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บทคัดย่อ  การติดเชื้อไวรัสคางทูมก่อให้เกิดอาการอักเสบของต่อมน�ำ้ลายและอาจเกิดอาการแทรกซ้อน เช่น อัณฑะอักเสบ 
เยื่อบุสมองอักเสบ หรือหากมารดาติดเชื้อในช่วงไตรมาสแรกของการตั้งครรภ์อาจมีโอกาสแท้งบุตรได้ จากความส�ำคัญตาม 
ทีก่ล่าวน้ีคณะผูว้จิยัจงึได้พฒันาการตรวจหาสารพนัธกุรรมของไวรสัคางทมูในตวัอย่างส่งตรวจด้วยวธิ ีRT-PCR โดยปรมิาณสาร
พนัธกุรรมท่ีน้อยทีส่ดุทีว่ธิ ีRT-PCR ทีพ่ฒันานี ้สามารถตรวจพบได้คอืปรมิาณ 10 copies หรอื 40 ag  (10-18g) และมคีวามจ�ำเพาะ 
(specificity) โดยไม่พบปฏิกิริยาข้ามกัน (cross reaction) กับไวรัสหัดซึ่งถูกจัดอยู่ในวงศ์ (family) เดียวกับไวรัสคางทูม 
ผลจากการศึกษานี้ยังแสดงให้เห็นว่าวิธี RT-PCR นี้สามารถน�ำไปใช้ตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมได้ทั้งในตัวอย่าง 
น�้ำลาย, สวอบคอ (throat swab), สวอบกระพุ ้งแก้ม (buccal swab), น�้ำอสุจิ (semen) และน�้ำไขสันหลัง 
(cerebrospinal fluid, CSF) รวมทั้งใน cell lysate ที่ได้จากการแยกเชื้อไวรัสคางทูมในเซลล์เพาะเลี้ยง โดยผลการทดสอบ
ทีไ่ด้จากวธิ ีRT-PCR ทีพ่ฒันาขึน้มคีวามสอดคล้องกบัผลการแยกเชือ้ไวรสัคางทมูในเซลล์เพาะเลีย้งซึง่เป็นวธิ ีgold standard  
ร้อยละ 100 จึงกล่าวได้ว่าวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพที่สามารถน�ำไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมทาง 
ห้องปฏิบัติการและยังสามารถน�ำไปใช้วิเคราะห์หาจีโนทัยป์ (genotype) ไวรัสคางทูมที่ระบาดในประเทศต่อไป
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บทน�ำ

โรคคางทูม (Mumps/Epidemic Parotitis) เกิดจากการติดเชื้อไวรัสคางทูม (Mumps Virus) ซึ่งเป็น

ไวรัสในกลุ่ม Paramyxoviridae(1) ท�ำให้เกิดอาการอักเสบของต่อมน�้ำลายและอาจก่อให้เกิดอาการแทรกซ้อนรุนแรง 

เช่น เป็นหมนั หรอืถงึแก่ชวิีตได้  นอกจากน้ี 15% ของผูต้ดิเชือ้ไวรสัคางทมูอาจมอีาการเยือ่บสุมองอกัเสบ และยงัมรีายงาน

ของการติดเชื้อไวรัสนี้ในสตรีตั้งครรภ์ช่วงไตรมาสแรกอาจท�ำให้เกิดการแท้งได้(2)  ส�ำหรับสถานการณ์ของโรคคางทูม 

ในประเทศไทย แม้ว่าอัตราการระบาดของโรคคางทูมมีแนวโน้มลดลง โดยอัตราป่วยต่อแสนคนมีแนวโน้มลดลง

สังเกตได้จากอัตราป่วย 66.84 ในปี พ.ศ. 2539 ลดลงเป็น 11.17 ในปี พ.ศ. 2555 แต่อย่างไรก็ตามยังไม่สามารถ

กวาดล้างโรคน้ีให้หมดไปจากประเทศได้ ซึ่งกลุ่มเสี่ยงมักเป็นกลุ่มผู้ใหญ่ที่เกิดก่อนที่จะมีการให้วัคซีน MMR ใน

แผนงานสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคของประเทศไทยปี 2540 รวมถึงเด็กอายุต�่ำกว่า 7 ปี ซึ่งเป็นกลุ่มที่เคยได้รับวัคซีน

