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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ปวีณ์สุดา รัตนคช : การพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาการติดเช้ือ

มาลาเรียในมนุษย์และการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีชนิดเวียงจันทน์และมหิดล. ( 
Development of PCR-HRM For Detection of Human Malaria Infection and 
G6PD Variants Viangchan and Mahidol) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.สุทธิภัทร ศรีสุ
ธรรม 

  
โรคมาลาเรียถือเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขท่ีส าคัญ ในปี พ.ศ.2564 องค์กรอนามัยโลก

รายงานจ านวนผู้ติดเช้ือมาลาเรียท่ัวโลกกว่า 247 ล้านรายและผู้เสียชีวิตกว่า 627,000 ราย ซึ่งมี
แนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น ส่งผลต่อการควบคุมและการก าจัดโรคมาลาเรีย โดยเฉพาะกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่แสดง
อาการอาจไม่ได้รับการตรวจวินิจฉัยและการรักษา จึงสามารถเป็นแหล่งสะสมและแพร่กระจายของ
เช้ือมาลาเรียได้ ในปัจจุบันมีเช้ือพลาสโมเดียมท่ีก่อโรคในมนุษย์ 5 สปีสีช์ ได้แก่ P. falciparum, 
P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi ดังนั้นเทคนิคท่ีมีความไวสูงในการตรวจหา
เช้ือมาลาเรียจึงมีความส าคัญมาก นอกจากนี้การรักษาด้วยยาต้านเช้ือมาลาเรีย เช่น ไพรมาควิน 
อาจส่งผลต่อผู้ท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีท าให้เกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกได ้งานวิจัยนี้จึงได้
พัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาเช้ือมาลาเรียและการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีด ี
รวมท้ังทดสอบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได ้ ความไวและความจ าเพาะของ
เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นพบว่าสามารถตรวจหาเช้ือมาลาเรียท่ีมีความหนาแน่นต่ าสุดเท่ากับ 2.354-
3.316 copies/µL มีความไวและความจ าเพาะในการตรวจหาเช้ือ P. falciparum, P. malariae, 
P. ovale และ P. knowlesi เท่ากับ 100% และ 100% ตามล าดับ ความไวและความจ าเพาะใน
การตรวจหาเช้ือ P. vivax เท่ากับ 100% และ 99.28% ตามล าดับ ส าหรับการตรวจการกลาย
พันธุ์ของยีนจีซิกพีดีพบว่าสามารถตรวจระบุจีซิกพีดีเวียงจันทน์และจีซิกพีดีมหิดลได้อย่างถูกต้อง 
ดังนั้นเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นจึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกส าหรับการตรวจเช้ือมาลาเรีย
และการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีด ี ซึ่งจะเป็นประโยชน์แก่ผู้ป่วยมาลาเรียเพื่อให้ได้รับการรักษา
อย่างมีประสิทธิภาพ 

 

สาขาวิชา วิทยาศาสตร์โลหิตวิทยาคลินิก ลายมือช่ือนิสิต ................................................ 
ปีการศึกษา 2565 ลายมือช่ือ อ.ท่ีปรึกษาหลัก .............................. 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
# # 6370011137 : MAJOR CLINICAL HEMATOLOGY SCIENCES 
KEYWORD: Malaria, detection, PCR, HRM, Plasmodium, G6PD variants 
 Paweesuda Rattanakoch : Development of PCR-HRM For Detection of 

Human Malaria Infection and G6PD Variants Viangchan and Mahidol. 
Advisor: Asst. Prof. SUTTIPAT SRISUTHAM, Ph.D. 

  
Malaria is a major public health concern. WHO 2021, reported more than 

247 million cases of malaria worldwide and more than 627,000 deaths, with the 
trend of increasing malaria cases affecting malaria control and elimination. 
Especially the group of asymptomatic malaria not diagnosed and treated. 
Therefore, it is a reservoir host and spread of malaria. There are five human 
Plasmodium species: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, and P. knowlesi. 
A highly sensitive technique for detecting malaria is important. In addition, 
antimalarial therapy such as primaquine may be effective in patient with G6PD 
deficiency causing hemolysis. This research developed a PCR HRM assay for the 
detection of human malaria and G6PD variants. A primers were designed from the 
updated nucleotide database and evaluated the limit of detection, sensitivity, and 
specificity. The limit of detection of PCR-HRM assay was able to detect the 
targeted genome of five Plasmodium lower as 2.354 - 3.316 copies/µL. The PCR-
HRM method provides 100% sensitivity and specificity of P. falciparum, P. 
malariae, P. ovale, and P. knowlesi. Provide 100% sensitivity and 99.28% specificity 
of P. vivax. This assay can accurately identify G6PD viangchan and mahidol. 
Therefore, the developed assay is an alternative for testing malaria and G6PD 
variants. This will benefit malaria patients to receive effective treatment. 

 Field of Study: Clinical Hematology 
Sciences 
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บทท่ี 1 
 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญ 
 

โรคมาลาเรียเป็นสาเหตุส าคัญของการเจ็บป่วยและการเสียชีวิต ในปี พ .ศ. 2564 องค์กร

อนามัยโลก (world health organization; WHO) รายงานจ านวนผู้ติดเช้ือมาลาเรียท่ัวโลกกว่า 247 

ล้านรายและมีผู้เสียชีวิตกว่า 627,000 ราย ถือเป็นปัญหาด้านสาธารณสุขท่ีส าคัญและพบว่ามี

แนวโน้มของผู้ติดเช้ือมาลาเรียท่ีเพิ่มสูงขึ้น (1) ในปัจจุบันมีเช้ือมาลาเรียท่ีก่อโรคในมนุษย์ 5 สปีชีส์ 

ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม (P. falciparum), พลาสโมเดียมไวแวกซ์ (P. vivax), พลาสโมเดียมมา

ลาเรียอี (P. malariae), พลาสโมเดียมโอวาเล (P. ovale) และพลาสโมเดียมโนไซ (P. knowlesi) 

การตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียด้วยเทคนิคท่ีมีความไวจึงมีความส าคัญอย่างมาก เพื่อน าไปสู่การรักษาท่ี

มีประสิทธิภาพ ช่วยลดความรุนแรงของการเจ็บป่วยและการเสียชีวิต (2) การตรวจวินิจฉัยโรค

มาลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ถือเป็นวิธีมาตรฐาน (3) สามารถตรวจจ าแนกสปีชีส์ และนับปริมาณ

ความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรียได้ แต่เนื่องจากกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มีอาการแสดงมีความหนาแน่นของเช้ือ

มาลาเรียค่อนข้างต่ า ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยภายใต้กล้องจุลทรรศน์จึงอาจท าได้ยาก ส่งผลให้คนกลุ่ม

นี้ไม่ได้รับการตรวจวินิจฉัยและการรักษา จึงอาจเป็นแหล่งสะสมและแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียท่ี

จะส่งผลกระทบต่อการควบคุมและการก าจัดโรคมาลาเรีย (4) จึงจ าเป็นต้องตรวจด้วยเทคนิคท่ีมี

ความไวสูง เช่น เนสเต็ดพีซีอาร์, เรียลไทม์พีซีอาร์, มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์และดิจิตอลพีซีอาร์ เป็นต้น (5) 

เมื่อตรวจวินิจฉัยพบผู้ป่วยมาลาเรียก็จะน าไปสู่การรักษาผู้ป่วยด้วยยาต้านเช้ือมาลาเรีย เช่น ยาไพร

มาควิน ซึ่งมีรายงานว่ายาไพรมาควินมีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีร่วมด้วย 

ท าให้เกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกได้ ดังนั้นจึงควรมีการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในผู้ป่วย

มาลาเรียก่อนได้รับการรักษาด้วยยาไพรมาควิน (6)  

งานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาและระบุสปีชีส์ 

ของเช้ือมาลาเรียท้ัง 5 สปีชีส์ท่ีก่อโรคในมนุษย์ ท้ังในผู้ป่วยท่ีมีอาการแสดง (symptomatic) และ

ผู้ป่วยท่ีไม่มีอาการแสดง (asymptomatic) เพื่อให้ได้รับการตรวจวินิจฉัยและรับการรักษา นอกจากนี้
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ยังได้ท าการพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีเวียงจันทน์

และจีซิกพีดีมหิดล ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ท่ีพบได้บ่อยในประเทศไทย เพื่อเป็นการส ารวจเชิงระบาด

วิทยาของการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีท่ีพบในผู้ป่วยมาลาเรียและเป็นการตรวจคัดกรองภาวะพร่อง

เอนไซม์จีซิกพีดีจากการกลายพันธุ์ของยีนก่อนการรักษาผู้ป่วยด้วยยาต้านเช้ือมาลาเรียด้วย 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.2.1  เพื่อพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจวินิจฉัยระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรีย

ในมนุษย์และตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี 

 1.2.2  เพื่อทดสอบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ (limit of detection), 

ความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้น 

 

1.3 ค าถามงานวิจัย 
1.3.1  เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นส าหรับตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรีย

ในมนุษย์สามารถใช้จ านวนคู่ไพรเมอร์ได้สูงสุดเท่าไร 

1.3.2 เทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นมีความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจหา

การติดเช้ือมาลาเรียในมนุษย์หรือไม่  

1.3.3  เทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี

ชนิดเวียงจันทน์และมหิดลได้ถูกต้องหรือไม่ 

 

1.4 สมมติฐานงานวิจัย   
1.4.1  เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นส าหรับตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรีย

ในมนุษย์สามารถใช้จ านวนไพรเมอร์ได้สูงถึง 7 คู่ 

1.4.2  เทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นมีความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจหา

การติดเช้ือมาลาเรียในมนุษย์ 
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1.4.3 เทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี

ชนิดเวียงจันทน์และมหิดลได้ถูกต้อง 

 

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาเช้ือมาลาเรียและการ

กลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีและได้ท าการทดสอบหาปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ 

(limit of detection), ความไว (sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ของเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้น 

รวมท้ังน าเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นมาทดสอบกับตัวอย่างผู้ป่วยมาลาเรียแบบเลือดครบส่วนและหยดเลือด

แห้งบนกระดาษกรอง 

 

1.6  ประโยชน์ของการศึกษา 
1)  เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นสามารถเป็นอีกหนึ่งทางเลือกท่ีสามารถน ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัย

จ าแนกสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียในมนุษย์และการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี  

2)  เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นสามารถน าไปใช้ในการส ารวจเชิงระบาดวิทยาการกลายพันธุ์ของยีนจี

ซิกพีดีในผู้ป่วยมาลาเรียและระบาดวิทยาของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ 

3)  เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นสามารถน าไปใช้ในการตรวจคัดกรองประชากรในชุนชนท่ีมีอุบัติการณ์

ของเช้ือมาลาเรียได้ เพื่อเป็นการป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรีย 

4)  เทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นสามารถน าไปใช้ในการออกหน่วยภาคสนามหรือพื้นท่ีท่ีห่างไกลได้ 

เนื่องจากขนาดเครื่องมือและอุปกรณ์มีความกะทัดรัดและสะดวกในการเคล่ือนย้าย 
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บทท่ี 2 
 

ทบทวนเอกสาร 
 

2.1  โรคมาลาเรียและสถานการณ์ของโรคมาลาเรีย 
 

 โรคมาลาเรียเป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือโปรโตซัวกลุ่มพลาสโมดียม ซึ่งสามารถเข้าสู่ร่างกาย

ของมนุษย์ได้โดยการกัดของยุงก้นปล่องเพศเมีย (Anopheles) การปนเปื้อนจากเข็มฉีดยาหรือการ

ถ่ายเลือด ซึ่งอาการเริ่มต้นของโรคมาลาเรียมักเป็นอาการแสดงท่ีไม่จ าเพาะ แต่อาการหลักท่ีพบได้

บ่อยท่ีสุดคือ มีไข้ ในปัจจุบันเช้ือพลาสโมเดียมท่ีก่อให้เกิดโรคมาลาเรียในมนุษย์มี 5 สปีชีส์ ได้แก่  

พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเล 

และพลาสโมเดียมโนไซ (7) โดยสถานการณ์ของโรคมาลาเรียต้ังแต่ปี พ.ศ. 2560–2565 ตามรายงาน

ขององค์กรอนามัยโลกพบว่ามีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น ในขณะท่ีสถานการณ์ของโรคมาลาเรียในประเทศ

ไทยตามรายงานของกระทรวงสาธารณสุขกลับพบว่ามีแนวโน้มลดลงจนกระท่ังปี พ.ศ. 2565 พบว่ามี

