่วนนิวเคลียสของ

เชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด B. pahangi ซึ่งเป็นเชื้อฟิลาเรียในสัตว์ เมื่อย้อมด้วยสียิมซ่าเห็นนิวเคลียสติดสี

ม่วงแดงเข้ม ปลอกหุม้ล้าตัวติดสีชมพูเช่นเดียวกับเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด B. malayi แตผ่วิมีลักษณะ

ขรุขระไม่เรียบเหมือนเชื้อไมโครฟลิาเรยีชนิด B. malayi   

 
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purnomo%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22593
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ตารางท่ี 2.3  ลักษณะภายนอกของเชื้อไมโครฟิลาเรีย 
ไมโครฟิลาเรีย 
 

Brugia malayi Brugia timori Brugia pahangi 

- ค่าเฉลี่ยความยาวล าตัว (μm) 

- ค่าเฉลี่ยความกว้างล าตัว (μm) 
- Cephalic space (อัตราส่วนของ ความ

ยาวต่อความกว้าง) 
- ความยาวเฉลี่ยของ innenkorper 

(μm) 

- ความกว้างของ nerve ring (μm) 
- ปลอกหุ้มล าตัว 

 
 

220 
3.88 
2:1 

 
31 
 

6-7 
ติดสีชมพูของสี 

Geimsa ผิวเรียบ 
สม่ าเสมอ 

 

310 
 

3:1 
 

60 
 
 

ไม่ติดสี Geimsa 
 
 
 

280 
3.59 
2:1 

 
53 
 
4 

ติดสีชมพูของสี 
Geimsa, 

granular sheat 
 

ดัดแปลงมาจาก Fischer et al, 2004 
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รูปที่ 2.2 ลักษณะโครงสร้างของเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi และ W. bancrofti เมื่อย้อมด้วยสียิมซ่าและดูผ่าน

กล้องจลุทรรศน์ 
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โดยทั่วไปสามารถจ้าแนกชนิดของเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ตามลักษณะโครงสร้าง

ล้าตัว ระหว่างเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนดิ B. malayi ซึ่งเป็นเชื้อฟิลาเรยีทีส่ามารถก่อโรคในคนและในสัตว์

ได้ และเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. pahangi ซึ่งเป็นเชื้อฟิลาเรยีทีไ่ม่ก่อโรค โดยวิธีการย้อมด้วยสียิมซ่า

และดูผา่นกล้องจุลทรรศน์ เป็นวิธีที่สามารถจ้าแนกเชื้อที่ 2 ชนิดออกจากกันได้โดยอาศัยความแตกต่าง

กันของลักษณะโครงสร้างของเชือ้ตามที่ได้กล่าวมาข้างต้น แตย่ังพบข้อจ้ากัดคือ วิธีการจ้าแนกตาม

ลักษณะโครงสรา้งของตัวเชื้อนั้น ต้องอาศัยผูท้ี่มคีวามช้านาญและมีประสบการณ์ในการจ้าแนกเชื้อเป็น

อย่างมาก จงึจะให้ผลการจ้าแนกที่ถูกต้องและแม่นย้าสูง ดังนัน้จ้าเป็นต้องใชว้ิธีการจ้าแนกเชือ้อืน่ๆ ที่มี

ประสิทธิภาพในการจ้าแนกเชื้อและงา่ยต่อการอ่านผลการจ้าแนกเชือ้นั้น ซึ่งเทคนิคการย้อมสทีางฮีสโต

เคมี (acid phosphatase stain) สามารถเห็นถึงความแตกต่างระหว่างลักษณะโครงสร้างของเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ B. malayi และ B. pahangi ได้งา่ย โดยการย้อมด้วยสี acid phosphatase stain พบว่าเชื้อไม

โครฟิลาเรยีชนดิ B. malayi มปีลอกหุม้ตดิสีและมีสเีข้มบริเวณ amphids, excretory pore, anal pore 

และ phasmid (Kobasa et al, 2004; Ambily et al, 2011; Ravendran et al, 2014) ในขณะทีเ่ชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ B. pahangi พบการติดสชีมพูตลอดทั้งล้าตัวและติดสเีข้มเฉพาะบริเวณ excretory pore และ 

anal pore เท่านั้น (Ravendran et al, 2014)  (รูปที ่2.3)  
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รูปภาพที่ 2.3 เกณฑว์ินิจฉัยส าหรับเชื้อไมโครฟิลาเรียที่ย้อมด้วยวิธ ีacid phosphatase staining (A) เกณฑ์

วนิจิฉัยเชื้อพยาธฟิิลาเรีย Brugia spp. และ Dirofilaris spp. (B) ตัวอยา่งเช้ือพยาธิฟิลาเรีย B. pahangi และ D. immitis 

ท่ีย้อมดว้ยวธีิ acid phosphatase staining 

ที่มา: อดิศักดิ์ และอภริด,ี 2558 
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2.3.2 การวนิิจฉัยการติดเชื้อ B. malayi ในเลือดคนและยุงโดยใช้เทคนิค PCR 

เชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi เป็นพยาธิตัวกลมในระบบเลือดและน้้าเหลืองที่สามารถ

แพร่กระจายในคนโดยมียุงเป็นพาหะโดยเฉพาะยุงเสือ Masonia spp. นอกจากนี้ยังมีสัตวเ์ป็นแหล่งรัง

โรค (Ambily et al, 2011) ดังนัน้ในโปรแกรมการก้าจัดโรคเท้าช้างนอกจากการควบคุมการตดิเชื้อในคน

แล้วการควบคุมการตดิเชื้อในสัตว์และยุงพาหะจึงมคีวามส้าคัญเช่นกัน ในสัตว์ที่เป็นแหล่งรังโรคนั้นไม่

เพียงแต่พบการตดิเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi แตย่ังสามารถพบการตดิเชื้อฟิลาเรียในเลือดชนิดอื่นๆ 

ได้แก่ B. pahangi, D. immitis และ D. repens (Chansiri et al, 2002) โดยทั่วไปวิธีมาตรฐานในการ

ตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ในตัวอย่างเลือด ใช้วธิีตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี

ฟิมล์โลหิหนา ซึ่งมีขอ้จ้ากัดในการจ้าแนกชนิดของเชือ้ไมโครฟิลาเรียโดยเฉพาะระหว่างเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ B. malayi และ B. pahangi ซึ่งมีลักษณะทางกายภาพที่คล้ายกันมาก อีกทั้งยังเป็นการยาก

หากมีการติดเชือ้ร่วมกันของเชือ้ไมโครฟิลาเรียหลายชนิด  ดังนัน้จึงมกีารพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุล

ในการตรวจจ้าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรียทั้งในตัวอย่างเลือด (Chansiri et al, 2002; Nuchprayoon et al, 

2003)  และยุง (Hoti et al, 2001; Chanteau et al, 1994; Williams et al, 1996; Ramzy et al, 1997) 

เทคนิค PCR-linked restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) เป็นวิธีที่ถูกพัฒนาขึน้เพื่อ

ใช้ในการจ้าแนกไมโครฟิลาเรีย การศกึษาของ Hoti และคณะ (2001), Chansiri และคณะ (2002) และ 

Ambily และคณะ (2011) ได้ศึกษาการจ้าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรยีจากยีน Trans-spliced leader exon 1 

(SLX) และ HhaI repetitive region (HR) แล้วตัดสาย DNA ด้วย Restriction enzyme Alu I ซึ่งสามารถ

จ้าแนกเชือ้ B. malayi, B. pahangi, D. immitis และ D. repens ได ้ นอกจากนีย้ังมกีารพัฒนาเทคนิค 

PCR-RFLP ในการจ้าแนกไมโครฟิลาเรียโดยศกึษากับยีนอื่นๆ ได้แก่ยีน Glutathaione peroxidase 

(Gp29) ซึ่งเป็นยีนที่สังเคราะห ์glycoprotein ที่บริเวณผิวของไมโครฟิลาเรีย และใช้ restriction enzyme 

HpaI, PstI, AluI และ HinfI ในการจ้าแนกระหว่างเชื้อ B. malayi, B. pahangi และ W. bancrofti 

(Thanomsub et al, 2000) ยังมีการศกึษาโดยใช้ยีน ribosomal DNA (rDNA) บริเวณต้าแหนง่ internal 

transcribed spacer (ITS1) และตัดด้วย restriction enzyme Alu I เป็นครั้งแรก ซึ่งสามารถจ้าแนก

ระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด B. malayi, B. pahangi, W. bancrofti, D. immitis และ D. repens ได ้

(Nuchprayoon et al, 2003; 2005; 2006) 
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การศกึษาการติดเชื้อไมโครฟิลาเรียในยุง เริ่มตน้มีการใช้เทคนิค PCR ในการจ้าแนกชนิดของ

เชื้อโดยการศกึษายีน Ssp1 ส้าหรับการจ้าแนกเชื้อ W. bancrofti (Chanteau et al, 1994; Williams et al 

1996; Ramzy et al, 1997; Hoti et al, 2001; Vasuki et al, 2003) และมีการศกึษาในยีน Hha I ส้าหรับ

การจ้าแนกเชือ้ B. malayi (Hoti et al, 2001;  Cox-Singh et al 2000; Vasuki et al, 2001) ซึ่งตรวจหา

เชื้อโดยแยกเป็น 2 ขั้นตอนของการท้า PCR นีจ้ะท้าให้สิน้เปลืองงบประมาณและเวลา จงึได้มกีาร

พัฒนาเทคนิค Multiplex PCR ขึน้มาเพื่อใช้ในการจ้าแนกระหว่าง W. bancrofti และ B. pahangi โดย

ศกึษาจากยีน Ssp1 (Mishra et al, 2007) วิธีนีน้อกจากจะสามารถตรวจหาเชื้อในยุง ยังสามารถตรวจ

ในตัวอย่างเลือดอกีด้วย เป็นวิธีที่สามารถตรวจจ้าแนกตัวอย่างที่มีการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียของ W. 

bancrofti และ B. malayi รวมกันได้ เนื่องจาก PCR product ที่ได้จะมีขนาดต่างกันโดยที่ B. malayi 

ให้ผล PCR มีขนาด 188 bp ในขณะที่ W. bancrofti ให้ผล PCR มีขนาด 129 bp นอกจากนีย้ังมีความไว

ในการตรวจสูง สามารถตรวจพบเชื้อได้เมื่อมีเชื้อเพียง 1 ตัวที่รวมอยู่กับไมโครฟิลาเรียอื่นๆ อกี 75 ตัว 
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ตารางที่ 2.4   List of oligonucleotide primers that are specific for B. malayi 

Primers Sequences (5’-3’) Species 

identification 

References  

Trans-sppliced leader exon 

1 

    SLX1 (forward) 

    SLX2 (reverse) 

 

GTCTACGACCATACCACGTTGA 

GAAACATTCAATTACCTCAAAC 

B. malayi Chansir,i et al, 2002; 

Ambily, et al, 2011 

Hha1 repetitive region 

   BM1 

   BM2 

 

GCGCATAAATTCATCAGCAA 

ATGACAACTCAATACTCGAC 

B. malayi Chansiri, et al, 2002; 

Ambily, et al, 2011 

rDNA 

   ITS1-F 

   ITS1-R 

 

GGTGAACCTGCGGAAGGATC 

GCGAATTGCAGACGCATTGAG 

B. malayi Nuchprayoon, et al, 

2003; 2005; 2006 

Glutathione peroxidase 

(GSHPx) 

   MF/F 

   MF/R 

 

ATGTCCGCACAACTTTTGATTTTATCG 

TTAAATTTCACGTTCCAGTTCATCGAT 

B. malayi, B. 

pahangi cW. 

bancrofti 

 

Thanomsub, et al, 

2000 

SspI 

   NV1 

   NV2 

 

CGTGATGGCATCAAAGTAGCG 

CCCTCACTTACCATAAGACAAC 

W. bancrfti Chanteau, et al, 1994; 

Williams, et al, 1996; 

Ramzy, et al, 1997; 

Hoti, et al, 2001; 

Vasuki, et al, 2003 

HhaI 

   Hha I F 

   Hha I R 

 

GCGCATAAATT-CATCAGC 

GCGCAAAACTTAATTACACCCGC 

B. malayi 

 

Hoti, et al, 2001;  

Cox-Singh, et al 2000; 

Vasuki et al, 2001 

SspI 

   BM / WBF (forward) 

   BMR 188 (reverse for 

BM) 

   WBR 129 (reverse for 

WB) 

 

AGCGTGATGGCATCAAAGTAG 

TTCCATCCCCAAGAAAATATTAG 

AGGTTATACCAAGCAAACAAAAA 

 

 

B. malayi 

W. bancrofti 

Mishra, et al, 2007 
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 ด้วยเทคนิค conventional PCR ที่มกีารพัฒนามาอย่างตอ่เนื่อง ท้าให้มีความแม่นย้าในการ

ตรวจหาเชื้อและมีความไวในการตรวจสูง แตอ่ย่างไรก็ดีการตรวจดว้ยวิธีนี้ยังต้องอาศัยวิธีการอ่านผล 

DNA ด้วย Agarose gel electrophoresis ซึ่งเป็นการเพิ่มขั้นตอน อีกทั้งยังไม่สามารถตรวจในเชิงปริมาณ

ได้ ดังนัน้จงึมกีารพัฒนาวิธี Real-time PCR ขึน้เพื่อใชใ้นการจ้าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรยีทั้งในตัวอย่าง

เลือดและยุง (Rao et al, 2006 (A); 2006 (B)) ซึ่งจะเป็นการเพิ่มความไวในการตรวจและยังสามารถ

ลดขั้นตอนและลดโอกาสในการปนเปื้อนของตัวอย่างของวิธี conventional PCR ได้ อย่างไรก็ตาม

หลายๆ พืน้ที่ในแถบเอเซียตะวันตกเฉียงใต้ อินเดีย และฟิลปิปินส์ พบว่ามีการแพร่กระจายของเชือ้ W. 

bancrofti และ B. malayi ในพืน้ที่ทับซ้อนกัน ดังนัน้การเฝา้ระวังโรคอย่างมปีระสิทธิภาพจะต้องตดิตาม

การเกิดโรคจากเชือ้ทั้ง 2 ชนิดไปพร้อมๆ กัน จะเห็นได้ว่าการใชว้ิธี Multiple singleplex real-time PCR 

ในการตรวจหาโรคนั้นจะท้าให้เกิดการสิ้นเปลืองเวลา งบประมาณ และผูป้ฏิบัติงาน จงึได้มกีารพัฒนา

วิธี  Multiplex real-time PCR  ขึน้ ในปัจจุบันวิธี Fluorescence Resonance Energy Transfer Real-time 

PCR (FRET PCR) และ Melting curve analysis ได้ถูกพัฒนาขึ้นเพิ่มใช้ในการตรวจหาไมโครฟิลาเรียใน

เลือดคนและสัตว์ (สุนัขและแมว) และยุง (Intapan et al, 2009; Thanchomnang et al, 2010; 

Wongkamchai et al, 2013) วิธีนีเ้ป็นวิธีที่สามารถลดระยะเวลาการตรวจลงได้และมีค่าความไวและ

ความจ้าเพาะสูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับวธิี conventional PCR และหาล้าดับเบส (DNA sequences) จึง

เหมาะที่จะใช้เป็นวิธีที่ใชใ้นการศกึษาระบาดวิทยาของโรคและติดตามการแพรก่ระจายของเชื้อในยุง

พาหะที่อาศัยในพืน้ที่ซึ่งมีการระบาดของโรค แตอ่ย่างไรก็ตามการตรวจด้วยวิธี FRET PCR นั้นจ้าเป็น

จะต้องใชเ้ครื่องมอืที่มคีวามจ้าเพาะและใช้ Fluorescently labeled oligonucleotide probes จ้านวนมาก 

จงึท้าให้ตน้ทุนการตรวจวินิจฉัยโรคสูงขึ้น 

2.3.3 การตรวจหาเชื้อโดยใช้แอนติบอดี         

วิธีการตรวจวนิิจฉัยการตดิเชือ้ฟิลาเรยีโดยการตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือดเป็นวิธี

มาตรฐานที่ใช้หาความชุกในการประเมนิสถานการณ์ความรุนแรงของการกระจายโรคในพืน้ที่แพร่โรค 

ซึ่งเป็นวิธีที่มีคา่ความไวค่อนข้องต่้า มักตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรียไม่พบเมื่อระดับความเข้มข้นของเชือ้

ไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดต่้าหรอืแมน้ว่าจะใช้เทคนิคในการเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของเชือ้มาโคร

ฟิลาเรยีก็ตาม (Turner et al, 1993) จงีได้มกีารพัฒนาเทคนิคต่างๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจ

วินจิฉัยการตดิเชื้อพยาธิฟิลาเรีย การตรวจวัดระดับแอนติบอดีตอ่เชื้อพยาธิฟิลาเรียเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ถูก

พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในการตรวจหาการตดิเชื้อฟิลาเรยี B. malayi และ B. timori ในพืน้ที่การแพรโ่รค เป็น
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วิธีที่มคีวามไวของการตรวจค่อนขา้งสูงเมื่อเทียบกับวิธีการตรวจหาไมโครฟิลาเรีย นอกจากนีย้ังมี

ความจ้าเพาะต่อเชื้อฟิลาเรียชนดิ Brugia spp. เนื่องจากโมเลกุลที่ใชใ้นการตรวจจับแอนตบิอดีถูก

พัฒนามาจากแอนติเจนของเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi ซึ่งเป็นแอนตเิจนประเภท B. malayi 

recombinant antigen (Bm14 และ BmR1) (Weil et al, 2011; Jamail et al, 2005; Rahman et al, 

2001(a); Haarbrink et al, 1999) มีความจ้าเพาะกับแอนตบิอดีชนิด IgG4 ซึ่งเป็น anti-filaria IgG 

antibody โดยทั่วไปแล้วการติดเชื้อฟิลาเรียชนิด Brugia spp. และ W. bancrofti ท้าให้สามารถพบระดับ 

parasite-specific IgG4 antibody ในเลือดสูง โดยระยะเริ่มแรกของการตดิเชือ้ เมื่อไมโครฟิลาเรียเข้าสู่

ร่างกาย การตอบสนองต่อภูมคิุ้มกันของรา่งกายโดยการสรา้งแอนติบอดี้ชนิด IgM ซึ่งอยู่ในร่างการ

ประมาณ 2 -3 สัปดาห์ จากนั้นแอนตบิอดีชนิด IgG1 และ IgG2  จะถูกกสร้างขึ้น และค่อยๆ 

เปลี่ยนเป็น IgG4 เมื่อเวลาเพิ่มขึ้นและคงอยู่ในร่างกายได้เป็นเวลานาน (Ghosh, 2012; Ravichandran et 

al, 1997) แอนตบิอดีชนิด IgG ถูกกระตุน้ได้จากแอนติเจนที่พบทั้งในไมโครฟิลาเรีย ตัวอ่อนระยะอื่นๆ  

และพยาธิตัวแก่ จงึสามารถน้ามาใช้ในการวินิจฉัยโรคได้ในการตดิเชื้อทุกระยะทั้งในการตรวจหาผู้ป่วย

ใหม่และการตดิตามประเมินผลของโครงการก้าจัดโรค โดยขอจ้ากัดของการตรวจวัดระดับแอนติบอดี้

ชนิด IgG4 นั้นไมส่ามารถบ่งชีไ้ด้วา่ระดับของแอนติบอดีที่พบนั้น เนื่องจากการติดเชื้อพยาธิครั้งใหม่หรอื

มาจาการเคยได้สัมผัสกับเชื้อฟิลาเรยีมาก่อนแลว้ แต่อย่างไรก็ดีพบว่าระดับของ IgG4 จะลดลงได้

หลังจากได้รับยาก้าจัดพยาธิฟิลาเรียในกลุ่ม Diethylarbamazine (DEC) ประมาณ 6-12 เดือน 

(Kurniawan et al, 1995; McCarty et al, 1995)  แอนตเิจนชนิด Bm14 เป็นแอนตเิจนประเภท B. 

malayi recombinant antigen มีความจ้าเพาะต่อแอนติบอดีที่ถูกผลติขึน้มาเมื่อโฮสต์มกีารสัมผัสหรอื

ได้รับเชื้อฟิลาเรียเข้าสู่ร่างกาย จงึมกีารน้าแอนตเิจนชนิด Bm14 มาใช้ในการตรวจหาการตดิเชือ้ฟิ

ลาเรยีทั้งชนิด  B. malayi, B. timori และ W. bancrofti ได้ แตค่วามไวของเครื่องมือในการจ้าแนกเชื้อฟิ

ลาเรยีแตล่ะชนิดจะมีความแตกต่างกัน  โดยการใชแ้อนติเจนชนิด Bm14 เมื่อน้ามาตรวจจหาแอนตบิอดี

ของเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi  และ B. timori  จะมีความไวสูงกว่าการตรวจหาแอนตบีอดีของเชื้อฟิ

ลาเรยีชนดิ W. bancrofti  ในขณะที่แอนตเิจนชนิด BmR1 มีความจ้าเพาะในการตรวจจ้าแนกเฉพาะ

แอนตบิอดีของเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi และ B. trimori เท่านั้น ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาการ

ตรวจหาแอนตบิอดีต่อเชือ้พยาธิฟิลาเรยีในรูปแบบของชุดตรวจส้าเร็จรูป Brugia Rapid (BR) (Reszon 

Diagnostics International Sdn. Bhd., Malasia) อาศัยหลักการของ dipstick test โดยใช้แอนตเิจนชนิด 

Bm14 เป็นโมเลกุลที่ใชต้รวจสอบหาแอนติบอดี IgG4 ในตัวอย่างจากทั้งผู้ติดเชื้อพยาธิฟิลาเรียชนิด B. 

malayi และ B. timori  (Jamail et al, 2005; Fischer et al, 2005; Supali et al, 2004; Rahmah et al, 
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2001 (b))  ในขณะที่การตรวจวัดระดับ IgG4 ของผู้ตดิเชือ้ด้วยวิธี enzyme-linked immunosorbnt assay 

(ELISA) ได้มกีารพัฒนารูปแบบการตรวจและปรับน้าไปใช้เพื่อตรวจวินจิฉัยโรคในหลายพืน้ที่ โดยใช้

แอนตเิจนชนิด BmR1 ในการจ้าแนกแอนติบอดี IgG4 ของเชือ้ฟิลาเรีย (Weil et al, 2011; Rahmah et al, 

2001 (a); Haarbrink et al, 1999;  Rahmah et al, 1998) ซึ่งวิธีการตรวจหาแอนติบอดีนี้ถูกน้าไปใช้ใน

การประเมนิหาอัตราความชุกของโรคโดยใช้การตรวจแอนติบอดีในหลายประเทศ ได้แก่ อินเดีย 

มาเลเซีย อินโดนีเซีย และไทย เป็นต้น ซึ่งพบว่าในพื้นที่แพร่โรคหนึ่งๆ ค่าอัตราความชุกของการติด

เชื้อฟิลาเรียแอนติบอดีค่อนข้างสูงกว่าอัตราความชุกของไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือด การตรวจหา

การตดิเชื้อพยาธิโดยการหาแอนติบอดีในเลือดนัน้สามารถใช้กับตัวอย่างเลือด/ซีรัม/พลาสมาซึ่งเก็บ

ตัวอย่างในเวลาใดของวันก็ได้ ซึ่งเป็นข้อแตกต่างของการตรวจหาเชื้อพยาธิโดยการหาไมโครฟิลาเรียใน

กระแสเลอืด ซึ่งต้องเก็บตัวอย่างเลือดที่ตอ้งการตรวจในชว่งกลางคนืเท่านั้นเนื่องจากคุณสมบัติของ

การปรากฏตัวของไมโครฟิลาเรยีแบบ nocturnal periodic และ nocturnal subperiodic นอกจากนีก้าร

ตรวจหาการตดิเชือ้ฟิลาเรียโดยหาแอนติบอดียังให้คา่ความไวและความจ้าเพาะสูง (ร้อยละ 90-100 

และร้อยละ 99-100 ตามล้าดับ)  ดังนัน้ WHO จงึแนะน้าให้ใชว้ิธีการตรวจวินิจฉัยโดยใช้แอนติบอดี 

IgG4 ในการตวจคัดกรองโรคและการหาอัตราความชุกการตดิเชื้อฟิลาเรียแอนติบอดีเพื่อตดิตามและ

ประเมินผลในโปรแกรมการก้าจัดโรคเท้าช้างทั่วโลก (Global Programm to Eliminate Lymphatic 

Filariasis; GPELF)  

อย่างไรก็ตาม มีขอ้แนะน้าส้าหรับประเทศที่มกีารแพร่ระบาดของโรคเท้าช้างบรูเกีย (Brugia-

endemic country) ในการใช้การตรวจหาความชุกของโรคโดยใช้การตรวจแอนตบิอดีในการก้าหนดพืน้ที่

ในโครงการก้าจัดโรคเท้าช้าง (PELFs) ไว้ดังนี ้(1) ในพืน้ที่ซึ่งอัตราความชุกการตดิเชือ้ฟิลาเรยีแอนตบิอดี

มากกว่าร้อยละ 10 ของประชากรในพืน้ที่ใหพ้ิจารณาว่าพืน้ที่นั้นมีโรคเท้าช้างเป็นโรคประจ้าถิ่นมี การ

ก้าหนดค่าประมาณของอัตราความชุกของการพบไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือดในประชากกรมากกว่า

ร้อยละ 1 และก้าหนดให้เป็นเป็นพืน้ที่ส้าหรับส้าหรับการจ่ายยาครอบคลุมพื้นที่ (MDA) (2) ในพืน้ที่ซึ่งมี

อัตราความชุกการตดิเชื้อฟิลาเรยีแอนติบอดีน้อยกว่าร้อยละ 1 ของประชากร มีการก้าหนดค่าประมาณ

ของอัตราความชุกของการพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดน้อยกว่ารอ้ยละ 1 (3) ในพืน้ที่ซึ่งมีอัตรา

ความชุกการตดิเชื้อฟิลาเรยีแอนตบิอดีระหว่างร้อยละ 1-10 ของประชากร แนะน้าให้ตอ้งมกีาร

ตรวจหาอัตราความชุกของการพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดเพื่อใช้ประเมินสถานการณก์ารเกิดโรค

เท้าช้างในพืน้ที่ (WHO, 2006) 
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2.3.3.1  หลักการทดสอบของ Brugia ELISA Test 

หลักการของ Indirect ELISA ได้ถูกน้าไปใช้ในการตรวจหาระดับแอนตบิอดี IgG4 เพื่อประเมิน

การตดิเชื้อพยาธิฟิลาเรีย โดยอาศัยโมเลกุลแอนติเจนเป้าหมายชนิด BmR1 หรอื Bm14 ซึ่งเคลือบเพลท

ไว้ที่ก้นหลุม และใช้แอนตบิอดี 2 ชนิด ได้แก่ โมโนโคลนอลแอนตบิอดีหนู ที่จ้าเพาะต่อ IgG4 ของคนที่

ติดเชือ้พยาธิฟิลาเรีย หรอืที่เรียกว่า mouse anti-human antifilarial IgG4 monoclonal antibody (MAb) 

และ IgG ที่จ้าเพาะต่อ mose MAb ซึ่งติดฉลากด้วยเอ็นไซม์ horseradish peroxidase (HRP) หรอืที่

เรียกว่า anti-mouse MAb IgG-HRP conjugate ในตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมาที่ให้ผลบวกกับวิธี indirect 

ELISA  แอนตบิอดี human antifilarial IgG4 ซึ่งเป็น primary antibody จะถูกจับด้วย recombinant B. 

malayi antigen ที่เคลือบไว้ที่ก้นหลุมของเพลท ELISA โดยเป็นการจับกันแบบปฏิกิรยิาจ้าเพาะ (affinity 

reaction) จากนั้นแอนตบิอดี human antifilarial IgG4 จะถูกจับกับ mouse MAb ซึ่งเป็น secondary 

antibody ที่จ้าเพาะต่อแอนติบอดี human antifilarial IgG4 โดยเป็นการจับกันแบบปฏิกิรยิาจ้าเพาะ

เชน่กัน ในขั้นตอนการเกิดสี mouse MAb  จะถูกจับกับ anti-mouse MAb IgG-HRP conjugate แล้วเกิด

โมเลกุลคอมเพล็กซ์ขึ้น ดังนั้น เมื่อเตมิสารซับสเตรทที่ไม่มีส ี (colorless substrate) เอ็นไซม์ HRP ก็จะ

เปลี่ยนซับสเตรทที่ไม่มีสใีห้เป็นผลผลติที่มีสี สารซับสเตรทที่ใช ้ คือ สาร 2,2’-Azino-

di(ethylbenzthiazoline-sulphonate) การอา่นผลการทดสอบส้าหรับตัวอย่างซีรัมหรือพลาสมาที่ให้

ผลบวก พิจารณาจากจากความเข้มของค่าการดูดกลืนแสงจ้าเพาะ (absorbance) ของสารผลผลติที่มีสี 

และการค้านวณปริมาณแอนติบอดีที่วัดได้จากค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างทดสอบ ดูรายละเอียด

เพิ่มเติมในบทที่ 2 หัวข้อย่อย 2.3.2.2 ชุดทดสอบฟิลาเรยีแอนติเจนส้าเร็จรูปแบบ enzyme-linked 

immunosorbent assay (Og4C3 ELISA assay) วิธี Brugia ELISA สามารถวัดระดับ human antifilarial 

IgG4 เป็นค่า antibody titer จงึใชเ้พื่อติดตาม ประเมินผลการรักษาโรคเท้าช้างบรูเกีย โดยพิจารณาจาก

การลดลงของ antifilarial IgG4 titer หลังการรักษา อีกทั้ง วิธีนีย้ังสามารถใช้ทดสอบตัวอย่างในคราวละ

มากๆ จึงท้าให้ประหยัดงบประมาณในการตรวจอกีด้วย 

2.3.3.2  หลักการทดสอบของ Brugia Rapid Test 

ชุดตรวจฟิลาเรียแอนติบอดีส้าเร็จรูปที่จ้าเพาะต่อการติดเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi ได้ถูก

พัฒนามาจากเทคโนโลยีทางด้าน recombinant DNA technology และ lateral flow device ชุดตรวจฟิ
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ลาเรยีแอนติบอดีส้าเร็จรูปที่นยิมใช้กันอยู่ในปัจจุบัน คือ ชุดทดสอบ Brugia Rapid (BR) (Reszon 

Diagnostics International Sdn. Bhd., Malaysia) โดยอาศัยหลักการท้างานของ lateral flow device 

(รูปภาพที่ 2.4) เราสามารถเรียกชุดตรวจฟิลาเรียแอนติบอดีส้าเร็จรูป BR Test ว่า เป็นวิธีการ indirect 

solid-phase immunochromatographic assay ในรูปภาพที่ 5.3A ชุดตรวจฟิลาเรียแอนตบิอดีส้าเร็จรูป 

BR Test มีช่องส้าหรับใส่ตัวอย่างและสารละลายบัฟเฟอร์จ้านวน 2 ช่อง คือ ช่องที่ 1 เป็น square well 

ใช้ส้าหรับหยดตัวอย่างเลือด ซีรั่ม หรอืพลาสมาที่ใชท้ดสอบ ปริมาตรที่ใช้ทดสอบ คือ 35 ไมโครลิตร    

ซึ่งสามารถใช้หลอดแคพพิลลารีหรอืปิเปตอัตโนมัต ิ ปรับปริมาตรตัวอย่างที่ใช้ทดสอบก็ได้ อีกชนดิหนึ่ง

คือสารสารละลายบัฟเฟอร์ (chase buffer) ปริมาตรที่ใช ้ คือประมาณสองหยด หยดแรกใช้หลังจาก

หยดตัวอย่างเลือด ซีรั่ม หรอืพลาสมา ส้าหรับหยดที่สอง ใช้หลังจากที่ดงึลิ้นพลาสติกใส (plastic tub) 

ออกจาก cassette ส่วนช่องที่ 2 เป็น circle well ส้าหรับหยดสารละลาย chase buffer เท่านั้น ปริมาตร

ที่ใช ้คอืประมาณสามหยด ใช้หลังจากที่ตัวอย่างได้เคลื่อนที่ไปยังต้าแหน่ง A หรอืแถบสีฟ้า  

ในรูปภาพที่ 2.4A-B สาร immobilized substance ซึ่งถูกตรงึไว้ที่เยื่อกระดาษ nitrocellulose 

membrane มี 2 ประเภท คือ ประเภทที่หนึ่ง recombinant B. malayi  antigen ถูกตรงึไว้ที่แถบทดสอบ 

หรอืต้าแหน่ง C และประเภทที่สอง อิมมิวโนโกลบูลิน G ของแพะ หรอื goat anti-mouse PAb-dye IgG 

antibody ซึ่งจ้าเพาะต่อโพลีโคลนอลแอนตบิอดีของหนู ซึ่งติดฉลากด้วยลาเท็กซ์เคลือบสี หรอืที่เรยีกว่า 

nmouse PAb-dye conjugate โมเลกุล goat IgG ดังกล่าว ถูกตรงึไว้ที่แถบควบคุม หรอืต้าแหนง่ B 

โมเลกุล PAb-dye conjugate ของหนู จะจ้าเพาะต่อ human antifilarial IgG4 antibody ส่วนแถบสีฟ้า 

หรอืต้าแหน่ง A เป็นไวนิลเทป (vinyl tape) ท้าหนา้ที่หยุดการเคลื่อนที่ของสารตัวอย่าง ในรูปภาพที่ 

2.4B ในตัวอย่างเลือด ซีรัม หรอืพลาสมา ที่ให้ผลบวกกับชุดทดสอบ BR Test โมเกลุ human antifilarial 

IgG4 antibody ซึ่งเป็น primary antibody จะถูกจับโดย mouse PAb-dye conjugate ซึ่งเป็น secondary 

antibody ด้วยปฏิกิรยิาแบบจ้าเพาะเจาะจง เกิดเป็นโมเลกุลคอมเพล็กซ์ แล้วเคลื่อนที่ไปบนเยื่อ

กระดาษไนโตรเซลลูโลส เมื่อเคลื่อนที่ผ่านแถบทดสอบ human antifilarial IgG4 antibody  จะถูกจับโดย

โมเลกุล recombinant B. malayi antigen ที่ถูกตรงึไว้ที่แถบทดสอบ ท้าให้เกิดโมเลกุลคอมเพล็กซ์

ระหว่าง recombinant B. malayi antigen กับ human antifilarial IgG4 antibody ซึ่งถูกจับไว้ด้วย mouse 

anti-human antifilarial IgG4 PAb-dye conjugate แล้วเกิดเป็นแถบสีแดงหรือสีแดงมว่งขึ้นที่แถบ

ทดสอบ หรอื ต้าแหน่ง C ส่วนโมเลกุล mouse anti-human antifilarial IgG4 PAb-dye conjugate ที่

ไม่ได้จับกับ primary antibody ก็จะเคลื่อนที่จากแถบทดสอบไปยังแถบควบคุม เมื่อเคลื่อนที่ผ่านแถบ
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ควบคุม โมเลกุล mouse anti-human antifilarial IgG4 PAb-dye conjugate จะถูกจับด้วยโมเลกุล

แอนตบิอดี  goat IgG antibody ที่จ้าเพาะต่อ mouse PAb-dye conjugate แล้งเกิดเป็นโมเลกุลคอม

เพล็กซ์ระหว่าง goat IgG antibody กับ mouse PAb-dye conjugate จงึเกิดเป็นแถบสีแดงหรอืสีแดงม่วง

ขึน้ที่แถบควบคุม หรอื ต้าแหน่ง B  ในรูปภาพที่ 2.4C การอ่านผลการทดสอบ สามารถแปรผลตาม

แถบสีที่ปรากฏที่แถบทดสอบและแถบควบคุม โดยที่แถบควบคุมจะต้องปรากฏแถบสีแดงม่วงในทุก

กรณีที่ท้าการทดสอบกับตัวอย่าง ไม่ว่าการทดสอบจะให้ผลเป็นบวกหรือเป็นลบก็ตาม การไม่ปรากฏสี

ที่แถบควบคุม หมายถึง ความบกพร่องของชุดทดสอบ BR Test 

การศกึษาโดยใช้ชุดตรวจอื่นๆ ที่มกีารพัฒนาโดยใช้หลักการใกล้เคียงกัน และมีความแตกต่าง

ในรายละเอียด เช่น การใช้ recombinant B. malayi antigen เคลือบบนแถบทดสอบ และแถบควบคุมใช้

การแสดงผลโดยการจับกันของ Monoclonal anti-human IgG4 antibody และ gold anti-mouse 

antibody แล้วเกิดสีที่แถบควบคุม (Rahmah et al, 2001(b); Supali et al, 2004; Jamail et al, 2005) 

และจะเห็นได้ว่าทั้ง Brugia ELISA และ Brugia Rapid ใชห้ลักการในการตรวจที่คล้ายคลึงกัน แตกต่าง

กันที่ปริมาณของตัวอย่างจากผูป้่วยที่ใชน้้ามาทดสอบ ชนิดของชุดน้ายาที่ใชท้ดสอบ และวิธีการอ่านผล

การทดสอบจงึเป็นสาเหตุให้วิธีการตรวจหาแอนติบอดีทั้ง 2 วิธีนีใ้ห้ค่าความไวและความจ้าเพาะต่างกัน 

แตพ่บข้อดขีองการใช้ชุดทดสอบ BR คอื  

- ตัวอย่างที่ใชท้ดสอบนั้นใช้ได้ทั้งเลือด ซีรัม หรอืพลาสมา โดยใช้ในปริมาณน้อยต่อการทดสอบ

เพียง 30-35 l 

- ใช้เวลาในการตรวจ 15-25 นาที 

- การเก็บตัวอย่างจะเก็บช่วงใดของวันก็ได้ ไม่จ้าเป็นต้องเป็นตัวอย่างที่มาจาก night blood 

survey 

- ตัวอย่างที่เก็บมาที่ใชท้ดสอบได้ทันทีโดยไม่ต้องมีขัน้ตอนในการเตรียมตัวอย่างก่อน 

- ไม่ต้องการเครื่องมอืทางวิทยาศาสตรม์ากและซับซ้องในการทดสอบ 

- อ่านผลและแปรผลการทดสอบได้ง่าย ไม่จ้าเป็นต้องอาศัยผูเ้ช่ียวชาญในการอ่านผล 

 