เพียงหนึ่งครั้งหรือยังไม่เคยได้รับวัคซีนซึ่งพบจากรายงานการระบาดของโรคคางทูมที่มีอยู่อย่างต่อเนื่อง นอกจากนี ้

ยงัมสีถานการณ์การระบาดของโรคคางทูมปรากฏให้เหน็เรือ่ยมา(3)  แม้กระทัง่ประเทศทีพ่ฒันาแล้วอย่างประเทศองักฤษ 

สหรัฐอเมริกา และแคนาดาโดยพบการระบาดใหญ่ของโรคคางทูมในประเทศอังกฤษช่วงปี พ.ศ. 2547 ถึง 2548  

พบผู้ป่วยประมาณ 50,000 ราย(4) หลังจากนั้นพบการระบาดในประเทศสหรัฐอเมริกาในช่วงปลายปี 2548 ถึง  

กลางปี 2549 พบผู้ป่วยมากกว่า 2,500 ราย(5) และในปี 2550 พบผู้ป่วยประมาณ 900 คนในประเทศ แคนาดา(6)  

ดังนั้น การเฝ้าระวังและการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการยังคงเป็นสิ่งที่ต้องกระท�ำและพัฒนาต่อไป

การตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมทางห้องปฏิบัติการสามารถท�ำได้หลายวิธี ไม่ว่าจะเป็นการตรวจทางน�้ำเหลือง 

(Serological diagnosis) เช่น การตรวจหาภมูคิุม้กนัชนดิ IgM ต่อไวรสัคางทมูด้วยวธิ ีEnzyme Linked Immuno 

Assay (ELISA)(7) การแยกเชื้อไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงซึ่งสามารถแยกเชื้อไวรัสคางทูมได้ 65% จากสวอบน�้ำลาย 

(salivary swab) ทีเ่กบ็ภายในระยะเวลา 5 วนัหลงัป่วย(1)  ปัจจบุนันกัวทิยาศาสตร์ส่วนใหญ่สนใจมาใช้วธิกีารตรวจวนิจิฉยั 

ระดับโมเลกุล (molecular diagnosis) ที่มีความไวสูง เช่นวิธี Nested PCR, Reverse Transcription–PCR 

(RT-PCR), real-time PCR จนถงึการใช้  micro array  โดยในการพฒันาวธิดีงักล่าวศกึษาจากตวัอย่างหลายชนดิ 

เช่น น�้ำลาย น�้ำไขสันหลัง ปัสสาวะ และสวอบคอ (throat swab)(8-12 )  ซึ่งสามารถน�ำไปสู่การศึกษาทางพันธุกรรม  

เพื่อรองรับการระบาดของโรค และเป็นฐานข้อมูลเฝ้าระวังและสอบสวนโรค รวมถึงการพัฒนาสายพันธุ์วัคซีนต่อไป

จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นชี้ให้เห็นว่าวิธี PCR เป็นวิธีที่น่าสนใจที่จะน�ำมาประยุกต์ใช้ทางห้องปฏิบัติการ 

เพื่อตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมและโรคสมองอักเสบอันเนื่องมาจากการติดเชื้อไวรัสคางทูม

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ตัวอย่างส่งตรวจท่ีใช้ในการศึกษาทั้งหมดจ�ำนวน 70 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างส่งตรวจทางห้องปฏิบัติการ 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ประกอบด้วย Throat swab 34 ตัวอย่าง, น�้ำลาย 17 

ตัวอย่าง, Buccal swab 11 ตัวอย่าง, ซีรั่ม 4 ตัวอย่าง, ปัสสาวะ 2 ตัวอย่าง, CSF และ Semen อย่างละ 1 ตัวอย่าง

ไวรัส

ในการทดสอบ Specificity ของวิธี RT-PCR ใช้ตัวอย่างส่งตรวจของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข

ที่ได้รับการตรวจยืนยันด้วยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนต์ และ RT-PCR แล้วว่ามีการติดเช้ือไวรัสหัดเนื่องจาก 

ไวรัสหัดถูกจัดอยู่ใน Family Paramyxoviridae ซึ่งเป็น family เดียวกับ mumps virus โดยตัวอย่างจะถูก 