เริ่มมีจ านวนผู้ติดเช้ือมาลาเรียในประเทศไทยเพิ่มสูงขึ้น ดังแสดงในตารางท่ี 1  

ตารางที่ 1 สถานการณ์โรคมาลาเรียจากการรายงานขององค์กรอนามัยโลก (WHO) และกระทรวง

สาธารณสุขประเทศไทย ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2560 จนถึง พ.ศ. 2565 

    ปี พ.ศ. ผู้ติดเชื้อมาลาเรียทั่วโลก  

(องค์กรอนามัยโลก ; WHO)  

ผู้ติดเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย  

(กระทรวงสาธารณสุข) 

    2560 216 ล้านราย 11,107 ราย 

    2561 228 ล้านราย 6,503   ราย 

    2562 229 ล้านราย 5,327   ราย 

    2563 227 ล้านราย 3,913   ราย 

    2564 247 ล้านราย 3,245   ราย 

    2565 - 10,107 ราย 
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 2.2  วงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรีย 
 

โรคมาลาเรียเป็นโรคติดต่อโดยมียุงก้นปล่องเพศเมียเป็นพาหะ (Anopheles) วงจรชีวิตของ

เช้ือมาลาเรียมีท้ังระยะท่ีอยู่ในยุงพาหะและระยะท่ีอยู่ในคน ส าหรับระยะในยุงพาหะเริ่มจาก

ยุงก้นปล่องเพศเมียกัดและดูดเลือดผู้ป่วยท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียมระยะแกมมีโตไซต์ หลังจากนั้นเช้ือจะ

เคล่ือนท่ีไปยังกระเพาะของยุงเช้ือจะพัฒนาเข้าสู่ระยะท่ีพร้อมผสมพันธุ์ เมื่อเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ผสม

กับเซลล์สืบพันธุ์เพศเมียจึงเกิดเป็นไซโกตท่ีมีรูปร่างกลม หลังจากนั้นเกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างให้

เรียวแหลมเรียกว่าโอโอไคนีต เพื่อเคล่ือนท่ีผ่านกระเพาะอาหารของยุงออกมาสู่ผนังด้านนอกและ

พัฒนาต่อเป็นโอโอซิสต์ โดยภายในหนึ่งโอโอซิสต์จะมีการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเป็นสปอร์โรซอยต์

ประมาณ 1,000 ถึง 2,000 ตัว เมื่อโอโอซิสต์แตกออก สปอโรซอยต์ส่วนใหญ่ก็จะถูกท าลายโดยระบบ

ภูมิคุ้มกัน แต่มีสปอโรซอยต์บางส่วนท่ีสามารถเคล่ือนท่ีกลับไปยังต่อมน้ าลายของยุง (8) ดังแสดงใน

รูปท่ี 1 

 

 

รูปที่ 1  วงจรชีวิตของเช้ือพลาสโมเดียมในยุงก้นปล่องเพศเมีย โดยยุงไปกัดและดูดเลือดดูดเลือด

ผู้ป่วยท่ีมีเช้ือพลาสโมเดียมระยะแกมมีโตไซต์ ซึ่งเป็นระยะติดต่อสู่ยุง จากนั้นเช้ือมาลาเรียผสมพันธุ์  

และเจริญเติบโตเป็นระยะติดต่อท่ีกระเพาะอาหารของยุงและเคล่ือนท่ีไปรวมตัวท่ีต่อมน้ าลายของยุง

และแพร่เช้ือต่อไปมนุษย์ (ท่ีมา: www.megapixl.com) 
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ส าหรับระยะในคน เริ่มจากยุงก้นปล่องเพศเมียท่ีมีเช้ือระยะสปอโรซอยต์ในต่อมน้ าลายมากัด

และปล่อยสปอโรซอยต์เข้าสู่กระแสเลือดของคน เช้ือจะเคล่ือนท่ีเข้าสู่เซลล์ตับและเกิดการแบ่งตัวเพิ่ม

จ านวนพัฒนาเป็นระยะไชซอนต์ จากนั้นมีการแบ่งตัวของนิวเคลียสหรือเรียกวว่าเมอโรซอยต์หลาย

พันตัวท าให้เซลล์ตับแตกและปล่อยเมอโรซอยต์ออกสู่กระแสเลือด เมอโรซอยต์ก็จะเคล่ือนท่ีเข้าสู่

เซลล์เม็ดเลือดแดงและเริ่มพัฒนาเป็นลักษณะวงแหวน, โทรโฟซอยต์จนเข้าสู่ระยะไชซอนต์ นิวเคลียส

ก็แบ่งตัวเป็นเมอโรซอยต์หลายพันตัวจนท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกแล้วปล่อยเมอโรซอยต์ออกสู่

กระแสเลือดอีกครั้ง ซึ่งเมอโรซอยต์ท่ีปล่อยออกมาก็จะเคล่ือนท่ีเข้าสู่เซลล์เม็ดเลือดแดงตัวใหม่และมี

เมอโรซอยต์บางตัวที่สามารถพัฒนาต่อไปเป็นระยะแกมมีโตไซต์ ซึ่งเป็นระยะท่ีสามารถติดต่อกลับไปสู่

ยุงได้ (8) ดังแสดงในรูปท่ี 2 
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รูปที่ 2  วงจรชีวิตของเช้ือมาลาเรียในคน หลังจากยุงก้นปล่องเพศเมียท่ีมีเช้ือระยะติดต่อมากัดปล่อย

เช้ือเข้าสู่กระแสเลือดและเคล่ือนท่ีเข้าตับ จากนั้นปล่อยสปอโรซอยต์ออกสู่กระแสเลือดเจริญเติบโต

และเพิ่มจ านวนในเม็ดเลือดแดง ซึ่งเช้ือมาลาเรียบางตัวเจริญเติบโตเป็นเช้ือชนิดมีเพศท่ีเป็นระยะ

ติดต่อกลับไปสู่ยุง (9) 

2.3  อาการและอาการแสดงของโรคมาลาเรีย 
 

โรคมาลาเรียเป็นโรคท่ีไม่มีอาการแสดงจ าเพาะ ส่วนใหญ่อาการมักคล้ายไข้หวัดจากเช้ือไวรัส 

ซึ่งอาการท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดคือ มีไข้สูงและอาการอื่น ๆได้แก่ ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย ปวดกล้ามเนื้อ 