อย่างไรก็ตามวิธี Brugia ELISA สามารถแสดงผลปริมาณของแอนตบิอดีเป็นค่าไตเตอร์ที่วัดได้

จงึเป็นเครื่องมอืที่เหมาะสมในการตดิตามผลการรักษาโรคเท้าช้างโดยการประเมินการลดลงของ 

Filarial-specific IgG4 titer หลังการให้ยารักษาพยาธิฟิลาเรีย อีกทั้งวิธีนีย้ังสามารถใช้ทดสอบได้กับ

ตัวอย่างผูป้่วยได้ครั้ง/เพลทละหลายๆ ตัวอย่าง จึงท้าใหป้ระหยัดงบประมาณในการตรวจอกีด้วย 
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รูปที่ 2.4  ชุดทดสอบฟิลาเรยีแอนติบอดี (A) Brugia Rapid Test; (B) หลักการทดสอบ; (C) การอ่านผลการ

ทดสอบ  

ที่มา: อดิศักดิ์และอภริดี (2558) 
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ตารางท่ี 2.5  การหา Seroprevalence ของการติดเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi และ B. timori  
ในภูมิภาคอาเซียน 

  กลุ่มตัวอย่างเลือด/ซีรัม/
พลาสมาที่ใช้ทดสอบ 

 ความชุก 
 

 อัตราการพบ antifilarial IgG4  
ในแต่ละกลุ่ม (%) 

อ้างอิง 
 

วิธีการตรวจ (แอนติเจน) 
 
 

โรค
เท้าช้าง 

 

ประเทศที่มแีหล่ง
แพร่โรค 

 

จ านวน
ประชากร
ที่ส ารวจ 

 อัตราการตดิ
เชื้อไมโครฟิ
ลาเรีย (%) 

อัตราการพบ 
antifilarial 
IgG4 (%) 

 Microfialaremia 
 

Amicrofilaremia 
 

 
 

ICT test kit           
Brugia Rapid  B. malayi มาเลเซีย,อินนเีซีย

,อินเดีย 
753  27.5 27.4  96.6 1.1 Rahmah et 

al, 2001 (b) 
Brugia Rapid (BmR1) B. malayi อินเดีย 164  95.1 96.3  100 25 Rahmah et 

al, 2003 
BR test kit (มาเลเซีย)  
( BmR) 

B. timori อินโดนีเซีย 759  26 80.5  100 74 Supali et al, 
2004 

Brugia Rapid dipstick 
test (in-house)  

B. malayi มาเลเซีย  
2545 

 0.9 9.4  87 8.6 Jamail et al, 
2005 

ELISA            
IgG4-ELISA B. malayi มาเลเซีย 330  7 12.7  100 18.8 Rahmah et 

al, 1998 
IgG4-ELISA B. malayi อินโดนีเซีย 238  6.7 49.2  100 45.5 Haarbrink et 

al, 1999 
Brugia-ELISA (Nunc, 
USA) / (BmR1) 

 มาเลเซีย,อินเดีย, 
ไทย 

-  - -  98.5 40.5    Rahmah et 
al, 2001 (a) 

Brugia-ELISA  ( 
BmR1) 

B malayi มาเลเซีย 1,334  0.3 2.5  100 2.2 Lim et al, 
2001 

Brugia ELISA (BmR1) B. malayi อินเดีย 164  95.1 90.8  95.5 0 Rahmah et 
al, 2003 

Indirect ELISA (in 
house) 

B. malayi ไทย -  - -  97 30 Wongkamchai 
et al, 2006 

CELISA (Cellabs, 
Brookvale, NSW, 
Australia) / BM14 

B. malayi 
B. timori 
 

อินเดีย, 
อินโดนีเซีย 
 

-  - -  91 
 

- Weil et al, 
2011 

 

2.4   มาตรการการป้องกันโรคเท้าช้าง 

ในปัจจุบันมกีารก้าหนดนโยบายร่วมกันในการก้าจัดโรคเท้าช้างในกลุ่มประเทศที่มคีวามเสี่ยง

ต่อโรคซึ่งได้ขอ้สรุปเป็น Global Programme to Eliminate Lymphatic Filariasis (GPELF) ซึ่งมีเป้าหมาย

ร่วมกันของแต่ละประเทศโดยเฉพาะในประเทศที่มกีารระบาดของโรคในการก้าจัดโรคใหห้มดไปภายใน

ปี 2020 กลยุทธหลักที่ใชก้ันทั่วไปคือการให้ยาครอบคลุมในกลุ่มประชากรที่มคีวามเสี่ยง (Mass drug 

administration, MDA) ปีละครั้งเป็นระยะเวลาอย่างนอ้ย 4-6 ปีตดิต่อกัน (Ottesen et al, 1997) ยาที่
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ถูกก้าหนดให้ใชใ้นโปรแกรม GPELF เพื่อการก้าจัดโรคใหห้มดจากพืน้ที่คือการใหย้ารว่มกันระหว่าง 

Diethylcarbamazine citrate (DEC) 6 mg/kg ร่วมกับ Albendazole 400 mg/kg ในพืน้ที่ซึ่งมีการระบาด

ของ W. bancrofti แตไ่ม่พบ Onchocerca valulus และใช้ยาร่วมกันระหว่าง Ivermectin 200 µg และ 

Albendazole 400 mg ในพืน้ที่ซึ่งมีการระบาดของ W. bancrofti และ O. valulus (Ottesen, et al 1997; 

1999; Ottesen, 2000; WHO 1999a, 2000, 2001, 2002) การให้ยาในพืน้ที่เสี่ยงทุกปีตดิต่อกันให้

ครอบคลุม 60-80% ของจ้านวนประชากรสามารถหยุดการแพรก่ระจายโรคได้ และจะไม่สามารถ

ตรวจพบเชือ้ในยุงพาหะได้ (Gyapong et al, 2005)  

ประเทศไทยเป็นหนึ่งในพืน้ที่เสี่ยงของโรคเท้าช้าง ได้มกีารรับนโยบายของ WHO และปรับเป็น

กลยุทธในการก้าจัดโรคเท้าช้างของประเทศ โดยการก้าหนดนโยบาย National Program to Eliminate 

Lymphatic Filariasis (PELF) ซึ่งก้าหนดให้มีการใชย้า DEC ร่วมกับ Albendazole ในพืน้ที่เสี่ยงเพื่อลด

อัตราความชุกของการติดเชื้อ ในช่วงปี 2002-2006 (Filariasis Divition, 2000) และได้มกีารด้าเนินการ

ตาม PELF ในพืน้ที่ซึ่งมีการระบาดของเชือ้ W. bancrofti และ B. malayi (Filariasis Divition, 2000; 

Koyadun et al, 2007) และในพืน้ที่ซึ่งพบการตดิเชื้อ W. bancrofti ในกลุ่มแรงงานพม่าที่เข้ามาท้างานใน

ประเทศไทย (Koyadun and Bhumiratana, 2005; Yongyuth et al, 2006) เป้าหมายของโครงการก้าจัด

โรคเท้าช้างที่ใช้ในประเทศไทยถูกก้าหนดไว้ 2 ประการ คือเพื่อเป็นการยับยังการกระจายของโรค

เท้าช้างในพืน้ที่เสี่ยง ไม่ว่าจะเป็นพืน้ที่การระบาดของ W. bancrofti หรอื B. malayi โดยจะให้ผ่าน

หนว่ยงานสาธารณสุขในทุกระดับ (Koyadun and Bhumiratana, 2005) อีกประการหนึ่งคอืการป้องกัน

การแพรก่ระจายของเชื้อหนอนพยาธิ Nocturnal periodic W. bancrofti ในพืน้ที่ซึ่งมีการระบาดในกลุ่ม

ของแรงงานพม่า ซึ่งเป็น Transmission prone area ซึ่งการจัดการกับ Imported bancroftian filariasis  

นั้นจะมุ่งเน้นไปที่การให้ยา DEC กับแรงงานต่างชาติทุกคนโดยเฉพาะแรงงานพม่าเนื่องจากประเทศ

พม่าเป็นพืน้ที่ซึ่งมีการระบาดของโรคอยู่เป็นประจ้า (Endemic area) โดยก้าหนดให้มีการให้ยา DEC กับ

แรงงานพม่าทุกคนที่มาขึน้ทะเบียนแรงงานในประเทศไทย (Filariasis Divition, 2000; 2001; CDC, 

2002)  

อย่างไรก็ตาม แมว้่าอัตราการเกิดโรคเท้าช้างในประเทศไทยจะลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังจาก

มีการด้าเนินการตามโครงการก้าจัดโรคเท้าช้างมานานกว่า 30 ปี โดยการควบคุมการแพรก่ระจายของ

เชื้อหนอนพยาธิด้วยการก้าจัดเชื้อในตัวผูท้ี่ตดิเชื้อและยุงพาหะเป็นกลยุทธหลักในการมุง่สูเ่ป้าหมายใน

การลดจ้านวนผูป้่วย การลดจ้านวนผูต้ิดเชือ้ท้าไดโดยการให้ยา DEC ขนาด 6 mg/kg โดยการกินมื้อ

เดียว ให้ทุกปี ปีละ 2 ครั้งเพื่อใช้ฆา่เชื้อไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดเป็นวิธีมาตรฐานในการรักษาโรค

เท้าช้าง แตก่ารใชย้า DEC ร่วมกับ Albendazole ขนาด 400 mg เพื่อใช้ในการป้องกันโรค สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพของยาในการลดการแพรก่ระจายเชือ้ลงได้ (Filariasis Division, 2000; Yongyuth et al, 

2006) จากความส้าเร็จในการควบคุมโรคในประเทศที่มีการระบาดของโรคในระยะยาว ท้าให้ทราบว่า
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การให้ยาร่วมกันระหว่าง DEC และ Albendazole สามารถลดอัตราการพบเชื้อ mf ในกระแสเลือดลง

อย่างรวดเร็ว  และสามารถยับยั้งการแพรก่ระจายเชื้อสู่มนุษย์ได้อย่างสมบูรณ์ ในการใชโ้ปรแกรมการ

ก้าจัดโรคเท้าช้างในพืน้ที่อื่นๆ มีการรณรงค์การให้ยาแบบครอบคลุมกลุ่มประชากรในหลายรูปแบบ ท้า

ให้เห็นว่าประชากรกลุ่มเสี่ยงจ้านวนมากทั้งที่ไม่พบการแสดงอาการของโรคและตรวจไม่พบเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีในกระแสเลือด ถ้าได้รับยา DEC ร่วมกับ Albendazole  ในโครงการการก้าจัดโรคเท้าช้างในชว่ง

ระยะเวลาหนึ่งก็จะไม่พบการตดิเชื้ออกีต่อไป และจากการศกึษาที่ผา่นมาพบว่า ปัจจัยที่มผีลต่อ

ความส้าเร็จของโครงการฯ ซึ่งมีผลท้าใหป้ระชากรในกลุ่มพืน้ที่เสี่ยงต่อ B. malayi มีการจ่ายยาอย่าง

ครอบคลุมและมีกินยาตามที่ก้าหนดไว้ใน PELF ได้แก่ปัจจัยทางด้านกลยุทธทางการตลาดเพื่อสังคม 

และปัจจัยเรื่องการมีสว่นร่วมของชุมชน (Koyadun et al, 2007) ถึงแม้วา่จะมีการเพิ่มปัจจัยที่จะท้าใหม้ี

การจา่ยยาอย่างครอบคลุมให้กับประชากรกลุ่มเสี่ยงและกระตุ้นให้มกีารกินยาตามที่ก้าหนดไว้ใน PELF 

ก็ยังท้าให้การใชย้า DEC ร่วมกับ Albendazole เพียงแต่ลดอัตราความชุกของการตดิเชื้อโรคเท้าช้าง

เท่านั้น แตย่ังไม่สามารถท้าให้การตดิเชื้อในประชากรกลุ่มเสี่ยงลดลงจนเป็นศูนย์ได้ 

 

2.5  การเฝ้าระวังและการติดตามประเมินผลของโครงการ 

 โรคเท้าช้างมีลักษณะของการเกิดโรคและอาการแสดงของผู้ตดิเชือ้หลายระดับ ตั้งแต่มีการตดิ

เชื้อพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดแต่ไม่แสดงอาการ มีการตดิเชื้อและพบการอักเสบของหลอดเลือด

อย่างเฉียบพลัน จนถึงแสดงอาการอย่างรุนแรงจนท้าให้เกิดวิการแขนและขาบวมโตอย่างเรื้องรัง 

(WHO, 1992; 1999(b)) โดยส่วนใหญ่ผู้ป่วยที่แสดงอาการของโรคมักจะต้องอยู่ในพืน้ที่เสี่ยงเป็นระยะ

เวลานานอาจหลายเดือนจนถึงหลายปี หรอืกล่าวอีกนัยหนึ่งว่าผูท้ี่ป่วยเป็นโรคเท้าช้างเป็นผูท้ี่อาศัยอยู่

ในพืน้ที่เสี่ยงและมีโอกาสสัมผัสยุงพาหะที่มีเชือ้ระยะ L3 ไม่น้อยกว่า 6 เดือน อัตราความชุกของการ

เกิดโรคในมนุษย์ขึ้นกับจ้านวนผูท้ี่ตดิเชื้อและพบเชื้อไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดและความหนาแน่น

ของเชื้อไมโครฟิลาเรียที่พบในผู้นัน้ ดังนัน้ความรุนแรงของการแพร่กระจายเชื้อในพืน้ที่สามารถประเมิน

ได้จากความชุกของการตดิเชือ้ mf ของประชากรในพืน้ที่นั้นได้ ความชุกของการติดเชือ้และการ

แพร่กระจายของเชือ้ที่พบในพืน้ที่เสี่ยงมีบทบาทส้าคัญในการใชป้ระเมินศักยภาพของยุงพาหะในการ

กระจายโรค รวมทั้งเป็นตัวบ่งชีส้้าหรับการประเมินการวินจิฉัยโรคและการเฝ้าระวังการเกิดโรคในพืน้ที่

เสี่ยงอีกด้วย ดังนั้นไม่ว่าจะเป็นการศกึษาลักษณะของการระบาดของโรคหรอืผลกระทบจากการเกิด

โรคไม่ว่าจะเป็นในระดับบุคคลหรือผลกระทบต่อชุมชน ล้วนแลว้แตเ่ป็นพืน้ฐานทางดา้นสาธารณสุขใน

การหามาตรการในการควบคุมและป้องกันโรคทั้งสิน้ วิธีการวินิจฉัยโรคโดยเน้นไปที่การตรวจหาการ

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดของผูป้่วยหรอืผูต้ิดเชื้อแต่ละคนโดยใช้วธิีดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

(microscope) ยังคงเป็นวิธีการวินิจฉัยโรคที่ส้าคัญซึ่งใช้ในโปรแกรมการควบคุมโรคเท้าช้างอยู่ใน

ปัจจุบันซึ่งเป้าหมายของโปรแกรมนี้คอืการลดจ้านวนเชือ้ไมโครฟิลาเรีบในกระแสเลือดผู้ที่ตดิเชื้อเพื่อ
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เป็นการลดโอกาสในการแพร่กระจายเชือ้สู่ผูอ้ื่นได้ การเก็บเลือดจากประชากรกลุ่มเสี่ยงดว้ยวิธีที่

ถูกต้องและการใชว้ิธีการวินิจฉัยหาเชื้ออย่างเหมาะสมสามารถที่จ้าแนกผู้ที่ได้รับเชื้อได้อย่างรวดเร็วซึ่ง

จะมีผลตอ่ประสิทธิภาพของการรักษาและลดการก่อวิการของโรคอย่างรุนแรงลงได้ อย่างไรก็ตาม

วัตถุประสงค์จ้าเพาะของการควบคุมโรคซึ่งจะมีความส้าคัญน้อยกว่าการก้าจัดโรคซึ่งไม่เพียงแตไ่ป

ขัดขวางการแพระกระจายโรคเท่านั้นซึ่งมีเป้าหมายทั้งท้าให้สามารรถก้าจัดเชื้อออกจากผูท้ี่ตดิเชื้อในทั้ง

พืน้ที่เสี่ยงได้ทั้งหมดและยังสามารถลดอัตราการแพร่กระจายของการตดิเชื้อ ซึ่งเป็นการส่งเสริมสุข

ภาวะทั้งในระบัดบุคคลและในภาพรวมขิงชุมชนอีกด้วย เพื่อที่จะให้ถึงเป้าหมายของโครงการที่ตั้งไว้นั้น 

การควบคุมการแพร่กระจายเชื้อในพืน้ที่จะต้องอาศัยข้อมูลกระกระจายของโรคในประชากรที่อาศัยใน

พืน้ที่เสี่ยง เพื่อที่จะให้เข้าใจลักษณะการกระจายของโรคในพืน้ที่เสี่ยงเหล่านั้นจงึจ้าเป็นต้องอาศัยระบบ

ในการเฝา้ระวังและการตดิตามการเกิดโรคที่มปีระสิทธิภาพเพื่อที่จะใช้ในการจ้าแนกประชากรกลุ่ม

เสี่ยงต่อการติดเชือ้ใหม่ ซึ่งเครื่องมือในการใช้จ้าแนกผู้ตดิเชื้อที่ใชอ้ยู่ในโครงการได้แก่ ชุดทดสอบ

ส้าเร็จรูปในการตรวจหาฟิลาเรียแอนตบิอดี (RB test) การตรวจหาฟิลาเรียแอนติบอดี IgG4 ด้วยวิธ ี

ELIZA หรอืวิธีทางโมเลกุล (Molecular technique) ซึ่งวิธีเหล่านีถู้กน้ามาใช้ในการเฝา้ระวังการตดิเชื้อใน

พืน้ที่เสี่ยงและการตดิตามเพื่อประเมนิโปรแกรมการให้ยาครอบคลุมประชากรทั้งพื้นที่ไม่วา่จะเป็น

โครงการ PELF หรอื GPELF (WHO, 1999a; 1999b; Ottesen, 2000) 

2.6     การดื้อยากลุ่มเบนซิมิดาโซล  

ยาในกลุ่ม Benzimidazoles (BZs) เป็นยาที่มใีช้มานานกว่า 40 ปี มีฤทธิ์ในการท้าลาย

หนอนพยาธิโดยเฉพาะพยาธิตัวกลม ซึ่งใช้อยู่ในโปรแกรมการถ่ายพยาธิในสัตว์เลีย้งทั้งในสุนัขและแมว

ในปัจจุบัน เนื่องจากเป็นกลุ่มยาที่เป็น broad spectrum สามารถท้าลายพยาธิตัวกลมได้ทุกชนิด มี

ประสิทธิภาพในการลดจ้านวนพยาธิได้ดี ราคาถูก และมีผลข้างเคียงจากการใชย้าน้อย ยาในกลุ่ม BZs 

ที่ใชก้ันอย่างแพร่หลายได้แก่ยา mebendazole และ albendazole ซึ่งออกฤทธิ์โดยมีกลไกในการจับกับ

โปรตนีเบต้าทูบูลิน (β-tubulin) ในเซลล์พยาธิและยับยั้งขบวนการโพลีเมอรไ์รเซช่ัน (polymerization) 

ของโปรตนีทูบูลินเพื่อที่จะสร้างเป็นไมโครทิวบูล (microtubule) ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งในระบบเส้นใยของเซลล์ 

(cytoskeloton) ที่มบีทบาทส้าคัญต่อเซลล์ ดังนัน้เมื่อเซลล์ขาดไมโครทิวบูลจึงมีผลกระทบต่อการท้า

หนา้ที่ของเซลล์ ตั้งแตก่ารขนส่งสาร การแบ่งเซลล์ การท้างานของสารสื่อประสาท และการพัฒนา

รูปร่างของเซลล์ ซึ่งจะมีผลท้าให้เซลล์ตายในที่สุด (Lacey, 1988; Lacey  and Gill, 1994) จาก

การศกึษาการออกฤทธ์ของยา BZs ในพยาธิตัวกลมฟิลาเรีย (filarial nematode) พบว่ายาออกฤทธิ์โดย

จับกับเบต้าทูบูลินได้ดีและมีผลตอ่การสร้างไมโครทิวบูลของพยาธิ แม้นว่ายา BZs ไม่สามารถฆ่า

พยาธิฟิลาเรียได้โดยตรงแต่ก็ไปยับยั้งการผลิตตัวออ่นพยาธิ (microfilaria) ได้ตลอดไป (Ottesen et al, 

1999)  

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B9%83%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lacey%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lacey%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gill%20JH%22%5BAuthor%5D
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  ในปัจจุบันพบปัญหาการดื้อยา BZs ของหนอนพยาธิในสัตว์หลายชนิดทั่วโลก เนื่องจากมีการใช้

ยาในกลุ่มนี้กันอย่างแพร่หลาย โดยเริ่มมีการศกึษาการดือ้ยากลุ่ม BZs ในพยาธิกลุ่ม Trichstrongyloid  

ในสัตว์เคีย้วเอือ้งขนาดเล็กซึ่งมีการพัฒนาการดื้อยาไปทั่วโลก (Conder and Campbell, 1995; 

Sangster, 1999; Zajac and Gipson, 2000) และมีการศกึษาความเกี่ยวข้องของยีนเบต้าทูบูลินตอ่การ

ดือ้ยาทั้งในสัตว์เคี้ยวเอื้องและสัตว์ชนิดอื่นๆ (Roos et al, 1990; 1995; Silvestre and Humbert, 2002; 

Kwa et al, 1993; 1994; 1995; Elard et al, 1996; Elard and Humbert, 1999; Lether et al, 1995) 

กระทั้งมีการขยายการศกึษาไปถึงเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. pahangi (Guenette et al, 1991) และ 

Onchocerca volvulus และ D. immitis (Geary et al, 1998) กลไกส้าคัญของการดือ้ยา BZs เกี่ยวข้อง

กับ Phe-Try polymorphism ของยีนเบต้าทูบูลิน ไอโซไทป์ 1 (isotype1) ที่ต้าแหน่งของโปรตนี 167 และ 

200 (Roos et al, 1990; Kwa et al, 1993, 1994) การศกึษาของ Kwa และคณะ (1995) ใช้ transgenic 

technology ในพยาธิ C. elegans เพื่อศกึษาการดื้อยา BZs จากยีนเบต้าทูบูลินที่ต้าแหน่ง 200 มีการน้า 

cDNA encoding H. conturtus β -tubulin ที่มกีารเปลี่ยนกรดอะมโิน (amino acid) จากฟีนลิอะลานิน 

(Phenylalanine, Phe) ไปเปน็ไธโรซีน (Tyrosine, Tyr) ที่ต้าแหน่งโปรตนี 200 ถ่ายเข้าเซลล์ของ wild-

type C. elegans ท้าให้เกิดการแสดงออกลักษณะดือ้ยาของ BZs โดยเมื่อพยาธิ C. elegans ที่มกีารใส่

ยีนที่เป็น β-tubullin cDNA encodeing Phe ที่ต้าแหน่งโปรตนี 200 แสดงออกเป็นลักษณะ 

susceptibility ของ BZs แสดงให้เห็นว่าการแสดงลักษณะการดื้อยา BZs เกิดจากการเปลี่ยนแปลงยีน

ต้าแหน่งเดียวคือ Phe ไปเปน็ Tyr ที่ต้าแหน่งโปรตนี 200 ของยีนเบต้าทูบูลิน 

การศกึษาโดยใช้องค์ความรู้และเทคนิคทางอณูพันธุวิทยา เพื่อศกึษา allele-specific ที่พบ

ต้าแหน่งโปรตนี 200 ซึ่งอยู่ในส่วนของ Exon 5 ของยีนเบต้าทูบูลิน ไอโซไทป์ 1   (Hoti et al, 2003; 

Bhumiratana et al, 2010; Pechgit et al, 2011) เพื่อที่จะศกึษาการเกิดการดื้อยา BZs ในพยาธิฟิลาเรยี 

โดยการจ้าแนกต้าแหน่ง allele-specific ที่เกิดขึน้โดยการใชว้ิธี PCR ในการเพิ่มจ้านวนนิวคลิโอไทด์ที่

ต้าแหน่งของ Exon 4 และ 5 ของยีนเบต้าทูบูลินไอโซไทป์1 เพื่อศกึษาล้าดับเบส (DNA sequence) ของ

ยีนที่ได้มา และใช้เป็นพืน้ฐานในการก้าหนดวิธีการตรวจหา allele-specific ของยีนที่ดื้อยา BZs เพื่อใช้

ในการเฝา้ระวังและติดตามการเกิดการดื้อยา BZs ในพยาธิฟิลาเรยีต่อไป 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zajac%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gipson%20TA%22%5BAuthor%5D
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ORIGIN >Bm_BRQD553TR_3-789 nucleotides 

 

        1 ATACGGAAGGTGCGGAACTAGTTGATAATGTGTTGGACGTGATACGAAAAGAAGCTGAAG  exon 3 

             T  E  G  A  E  L  V  D  N  V  L  D  V  I  R  K  E  A  E 

       61 GATGCGATTGTCTTCAGgtacggattgctatagttttataagacattttaattgtggatg 

          G  C  D  C  L  Q 

      121 tgtttttattttaaagaaaaaattaaaaaatattttcagGGATTTCAACTAACGCATTCA  exon 4 

                                                  G  F  Q  L  T  H  S 

      181 CTTGGTGGTGGTACCGGTTCCGGCATGGGAACATTGCTGATCTCGAAAATTCGTGAGGAG 

           L  G  G  G  T  G  S  G  M  G  T  L  L  I  S  K  I  R  E  E   

      241 TATCCAGATCGAATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGTGCCATCGCCCAAAgtatatatttga 

           Y  P  D  R  I  M  S  S  F  S  V  V  P  S  P  K 

      301 atttctgattcttatttttaacatctgttatatctattttaaacatagctccataacttt 

      361 taagtggcgattgtctcacaaagtggtttttcggctatcatatcattttcatagttgaag 

      421 aaaaagtatgctagacgtattaatgatttccagGTATCAGATGTTGTGTTGGAACCCTAC  exon 5 

                                            V  S  D  V  V  L  E  P  Y   

      481 AATGCAACATTATCAGTCCACCAACTAGTTGAAAACACTGACGAAACTTTCTGCATTGAT 

           N  A  T  L  S  V  H  Q  L  V  E  N  T  D  E  T  F  C  I  D 

   

      541 AACGAGGCTTTGTATGACATCTGCTTCCGAACGTTGAAGTTGGCAAATCCAACTTACGGT 

           N  E  A  L  Y  D  I  C  F  R  T  L  K  L  A  N  P  T  Y  G   

      601 GACCTCAACCATTTGGgttcgtcctttaatttattcttcaagctgtccggtttaaatgca 

           D  L  N  H  L 

      661 ttctatttaacatattataaattcggatttaattgcaattttttcaactcttctagaggt 

      721 taaaatttctatttagTGTCTGTGACAATGTCGGGAGTAACAACTTGCTTACGTTTCCCT  exon 6 

                          V  S  V  T  M  S  G  V  T  T  C  L  R  F  P   

      781 GGACAGTTGAACGCCGATCTCCGTAAACTTGCCGTCAATATGGTACCATTTCCACGGTTG 

           G  Q  L  N  A  D  L  R  K  L  A  V  N  M  V  P  F  P  R  L   

      841 CATTTCTTTATGCCAGGATTTGCTCCTCTCTCTGCTCGTGATGCTGCTGCTTATCGAGCC 

           H  F  F  M  P  G  F  A  P  L  S  A  R  D  A  A  A  Y  R  A   

      901 CTCAATGTTGCTGAACTTACTCAACAGgtctctgtttatttttatga 

           L  N  V  A  E  L  T  Q  Q 

   

รูปที่ 2.5  โครงสรา้งล าดับเบสและโปรตนีของ -tubulin gene ต าแหนง่ระหวา่ง exon 3-6 ของเชื้อฟิ

ลาเรียชนิด B. malayi :  ต้าแหนง่ของ nucleotide sequences ท่ีขดีเส้นใตเ้ป็นต้าแหนง่ของล้าดับดีเอ็นเอท่ีจ้าเพาะต่อ

ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบมาในการศึกษานีเ้พื่อใชศ้กึษาอัลลีลท่ีจ้าเพาะต้อการดื้อยา BZ ของเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi 

 

2.7    ฤทธิ์ของยาอัลเบนดาโซลต่อเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi และ หลักฐานของการดื้อยา 

ของเชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi 

การดื้อยาในกลุ่มเบนซิมดิาโซล (Benzimidazole) ของพยาธิเริ่มมีการศึกษาในพยาธิ 

Caenorhabditis elegan (free living nematode) และพยาธิในกลุ่ม Trichostrongylid และ Ascarid ได้แก่ 

Haemonchus contortus และ Ascarid suum โดยศึกษากลไกของยากลุ่มเบนซิมดิาโซลในการจับกับ

โปรตนี β-tubulin เพื่อไปยับยั้งขบวนการ polymerization ของโปรตนี tubulin และการฟอร์มเป็น 

microtubules การขาด microtubule จะท้าให้เกิดการยับยั้ง cellular function ได้แก่ transport, cell 

division, neuronal transmission และ cell differentiation ซึ่งจะท้าให้เซลล์ตายในที่สุด มีการศกึษาที่

พบว่ายากลุ่มเบนซิมดิาโซลออกฤทธิโดยการจับกับ β -tubulin และยับยั้งขบวนการ polymerization ใน 
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microtubule ของพยาธิฟิลาเรีย ยากลุ่มเบนซิมดิาโซลไม่ได้ฆ่าพยาธิตัวแก่พยาธิแต่ไปท้าลายและยับยั้ง

การผลิตไมโครฟิลาเรีย ในพยาธิ W. bancrofti การยับยั้งการผลิตไมโครฟิลาเรียอาจเกิดขึ้นได้ตลอดไป 

(Ottesen et al, 1999) ซึ่งในกลุ่มพยาธิฟิลาเรียนั้นพบได้ว่ามีการเกิด Phe200Tyr polymorphism ใน β-

tubulin เกิดขึ้นในอัตราที่สูงปานกลาง (Pichard, 2005) อย่างไรก็ตามยังไม่เคยพบหลักฐานที่แนน่อนใน

การพบการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิ B. malayi ในประเทศไทย แตเ่นื่องจากการจา่ยยากลุ่ม 

MDA 2-drug ในพืน้ที่ระบาดของโรค ซึ่งมีความแตกต่างกันของการครอบคลุมการจา่ยยา (MDA 

coverage) ในแต่ละพืน้ที่ จงึเป็นที่มาของสมมุตฐิานว่าในพืน้ที่ซึ่งมีการครอบคลุมการจ่ายยาแตกต่างกัน 

จะพบการตอบสนองตอ่การรักษากลุ่มต่างกันโดยที่จะพบลักษณะ genotype ของกลุ่มประชากร มี 

allele B. malayi frequencies ของยีน β –tubulin ที่ตอบสนองตอ่ยาอัลเบนดาโซล ไม่ว่าจะเป็นกลุ่มที่ไว

ต่อยาที่ม ี Homozygous (SS) หรอื heterozygous (Sr) dominant alleles หรอืกลุ่มดื้อตอ่ยาที่มี 

homozygous recessive (rr) allele ที่แตกต่างกัน 

การดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลพบได้ในพยาธิตัวกลมหลายชนิดทั้งที่เป็นพยาธิในคนและสัตว์

ดังที่กล่าวมา ซึ่งกลไกหลักของการดื้อยาจะเกี่ยวข้องกับยีน β-tubulin  ซึ่งการเกิด Phe-Try 

polymorphism ที่ codon 200 ของ β-tubulin  ถูก characterized จากพยาธิ Trichostrongylid ต่อมายัง

พบ phe-Try polymorphism ที ่ codon 167 ที่ท้าให้เกิดการดื้อตอ่ยากลุ่มเบนซิมดิาโซลจากพยาธิ H. 

contortus จากการส้ารวจการเกิดการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิกลุ่ม Trichostrongylid ในพืน้ที่

เลี้ยงสัตว์ช้ีให้เห็นว่าต้าแหน่ง amino acid ที่ codon Phe 167-Try polymorphism จะท้าใหเ้กิดการดื้อ

ยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของเชื้อ Teladorsagia circumcinta ในแกะ (Silvestre and Cabaret, 2002) และ 

small strongyle species จากม้า (Drogemuller et al, 2004) ซึ่งต่อมามีรายงานการพบ Phe200Tyr 

polymorphism ที่ท้าให้เกิดการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลในพยาธิ W. bancrofti โดยศึกษาเกี่ยวกับยีน 

isotype 1 β-tubulin ของ close related B. pahangi (Guenette et al, 1991) O. volvulus และ D. immitis 

(Geary et al, 1998) ท้าให้เกิดมุมมองของการเป็นไปได้ของการศกึษาพืน้ฐานทางพันธุกรรมที่เกี่ยวข้อง

กับความไวรับหรอืการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิ W. bancrofti  และเป็นครั้งแรกที่พบ amino 

acid ที่ codon 200 ของ isotype 1 β-tubulin gene ที่ต้าแหน่ง exon 5 ของพยาธิ W. bancrofti ซึ่ง

ตอบสนองตอ่การดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลเช่นเดียวกับในพยาธิตัวกลมชนิดอื่นๆ  (Kwa et al, 1994, 

Elard et al, 1996 Elard and Humbert, 1999, Lether et al, 1995) 
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บทที่ 3 

วธิีการศกึษา 

 

3.1  ประเภทของงานวิจัย 

การศกึษาครั้งนี้เป็นงานวิจัยเชิงประยุกต์ โดยใช้องค์ความรู้ทางดา้นชีวโมเลกุลและระบาด

วิทยาเพื่อพัฒนาวิธีการในการตดิตามการดื้อยาในกลุ่มเบนซิมดิาโซลของเชื้อฟิลาเรียชนดิ Brugia spp. 

และประเมินโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทย โดยด าเนินการส ารวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียช

นิด B. malayi จากตัวอย่างเลือดคน เลือดแมว และยุงสายพันธุ์ Mansonia spp. ในพืน้ที่แพร่โรคและ

ร่วมอยู่ในโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทย (The National Program to Eliminate Lymphatic 

Filariasis หรอื PELF) ซึ่งมีความครอบคลุมการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA coverage) ด้วยยาไดเอทธิลคาร์

บาร์มาซีน (Diethylcarbamazine หรอื DEC) ร่วมกับยาอัลเบนดาโซล (Albendazole) น้อยกว่าร้อยละ 

90  

ในการศกึษานีเ้ลือกพื้นที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านีเป็นพืน้ที่ใน

การศกึษาน าร่อง เก็บตัวอย่างจากแมวและสุนัขซึ่งเป็นสัตว์รังโรคของโรคเท้าช้าง และยุงสายพันธุ์ 

Mansonia spp. ในพืน้ที่ เพื่อศกึษาแนวโน้มและความเสี่ยงของวิธีการเก็บตัวอย่างและดูการกระจาย

ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิ Brugia spp. ในพืน้ที่เพื่อน ามาปรับใช้กับพืน้ที่ศึกษาจรงิที่อ าเภอตากใบ 

จังหวัดนราธิวาส ซึ่งพืน้ที่นี้เป็นพืน้ที่รอยโรคของโรคเท้าช้างบรูเกียมาก่อนและพบการตดิเชื้อฟิลาเรีย 

ชนิด B. malayi ในคนในชว่งก่อนโครงการจ่ายยาครอบคลุมพืน้ที่รอบที่ 1 (ระหว่างปี 2545-2549) จาก

การศกึษาในพืน้ที่น าร่องนีไ้ด้มกีารปรับกระบวนการศกึษาและประเมินหาความเสี่ยงของการศกึษาเพื่อ

น ามาใช้ในพืน้ที่จริงได้แก่พื้นที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส ซึ่งในพื้นที่อ าเภอตากใบนีไ้ด้ด าเนินการ

เก็บตัวอย่างจาก 4 หมูบ่้านที่ได้รับการจา่ยยารักษากลุ่มของโรคเท้าช้างในปี 2555 มีความครอบคลุม

ต่ ากว่าร้อยละ 90 เก็บตัวอย่างทั้งคน แมวและยุง Mansonia spp. ผลที่ได้สามารถสรุปเป็นความชุกของ

การพบเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ในพืน้ที่และพัฒนาวธิี Allele-specific nested multiplex PCR 

เพื่อใช้ในการศึกษายีน β-tubulin ของเชือ้ B. malayi  เพื่อน าไปประยุกต์ใชใ้นการติดตามประสิทธิภาพ

ของการใช้ยาอัลเบนดาโซล (Albendazole) ในการป้องกันการแพรก่ระจายของเชื้อพยาธิ B. malayi 

และเป็นเครื่องมอืในการประเมินความส าเร็จของโครงการก าจัดโรคเท้าช้างในพืน้ที่ต่อไป 
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3.2 การศึกษาน าร่อง (Pilot study) การแพร่กระจายของเชื้อ B. malayi ในสัตว์และยุง

พาหะ 

3.2.1 ลักษณะพื้นที่ศึกษา 

การศึกษานี้ด าเนินการเพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของโครงการวิจัยฯ ในการเก็บข้อมูลให้

ถูกต้องและครบถ้วน ดังนั้นจึงเลือกพื้นที่ซึ่งมีลักษณะทางภูมิศาสตร์และมีการกระจายของโรคเท้าช้าง

ใกล้เคียงกับพื้นที่เป้าหมายในจังหวัดนราธิวาสอีกทั้งยังเป็นพื้นที่เป้าหมายที่มีศักยภาพในการด าเนิน

กิจกรรมของโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทย (PELF) โดยกระทรวงสาธารณสุข เพื่อส ารวจ

หาเชื้อไมโครฟิลาเรียในตัวอย่างเลือดสัตว์และยุง ทั้งนี้เลือกพื้นที่ 4 หมู่บ้านของต าบลประสงค์ อ าเภอ

ท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี ได้แก่หมู่ 3 บ้านน้ าด า หมู่ 11 บ้านพรุเรียน หมู่ 12 บ้านเขาแก้ว และหมู่ 

22 บ้านห้วยเคียม เป็นพื้นที่เป้าหมายในการส ารวจ เนื่องจากเป็นพื้นที่โดยรอบของป่าพรุน้ าด า (ตาม

แผนที่ในรูปที่ 3.1 ซึ่งเป็นแหล่งเพาะพันธุ์ (breeding site) หากิน (feeding site) ของยุง Mansonia spp. 