น�ำมาสกัดสารพันธุกรรมตามขั้นตอนที่จะกล่าวต่อไปและเก็บสารพันธุกรรมดังกล่าวไว้ที่ -70 ํC จนกว่าจะใช้งาน
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การเตรียม SH-recombinant plasmid

เตรียม SH-recombinant plasmid เพื่อใช้ในการหา limitation of detection และ positive control 

ของวิธี RT-PCR โดยการโคลนยีน (gene cloning) ยีนส่วน SH ความยาว 674 bp เข้าสู่ vector ด้วยชุดโคลน

ส�ำเร็จรูป pCR 8/GW/TOPO TA Cloning kit (invitrogen, USA) และ vector ที่ใช้คือ pCR 8/GW/TOPO 

ขั้นตอนตามคู่มือของบริษัท(13)

การสกัดสารพันธุกรรม

การสกัด RNA ใช้ชุดสกัดสารพันธุกรรมส�ำเร็จรูป QIAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN, 

Germany) โดยใช้ตัวอย่าง 140 µl ผสม lysis buffer 560 µl ผสมให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที เติม 

ethanol 560 µl ผสมให้เข้ากัน เติมลงใน column น�ำไปปั่นที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที หลังจากนั้นล้าง 

column ด้วย washing buffer จ�ำนวน 2 ครัง้และ eluted ด้วยน�ำ้กลัน่ 30 µl โดยป่ัน column ทีค่วามเรว็ 14,000 rpm 

นาน 3 นาท ีท�ำการหาปรมิาณสารพันธกุรรมท่ีสกดัได้ด้วยเครือ่ง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลืน่ (wave length) 

260 และ 280 nm จากนั้นเก็บสารพันธุกรรมดังกล่าวที่ -70 ํC จนกว่าจะน�ำไปใช้งาน

การท�ำ RT-PCR

เป็นการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมในส่วน SH gene ความยาว 674bp โดยใช้ forward  

และ  reverse primers  ดงันี ้ 5’-AGTAGTGTCGATGATCTCAT-3’ และ   5’-GCTCAAGCCTTGATCATTGA-3’ 

การเตรียม PCR mixture ใช้ชุดน�้ำยา OneStep RT-PCR (QIAGEN, Germany) ดังนี้ 5x buffer 10 µl, 

dNTP 2 µl, Enzyme solution 2 µl, RNase inhibitor 20 U, primer 0.6 µM ต่อเส้นและน�้ำกลั่นให้ครบ

ปริมาตร 45 µl หลังจากนั้นเติมสารพันธุกรรมตัวอย่าง 5 µl โดยมีปริมาตรรวม 50 µl และ ใช้ PCR cycle ดังนี้  

50 ํC 30 นาที จ�ำนวน 1 รอบ, 95 ํC 15 นาที จ�ำนวน 1 รอบและ 40 รอบของ 94 ํC 1 นาที, 55 ํC 1 นาที และ 72 ํC 

1 นาทีหลังจากนั้นเข้าสู่ 72 ํC 10 นาที และ 4 ํC, α โดยใช้ SH-recombinant plasmid และสารพันธุกรรมที่สกัด

จาก supernatant ของน�้ำเลี้ยงเซลล์ Vero/hSLAM เป็น positive และ negative control ตามล�ำดับ

การหาล�ำดับสารพันธุกรรม

ใช้ Bigdye V3.1 (Applied BioSystem; USA) โดยใช้ DNA template 1-3 ng, 5x buffer 2  µl, 

Bigdye 2  µl, primer 3.2 pmol เติมน�้ำกลั่นให้ได้ปริมาตรรวม 20  µl น�ำเข้าเครื่องเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรม 

โดยมีขั้นตอนดังนี้ 95 ํC 5 นาที 1 รอบ เข้าสู่ 30 รอบของ 96 ํC 10 วินาที, 50 ํC 10 วินาทีและ 60 ํC 10 วินาที  

หลังจากนั้นน�ำไปหาล�ำดับสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง DNA sequence genetic analyzer 3130XL (Applied 

BioSystem; USA) เมื่อได้ล�ำดับสารพันธุกรรมที่ต้องการ จึงน�ำไปตรวจสอบว่าล�ำดับสารพันธุกรรมที่ได้นั้นเป็น 

สารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมที่ต้องการโดยใช้โปรแกรม Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)

การแยกเชื้อไวรัสคางทูมในเซลล์เพาะเลี้ยง

น�ำตัวอย่างส่งตรวจปริมาตร 1 มล. ลงเพาะเชื้อในเซลล์ vero/hSLAM ซึ่งเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยง (tissue 

culture flask) ขนาด 25 cm 2 ด้วย 10% FBS-DMEM ที่ 37 ํC, 5% CO2 เป็นเวลา 5 วัน อ่านผลทุกวัน 

หากพบความผิดปกติจากพยาธิสภาพของเซลล์ (Cytopathic effect) ให้แบ่งส่วนหนึ่งไปท�ำการตรวจพิสูจน์เชื้อและ 

ส่วนที่เหลือเก็บไว้ที่ -70 ํC ถือเป็น passage ที่ 1 (#1) หาก #1 ไม่พบเชื้อ ท�ำการเพาะเชื้อตามขั้นตอนที่กล่าวมา 

เป็นครั้งที่ 2 (#2) หากไม่พบเชื้อถือว่าเป็นผลลบ (Negative)(14)
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ภาพที่ 1  การหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยที่สุดที่วิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาได้ โดยท�ำ ten 

fold-dilution ของ SH-recombinant plasmid จากช่วง 1 × 106 ถึง 0 copy หรือ 4 × 10-12 ถึง 4 × 10-19 g 

โดยช่องที่ 1 และ 10 คือ 100 bp DNA marker ช่องที่ 2 - 9 คือ SH-recombinant plasmid ปริมาณ 1.0 × 106, 

1.0 × 105, 1.0 × 104, 1.0 × 103, 1.0 × 102, 10, 1 และ 0  copy หรือ 4 × 10-12,  4 × 10-13, 4 × 10-14, 4 × 10-15, 

4 × 10-16, 4 × 10-17, 4 × 10-18, 4 × 10-19g ตามล�ำดับ 

การตรวจพิสูจน์เชื้อไวรัสคางทูมโดยการย้อมด้วยวิธี Fluorescent antibody test (FAT)

ท�ำการ fixed infected cell ด้วย acetone แล้วหยดด้วย monoclonal antibody ต่อไวรัสคางทูม 

ตามด้วย Rabbit anti- Mouse  Immunoglobulin และอ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ที่ก�ำลังขยาย 

200 เท่า (200 x) โดยการอ่านผลว่าเป็นบวกเมื่อพบการเรืองแสงสีเขียว (apple green)(14)

ผล

การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดโดยวิธี RT-PCR ที่สามารถตรวจพบได้ (limitation of detection, 

LOD)

การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดโดยวิธี RT-PCR ที่สามารถตรวจพบได้ โดยท�ำ ten- fold serial 

dilution ของ SH-recombinant plasmid จากความเข้มข้น 1 × 106 ถึง 0 copy หรือ 4 × 10-12  ถึง 4 × 10-19 g 

พบว่าปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบได้คือ 10 copies หรือ 4 × 10-17 g (ภาพที่ 1)

การหาความจ�ำเพาะ (Specificity) ของวิธี RT-PCR

ด�ำเนินการทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี RT-PCR โดยน�ำตัวอย่างเช้ือไวรัสคางทูมที่แยกได้ในเซลล์เพาะ

เลี้ยง รวมทั้งสารพันธุกรรมมาตรฐาน mumps RNA ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก Center for Disease Control 

and Prevention (CDC), Atlanta และตัวอย่างเชื้อไวรัสหัดที่แยกได้จากเซลล์เพาะเลี้ยง มาท�ำการทดสอบด้วยวิธี  

RT-PCR ท่ีพัฒนาข้ึน พบว่าวิธีน้ีสามารถเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมจากตัวอย่างเช้ือไวรัสคางทูม 

ทีแ่ยกได้เซลล์เพาะเลีย้ง รวมทัง้สารพนัธกุรรมมาตรฐาน mumps RNA และตวัควบคมุบวก (positive control) โดย 