หนาวส่ัน เหงื่อออก เบื่ออาหาร คล่ืนไส้และอาเจียน เป็นต้น ผู้ป่วยบางรายอาจมีภาวะแทรกซ้อน เช่น 

ตับวาย ไตวาย ไข้มาลาเรียขึ้นสมอง อาจท าให้เสียชีวิตได้ เช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ใช้ระยะเวลาใน

การฟักตัวท่ีแตกต่างกัน โดยท่ัวไปประมาณ 1-2 สัปดาห์ ยกเว้นเช้ือพลาสโมเดียมมาลาเรียอี ใช้ระ

เวลาประมาณ 1 เดือน นอกจากนี้ยังมีผู้ป่วยมาลาเรียท่ีไม่แสดงอาการหรือมีอาการเล็กน้อย จึงอาจ

ไม่ได้รับการตรวจวินิจฉัยและการรักษา ส่งผลให้คนกลุ่มนี้กลายเป็นแหล่งสะสมและแพร่กระจายของ

เช้ือได้ (10)  
 

ส าหรับอาการไข้หนาวส่ันจะเกิดขึ้นเมื่อเช้ือมาลาเรียในเม็ดเลือดแดงเจริญเต็มท่ีเป็นระยะไช

ซอนต์และท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกแล้วปล่อยเมอโรซอยต์ออกมา โดยวงรอบในการเกิดอาการไข้

หนาวส่ันของผู้ป่วยมาลาเรียจะใช้ระยะเวลาท่ีแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรีย ดังนี้ 
 

1) พลาสโมเดียมฟัลซิปารัมมีอาการไข้หนาวส่ันทุก 36 ช่ัวโมง โดยเช้ือมาลาเรียสามารถเข้า

สู่เม็ดเลือดแดงได้ทุกระยะ จึงท าให้เช้ือมาลาเรียเพิ่มจ านวนในกระแสเลือดได้อย่าง

รวดเร็ว ส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการรุนแรงและอาจเกิดภาวะแทรกซ้อนได้ เช่น มาลาเรียขึ้น

สมอง (11) 

2) พลาสโมเดียมไวแวกซ์มีอาการไข้หนาวส่ันทุก 48 ช่ัวโมง อาการคล้ายกับพลาสโมเดียม

ฟัลซิปารัม แต่มีความรุนแรงน้อยกว่าสามารถเกิดไข้กลับซ้ าได้ เนื่องจากเช้ือระยะสปอโร

ซอยต์จะพักและหยุดการพัฒนาในเซลล์ตับระยะฮิปโนซอยต์เป็นเวลานาน (12) 
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3) พลาสโมเดียมโอวาเลมีอาการไข้หนาวส่ันทุก 48 ช่ัวโมง เกิดไข้กลับซ้ าเช่นเดียวกับการ

ติดเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์แต่อาการอาจรุนแรงน้อยกว่า (13) 

4) พลาสโมเดียมมาลาเรียอีมีอาการไข้หนาวส่ันทุก 72 ช่ัวโมง อาการไม่รุนแรงหรืออาจไม่มี

อาการ เช้ือสามารถแฝงอยู่ในผู้ป่วยได้นานหลายปี (14) 

5) พลาสโมเดียมโนไซมีอาการไข้หนาวส่ันทุก 24 ช่ัวโมง เป็นเช้ือก่อโรคมาลาเรียท่ีพบในลิง

แสม (Macaca fascicularis) และลิงกัง (Macaca nemestrina) มีวงจรในเม็ดเลือด

แดงส้ันท าให้ปริมาณเช้ือมาลาเรียในกระแสเลือดเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว (15) 

 

2.4  การเปลี่ยนแปลงทางโลหิตวิทยาในผู้ป่วยโรคมาลาเรีย 
 2.4.1  ภาวะโลหิตจางเฉียบพลันเกิดจากการติดเช้ือมาลาเรียแล้วท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดง

แตกท้ังเม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือและเม็ดเลือดแดงท่ีไม่ติดเช้ือ โดยเฉพาะการติดเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิ

ปารัม ท่ีสามารถเข้าสู่เม็ดเลือดแดงได้ทุกระยะจึงท าให้เกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลัน ส่วน

เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีไม่ติดเช้ือจะถูกท าลายด้วยระบบภูมิคุ้มกันร่างกาย เนื่องจากร่างกายมีการผลิต

แอนติบอดีต่อเช้ือมาลาเรียท่ีเกาะบนผิวเซลล์ของเม็ดเลือดแดงท าให้เม็ดเลือดแดงท้ังติดเช้ือและไม่ติด

เช้ือถูกกระตุ้นและท าลายไปด้วย นอกจากนี้ยังมีการหล่ังไซโตไคน์บางชนิด เช่น TNF-alpha มีผลไป

ยับย้ัง ต้นก าเนิดสายเม็ดเลือดแดง (erythroid progenitors) ส่งผลให้มีการสร้างเม็ดเลือดแดงลดลง 

(16) 

2.4.2  ภาวะเม็ดเลือดขาวต่ าเกิดจากสารพิษของเช้ือมาลาเรียไปกระตุ้นให้แมคโครฟาจหล่ัง

สาร pro-inflammatory cytokine บางชนิด และมีผลไปยับยั้งการสร้างเซลล์เม็ดเลือดขาว รวมถึง

การสร้างเซลล์เม็ดเลือดชนิดอื่น ๆด้วย (16) 

2.4.3  กลไกการแข็งตัวของเลือดผิดปกติเกิดจากปัจจัยการแข็งตัวของเลือดลดลง เนื่องจาก

ตับสูญเสียหน้าท่ีท าให้การสร้าง factor V, VII, VIII และ IX หรือสร้างได้ลดลงและมีการสร้าง anti-

thrombin ลดลงท าให้ปัจจัยการแข็งตัวของเลือดถูกน าไปใช้ในการสร้างล่ิมเลือดและเกิดเป็นภาวะ

เลือดแข็งตัวในหลอดเลือดแบบแพร่กระจาย  (Disseminated intravascular coagulation; DIC) 

(17) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9 
 

2.4.4  ภาวะเกล็ดเลือดต่ าเกิดจากการรบกวนกลไกการแข็งตัวของเลือด ไขกระดูกผิดปกติ 

ม้ามโต รวมถึงมีการท าลายเกล็ดเลือดเองด้วย (18)  

 