ทั้งยังเป็นพืน้ที่ซึ่งเคยมีรายงานผูท้ี่ตดิเชื้อโรคเท้าช้างด้วย 

 

 
รูปที่ 3.1 แผนที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวดัสุราษฎร์ธานี 

ท่ีมา http://www.prasong.go.th/content/show_map.html 

 

http://www.prasong.go.th/content/show_map.html
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3.2.2 ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

ประชากรศกึษาคือแมวและสุนัขทั้งหมดที่เลี้ยงในพืน้ที่หมู่ 3 บ้านน้ าด า หมู่ 11 บา้นพรุเรียน 

หมู ่12 บ้านเขาแก้ว และหมู่ 22 บ้านหว้ยเคียม ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี กลุ่ม

ตัวอย่างเป็นแมวและสุนัขในพืน้ที่ศึกษาที่มีเจา้ของเท่านั้น และเจ้าของยินยอมให้เก็บตัวอย่างเลือดสัตว์ 

ซึ่งจาการเข้าศกึษาในพื้นที่สามารถเก็บตัวอย่างได้ทั้งหมด 201 ตัวอย่าง ประกอบด้วยแมว 161 

ตัวอย่าง สุนัข 40 ตัวอย่าง โดยท าการเก็บเลือดจากเส้นเลือดด า Cephalic vein เก็บเลือดประมาณ 3 

มล. เพื่อน าไปตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยการส่องผ่านกล้องจุลทรรศน ์(microscope) ด้วยวิธี Micro 

haematocrit tube technique และฟิล์มโลหิตหนา ซึ่งย้อมด้วยส ี Wright-Geimsa stain เพื่อหาความ

หนาแน่นของเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือด ตัวอย่างเลือดทั้งหมดจะถูกส่งไปยังหอ้งปฏิบัติการอณูพันธุ

วิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร เพื่อน าไปสกัด DNA และใช้ในงานด้าน

ชีวโมเลกุลต่อไป 

การเก็บตัวอย่างยุงในพืน้ที่ โดยวิธีใชค้นเป็นเหยื่อล่อจับยุง (Human-landing catch) ใช้

เจ้าหน้าที่จับยุงทีมละ 2 คนต่อบ้าน 1 หลัง (นอกบ้าน) จับยุงจากบ้าน 2 หลังใน 1 setting ในช่วงเวลา

ระหว่าง 18.00 – 21.00 น. โดยที่เก็บตัวอย่างยุงเป็นเวลา 3 คืนติดกัน โดยบ้านที่เก็บยุงนั้นเลอืกจาก

บ้านที่มีสัตวท์ี่พบเชือ้ไมโครฟิลาเรยีจากผลการส ารวจโดยการตรวจวธิี Micro haematocrit tube 

technique น าตัวอย่างยุงที่ได้ไปจ าแนกสปีชีย์ของยุง และหาตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรียในยุงโดยวิธีผา่ยุง 

(dissection) และ PCR ต่อไป 

3.3 การศึกษาการกระจายของเชื้อ B. malayi ในคน สัตว์ และยุงพาหะในพื้นที่ศึกษาจังหวัด

นราธิวาส 

3.3.1 ลักษณะพื้นที่ศึกษา 

 เป็นการส ารวจหาการตดิเชื้อพยาธิกลุ่ม Brugia spp. ในคน แมว และยุง Mansonia spp. ใน

พืน้ที่อ าเภอตากใบจังหวัดนราธิวาส โดยการศกึษาในคนมกีารเก็บตัวอย่างจากประชากร 2 กลุ่ม ได้แก่

จากกลุ่มผู้ป่วยติดเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi ซึ่งขึน้ทะเบียนการตดิตามการรักษาโรคเท้าช้างโดย

สาธารณสุขอ าเภอตากใบ และจากการส ารวจหาผู้ติดใหม่ ของเชือ้ฟิลาเรยีในพืน้ที่รอยโรค ซึ่งมีการ

จา่ยยารักษากลุ่ม (MDA) ของโรคเท้าช้างในปี 2555 มีความครอบคลุมต่ ากว่าร้อยละ 90 การส ารวจ

ครั้งนีด้ าเนินการเพื่อหาการแพร่กระจายของเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนดิ B. Malayi ในคนที่อาศัยในพืน้ที่

ศกึษา และมีการเก็บตัวอย่างเลือดในแมวและยุง Mansonia spp. ซึ่งเป็นยุงพาหะของโรค โดยเลือก

พืน้ที่เก็บตัวอย่างให้สอดคล้องกับการเก็บตัวอย่างเลือดคน น าตัวอย่างเลือดของคนและแมวที่เก็บได้ไป
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ตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียโดยวิธีส่องผา่นกล้องจุลทรรศน์ด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique 

และฟิล์มโลหิตหนา ซึ่งย้อมด้วยส ีWright-Geimsa stain และตรวจจ าแนกสปีชีย์ของไมโครฟิลาเรียด้วย

วิธี rDNA locus-specific PCR และน าตัวอย่างเชือ้ B. malayi ที่จ าแนกได้ไปใช้ในการพัฒนาวิธีการ

ตรวจหา specific allele ของยีนที่มีความจ าเพาะต่อการตอบสนองตอ่ยากลุ่มเบนซิมดิาโซล 

3.3.2  การติดตามและเก็บตัวอย่างจากผู้ป่วยติดเชื้อไมโครฟลิาเรียชนิด B. malayi ใน

พื้นที่อ าเภอตากใบ 

จากรายงานผูป้่วยติดเชื้อฟิลาเรยีชนดิ B. malayi ในพืน้ที่อ าเภอตากใบในปี 2556 พบผูท้ี่ขึ้น

ทะเบียนการตดิตามการรักษากลุ่มดว้ยยาร่วมระหว่าง Diethylcarbamazine และ Albendazole รวม

ทั้งหมด 18 ราย กระจายอยู่ในต าบลบางขุนทองจ านวน 12 ราย และต าบลโฆษิตจ านวน 6 ราย ซึ่งที่

ผูป้่วยในพืน้ที่ต าบลบางขุนทองประกอบด้วยพื้นที่หมู่ 1 บางขุนทอง พบผูป้่วยจ านวน 5 ราย หมู ่5 บ้าน

โคกชุมบก พบผูป้่วยจ านวน 3 ราย และหมู่ 6 บ้านยูโย พบผูป้่วยจ านวน 4 ราย ในต าบลโฆษิตพบ

ผูป้่วยที่หมู่ 1 จ านวน 1 รายและหมู่ 5 จ านวน 5 ราย การศกึษาครั้งนี้ท าการตดิตามผูป้่วยครบทั้ง 18 

ราย โดยการเจาะเลือดประมาณ 3 ml. เพื่อตรวจหาการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี Micro 

haematocrit tube technique และฟิล์มโลหิตหนา และด าเนินการสอบสวนโรคผูป้่วยรายที่ยังคง

สามารถตรวจพบเชื้อไมโครฟิลาเรยีในเลือด ตัวอย่างเลือดที่พบเชื้อไมโครฟิลาเรยีจะถูกส่งไปยัง

หอ้งปฏิบัติการอณูพันธุวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานครเพื่อสกัด DNA 

เพื่อใช้ในงานด้านชีวโมเลกุลต่อไป  

  

3.3.3  การส ารวจหาผู้ที่ติดเชื้อ B. malayi ในพื้นที่แพร่โรค 

ส ารวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีในคนที่อาศัยในพืน้ที่เป้าหมายของโครงการวิจัยฯได้แก่

พืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส โดยเลือกกลุ่มตัวอย่างจาก 4 หมูบ่้านที่เคยพบว่ามีคนที่ตดิเชื้อ B. 

malayi ในระหวา่งปี 2445-2555 และมีการจา่ยยารักษากลุ่มของโรคเท้าช้างในปี 2555 มีความ

ครอบคลุมต่ ากว่าร้อยละ 90 ได้แก่ หมู่ 1 บางขุนทอง หมู ่3 บ้านโคกงู และหมู่ 5 บ้านโคกชุมบก ต าบล

บางขุนทอง และหมู่ 2 บ้านโคกไผ่ ต าบลพร่อน เก็บตัวอย่างทั้งหมด 1,046 คน ตามตารางที่ 1 การเก็บ

เลือดจะเก็บในช่วงกลางคนื (18.00-21.00 น.) ใช้วิธีเจาะเลือดที่ปลายนิว้ และตรวจหาเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และฟิล์มโลหิตหนา ผูท้ี่พบการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

จะถูกเก็บเลือดซ้ าเพื่อน าเลือดไปสกัด DNA เพื่อใช้ในงานด้านชีวโมเลกุลต่อไป  
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ตารางที่ 3.1 แสดงความครอบคลุมการจ่ายยาในปี 2555 จ านวนผู้ป่วยเฉพาะโรคเท้าช้าง

ในปี 2554-2555 และจ านวนผู้ที่เข้าส ารวจหาการติดเชื้อ B. malayi 

อ าเภอตากใบ ประชากร ความครอบคลุม ผู้ป่วยที่ตรวจด้วยวิธีต่างๆ ตัวอย่างที่เจาะเลือด 

หมู ่ ต าบล (คน) การจ่ายยา (คน) 
Tick blood 

film IgG4 ICT (คน) 

1 บางขุนทอง 1977 1452 (73.4%)   56 3 2 317 (16%) 

3 บางขุนทอง 709 582 (82%) - - 19 232 (32.7%) 

5 บางขุนทอง 425 327 (76.9%) 3 1 23 318 (74.8%) 

2 พร่อน 368 244 (66%)  -  - 6 179 (48.6%) 

 

3.3.4  การส ารวจหาแมวที่ติดเชื้อ B. malayi ในพื้นที่ 

ส ารวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีในแมวที่อาศัยในพื้นที่เป้าหมาย โดยเลือกตัวอย่างแมว

จาก 2 กลุ่มตัวอย่างคือ กลุ่มที่ 1 เลือกแมวที่อาศัยอยู่บริเวณบ้านของผู้ป่วยที่พบการตดิเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ B. malayi ในพืน้ที่อ าเภอตากใบทั้งหมด ซึ่งเก็บตัวอย่างเลือดแมวได้จ านวน 8 ตัว และกลุ่ม

ที่ 2 เป็นแมวที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่เป้าหมายใน 4 หมูบ่้านที่มีการส ารวจการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในคน 

จ านวนทั้งสิ้น 87 ตัว ได้แก่แมวที่อาศัยในพืน้ที่หมู่ 1 บางขุนทอง หมู่ 3 บ้านโคกงู และหมู่ 5 บ้านโคกชุม

บก ต าบลบางขุนทอง และหมู ่ 2 บ้านโคกไผ่ ต าบลพร่อน โดยท าการเก็บเลือดในช่วงเวลากลางคนื 

(night blood survey) ระหว่างเวลา 18.00 – 21.00 น. เก็บเลือดปริมาณประมาณ 3 มล. จากเส้นเลือด

ด า Cephalic vein เพื่อน าไปตรวจหาไมโครฟิลาเรียด้วยการดูผ่านกล้องจุลทรรศน ์ ด้วยวิธี Micro 

haematocrit tube technique และฟิล์มโลหิตหนาและย้อมด้วย Wright-Geimsa stain จากนั้นน า

ตัวอย่างเลือดที่เหลอืไปสกัด DNA เพื่อใช้ในงานด้านชีวโมเลกุลต่อไป  

 

3.3.5 การส ารวจยุง Mansonia spp. ในพื้นที่ 

วิธีการเก็บตัวอย่างยุงในพืน้ที่ศึกษา โดยมีเกณฑ์การเลือกบ้านที่เก็บยุง หรอืด าเนินการเลือก

ต าแหน่ง/บ้านที่จะเข้าเก็บตัวอย่างยุง ดังนี้ 

1. บ้าน/ระแวกบ้านที่มีแมวติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. จากการส ารวจการติดเชือ้ไม

โครฟิลาเรยีในเลือดแมวเวลากลางคนื (Night blood survey) โดยวิธี Micro haematocrit tube 

technique  
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2. บ้าน/ระแวกบ้านที่เลือกเก็บตัวอย่างยุงจะต้องอยู่ใกล้บริเวณป่าพรุ ในรัศมีที่ยุง Mansonia spp. 

ออกหากิน ระยะประมาณ 0.5 ถึง 1.5 กิโลเมตร 

3. บ้าน/ระแวกบ้านที่อยู่ในพืน้ที่แพร่โรคหรอืเคยมีผู้ป่วยโรคเท้าช้างชนดิ B. malayi หรือเคยมีแมว

ที่ตดิเชื้อ (ส านักงานสาธารณสุขอ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส)  

การเก็บตัวอย่างยุงท าทั้งหมด 3 ครั้ง ระยะเวลาในการเก็บหา่งกันทุกประมาณ 6 เดือน โดย

เลือกในช่วงฤดูฝน (wet season) และฤดูแล้ง (dry season) โดยเก็บครั้งแรกเมื่อเดือนสิงหาคม 2556 

ครั้งที่ 2 เมื่อเดอืนมนีาคม 2557 และครั้งที่ 3 เมื่อเดอืนสิงหาคม 2557 ในการศกึษานี้เลือกด าเนินการ

ในเดือนสิงหาคมซึ่งเป็นช่วงต้นฤดูฝน เนื่องจากหากท าศกึษาช่วงกลางและปลายฤดูฝน (เดือนตุลาคม

ถึงธันวาคม) ในเขตพืน้ที่จังหวัดนราธิวาสจะมีฝนตกหนักและเกิดน้ าท่วมทุกปี ท าใหค้วามชุกชุมของยุง 

Mansonia spp. ลดลงอย่างมาก อีกทั้งถ้าปริมาณน้ าฝนมากท าให้เป็นอุปสรรคในการเข้าท างานพื้นที่ 

การเก็บตัวอย่างยุงแตล่ะครั้งจะเก็บที่บ้านที่ถูกเลือกมาตามเกณฑก์ารเลือก setting ดังที่กล่าวมาแล้ว

ข้างตน้ รวมทั้งหมด 4 settings โดยเก็บ setting ละ 2 คน (นอกบ้าน) เก็บในช่วงเวลา 18.00 - 21.00 น. 

ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่พบยุง Mansonia ได้ทุกสปีชีย์ (Apiwathnasorn et al, 2006; Chang et al, 1984) โดย

ใช้เวลาเก็บติดตอ่กันเป็นเวลา 3 คืน หรือรวมเป็น 1 mosquito pool ต่อ 1 setting ส าหรับการศกึษาครั้ง

นี ้ ได้พิจารณาเลือกการจับยุงด้วยวิธีใช้คนเป็นเหยื่อลอ่ (Human-landing catch) เนื่องจากการทดลอง

น าร่องในพื้นที่อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี พบว่าวิธีดังกล่าวได้ผลดีกว่าการจับยุงโดยวิธี CDC 

light trap (Chang et al, 1984) น าตัวอย่างยุง Mansonia spp. ที่ได้ในแต่ละ pool ไปจ าแนกสปีชีย์ ตาม 

Keys ที่ก าหนด (Rattanarithiku et al, 1994; 2006; 2010) และท าการผา่ยุงโดยวิธีการ dissection 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) เพื่อหาตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรีย (larva) ระยะที่ 1-3 

จากนั้นจะน าตัวอย่างยุง Mansonia spp. และ larvae ไปยังหอ้งปฏิบัติการอณูพันธุวิทยา คณะสัตว

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร เพื่อตรวจวินิจฉัยและจ าแนกพยาธิฟิลาเรียในตัวอย่าง

ดังกล่าวด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลต่อไป 

3.4 วธิีการศึกษาในห้องปฏิบัติการ 

การศกึษาตัวอย่างในห้องปฏิบัติการโดยการน าตัวอย่างเลือดคนและสัตว์ และยุงที่ได้จากการ

เก็บตัวอย่างในพืน้ที่ศึกษามาสกัด DNA และใช้เป็นตัวอย่างในการพัฒนาวิธีการทางซีวโมเลกุลในการ

จ าแนกสปีชีย์ของพยาธิฟิลาเรีย และการศกึษาและน าไปศกึษายีนที่มีอัลลลีจ าเพาะต่อความไวรับของ

ยากลุ่มเบนซิมดิาโซล โดยมีวิธีการศกึษาทางหอ้งปฏิบัติการดังนี้ 



วิธีการศกึษา 45 

 

3.4.1  การเตรยีมตัวอย่างเลือดคนและเลือดแมว  

ตัวอย่างเลือดคนและเลือดแมวที่ตรวจพบไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือด โดยการตรวจหาและ

นับจ านวนไมโครฟิลาเรีย (mf) ในเลือดโดยวิธีฟิล์มโลหิตหนา (tick smear technique) ย้อมด้วยสี 

Wright-Giemsa stain และดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกค่าความหนาแน่นของเชื้อไมโครฟิลาเรีย (mf 

density) ของแต่ละตัวอย่างเลือด เก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4C จนกว่าจะท าการทดลองต่อไป เตรียม

ตัวอย่างเลือดที่จะใช้เป็น negative control ได้แก่เลือดคนและแมวที่มปีรสิตในเลือดอื่นๆ ได้แก่ 

Dipetalonema reconditum, Pasmodium spp., Babesia spp., และ Anaplasma spp. และเตรียม 

internal control โดยใช้เลือดคนและแมวที่ตรวจไม่พบ mf และตัวอย่าง genomic DNA ของยุงที่ไม่พบ

พยาธิฟิลาเรีย  

3.4.2  วิธีเก็บพยาธิจากตัวยุง 

ใช้ Aspirator ดูดยุงออกมาจากกระบอกเก็บยุงที่เก็บไดม้าจากพืน้ที่ น ามาท าให้ตายด้วยการ

แช่เย็นในตู้เย็น (4C) แล้วสอ่งดูรายละเอียดของอวัยวะยุงผ่านกล้องจุลทรรศน์เสตอรโิอ (stereo 

microscope) เพื่อจ าแนกชนิดของยุงด้วย keys ชนิดต่างๆ (Rattanarithiku et al, 1994; 2006; 2010)  

แล้วหยดสารละลาย Phosphate buffer solution (PBS) หรอืน้ าเกลือ Normal saline บนแผ่นสไลด์ วาง

ยุงที่จ าแนกชนิดแล้วลงบนสารละลายนั้น แล้วผ่าแยกส่วนหัว อก และท้อง ออกจากกัน ท าการผา่ยุง

ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์สเตอริโอเพื่อค้นหาตัวอ่อน (larvae) ของพยาธิฟิลาเรียระยะ L1, L2, L3 ใน

อวัยวะต่างๆ ของยุงดังกล่าว น าตัวอ่อนพยาธิที่เก็บได้จากตัวยุงเก็บไว้ในน าเกลือ (normal saline) ที่

อุณหภูมิ -20C เพื่อรอจ าแนกชนิดดว้ยเทคนิค PCR ต่อไป บันทึกรายละเอียดที่ได้จากการทดลอง 

เชน่ วัน สถานที่และเวลาที่เก็บยุง ชนิดของยุง และผลการศกึษาทาง PCR เพื่อใช้วเิคราะหผ์ลการศกึษา 

การหาตัวอ่อนของเชือ้ฟิลาเรีย (larvae) ในตัวยุง Mansonia spp. นั้น ยุงทั้งหมดที่เก็บได้ใน

พืน้ที่ศึกษาตามที่ก าหนดจะถูกแบ่งเป็น 2 ส่วนเท่ากัน ส่วนที่หนึ่งน ามาผ่าเพื่อหาตัวอ่อนพยาธิ อีกส่วน

ที่เหลอืน ามารวมกันเป็น Mosquito pool และหาการตดิเชื้อฟิลาเรียโดยใช้วิธี rDNA locus-specific PCR 

ต่อไป  

3.4.3 การออกแบบไพรเมอร์ 

3.4.3.1 ไพร์เมอร์ส าหรับเทคนิค rDNA locus-specific PCR 

การจ าแนกเชื้อไมโครฟิลาเรียในตัวอย่างเลือดคนและสัตว์ด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR 

โดยการหาต าแหนง่ยีนที่เหมาะสมในการศกึษาและประเมินความเป็นไปได้ของการใช ้ nucleotide 

sequences ของพยาธิฟิลาเรียแตล่ะชนิดได้แก่ B. malayi, B. pahangi, W. bancrofti, onchocerca 
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volvulus, Loa loa, Mansonella perstans, M. ozzardi, D. immitis และ Dipetalonema reconditum เพื่อ

หาต าแหน่งที่จ าเพาะในการจ าแนกพยาธิฟิลาเรีย โดยมุ่งไปที่ยีน  rDNA (ต าแหน่งของ 18S, ITS1 และ 

5.8S) nucleotide sequence ได้มาจาก genome databases ของ GenBank, EMBL และ DDBJ หา 

homology ของ DNA และ protein ที่ตอ้งการศึกษาโดยการวิเคราะห์  sequence similarity algorithms 

จากโปรแกรม BLASTN, BLASTx and BLASTP 

 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS) ไพรเมอร์ที่ใชใ้น

การศกึษานีถู้กออกแบบจากการวิเคราะห์ DNA alignment โดยใช้โปรแกรม ClustalW2  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)   

การจ าแนกชนิดของพยาธิฟิลาเรียโดยใช้ rDNA เป็นยีนเป้าหมายที่ใชใ้นการศกึษา วิเคราะห์มา

จากชนิดของพยาธิและ accession no. ตามที่ปรากฏในรูปของ Multiple sequence alignment ในรูปที่  

3.2 ซึ่งไพรเมอร์คูน่ีเ้ป็น universal primers ออกแบบมาให้มคีวามจ าเพาะและใช้ในการจ าแนกพยาธิฟิ

ลาเรยีได้หลายชนิดทั้งที่เป็นปรสิตในคนและในสัตว์ โดยการจ าแนกชนดิของพยาธิจะขึน้อยู่กับการเพิ่ม

จ านวนยีนในต าแหนง่ rDNA (18S-ITS1-5.8S) ของพยาธิแตล่ะชนิด ซึ่งจะได้ PCR product ที่มขีนาด 

(amplicon size) ที่แตกต่างกันดังรูปที่ 3.2 

การออกแบบไพร์เมอรท์ี่ใชใ้นปฏิกิริยารอบที่ 2 ของวิธี rDNA locus-specific PCR เพื่อใชใ้นการ

จ าแนกชนิดของพยาธิฟิลาเรีย ซึ่งออกแบบให้เป็น semi-nested PCR โดยในปฏิกิรยิารอบ 2 นีจ้ะ

ออกแบบ forward primer ใหม้ีความจ าเพาะต่อพยาธิฟิลาเรยีแต่ละชนิด โดยจะใช้ reverse primer ที่ม ี

DNA sequence เหมอืนกับในปฏิกิรยิารอบแรก (first round PCR) ซึ่งไพร์เมอร์ทั้งหมดที่ใชใ้นปฏิกิรยิา 

semi-nested PCR นีแ้สดงในตารางที่ 3.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS
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CLUSTAL multiple sequence alignment 
 
                FW1-UNI primer 

                                   5’ GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA 3’ 
Mp_EU272184       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mp_EU272183       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mp_EU272182       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mp_EU272181       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mp_DQ995498       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mp_EU272177       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCCA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Mo_EU272180       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGCTTCGA------AACAA-ATACATAATA--- 50 

Bm_AY621467       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bm_AY621464       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bm_AY621468       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A----TAACACA- 48 

Bm_AY621466       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bm_AY621465       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bp_AY621471       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bp_AY621470       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bp_AY621469       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Bp_AY621472       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTCAA------AAAAA-A---ATAACACA- 49 

Wb_EU272178       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621476       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621478       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621475       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621474       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621477       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Wb_AY621473       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGTGCTTTTA------AAAAC-A---ACAATAAAT 50 

Ll_EU272176       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAA------AAACA-A--CAAAATA--- 48 

Ll_DQ995497       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAA------AAACA-A--CAAAATA--- 48 

Di_EU087700       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAACAAA-CAACAA-ACACATCATCATC 58 

Di_AF217800       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAACAAA-CAACAA-ACACATCATCATC 58 

Dr_AY621480       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAACAAAACAACAA-ACACATCATCATC 59 

Dr_AY621479       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAACAAAACAACAA-ACACATCATCATC 59 

Dr_AY621481       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAACAAAACAACAA-ACACATCATCATC 59 

Ov_EU272179       GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCAAC-----AACAACAATAATCATACAT 55 

Dre_AF217801      GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGCTTCACA-----AACACAA---ACAATA--- 49 

                  ************************ ** ****         **    *      *      

 

Mp_EU272184       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mp_EU272183       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mp_EU272182       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mp_EU272181       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mp_DQ995498       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mp_EU272177       ---ACAATGAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATT------ACTATTC-- 86 

Mo_EU272180       ---ACAATTAAATGTTAT-------------CCATAATTATTATTG---TTACTATTC-- 89 

Bm_AY621467       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTAT---AGCTACCATATAT 88 

Bm_AY621464       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTAT---AGCTACCATATAT 88 

Bm_AY621468       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTAT---AGCTACCATATAT 87 

Bm_AY621466       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTAT---AGCTACCATATAT 88 

Bm_AY621465       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTAT---AGCTACCATATAT 88 

Bp_AY621471       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTATTATAGCTACCATAT-- 89 

Bp_AY621470       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTATTATAGCTACCATAT-- 89 

Bp_AY621469       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTATTATAGCTACCATAT-- 89 

Bp_AY621472       ---ACAATGATTG--AAT-------------TTATTATTATTATTATAGCTACCATAT-- 89 

Wb_EU272178       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621476       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621478       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621475       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621474       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621477       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Wb_AY621473       AAAACAATGATTATTAAT-------------TTATT--TATTAT----ACTACCATAT-- 89 

Ll_EU272176       ---ACGATTATTTATCATC-----------ATCATCATAATTAT------TACTATAC-- 86 

Ll_DQ995497       ---ACGATTATTTATCATC-----------ATCATCATAATTAT------TATTATAC-- 86 

Di_EU087700       ---ATCATTATTA------------------CTACTACTACTACT---ACTACTACTAAC 94 

Di_AF217800       ---ATCATCATTATTACT---------ACTTCTACTACTACTACT---ACTACTACTAAT 103 

Dr_AY621480       ---ATCATTATTACTACTTCTACTACTACTACTACTACTACTACT---ACTACTACTAAT 113 
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Dr_AY621479       ---ATCATTATTACTACTTCTACTACTACTACTACTACTACTACT---ACTACTACTAAT 113 

Dr_AY621481       ---ATCATTATTACTACTTCTACTACTACTACTACTACTACTACT---ACTACTACTAAT 113 

Ov_EU272179       ATTTTTATTATATGTAATG--------------ATCATTATTAC-----CAACCATAT-- 94 

Dre_AF217801      -----CATCATACAGCAC--------------TACT--TGACAC-------GCTAAAG-- 79 

                        ** *                       *        *           *      

 

Mp_EU272184       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mp_EU272183       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mp_EU272182       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mp_EU272181       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mp_DQ995498       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mp_EU272177       ----ACTTT------TA-T--TTAGCAACATGCATGAGTATATACATATAT-ATAGTTGC 132 

Mo_EU272180       ----ATTTT------TT-TA-TTAGCAGCA-----------------ACAT-ATAGTT-T 118 

Bm_AY621467       ATATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bm_AY621464       ATATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bm_AY621468       ATATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 127 

Bm_AY621466       ATATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bm_AY621465       ATATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bp_AY621471       -TATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bp_AY621470       -TATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bp_AY621469       -TATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Bp_AY621472       -TATATTATGAT-ACTA-TA-TTAACAACATA---------------TTGTTGTA--TGT 128 

Wb_EU272178       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621476       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621478       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621475       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621474       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621477       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Wb_AY621473       ---TATTTT--T-GCTA-TA-TTAGTAATAAA---------------ACAT-ATA--TGT 123 

Ll_EU272176       ----ATA--------TA-TA-TTATTAGTATT----------------CAT--------- 107 

Ll_DQ995497       ----ATA--------TA-TA-TTATTAGTATT----------------CAT--------- 107 

Di_EU087700       -----TACTAAT-ACTACTA-TTAACATCATTATTCTGC--------TTATTTTCATTCT 139 

Di_AF217800       ACTAATACTAAT-ACTACTA-TTAACATCATTATGCTGC--------TTATTTTCATTCT 153 

Dr_AY621480       ACTAATACTAAT-ACTACTA-TTAACATCATTATGCTGC--------TTATTTTCATTCT 163 

Dr_AY621479       ACTAATACTAAT-ACTACTA-TTAACATCATTATGCTGC--------TTATTTTCATTCT 163 

Dr_AY621481       A---ATACTAAT-ACTACTA-TTAACATCATTATGCTGC--------TTATTTTCATTCT 160 

Ov_EU272179       ---CACTTAAATCATTATCA-TTATTATTATTTTATATTA-------ACATAAAATTTCT 143 

Dre_AF217801      ---CATTGAG-----TAGGAGCTAATAGCAC----------------------------- 102 

                                 *      **  *  *                               

 

Mp_EU272184       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mp_EU272183       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mp_EU272182       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mp_EU272181       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mp_DQ995498       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mp_EU272177       TTTGCTATTA-----------T-TTAATATTAGTGAATAG-------TTAA-A------- 165 

Mo_EU272180       TTTGCTAATA-----------AATTGCTATTTATGAATAG-------TTAA-A------- 152 

Bm_AY621467       GTTATTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bm_AY621464       GTTATTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bm_AY621468       GTTATTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 160 

Bm_AY621466       GTTATTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bm_AY621465       GTTATTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bp_AY621471       GTTACTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bp_AY621470       GTTACTAATA-----------GATCGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bp_AY621469       GTTACTAATA-----------GATTGATGTTAATAATT---------TTAATA------- 161 

Bp_AY621472       GTTACTAATA-----------GATTGATGTTGATAATT---------TTAATA------- 161 

Wb_EU272178       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621476       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621478       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621475       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621474       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621477       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Wb_AY621473       GTTACTAATAT---------AGATTGATGTGAATAATT---------TTAATA------- 158 

Ll_EU272176       -TTACTAATAAT--------AGATTAATAATAGTTAATAT-------ATAATA------- 144 

Ll_DQ995497       -TTACTAATAAT--------AGATTAATAATAGTTAATAT-------ATAATA------- 144 

Di_EU087700       TTTTCAAATAATGCAAGAATGAAATAGAATGAATGAATGAATGATGTTTAATAGATTAAT 199 

Di_AF217800       TTTTCAAATAATGCAAGAATGAAATAGAATGAATGAATGA----TGTTTAATAGATTAAT 209 

Dr_AY621480       TTTTCAAATAATGCAAGAATGAAATAGAATGAATGAATGA----TGTTTAATAGATGGAT 219 
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Dr_AY621479       TTTTCAAATAATGCAAGAATGAAATAGAATGAATGAATGA----TGTTTAATAGATGGAT 219 

Dr_AY621481       TTTTCAAATAATGCAAGAATGAAATAGAATGAATGAATGA----TGTTTAATAGATGGAT 216 

Ov_EU272179       TTTTCATTTA------------AGCAACGAAAAAGAATGTG------TTAATA------- 178 

Dre_AF217801      -TAGCCAATC------------ATAGAAGGCAAGAGTTGA-------TTGGTG------- 135 

                   *      *                            *          *            

 

Mp_EU272184       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mp_EU272183       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mp_EU272182       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mp_EU272181       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mp_DQ995498       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mp_EU272177       -------T----AATAAT--------------------------------------TGAT 176 

Mo_EU272180       -------T-GATAATAAT--------------------------------------TGAT 166 

Bm_AY621467       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AA------ATAATAATAATAATAAT 192 

Bm_AY621464       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AA------ATAATAATAATAATAAT 192 

Bm_AY621468       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AA------ATAATAATAATAATAAT 191 

Bm_AY621466       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AA------ATAATAATAATAATAAT 192 

Bm_AY621465       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AA------ATAATAATAATAATAAT 192 

Bp_AY621471       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AAGTAATAATAATAATAATAATAAT 198 

Bp_AY621470       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AAGTAATAATAATAATAATAATAAT 198 

Bp_AY621469       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AAGTAATAATAATAATAATAATAAT 198 

Bp_AY621472       -------T-GGTAGTAGCAT---------------AAGTAATAATAATAATAATAATAAT 198 

Wb_EU272178       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621476       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621478       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621475       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621474       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621477       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Wb_AY621473       -------T-GGTAATAGTA--------------------------------------AAT 172 

Ll_EU272176       -------TTGATGATGAT----------------------------------------AT 157 

Ll_DQ995497       -------TTGATGATGAT----------------------------------------AT 157 

Di_EU087700       AGATGAATAGTTAGTAGTAGTTAGTAGTTAGTTAGATAGATAGATAAATGAAATGATGAT 259 

Di_AF217800       AGATGAATAGTTAGTAGTAGTTAGTAGTTAGTTAGATAGATAGATAAATGAAATGATGAT 269 

Dr_AY621480       AGTTAGTTAGTTAGTAGT------TAGTCAGTTAGATAGATAGATAAATGAAATGATGAT 273 

Dr_AY621479       AGTTAGTTAGTTAGTAGT------TAGTCAGTTAGATAGATAGATAAATGAAATGATGAT 273 

Dr_AY621481       AGTTAGTTAGTTAGTAGT------TAGTCAGTTAGATAGATAGATAAATGAAATGATGAT 270 

Ov_EU272179       --ATAGATGAATGATAATA---------------------------------ATAGTGAT 203 

Dre_AF217801      -----------TGGTG----------------------------------------TGAG 144 

                                *                                           *  

 

Mp_EU272184       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mp_EU272183       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mp_EU272182       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mp_EU272181       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mp_DQ995498       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mp_EU272177       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 210 

Mo_EU272180       AC------------------------AACTGAATT--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 200 

Bm_AY621467       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 225 

Bm_AY621464       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 225 

Bm_AY621468       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 224 

Bm_AY621466       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 225 

Bm_AY621465       AA------------------------TA-TGAATG--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 225 

Bp_AY621471       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGTTATTCGTTGGTGTCT 231 

Bp_AY621470       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGTTATTCGTTGGTGTCT 231 

Bp_AY621469       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGTTATTCGTTGGTGTCT 231 

Bp_AY621472       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGTTATTCGTTGGTGTCT 231 

Wb_EU272178       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621476       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621478       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621475       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621474       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621477       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Wb_AY621473       AA------------------------TA-TGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 205 

Ll_EU272176       AT------------------------GA-TGAAGA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 190 

Ll_DQ995497       AT------------------------GA-TGAAGA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 190 

Di_EU087700       GA------AATATTTTTATTCG-ATCAATTGAATATAAACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 312 

Di_AF217800       GA------AATATTTTTATTCG-ATCAATTGAATATAAACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 322 

Dr_AY621480       GATAAGCGAATGTATTTATTCATATGAATTGAATATAAACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 333 
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Dr_AY621479       GATAAGCGAATGTATTTATTCATATGAATTGAATATAAACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 333 

Dr_AY621481       GATAAGCGAATGTATTTATTCATATGAATTGAATATAAACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 330 

Ov_EU272179       ATATTTTGTGATTGGTTAATTA---AAAATGAATA--AACGGTGATATTCGTTGGTGTCT 258 

Dre_AF217801      AA-------------------------A--GAA----AACGGTGATATTGGTTGGTGTCT 173 

                                             *  ***    ******* **** ********** 

 

Mp_EU272184       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mp_EU272183       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mp_EU272182       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mp_EU272181       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mp_DQ995498       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mp_EU272177       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 270 

Mo_EU272180       ATACTTTATCCAAATTATCGCCTAAACCGTCGATAATGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 260 

Bm_AY621467       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 284 

Bm_AY621464       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 284 

Bm_AY621468       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 283 

Bm_AY621466       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 284 

Bm_AY621465       ATACTTTATCCAAGTTGTCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 284 

Bp_AY621471       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 290 

Bp_AY621470       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 290 

Bp_AY621469       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 290 

Bp_AY621472       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 290 

Wb_EU272178       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621476       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621478       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621475       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621474       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621477       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Wb_AY621473       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 264 

Ll_EU272176       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 249 

Ll_DQ995497       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 249 

Di_EU087700       ATATTTTATCTAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAGCGATGAAGATAAAATGATAGCTTA 371 

Di_AF217800       ATATTTTATCTAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAGCGATGAAGATAAAATGATAGCTTA 381 

Dr_AY621480       ATATTTTATCTAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAGCGATGAAGATAAAATGATAGCTTA 392 

Dr_AY621479       ATATTTTATCTAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAGCGATGAAGATAAAATGATAGCTTA 392 

Dr_AY621481       ATATTTTATCTAAGTTATCGCCTAA-CCGTCGATAGCGATGAAGATAAAATGATAGCTTA 389 

Ov_EU272179       ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTGA-CCGTCGATAACAATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 317 

Dre_AF217801      ATACTTTATCCAAGTTATCGCCTGA-CCGTCGGTAACGATGAAGATAAAGCGATAGCTTA 232 

                  *** ****** ** ** ****** * ****** **   ***********  ********* 

 

Mp_EU272184       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mp_EU272183       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mp_EU272182       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mp_EU272181       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mp_DQ995498       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mp_EU272177       ATTAATTTT-TT---ATGAAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 324 

Mo_EU272180       ATTAATTTT-TTTTTATAGAAATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAA-AT 317 

Bm_AY621467       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 334 

Bm_AY621464       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 334 

Bm_AY621468       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 333 

Bm_AY621466       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 334 

Bm_AY621465       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 334 

Bp_AY621471       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 340 

Bp_AY621470       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 340 

Bp_AY621469       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 340 

Bp_AY621472       ATTAATTTT-ACC-------ATTTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTT-ATGCTAG-AT 340 

Wb_EU272178       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-AT 314 

Wb_AY621476       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-AT 314 

Wb_AY621478       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAGGAT 315 

Wb_AY621475       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-AT 314 

Wb_AY621474       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-GT 314 

Wb_AY621477       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-AT 314 

Wb_AY621473       ATTAATTTT-ATC-------ATT-AATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTAAGCTAG-AT 314 

Ll_EU272176       ATTAATGAT-ATC--------ATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG-AT 298 

Ll_DQ995497       ATTAATGAT-ATC--------ATTAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG-AT 298 

Di_EU087700       ATTGATGATGATT-------GCTCAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 421 

Di_AF217800       ATTGATGATGATT-------GCTCAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 431 

Dr_AY621480       ATTGATGATGATT-------GCTCAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 442 
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Dr_AY621479       ATTGATGATGATT-------GCTCAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 442 

Dr_AY621481       ATTGATGATGATT-------GCTCAATTAAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 439 