ไม่พบ specific band ในตวัอย่างท่ีตดิเชือ้ measles virus และตวัควบคุมลบ (negative control) ดงัแสดงในภาพที ่2

700 bp
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ภาพที่ 3 การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมด้วยวิธี RT-PCR ในตัวอย่างส่งตรวจชนิดต่างๆ 

ช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker ช่องที่ 2, 3 และ 4 คือ Nuclease-free water, negative และ positive  

control ตามล�ำดับ ช่องที่ 5 - 9 คือตัวอย่าง throat swab, CSF, cell lysate, buccal swab และ saliva ตามล�ำดับ

การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมด้วยวิธี RT-PCR ในตัวอย่างส่งตรวจ

ท�ำการตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมด้วยวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นในตัวอย่างส่งตรวจ 

จ�ำนวน 70 ตัวอย่าง ประกอบด้วยสวอบคอ (Throat swab) 34 ตัวอย่าง, น�้ำลาย 17 ตัวอย่าง, สวอบกระพุ้งแก้ม 

(Buccal swab) 11 ตัวอย่าง, ซีรั่ม 4 ตัวอย่าง, ปัสสาวะ 2 ตัวอย่าง, น�้ำไขสันหลัง (CSF) และน�้ำอสุจิ (Semen) 

อย่างละ 1 ตัวอย่าง พบว่าสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมความยาว 674 bp ได้จากตัวอย่างดังกล่าวจ�ำนวน 41 (59%) 

ตัวอย่างโดยตรวจพบใน throat swab จ�ำนวน 20/34 (59%), น�้ำลาย 8/17 (47%), buccal swab 7/11 (64%), 

CSF1/1 (100%) และ Semen 1/1 (100%) แต่ไม่สามารถตรวจพบสารพนัธกุรรมของไวรสัคางทมูในตวัอย่างปัสสาวะ 

(0/2) ดังแสดงในรูปที่ 3 และเมื่อน�ำ PCR product ที่ได้ไปหาล�ำดับสารพันธุกรรมและท�ำการ Blast ด้วยโปรแกรม 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ทางอินเทอร์เน็ต พบว่า PCR product ที่ได้ คือสารพันธุกรรมของ

ไวรัสคางทูมในส่วนของ SH gene

ภาพที่ 2 การหาความจ�ำเพาะของวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น โดยศึกษาจากตัวอย่างที่สามารถแยกเชื้อไวรัสคางทูมได้, 

mumps RNA ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก CDC และตัวอย่างที่ติดเชื้อ measles virus โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp 

DNA marker ช่องที่ 2 - 7 คือ 2: DW, 3: negative control, 4: positive control, 5: ตัวอย่างที่สามารถแยก

เชื้อไวรัสคางทูมได้, 6: mumps RNA มาตรฐาน, 7: ตัวอย่างติดเชื้อไวรัส measles ตามล�ำดับ

700 bp

700 bp 674 bp
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี RT-PCR และการแยกเชื้อไวรัสคางทูมในเซลล์เพาะเลี้ยง

จากตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาทั้งหมด 70 ตัวอย่าง สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมด้วย

วิธี RT-PCR จ�ำนวน 41 ตัวอย่าง ซึ่งในจ�ำนวนนี้สามารถแยกเชื้อไวรัสคางทูมได้ 17 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 41.5  

แต่ที่เหลืออีก 24 ตัวอย่างคิดเป็นร้อยละ 58.5 ที่ไม่สามารถแยกเชื้อได้ อย่างไรก็ตามทุกตัวอย่างที่สามารถแยกเชื้อได้ 

จะสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมด้วยวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นซึ่งเมื่อท�ำการเปรียบเทียบวิธ ี

RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นกับวิธีการแยกเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงพบว่า วิธี RT-PCR มีความไว (sensitivity) และ 

ค่าความเชื่อถือได้เมื่อค่าเป็นลบ (Negtive Predictive Value) เป็น 100% ในขณะที่ความจ�ำเพาะ (specificity) 

และความเชื่อถือได้เมื่อค่าเป็นบวก (Positive Predictive Value) เป็นร้อยละ 54.7 และ 41.46 ตามล�ำดับ เนื่องจาก