2.5  การตรวจวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียทางห้องปฏิบัติการ 

การตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรียด้วยการตรวจทางห้องปฏิบัติการในปัจจุบันมีหลายวิธี ได้แก ่

2.5.1  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
การตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ถือเป็นวิธีมาตรฐานสามารถตรวจนับ

ปริมาณความหนาแน่นและระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียได้ โดยการน าเลือดมาไถบนสไลด์และย้อมสี

ไรท์-จิมซ่า การใช้ฟิล์มเลือดชนิดหนาเป็นการตรวจหาเช้ือมาลาเรียในเลือดผู้ป่วยโดยอาศัยคุณสมบัติ

ของเม็ดเลือดแดงท่ีซ้อนทับกันท าให้เม็ดเลือดแดงแตกและสามารถตรวจพบเช้ือมาลาเรียได้ง่ายและ

รวดเร็ว ส่วนการใช้ฟิล์มเลือดชนิดบางใช้ส าหรับตรวจเพื่อระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรีย ในกรณีท่ีไม่

สามารถยืนยันได้ด้วยฟิล์มเลือดชนิดหนา เนื่องจากเม็ดเลือดแดงจะเรียงตัวช้ันเดียวและถูกตรึงด้วยเม

ทานอลท าให้เห็นรูปร่าง องค์ประกอบของเม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือ ซึ่งสามารถวินิจฉัยระบุสปีชีส์ของเช้ือ

มาลาเรียได้แม่นย ากว่าการใช้ฟิล์มเลือดชนิดหนา ดังแสดงในรูปท่ี 3  

การนับปริมาณความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรียด้วยการตรวจฟิล์มเลือดชนิดหนา โดยนับ

จ านวนเม็ดเลือดขาวและเช้ือมาลาเรียควบคู่กัน (19) ส าหรับการตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์พบว่าปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 50 พาราไซต์ต่อเลือดหนึ่ง

ไมโครลิตร (20)  

ส าหรับการตรวจนับปริมาณความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรียควบคู่กับการนับจ านวนเม็ด

เลือดขาว โดยองค์การอนามัยโลกแนะน าให้ใช้ค่าเฉล่ียของเซลล์เม็ดเลือดขาว 8 ,000 เซลล์ต่อเลือก

หนึ่งไมโครลิตร (WHO, 2010) สูตรค านวณความหนาแน่นของปรสิต ดังนี้ 

Parasitemia/µL    =   จ านวนเช้ือมาลาเรียท่ีนับได้       X    8000  WBC/µL 

   จ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวที่นับ  
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โดยค่าเฉล่ียของเซลล์เม็ดเลือดขาว 8,000 คือค่าสมมติฐานของเม็ดเลือดขาวท่ีได้มาจากช่วง

ของค่าอ้างอิง 5,000-10,000 เซลล์ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตร (21) 

 

 

รูปที่ 3   (a) ฟิล์มเลือดชนิดบาง    (b) ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ฟิล์มเลือดชนิดบาง  

             (c) ฟิล์มเลือดชนิดหนา   (d) ภาพใต้กล้องจุลทรรศน์ฟิล์มเลือดชนิดหนา  (22) 

 

2.5.2  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยชุดทดสอบเร็ว (Rapid diagnostic test; RDT) 
การตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรียด้วยชุดทดสอบเร็วอาศัยหลักการทางภูมิคุ้มกัน โดยใช้โมโน

โคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีนของเช้ือมาลาเรียเคลือบบนชุดตรวจ เพื่อตรวจหาแอนติเจนของเช้ือ

มาลาเรีย ซึ่งเป็นวิธีท่ีสะดวกและรวดเร็ว เหมาะกับการตรวจภาคสนาม พื้นท่ี ท่ีไม่มีไฟฟ้าและขาด

แคลนบุคลากรท่ีมีความเช่ียวชาญในการตรวจวินิจฉัยด้วยกล้องจุลทรรศน์ แต่ข้อจ ากัดของชุดทดสอบ

เร็วคือสามารถตรวจแยกชนิดของเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและไม่ใช่เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม 

แต่ไม่สามารถแยกเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ , พลาสโมเดียมโอวาเลและพลาสโมเดียมมาลาเรียอีได้    

ดังแสดงในรูปท่ี 4 ซึ่งการตรวจด้วยชุดทดสอบเร็วสามารถตรวจพบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ี

สามารถตรวจพบได้เท่ากับ 100 พาราไซต์ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตร (23)  

แอนติเจนเป้าหมายของเช้ือมาลาเรียส าหรับการตรวจด้วยชุดทดสอบเร็ว ได้แก่ 

1)  โปรตีนฮิสทิดีนริช 2 (HPR-2) เป็นแอนติเจนบนผิวเซลล์ของเม็ดเลือดแดงท่ีมีเช้ือระยะ

เมอโรซอยต์และไชซอนต์ของเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมในรูปโปรตีนท่ีละลายน้ าได้ จึงสามารถตรวจ
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เช้ือเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม แต่ไม่สามารถตรวจเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ , พลาสโมเดียมมา

ลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเลและพลาสโมเดียมโนไซได้และให้ผลการตรวจด้วยชุดทดสอบเร็วเป็นลบ 

 

2)  เอนไซม์แลคเตตดีไฮโดรจีเนสท่ีผลิตจากเช้ือพาราไซต์  (pLDH) เป็นเอนไซม์ท่ีพบใน

กระบวนการสลายน้ าตาลและละลายในน้ าได้ เช้ือมาลาเรียทุกสปีชีส์สามารถผลิตเอนไซม์แลคเตตดี

ไฮโดรจีเนสได้ โดยปริมาณของแลคเตตดีไฮโดรจีเนสจะสัมพันธ์กับความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย ซึ่ง

ชุดตรวจ OptiMAL จะอาศัยหลักการตรวจเอนไซม์แลคเตต ดีไฮโดรจีเนสของเช้ือมาลาเรีย โดยใช้โม

โนโครนอลแอนติบอดี 3 ตัว ประกอบด้วย โมโนโครนอลแอนติบอดี 2 ตัวท่ีตรวจเช้ือมาลาเรียทุกสปี

ชีส์และโมโนโครนอลแอนติบอดี อีก 1 ตัวจะจ าเพาะต่อเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม ซึ่งสามารถตรวจ

การติดเช้ือมาลาเรียแบบผสมได้ (24) 