Ov_EU272179       ATTAATTTT-------------------AAGTAGACTTAATAAGCATTTTA-GCTAG--T 355 

Dre_AF217801      GTTAACTTTGTGCT--AGTGTGTTAATTAAGTAGACTTAATGAGCACTTGA-GCTAG-TT 288 

                   ** *   *                   ************* **** ** * ****   * 

 

Mp_EU272184       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mp_EU272183       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mp_EU272182       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mp_EU272181       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mp_DQ995498       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mp_EU272177       ATGCTACCAACAA--ATAAA-TACACACATA--CATATACTAATTG-TAA-TTAT-TGA- 375 

Mo_EU272180       ATGCTACCAACAA--ATAAAATACACACACA--TACATAC-AATTG-TAACTTAT-TAAG 370 

Bm_AY621467       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAA---GACATACAAAA----AAATTAT-ATAT 384 

Bm_AY621464       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAA---GACATACAAAA----AAATTAT-ATAT 384 

Bm_AY621468       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAAA--GACATACAAAA----AAATTAT-ATAT 384 

Bm_AY621466       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAAAA-GACATACAAAA----AAATTAT-ATAT 386 

Bm_AY621465       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAA----GACATACAAAA----AAATTAT-ATAT 383 

Bp_AY621471       ATGCTACCAACAA--AAGAAAAAAAAAAAAA--AACATACAAAA----AAGTTAT-ACAT 391 

Bp_AY621470       ATGCTACCAACAA--AA--AAAAAAAAAAAA--AACATACAAAA----AAGTTAT-ACAT 389 

Bp_AY621469       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAAAC-AACATACAAAA----AAGTTAT-ACAT 392 

Bp_AY621472       ATGCTACCAACAA--AAAAAAAAAAAAAAAAA-AACATACAAAA----AAGTTAT-ACAT 392 

Wb_EU272178       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAAAG----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 366 

Wb_AY621476       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAA-G----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 365 

Wb_AY621478       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAAAG----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 367 

Wb_AY621475       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAAAG----GATACACAAATTGATGGATTAC-ATA- 366 

Wb_AY621474       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAA-G----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 365 

Wb_AY621477       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAAAG----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 366 

Wb_AY621473       ATGCTACCAACAA--AATAAAAAAAAAAG----GATACACAAATTGATAGATTAC-ATA- 366 

Ll_EU272176       ATGCTACCAACAA--AAAACACACACATA----CACATATATATTA-TTATTTGT-ATTT 350 

Ll_DQ995497       ATGCTACCAACAA--AAAACACACACATA----CACATATATATTA-TTATTTGT-ATTT 350 

Di_EU087700       ATGCTACCAACAA--AATAA-TACACACATACATACATACAA-----TAA--TATGATAT 471 

Di_AF217800       ATGCTACCAACAA--AATAA-TACACACACACATACATACAA-----TAA--TATGATAT 481 

Dr_AY621480       ATGCTACCAACAA--AATAA-TACACACACAC----ATACAA-----TAA--TACGATAT 488 

Dr_AY621479       ATGCTACCAACAA--AATAA-TACACACAC------ATACAA-----TAA--TACGATAT 486 

Dr_AY621481       ATGCTACCAACAA--AATAA-TACACACACAC----ATACAA-----TAA--TACGATAT 485 

Ov_EU272179       ATGCTGCCAACAA--AACAAATACACACACAA-ACTATATGTATT--TGATTCA------ 404 

Dre_AF217801      GTGCTGCCACCAACCACCCAAAAAACCGATGC-CCCAGATG------TGAATTTT----- 336 

                   **** *** ***  *      * *           * *                      

 

Mp_EU272184       AAAAAACATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGACCTTTGG 420 

Mp_EU272183       AAAAAACATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Mp_EU272182       AAAAAACATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Mp_EU272181       AAAAAATATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Mp_DQ995498       AAAAAATATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Mp_EU272177       AAAAAATATTAAAGAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Mo_EU272180       AAAAAAAAAAAAAAAAA-----------TTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 415 

Bm_AY621467       ATATTATAGTAATAATAATAAAAATTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 440 

Bm_AY621464       ATATTATAGTAATAATAATAAAAATTTTTTTT----A-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 439 

Bm_AY621468       ATATTATAGTAATAA------AAATTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 434 

Bm_AY621466       ATATTATAGTAATAATAATAAAAATTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 442 

Bm_AY621465       ATATTATAGTAATAATAATAAAAATTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 439 

Bp_AY621471       ATATTATAGTAATAACAATA-AAATTTTTTTT----A-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 445 

Bp_AY621470       ATATTATAGTAATAACAATA-AAATTTTTTTT----A-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 443 

Bp_AY621469       ATATTATAGTAATAACAATA-AAATTTTTTTT----A-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 446 

Bp_AY621472       ATATTATAGTAATAACAATA-AAATTTTTTTT----A-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 446 

Wb_EU272178       AAATAATAGCATTAATTTTTT--TTTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 420 

Wb_AY621476       AAATAATAGCATTAATTTTTT--TTTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 419 

Wb_AY621478       AAATAATAGCATTAATTTTTTCTTTTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 423 

Wb_AY621475       AAATAATAGCATTAATTTTTT---TTTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 419 

Wb_AY621474       AAATAATAGCATTAATTTTTT----TTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 417 

Wb_AY621477       AAATAATAGCATTAATTTTTT----TTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 418 

Wb_AY621473       AAATAATAGCATTAATTTTTT----TTTTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 418 

Ll_EU272176       TTTCCAAAATAATA-------------TTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 393 

Ll_DQ995497       TTTCCAAAATAATA-------------TTTTT---TA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 393 

Di_EU087700       AATTGTTATTTATAATAA---------TTTTTCAATA-ACTCTAAGCGGGGGATCACCTG 521 

Di_AF217800       AATTGTTATTTATAATAA---------TTTTTCAATA-ACTCTAAGCGGGGGATCACCTG 531 

Dr_AY621480       AATTGTTATTTATAATAA---------TTTTTCAATA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 538 
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Dr_AY621479       AATTGTTATTTATAATAA---------TTTTTCAATA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 536 

Dr_AY621481       AATTGTTATTTATAATAA---------TTTTTCAATA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 535 

Ov_EU272179       ATTTTTCATTATTAACA----------TTTTTTTTTA-ACTCTTAGCGGTGGATCACTTG 453 

Dre_AF217801      -TTTTATACCATTAATA-------------TCCAATATACTTTAAGCGGTGGATCACTTG 382 

                         *                      *     * *** * ***** *** *    * 

 

                    RW1-UNI primer 

                   3’ GATCGACGCTATTTATCACGCTT 5’ 
Mp_EU272184       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mp_EU272183       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mp_EU272182       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mp_EU272181       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mp_DQ995498       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mp_EU272177       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Mo_EU272180       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 463 

Bm_AY621467       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 488 

Bm_AY621464       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 487 

Bm_AY621468       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 482 

Bm_AY621466       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 436 

Bm_AY621465       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 487 

Bp_AY621471       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 493 

Bp_AY621470       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 491 

Bp_AY621469       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 494 

Bp_AY621472       GCTCATGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 494 

Wb_EU272178       GCTCGCGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 468 

Wb_AY621476       GCTCGCGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 467 

Wb_AY621478       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 471 

Wb_AY621475       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 467 

Wb_AY621474       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 465 

Wb_AY621477       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 466 

Wb_AY621473       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 466 

Ll_EU272176       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 441 

Ll_DQ995497       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 441 

Di_EU087700       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 569 

Di_AF217800       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 579 

Dr_AY621480       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 486 

Dr_AY621479       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 484 

Dr_AY621481       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 483 

Ov_EU272179       GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 501 

Dre_AF217801      GCTCGTGGATCGATGAAGAACGCAGCTAGCTGCGATAAATAGTGCGAA 430 

                  ****  ****************************************** 

 

รูปที่ 3.2   Multiple alignment ของ filarial ITS1 sequences โดยไพร์เมอรท์ี่ถูกออกแบบข้ึนมคีวามจ าเพาะ

กับเชื้อฟลิาเรียหลายชนิดไดแ้ก่ B. malayi (Bm), B. pahangi (Bp), W. bancrofti (Wb), onchocerca 

volvulus (Ov), Loa loa (Ll), Mansonella perstans (Mp), Mansonella ozzardi (Mo), D. immitis (Di) 

และ Dipetalonema reconditum (Dre) 
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ตารางที่ 3.2  ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา rDNA locus-specific PCR เพื่อใช้ในการจ าแนกชนิด

ของเชื้อไมโครฟลิาเรยีในกระแสเลือดคนและสัตว์ และจ าแนกชนิดของตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยี 

(larvae) ที่แยกได้จากยุง 

Primer 

Name 

Sequence  

(5’ to 3’) 

Direction G-C 

(%) 

Length 

(bases) 

Identified 

filaria 

Amplicon 

size   

Uni-F1 GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA Forward 50 24 filariids 430-570  

Uni-R1 TTCGCACTATTTATCGCAGCTAG Reverse 43 23  bp 

Bm-F1
a
 GGATCCTGGTAGTAGCATAAATA Forward 39 23 B. malayi 370 bp 

Bp-F1
a
 GGATCCTGGTAGTAGCATAAGTAA Forward 42 24 B. pahangi 370 bp 

Wb-F1
a
 GGATCCTGGTAATAGTAAATAATATG Forward 31 26 W. bancrofti 350 bp 

Di-F1 GATGAATAGTTAGTAGTAGTTAGTAGTT  Forward 29 28 D. immitis 450 bp 
Dr-F1 GGATAGTTAGTTAGTTAGTAGTTAGTC Forward 33 27 D. repen 300 bp 
Dre-F1 

 

GATTGGTGTGGTGTGAGAAAGA Forward 45 22 D. reconditum 320 bp 

Additional recognition sequences of BamH I a are underlined.  

 

3.4.3.2 ไพร์เมอร์ส าหรับวิธี Allele-specific nested multiplex PCR 

การศกึษาอัลลีลที่จ าเพาะต่อความไวของยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของยีน β-tubulin gene 

isotype1 ในส่วนของ exon 5 มตี าแหน่งของโปรตนีที่ 200 ซึ่งพบการเปลี่ยนแปลงของโปรตนีระหว่าง 

phenylalanine และ tyrosine (Phe-Try polymorphism)   ดังนัน้การพัฒนาวิธี Allele-specific nested 

multiplex PCR เพื่อศึกษาอัลลีลที่จ าเพาะนี้จึงออกแบบไพร์เมอรค์ู่นอก (outer primers) เป็น universal 

primers ครอบคลุมในส่วนของ exson 4 และ 5 ของยนี β-tubulin gene isotype1 ที่จ าเพาะกับเชื้อฟิ

ลาเรยีหลายชนิดโดยเฉพาะฟิลาเรยีในคน พยาธิฟิลาเรยีที่ใชว้ิเคราะห์มาจาก พยาธิ (accession no. 

และ positions) ได้แก่ B. malayi (BRQD553TR, 3-789), B. pahangi (M36380, 2267-3054), W. 

bancrofti (AY705383, 109-916), D. immitis (HM596854, 1462-2244) และ O. volvulus 

(AF019886, 1582-2400) ในขณะที่ปฏิกิรยิา nested PCR รอบที่ 2 ออกแบบให้เป็น multiplex PCR ใช้

ไพรเมอร์ 2 ชุด โดยท าขั้นตอนของ PCR แยกกัน โดยชุดที่ 1  ใช้ไพรเมอร์ BT121/122/122S เพื่อ

จ าแนกอัลลีลที่ความไวต่อยากลุ่มเบซิมดิาโซล มียีนต าแหน่งของโปรตนีที่ 200 เป็น TTC (Phe) และไพร

เมอร์ชุดที่ 2 คือ BT121/122/121R เพื่อจ าแนกอัลลีลที่ดื้อตอ่ยากลุ่มเบนซิมดิาโซล มียีนต าแหน่งของ

โปรตนีที่ 200 เป็น TAC (Try) โดยไพรเมอร์ที่ออกแบบในการศกึษานีม้ีคุณสมบัติดังที่แสดงในตารางที่ 

3.3 และน าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ไปวิเคราะหค์่าคุณสมบัติที่จ าเพาะต่างๆ ด้วยโปรแกรม Oligo Calc 

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/ oligocalc.html) ก่อนสั่งให้บริษัทสังเคราะห์  

 

 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/%20oligocalc.html


วิธีการศกึษา 54 

 

 

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment set gap open 5, gap extend 0.1, ga 

p distance 5 

 

                                               BT7  5-GCTGAAGGA  

BM   ACGGAAGGTGCGGAACTAGTTGATAATGTGTTGGACGTGATACGAAAAGAAGCTGAAGGA 60 

BP   ACGGAAGGTGCGGAACTAGTTGATAATGTGTTGGACGTGATACGAAAAGAAGCTGAGGGA 60 

WB   ACGGAAGGTGCGGAACTAGTTGATAATGTGTTGGACGTGATACGAAAAGAGGCTGAAGGA 60 

Ov   ACGGAAGGTGCAGAATTGGTTGATAATGTATTGGATGTAATACGAAAAGAGGCTGAAGGA 60 

Di   ACAGAAGGTGCCGAATTAGTTGATAACGTTTTGGACGTAATACGAAAAGAAGCTGAAGGA 60 

     **.******** *** *.******** ** ***** **.***********.*****.*** 

 

     TGCGAITGTCTTCAG-3’ 

BM   TGCGATTGTCTTCAGGTACGGATTGCT-ATAGT-----TTTATAAGACATTTTAATTGTG 114 

BP   TGCGATTGTCTTCAGGTACGGATTGCC-ATAGT-----TTTATAAGACATTTTAATTGTG 114 

WB   TGCGATTGTCTTCAGGTACAGATTGCT-ACAGT-----TTTATAACACATTTTAACTGTG 114 

Ov   TGCGACTGTCTTCAGGTGCAATTTGTGGATCGTTATAGTTTTTAAGC-ATTTTAAGTTCA 119 

Di   TGCGACTGTCTTCAGGTGCAATTTGTGGATTGTTACGATTCCTTAGCTATTTTGAATGTG 120 

     ***** ***********.*..:***   *  **     **  *:* . *****.* *  . 

 

BM   GATGTGTTTTT----------ATTTT-----AAAGAAAAAATTAAAAAA------TATTT 153 

BP   GATGTGTTTTT----------ATTTT-----AAAGAAAAAATTAAAAAA------TATTT 153 

WB   AATGTG-TTTT----------ATTTT-----AAAGAAAAAA----AAAG------TATTT 148 

Ov   GATGTGGTTTTGAGCTATCCCATTTCGTAAATAATTCAGTCTTAAAAAAAAAAATTATTT 179 

Di   AATGTGGTTTTGAACAGCCTCATTTT-TTTTGAAAAAAATATTAATGAA------TTTTT 173 

     .***** ****          ****       ** :.*.:.    :.*.      *:*** 

 

BM   TCAGGGATTTCAACTAACGCATTCACTTGGTGGTGGTACCGGTTCCGGCATGGGAACATT 213 

BP   TCAGGGATTTCAACTAACGCATTCACTTGGTGGTGGTACCGGTTCCGGCATGGGAACATT 213 

WB   TCAGGGATTTCAACTAACGCATTCACTTGGTGGCGGTACCGGTTCCGGTATGGGAACATT 208 

Ov   TCAGGGATTTCAATTGACTCATTCACTTGGCGGTGGTACCGGTTCTGGTATGGGAACATT 239 

Di   TCAGGGATTCCAACTGACTCATTCACTTGGAGGTGGTACAGGTTCTGGTATGGGAACATT 233 

     ********* *** *.** *********** ** *****.***** ** *********** 

 

BM   GCTGATCTCGAAAATTCGTGAGGAGTATCCAGATCGAATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGT 273 

BP   GCTGATCTCGAAAATTCGTGAGGAGTATCCGGATCGAATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGT 273 

WB   GCTGATCTCGAAAATCCGTGAGGAGTATCCGGATCGAATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGT 268 

Ov   GTTGATCTCGAAAATTCGTGAGGAATATCCGGATCGAATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGT 299 

Di   GCTTATCTCGAAGATCCGTGAGGAATATCCAGATCGGATTATGAGCTCTTTTTCGGTTGT 293 

     * * ********.** ********.*****.*****.*********************** 

 

BM   GCCATCGCCCAAAGTATATATTTGAATTTCTGAT--TCTTATTTTTAACAT--CTGTTAT 329 

BP   GCCATCGCCCAAAGTATGTATTTGAATTTCTGAT--TCTTATTTTTAACAT--CTGTTAT 329 

WB   GCCGTCGCCCAAAGTATGTATTTGGGTTTTTGATTATCTTGGTTTTAACAT--CTGTTTT 326 

Ov   ACCATCACCCAAAGTATGTACTTTTGGGTC----CTATTTTAATTTAATTTTGCTGCTTC 355 

Di   GCCATCACCTAAAGTATGTATATTTGTGTCTTAACTAGTTTGATTTAATTTTCTTGGTTC 353 

     .**.**.** *******.** :*  .  *       : **  :***** :*   ** *:  

 

BM   ATCTATTT--------------------TAAACATAGCTCCATAACTTTTA--------- 360 

BP   ATCTATTT--------------------TAAACATAGCTCCATAACTTTTA--------- 360 

WB   ATCTACTATAACGCATAAAACATAGCTATAAACATAGCTCCATAACTTTTA--------- 377 

Ov   ATCTCGTTTC-------AGAAGCCGTCATTATGTCTGCTCCAAAACTTCACAAGTGTCTA 408 

Di   ATACCTTTTCGTTATTTAGAAGCCATCATTTTATTTGCTTCAAA--TTCATGAATG---- 407 

     **. . *:                    *::: : :*** **:*  ** :           

 

BM   -AGTGGCGATTGTCTCACAAAGTGGTTTTT--CGGCTATCATA---TCATTTTCATAGTT 414 

BP   -AGTGGCGGTTGTCTCACAAAGTGGTTTTT--CGGCTATCATT---TCATTTTCATAGTT 414 

WB   -AGTGGTGATTGTCGCACAAAGTGGTCTTT--TAACTATCATTGCTTCATTTTCATAGTT 434 

Ov   GAGTGGATACTGTTTGGCGAGATGATTTTTTTTATCTCTCTCAACTTTTTTTTTTTTTTT 468 

Di   AAGTGAACACTATCTGACGAGATGATTTT---AATCTGTCCC-----TATTTCCTTTTGA 459 

      ****.  . *.*   .*.*..**.* **    . ** **        :***  :*:  : 

 

BM   GAAGAAAAAG----------------TATG---------CTAGACGTATTAATGATTTCC 449 

BP   GAAGAAAAAG----------------TATG---------CTAGACGTATTAATGATTTCC 449 

WB   GAAGAAAAAG----------------TATG---------GTAGACGTATTAATGATTTCC 469 

Ov   TTTGCAAGATATAATTAAAAAAAGAATTTGGCCTGCATATTAGAGAGATTATTGATTTTT 528 
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Di   AATGCAAGG------------------TTG-----------------------GTTTTTC 478 

      ::*.**..                  :**                       *:***   

BT121 5’-GTATCAGATGTTGTG-3’       BT 121R 5’CTGGTAG 

BM   AGGTATCAGATGTTGTGTTGGAACCCTACAATGCAACATTATCAGTCCACCAACTAGTTG 509 

BP   AGGTATCAGATGTTGTGTTGGAACCCTACAATGCAACATTATCAGTCCACCAACTAGTTG 509 

WB   AGGTATCAGATGTTGTGTTGGAACCCTACAATGCAACATTATCAGTCCACCAACTAGTTG 529 

Ov   AGGTATCAGATGTTGTATTGGAACCTTATAACGCAACATTATCAGTGCATCAATTAGTTG 588 

Di   AGGTATCAGATGTTGTGTTGGAACCTTACAATGCAACGTTATCAGTGCATCAATTAGTTG 538 

     ****************.******** ** ** *****.******** ** *** ****** 

     AAAACACTGACGAAACTTA-3’ 

                    3’-AGACGTAACTATTGCTCCGAAACATA-5BT122S 
      Phe200Tyr 

BM   AAAACACTGACGAAACTTTCTGCATTGATAACGAGGCTTTGTATGACATCTGCTTCCGAA 569 

BP   AAAACACTGACGAAACTTTCTGCATTGATAACGAGGCTTTGTATGACATCTGCTTCCGAA 569 

WB   AAAACACTGACGAAACTTTCTGCATTGATAACGAGGCTTTGTATGACATCTGCTTCCGAA 589 

Ov   AAAACACTGACGAAACTTTCTGCATTGATAACGAAGCTTTATATGACATCTGCTTCCGAA 648 

Di   AAAACACTGATGAAACTTTCTGCATTGATAATGAAGCTTTATATGATATCTGCTTCCGAA 598 

     ********** ******************** **.*****.***** ************* 

                                 GTTCACCAACTCCAGC 

                              3’-GCTGGAGTTGGTGAAC-5’BT122 

BM   CGTTGAAGTTGGCAAATCCAACTTACGGTGACCTCAACCATTTGGG-TTCGTCCTTTAAT 628 

BP   CGTTGAAGTTGGCAAATCCAACTTACGGTGACCTCAACCATTTGGG-TTCGTCCTTTAAT 628 

WB   CGTTGAAGTTGGCAAATCCAACTTACGGCGACCTCAACCACTTGGGTTTCGTCTCTTAAT 649 

Ov   CATTGAAATTGACGAATCCAACTTATGGCGATCTCAATCATTTGGG-TTCGTT------- 700 

Di   CATTGAAATTGACGAATCCAACTTACGGCGATCTCAATCACTTGGG-TCCGTTGATTGAG 657 

     *.*****.***.*.*********** ** ** ***** ** ***** * ***         

 

BM   TT--ATTCTTCAAGCTGTCCGGTTTAAAT-GCATTCTATTTAACTATT--ATAAAATTCG 683 

BP   TT--ATTCTTCGAACTGTCCGGTTTAAAT-GCATTCTATTTAACTATTT-ATAAAATTCG 684 

WB   TT--ATTCTTCAAGCTGTCGGGTTTAAATCGCATTCTATTTAACTATT--ATAAAGTTTG 705 

Ov   ------TCTTCAC---------TT--------GTTCTTTAAATTTTTATTTTAAATTTCG 737 

Di   TCCGTCTCTTCAT---------TT--------ATTCTTCATATCTTTG--CTAAACTTCA 698 

           *****.          **        .****: ::*: *:*    **** ** . 

 

                                                       3’-AGACAIT 

BM   GATTTAATTGCAATTTTTTCAACTCTTCTAGAGGTTAAAATTTCTATTTAGTGTCTGTGA 743 

BP   GATTTAATTGTAATTTATTCAACTCTTCTAAAGGTTAAAATTTCTATTTAGTGTCTGTGA 744 

WB   GGTTTAATTGCAATTTTTTCAACTGTTCTAAAGGTTACATTTT-TATTTAGTGTCTGTGA 764 

Ov   -----AATT-C-------------ATTCTGAAGATTACG-TTT--ATTCAGTATCTGTGA 775 

Di   -----AATTGCGG-----------TTTCTTCA-ATCATGTTTT--ATTTAGTATCTGTAA 739 

          ****                ****  * .* * . ***  *** ***.*****.* 

 

     GTTACAGICCTCA-5’  BT10   

BM   CAATGTCGGGAGTAACAACTTGCTTACGTTTCCCTGGACAGTTG 787 

BP   CAATGTCGGGAGTAACAACTTGCTTACGTTTCCCTGGACAGTTG 788 

WB   CAATGTCTGGAGTAACAACTTGCTTACGTTTTCCTGGACAGTTG 808 

Ov   CAATGTCTGGAGTGACAACATGCTTGCGTTTTCCTGGACAGTTA 819 

Di   CAATGTCTGGAGTAACAACATGTTTACGTTTCCCTGGACAATTA 783 

     ******* *****.*****:** **.***** ********.**. 

รูปที ่3.3 Multiple alignment ของ filarial β-tubulin (exon4, 5) sequences โดยไพร์เมอร์ทีถู่กออกแบบ

ขึ้นมีความจ าเพาะกับฟลิาเรยีหลายชนดิได้แก ่B. malayi (Bm), B. pahangi (Bp), W. bancrofti (Wb), O. 

volvulus (Ov), และ D. immitis (Di)  
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ตารางที่ 3.3   ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษา Allele-specific nested multiplex PCR 

Primer 

Name 

Sequence  

(5’ to 3’) 

Direction G-C 

(%) 

Tm1/Tm2  

(C) 

Length 

(bases) 

Amplicon 

size   

BT7 ATACGAAAAGAIGCTGAAGGA Forward 38-43 49/57 21 720 bp 
BT10 ACTCCIGACATTGTGACAGA Reverse 40-45 48/56 20  

BT121
a
 GGATCCGTATCAGATGTTGTG Forward 48 52/60 21 174 bp 

BT122
b
 GAATTCCAAGTGGTTGAGGTCG Reverse 50 55/62 22  

BT121R CTGGTAGAAAACACTGACGAAACTTA  Forward 38 55/63 26 90 bp 
BT122S ATACAAAGCCTCGTTATCAATGCAGA Reverse 38 55/63 26 90 bp 
BT17 GGCTTCCAGCTGACCCACTCACTG Forward 63 63/71 24 288 bp 
BT18 GTGGTTCAGATCCCCGTAGGTTGG Reverse 58 61/69 24  

I = inositol. Additional recognition sequences of BamH I a and EcoR I b are underlined.  

BT7/10  ใช้ใน nested PCT รอบที่ 1,  BT121/122S/121R/122 ใช้ใน Allele-specific nested multiplex PCR รอบที่ 2 , BT17/18  ใช้เป็น internal 

control ส าหรับการศึกษาในชุดการทดลองนี้ 

 

3.4.4  การสกัดดีเอ็นเอจากหนอนพยาธิฟิลาเรยี 

3.4.4.1 การสกัด DNA จากตัวอย่างเลือด (Modified from Pechgit, et al., 2010) 

ขั้นตอนของการสกัด DNA จากตัวอย่างเลือด ดังนี้ เติม Protenease K (10 mg/ml) และ

สารละลาย AL buffer ปริมาตร 200 l ลงในหลอดบดเนื้อเยื่อ (Tissue grinder) ที่มี mf positive blood 

sample ปริมาตร 200 l บดตัวอย่างทั้งหมดประมาณ 40 ครั้ง แล้วด าเนินตามขั้นตอนของวิธีสกัด 

DNA ของ QIA nassy Blood, QIAGEN โดยสรุปคือ น าตัวอย่างไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 C นาน 10 นาที 

เติม absolute ethanol ปริมาตร 200 l แล้วน าสารละลายที่ได้ใส่ลงไปใน spin column ปริมาตร 500 

l น าไปปั่นเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 rpm นาน 1 นาที เทสารละลายที่ได้ทิ้ง เติมสารละลาย AW1 ลง

ใน Spin column ปั่นเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที เทสารละลายที่ได้ทิ้ง เติมสารละลาย 

AW2 ปริมาตร 500 l ลงใน spin column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 rpm นาน 3 นาที เท

สารละลายที่ได้ทิ้ง แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 rpm นาน 3 นาทีอีกครั้ง เทสารละลายที่ได้ทิ้ง 

ย้าย spin column มาใส่ใน หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมสารละลาย AE ปริมาตร 

200 l แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 rpm นาน 3 นาที 

เก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 4 C จนกว่าจะใช้งาน 

3.4.4.2 การสกัด DNA จากตัวอย่างยุง 

ใช้ยุงตัวแก่โดยแยกปีกและขาของยุงออก ส่วนที่น ามาสกัด DNA จะใช้เพียงส่วนหัว อก และ

ท้องของยุงเท่านั้น ใช้ยุงประมาณ 5 ตัวรวมกันในการสกัด DNA แต่ละครั้ง น าตัวอย่างยุงที่เตรียมไว้ใส่

ในลงในหลอดบดเนื้อเยื่อ (tissue grinder) แล้วเติมเอ็นไซม์ Chitinase (1 mg/ml) และ PBS buffer บด

จ านวนประมาณ 40 ครั้ง น าตัวอย่างไปอบที่อุณหภูมิ 37C นาน 30 นาที จากนั้นเติมเอ็นไซม์ 
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Lysizyme (10 mg/ml) และ ATL buffer ลงในหลอดตัวอย่าง บดตัวอย่างให้เข้ากันอีกครั้งแล้วน าไปอบที่

อุณหภูมิ 56C นาน 60 นาที หลังจากนั้นเติม AL buffer แล้วด าเนินการตามวิธีสกัดดีเอ็นเอของ QIA 

Nassy Blood, QIAGEN ดังที่กล่าวมาข้างตน้ 

3.4.4.3 การสกัด DNA จากพยาธิตัวอ่อนที่แยกได้จากยุง 

เตรียมตัวอย่างตัวอ่อน (Larva) ที่แยกได้จากยุง ใช้ตัวอ่อนยุงจ านวน 1 ตัวต่อ 1 ตัวอย่างใส่ใน 

Capillary tube ที่มีน้ าเกลือ 200 l น าตัวอย่างเทใส่ในหลอดบดเนื้อเยื่อ แล้วเติมเอ็นไซม์ Lysizyme 

(10 mg/ml) และสารละลาย AL buffer บดจ านวนประมาณ 40 ครั้ง แล้วด าเนินตามขั้นตอนของวิธีสกัด 

ดีเอ็นเอ ของ QIA Nassy Blood, QIAGEN ดังที่กล่าวมาข้างตน้ 

 

3.4.5 ขัน้ตอนการท า PCR (ประยุกต์จาก Bhumiratana et al, 2010; Pechgit et al, 2011) 

3.4.5.1  rDNA locus-specific PCR  

การตรวจพสิูจนห์าการติดพยาธิฟิลาเรยีและการจ าแนกชนดิของพยาธิฟิลาเรียที่พบโดย

วิธีการการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของพยาธิฟิลาเรียครั้งนีใ้ช้ยีน rDNA ในการจ าแนกชนิดของพยาธิ 

ขั้นตอนการเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมประกอบด้วยการเตรียมสารตั้งตน้ของปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 25 

l ใน Commercial PCR kit (TopTaqTM PCR; QIAGEN) ใช้ความเข้มขน้ของ DNA template 20 ng/l 

โดย condition ที่เหมาะสมใช้ annealing temperature ที่ 62C ส าหรบั Uni-F1/R1 primers ในปฏิกิรยิา 

PCR รอบแรก (first round PCR) ซึ่งใช้ในการจ าแนกพยาธิฟิลาเรยีทั้งในคนและสัตว์ โดยมีขัน้ตอนดังนี้ 

ขั้นตอน DNA denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C เวลา 5 นาที ก่อนเข้าสู่วงรอบของ PCR เป็นจ านวน 35 

รอบ ประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อณุหภูมิ 94C เวลา 1 นาที  primer annealing ใช้อุณหภูมิ 

62C เวลา 1 นาที และ primer extension ใช้อุณหภูมิ 72C เวลา 1 นาที จากนั้นเขา้สู่ขัน้ตอน DNA 

elongation ใช้อุณหภูมิ 72C เวลา 10 นาที  

ในปฏิกิรยิา PCR รอบ 2 (second round PCR) ส าหรับไพร์เมอรท์ี่มคีวามจ าเพาะต่อพยาธิฟิ

ลาเรยีแต่ละชนิด ส าหรับการจ าแนกชนิดของพยาธิฟิลาเรีย ใช้ annealing temperature ที่เหมาะสมที่ 

53C โดยมีขั้นตอนการตา่งๆ ของการท าปฏิกิรยิา PCR เหมอืนกับขั้นตอนของ first round PCR 
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3.4.5.2 Specific-allele nested multiplex PCR  

ในการศกึษายีน -tubulin  ต าแหน่งของอัลลิลที่มีความจ าเพาะต่อการตอบสนองตอ่ยา

รักษาโรคพยาธิกลุ่ม Benzimidazole ซึ่งใช้ในการศึกษาการเกิดการดื้อยาของพยาธิฟิลาเรยีในพืน้ที่ 

การศกึษายีนเบต้าทูบูลินโดยเทคนิค Specific-allele nested multiplex PCR อาศัยหลักการของ nested 

PCR โดยทั่วไป โดยที่การท าปฏิกิรยิา PCR รอบแรก (first round PCR) ส าหรับ BT7/10 outer primers ใช้ 

annealing temperature ที่ 57C มีขัน้ตอนประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อุณหภูม ิ94C เวลา 5 

นาที ก่อนเข้าสู่วงรอบของ PCR เป็นจ านวน 35 รอบ ประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อุณหภูมิ 

94C เวลา 1 นาที,  primer annealing ใช้อุณหภูมิ 57C เวลา 1 นาที, และ primer extension ใช้

อุณหภูมิ 72C เวลา 1 นาที จากนั้นเข้าสู่ขัน้ตอน DNA elongation ใช้อุณหภูม ิ72C เวลา 10 นาที ใน

การท าปฏิริยา PCR รอบที ่ 2 โดยใช้ PCR product จาก first round PCR เป็น DNA template ใช้วธิี 

multiplex PCR โดยแยกเป็น 2 ปฏิกิรยิา ใช้ BT121/122/122S primers ในการจ าแนก specific allele ของ

ยนีเบต้าทูบูลินที่จ าเพาะต่อความไวของยากลุ่มเบนซิมดิาโซล และใช้ BT121/122/121R primers ส าหรับ

จ าแนกยนีเบต้าทูบูลินที่จ าเพาะต่อยีนดือ้ยากลุ่มเบนซิมิดาโซล โดยทั้ง 2 ปฏิกิรยิาม ี PCR condition ที่

เหมาะสมใช้ Annealing temperature ที่ 62C ในขั้นตอนของเทคนิค turn up PCR ประกอบด้วย DNA 

denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C เวลา 5 นาที ตามด้วย 5 รอบของขั้นตอน turn up PCR ประกอบด้วย 

DNA denaturation ใช้อุณหภูม ิ94C เวลา 1 นาที,  primer annealing ใช้อุณหภูมิ 5662C เวลา 1 

นาที, และ primer extension ใช้อุณหภูม ิ 72C เวลา 1 นาที จากนั้นเข้าสู่ 30 รอบของ DNA 

denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C เวลา 1 นาที primer annealing ใช้อุณหภูมิ 57C เวลา 1 นาที และ 

primer extension ใช้อุณหภูม ิ 72C เวลา 1 นาที จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน DNA elongation ใช้อุณหภูมิ 

72C เวลา 10 นาที ลักษณะการปรากฏของจโีนไทป์ของยีนเบต้าทูบูลิน ไอโซไทป์ 1 ที่มคีวามสัมพันธ์

กับการแสดงออกของความไวต่อยากลุ่มเบซิมดิาโซล จะแสดงอัลลีล “SS” เป็นอัลลีลเด่น (wild type) 

และอลัลลี “Sr” เป็นอัลลีลที่พบ mutation ซึ่งทั้ง 2 แบบแสดงออกโดยมีความไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิา

โซล และอัลลีล “rr” เป็นอัลลีลด้อย ซึ่งดือ้ต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล โดยผลของการท า nested PCR ใน

การจ าแนกอัลลีลทั้ง 3 แบบนีจ้ะแสดงผลของ PCR products ดังรูปที่ 3.4 
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(A) Nested multiplex PCR profile for filarial BZ-

susceptible homozygous allele 
(B) Nested multiplex PCR profile for filarial BZ-

resistant allele 

รูปที ่3.4   ภาพจ าลองของ PCR product ที่ปรากฏบน Agarose gel เมื่อผ่านขบวนการ Electrophoresis: (1) 

การท า PCR รอบที่ 1 โดยเพิ่มจ านวน DNA โดยใชไ้พรเมอร ์BT7/BT10 ได้ PCR product มขีนาดประมาณ 738 

คู่เบส ตวัอย่างที่ให้ผล PCR เป็นลบให้ทดสอบโดยการเพิ่มจ านวน DNA โดยใชไ้พรเมอร์ต่อยีนของมนุษย ์

BT17/BT18 ซึ่งได้ PCR product ขนาดประมาณ 288 คู่เบส (2) การท า PCR รอบที่ 2 ใช้ขั้นตอนของ 

Multiplex PCR โดยแยกเปน็ 2 ปฏิกริิยา:  (A) BZ-susceptible homozygous allele (SS) สามารถเพิ่ม

จ านวน DNA ได้จาไพรเมอรช์ุด BT121/BT122/BT122S, (B)  BZ-susceptible heterozygous allele (Sr) 

สามารถเพิ่มจ านวน DNA ได้จาไพรเมอร์ชดุ BT121/BT122/BT122S และ BT121/BT122/BT121R และ BZ-

resistant homozygous allele (rr) สามารถเพิ่มจ านวน DNA ได้จาไพรเมอร์ชุด BT121/BT122/BT121R 
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3.4.5.3 ขั้นตอน Electrophoresis 

การอา่นผลของ PCR products ส าหรับตัวอย่างที่ใช้ดเีอ็นเอจากตัวอย่างเลือดและยุง ใช้ PCR 

product ปริมาณ 5 µl ใส่ในหลุมบน 1% agarose gel ผา่นขบวนการ Electrophoresis นาน 30-45 นาที 

จากนั้นย้อม agarose gel ด้วย ethidium bromide นาน 30 นาที ก่อนน าไปดูด้วยเครื่อง Gel 

Documentation ส าหรับตัวอย่างที่ได้จากตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยีเนื่องจากปริมาณ DNA ที่เพิ่มจ านวนได้

นั้นคอ่นข้างน้อย การท า Electrophoresis จงึจ าเป็นต้องใชป้ริมาณ PCR product เพิ่มขึน้โดยใช้ PCR 

product ปริมาณ 12 µl น าไปปั่นให้แหง้โดยเครื่อง evaporation ให้ปริมาตรลดลง ½ ของปริมาตร

เริ่มตน้ จากนั้นน าไปผา่นขบวนการ Electrophoresis และย้อมสีดเีอ็นเอโดย ethidium bromide 

เชน่เดียวกับ PCR product ที่ได้จากตัวอย่างเลือด 

3.4.5.4  Sequencing and genetic analysis 

PCR products ที่ได้จากการศกึษานี ้ถูกส่งไปยังหนว่ยรับบริการ sequencing ของ บริษัท Pacific 

Science CO, LTD. จากนั้นผลของ DNA sequence จะถูกวิเคราะหเ์ทียบกับยีนของพยาธิฟิลาเรียใน 