มี 24 ตัวอย่าง ซึ่ง RT-PCR ให้ผลบวก แต่การแยกเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยง (cell isolation) ให้ผลลบ (ตารางที่ 1) 

อย่างไรก็ตาม เมี่อน�ำ PCR product ของทั้ง 24 ตัวอย่างไปท�ำการวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมแล้ว ท�ำการ Blast 

ผ่านเว็บไซต์ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) พบว่าทั้ง 24 ตัวอย่างมีความเหมือนกับ SH gene 

ของไวรัสคางทูม 98 - 99% (ข้อมูลไม่ได้น�ำมาแสดง)

ตารางที่ 1 การค�ำนวณหาค่าความไว ความจ�ำเพาะ ค่าความเชื่อถือได้เมื่อค่าเป็นบวกและลบ

Sensitivity = [17/(17+0)] × 100 = 100%

Specificity = [29/(29+24)] × 100 = 54.7%

Positive predictive value = [17/(17+24)] × 100 = 41.5%

Negative predictive value = [29/(29+0)] × 100 = 100%

Cell isolation

	 +	 -

	 +	 17	 24

	 -	 0	 29
RT-PCR

วิจารณ์

จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้มีประสิทธิภาพ โดยปริมาณสารพันธุกรรม 

ที่น้อยที่สุดที่วิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจพบได้คือ 10 copies หรือ 40 ag (10-18g) ซึ่งสอดคล้องกับที่  

Jin Li และคณะที่ได้รายงานไว้(15) และไม่พบ cross reaction จากตัวอย่างที่ติดเชื้อไวรัสหัด ซึ่งเป็นไวรัสในวงศ์ 

family เดียวกัน ถือว่าวิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้นนี้ มีความจ�ำเพาะและความไวสูง 

นอกจากนี้ จากการศึกษาในตัวอย่างส่งตรวจ พบว่าตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธี RT-PCR ให้ผลตรงกับ 

ผลการแยกเช้ือไวรสัคางทูมในเซลล์เพาะเล้ียง ซึง่ถือเป็นวธิ ีgold standard ทกุตวัอย่างคิดเป็นร้อยละ 100 และสามารถ

เพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรมของ RNA มาตรฐานของไวรสัคางทมูทีไ่ด้รบัความอนเุคราะห์จาก CDC ประเทศสหรฐัอเมรกิา

จึงกล่าวได้ว่าผลการทดสอบด้วยวิธี RT-PCR นี้มีความเชื่อถือได้ รวมทั้งด้วยวิธี RT-PCR นี้สามารถตรวจพบสาร

พันธุกรรมของไวรัสคางทูมในตัวอย่างส่งตรวจจ�ำนวน 24 ตัวอย่างจากผู้ป่วยคางทูมที่ไม่สามารถแยกเช้ือไวรัสคางทูม 

ในเซลล์เพาะเลี้ยงได้ซึ่ง PCR product จากตัวอย่างดังกล่าวนี้ถูกน�ำหาล�ำดับสารพันธุกรรมหลังจากท�ำการ blast และ

เปรียบเทียบกับไวรัสหัดคางทูมสายพันธุ์อ้างอิงตามที่องค์การอนามัยโลกก�ำหนด(16) แล้วพบว่าเป็นไวรัสคางทูมทุก

ตวัอย่างแสดงให้เหน็ว่าวิธ ีRT-PCR ทีพ่ฒันาขึน้นีน้อกจากจะให้ผลทีเ่ชือ่ถอืได้แล้วยงัมปีระสทิธภิาพมากกว่าการแยก

เชื้อไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงซึ่งสอดคล้องกับที่นักวิทยาศาสตร์หลายท่านได้รายงานไว้(17-20)



Detection of Mumps virus genome RT-PCR	 Patcha Incomserb et al.