3)  เอนไซม์อัลโดเลสเป็นเอนไซม์ท่ีพบในเช้ือมาลาเรียระยะเมอโรซอยต์และระยะไม่มีเพศใช้

หลักการโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเอนไซม์อัลโดเลสของเช้ือมาลาเรียทุกสปีชีส์ ดังนั้นเมื่อใช้ร่วมกับ 

HPR-2 สามารถตรวจแยกเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและเช้ืออื่น ๆท่ีไม่ใช่เช้ือพลาสโม เดียมฟัลซิ

ปารัมได้ (24)  

 

 

รูปที่ 4  การทดสอบด้วยชุดทดสอบเร็ว โดยใช้สตริปกระดาษกรองท่ีมีแอนติบอดีต่อเช้ือพลาสโมเดียม

ฟัลซิปารัม, แอนติบอดีต่อเช้ือมาลาเรียท่ัวไปและแอนติบอดีต่อมนุษย์เป็นตัวควบคุม จากนั้นทดสอ

โดยใช้ตัวอย่างเซรั่มของผู้ป่วยเกิดเป็นแถบสีสามารถอ่านผลได้ a) ผู้ป่วยไม่ติดเช้ือมาลาเรีย b) ผู้ป่วย
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ติดเช้ือมาลาเรียท่ีไม่ใช่เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม  c) ผู้ป่วยติดเช้ือมาลาเรียเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิ

ปารัม (25) 

 

2.5.3  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี  
การตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรียด้วยโฟลไซโทเมทรีเป็นการตรวจนับเม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือ

มาลาเรียและรายงานผลเป็นปริมาณวิเคราะห์ โดยอาศัยหลักการที่เม็ดเลือดแดงตัวแก่ ซึ่งไม่มีดีเอ็นเอ

ภายในเซลล์ แต่หากมีการติดเช้ือมาลาเรียอยู่ในเม็ดเลือดแดงก็จะตรวจพบดีเอ็นเอได้ จึงท าการย่อย

สลายอาร์เอ็นเอภายในเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนด้วย เอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสก่อน เนื่องจากสีเรืองแสง

สามารถย้อมได้ท้ัง ดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ จากนั้นท าการย้อมกรดนิวคลีอิกด้วยสีเรืองแสงและย้อม

ไกลโคโฟรินเอด้วยโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อไกลโคโฟรินเอท่ีติดฉลากด้วยสารเรืองสี เช่น ฟลูออเรส

ซีนไอโซไธโอไซยาเนต (FITC) หรือไฟโคอีริทริน (PE) เนื่องจากเป็นเครื่องหมายท่ีพบฉพาะบนผิวเม็ด

เลือดแดงเพื่อแยกเม็ดเลือดแดงออกจากเม็ดเลือดขาวแล้วจึงตรวจนับเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีติดเช้ือ

มาลาเรียด้วยโฟลไซโทเมทรี (26) ดังแสดงในรูปท่ี 5 

 

 

รูปที่ 5  กระบวนการตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเครื่องโฟลไซโทเมทรี โดยใช้สีย้อมท่ีเรืองแสงเพื่อตรวจ 

หาเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีการติดเช้ือพลาสโมเดียม ซึ่งมีกรดนิวคลีอิกของเช้ือมาลาเรียท่ีพบได้ทุกระยะ

จะถูกย้อมด้วยสารเรืองสี จากนั้นเซลล์จะถูกน าเข้าสู่เครื่องโฟลไซโทเมทรีและเคล่ือนท่ีผ่านแบบเรียง

เด่ียวเซลล์ก็จะถูกตรวจวัดด้วยแสงท่ีความยาวคล่ืนต่างกัน ฟลูออโรโครมท่ีจับกับกรดนิวคลีอิกจะถูก

กระตุ้นและเกิดการเปล่งแสงออกมา (27) 
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วารี วงศ์โชติกุลและคณะปี พ.ศ. 2547 ได้ศึกษาการใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจ

วินิจฉัยเช้ือมาลาเรีย พบว่าเทคนิคโฟลไซโทเมทรีสามารถตรวจหาเช้ือมาลาเรีย โดยมีความไวเท่ากับ 

91.26 % ความจ าเพาะเท่ากับ 86.28 % และความถูกต้องเท่ากับ 87.42 % เมื่อเปรียบเทียบกับการ

ตรวจเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก็พบว่าให้ผลการทดสอบสัมพันธ์กับเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

(สัมประสิทธิ์การถดถอยเท่ากับ 0.9409) แต่เนื่องจากข้อจ ากัดของโฟลไซโทเมทรีคือเม็ดเลือดแดงตัว

อ่อนจะมีผลต่อการตรวจหาเช้ือมาลาเรีย อาจท าให้เกิดผลบวกปลอมได้ (28) 

จิน วูจังและคณะปี พ.ศ. 2557 ได้พัฒนาเทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการตรวจหาเซลล์

เพาะเล้ียงเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมท่ีย้อมด้วยสี SYBR Green I และ CD235A เปรียบเทียบกับ

การตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีย้อมด้วยสีจิมซ่า พบว่าเทคนิคโฟลไซโทเมทรีสามารถแยกเซลล์เม็ด

เลือดแดงท่ีติดเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและเม็ดเลือดแดงท่ีไม่ติดเช้ือได้ โดยมีค่าความแม่นย า CV 

เท่ากับ 2.2 – 37.2 % และมีความไวเท่ากับ 0.01 % ซึ่งสูงกว่าการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ี

ย้อมด้วยสีจิมซ่าท่ีมีค่าความแม่นย า CV เท่ากับ 7.2–66.0 % (29) 

2.5.4  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR) 
 

การตรวจสารพันธุกรรมของเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคพีซีอาร์  ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีเลียนแบบการ

สังเคราะห์ดีเอ็นเอในธรรมชาติเป็นวิธีการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ  โดยหลักการของพีซีอาร์ 

ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ดังนี้  

1. Denaturation เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในหลอดทดลองสูงประมาณ 90-95 °C ดีเอ็นเอแม่แบบ

สองสายท่ีพันกันเป็นเกลียวคู่จะถูกท าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบสของดีเอ็นเอท า