Nucleotide sequence database (www.ebi.ac.th) ที่ใชใ้นการออกแบบ Primers ที่กล่าวมาแล้วขา้งตน้ 

โดยการปรับและวิเคราะห์ DNA alignment ใช้โปรแกรมจาก BioEdit software, version 7.1  และใช้

โปรแกรมจาก MEGA software, version 5.0 ส าหรับการวิเคราะหโ์ครงสร้างทาง Phylogenetic tree 

โดยใช้สถิต ิNeighbor joining ในการวิเคราะห์ 

3.4.5.4  Positive และ negative control 

ในการศกึษานีใ้ช้ positive control เป็น DNA ของพยาธิฟิลาเรยีในคนได้แก่ W. bancrofti และ

พยาธิฟิลาเรียในสัตว์ได้แก่ D. immitis และ B. pahagi ซึ่งจ าแนกและพิสูจนช์นิดของเชือ้ด้วยวิธีศึกษา

ล าดับเบส (DNA sequences) จากการศกึษาก่อนหนา้นี ้ ส่วน negative control ใช้ DNA ของปรสิตใน

เลือดชนิดอื่นๆ ได้แก่ Dipetalonema reconditum, Pasmodium spp., Babesia spp., และ Anaplasma 

spp. และ internal control ใช้ DNA ของ non-target genomic DNA ได้แก่ คน แมว และยุงที่ปราศจาก

เชื้อ 

 

http://www.ebi.ac.th/
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บทที่ 4 

ผลการศกึษา 

 

4.1 การศึกษาน าร่องในพื้นที่ซึ่งมีสภาพทางภูมิศาสตร์และมีการกระจายเชื้อฟิลาเรยี

ใกล้เคยีงกับพื้นที่ศึกษาในจังหวัดนราธิวาส 

 

4.1.1   ข้อมูลทั่วไปของพ้ืนที่ศึกษาน าร่อง 

การส ารวจหาการตดิพยาธิฟิลาเรยีในสัตว์และยุงพาหะของโรคเท้าช้าง เพื่อใช้ประเมินความ

เป็นไปได้และความเสี่ยงในการเก็บข้อมูลพื้นที่ศกึษาจังหวัดนราธิวาส โดยการเก็บตัวอย่างเลือดแมว

และสุนัขในพืน้ที่ศกึษาน าร่อง ได้แก่ หมู่ 3 บ้านน้ าด า, หมู ่ 11 บ้านพรุเรือน, หมู ่ 12 บ้านเขาแก้ว และ 

หมู ่ 22 บ้านหว้ยเคียน ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี พืน้ที่ศกึษาน าร่องดังกล่าว

ครอบคลุมพืน้ที่รอยโรคของโรคฟิลาเรยีชนดิ B. malayi ซึ่งมีการกระจายของยุงพาหะน าโรคเท้าช้าง 

ได้แก่ ยุงเสือ Mansonia spp. แตใ่นปัจจุบัน พืน้ที่ดังกล่าวมีการเปลี่ยนแปลงระบบนิเวศวิทยา โดยที่

พืน้ที่ส่วนใหญ่มีการเปลี่ยนแปลงการใชป้ระโยชน์ที่ดินและสิ่งปกคลุมดิน หรือมีการท าการเกษตรเป็น

พืน้ที่เพาะปลูกยางพาราและปาล์มน้ ามัน แทนที่พื้นที่ป่าพรุน้ าด า นอกจากนี้ พืน้ที่รอยโรคของโรคฟิ

ลาเรยีชนดิ B. malayi หรอืพืน้ที่ทั้ง 4 หมูบ่้าน ได้ถูกก าหนดเป็นพืน้ที่เป้าหมายของการด าเนินโครงการ

ก าจัดโรคเท้าช้าง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  ในช่วงระหว่าง พ.ศ. 2545-2549 โดย

ด าเนนิการจา่ยยารักษากลุ่ม (MDA) ด้วยยาไดเอทธิลคารบ์ามาซีน (Diethylcarbamacine หรอื DEC) 

ร่วมกับยาอัลเบนดาโซล (Albendazole) ปีละครั้งติดตอ่กัน 5 ปี และด าเนินการเฝา้ระวังหลังจากการ

จา่ยยารักษากลุ่ม (Post MDA surveillance) ในช่วงระหว่าง พ.ศ. 2550-2554  และได้ด าเนินการหยุด

การจา่ยยารักษากลุ่มเนื่องจากไม่ปรากฏผูป้่วยรายใหม่ในพืน้ที่รอยโรคเลย   

เมื่อท าการส ารวจแหลง่เพาะพันธุ์ยุงเสือและสภาพแวดล้อมทางนิเวศวิทยาในพืน้ที่ศกึษา พบว่า

ยังคงพบป่าพรุกระจายอยู่ในขอบเขตจ ากัดในแต่ละหมู่บ้าน พืน้ที่ป่าพรุเดิมส่วนหนึ่งถูกเปลี่ยนแปลงไป

เป็นพืน้ที่เกษตรกรรมทั้งที่เป็นสวนยางพารา สวนปาล์ม และสวนผลไม้ และมีบ้านเรือนกระจายอยู่

ทั่วไป ดังรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 



ผลการศกึษา 62 

 

 
 

รูปที่ 4.1 สภาพการเปลี่ยนแปลงการใช้ประโยชนท์ีด่ินและสิง่ปกคลุมดินในพืน้ที่ศกึษาน าร่อง ซึ่งครอบคลุม 4 

หมู่บ้าน ได้แก ่บ้านน้ าด า หมู ่3, บ้านพรเุรือน หมู่ 11, บ้านเขาแก้ว หมู่ 12 และ บา้นห้วยเคียน หมู่ 22 ต าบล

ประสงค์ อ าเภอทา่ชนะ จังหวดัสุราษฎรธ์านี พื้นที่ปา่พรุเดมิ ซึ่งเป็นแหล่งเพาะพันธุ์ของยุง Masonia vectors ได้

ถูกแทนที่ดว้ยพื้นทีเ่พาะปลูกยางพารา ปาล์มน้ ามัน และสวนผลไม้  

 

 

4.1.2  ข้อมูลการกระจายโรคในสัตว์รังโรค 

จาการเก็บตัวอย่างเลือดแมวและสุนัขในพืน้ที่ศกึษาน าร่องทั้ง 4 หมูบ้าน ตัวอย่างเลือด

ทั้งหมด 168 ตัวอย่าง ประกอบด้วยตัวอย่างเลือดแมวจ านวน 138 ตัวอย่าง และตัวอย่างเลือดสุนัข

จ านวน 30 ตัวอย่าง ตัวอย่างเลือดทั้งหมดได้ถูกน ามาตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรยีภายใต้กล้อง

จุลทรรศน ์ ด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และวิธีฟิล์มโลหิตหนาและย้อมด้วย Wright-

Geimsa stain เพื่อหาความหนาแน่นของเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือด 
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 ในตารางที่ 4.1 ผลของการตรวจวินิจฉัยเชื้อไมโครฟิลาเรยีในแมวด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

พบว่า แมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีจ านวน 19 ตัว จากจ านวนแมวที่ส ารวจทั้งหมดจ านวน 138 ตัว หรอื

คิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในแมว 13.77% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชือ้ พบว่า แมวที่ติด

เชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. จ านวน 18 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด 

Brugia spp. 13.0% ในขณะที่ แมวที่ติดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ Dirofilaria spp. จ านวน 1 ตัว หรอืคิด

เป็นอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด Dirofilaria spp. 0.7% โดยทั่วไปแล้ว พบว่า พืน้ที่หมู ่11 มีอัตรา

การตดิเชื้อ Brugia spp. ในแมวสูงที่สุด 

ในท านองเดียวกัน ผลของการตรวจวินิจฉัยเชื้อไมโครฟิลาเรยีในสุนัขด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

พบว่า สุนัขที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีจ านวน 19 ตัว จากจ านวนสุนัขที่ส ารวจทั้งหมดจ านวน 30 ตัว หรอื

คิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในสุนัข 63.33% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชื้อ พบว่า สุนัขที่ตดิ

เชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. จ านวน 11 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด 

Brugia spp. 36.7% ในขณะที่ สุนัขที่ตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิ Dirofilaria spp. จ านวน 8 ตัว หรอืคิด

เป็นอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด Dirofilaria spp. 26.7% โดยทั่วไปแล้ว ยังคงพบว่า พืน้ที่หมู่ 11 

มีอัตราการตดิเชือ้ Brugia spp. ในสุนัขสูงที่สุด 
 

ตารางที่ 4.1  ผลการจ าแนกชนดิของไมโครฟลิาเรีย จากตัวอย่างจากเลือดสัตว์ ที่ต าบล

ประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี ซึ่งจ าแนกโดยใช้วธิีย้อมด้วย Wright-Geimsa stain 

และตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

ตัวอย่าง พื้นที่  จ านวน จ านวนตวัอย่างที่พบไมโครฟลิาเรีย (%) 

    ตัวอย่าง Brugia spp. Dirofilaria spp. Negative 

แมว หมู ่11 37 11 (29.7) 1 (2.7) 25 (67.7) 

 

หมู ่12 19 1 (5.3) 0 (0) 18 (94.7) 

 

หมู ่22 37 4 (10.8) 0 (0) 33 (89.2) 

 

หมู ่3 45 2 (4.4) 0 (0) 43 (95.6) 

รวม 

 

138 18 (13.0) 1 (0.7) 119 (86.2) 

สุนัข หมู ่11 24 10 (41.7) 5 (20.8) 9 (37.5) 

 

หมู ่12 6 1 (16.7) 3 (50) 2 (33.3) 

 

หมู ่22 0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

 

หมู ่3 0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

รวม 

 

30 11 (36.7) 8 (26.7) 11 (36.7) 
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จากตารางที่ 4.2 เมื่อน าตัวอย่างเลือดสัตว์ที่เก็บได้มาจ าแนกหาการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีใน

กระแสเลอืดด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR ซึ่งพัฒนาโดยผู้วจิัย เพื่อที่จะยืนยันการตดิเชื้อไมโครฟิ

ลาเรียที่ปรากฏในกระแสเลือดของแมวและสุนัขในการศกึษาครั้งนี้ ความไวและความจ าเพาะของวิธี 

PCR ดังกล่าว จะอาศัยคุณลักษณะเฉพาะของยีน rRNA genes ซึ่งได้ถูกก าหนดเป็นเป้าหมายของการ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิดต่างๆ ผลของการท า PCR พบว่า มีแมวที่ติดเชือ้

จ านวน 23 ตัวจากตัวอย่างแมวที่ส ารวจทั้งหมด 138 ตัวอย่าง หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีในแมว 16.7% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชือ้ พบว่า แมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia 

spp. จ านวน 22 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. 15.9% ในขณะที่ แมว

ที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด Dirofilaria spp. จ านวน 1 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย 

ชนิด Dirofilaria spp. 0.7% โดยทั่วไปแล้ว พบว่า พืน้ที่หมู ่11 มีอัตราการตดิเชือ้ Brugia spp. ในแมวสูง

ที่สุด 

ในขณะที่ ผลของการตรวจวินิจฉัยเชื้อไมโครฟิลาเรียในสุนัขด้วยวิธี rDNA locus-specific 

PCR พบว่า สุนัขที่ติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีจ านวน 18 ตัว จากจ านวนสุนัขที่ส ารวจทั้งหมดจ านวน 30 ตัว 

หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในสุนัข 60% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชือ้ พบว่า สุนัขที่

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. จ านวน 10 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการติดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด 

Brugia spp. 33.3% และพบสุนัขที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ Dirofilaria spp. จ านวน 6 ตัว หรอืคิดเป็น

อัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Dirofilaria spp. 20% นอกจากนี ้ ยังพบว่า สุนัขที่มกีารติดเชือ้

ร่วมกันระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนิด Brugia spp. และ Dirofilaria spp. จ านวน 2 ตัว หรอืคิดเป็น

อัตราการตดิเชื้อร่วมกันระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. และ Dirofilaria spp. 6.7%  ซึ่งการ

ติดเชือ้ร่วมกันของพยาธิฟิลาเรียทั้ง 2 กลุ่มนี้ตรวจพบได้โดยวิธี PCR เท่านั้น ไม่สามารถตรวจพบได้โดย

วิธีการจ าแนกด้วยกล้องจุลทรรศน์ ในที่นี้ ตัวอย่างเลือดสุนัขจ านวน 2 ตัวอย่าง มีเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

ส่วนใหญ่ ซึ่งมีลักษณะเหมือนพยาธิไมโครฟิลาเรีย Dirofilaria spp. มากกว่าพยาธิไมโครฟิลาเรีย Brugia 

spp. โดยอาศัยการจ าแนกการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียที่ย้อมติดสีดว้ยกล้องจุลทรรศน ์ และในท านอง

เดียวกัน เมื่อพิจารณาพืน้ที่แพร่กระจายโรคพยาธิฟิลาเรีย พบว่า พืน้ที่หมู่ 11 มีอัตราการติดเชื้อ Brugia 

spp. ในสุนัขสูงที่สุด เชน่กัน 
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ตารางที่ 4.2  ผลการจ าแนกชนดิของไมโครฟลิาเรีย จากตัวอย่างจากเลือดสัตว์ ที่ต าบล

ประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี ซึ่งจ าแนกด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR 

ตัวอย่าง พื้นที่  จ านวน จ านวนตวัอย่างที่พบไมโครฟลิาเรีย (%) 

    ตัวอย่าง 

Brugia 

spp. 

Dirofilaria 

spp. 

Brugia spp. & 

Dirofilaria spp. Negative 

แมว หมู ่11 37 14 (37.8) 1 (2.7) 0 (0) 22 (59.5) 

 

หมู ่12 19 1 (5.3) 0 (0) 0 (0) 18 (94.7) 

 

หมู ่22 37 4 (10.8) 0 (0) 0 (0) 33 (89.2) 

 

หมู ่3 45 3 (6.7) 0 (0) 0 (0)  42 (93.3) 

รวม 

 

138 22 (15.9) 1 (0.7) 0 (0) 115 (83.3) 

สุนัข หมู ่11 24 9 (37.5) 3 (2.5) 2 (8.3) 10 (41.7) 

 

หมู ่12 6 1 (16.7) 3 (50) 0 (0) 2(33.3) 

 

หมู ่22 0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

 

หมู ่3 0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

รวม 

 

30 10 (33.3) 6 (20) 2 (6.7) 12 (40) 

 

  

4.1.3  ข้อมูลการกระจายโรคในสัตว์รังโรค ในเชิงพื้นที่ 

จากข้อมูลการส ารวจการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีในสัตว์เลีย้งโดยจ าแนกตามครัวเรือนที่พบ

สัตว์เลี้ยงในแต่ละพืน้ที่หมูบ่้าน จากการจ าแนกหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในกระแสเลอืดด้วยวิธี 

rDNA locus-specific PCR พบมีบ้านที่มีสัตว์เลีย้งติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีในพืน้ที่หมู ่ 11 จ านวน 13 

หลังจากตัวอย่างที่ส ารวจในบ้านทั้งหมด 27 หลังคาเรือน หรือคิดเป็นอัตราของหลังคาเรือนที่พบสัตว์

เลี้ยงติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย 48.2% ในพืน้ที่หมู ่12 พบมีบ้านที่มีสัตวเ์ลี้ยงตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียจ านวน 4 

หลัง จากตัวอย่างที่ส ารวจในบ้านทั้งหมด 16 หลังคาเรือน หรอืคิดเป็นอัตราหลังคาเรือนที่พบสัตว์เลีย้ง

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย 25% ในพืน้ที่หมู ่ 22 พบมีบ้านที่มีสัตวเ์ลี้ยงตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีจ านวน 4 หลัง 

จากตัวอย่างที่ส ารวจในบ้านทั้งหมด 22 หลังคาเรอืน หรอืคิดเป็นอัตราหลังคาเรอืนที่พบสัตว์เลี้ยงติด

เชื้อไมโครฟิลาเรยี 18.2% ในขณะที่ ในพืน้ที่หมู่ 3 พบมีบ้านที่มีสัตวเ์ลี้ยงตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียจ านวน 3 

หลัง จากตัวอย่างที่ส ารวจในบ้านทั้งหมด 23 หลังคาเรือน หรอืคิดเป็นอัตราของหลังคาเรือนที่พบสัตว์

เลี้ยงติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียน้อยที่สุดซึ่งเท่ากับ 13%  
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การกระจายของการติดเชือ้ในสัตว์เลีย้งในแต่ละหมูบ่้านตามตารางที่ 3 ซึ่งพบการกระจาย

ของโรคแบบเป็นกลุ่มบ้าน (cluster) โดยจะพบการแพร่โรคในสัตว์เลี้ยงสูงทีสุ่ดตามกลุ่มบ้านในพืน้ที่หมู่ 

11 และเนื่องจากในพืน้ที่หมู่ 11 นี ้ เป็นพืน้ที่ซึ่งเคยมีการส ารวจการตดิพยาธิฟิลาเรียชนิด B. malayi ใน

คนมาก่อนหน้านี้แตไ่ม่เคยถูกส ารวจการติดพยาธิฟิลาเรียใดๆ ในสัตว์เลีย้งมาก่อนเลย ดังนัน้ใน

การศกึษานีจ้ึงได้เลือกศกึษาการกระจายโรคตามพิกัสภูมศิาสตร์ของบ้านที่มสีัตว์เลีย้งติดเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีในหมู่ 11 เท่านั้น โดยการแสดงการกระจายของบ้านที่ท าการส ารวจทั้งหมดและบ้านที่พบสัตว์

เลี้ยงตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในหมู่ 11 ทั้งหมดพบการกระจายทางภูมศิาสตร์ดังแสดงในรูปที่ 2 

 

ตารางทื่ 4.3 ข้อมลูแสดงการกระจายการติดเชื้อไมโครฟลิาเรียในสัตว์เลี้ยงในพื้นทีต่ าบล

ประสงค์ อ าเภอท่าชนะ ซึ่งตรวจโดยวิธี rDNA locus-specific PCR 

  จ านวนหลังคาเรือนสัตว์เลีย้งท่ีส ารวจ* จ านวนสัตว์เลี้ยงท่ีส ารวจ 

พื้นที่ 

สัตว์ติดเชือ้ สัตว์ไม่ติดเชื้อ รวมท้ังหมด 

แมว   สุนัข   รวมท้ังหมด 

  ติดเชื้อ ไม่ติดเชือ้   ติดเชื้อ ไม่ติดเชือ้   ติดเชื้อ ไม่ติดเชือ้ 

หมู่ 11** 13 14 27 15 22   14 10   29 32 

หมู่ 12 4 12 16 1 18 

 

4 2 

 

5 20 

หมู่ 22 4 18 22 4 33 

 

0 0 

 

4 33 

หมู่ 3 3 20 23 3 42    0  0   3 42 

รวม 24 64 88 23 115  18 12  41 127 

*  การตดิเชื้อในหลังคาเรือนหมายถึงการตดิเชื้อในสุนัขหรอืแมวจ านวน 1 ตัวหรือมากกว่า 1 ตัว 

** เฉพาะหมู่ 11 มกีารเก็บข้อมูลการกระจายครัวเรือนและครัวเรือนที่ส ารวจพบแมวหรือสุนัขที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยี 

   โดยพิกัสภูมิศาสตร์ 
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รูปที่ 4.2 พิกัสทางภูมศิาตร์ของพื้นที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวดัสุราษฎร์ธานี และการ

กระจายของครัวเรือนที่มีการส ารวจและพบสัตวเ์ลี้ยงตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรีย ในพืน้ทีห่มู่ 11 

 

4.1.4  ผลการศึกษาชีวนิสัยยุงในพื้นที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัด

สุราษฏร์ธานี 

การศกึษาชีวสัยยุงในการออกหากินเลือด (feeding habit) ในพืน้ที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่า

ชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี โดยการส ารวจและเก็บตัวอย่างยุงพาหะตัวเต็มวันเพศเมียในพืน้ที่ครั้งแรก

ในช่วงเดือนมิถุนายน 2556 โดยใช้วธิีคนเป็นเหยื่อล่อ (human-landing catch) ใช้จ านวนคนจับยุง 2 คน

ต่อ 1 จุด จับติดต่อกันเป็นเวลา 3 คืน คืนละ 6 ช่ัวโมง เริ่ม 15.00 น. ถึง 21.00 น. โดยท าการนั่งจับยุง

เป็นเวลา 55 นาทีและหยุดพัก 5 นาที การส ารวจครั้งนีท้ าการจับยุงเฉพาะภายนอกบ้านเท่านั้น

เนื่องจากการทดสอบจับยุงภายในบ้านแล้วปรากฏว่าไม่พบยุงออกหากินภายในบ้าน จงึได้ท าการเก็บ

ข้อมูลเฉพาะภายนอกบ้านเท่านั้น ซึ่งได้ผลการกระจายของยุงตามตารางที่ 4 ซึ่งจดุจับยุงจุด A, B, C 

และ D ตั้งอยู่ที่หมู ่ 11, 3, 12 และ 22 ตามล าดับ โดยเลือกจากบริเวณบ้านที่พบการตดิเชื้อไมโคฟิ
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ลาเรยีในสัตว์เลีย้ง ผลการส ารวจพบยุงทีม่ีการกระจายอยู่ในพืน้ที่สูงที่สุดได้แก่ Ae. Albopictus และ Ar. 

Suballbatus ซึ่งเป็นยุงที่กินเลือดสัตว์ (zoophagy) เป็นส่วนใหญ่ และสามารถพบยุง Mansonia spp. ได้

ในหมู่ 11, 12 และ 22 ซึ่งช่ัวโมงทีส่ามารถพบยุงเสือ Mansonia spp. ออกหากินหรอืเป็นช่วงที่มคีวาม

หนาแน่นสูงสุด (peak hour) ได้แก่ชั่วโมงที่ 4 (18.00 -19.00 น.) และช่ัวโมงที่ 5 (19.00-20.00 น.) 

ตามผลที่แสดงไว้ในภาคผนวก 

ตารางที่ 4.4  แสดงการกระจายของยุงที่พบในพื้นที่ศึกษาทั้ง 4 หมู่บ้าน ต าบลประสงค์ อ าเภอ

ท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี 

ชนิดของยุง              จ านวนยุงตัวเต็มวัยเพศเมีย 

   จุด A จุด B จุด C จุด D รวม 

Ma. uniformis 1 0 0 4 5 

Mn. indiana 0 0 2 0 2 

Aedes spp. 0 0 1 0 1 

Ae. albopictus 84 142 107 39 372 

Ae. aegypti 1 1 2 0 4 

An. subpictus 0 0 1 0 1 

An. whartoni 0 1 0 0 1 

Ar. suballbatus 40 1 85 70 196 

Cq. crassipes 0 1 1 0 2 

Culex spp. 0 8 7 1 16 

Cx. gelidus 3 0 0 1 4 

Cx. quinquefasciatus 2 1 1 1 5 

Cx. vishnui 147 48 69 249 513 

รวม 277 203 274 361 1115 

 
จากข้อมูลชีวนสิัยการออกหากินเลือดของยุง Mansonia spp. และความชุกของการติดเชือ้

พยาธิฟิลาเรียในสัตว์ที่ศึกษาได้ในเบือ้งตน้จาการศกึษาครั้งนี ้ จึงท าให้สามารถออกแบบการศกึษาโดย

ก าหนดพื้นที่การจับยุงตาม ecotope based ซึ่งค านงึถึงการกระจายของยุงพาหะของโรคในเชิงพืน้ที่ 

(spatial distribution) และในเชงิของเวลา (temporary distribution) เป็นส าคัญ โดยทดลองออกแบบพืน้ที่

การจับยุงทั้งหมดในพืน้ที่หมู่ 11 ด าเนนิการศกึษาในช่วงเดือนสงิหาคม 2556 โดยพืน้ที่จับยุงถูกก าหนด
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เป็น 4 Ecotpes (A - D) และลดเวลาการจับยุงลงเหลอืคืนละ 3 ช่ัวโมง ระหว่างช่วง 18.00 – 21.00 น. 

ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่พบความหนาแนน่ของยุง Mansonia spp. สูงสุด  จับเฉพาะภายนอกบ้านเป็นเวลา

ติดตอ่กัน 3 คืน ได้ผลการกระจายตามตารางที่ 4.5 ซึ่งสามารถพบการกระจายของยุง Mansonia spp. 

เพิ่มมากขึ้น ชนิดของยุง Mansonia spp. ที่พบได้แก่ Ma. Uniformis, Mn. Indiana และ Ma. Bonneae 

ดังนัน้ จงึได้มีการประยุกต์ใช้วธิีนีใ้นการส ารวจความชุกและชนิดของยุง Mansonia spp. ในพืน้ที่จรงิที่

ต้องการศกึษาในอ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส ต่อไป 
 

ตารางที่ 4.5 แสดงการกระจายของยุงที่พบในพื้นที่หมู่ 11 ต าบลประสงค์ จ าแนกตาม Ecotope 

ชนิดของยุง จ านวนยุงตัวเต็มวัยเพศเมีย 

  

Ecotope 

A 

Ecotope 

B 

Ecotope 

C 

Ecotope D  

D รวม 

Ma. Bonneae 0 0 1 9 10 

Ma. uniformis 1 2 3 52 58 

Mn. indiana 2 0 10 3 15 

Ae. albopictus 11 40 26 3 80 

Ae. aegypti 5 3 10 5 23 

Ar. suballbatus 356 382 203 12 953 

Cq. crassipes 3 0 3 0 6 

Cx. gelidus 11 13 69 12 105 

Cx. nigropunctatus 0 0 0 0 0 

Cx. quinquefasciatus 0 0 0 5 5 

Culex spp. 0 1 1 2 4 

Cx. vishnui 52 20 48 13 133 

รวม 438 459 360 52 1309 
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รูปที่ 4.3 แผนทีแ่สดงจุดจับยุงในพื้นที่หมู่ 11 โดยอาศัยข้อมูลการใชป้ระโยชนท์ี่ดนิและสภาพภูมิประเทศ 

 

4.1.5  ผลการศึกษาการพบตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยี (L3) ในยุง Mansonia spp.  

การศกึษาหาการพบตัวอ่อน (larva) ของพยาธิฟิลาเรียในยุง Mansonia spp. ที่จับได้จากพืน้ที่

ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ โดยการน ายุง Mansonia  spp. ตัวเต็มวันเพศเมียที่จับได้ในพืน้ที่ศึกษา

ทั้งหมดมาผ่าภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (dissection) แยกเพื่อหาตัวอ่อนพยาธิในระยะต่างๆ ได้แก่ 

L1, L2 และ L3 ทั้งในส่วนหัว อก และท้อง ผลการศึกษาโดยการ dissection ไม่พบการตดิตัวอ่อนของ

พยาธิฟิลาเรียในทุกตัวอย่างยุง Mansonia spp. ที่เก็บได้ เมื่อน ายุงทุกตัวอย่างที่ถูกผ่าแล้วไปพิสูจนก์าร

ติดเชือ้พยาธิฟิลาเรีย โดยวิธี rDNA locus-specific PCR ที่ประยุกต์มาจากการศกึษา DNA ของไมโครฟิ

ลาเรยีที่ได้จากตัวอย่างเลือด โดยครั้งนีใ้ช้การสกัด DNA จากซากยุง ผลของการจ าแนกตัวอ่อนพยาธิฟิ
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ลาเรยีด้วยวิธี PCR ไม่พบดีเอ็นเอของพยาธิฟิลาเรียในทุกตัวอย่างของยุงที่เก็บได้จากพืน้ที่ศึกษาต าบล

ประสงค์ทั้งหมด 

4.2 การกระจายของเชื้อพยาธิฟลิาเรียในคน สัตว์ และยุง ในอ าเภอตากใบ จังหวัด

นราธิวาส 

4.2.1 ข้อมูลทั่วไปของพ้ืนที่ศึกษา 

การส ารวจหาการตดิพยาธิฟิลาเรยีในคน สัตว์รังโรค และยุงพาหะของโรคเท้าช้าง ในพืน้ที่

แพร่โรค (TA) อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส โดยการส ารวจในผู้ป่วยที่มปีระวัติการติดเชื้อฟิลาเรีย 

ชนิด B. malayi ซึ่งพบอาศัยอยู่ในพืน้ที่อ าเภอบางขุนทองและอ าเภอโฆษิต และท าการส ารวจการตดิ

เชื้อเพื่อหาผูต้ิดเชือ้รายใหม่ในพืน้ที่ หมู่ 1 บางขุนทอง หมู ่3 บ้านโคกงู และหมู่ 5 บ้านโคกชุมบก ต าบล

บางขุนทอง และหมู่ 2 บ้านโคกไผ ่ต าบลพร่อน ซึ่งพบว่าทั้ง 3 อ าเภอที่ท าการศึกษานี้ครอบคลุมพืน้ที่

ของป่าพรุโต๊ะแดงซึ่งมีสภาพนิเวศน์ที่เหมาะสมต่อการแพร่พันธุ์ของยุงเสือ Mansonia spp. อีกทั้งยังเป็น

พืน้ที่ซึ่งติดต่อเขตอ าเภอสุไหงปาดี ซึ่งเป็นพืน้ที่แพร่โรคเท้าช้างและพบผูป้่วยได้ในปัจจุบัน ดังแสดงใน

รูปที ่ 4.3  จังหวัดนราธิวาสได้ถูกก าหนดเป็นพืน้ที่เป้าหมายของการด าเนินโครงการก าจัดโรคเท้าช้าง 

กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  ในช่วงระหว่าง พ.ศ. 2545-2549 (รอบที่ 1) และระหว่างปี 

พ.ศ. 2550-2554 (รอบที่ 2) โดยการด าเนินการจ่ายยาแตล่ะรอบของโครงการฯ มีการด าเนินการจา่ย

ยารักษากลุ่ม (MDA) ด้วยยาร่วม Diethylcarbamacine และ Albendazole ปีละครั้งติดตอ่กัน 5 ปี โดยที่

จังหวัดนราธิวาสนีเ้ป็นเพียงจังหวัดเดียวของประเทศไทยที่ด าเนินโครงการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA) 

ติดต่อกันถึง 2 รอบ เนื่องจากหลังสิน้สุดโครงการในรอบแรกในปี พ.ศ. 2549 แล้วยังคงพบผูต้ิดเชือ้ฟิ

ลาเรยีชนดิ B. malayi อยู่ในพืน้ที่ จงึไม่สามารถหยุดการให้ยาได้ 

 เมื่อท าการส ารวจแหลง่เพาะพันธุ์ยุงเสือและสภาพแวดล้อมทางนิเวศวิทยาในพืน้ที่ศกึษา พบว่า

บริเวณที่เป็นป่าพรุโต๊ะแดงนั้นยังคงสภาพป่าพรุที่มีระบบนิเวศนข์องป่าที่สมบูรณ์มากกว่าเมื่อเทียบกับ

ป่าพรุน้ าด าในจังหวัดสุราษฎรธ์านี ในผนืป่ายังคงพบแหล่งน้ าตามธรรมซาติหลายแหง่ แตอ่ย่างไรก็ตาม

ยังพบว่าในหลายพืน้ที่ของป่าพรุ มีการเปลี่ยนแปลงนิเวศวิทยา โดยการเปลี่ยนแปลงการใชป้ระโยชน์

ที่ดนิไปเป็นพืน้ที่การเกษตร โดยเฉพาะการปลูกยางพารา ปาล์มน้ ามันและสวนผลไม้ อีกทั้งยังพบ

บ้านเรือนที่ตัง้อยู่ในบริเวณส่วนยางหรอืบริเวณชายแนวป่าได้ (ดังรูปที่ 4.4) 
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ลักษณะพื้นที่ซึ่งท าการส ารวจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.4  ลักษณะของพืน้ที่ศกึษา อ าเภอตากใบจังหวดันราธิวาส A) แผนที่อ าเภอตากใบ และที่ต้ังของต าบล

บางขุนทอง ต าบลพร่อนและต าบลโฆษิต ซึ่งเป็นพื้นที่แพรโ่รคเทา้ช้างและได้รบัการส ารวจหาโรคใน

การศึกษาครั้งนี;้ B) แหล่งแพร่โรคเท้าชา้งชนิด B. malayi ซึ่งเปน็พื้นทีพ่รุในจังหวดันราธิวาส  

ที่มา: ดัดแปลงมาจาก อดิศักดิ์และอภริด,ี 2558 และ http://www.pnylink.com/  
 

 

http://www.pnylink.com/ 

http://www.pnylink.com/
http://www.pnylink.com/
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4.2.2  การส ารวจหาการติดพยาธิฟิลาเรยีชนิด B. malayi ในประชากรที่อาศัยในพื้นที่

แพร่โรค อ าเภอตากใบ 

การส ารวจหาการแพร่กระจายพยาธิชนิด B. malayi ในคนที่อาศัยในพืน้ที่แพร่โรค (พืน้ที่ซึ่ง

เคยมีรายงานการพบผูป้่วยโรคเท้าช้างหรอืพบผูต้ิดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi) การศกึษานี้

ประชากรเป้าหมายในการส ารวจหาการติดเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi ถูกก าหนดเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่ม

ผูท้ี่ตดิเชื้อฟิลาเรียชนดิ B. malayi ซึ่งขึน้ทะเบียนการตดิตามการรักษาโรคเท้าช้างโดยสาธารณสุข

อ าเภอตากใบในปี 2556 และการส ารวจการตดิเชือ้พยาธิฟิลาเรยีกลุ่มประชากรที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่รอย

โรคและมีการและมีการจา่ยยารักษากลุ่มของโรคเท้าช้างในปี 2555 มีความครอบคลุมต่ ากว่าร้อยละ 

90 (ตามตารางที่ 3.1) 

จากการติดตามผู้ป่วยติดเชื้อฟิลาเรยีชนดิ B. malayi ในพืน้ที่อ าเภอตากใบ ที่ได้รับการจา่ยยา

ในปี 2556 (สาธารณสุขอ าเภอตากใบ) พบผูป้่วยทั้งหมดจ านวน 18 ราย อาศัยอยู่ในต าบลบางขุนทอง 

12 รายและต าบลโฆษิต 6 ราย ด าเนินการตรวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลารียในกระเลือดของกลุ่มผูท้ี่ตดิ

เชื้อฟิลาเรยีชนิด B. malayi โดยการเจาะเลือดที่ปลายนิว้เพื่อตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรยีภายใต้กล้อง

จุลทรรศน ์ ด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และวิธีฟิล์มโลหิตหนาและย้อมด้วย Wright-

Geimsa stain และมีการยืนยันชนดิของเชือ้ด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR พบผูท้ี่ยังคงตดิเชื้อไมโคร

ฟิลาเรยีจ านวน 4 ราย จากจ านวนผูม้ีประวัติเคยติดเชื้อทั้งหมดจ านวน 18 ราย ในจ านวนผูท้ี่ยังคงมีเชือ้

ไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดนี ้ประกอบด้วยผูป้่วยเพศหญิงจ านวน 3  รายและผูป้่วยเพศชายจ านวน 1 

ราย ซึ่งอาศัยอยู่ในพืน้ที่หมู่ 1 จ านวน  1 ราย และหมู ่6 จ านวน 3 ราย 

ลักษณะของพยาธิไมโครฟิลาเรียที่พบเมื่อดูผา่นกล้องจุลทรรศน์มลีักษณะเป็นพยาธิตัวกลม 

มีเปลือกหุ้มล าตัวซึ่งติดสชีมพูของสียิมซ่าชัดเจน และพบ Terminal nuclei ที่ปลายหาง ซึ่งสามารถ

จ าแนกชนิดเป็นพยาธิ Brugia spp. เมื่อน าพยาธิไปตรวจยืนยันชนิดของไมโครฟิลาเรยีด้วยวิธี rDNA 

locus-specific PCR และวิธี DNA sequencing สามารยืนยันพยาธิที่ได้ทั้ง 4 ตัวอย่างเป็นเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนิด B. malayi  
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ตารางที่ 4.6  จ านวนผู้ป่วยโรคเท้าช้าง ขึ้นทะเบียนการรักษาและได้รับการจ่ายยาไดเอ็ทธิลคาร์

บามาซีนในปี 2556 ในอ าเภอตากใบ 

ที่อยู่   จ านวนผูป้่วยที่กินยารักษา (คน) จ านวนผูท้ีพ่บเชื้อ 

หมู่ที ่ ต าบล   ชาย หญงิ รวม ในปัจจุบัน (คน) 

1 บางขุนทอง 
 

3 2 5 1 

5 บางขุนทอง 
 

0 3 3 0 

6 บางขุนทอง 
 

3 1 4 3 

1 โฆษิต 
 

0 1 1 0 

5 โฆษิต   3 2 5 0 

 รวม  9 9 18 4 
 

 

 

รูปที ่ 4.5  ลักษณะทางกายภาพของไมโครฟลิาเรียของพยาธิ B. malayi ที่ได้จากผู้ป่วยในอ าเภอตากใบ ซึ่ง

ย้อมด้วย Wright-Geimsa stain และดูผา่นกล้องจุลทรรศน์ 

 การสอบสวนโรคในผู้ป่วยทั้ง 4 ราย พบว่างทั้งหมดได้รับยา Diethylcarbamazine ร่วมกับ 

Albendazole ปีละ 1 ครั้ง ในโครงการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA) ตั้งแตป่ี 2545 โดยมีผู้ป่วย 1 รายเป็น

เพศหญิง ได้รับยาตดิต่อกันอย่างสม่ าเสมอเป็นระยะเวลา 10 ปี และเป็นผู้ที่ไม่เคยเดินทางออกจาก

พืน้ที่เลย ซึ่งอาจเป็นข้อสัณนิฐานได้ว่าน่าจะมีเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. malayi อยู่ในพืน้ที่ หรอืเชื้อ B. malayi 

ที่พบอาจมีความทนต่อยาที่ใช้รักษา ส่วนผู้ป่วยอีก 3 รายเป็นผู้ป่วยที่ได้รับยาติดตอ่กันอย่างไม่

สม่ าเสมอ และมีการเดินทางออกไปพักค้างนอกพืน้ที่ โดยเฉพาะมีการเดินทางไปยังพื้นที่อ าเภอเจาะไอ
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ร้อง ซึ่งเป็นพืน้ที่แพร่โรค จงึมคีวามเป็นไปได้ที่การพบเชือ้ไมโครฟิลาเรยีอาจมาจากเชือ้ที่คงอยู่ใน

ร่างกายหรอือาจมาจากการตดิเชื้อครั้งใหม่ 

ตารางที่ 4.7  การสอบสวนโรคผู้ป่วยโรคเท้าช้าง ที่ยังคงพบเชื้อไมโครฟลิาเรียในกระแสเลือด  

Patient ID เพศ อายุ (ปี) ลักษณะการตดิเชื้อ B. malayi ที่ตอบสนอง

ต่อการรักษากลุ่มด้วยยา DEC ร่วมกับ

Albendazole 

ผลการส ารวจแมวที่

ตดิเชื้อ Brugia spp. 