26
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 56 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2557

อย่างไรก็ตามส�ำหรับทุกตัวอย่างท่ีไม่สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมเป็นตัวอย่างที่ไม่

สามารถแยกเชื้อไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงได้เช่นกัน ดังนั้นปัจจัยที่ควรค�ำนึงถึงส�ำหรับการตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมทาง 

ห้องปฏิบัติการ คือการเก็บตัวอย่างด้วยวิธีที่ถูกต้องในช่วงเวลาที่เหมาะสม เก็บรักษาและน�ำส่งห้องปฏิบัติการได้อย่าง

ถูกวิธี(21) โดยไวรัสคางทูมจะถูกปลดปล่อยออกมาในน�้ำลายช่วง 6 วันก่อนมีอาการ จนถึงประมาณ 5 วัน หลังแสดง

อาการ(22-23) แต่หากผู้ป่วยเคยได้รับวัคซีน Measles-Mumps-Rubella vaccine (MMR vaccine) มาก่อน 

จะสามารถตรวจพบสารพนัธกุรรมของไวรสัคางทมูจากสารคัดหลัง่ในช่องปาก (oral fluid) ได้ในช่วงเวลา 1 - 3 วนัแรก 

ของการแสดงอาการ(24)

การศึกษาแสดงให้เห็นถึงความไว ความจ�ำเพาะ และความเชื่อถือได้ของผลการทดลองของวิธี RT-PCR 

ที่พัฒนาข้ึนนี้จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะน�ำวิธีการนี้มาประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมทางห้องปฏิบัติการ 

โดยสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมที่ได้จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยวิธี RT-PCR นี้สามารถน�ำไปใช้ในการ

ศึกษาจีโนทัยป์ของไวรัสคางทูมซึ่งข้อมูลที่ได้รับจะสนับสนุนงานสอบสวน ควบคุม และกวาดล้างโรคต่อไปในอนาคต

สรุป

วธีิ RT-PCR ทีพ่ฒันาขึน้สามารถตรวจหาปรมิาณสารพนัธกุรรมทีน้่อยทีส่ดุได้ที ่ 10 copies  หรอื 40 ag  (10-18a) 

และมีความจ�ำเพาะโดยไม่พบ cross reaction กับไวรัสหัด ซึ่งถูกจัดอยู่ใน family เดียวกับไวรัสคางทูม นอกจากนี้ 

วิธี RT-PCR นี้สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมของไวรัสคางทูมได้ทั้งในตัวอย่าง throat swab, buccal swab, 

CSF, cell lysate, semen และ saliva โดยผลการทดสอบที่ได้จากวิธี RT-PCR มีความสอดคล้องกับผลการแยก 

เชื้อไวรัสคางทูมในเซลล์เพาะเลี้ยงร้อยละ 100 รวมทั้งให้ผลบวกต่อ RNA มาตรฐานของไวรัสคางทูมที่ได้รับ

ความอนุเคราะห์จาก CDC ประเทศสหรัฐอเมริกา ถือว่าผลการทดสอบที่ได้วิธีนี้มีความน่าเช่ือถือ จึงกล่าวได้ว่า 

วิธี RT-PCR ที่พัฒนาขึ้น มีประสิทธิภาพสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคคางทูมทางห้องปฏิบัติการ        

กิตติกรรมประกาศ

คณะผู้ท�ำการศึกษาขอขอบคุณส�ำนักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ ส�ำหรับ 

การเกบ็และส่งต่อตวัอย่าง รวมท้ังสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ส�ำหรบัการสนบัสนนุ

งานวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณศูนย์ควบคุมและป้องกันโรคแห่งชาติ สหรัฐอเมริกา (CDC) ที่ให้ความอนุเคราะห์ RNA 

positive control ท�ำให้การศึกษาวิจัยนี้ส�ำเร็จได้ด้วยดี
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Abstract  Infection with mumps virus results in swelling of salivary glands and further 
complications such as orchitis, meningitis or abortion within the first-trimester of pregnancy may 
occur. We, therefore, developed an RT-PCR method for detection of mumps genetic materials in clinical 
specimens. It was found that the limit of detection for our in-house RT-PCR method is 10 copies or 
40 ag (10-18 g) and there is no cross – reactivity with measles virus, the other virus within the same family. 
It was demonstrated that the developed RT-PCR method is able to detect the genetic materials of mumps 
virus in saliva, throat swab, buccal swab, CSF, semen and mumps-infected cell lysate. The in-house 
RT-PCR technic showed 100% correlation with the gold standard method, i.e., viral isolation. The result 
from our study indicated that the developed RT-PCR method is useful for laboratory diagnosis as well 
as genetic characterization of mumps virus for the outbreak investigation in Thailand.
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