ให้ดีเอ็นเอแยกออกจากกันกลายเป็นสายเด่ียวและดีเอ็นเอสายเด่ียวนี้จะไปเป็นต้นแบบ

ของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ 
 

2. Annealing เมื่อลดอุณหภูมิต่ าลง 50-55 °C ท าให้ไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอสายเด่ียวด้วย

เบสท่ีเป็นคู่สมคือ อะดีนีน (A) จับกับไทมีน (T) และกวานีน (G) จับกับไซโทซีน (C) ซึ่ง

ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอไม่สามารถเริ่มจากศูนย์ได้เนื่องจากเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส

ต้องการปลาย -OH ทางด้าน 3’ เพื่อน านิวคลีโอไทด์ท่ีมีความจ าเพาะมาต่อสาย 
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3. Extension อุณหภูมิ 70-75 °C เป็นขั้นตอนของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ โดยมีดี

เอ็นเอสายเด่ียวเป็นต้นแบบสร้างต่อออกไปปจากไพรเมอร์ โดยมีสารละลายบัฟเฟอร์ท่ี

เหมาะสม มีเอนไซม์แทคดีเอ็นเอโพลีเมอเรสท่ีทนความร้อนช่วยในการสร้างดีเอนเอสาย

ใหม่และมีส่วนประกอบส าหรับการสร้างดีเอ็นเอ ใหม่ คือ dNTP ประกอบด้วย dATP, 

dTTP, dGTP และ dCTP ไพรเมอร์จะถูกสร้างต่อไปในทิศทาง 5’ ไปหา 3’ และล าดับ

เบสของดีเอ็นเอสายใหม่ท่ีสร้างขึ้นจะเป็นคู่สมกันกับเบสของดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเป็น

ต้นแบบ  

ขั้นตอน denaturation, annealing และ extension เรียกว่าพีซีอาร์หนึ่งรอบจากดีเอ็นเอ

ต้นแบบ 2 สายจะกลายเป็นดีเอ็นเอ 4 สายท้ังดีเอ็นเอต้นแบบและดีเอ็นเอท่ีถูกสังเคราะห์ขึ้นมาใหม่

จะเป็นต้นแบบของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในรอบต่อไป (30) ดังแสดงในรูปท่ี 6 

 

 

รูปที่ 6  หลักการพีซีอาร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอประกอบด้วย 3 ขั้นตอนได้แก่ denaturation, 

annealing และ extension เรียกว่าพีซีอาร์ 1 รอบ (ท่ีมา: www.goldbio.com) 
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เทคนิคพีซีอาร์เป็นเทคนิคท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูงสามารถตรวจพบปริมาณความ

หนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 0.02 - 9 พาราไซต์ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตร ซึ่งผู้ป่วย

มาลาเรียท่ีไม่มีอาการแสดงก็สามารถตรวจวินิจฉัยและรับการรักษาได้ (31) ซึ่งได้มีการน าเทคนิคพีซี

อาร์พื้นฐานมาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือมาลาเรียท่ีหลากหลาย ได้แก่ 

2.5.4.1 การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์ (nested PCR) 

เทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์เป็นการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการเพิ่มมาก

ขึ้นและลดจ านวนผลิตภัณฑ์ท่ีไม่จ าเพาะให้เหลือน้อยท่ีสุด โดยการท าพีซีอาร์ 2 ขั้นตอนด้วยไพรเมอร์ 

2 คู่ ปฏิกิริยาในช่วงแรกจะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์คู่เด่ียว ในปฏิกิริยาช่วงท่ี

สองของเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์ท าโดยใช้ปฏิกิริยาในช่วงแรกเป็นแม่แบบและใช้ไพรเมอร์คู่ท่ีสองให้ได้

ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความจ าเพาะสูงและจ านวนเพิ่มมากขึ้น ดังแสดงในรูปท่ี 7 หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์

ผลด้วยการท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (32)  

 

 

รูปที่ 7  หลักการของเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์เป็นการท าพีซีอาร์ 2 ขั้นตอนประดอบด้วยไพรเมอร์ 2 คู่

ซึ่งไพรเมอร์คู่แรกจะเป็นการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่กว่าดีเอ็นเอเป้าหมายและน าผลิตภัณฑ์

ท่ีได้จากการท าพีซีอาร์รอบแรกมาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการท าพีซีอาร์รอบท่ีสอง โดยใช้ไพรเมอร์คู่ท่ี

สองท่ีมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมายท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความจ าเพาะสูงและจ านวนเพิ่มมาก

ขึ้น (ท่ีมา: old.abmgood.com) 
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เพ่ยเพ่ยล่ีและคณะปีพ.ศ. 2557 ได้ศึกษาการตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคเนสเต็ดพีซี

อาร์โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดจากหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองเปรียบเทียบกับตัวอย่างดีเอ็นเอ

ท่ีสกัดจากเลือดครบส่วนด้วยชุดสกัด พบว่าเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์ท่ีใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดจากหยด

เลือดแห้งบนกระดาษกรองสามารถตรวจพบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 

0.2 พาราไซต์ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตรและตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเลือดครบส่วนด้วยชุดสกัด

สามารถตรวจพบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 1.2 พาราไซต์ต่อเลือด

หนึ่งไมโครลิตร (33) 

เนบี้ โดนี่และคณะปีพ.ศ. 2559 ได้ศึกษาการตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียม โดยใช้ตัวอย่างดีเอ็น

เอท่ีสกัดจากหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของผู้ป่วยมาลาเรียในประเทศตุรกีท าการทดสอบด้วย

เทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์เปรียบเทียบกับการตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีย้อมด้วยสีจิม

ซ่า พบว่าเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์มีความไวเท่ากับ 100% และความจ าเพาะเท่ากับ 97.2% (34) 

2.5.4.2 การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ (multiplex PCR) 

เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เป็นเทคนิคท่ีสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอหลายเป้าหมายด้วยไพร  

เมอร์หลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวกัน ไพรเมอร์แต่ละคู่ออกแบบให้มีล าดับนิวคลีอไทด์ไม่เป็นคู่สมกันและ

ให้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีมีความยาวแตกต่างกันเพื่อให้ตรวจวิเคราะห์ได้โดยการท า

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ซึ่งการท ามัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ต้องปรับหาสภาวะของปฏิกิริยาให้สามารถเพิ่มจ านวน

ดีเอ็นเอเป้าหมายได้ประสิทธิภาพใกล้เคียงหรือเท่ากัน (35) ดังแสดงในรูปท่ี 8 
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รูปที่ 8  เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เป็นเทคนิคท่ีสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอหลากหลายเป้าหมายด้วย 