ในบา้น  

Bm001 หญิง 76 มกีารขึน้ทะเบียนการรักษาช่วงระหว่างปี 

2544-2549 (ระหว่างโครงการจ่ายยา MDA 

2-drugs เฟส 1) เชื้อคงอยู่ในขณะที่มกีารกินยา

ตอ่เนื่องท้ัง 10 รอบของการจ่ายยา (MDA 2-

drugs เฟส 1 และ 2) ไมพ่บการเคลือ่นยา้ย

ออกนอกพื้นท่ี 

ไมพ่บการตดิเชื้อ 

Bm002 ชาย 62 มกีารขึน้ทะเบียนการรักษาช่วงระหว่างปี 

2544-2549 (ระหว่างโครงการจ่ายยา MDA 

2-drugs เฟส 1) เชื้อคงอยู่ และกินยารักษา

มากกวา่ 5 รอบของการจ่ายยา แตก่ินยาไม่

ตอ่เนื่องทุกป ี และมีการเดินทางระหวา่งอ าเภอ

ตากใบและเจาะไอร้อง 

ไมม่แีมวเป็นสัตวเ์ลีย้ง

ในบ้าน 

Bm004 หญิง 21 มกีารขึน้ทะเบียนการรักษาช่วงหลังปี 2554 

(หลังโครงการจ่ายยา MDA 2-drugs เฟส 2) 

และกินยารักษาไมต่อ่เนื่อง และมีการเดินทาง

ระหว่างอ าเภอตากใบและเจาะไอร้อง 

ไมพ่บการตดิเชื้อ 

Bm008 หญิง 20 มกีารขึน้ทะเบียนการรักษาช่วงในปี 2552 

(ระหว่างโครงการจ่ายยา MDA 2-drugs เฟส 

2) และกินยารักษาไมต่อ่เนื่อง เนื่องจากตั้งท้อง

ระหว่าโครงการจา่ยยา และมีการเดินทาง

ระหว่างอ าเภอตากใบและเจาะไอร้อง 

ไมพ่บการตดิเชื้อ 
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การส ารวจหาการตดิเชือ้พยาธิไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ในกระแสเลือดของประชากรที่

อาศัยในพืน้ที่แพร่ระบาดของโรคและมีการจ่ายยาป้องกันโรคเท้าช้างในโครงการจา่ยยารักษากลุ่ม 

(MDA) ครอบคลุมพืน้ที่น้อยกว่า 90% โดยเลือกส ารวจในกลุ่มประชากรในพืน้ที่หมู่ 1 บางขุนทอง หมู่ 3 

บ้านโคกงู และหมู่ 5 บ้านโคกชุมบก ต าบลบางขุนทอง และหมู่ 2 บ้านโคกไผ่ ต าบลพร่อน อ าเภอตาก

ใบ เก็บตัวอย่างเลือดจากประชากรทั้งหมด 1,046 คน ประกอบด้วยกลุ่มตัวอย่างจากพืน้ที่หมู่ 1 ต าบล

บางขุนทอง จ านวน 317 คน คิดเป็นอัตราการส ารวจ 16% ของจ านวนประชากรทั้งหมดในหมูบ่้าน 

กลุ่มตัวอย่างจากพืน้ที่หมู่ 3 ต าบลบางขุนทอง จ านวน 232 คน คิดเป็นอัตราการส ารวจ 32.7% ของ

จ านวนประชากรทั้งหมดในหมูบ่้าน กลุ่มตัวอย่างจากพืน้ที่หมู ่5 ต าบลบางขุนทอง จ านวน 318 คน คิด

เป็นอัตราการส ารวจ 74.8% ของจ านวนประชากรทั้งหมดในหมูบ่้าน      และกลุ่มตัวอย่างจากพืน้ที่หมู่ 

2 ต าบลพร่อน จ านวน 179 คน คิดเป็นอัตราการส ารวจ 48.6% ของจ านวนประชากรทั้งหมดใน

หมูบ่้าน การเก็บตัวอย่างเลือดโดยใช้วธิีเจาะเลือดที่ปลายนิ้ว และตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียผ่านกล้อง

จุลทรรศน์ดว้ยวิธี Micro haematocrit tube technique และฟิล์มโลหิตหนา ผลการศกึษาครั้งนีไ้ม่พบการ

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียในทุกตัวอย่างเลือดที่เก็บมา   

 

4.3 การส ารวจหาการติดเชื้อพยาธิฟลิาเรียในสัตว์รังโรค (แมว) ที่อาศัยในพื้นที่แพร่โรค

อ าเภอตากใบ 

การศกึษาการแพรก่ระจายเชือ้ฟิลาเรยีชนิด B. Malayi ในแมวซึ่งเป็นสัตว์รังโรคซึ่งมีศักยภาพ

ในการในการกักโรคได้ด ี และสามารถแพร่โรคไปสู่คนได้ การส ารวจหาการติดเชื้อไมโครฟิลาเรียใน

กระแสเลอืดแมวโดยการเจาะเลือดจากหลอดเลือด cephalic vein ที่ขาหนา้ และน าไปตรวจหาเชื้อไม

โครฟิลาเรยีด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และวิธีฟิล์มโลหิตหนาและย้อมด้วย Wright-

Geimsa staing เพื่อตรวจหาเชื้อผา่นกล้องจุลทรรศน์ และตรวจยืนยันการพบเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธ ี

rDNA locus-specific PCR จากการส ารวจในสัตว์โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มตัวอย่าง คือการส ารวจหาเชื้อไม

โครฟิลาเรยีจากจากเลือดแมวที่เลีย้งในบริเวณบ้านของผูป้่วยที่คงพบการตดิเชื้อ B. malayi ทั้ง 4 ราย 

จากการตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรยีด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยเก็บเลือดแมวบริเวณบ้านผู้ป่วยทั้งหมด

จ านวน 8 ตัว ซึ่งผลการส ารวจไม่พบการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในแมวทุกตัว และการส ารวจหาเชือ้ไม

โครฟิลาเรยีในแมวที่อาศัยอยู่ในพืน้ที่ศึกษาซึ่งท าการส ารวจการหาเชื้อไมโครฟิลาเรียในคน ได้แก่หมู่ 1 
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หมู ่3 และหมู่ 5 ต าบลบางขุนทอง และหมู่ 2 ต าบลพร่อน โดยเก็บตัวอย่างเลือดทั้งหมด 76 ตัวอย่าง 

เมื่อท าการตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์โดยวิธี Micro haematocrit tube technique 

และวิธีฟิล์มโลหิตหนา พบแมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียจ านวน 9 ตัว คิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลา

เรีย 11.8% ท าการตรวจจ าแนกชนดิของเชือ้โดยวิธี rDNA locus-specific PCR พบแมวตดิเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ B. pahangi จ านวน 2 ตัว คิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. pahangi 2.6% 

และพบติดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ D. immitis  จ านวน 7 ตัว คิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรีชนิด 

D. immitis 9.2%  

ตารางที่ 4.8  ผลการตรวจหาเชื้อไมโครฟลิาเรยีด้วยวิธีส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์ จากตัวอย่าง

จากเลือดแมว ต าบลบางขุนทอง และต าบลพร่อน อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส  

ตัวอย่าง พื้นที่   จ านวน จ านวนตวัอย่างที่พบไมโครฟลิาเรีย (%) 

   หมู ่ ต าบล ตัวอย่าง Brugia spp. Dirofilaria spp. Negative 

แมว หมู ่1 บางขุนทอง 15 0 (0) 0 (0) 15 (100) 

 

หมู ่3 บางขุนทอง 19 0 (0) 1 (5.3) 18 (94.7) 

 

หมู ่5 บางขุนทอง 25 2 (8) 3 (12) 20 (80) 

 

หมู ่2 พร่อน 17 0 (0) 3 (7.6) 14 (88.2) 

รวม 
 

 76 2 (2.6) 7 (9.2) 67 (88.2) 

 

4.4 การส ารวจหาการติดเชื้อพยาธิฟลิาเรียในยุง Mansonia spp. ในพื้นที่แพร่โรคอ าเภอ

ตากใบ 

4.4.1  การศึกษาการกระจายของยุง Mansonia spp. 

การส ารวจหาความชุกและชนิดของยุงตัวเต็มวัยเพศเมียในกลุ่ม Mansonia spp. ในพืน้ที่พบการ

แพร่โรคเท้าช้างชนิด B. malayi  ในพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส ในการศกึษานีเ้ลือกศกึษาใน 2 

ช่วงเวลาของปีตามการเปลี่ยนแปลงของฤดูกาล ซึ่งในภาคใต้ของประเทศไทยมีฝนตกเกือบตลอดทั้งปี 

จงึเลือกที่จะเก็บตัวอย่างยุงในช่วงเดือนสิงหาคมซึ่งเป็นช่วงที่มฝีนตก (wet season) และช่วงเดือน

มีนาคมซึ่งเป็นช่วงที่อาการร้อนและแหง้ (dry season) ดังนัน้การส ารวจจึงแบ่งออกเป็น 3 ครั้งคือ ใน

ครั้งที่ 1 ส ารวจในช่วงเดอืนสิงหาคม 2556 ครั้งที่ 2 ในช่วงเดอืนมีนาคม 2557 และครั้งที่ 3 ช่วงเดอืน

สิงหาคม 2557 การเลือกเก็บตัวอย่างในช่วงเดือนสิงหาคมซึ่งเป็นช่วงต้นฤดูฝนในพื้นที่มอีากาศชืน้และ
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เป็นช่วงที่มกีารแพร่พันธุ์ของยุงขอ้นข้างมาก และการเลือกเก็บตัวอย่างช่วงต้นฤดูฝนเนื่องจากในช่วง

กลางถึงปลายฤดูฝนพืน้ที่บริเวณนีม้ีน้ าท่วมอยู่เป็นประจ าทุกปีจงึไม่สะดวกในการเข้าท างานในพื้นที่ 

และการส ารวจในชว่งเดือนมีนาคมเป็นช่วงหน้าแล้งอากาศรอ้นและแหง้น่าเป็นช่วงที่มกีารแพรพ่ันธุ์ของ

ยุงลดลง  

การเลือกพืน้ที่ซึ่งท าการส ารวจ เลือกจากพืน้ที่เดียวกับที่ท าการส ารวจหาการตดิเชื้อในคนและ

สัตว์เลี้ยง โดยการประยุกต์การศกึษาน าร่องที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านีมาใช้

พิจารณาการเลือกจุดจับยุง ซึ่งพิจารณาจากบ้านที่มีคนหรอืสัตว์พาหะที่ตดิเชื้อซึ่งพบในการศกึษาครั้ง

นี ้และมีความหนาแน่นของยุง Mansonia spp. ที่มกีารกระจายในเชิงพืน้ที่ (spatial distribution) ซึ่งอาจ

ขึน้อยู่กับการก าหนดระยะทางการบินในการออกหากินเลือดของยุงจากแหล่งที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติ

ไปยังบ้านเรอืนที่มีผู้คนอยู่อาศัยที่เป็นแหล่งอาหารของยุง ซึ่งสามารถก าหนดจุดจับยุงได้ทั้งหมด 4 

ecotopes ดังแสดงตามภาพพิกัดทางภูมิศาสตร์ของอ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาสตามรูปที่ 4.6 
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รูปที่  4.6 แสดงแนวทางการส ารวจยุงพาหะน าโรคเท้าชา้งในแหล่งแพร่โรคเท้าชา้งชนิด B. malayi ในรัศม ี

1.0-1.5 กโิลเมตรจากพรุ ไดแ้ก่ การส ารวจแหลง่เพาะพนัธุ์ลูกน้ ายุง Mansonia spp. และ Coquillettidia 

spp. และการส ารวจยุงตัวเตม็วัยของยุงพาหะ  

ที่มา:  อดิศักดิ์และอภริด,ี 2558  
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การส ารวจตัวอย่างยุง Mansonia spp. ในพืน้ที่ศกึษาทั้ง 3 ครั้ง (แสดงในตารางที่ 4.9-4.11)  

โดยเก็บยุงในแต่ละพืน้ที่จ านวน 2 จุด ใช้ผู้เก็บจ านวน 2 คน เก็บเฉพาะนอกบ้านตามลักษณะนิสัยของ

ยุงที่ใชแ้หลง่เกาะพักนอกบ้าน (outdoor resting) เก็บตวัอย่างในช่วง 18.00 – 21.00 น. ซึ่งเป็นช่วงเวลา

การออกหากินเลือดของยุงหรอืมีความหนาแน่นของยุงสูงที่สุด (peak hour) ที่ได้จากการศกึษาในต าบล

ประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี การเก็บตัวอย่างครั้งแรกด าเนนิการในเดือนสงิหาคม 

2556 เก็บตัวอย่างยุง 1 พื้นที่ และการเก็บข้อมูลครั้งที่ 2 และ 3 ในเดือนมีนาคม และ สิงหาคม 2557 

ตามล าดับ ในแต่ละครั้งเก็บตัวอย่างยุง 4 พืน้ที่ (A-D) การส ารวจยุงทั้ง 3 ครั้งพบการกระจายของยุง 

Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. dives, Ma. annulata และ Ma. Indiana (รูปที่ 4.5) โดยยุง 

Mansonia spp. ที่พบทั้งหมดจากการเก็บข้อมูลทั้ง 3 ครั้งมีจ านวน 600 ตัวประกอบด้วยยุง Ma. 

Bonneae จ านวน 219 ตัว, Ma. Uniformis จ านวน 301 ตัว, Ma. Dives จ านวน 1 ตัว, Ma. annulata 

จ านวน 59 ตัวและ Ma. Indiana จ านวน 12 ตัว ยุงส่วนใหญ่ที่พบทั้ง 3 ครั้งเป็น Ma. Uniformis จากการ

เก็บตัวอย่างครั้งแรกในเดือนสงิหาคม 2556 สามารถค านวณค่าเฉลี่ย Man biting rate ได้ 7.38 ครั้ง/

ช่ัวโมง  การส ารวจยุงครั้งที่ 2 ในเดือนมีนาคมซึ่งเป็นช่วง dry season พบค่าเฉลี่ย Man biting rate 

3.59 ครั้ง/ช่ัวโมง ส่วนการส ารวจครั้งที่ 3 สิงหาคม 2557 นั้น พบว่าขณะช่วงที่ท าการส ารวจนั้นมฝีน

ตกตลอดในช่วงระยะเวลาของการเก็บยุง จงึเป็นเหตุให้พบความหนาแนน่ของยุงลดลงอย่างมากโดยพบ

ค่าเฉลี่ยงของ Man biting rate เพียง 0.81 ครั้ง/ช่ัวโมง เท่านั้น 
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รูปที่  4.7  พิกัสททางภูมิศาสตร์แสดงจุดจับยุงที่ต าบลบางขุนทองและต าบลพร่อน อ าเภอตากใบ 

จังหวัดนราธิวาส 

 ตารางที่ 4.9   ค่าความหนาแน่นของยุง Mansonia spp. แต่ละสปีชยี์ในพื้นทีศึกษา

อ าเภอตากใบ ในช่วงเดือนสิงหาคม 2556  

Setting 

Number 

Pool 

number Mansonia species identification  Total Man biting rate 

 

  

 

Ma. 

bonneae 

Ma. 

Uniformis 

Ma. 

dives 

Ma. 

annulata 

Ma. 

indiana   

(No. of pool Ma./No. 

person/hours) 

Mean 

A AW1 21 40 0 24 2 87 7.25 7.38 

  AW2 13 41 0 29 7 90 7.5  

Total   34 81 0 53 9 177    

 

 

Ecotope A 

Ecotope B 
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ตารางที่  4.10      ค่าความหนาแน่นของยุง Mansonia spp. แต่ละสปชีีย์ในพื้นทีศึกษา

อ าเภอตากใบ ในช่วงเดือนมีนาคม 2557 

Setting 

Number 

Pool 

number Mansonia species identification  Total Man biting rate Mean 

  

 

Ma. 

bonneae 

Ma. 

uniformis 

Ma. 

dives 

Ma. 

annulata 

Ma. 

indiana   

(No. of pool 

Ma./No. 

person/hours)   

A AD1 15 8 0 3 1 27 2.25 2.04 

  AD2 15 4 1 2 0 22 1.83 

 B BD1 42 46 0 0 0 88 7.33 7.71 

  BD2 39 58 0 0 0 97 8.08 

 C CD1 18 22 0 0 0 40 3.33 2.67 

  CD2 5 19 0 0 0 24 2.00 

 D DD1 24 10 0 0 0 34 2.83 1.96 

  DD2 7 6 0 0 0 13 1.08 

 Total   165 173 1 5 1 345 

  Mean               3.59 3.59 

 

ตารางที่ 4.11   ค่าความหนาแน่นของยุง Mansonia spp. แต่ละสปีชยี์ในพื้นทีศึกษาอ าเภอ

ตากใบ ในช่วงเดือนสิงหาคม 2557 

Setting 

Number 

Pool 

number Mansonia species identification  Total Man biting rate Mean 

  

 

Ma. 

bonneae 

Ma. 

uniformis 

Ma. 

dives 

Ma. 

annulata 

Ma. 

indiana   

(No. of pool 

Ma./No. 

person/hours)   

A AD11 3 7 0 0 0 10 0.83 1.08 

  AD21 6 9 0 0 1 16 1.33 

 B BD11 1 16 0 0 0 17 1.42 1.21 

  BD21 3 8 0 0 1 12 1.00 

 C CD11 1 6 0 0 0 7 0.58 0.42 

  CD21 0 2 0 1 0 3 0.25 

 D DD11 5 3 0 0 0 8 0.67 0.54 

  DD21 1 4 0 0 0 5 0.42 

 Total   20 55 0 1 2 78 

  Mean               0.81 0.81 

Man biting rate per Mansonia spp 
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4.4.2 การตรวจหาตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยีในยุง Mansonia spp. จากพื้นที่ 

การศกึษาการตรวจหาตัวอ่อนของพยาธิฟิลาเรีย (larvae) ระยะ L1, L2 และ L3 ในยุง 

Mansonia spp. ที่จับได้จากพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส โดยการน ายุง Mansonia  spp. ตัวเต็ม

วันเพศเมียที่จับได้ในพืน้ที่ศึกษาทั้ง 3 ครั้ง ทั้งหมดจ านวน 600 ตัว จะถูกแบ่งครึ่งโดยยุงจ านวน

ครึ่งหนึ่งจ านวน 302 ตัวประกอบด้วยยุง  Ma. Bonneae จ านวน 110 ตัว, Ma. Uniformis จ านวน 155 

ตัว, Ma. Dives จ านวน 1 ตัว, Ma. annulata จ านวน 30 ตัวและ Ma. Indiana จ านวน 6 ตัว ยุงส่วนนี้จะ

ถูกมาผา่ภายใต้กล้องจุลทรรศนส์เตอริโอ (dissection) แยกเพื่อหาตัวอ่อนพยาธิในระยะต่างๆ ได้แก่ L1, 

L2 และ L3 ทั้งในส่วนหัว อก และท้อง ผลการศกึษาโดยการ dissection ในการศึกษาครั้งนี้ ไม่พบการ

ติดตัวออ่นของพยาธิฟิลาเรียในทุกตัวอย่างยุง Mansonia spp. ส าหรับยุงที่เหลืออีก 298 ตัวจะถูกน ามา

รวมกันเป็น pool sample โดยแบ่งเป็นยุงสปีชีย์เดียวกัน 5 ตัวต่อ 1 pool sample  เพื่อน าไปสกัด DNA 

และตรวจวิเคราะห์หาตัวอ่อนของพยาธิฟิลาเรียด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR โดยผลการศกึษาครั้ง

นีไ้ม่พบ DNA ของเชือ้พยาธิฟิลาเรยีในทุกตัวอย่างของยุงที่เก็บได้จากพืน้ที่ศึกษาเช่นกัน 

4.5 ผลการศึกษาในห้องปฏิบัติการ 

4.5.1 การจ าแนกชนดิของไมโครฟลิาเรียโดยใช้วธิี rDNA locus-specific PCR 

การจ าแนกชนิดของการตดิพยาธิไมโครฟิลาเรียโดยวิธี rDNA locus-specific PCR เป็นวิธีที่

อาศัยพืน้ฐานของเทคนิค nested PCR ที่พัฒนาขึน้ โดยออกแบบไพร์เมอรค์ู่นอก (outer primers) 

ส าหรับปฏิกิรยิา PCR รอบแรกใหม้ีความจ าเพาะต่อยีนของพยาธิฟิลาเรียหลายชนิด (universal 

primers) ซึ่งสามารถยืนยันการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรยีได้ทั้งพยาธิในคนและในสัตว์ และไพร์เมอร์คูใ่น 

(inner primers) ส าหรับใช้ในขั้นตอนการปฏิกิรยิา PCR รอบที่ 2 เป็นไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ

พยาธิฟิลาเรียแตล่ะชนิด ซึ่งไพร์เมอร์ทั้ง 2 คู่นี้มคีวามจ าเพาะต่อ rRNA gene (18S, ITS1 และ 5.8S) 

สามารถจ าแนกชนดิพยาธิไมโครฟิลาเรียได้ ทั้งชนิดอยู่ในคนได้แก่เชื้อ W. bancrofti และในสัตว์ ได้แก่

เชื้อ B. malayi, B. pahangi และ D. immitis  

ก่อนที่จะมีการศกึษาการจ าแนกตัวอย่างเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือดคนและสัตว์ที่ได้จากการ

ส ารวจตัวอย่างในพืน้ที่ ได้มีการศกึษาปฏิกิรยิา PCR ที่เหมาะสมส าหรับการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอต้นแบบ

ของพยาธิฟิลาเรีย โดยการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการจับกันระหว่างไพร์เมอรแ์ละดีเอ็นเอ
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ต้นแบบ (annealing temperature) ในขั้นตอน PCR โดยใช้เทคนิค gradient PCR มกีารเปลี่ยนแปลง

อุณหภูมใินช่วงของ annealing temperature ตั้งแต ่50C ถึง 75C ใช้ gDNA ของพยาธิไมโครฟิลาเรีย

ของเชือ้ W. bancrofti และ D.  Immitis ที่ยืนยันชนดิของเชือ้ด้วยวิธี DNA sequencing จากการศกึษาอื่น

ก่อนหนา้นี้ เพื่อใช้เป็นเชื้ออ้างองิ (reference) ส าหรับการทดลองนี้ ผลของ PCR products ของเชือ้ W. 

bancrofti และ D. immitis จากปฏิกิรยิา PCR รอบแรกมีขนาด (amplicon size) เท่ากับ 450 bp. และ 

570 bp. ตามล าดับ ในการศกึษานีเ้ลือกใช้ annealing temperature ของ first round PCR ที่ 62C (รูปที ่

4.8) ในขณะที่การท าปฏิกิริยา second round PCR เลือกใช้ annealing temperature ที่ 53C ได้ PCR 

products ของ W. bancrofti และ D. immitis มีขนาด (amplicon size) 350 bp. และ 450 bp. ตามล าดับ 

 

   

รูปที่ 4.8  ผลของ gradient PCR ในการเพิ่มจ านวน rRNA gene โดยใช้ DNA template ได้แก ่DNA ของ

เชื้อไมโครฟลิาเรียชนดิ W. bancrofti (รูป A) และ D.  immitis (รูป B) 

Lane 1:    100 bp Ladder maker 

Lanes 2-9: PCR products ที ่annealing temperature 50, 52, 55, 59, 65, 70, 73  

          และ 75 องศาเซียลเซยีสตามล าดับ 

 
วิธี rDNA locus-specific PCR ที่พัฒนาขึ้นในการศกึษาครั้ง มีการทดสอบปฏิกิรยิาที่เหมาะสม 

(optimization) จนได้ขั้นตอนของการท า nested PCR เพื่อจ าแนกชนดิของพยาธิฟิลาเรียในตัวอย่างเลือด

ดังนี้  

- First round PCR ประกอบด้วย ขั้นตอน DNA denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C เวลา 5 นาที ก่อน

เข้าสู่วงรอบของ PCR เป็นจ านวน 35 รอบ ประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C 

เวลา 1 นาที,  primer annealing ใช้อุณหภูมิ 62C เวลา 1 นาที, และ primer extension ใช้

อุณหภูมิ 72C เวลา 1 นาที จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน DNA elongation ใช้อุณหภูม ิ 72C เวลา 10 

A B 

Lanes        1        2        3        4         5          6        7        8     1        2        3        4         5          6        7        8 

500 bp 500 bp 
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นาที ได้ PCR products ของเชือ้ D. immitis, B. pahangi และ W. bancrofti มีขนาดเท่ากับ 570 

bp., 470 bp. และ 450 bp. ตามล าดับ (รูปที่ 4.9) 

- Second round PCR ประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อุณหภูม ิ94C เวลา 5 นาที ก่อนเข้าสู่

วงรอบของ PCR เป็นจ านวน 35 รอบ ประกอบด้วย DNA denaturation ใช้อุณหภูมิ 94C เวลา 1 

นาที,  primer annealing ใช้อุณหภูม ิ 53C เวลา 1 นาที, และ primer extension ใช้อุณหภูมิ 

72C เวลา 1 นาที จากนั้นเข้าสู่ขัน้ตอน DNA elongation ใช้อุณหภูมิ 72C เวลา 10 นาที ได้ 

PCR products ของเชือ้ D. immitis, B. pahangi และ W. bancrofti มีขนาดเท่ากับ 450 bp., 370 

bp. และ 350 bp. ตามล าดับ (รูปที่ 4.10) 

 

 

 

รูปที่ 4.9  First round PCR ของ rDNA locus-specific PCR โดยใช้ DNA template เป็น gDNA ของ

ไมโครฟิลาเรีย 

Lane 1:  100 bp Ladder maker 

Lanes 2-3:  PCR products ของ D. immitis จ านวน 2 ตัวอย่าง ได้ amplicon size เทา่กับ 570 bp. 

Lanes 4-5: PCR product ของ B. pahangi จ านวน 2 ตัวอย่าง ได้ amplicon size เทา่กับ 470 bp. 

Lanes 6-7:  PCR product ของ W. bancrofti จ านวน 2 ตัวอย่าง ได้ amplicon size เทา่กับ 450 bp. 

 

 
 

Lanes     1          2           3          4            5            6          7 

500 bp 

1,000 bp 

100 bp 
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รูปที่ 4.10 Second round PCR ของ rDNA locus-specific PCR โดยใช้ DNA template เป็น PCR 

products จาก first round PCR ของไมโครฟลิาเรีย   

Lane 1:  100 bp Ladder maker 

Lanes 2-4:  PCR products ของ W. bancrofti  มขีนาด amplicon size เท่ากับ 350 bp. 

Lanes 5-7: PCR product ของ D. immitis มขีนาด amplicon size เทา่กับ 450 bp. 

Lanes 8-10:  PCR product ของ B. pahangi  มขีนาด amplicon size เท่ากับ 370 bp. 
 

เมื่อท าการทดสอบหาปริมาณดีเอ็นเอต่ าสุดที่สามารถตรวจพบด้วยวิธี PCR ได้ (detection 

limit) ของการจ าแนกชนิดของเชือ้พยาธิฟิลาเรียโดยการเจอืจาง gDNA เริ่มตน้ลงครั้งละ 10 เท่า (serial 

dilution) ตั้งแต ่ 10 ng จนถึง 0.001 pg และน าไปผา่นขั้นตอน PCR พบว่าเชื้อ Brugia spp. และ D. 

immitis มี detection limit อยู่ที ่0.1 pg (รูปที่ 4.11) ส่วนเชื้อ W. bancrofti อยู่ที ่1 pg  

 
 

รูปที่ 4.11  Detection limit ของวิธี rDNA locus-specific PCR ทีส่ามารถจ าแนกเชือ้ Brugia spp. 

สามารถพบ PCR products ได้เมื่อ DNA มคีวามเข้มข้นน้อยถงึ 0.1 ng/ml 

Lane1:  100 bp Ladder maker 

Lanes 2-9:  PCR products ของ B. pahangi  มปีริมาณ DNA template 10 ng/ml – 0.001 pg/ml 

Lanes     1    2   3    4     5     6     7     8     9    10 

100 bp 

500 bp 

Lanes        1        2       3        4         5        6        7         8        9      
 10 ng    1 ng      100 pg     10 pg       1 pg          0.1 pg        0.01 pg  0.001 pg 

500 bp 470 bp 
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4.5.2 การจ าแนกเชื้อจากตวัอย่างที่ได้ในพื้นที ่

จากการส ารวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในสัตว์ ในพืน้ที่หมู ่ 3 หมู ่ 11 หมู ่ 12 และหมู่ 22 

ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านีโดยการเก็บเลือดจากแมวและสุนัขและตรวจหาการ

ติดเชือ้ด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และวิธีย้อม Wright-Geimsa stain พบเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีทั้งหมด 42 ตัวอย่างจากทั้งหมด 168 ตัวอย่าง น าตัวอย่างเลือดที่ตรวจพบไมโครฟิลาเรียทั้งหมด

ไปทดสอบโดยวิธี rDNA locus-specific PCR ได้ผลการคัดแยกเชื้อไมโครฟิลาเรยีเป็น 3 กลุ่ม คือกลุ่มที่

ติดเชือ้ Brugia spp. กลุ่มที่ตดิเชื้อ Dirofilaria spp. และ กลุ่มที่มกีารตดิเชือ้ร่วมกันของ Brugia spp. และ 

Dirofilaria spp. ซึ่งภาพของ PCR product ของตัวอย่างที่มกีารตดิเชื้อทั้ง 3 แบบนีแ้สดงในรูปที่ 4.12 ซึ่ง

สามารถสรุปผลการแยกเชื้อไมโครฟิลาเรียได้ตามตารางที่ 4.2 

 

 
 
รูปที่ 4.12  การใช้วิธ ีrDNA locus-specific PCR  ในการตรวจหาเชื้อไมโครฟลิาเรียในเลอืดสัตว์ จาก

ต าบลประสงค์ อ าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี 

Lane 1:  100 bp Ladder maker 

Lanes 2-12:  PCR products ของตัวอย่าง B12, B13, B14, B15, B16, B21, B23, 26, B29 B30 และ 

B33 (B = Brugia spp., D = Dirofilaria spp., N = negative)      

Lanes 13: PCR product ของ B. pahangi ใช้เปน็ Positive control 

 
จากการส ารวจการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียในพื้นที่เป้าหมายอ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส โดย

การตดิตามผู้ป่วยติดเชือ้ B. malayi ในพืน้ที่อ าเภอตากใบ ที่ได้รับการจา่ยยาในปี 2556 (สาธารณสุข

อ าเภอตากใบ) พบผูป้่วยทั้งจ านวน 18 ราย ซึ่งยังคงให้ผลบวกต่อการตรวจหาไมโครฟิลาเรียในกระแส

Lanes     1        2       3       4       5        6        7       8      9       10     11     12      

13          Results             B    B/D     D       B       N       B       B      B        D      B/D    D       

B 

100 bp 

500 bp 
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เลือดด้วยวิธี Micro haematocrit tube technique และวิธีย้อม Wright-Geimsa stain อยู่ 4 ราย ซึ่งอาศัย

อยู่ในต าบลบางขุนทอง หมู่ 1 จ านวน 3 ราย และหมู่ 6 จ านวน 1 ราย  เมื่อน าตัวอย่างเลือดทั้ง 4 

ตัวอย่างไปตรวจจ าแนกชนิดของเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี PCR พบ PCR products ที่มคีวามจ าเพาะต่อ

พยาธิ Brugia spp. ทั้งสิน้ และจากการส ารวจการตดิเชือ้ในแมวในพืน้ที่หมู่ 1 บางขุนทอง หมู ่ 3 บ้าน

โคกงู และหมู ่ 5 บ้านโคกชุมบก ต าบลบางขุนทอง และหมู่ 2 บ้านโคกไผ ่ ต าบลพร่อน อ าเภอตากใบ 

โดยเก็บตัวอย่างเลือดทั้งหมด 76 ตัวอย่าง เมื่อท าการตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรยีโดยผ่านกล้อง

จุลทรรศน์ พบตัวอย่างที่มเีชือ้ไมโครฟิลาเรียจ านวน 9 ตัวอย่าง คิดเป็นอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

11.8% ท าการตรวจจ าแนกชนดิของเชือ้โดยวิธี rDNA locus specific PCR และศกึษาล าดับเบสของยีน 

rRNA gene โดยพบแมวตดิเชื้อ B. pahangi จ านวน 2 ตัวอย่าง คิดเป็นอัตราการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยี 

ชนิด B. pahangi 2.6% และพบติดเชือ้ D. immitis  จ านวน 7 ตัวอย่าง คิดเป็นอัตราการติดเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนิด D. immitis 9.2% ดังแสดงตัวอย่างของการตรวจดว้ยวิธี rDNA locus specific PCR ในรูปที ่

4.13 

  

 

รูปที่ 4.13  การใช้วธิ ี rDNA locus-specific PCR  ในการตรวจหาเชื้อไมโครฟลิาเรียในเลือดคนและแมว

จากพื้นที่อ าเภอตากใบ จังหวดันราธิวาส 

Lane 1:        100 bp Ladder marker 

Lanes 2-5:    PCR products ของตัวอย่างเลือดผูป้่วยโรคเท้าชา้งอ าเภอตากใบ  

 (Patient No. 001, 002, 004 และ 008)     

Lanes 6-10:  PCR products ของตัวอย่างเลือดแมว เก็บในพื้นที่หมู่ 5 อ าเภอตากใบ  

            (case number: 510, 515, 516, 517 และ 520)  

Lanes 11-12: PCR product ของ B. pahangi และ D. immitis ใช้เป็น Positive control 

                   (B = Brugia spp., D = Dirofilaria spp., N = negative)      

 

500 bp 

1000 bp 

470 bp 

570 bp 

Lanes         1         2       3          4         5        6          7         8        9        10        11        

12 Results                    B       B          B        B        D         B         B        D         D          B         

D 



ผลการศกึษา 89 

 

4.5.3  ความไวและความจ าเพาะในการวินิจฉัยการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีด้วยวิธี rDNA 

locus-specific PCR  เมื่อเทยีบกับการตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

การศกึษาประสิทธิภาพของเครื่องมือการตรวจจ าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี rDNA locus-

specific PCR  เทียบกับวธิกีารตรวจหาเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยสังเกตจากลักษณะ

ทางกายภาพ (morphology) จากตัวอย่างที่ท าการส ารวจทั้งหมดทั้งที่เป็นตัวอย่างจากเลือดคนและสัตว์

ทั้งหมด 256 ตัวอย่าง วิธีตรวจหาการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีผ่านกล้องจุลทรรศน์ใหผ้ลการทดสอบเป็น

บวกมีจ านวน 50 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี rDNA locus-specific PCR ให้ผลการทดสอบเป็นบวกมีจ านวน 

53 ตัวอย่าง ในตัวอย่างที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวกนี้ม ี49 ตัวอย่างที่ให้ผลบวกตรงกันทั้ง 2 วิธี คิดเป็น

ค่าความไว (sensitivity) ของวิธี rDNA locus-specific PCR เมื่อเทียบกับวิธีตรวจหาการตดิเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีผ่านกล้องจุลทรรศน์ เท่ากับ 98% และค่าพยากรณ์ผลบวก (positive predict value) ของวิธี 

rDNA locus-specific PCR คิดเป็น 92.5% และด้วยวิธีการตรวจหาการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียผ่านกล้อง

จุลทรรศนส์ามารถแยกตัวอย่างที่เป็นลบทั้งหมด 206 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี rDNA locus-specific PCR 

สามารถแยกตัวอย่างที่ลบต่อการทดสอบได้ 203 ตัวอย่าง ซึ่งทั้ง 2 วธิีใหผ้ลกรทดสอบเป็นลบตรงกัน

จ านวน 202 ตัวอย่าง คิดเป็นค่าความจ าเพาะ (specificity) ของวิธี rDNA locus-specific PCR เมื่อเทียบ

กับวิธีตรวจหาการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีผ่านกล้องจุลทรรศน์ เท่ากับ 98.1% และค่าพยากรณ์ผลลบ 

(negative predict value) ของวิธี rDNA locus-specific PCR คิดเป็น 99.5% ทั้งนีท้ี่ค่าความแมน่ย าของ

เครื่องมือ  (accuracy) ของวิธี rDNA locus-specific PCR เมื่อเทียบกับวิธีตรวจหาการติดเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีผ่านกล้องจุลทรรศน์ของวิธี คิดเป็น 98% (ตามตารางที่ 4.12) 

การศกึษาการจ าแนกชนิดของเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือดของวิธี วิธี rDNA locus-specific PCR 

เมื่อเทียบกับวิธีตรวจหาการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียผา่นกล้องจุลทรรศน์ พบว่าจากตัวอย่างที่ท าการ

ส ารวจทั้งหมดทั้งที่เป็นตัวอย่างจากเลือดคนและสัตว์ทั้งหมด 256 ตัวอย่าง ด้วยวิธีตรวจหาการตดิเชือ้

ไมโครฟิลาเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์พบการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีจ านวน 50 ตัวอย่าง จ าแนกชนดิของ

เชื้อไมโตรฟิลาเรียที่พบได้เป็นการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. 31 ตัวอย่าง การตดิเชือ้ไมโคร

ฟิลาเรยีชนดิ Dirofilaria spp. จ านวน 19 ตัวอย่าง ในขณะที่วิธี rDNA locus-specific PCR พบการตดิเชื้อ

ไมโครฟิลาเรยีจ านวน 53 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดของเชื้อไมโตรฟิลาเรียที่พบได้เป็นการตดิเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ Brugia spp. 34 ตัวอย่าง การตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนดิ Dirofilaria spp. จ านวน 17 ตัวอย่าง 
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และมีการตดิเชื้อร่วมกันระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. และ Dirofilaria spp. จ านวน 2 

ตัวอย่าง 

 

ตารางที่ 4.12  ตาราง 2x2 เพื่อแสดงผลของการตรวจหาเชื้อไมโครฟลิาเรยีในเลือด ด้วยวิธี 

rDNA locus-specific PCR เทยีบกับวิธีตรวจหาการติดเชื้อไมโครฟลิาเรียผ่านกล้องจุลทรรศน์ 

  วธิ ีTBF 

positive negative total 

ว
ธิ
 ีP

C
R
 

positive 49 4 53 

negative 1 202 203 

total 50 206 256 

 

ตารางที่ 4.13 ผลของการตรวจจ าแนกเชื้อไมโครฟิลาเรียในเลือด ด้วยวิธี rDNA locus-specific 

PCR เทยีบกับวิธีตรวจหาการติดเชื้อไมโครฟลิาเรยีผ่านกล้องจุลทรรศน์ 

  วิธ ีTBF 

Brugia Dirofilaria negative total 

วิธ
 ีP

CR
  

Brugia 30 0 4 34 

Dirofilaria 0 17 0 17 

Brugia & Dirofilaria 0 2 0 2 

negative 1 0 202 203 

total 31 19 206 256 
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4.5.4 การศึกษา β-Tubulin gene ของพยาธิฟลิาเรยีที่แยกได้จากคนและสัตว์ 

การศกึษา β-tubulin gene บริเวณ exon 5 ครอบคลุมต าแหนง่ของ amino acid ที่ 200 ของ

เชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด W. bancrofti สเตรนอ้างองิ (reference strain) ในการศกึษานี้ ซึ่งพบ 

homozygous β-tubulin gene ทีแ่สดงออกถึงความไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล (Pechgit et al, 2011) 

ดังนัน้ตัวอย่างนี้จึงถูกน ามาใช้เป็น positive control ของการศึกษานี ้ ตามรูปที่ 4.14 เป็นการศึกษาหา 

detection limit ของเทคนิค PCR ที่พัฒนาขึน้ โดยศึกษาปริมาณ DNA ต้นแบบที่ต่ าที่สุดที่สามารถตรวจ

พบ DNA นั้นได้ พบว่า reference stain W. bancrofti มี detection limit อยู่ที่ 0.1 ng/ml ในขณะที่ในรูปที่ 

4.15 แสดงผลของ detection limit ของการตรวจหายีน β-tubulin ของเชือ้ B.malayi ที่จ าแนกได้จาก

พืน้ที่ศึกษา พบว่ามี detection limit อยู่ที่ 0.01 ng/ml  

 

 

รูปที่ 4.14  Second round PCR ของ W. bancrofti β-TUBB gene มขีนาด amplicon size 174 bp  

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-7: Serial-diluted (20, 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng) ของ referent strain W. bancrofti   

     DNA.  ทีค่วามเข้มข้นของ gDNA 20 ng/l จะถูกน าไปหา optimization ของวิธ ีnested PCR  

 

 
 

Lanes      1       2        3          4        5         6         7   

500 bp 

100 bp 

Conce.                   20          10             1         0.1       0.01        0.001    ng 

174 bp 
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รูปที่ 4.15  Second round PCR  ของ B. malayi  β-TUBB gene มขีนาด amplicon size 174 bp  

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-7: Serial-diluted (20, 10, 1, 0.1, 0.01 และ 0.001 ng) ของ B. malayi DNA.    

 
 

 การศกึษาหายีนดือ้ต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของเชื้อฟิลาเรยีชนดิ B. malayi โดยใช้วธิี Allele-

specific nested multiplex PCR  ที่พัฒนาขึน้ในการศกึษานี ้โดยใชไ้พร์เมอร์ที่สามารถใช้จ าแนกยีนที่เกิด 

mutation บริเวณต าแหนง่ของ specific allele ที่ amino acid ที่ 200 ของ β-tubulin gene (exon 5) ซึ่ง

จะเปลี่ยนจาก Phenylalanine (TTC) ไปเป็น Tyrosine (TAC) ได้ ซึ่งผลของ PCR products จะแสดงในรูป

ที่ 4.15 โดยที่ตัวอย่างที่ใช้จะมีลกีษณะการแสดงออกทางฟีโนไทป์แบบ homologous sensitive allele 

(SS) ซึ่งเป็น wild type จะพบว่าในรูป A เมื่อ DNA ถูกเพิ่มจ านวนโดยใช้ไพร์เมอร์ที่มคีวามจ าเพาะต่อ 

β-tubulin gene (exon 5) ที่ม ีspecific allele ที่พบ Phenylalanine (TTC) จะได้ PCR products ที่มขีนาด 

amplicon size 174 bp และ 90 bp ในขณะที่รูป B เป็นตัวอย่างเดียวกันเมื่อน ามาเพิ่มจ านวน DNA ด้วย

ไพร์เมอรท์ี่จ าเพาะต่อ β-tubulin gene (exon 5) ที่ม ี specific allele ที่พบ Tyrosine (TAC) จะพบว่าไม่

สามารถเพิ่มจ านวน DNA ยีนในต าแหนง่นี้ขึ้นมาได้ เนื่องจากไพร์เมอรไ์ม่สามารถจับกับ DNA ต้นแบบที่

ม ี homologous sensitive allele (SS) ได้จึงท าให้พบ PCR product เพียงแถบ (band) เดียวที่มขีนาด 

amplicon size 174 bp เท่านั้น ซึ่งจะการทดลองนี้ยังสามารถพบ detection limit ของวิธี Allele specific 

nested multiplex PCR ได้ถึง 0.01 ng/ml อีกด้วย 

500 bp 

100 bp 

Lanes    1       2        3       4       5        6       7   

Conce.               20        10      1       0.1    0.01 0.001  ng 

174 bp 
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รูปที่ 4.16  Second round PCR products ของ B. malayi  specific allele β-TUBB gene มขีนาด amplicon 

size 174 และ 90 bp  

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-9: Serial-diluted (20, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 และ 0.00001 ng) ของ B. malayi DNA 
 

 

4.5.5. ผลการศึกษา β-Tubulin gene ของเชื้อ B. malayi ที่แยกได้จากคนและสัตว์ใน

พื้นที่ศึกษา 

เมื่อน า gDNA ที่สกัดจากตัวอย่างเลือดคน และแมวที่พบเชื้อ B. malayi และ B. pahangi ใช้

เทคนิค nested PCR โดยใช้ไพร์เมอรส์ าหรับปฏิกิรยิา PCR 2 รอบคือ BT7/10 และ BT121/122 primers 

เพื่อศกึษา β-tubulin gene ต าแหน่ง exon 5 ครอบคลุมต าแหน่งของ amino acid ที่ 200 ซึ่งเป็น 

specific allele ที่จ าเพาะต่อผลของยากลุ่มเบนซิมดิาโซล ผลจากการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอตัวอย่างจาก

เชื้อ B. malayi ทั้งหมดได้ PCR products มี amplicon size 174 bp เชน่เดียวกับ positive control ได้แก่

ดีเอ็นเอของเชื้อ W. bancrofti และ D. immitis ตามรูปที่ 4.17 

Lanes      1       2      3      4        5       6       7       8       9 

Lanes      1        2      3      4        5       6       7       8       9        

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.17   Second round PCR ของยนี fialrial β-TUBB ที ่amplicon size 174 bp  

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-5:  B. malayi samples from patients (Patient No.: 001, 002, 004, 008) 

Lanes6-7:  B. malayi samples from infected cat (Case No.: 515, 516) 

Lanes8-11:  Positive control W. bancrofti (Patient No.: 110, 120, 130), and D. immitis (Case No. 103) 

 

การศกึษาหายีนดือ้ต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิ B. malayi ทีพ่บในพืน้ที่ศกึษา ด้วยวิธ ี

Allele-specific nested multiplex PCR  โดยการออกแบบไพร์เมอร์ที่สามารถใช้จ าแนกยีนที่เกิด 

mutation บริเวณต าแหนง่ของ amino acid ที่ 200 ของ β-tubulin gene (exon 5) ซึ่งจะเปลี่ยนจาก 

Phenylalanine (TTC) ไปเปน็ Tyrosine (TAC) โดยจากการศกึษาครั้งนีไ้ม่พบการเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของยีนเฉพาะต าแหน่ง (point mutation) บริเวณ Phe200Try ในทุกตัวอย่างของ B. malayi ที่จ าแนกได้

จากพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส โดยผลของการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.18 ซึ่งเป็นผลของ

ปฏิกิริยา Allele-specific nested multiplex PCR ซึ่ง 1 ตัวอย่างจะแสดงผลใน 3 lanes โดย lane ที่ 1 

แสดงผลของ first round PCR ซึ่งมี amplicon size  720 bp ใน lane ที่ 2 แสดงผล second round 

multiplex PCR ซึ่งถ้าต าแหน่งของ amino acid ที่ 200 ของ β-tubulin gene เป็น Phenylalanine (TTC) 

จะพบ PCR product จ านวน 2 bands ที่ amplicon size 174 bp และ 90 bp หรอืหากเกิด point 

mutation ของยีนในต าแหน่งนี้จะพบ PCR product ที่ amplicon size 174 bp เท่านั้น ในขณะที่ lane  ที่ 

Lanes      1        2      3      4        5     6      7      8       9       10     11    

500 bp 

100 bp 

174 bp 
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3 แสดงผล second round multiplex PCR ซึ่งถ้าต าแหน่งของ amino acid ที่ 200 ของ β-tubulin gene 

เมื่อเกิด point mutation ยีนต าแหนง่ของ amino acid ที่ 200 ของ β-tubulin gene ลักษณะเป็น 

Phe200Tyr (TTCTAC) จะได้ผลของ PCR product จ านวน 2 bands ที่ amplicon size 174 bp และ 

90 bp แสดงผลของการแสดงออกลักษณะการดื้อต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล ในที่นี้ผลการศกึษาที่

ปรากฏ พบแต่ homozygous β-tubulin gene ที่มคีวามไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล (SS) ในทุกตัวอย่าง 

จงึแสดงผลของ PCR produces ที่ปรากฏในรูปแบบเดียวกับผลที่ได้จาก referent strain W. bancrofti 

และ D. immitis  

 

 

  

 

 

 

รูปที่ 3 Nested multiplex PCR products of microfilarial β-TUBB gene and specific allele. A set of รูปที่  
 

รูปที่ 4.18   samples included 3 lanes of products as first round PCR, sensitive allele and resistant 

allele  

Lane1, 20, 33 :  100 bp markers 

Lanes2-13:  B. malayi from patients (Patient No.: 001, 002, 004, 008) 

Lanes14-19: B. malayi from infected cat (Case No. 515, 516) 

Lanes21-32:  Positive control W. bancrofti (Patient No.: 110, 120, 130) and D. immitis (Case No.103) 

 

จากผลของการศกึษา specific allele ของ β-tubulin gene ของเชือ้ฟิลาเรียชนดิ B. malayi ที่

แยกได้จากคนและสัตว์ในพื้นที่ศึกษายังคงพบว่าเป็น homozygous β-tubulin gene ที่แสดงลักษณะมี

ความไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลนั้นสามารถยืนยันผลได้จากผลของ DNA sequences ของ β-tubulin 

gene ของตัวอย่างทั้งหมด ซึ่งพบ Phenylalanine (TTC) ที่ต าแหน่งของ amino acid ที่ 200 ดังแสดงใน

ภาพที่ 4.18  นอกจากนีย้ังพบว่ามี base substitution เกิดขึ้นในตัวอย่าง case No. BT 004 (B. malayi ที่

174 

bp 

 

 90  bp 

Lane              1   2  3   4    5   6   7    8    9   10  11 12  13 14 15 16 17 18 19 20 21          24             27             30             33  

174 bp 
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แยกได้จากเลือดคน) ที่ต าแหนง่ของ PCR product ที่ 129 ซึ่งยีนของ wild type พบเบส C ซึ่งในตัวอย่าง

จะพบถูกแทนที่ดว้ย T 

 

BT515           TTGGAACCCTACAATGCAACATTATCAGTCCACCAACTAGTTGAAAACACTGACGAAACT 60 

AY705382        ------------------------------------------------------------ 60 

BT001           ------------------------------------------------------------ 60 

BT004           ------------------------------------------------------------ 60 

BT002           ------------------------------------------------------------ 60 

BT008           ------------------------------------------------------------ 60 

BRQD553TR       ------------------------------------------------------------ 60 

M36380          ------------------------------------------------------------ 60 

BT516           ------------------------------------------------------------ 60 

                ************************************************************ 

         Phe200Tyr 

BT515           TTCTGCATTGATAACGAGGCTTTGTATGACATCTGCTTCCGAACGTTGAAGTTGGCAAAT 120 

AY705382        ------------------------------------------------------------ 120 

BT001           ------------------------------------------------------------ 120 

BT004           ------------------------------------------------------------ 120 

BT002           ------------------------------------------------------------ 120 

BT008           ------------------------------------------------------------ 120 

BRQD553TR       ------------------------------------------------------------ 120 

M36380          ------------------------------------------------------------ 120 

BT516           ------------------------------------------------------------ 120 

                ************************************************************ 

 

BT515           CCAACTTACGG  131 

AY705382        -----------  131 

BT001           -----------  131 

BT004           --------T--  131 

BT002           -----------  131 

BT008           -----------  131 

BRQD553TR       -----------  131 

M36380          -----------  131 

BT516           -----------  131 

                ******** **   

รูปที่ 4.19 Brugia β-TUBB gene alignment. The partial nucleotide sequence of representatives 

(accession no.): Brugia malayi (AY705382 and BRQD553TR ), Brugia pahangi (M36380).  This gene 

region is shown the primers-unprimed nucleotide bases without primers.  An amino acid 

substitutions at positions Phe200Tyr (gray boxes) retained in DNA fragment could be identified. 

 

4.5.6 การศึกษาพยาธิไมโครฟิลาเรยีซึ่งแยกได้จากยุงพาหะ      

การศกึษาเบือ้งตน้ เพื่อหาขั้นตอนที่จะใช้ในการศกึษาการจ าแนกชนิดของตัวอ่อนพยาธิ 

(larvae) ที่จ าแนกได้จากยุง และการหาอัลลีลของยีน β-tubulin gene ที่จ าเพาะต่อความไวของยากลุ่ม

เบนซิมดิาโซล ในการศกึษาครั้งนีไ้ด้ใชยุ้ง Armigeres spp. ซึ่งพบมีการตดิเชือ้ตัวอ่อนของพยาธิฟิลาเรีย

ที่ได้จาการศกึษาก่อนหน้านี้ เมื่อท าการผ่ายุงเพื่อหาตัวอ่อนพยาธิ โดยผ่านทางกล้องจุลทรรศน์ พบว่า
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สามารถแยกตัวอ่อนพยาธิได้จากทั้งในส่วนท้อง อก และปากของยุง ดังแสดงในรูปที่ 4.20 จงึท าการ

เก็บแยกตัวอ่อนพยาธิแตล่ะตัว และท าการศกึษาทางชีวโมเลกุลในขั้นตอนต่อไป  

  

       

รูปที่ 4.20  ตัวอ่อนพยาธฟิิลาเรีย (larva) ที่แยกได้จากยุง โดยการผ่า (dissection) ผ่านทางกล้องจุลทรรศน ์

สเตอร์รโิอ 

ในการจ าแนกชนิดของ larva ทีไ่ด้จากยุงดว้ยวิธี rDNA locus-specific PCR สามารถจ าแนก

ชนิดของ larva ได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ Brugia spp., Dirofilaria spp. และ พยาธิ Filaridei อื่นๆ เมื่อศกึษา

ยีน β-tubulin gene โดยวิธี Nested PCR ใช้ไพร์เมอรเ์ดียวกับการศกึษายีน β-tubulin gene จาก

ตัวอย่างไมโครฟิลาเรียที่อยู่ในเลือด ท าให้ได้ PCR products ดังรูปที่ 4.21  เมื่อน า PCR product ที่ได้ไป

ศกึษาล าดับเบส พบว่าต าแหนง่ของอัลลีลที่จ าเพาะต่อยากลุ่ม Benzimidazole ยังคงพบยีนที่แสดงออก

ของลักษณะที่มคีวามจ าเพาะต่อความไวต่อยาเบนซิมดิาโซล ซึ่งยังไม่พบการเปลี่ยนแปลงของเบสใน

ต าแหน่งที่จะท าให้เกิดลักษณะการดื้อยาเกิดขึ้น 
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รูปที ่4.21  Second round PCR products of L3 β-TUBB gene with amplicon size 174 bp  

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-7:  L3 sample from mosquito   

Lanes8-9:  Positive control B.malayi and D. immitis  
 

การศกึษาการกระจายของเชือ้พยาธิฟิลาเรียที่พบในยุง Mansinia spp. ซึ่งการเก็บตัวอย่างยุง

ในพืน้ที่ศึกษาทั้งหมดสามารถจ าแนกชนิดของยุงออกได้เป็นชนิด Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. 

dives, Ma. annulata และ Ma. Indiana  โดยการผา่ยุงเพื่อหาตัวอ่อนไมโครฟิลาเรียที่อยู่บริเวณทางเดิน

อาหารตัง้แตต่่อมน้ าลายซึ่งอยู่ในบริเวณส่วนหัวของยุงจนถึงในกระเพาะอาหารซึ่งอยู่ในส่วนท้อง ใน

การศกึษาครั้งนี้ไม่พบตัวอ่อนของพยาธิในตัวอย่างยุงที่เก็บได้จากพืน้ที่ศึกษาเลย ซึ่งเมื่อน ายุงตัวอย่าง

อีกครึ่งหนึ่งมาตรวจหาการติดพยาธิฟิลาเรียด้วยวิธี PCR พบว่าตัวอย่างทั้งหมดใหผ้ลเป็นลบต่อการติด

เชื้อพยาธิฟิลาเรียเช่นกัน 

 

รูปที่ 4.22  PCR products ของ rDNA locus-specific PCR โดยใช้ gDNA ทีส่กัดจากยุงเสอื Mansonia spp. ที่

ได้จากพื้นที่ศกึษา ซึ่งพบวา่ทกุตัวอย่างไมพ่บ band ที่มีความจ าเพาะต่อ DNA ของเชื้อฟิลาเรีย       

Lane1:  100 bp marker 

Lanes2-8:  mosquito  DNA จากตัวอย่างยุง  

Lanes8-9:  Positive control B.malayi  

Lanes      1        2         3      4        5       6      7        8       9     
11    Results                +         +       -        +       +       -        +       +     

11    

Lanes      1        2         3       4        5       6        7         8         9     

500 bp 

100 bp 

500 bp 470 bp 
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บทที่ 5 
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การศกึษาครั้งนี้ประสบความส าเร็จในการพัฒนาวิธี Allele-specific nested multiplex PCR 

เพื่อใช้ในการศึกษายีน β-tubulin gene isotype 1 ของเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi ที่ต าแหน่ง specific 

allele ซึ่งมีความจ าเพาะและเป็นยีนที่มีความสัมพันธ์กับการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล และสามารถน า

วิธี Allele-specific nested multiplex PCR นี ้ ไปประยุกต์ใชใ้นการเฝ้าติดตามการเกิดเชื้อดื้อยา ของ

พยาธิฟิลาเรียในฟื้นที่ซึ่งมีการใชย้าติดตอ่กันมาเป็นเวลานาน อีกทั้งยังเป็นเครื่องมอืในการประเมิน

โครงการการจา่ยยากลุ่ม (MDA) ในพืน้ที่แพร่โรคของประเทศ  

จากการส ารวจการแพรก่ระจายของเชือ้ไมโครฟิลาเรียในคน สัตว์รังโรคและยุงเสือ Mansonia 

spp. ได้ด าเนินการไปใน 2  พืน้ที่ได้แก่พืน้ที่ต าบลประสงค์ อ าเภอชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี เป็น

การศกึษาน าร่องโดยการส ารวจความชุกของการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในสัตว์เลี้ยงได้แก่แมวและสุนัข 

และการพบตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยีในยุงเสือ Mansonia spp. และการศกึษาในพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัด

นราธิวาส เพื่อส ารวจความชุกของการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ในคน และแมว และการ

พบตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรียในยุงเสือ Mansonia spp. นอกจากนีย้ังศกึษาความไวต่อยาถ่ายพยาธิใน

กลุ่มเบซิมดิาโซล ของเชื้อไมโครฟิลาเรียที่จ าแนกได้จากพืน้ที่ศึกษา 

ในพืน้ที่ต าบลประสงค์ อ าเภอชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี ท าการส ารวจทั้งหมด 4 หมูบ่้านได้แก่

หมู ่ 3 บ้านน้ าด า, หมู ่ 11 บ้านพรุเรือน, หมู ่ 12 บ้านเขาแก้ว และ หมู ่ 22 บ้านหว้ยเคียน โดยการเก็บ

ตัวอย่างเลือดในแมวและสุนัขเพื่อตรวจหาการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือด โดยวิธีการ rDNA 

locus-specific PCR ที่พัฒนาขึน้ในการศกึษานีเ้พื่อใช้ในการจ าแนกเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือด พบแมวที่

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียจ านวน 23 ตัว จากตัวอย่างแมวที่ส ารวจทั้งหมด 138 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการ

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียในแมว 16.7% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชือ้ พบว่า แมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีชนดิ Brugia spp. จ านวน 22 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ Brugia spp. 

15.9% ในขณะที่ แมวที่ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Dirofilaria spp. จ านวน 1 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการ

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย ชนิด Dirofilaria spp. 0.7% การกระจายของเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในกระแสเลือด
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สุนัขพบว่า สุนัขที่ตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีจ านวน 18 ตัว จากจ านวนสุนัขที่ส ารวจทั้งหมดจ านวน 30 ตัว 

หรอืคิดเป็นอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในสุนัข 60% เมื่อจ าแนกชนิดของการติดเชือ้ พบว่า สุนัขที่

ติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. จ านวน 10 ตัว หรอืคิดเป็นอัตราการติดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ 

Brugia spp. 33.3% และพบสุนัขที่ตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Dirofilaria spp. จ านวน 6 ตัว หรอืคิดเป็น

อัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนดิ Dirofilaria spp. 20% นอกจากนี ้ ยังพบว่า สุนัขที่มกีารติดเชือ้

ร่วมกันระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรยีชนดิ Brugia spp. และ Dirofilaria spp. จ านวน 2 ตัว หรอืคิดเป็น

อัตราการตดิเชื้อร่วมกันระหว่างเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. และ Dirofilaria spp. 6.7%  

การจ าแนกชนิดของเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR และศึกษา DNA 

sequences สามารถยืนยันชนิดของเชือ้ไมโคฟิลาเรียที่พบในพืน้ที่ต าบลประสงค์ทั้งหมดม ี 2 ชนิดได้แก่

เชื้อไมโครฟิลาเรยีชนิด B. pahangi และ D. immitis  

การศกึษากระจายของเชือ้ไมโครฟิลาเรียในสัตว์เลีย้ง ในเชิงพืน้ที่ของทั้ง 4 หมูบ่้านในต าบล

ประสงค์ พบว่าบ้านที่มีสัตว์เลี้ยงตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียส่วนใหญ่จะอยู่ในพืน้ที่หมู่ 11  ซึ่งพบอัตราการติด

เชื้อไมโครพิลาเรียในเชิงพื้นที่คิดเป็น 48.2% ในขณะที่หมู ่ 12, หมู่ 22 และหมู่ 3 มีอัตราการตดิเชือ้ไม

โครพิลาเรียของสัตว์เลีย้งในเชงิพื้นที่คิดเป็น 25%, 18.2% และ 13% ตาล าดับ 

การศกึษาชีวสัยยุงในการออกหากินเลือด (feeding habit) ในพืน้ที่ต าบลประสงค์ พบยุงเสือ 

Mansonia spp. ออกหากินหรอืเป็นช่วงที่มีความหนาแน่นสูงสุด (peak hour) ในช่วง 19.00-20.00 น. 

ในการศกึษานีจ้ึงปรับช่วงเวลาการจับยุงใหเ้หมาะสมกับช่วงเวลาออกหากินของยุงเสือ Mansonia spp. 

คือช่วงระหว่าง 18.00-21.00 น. การส ารวจการกระจายของยุงครั้งที่ 1 ในช่วงเดือนพฤษภาคม 

ด าเนนิการส ารวจทั้ง 4 หมูบ่้านของต าบลประสงค์ โดยการส ารวจยุงตัวเมวัยเพศเมียด้วยวิธี ใช้วธิีคน

เป็นเหยื่อล่อ (human-landing catch) ชนิดของยุงที่พบได้สูงสุด  ได้แก่ยุง Ae. Albopictus และ Ar. 

Suballbatus และพบยุงพาหะโรคเท้าช้างในพื้นที่หมู 11 ได้แก่ยุง Ma. Uniformis และในพืน้ที่หมู่ 12 

ได้แก่ยุง Ma. Uniformis และยุง Mn. Indiana เมื่อด าเนินการส ารวจครัง้ที่ 2 ในช่วงเดือนสิงหาคม 

เฉพาะในพืน้ที่หมู ่11 พบการกระจายของยุง Mansonia spp. เพิ่มมากขึ้น ชนิดของยุง Mansonia spp. ที่

พบได้แก่ Ma. Uniformis, Mn. Indiana และ Ma. Bonneae 
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การส ารวจการแพร่กระจายของพยาธิไมโครฟิลาเรียในคน แมวและยุงเสือ Mansonia spp. ใน

พืน้ที่เป้าหมายของการศกึษาในอ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส จากการตดิตามผูป้่วยติดเชื้อฟิลาเรีย 

ชนิด B. malayi ที่ได้รับการจา่ยยาในปี 2556 จากสาธารณสุขอ าเภอตากใบ มีจ านวนทั้งหมด 18 ราย 

โดยการเจาะเลือดที่ปลายนิ้วเพื่อตรวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ด้วยวิธี Micro 

haematocrit tube technique และวิธีฟิล์มโลหิตหนาและย้อมด้วย Wright-Geimsa stain พบผูท้ี่ยังคงตดิ

เชื้อไมโครฟิลาเรยีจ านวน 4 ราย และมีการยืนยันชนิดของเชื้อดว้ยวิธี rDNA locus-specific PCR 

การศกึษา DNA sequence พบเชื้อไมโครฟิลาเรยีทั้ง 4 ตัวอย่างเป็นชนิด B. malayi  ขณะที่การส ารวจ

หาผูท้ี่ตดิเชือ้ใหม่ในพืน้ที่แพร่ระบาดของโรคและมีการจ่ายยาป้องกันโรคเท้าช้างในโครงการจ่ายยา

รักษากลุ่ม (MDA) ครอบคลุมพืน้ที่น้อยกว่า 90% โดยเลือกส ารวจในกลุ่มประชากรในพืน้ที่หมู ่ 1 บาง

ขุนทอง หมู่ 3 บ้านโคกงู และหมู่ 5 บ้านโคกชุมบก ต าบลบางขุนทอง และหมู่ 2 บ้านโคกไผ ่ต าบลพ

ร่อน อ าเภอตากใบ เก็บตัวอย่างเลือดจากประชากรทั้งหมด 1,046 คน ไม่พบการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีย

ในทุกตัวอย่างเลือดที่เก็บมา 

การส ารวจการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีในแมวที่อาศัยในพื้นที่อ าเภอตากใบ ใช้พื้นที่ในการ

ส ารวจเป็นที่เดียวกับที่มกีารส ารวจการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในคน พบอัตราการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีช

นิด Brugia spp. 2.6% และอัตราการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด Dirofilaria spp. 9.2% การจ าแนกชนิด

ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR และศกึษา DNA sequences สามารถยืนยัน

ชนิดของเชือ้ไมโคฟิลาเรียที่จ าแนกได้จากแมวในพืน้ที่อ าเภอตากใบ ได้ 2 ชนิดได้แก่เชื้อไมโครฟิลาเรยีช

นิด B. pahangi และ D. immitis  

การศกึษาชีวนิสัยยุง Mansonia spp. ในการออกหากินเลือด (feeding habit) ในพืน้ที่อ าเภอ

ตากใบ ได้ด าเนินการ 3 ครั้ง ครั้งที่ 1 ส ารวจในชว่งเดือนสิงหาคม 2556 ครั้งที่ 2 ในช่วงเดือนมนีาคม 

2557 และครั้งที่ 3 ช่วงเดือนสิงหาคม 2557 โดยการส ารวจยุงตัวเต็มไวเพศเมียของยุงเสือ Mansonia 

spp. ในการส ารวจครั้งแรกช่วงฤดูฝน ชนิดของยุงที่พบได้แก่ Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. 

annulata และ Ma. Indiana  มีคา่เฉลี่ย Man biting rate 7.38 ครั้ง/ช่ัวโมง   ครั้งที่ 2 ด าเนนิการส ารวจ

ในช่วงฤดูแล้ง ชนิดของยุงที่พบได้แก่ Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. dives, Ma. annulata และ Ma. 

Indiana มีคา่เฉลี่ย Man biting rate 3.59 ครั้ง/ช่ัวโมง และครัง้ที่ 3 ด าเนนิการส ารวจในชว่งฤดูฝน ชนิด
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ของยุงที่พบได้แก่ Ma. bonneae, Ma. uniformis, Ma. dives, Ma. annulata และ Ma. Indiana มีคา่เฉลี่ย 

Man biting rate 0.8 ครั้ง/ช่ัวโมง   

การศกึษาการตดิตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรยี (larvae) ในยุงโดยการผ่ายุงภายใต้กล้องจุลทรรศน์ส

เตอริโอ (dissection) แยกเพื่อหาตัวอ่อนพยาธิในระยะต่างๆ และตรวจวิเคราะหห์าตัวอ่อนของพยาธิฟิ

ลาเรยีด้วยวิธี rDNA locus-specific PCR ใน mosquito pool ในการศกึษาครั้งนี้ไม่พบการตดิตัวอ่อน

พยาธิฟิลาเรียในยุงเสือ Mansonia spp. ทีเ่ก็บได้จากพืน้ที่ศึกษา 

การตดิตามการดื้อยากลุ่มเบนซิมดิาโซลของพยาธิฟิลาเรียชนดิ Brugia spp. ที่พบในพืน้ที่

อ าเภอตากใบ ด้วยวิธี Allele-specific nested multiplex PCR ที่พัฒนาขึน้ในการศกึษานี้ พบว่าทุก

ตัวอย่างของเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ที่จ าแนกได้จากพืน้ที่ศึกษา ซึ่งประกอบด้วยเชือ้ไมโคร

ฟิลาเรยีชนดิ B. malayi ที่จ าแนกได้จากตัวอย่างเลือดคน และเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิ B. pahangi ที่

จ าแนกได้จากตัวอย่างเลือดแมว ยังคงพบ homologous sensitive allele (SS) ของยีน β-tubulin gene 

isotype 1 ซึ่งแสดงออกในลักษณะของเชือ้ไมโครฟิลาเรียที่มคีวามไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล 

การส ารวจการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีในคนในพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส ซึ่งเป็นพืน้ที่

เป้าหมายในการศกึษาครั้งนี้ โดยก าหนดจากพืน้ที่ซึ่งเคยเป็นพืน้ที่แพร่โรคและมีความครอบคลุมการ

จา่ยยารักษากลุ่ม (MDA coverage) ด้วยยา DEC ร่วมกับ Albendazole  น้อยกว่า 90% ผลจากการ

ส ารวจไม่พบผู้ติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีเลยในกลุ่มตัวอย่างทั้งหมดจ านวน 1,046 คนที่ท าการส ารวจ ซึ่ง

เป็นตัวชีวัดหนึ่งที่แสดงให้เห็นถึงความส าเร็จของโครงการก าจัดโรคเท้าช้างของประเทศไทย (PELF) 

ด้วยการจา่ยยารักษากลุ่ม (MDA) ติดตอ่กับทุกปี ซึ่งได้ด าเนินการมาตั้งแต่ปี 2545 โดยจังหวัด

นราธิวาสเป็นเพียงจังหวัดเดียวของประเทศไทยที่มกีารด าเนนิโครงการจ่ายยากลุ่มติดตอ่กันถึง 2 รอบ 

คือในปี 2545-2559 และ 2550-2554 เนื่องจากหลังสิน้สุดโครงการรอบแรกในปี 2559 แล้วยังคงพบ

ผูต้ิดเชือ้รายใหมอ่ยู่ 

อย่างไรก็ตามในการศกึษาครั้งนี ้ แม้วา่จะไม่พบผู้ติดเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi ราย

ใหม่ แต่ก็ยังคงพบผูท้ี่ยังคงติดเชือ้ไมโครฟิลาเรีชนิด B. malayi ถึง 4 ราย ในกลุ่มผู้ป่วยติดเชื้อฟิลาเรยีช

นิด B. malayi ที่ขึ้นทะเบียนการจา่ยยากับสาธารณสุขอ าเภอตากในปี 2556 จากากรสอบสวนโรค

ผูป้่วยทั้ง 4 รายพบว่ามีผูป้่วย 1 รายเป็นเพศหญิง ได้รับยาตดิต่อกันอย่างสม่ าเสมอเป็นระยะเวลา 10 ปี 
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และเป็นผู้ที่ไม่เคยเดินทางออกจากพืน้ที่เลย ซึ่งอาจเป็นข้อสัณนฐิานได้ว่าน่าจะมีเชือ้ฟิลาเรยีชนิด      

B. malayi อยู่ในพืน้ที่ หรือเชื้อ B. malayi ที่พบอาจมีความทนต่อยา Diethylcarbamazine ร่วมกับ 

Albendazole ที่ใชใ้นการรักษา เมื่อตรวจพิสูจนก์ารดือ้ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียที่จ าแยกได้จากตัวอย่าง

เลือดผู้ป่วยรายนี ้ด้วยวิธี Allele-specific neasted multiplex PCR เพื่อยืนยันการพบยีนดือ้ยากลุ่มเบนซิ

มิดาโซล จาก DNA sequence ของ β-tubulin gene ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียที่จ าแนกได้จากผู้ป่วยรายนี้ 

ยังคงพบ homologous sensitive allele (SS) ของยีน β-tubulin gene isotype 1 ซึ่งแสดงออกในลักษณะ

ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียที่มคีวามไวต่อยากลุ่มเบนซิมดิาโซล ส่วนผู้ป่วยอีก 3 รายเป็นผู้ป่วยที่ได้รับยา

ติดตอ่กันอย่างไม่สม่ าเสมอ และมีการเดินทางออกไปพักค้างนอกพืน้ที่ โดยเฉพาะมีการเดินทางไปยัง

พืน้ที่อ าเภอเจาะไอร้องเป็นประจ า ซึ่งอ าเภอเจาะไอร้องเป็นพืน้ที่แพร่โรคซึ่งพบผู้ติดเชื้อไมโครฟิลาเรยี 

เนื่องจากเป็นพืน้ที่เสี่ยงจากปัญหาความไม่สงบใน 3 จังหวัดภาคใต้ ซึ่งเป็นเหตใุหก้ารด าเนินโครงการ

ก าจัดโรคเท้าช้างมีความครอบคลุมการจ่ายยารักษากลุ่ม (MDA coverage) ต่ า จงึมคีวามเป็นไปได้ที่

ผูป้่วยที่ยังคงพบการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียอยู่ อาจมกีารตดิเชื้อครั้งใหมจ่ากพืน้ที่อ าเภอเจาะไอร้องได้ 

การส ารวจการติดเชื้อไมโครฟิลาเรยีในสัตว์เลี้ยงในพืน้ที่อ าเภอตากใบ จังหวัดนราธิวาส ใน

การศกึษานีด้ าเนินการส ารวจการติดเชือ้เฉพาะในแมวเนื่องจากพืน้ที่ศึกษาประชากรส่วนใหญ่เป็นชาว

มุสลิม จงึท าให้พบสุนัขในหมู่บ้านเป็นจ านวนน้อยมาก โดยก าหนดพื้นที่ศกึษาตามการส ารวจหาการตดิ

เชื้อไมโครฟิลาเรียในคน พบอัตราการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิ B. pahangi 2.6% ในขณะที่พบอัตรา

การตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด D. immitis  9.2% ซึง่อัตราการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียในแมวนี้ค่อนข้าง

แตกต่างกับพืน้ที่ จังหวัดสุราษฎรธ์านีอย่างเห็นได้ชัด จังหวัดนราธิวาสเป็นพื้นที่ในโครงการจา่ยยา 

(MDA) มีการจ่ายยาให้คนในพืน้ที่ติดตอ่กันเป็นเวลา 10 ปี (พ.ศ. 2545-2549, พ.ศ. 2550-2554) ผล

ของโครงการน่าจะตัดวงจรการตดิต่อของเชือ้ไมโครฟิลาเรียโดยเฉพาะไมโครฟิลาเรียในกลุ่ม Brugia 

spp. ลงได้ นอกจากนี้ยังมีการให้ยาไอเวอร์เม็กติน (Ivermectin) แก่แมวด้วย แมว้่าการให้ยากับแมวจะ

เป็นไปอย่างไม่สม่ าเสมอก็ตาม ก็ยังคงส่งผลให้สามารถลดการกระจายของเชือ้ไมโครฟิลาเรยีในแมวใน

พืน้ที่ได้ 

จากข้อมูลการกระจายของพยาธิไมโครฟิลาเรียในสัตว์เลี้ยง ในพืน้ที่ต าบลประสงค์ อ าเภอท่า

ชนะ จังหวัดสุราษฎรธ์านี พบการตดิพยาธิไมโครฟิลาเรียในแมวทั้งหมด 16.7% ในสุนัขพบ 33.3% ซึ่ง

ในการศกึษาการกระจายของพยาธิไมโครฟิลาเรียในหลายพืน้อื่นๆ พบการตดิเชือ้ในสุนัขมากกว่าใน
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แมวเช่นเดียวกัน (Boonyapakorn et al., 2008) ในการศกึษานีพ้บการตดิเชือ้ไมโครฟิลาเรียในแมวเป็น

ชนิด Brugia spp. 15.9% และ Dirofilaria spp. 0.7% และการติดเชือ้ในสุนัขพบเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด 

Brugia spp. 40% และ Dirofilaria spp. 26.7% และยังพบสุนัขที่มกีารตดิเชื้อร่วมกันระหว่างเชือ้ Brugia 

spp. และ Dirofilaria spp. อีกด้วย จากการจ าแนกชนิดของเชื้อไมโครฟิลาเรียด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล

พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อไมโครฟิลาเรยีได้เป็น B. pahangi และ D. immitis ซึ่งการพบเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีในสัตว์เลีย้งทั้ง 2 ชนิดนี้สอดคล้องกับการศกึษาการส ารวจหาการตดิพยาธิไมโครฟิลาเรียในแมว

ที่อ าเภอพระแสง จังหวัดสุราษฎรธ์านี ในปี 2002 ซึ่งพบการตดิเชื้อไมครฟิลาเรียในแมว 9.5% จ าแนก

เป็นการตดิเชื้อไมครฟิลาเรียชนดิ B. pahangi 7.6% และเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิ D. immitis 1.9% และ

ไม่พบการตดิพยาธิเชื้อไมโครฟิลาเรยี ชนิด B. malayi ในแมวเลย (Nuchprayoon et al, 2006) 

โดยทั่วไปสัตว์ที่เป็นแหล่งรังโรค (reservoir) ของพยาธิ B. malayi ได้แก่ลิง (Presbytis spp.) และแมว แต่

ในสัตว์เลีย้งได้แก่แมวและสุนัขก็สามารถเป็นแหล่งรังโรคของเชื้อ B. malayi (human strain) ได ้ 

(Phantana et al, 1987; Mak et al. 1990) ความชุกของการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. malayi น่าจะ

มีความสัมพันธ์กับความชุกของการเกิดโรคในคนและการแพรก่ระจายของตัวอ่อนพยาธิในยุงที่อาศัย

อยู่ในพืน้ที่เดียวกัน ซึ่งในพืน้ที่ต าบลประสงค์นีแ้มว้่าเป็นพืน้ที่ซึ่งเคยพบการแพรร่ะบาดของโรคเท้าช้าง

ชนิด B. malayi ในคน แตใ่นปัจจุบันไม่พบผูท้ี่ตดิเชื้อใหม่เลยหลังจากสิน้สุดโครงการจ่ายยาครอบคลุม

พืน้ที่ (MDA) ในปี 2549 เป็นต้นมา  

พยาธิ  B. pahangi เป็นเชื้อฟิลาเรยีในกลุ่ม Brugia spp. ที่พบการกระจายของเชือ้ในโฮสต์ 

จ าพวกแมวและสุนัขในประเทศไทย และพืน้ที่เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Nithiuthai et al, 1992; 

Chungpivat et al, 1990; 1993) การศกึษาเพื่อหาความชุกของเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. pahangi ใน

แมวพบสูงถึง 25 % ในพืน้ที่กรุงเทพมหานคร (Chungpivat et al, 1993) โดยการพบการตดิเชื้อไมโครฟิ

ลาเรยีมีความสัมพันธ์กับยุงพาหะของเชื้อ ซึ่งพบว่าทั้งยุง Aedes spp. และ Mansonia spp. มี

ความสามารถในการแพรก่ระจายตัวอ่อนของเชือ้ Brugia spp. ได้ด ี และเป็นยุงที่กินทั้งเลือดคนและ

เลือดสัตว์เป็นอาหาร ในการศกึษาครั้งนี้พบความชุกของการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด B. pahangi ใน

พืน้ที่ศึกษาค่อนขา้งสูงทั้งในแมวและสุนัข ซึ่งสูงกว่าความชุกของการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนิด D. 

immitis ซึ่งผลการศกึษาจะตรงกันข้ามกับพืน้ที่อื่นๆ ของประเทศไทยที่พบว่าสุนัขมีอัตราความชุกของ

การตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียชนิด D. immitis มากกว่าเชื้อไมโครฟิลาเรยีชนดิ B. pahangi (Boonyapakorn 

et al., 2008) ความชุกของการติดเชือ้ฟิลาเรียที่พบน่าจะมีความสัมพันธ์กับยุงพาหะของเชื้อ พบว่า
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ลักษณะการตดิและพัฒนาตัวอ่อนเชือ้ฟิลาเรียในยุง Ar. suballbatus จะแตกต่างจากยุงชนิดอื่นๆ ยุง  

Ar. suballbatus เป็นยุงที่มีความไวรับต่อเชือ้ฟิลาเรียชนิด B. pahangi สูง อีกทั้งยังสามารถพัฒนาของ

ตัวอ่อนระยะ L1 ไปสู่ตัวอ่อนระยะ L3 ที่กระเพาะอาหารส่วนกลาง (midgut) ของยุงได้ง่ายกว่าตัวอ่อน

ระยะ L1 ของเชือ้ไมโครฟิลาเรียชนดิอื่นๆ (Muslim et al., 2013) ในขณะที่ไมโครฟิลาเรียชนดิ B. malayi 

จะถูกท าลายใน haemocoel ของยุง Ar. suballbatus โดยขบวนการ melanotic encapsulation 

(Yamamoto et al., 1985, Beerntsen et al., 1989) 

ผลการศกึษาความชุกของการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียตามพืน้ที่ พบการตดิเชือ้พยาธิฟิลาเรยี 

ชนิด Brugia spp. มากในพืน้ที่หมู ่ 11 ซึ่งลักษณะทั่วไปในพืน้ที่หมู ่ 11 ยังคงเป็นพืน้ที่ป่าพรุและมีพื้นที่

บางสว่นถูกเปลี่ยนแปลงไปเป็นสวนยาง สวนปาล์ม และสวนผลไม้ ในขณะที่พื้นที่หมู ่ 3, 12 และ 22 

เป็นพืน้ที่ติดถนนหลักของอ าเภอท่าชนะ เป็นลักษณะชุมชนที่มีที่ตัง้ของบ้านเรือน ด้วยสภาพนเิวศน์ของ

พืน้ที่ซึ่งมีความเปลี่ยนแปลงไปตามการใชป้ระโยชน์จากพืน้ที่ จงึท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสภาพ

แหลง่เพาะพันธุ์ยุงซึ่งมีต่อการพบจ านวนของยุงดว้ย                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

การศกึษาการกระจายของยุงเสือ Mansonia spp. ในพืน้ที่แพร่โรค จากการศกึษาน าร่องใน

พืน้ที่ต าบลประสงค์โดยก าหนดจุดจับยุง 4 จุดตามบ้านที่พบการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรยีในแมวทั้ง 4 

หมูบ่้านที่ด าเนินการส ารวจหาเชื้อไมโครฟิลาเรีย จากผลการศกึษาครั้งนี้น ามาปรับวิธีการเก็บยุง

ตัวอย่าง โดยอาศัยข้อมูลการกระจายของยุงพาหะของโรคในเชิงพืน้ที่ (spatial distribution) และในเชิง

ของเวลา (temporary distribution) และทดลองเก็บยุงในจุดจับยุงที่ก าหนดขึน้ใหม่ในพืน้ที่หมู 11 พบว่า

สามารถพบการกระจายของยุง Mansonia spp. จ านวนมากขึ้น จึงน าหลักการในการก าหนดจุดจ ายุงนี้

ไปใช้ในการเก็บยุง Mansonia spp. ทีอ่ าเภอตากใบ 

ยุง Mansonia spp. ที่พบในพืน้ที่ศึกษาอ าเภอตากใบ ได้แก่ Ma. uniformis, Ma. unnulata, Ma. 

bonneae, Ma. indiana และ Ma. dives ในการเก็บตัวอย่างยุงครั้งแรก ยุงที่พบได้มาได้แก่ยุงชนิด Ma. 

uniformis Ma. annulata  และ Ma. bonneae ขณะที่การเก็บตัวอย่างยุงครั้งที่ 2 และ 3 ยุงที่พบได้มาก

ได้แก่ยุง Ma. Uniformis และ Ma. bonneae ในขณะที่ยุง Ma. dives มีโอกาสพบน้อยมาก ยุง Mansonia 

spp. เป็นยุงที่มแีหลง่เพาะพันธุ์บริเวณที่เป็นป่าพรุ โดยยุง Ma. Uniformis และ Ma. bonneae มักจะชอบ

วางไข่บริเวณที่มีพชืน้ าเล็ก เชน่ต้นจอก และผักตบชวา ในขณะที่แหล่งเพาะพันธุ์ของยุง Ma. dives จะ

อยู่ตามรากขนอ่อนของตน้ไม้ที่ขึ้นอยู่ชายน้ า (Muslim et al, 2013) ดังนัน้สภาพแวดล้อมในพื้นที่ศึกษา
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จงึเป็นปัจจัยเอื้อต่อการแพร่พันธุ์ของยุง Ma. Uniformis และ Ma. bonneae มากกว่า แตอ่ย่างไรก็ตาม

ในการศกึษานีย้ังพบว่ามยีุง Ar. Suballbatus ในจ านวนที่สูงเชน่กัน เนื่องจากยุงชนิดนีม้ีแหล่งเพาะพันธุ์

ที่มลีักษณะเป็นแหล่งน้ าเสียมีคุณภาพต่ า และอยู่ในแหล่งอาศัยของคน (Yamamoto et al, 1985) และ

ยังสามารถแยกตัวอ่อนพยาธิฟิลาเรียชนิด Brugia spp. ได้จากยุง Ar. Suballbatus ซึ่งผลการศกึษา

สอดคล้องและชีใ้ห้เห็นว่ายุง Ar. Suballbatus เป็นยุงพาหะส าคัญของเชือ้ฟิลาเรยีชนิด B. pahangi 

นอกจากปัจจัยเรื่องแหล่งเพาะพันธุ์ยุง (breeding site) ที่มผีลตอ่การพบยุงพาหะของโรคแล้ว 

ยังพบว่าความชืน้และอุณหภูมกิ็เป็นปัจจัยที่ส าคัญในการแพรก่ระจายของยุง โดยจาการเก็บตัวอย่างยุง

ในพืน้ที่ 3 ครั้ง ครั้งแรกท าในฤดูฝน (เดือนสิงหาคม) พบค่าเฉลี่ย Man biting rate  7.38 ครั้ง/ช่ัวโมง  

ในขณะที่การเก็บตัวอย่างครั้งที่ 2 ท าในฤดูแล้ง (เดือนมนีาคม) จะพบค่าค่าเฉลี่ย Man biting rate  

3.59 ครั้ง/ช่ัวโมง  ซึ่งลดลงอย่างมาก อย่างไรก็ตามการเก็บตัวอย่างยุงครั้งที่ 3  แม้ว่าจะเก็บในฤดูฝน 

(เดือนสิงหาคม) แตใ่นช่วงที่ด าเนินการเก็บตัวอย่างยุงนั้น มีฝนตกติดต่อกันทุกวัน จงึท าให้พบจ านวนยุง

ทีเ่ก็บได้ลดลง จงึพบค่าเฉลี่ยงของ Man biting rate เพียง 0.81 ครั้ง/ช่ัวโมง เท่านั้น จากการศกึษาของ 

Sassnau และคณะ (2014) พบว่าอุณหภูมิสง่ผลถึงการพัฒนาตัวอ่อนพยาธิในตัวยุงด้วย โดยพบว่าที่

อุณหภูมิ 30C เชื้อไมโครฟิลาเรยีจะพัฒนาไปเป็น L3 ในตัวยุงใชเ้วลาประมาณ 8-13 วัน ทั้งนี้ขึน้กับ

ชนิดของยุง และจะใช้เวลาในการพัฒนาตัวอ่อนนานขึน้เมื่ออุณหภูมิลดลง 

การเฝา้ระวังหลังหยุดการจ่ายยารักษากลุ่มในพืน้ที่แพร่โรคเท้าช้างบรูเกีย ตามโปรแกรมก าจัด

โรคเท้าช้างของประเทศไทย (Thai PELF) เริ่มด าเนินการตัง้แต่ปี พ.ศ. 2545 ในช่วงหลังระยะสิน้สุดการ

ด าเนนิโปรแกรมก าจัดโรคเท้าช้างบูรเกีย และท าการประเมินเพื่อพิจารณาหยุดการจา่ยยารักษากลุ่ม

ด้วยยาร่วมสองชนิดในพืน้ที่ (MDA) โดยอาศัยหลักการ วิธีการ กระบวนการ และเครื่องมือต่างๆ ที่ใชใ้น

การส ารวจการติดเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi ในคน สัตว์ และยุงพาหะน าโรค ในพืน้ที่แพร่โรค รวมถึง

พืน้ที่การเฝา้ระวัง โดยพิจารณาขอบเขตพื้นที่การส ารวจการติดเชือ้ฟิลาเรยี ตามปัจจัยแวดล้อมที่มีผล

ให้เกิดโอกาสในการกระจายโรคในพืน้ที่แพร่โรค เชน่ การก าหนดพืน้ที่และประชากรกลุ่มเป้าหมาย 

(target population and area) และการก าหนดกรอบการส ารวจการติดเชื้อพยาธิฟิลาเรยีในคน สัตว์ 

และยุงพาหะ เครื่องมือที่ใช้ในการด าเนินการเพื่อประเมินผลของโครงการและการเฝา้ระวัง คือ วิธีการ

ตรวจเชือ้ไมโครฟิลาเรียในเลือด  ซึ่งใช้ประเมินการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียในประชากรกลุ่มเป้าหมายที่

ได้รับการรักษากลุ่มดว้ยยาร่วมสองชนิด เพื่อตรวจหาผูต้ิดเชือ้รายใหม่และ ประเมินผลการรักษากลุ่ม 
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WHO ได้มขี้อก าหนดว่า หากพบการตดิเชื้อไมโครฟิลาเรียในเด็กที่เกิดใหมห่ลังจากเริ่มด าเนินโปรแกรม

ก าจัดโรคเท้าช้าง ในอัตรา 1 ต่อ 3,000 คน ให้ถือว่าโปรแกรมก าจัดโรคเท้าช้างนัน้ยังไม่ประสบ

ความส าเร็จ และไม่สามารถหยุดการจา่ยยารักษากลุ่มในพืน้ที่ MDA นั้นๆ ได้ (WHO, 20010) ดังนัน้ ใน

การประเมนิความส าเร็จของโปรแกรมก าจัดโรคเท้าช้างในระยะด าเนินโปรแกรมนี้ จงึต้องอาศัยข้อมูลที่

ได้จากการตรวจประเมินการตดิเชื้อ คือ ข้อมูลประเมินในกลุ่มผู้ตดิเชื้อสะสม ได้แก่ ความชุกการตดิเชือ้

ไมโครฟิลาเรีย และความชุกการตดิเชือ้ฟิลาเรยีแอนติบอดี ข้อมูลประเมินในประชากลุ่มเสี่ยง ได้แก่ 

เด็กที่เกิดใหมห่ลังจากเริ่มด าเนินโปรแกรมก าจัดโรคเท้าช้าง หรอืผูอ้พยพเคลื่อนย้ายเข้ามาอยู่อาศัย

หรอืประกอบอาชีพในพื้นที่แพร่โรค ข้อมูลระบาวิดทยาที่ส าคัญ คือ อุบัติการณ์การตดิเชือ้ไมโครฟิ

ลาเรยีในผู้ตดิเชือ้รายใหม ่ 

การพัฒนาเครื่องมือ rDNA locus specific PCR และ allele-specific nested multiplex PCR ใน

การศกึษาครั้งนี้ เป็นเครื่องมอืที่ใชใ้นการจ าแนกหาการติดเชือ้ไมโครฟิลาเรียและประเมินความไวต่อยา

ที่ใชใ้นโครงการรักษากลุ่ม (MDA) โดยที่ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา สามารถน าไปประยุกต์ใชไ้ด้ทั้ง

ตัวอย่างที่เป็นคน สัตว์ และยุงพาหะ จึงเป็นเครื่องมือที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการเฝา้ระวังหลัง

หยุดการจ่ายยารักษากลุ่มในพืน้ที่แพร่โรคเท้าช้างได้ ซึ่งจะเป็นเครื่องมอืในการประเมินการติดเชือ้ไม

โครฟิลาเรยีในประชากรกลุ่มเป้าหมายที่ได้รับการรักษากลุ่มดว้ยยาร่วมสองชนิด ค้นหาผูต้ิดเชื้อราย

ใหม่ในพืน้ที่ อีกทั้งยังประเมินประสิทธิภาพของยาที่ใชใ้นโครงการก าจัดโรคเท้าช้าง โดยการตดิตามการ

ดือ้ยากลุ่มเบนซิมดิาโซลในเชื้อฟิลาเรียชนิด B. malayi ภายใต้ภาวการณ์กดด้วยยารักษากลุ่มดว้ยยา

ร่วมสองชนิด  
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก 

ผลการการส ารวจเชื้อไมโครฟิลาเรยีจากคนในพื้นที่ศึกษา 

ล ำดับ
ที่ 

Isolate No. โฮสต์ พืน้ที่ 
ช่วงเวลำ
เกบ็

ตัวอย่ำง 

TBF exam Microscopic 
species 

identification 

PCR 
identification 

Pos 
result 

Density 
(mf/ml) 

1 C06D001 คน นราธิวาส กลางคืน pos  300 Brugia B. malayi 

2 C06D002 คน นราธิวาส กลางคืน pos 334 Brugia B. malayi 

3 C06D003 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - neg 

4 C06D004 คน นราธิวาส กลางคืน pos 33 Brugia B. malayi 

5 C01D005 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - neg 

6 C01D006 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - neg 

7 C01D007 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - neg 

8 C01D008 คน นราธิวาส กลางคืน pos 500 Brugia B. malayi 

9 C01D009 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - neg 

10 S01-001 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

11 S01-002 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

12 S01-003 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

13 S01-004 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

14 S01-005 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

15 S01-006 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

16 S01-007 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

17 S01-008 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

18 S01-009 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 



   ภาคผนวก 120 

 

19 S01-010 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

20 S01-011 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

329 to S01-320               

330 S02-001 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

331 S02-002 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

332 S02-003 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

333 S02-004 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

334 S02-005 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

335 S02-006 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

336 S02-007 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

337 S02-008 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

338 S02-009 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

339 S02-010 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

340 S02-011 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

508 to S02-179               

509 S03-001 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

510 S03-002 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

511 S03-003 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

512 S03-004 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

513 S03-005 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

514 S03-006 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

515 S03-007 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

516 S03-008 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

517 S03-009 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

518 S03-010 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

519 S03-011 คน นราธิวาส กลางคืน neg - - n/d 

741 to D03-233               
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ภาคผนวก ข 

ผลการการส ารวจเช้ือไมโครฟิลาเรียจากตวัอย่างสตัว ์

ล ำดับ
ที่ 

Isolate 
No. 

โฮสต์ พืน้ที่ 
ช่วงเวลำ
เกบ็

ตัวอย่ำง 

TBF exam Microscopic 
species 

identification 

PCR 
identification Pos 

result 
Density 
(mf/ml) 

1 A11N01 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน pos 167 Brugia - 

2 A11N02 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน pos 67 Brugia Brugia 

3 A11N03 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - -   

4 A11N04 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - -   

5 A11N05 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - - Brugia 

6 A11N06 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน pos 33 Brugia Brugia 

7 A11N07 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน pos 167 Dirof Dirof 

8 A11N08 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - -   

9 A11D09 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - -   

10 A11D10 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 633 Brugia Brugia 

11 A11D11 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - -   

12 A11D12 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 300 Brugia Brugia 
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13 A11D13 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 100 Brugia Brugia 

14 A11D14 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 133 Brugia Brugia 

15 A11D15 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 33 Brugia Brugia 

16 A11D16 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 500 Brugia Brugia 

17 A11D17 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 833 Brugia Brugia 

18 A11D18 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

19 A11D19 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 133 Brugia Brugia 

20 A11D20 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 133 Brugia Brugia 

21 A11D21 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 1800 Brugia Brugia 

22 A11D22 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

23 A11D23 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

24 A11D24 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

25 A11D25 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

26 A11D26 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

27 A11D27 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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28 A11D28 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

29 A11D37 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 167 Brugia Brugia 

30 A11D38 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

31 A11D39 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

32 B11N01 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน pos 500 Brugia Brugia 

33 B11N02 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - - neg 

34 B11N03 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - - neg 

35 B11N04 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางคืน neg - - neg 

36 B11D05 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 267 Brugia Brugia 

37 B11D06 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

38 B11D07 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 33 Dirof Dirof 

39 B11D08 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 200 Dirof Dirof 

40 B11D09 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

41 B11D10 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

42 B11D11 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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43 B11D12 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 2,476 Brugia Brugia 

44 B11D13 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 367 Dirof Dirof/Brugia 

45 B11D14 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 15,400 Dirof Dirof 

46 B11D15 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 133 Brugia Brugia 

47 B11D16 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 100 Brugia Brugia 

48 B11D17 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

49 B11D18 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

50 B11D19 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

51 B11D20 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

52 B11D21 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - Brugia 

53 B11D22 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

54 B11D23 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - Brugia 

55 B11D24 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

56 B11D25 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

57 B11D26 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 3,400 Brugia Brugia 
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58 B11D27 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

59 B11D28 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

60 B11D29 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 377 Brugia Brugia 

61 B11D30 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 567 Dirof Brugia/Dirof 

62 A3D78 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

63 A3D79 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

64 A3D80 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

65 A3D81 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

66 A3D82 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

67 A3D83 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

68 B3D67 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

69 B3D68 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

70 B3D69 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

71 B3D70 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - Brugia 

72 B3D71 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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73 B3D72 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

74 B3D73 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

75 B3D74 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

76 B3D75 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

77 B3D76 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

78 B3D77 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

79 B3D78 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

80 B3D79 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

81 B3D80 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

82 B3D81 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

83 B3D82 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

84 B3D83 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

85 B3D84 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

86 B3D85 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

87 A3D58 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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88 A3D59 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

89 A3D60 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

90 A3D61 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

91 A3D62 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

92 A3D63 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 6,100 Brugia Brugia 

93 A3D64 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

94 A3D65 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

95 A3D66 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

96 A3D67 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

97 A3D68 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

98 A3D69 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

99 A3D70 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

100 A3D71 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

101 A3D72 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

102 A3D73 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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103 A3D74 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

104 A3D75 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

105 A3D76 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

106 A3D77 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 833 Brugia Brugia 

107 B12D31 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

108 B12D32 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

109 B12D33 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 31,300 Dirof Dirof 

110 B12D34 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

111 B12D35 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 1,000 Dirof Dirof 

112 B12D36 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 867 Dirof Dirof 

113 B12D37 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 167 Brugia Brugia 

114 B12D38 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

115 B12D39 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 33 Brugia Brugia 

116 B12D40 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

117 B12D41 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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118 B12D42 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

119 B12D43 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

120 B12D44 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

121 B12D45 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

122 B12D46 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

123 B12D47 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

124 A12D29 สุนขั 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

125 A12D30 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

126 A12D31 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

127 A12D32 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

128 A12D33 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

129 A12D34 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

130 A12D35 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

131 A12D36 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

132 B22D48 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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133 B22D49 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

134 B22D50 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

135 B22D51 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

136 B22D52 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

137 B22D53 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

138 B22D54 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

139 B22D55 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

140 B22D56 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

141 B22D57 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

142 B22D58 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

143 B22D59 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

144 B22D60 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

145 B22D61 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

146 B22D62 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

147 B22D63 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 92,133 Brugia Brugia 
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148 B22D64 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

149 B22D65 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

150 B22D66 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

151 A22D40 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

152 A22D41 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

153 A22D42 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

154 A22D43 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

155 A22D44 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 133 Brugia Brugia 

156 A22D45 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

157 A22D46 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 10,000 Brugia Brugia 

158 A22D47 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั pos 367 Brugia Brugia 

159 A22D48 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

160 A22D49 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

161 A22D50 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

162 A22D51 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 
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163 A22D52 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

164 A22D53 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

165 A22D54 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

166 A22D55 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

167 A22D56 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

168 A22D57 แมว 
สุราษฎร์
ธานี กลางวนั neg - - neg 

169 N2A01 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

170 N2A02 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 634 Dirof Dirof 

171 N2A03 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 1,534 Dirof Dirof 

172 N2A04 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

173 N2A05 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

174 N2A06 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

175 N2A07 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

176 N2A08 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

177 N2A09 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 800 Dirof Dirof 

178 N2A10 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

179 N2A11 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

180 N2A12 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

181 N2A13 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

182 N2A14 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

183 N2A15 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

184 N2A16 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

185 N2A17 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 
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186 N3A01 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

187 N3A02 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

188 N3A03 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

189 N3A04 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

190 N3A05 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

191 N3A06 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

192 N3A07 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

193 N3A08 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

194 N3A09 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

195 N3A10 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

196 N3A11 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

197 N3A12 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

198 N3A13 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 600 Dirof Dirof 

199 N3A14 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

200 N3A15 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

201 N3A16 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

202 N3A17 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

203 N3A18 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

204 N3A19 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

205 N5A01 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

206 N5A02 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

207 N5A03 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

208 N5A04 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

209 N5A05 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

210 N5A06 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

211 N5A07 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

212 N5A08 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

213 N5A09 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 
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214 N5A10 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 467 Dirof Dirof 

215 N5A11 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

216 N5A12 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

217 N5A13 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

218 N5A14 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

219 N5A15 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 33 Brugia Brugia 

220 N5A16 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 66 Brugia Brugia 

221 N5A17 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 866 Dirof Dirof 

222 N5A18 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

223 N1A01 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

224 N1A02 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

225 N1A03 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

226 N1A04 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

227 N1A05 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

228 N1A06 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

229 N1A07 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

230 N1A08 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

231 N1A09 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

232 N1A10 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

233 N1A11 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

234 N1A12 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

235 N1A13 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

236 N1A14 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

237 N1A15 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

238 D005-033 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

239 D005-034 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

240 D005-035 สุนขั นราธิวาส กลางวนั pos 33 Dirof Dirof 

241 D005-036 สุนขั นราธิวาส กลางวนั pos 33 Dirof Dirof 
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242 D005-037 สุนขั นราธิวาส กลางวนั pos 166 Dirof Dirof 

243 D005-038 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

244 D005-039 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

245 D005-040 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

246 D005-001 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

247 D005-002 แมว นราธิวาส กลางวนั pos 100 Dirof Dirof 

248 D005-003 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

249 D005-004 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

250 D005-005 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

251 D005-006 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

252 D005-007 แมว นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

253 D005-008 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

254 D005-009 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

255 D005-010 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 

256 D005-011 สุนขั นราธิวาส กลางวนั neg - - neg 
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ภาคผนวก ค 

จ านวนและชนิดของยงุ Mansonia spp. ท่ีจ าแนกได้ในพ้ืนท่ีอ าเภอตากใบ 

ตารางแสดงจ านวนยุงและจ าแนกชนิดของยุงตามเวลาในการจบัในจดุท่ี 1 (จุด A) 

ชัว่โมงท่ี

ศึกษา* 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 11 

อณุหภมิู (oC)/ 

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 11 

อณุหภมิู (oC)/  

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

1 Ae. albopictus= 30 
 

26/74 Ar. subalbatus = 1 
Cx. gelidus = 1 
Cx. vishnui = 43 
Ae. albopictus =18  

24/70 

2 Ae. albopictus= 31 
Ae. aegypti = 1 

26/74 Ar. subalbatus = 4 
Cx. vishnui = 10 
Cx. quinquefasciatus =1 
Ma. uniformis = 1 

23/68 

3 Ae. albopictus= 1 
Ar. subalbatus = 1 
Cx. vishnui = 25 

27/73 Cx. vishnui = 23 
Cx. gelidus = 1 
Ar. subalbatus = 1 

23/67 

4 Ae. albopictus= 4 
Ar. subalbatus = 1 
Cx. vishnui = 10 

25/78 Cx. vishnui = 2 23/67 

5 Ar. subalbatus = 4 
Cx. vishnui = 1 

24/79 Cx. vishnui = 11 
Cx. quinquefasciatus =1 
Ar. subalbatus = 27 

22/67 

6 Cx. vishnui = 1 
Cx. gelidus= 1 

23/79 Cx. vishnui = 21 
Ar. subalbatus = 1 

23/80 

รวม 111  167  

*หมายถงึ ชัว่โมงที ่1: 15.00 น. – 15.55 น.   ชัว่โมงที ่4: 18.00 น. – 18.55 น.   
ชัว่โมงที ่2: 16.00 น. – 16.55 น.    ชัว่โมงที ่5: 19.00 น. – 19.55 น. 
ชัว่โมงที ่3: 17.00 น. – 17.55 น.    ชัว่โมงที ่6: 20.00 น. – 20.55 น. 
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ตารางแสดงจ านวนยุงและจ าแนกชนิดของยุงตามเวลาในการจบัในจดุท่ี 2 (จุด B) 

ชัว่โมงท่ี

ศึกษา* 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 3 

อณุหภมิู (oC)/ 

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 3 

อณุหภมิู (oC)/  

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

1 Cx. vishnui = 2 
Ae. albopictus = 32 

36/40 Ae. albopictus = 7 
Cx. quinquefasciatus =1 

31/60 

2 Ae. albopictus = 29 
Ae. aegypti = 1 
Cx. = 4 

27/74 - 30/60 

3 Ae. albopictus = 40 
Cx. = 3 

27/71 Ae. albopictus = 2 29/60 

4 Ae. albopictus = 11 
Cx. = 1 

28/55 Ae. albopictus = 8 
Cx. vishnui = 5 

29/65 

5 Ar. subalbatus = 1 
Ae. albopictus = 11 

28/58 Cq. crassipes = 1 
Ae. albopictus = 2 
Cx. vishnui = 34 
An. whartoni = 1 

28/68 

6 - 25/75 Cx. vishnui = 7 26/72 

รวม 135  68  

*หมายถงึ ชัว่โมงที ่1: 15.00 น. – 15.55 น.   ชัว่โมงที ่4: 18.00 น. – 18.55 น.   
ชัว่โมงที ่2: 16.00 น. – 16.55 น.    ชัว่โมงที ่5: 19.00 น. – 19.55 น. 
ชัว่โมงที ่3: 17.00 น. – 17.55 น.    ชัว่โมงที ่6: 20.00 น. – 20.55 น. 
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ตารางแสดง จ านวนยุงและจ าแนกชนิดของยุงตามเวลาในการจบัในจดุท่ี 3 (จุด C) 

ชัว่โมงท่ี

ศึกษา* 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 12 

อณุหภมิู (oC)/ 

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 12 

อณุหภมิู (oC)/  

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

1 Ae. albopictus = 4  34/58 Ae. albopictus = 20 
Ae. aegypti = 2 
Cx. = 2 
Ar. subalbatus =1 

34/58 

2 Ae. albopictus = 10 30/65 Ae. albopictus = 22 
Cx. vishnui = 1 
Ar. subalbatus = 2 
Ae. = 1 

30/66 

3 Ar. subalbatus = 6 
Ae. albopictus = 14 
Cx. vishnui = 8 

28/68 Ae. albopictus = 12 
Ar. subalbatus = 14 
Cx. vishnui = 1 

28/68 

4 Ae. albopictus = 12 
Ar. subalbatus = 2 
Mn. indiana = 2 

27/70 Ae. albopictus = 12 
Ar. subalbatus = 41 

27/70 

5 Cx. vishnui = 22 
Ar. subalbatus = 18 
Ae. albopictus = 1 

26/72 Cx. vishnui = 17 
An. subpictus = 1 
Cq. Crassipes = 1 

26/72 

6 Cx. vishnui = 13 
Cx. quinquefasciatus=1 

26/74 Cx. vishnui = 7 
Ar. subalbatus = 1 
Cx. = 5 

26/74 

รวม 113  163  

*หมายถงึ ชัว่โมงที ่1: 15.00 น. – 15.55 น.   ชัว่โมงที ่4: 18.00 น. – 18.55 น.   
ชัว่โมงที ่2: 16.00 น. – 16.55 น.    ชัว่โมงที ่5: 19.00 น. – 19.55 น. 
ชัว่โมงที ่3: 17.00 น. – 17.55 น.    ชัว่โมงที ่6: 20.00 น. – 20.55 น. 
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ตารางแสดงจ านวนยุงและจ าแนกชนิดของยุงตามเวลาในการจบัในจดุท่ี 4 (จุด D) 

ชัว่โมงท่ี

ศึกษา* 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ 22 

อณุหภมิู (oC)/ 

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

จบัจากภายนอกบา้น 

หมู่ท่ี 22 บ้านพกั 

อณุหภมิู (oC)/  

ความช้ืน (%) 

ภายนอกบา้น 

1 Ae. albopictus = 3 30/64 - - 

2 Ae. albopictus = 8 30/64 - - 

3 Cx. = 1 
Ae. albopictus = 7 
Ar. subalbatus = 2 

29/69 - - 

4 Ar. subalbatus = 66 
Cx. vishnui  = 8 
Ae. albopictus = 18 

28/68 - - 

5 Cx. vishnui = 60 
Ae. albopictus = 2 
Ar. subalbatus = 2 

27/68  Ma. Uniformis = 3 
Cx. vishnui = 33 
Cx. gelidus = 1 
Ae. albopictus = 1 

28/62 

6 Cx. vishnui = 57 
Cx. quinquefasciatus = 1 

25/73 Ma. Uniformis = 1 
Cx. vishnui  = 12 
 

28/68 

7 Cx. vishnui = 54 24/76 Cx. vishnui = 25 28/68 
รวม 289  76  

*หมายถงึ ชัว่โมงที ่1: 15.00 น. – 15.55 น.   ชัว่โมงที ่4: 18.00 น. – 18.55 น.   
ชัว่โมงที ่2: 16.00 น. – 16.55 น.    ชัว่โมงที ่5: 19.00 น. – 19.55 น. 
ชัว่โมงที ่3: 17.00 น. – 17.55 น.    ชัว่โมงที ่6: 20.00 น. – 20.55 น. 
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ภาคผนวก ง 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. หนังสือชื่อ “ความรูพ้ืน้ฐานโรคเท้าช้าง (Essentials of Lymphatic Filariasis)” โดย อดิศักดิ์ ภูมิ

รัตนแ์ละอภริดี อินทรพักตร ์ ซึ่งมีการเผยแพรไ่ปยังหอ้งสมุดมหาวิทยาลัย และในเวปไซต ์

www.essentials-lf.com   ตั้งแตเ่ดือนเมษายน 2558 ถึงเดือนพฤษภาคม 2559 ตามเล่ม

หนังสือที่แนบมากับราบงาน และเอกสารแสดงหน้าเวปไซต์ และการดาวนโ์หลด  

2. ผลงานที่ตีพิมพ์ในวารสาร เรื่อง “Development of allele-specific duplex nested PCR for 

detection and identification of beta-tubulin gene responsible for benzimidazole 

susceptibility and resistance in filariids”  ในขณะนี้อยู่ในขั้นตอนของการด าเนินการ 

3. การใชอ้งค์ความรูท้ี่ได้ในการตรวจยนืยันการเกิดโรคใหก้ับผูต้ิดเชือ้ไมโครฟิลาเรียที่อยู่ในการ

ดูแลของส านักงานป้องกันและและควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดชลบุรี  และยังได้มกีรถ่ายทอดองค์

ความรูท้างดา้นการศกึษานิเวศน์วิทยาที่มีผลต่อการแพร่กระจายของยุง 

http://www.essentials-lf.com/
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1. หนา้เวปไซต์ www.essentials-lf.com  และสถิตกิารดาวน์โหลด 

 

 

 

 

 

 

http://www.essentials-lf.com/
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2. บทคัดย่อของบทความที่ก าลังด าเนินการเพื่อตพีิมพ์ 

Development of allele-specific duplex nested PCR for detection and identification of beta-tubulin 

gene responsible for benzimidazole susceptibility and resistance in filariids 

Apiradee Intarapuk1,2, Danai Saengthong3, Suntorn Pimnon4, Prapa Sorosjinda-Nunthawarasilp5, 

Adisak Bhumiratana2,4 

1Department of clinic, Faculty of Veterinary Medicine, Mahanakorn University of Technology, 
Bangkok, Thailand 
2Center for Ecohealth Education and Research (CEER), Faculty of Public Health, Thammasat 
University, Rangsit Center, Prathumthani, Thailand 
3Department of Animal Husbandry and Basic Professional Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, 
Mahanakorn University of Technology, Bangkok, Thailand 
4Department of Parasitology and Entomology, Faculty of Public Health, Mahidol University, Bangkok, 
Thailand 
5Department of Fundamentals of Public Health, Faculty of Public Health, Burapha University, 
Chonburi, Thailand 

 
 
ABSTRACT  

The nucleotide polymorphism occurring at the codon 200 of the isotype 1 β-tubulin gene serves 

as a potential molecular marker for diagnosis and monitoring of benzimidazole (BZ) 

susceptibility/resistance in some nematodes. The BZ-resistant population of both human and animal 

filariids confers the point mutation at the position Phe (TTC) to Try (TAC).  The allele-specific duplex 

nested PCR (A-PCR) technique was developed to detect and identify the BZ susceptible/resistant 

allele of the isotype 1 β-tubulin gene retained in filarial genomes including Wuchereia bancrofti, 

Brugia malayi, Brugia pahangi, Dirofilaria immitis, and Dipetalonema recognitum. The A-PCR 

employed primary reaction containing the primer set universal for the nucleotide sequence spanning 

the exon 5 of the the isotype 1 β-tubulin gene retained in the filarial genomes, whereas in second-

round PCR, two separate reactions containing the primer sets specific for the alleles were 

performed. The BZ-susceptible homozygous SS allele yielded a 174 bp and duplex 174 and 108 bp. 

The BZ-susceptible heterozygous Sr allele yielded duplex DNA fragments of 174 plus 117 bp and 174 

plus 108 bp. The BZ-resistant homozygous rr allele yielded duplex 174 plus 117 bp and a 174 bp. The 

technique that specifically amplified all the target genomes originally obtained from microfilaremic 

blood samples was tested to evaluate the specificity and sensitivity by using a ten-fold serially 

diluted filarial gDNAs. As for internal controls, gDNA templates from infected and uninfected blood 

samples of humans, dogs, and cats were used. The gDNA templates from Haemonchus contortus and 

other parasite infections were used positive and negative controls. When examined for each filarial 

genome, all PCR reactions corresponded to the detectable BZ-susceptible homozygous SS allele, 

which was authentically derived from the exon 5 of β-tubulin gene based on sequencing and the 

analysis of the homologous sequences. Furthermore, the advancement of the A-PCR will augment 

diagnosis and monitoring of BZ susceptibility/resistance in the wild populations of the filariids, as 

well as molecular xenomonitoring of any larval stages of the filariids present in filariasis vectors.  
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3.  ตัวอย่างการตรวจยืนยันการเกิดโรคและการน าเสนอองค์ความรูใ้ห้กับส านักงานป้องกันและ

และควบคุมโรคที่ 3 จังหวัดชลบุรี   
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