ไพรเมอร์หลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวกัน (ท่ีมา: old.abmgood.com) 

อบิช่า เชลลามอลและคณะปี พ.ศ. 2563 ได้พัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ ส าหรับตรวจ

วินิจฉัยและระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียภายในปฏิกิริยาเดียวกัน ซึ่งตัวอย่างมาลาเรียจะได้รับการ

ตรวจเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์เปรียบเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิคพีซีอาร์แบบด้ังเดิมและ

เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์ โดยตัวอย่างเลือดผู้ป่วยจะถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดและออกแบบ

ไพรเมอร์ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียมท้ัง 4 สปีชีส์ ได้แก่ universal primer F-5'-TCAGCTTTTGATG 

TTAGGGTATT-3', P. vivax R-5'TAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-3', P.falciparum R-

5'GCATCAAAGATACAAATATAAGC-3', P.malariaeF-5’-ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAA 

CCGC 3’/R-5'AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA-3' และ P.ovale F-5'-TGTAGTATTC 

AAACGCA GT -3'/ R-5'-TATGTACTTG TTAAGCCTTT-3' ส่วนประกอบในแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 

30 µL ประกอบด้วย มาสเตอร์มิกซ์ 20 µL ดีเอ็นเอแม่แบบ 2 µL ไพรเมอร์สปีชีส์ละ 1 µL และน้ า

กล่ัน 1 µL จากนั้นน าเข้าเครื่องพีซีอาร์เริ่มจาก initial denaturation 94 °C 10 นาที, 

denaturation 94 °C 1 นาที, annealing 60 °C 2 นาที, extension 72 °C 2 นาทีและ final 

extension 72 °C 10 นาที จากนั้นน าผลิตภัณฑ์มาวิเคราะห์ผลด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสและดูผลเจล

ด้วยภายใต้เครื่องก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต จากการวิเคราะห์ตัวอย่างท้ังหมด 52 ตัวอย่างพบว่าการ

ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบเช้ือมาลาเรียท้ังหมด 34 ตัวอย่าง (65.38 %) และตรวจด้วยเทคนิค
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มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์พบเช้ือมาลาเรีย 38 ตัวอย่าง (73.08 %) นั่นหมายความว่าเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซี

อาร์มีความไวในการตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรียมากกว่าการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (36) 

2.5.4.3  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ (real-time PCR) 

เทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอและสามารถติดตามวัด

ปริมาณการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอเป้าหมายได้ในทุกรอบของปฏิกิริยา โดยใช้ไพรเมอร์หนึ่งคู่ร่วมกับ

โพรบท่ีมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอเป้าหมาย ซึ่งโพรบจะมีการติดสีฟลูออเรสเซนต์ เนื่องจากอาศัยการ

ตรวจสัญญาณเรืองแสงท่ีถูกปล่อยออกมาปริมาณแสงท่ีวัดได้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอ

ท่ีเพิ่มข้ึนจากปฏิกิริยาในแต่ละรอบ ซึ่งการตรวจวัดปริมาณการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอด้วยสารเรือง

แสงแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ ดีเอ็นเอท่ีติดสีฟลูออเรสเซนต์เป็นการตรวจวัดปริมาณสายดีเอ็นเอท่ี

สร้างขึ้นใหม่โดยใช้สารฟลูออเรสเซนซ์ท่ีสามารถจับกับดีเอ็นเอสายคู่ได้ โดยท่ัวไปท่ีนิยมใช้ คือ SYBR 

Green I และ Probe-based assay เป็นการตรวจวัดปริมาณสายดีเอ็นเอท่ีสร้างขึ้นใหม่โดยใช้โพรบ 

(37) ดังแสดงในภาพที่ 9 

 

 

รูปที่ 9  กราฟแสดงผลของเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ โดยดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจ านวนจะเพิ่มเป็นลักษณะ

กราฟรูปตัว S (sigmoid หรือ exponential curve) โดยแกน Y จะแสดงสัญญาณการเรืองแสงและ

แกน X แสดงจ านวนรอบการเพิ่มจ านวน วัดผลิตภัณฑ์ในเวลาท่ีเกิดขึ้นในช่วง exponential phase 
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ซึ่งเป็นช่วงท่ีสัญญาณเรืองแสงสูงเหนือระดับ threshold และมีแนวโน้มท่ีเพิ่มจ านวนแบบทวีคูณ ซึ่ง

ค่าของ Ct เป็นค่าบอกแนวโน้มของผลิตภัณฑ์และจ าเป็นต้องมีกราฟมาตรฐานเพื่อเทียบวัดปริมาณ

ของผลิตภัณฑ์ท่ีเพิ่มข้ึน (ท่ีมา: geneticeducation.co.in) 

เคทรีเอ แมนโกลและคณะปีพ.ศ. 2548 ได้พัฒนาเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ในการตรวจหาและ

แยกสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียในมนุษย์ 4 สปชีีส์ ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, 

พลาสโมเดียมโอวาเลและพลาสโมเดียมมาลาเรียอี ในปฏิกิริยาเดียวกันและวิเคราะห์ผลด้วย melting 

curve โดยออกแบบไพรเมอร์จากยีน 18S rRNA เนื่องจากมีจ านวนหลายยีนบนโครโมโซมของจี

โนมพลาสโมเดียม ได้แก่ F -PL1473F18 -5’-TAACgAACgAgATCTTAA-3’ และ RPL1679R18 -5’-

gTTCCTCTAAgAAgCTTT-3 ส่วนประกอบในแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 20 µL ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 

2-5 µL, 10X FastSTART DNA SYBR Green 2 µL, 6.5 mM แมกนีเซียมคลอไรด์ 2 µL และไพร

เมอร์สปีชีส์ละ 2 µL จากนั้นน าเข้าสู่เครื่อง PCR จ านวน 40 รอบ เริ่มจาก initial denaturation 95 

°C 10 นาที, denaturation 95 °C 10 วินาที, annealing 50 °C 5 วินาทีและ extension 72 °C 20 

วินาที และวิเคราะห์ผลด้วย melting curve 68-95 °C 2 นาที โดยท าการเพิ่มอุณหภูมิ 0.2 °C/sec 

และตรวจวัดการเรืองแสงทุกครั้งท่ีมีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ เช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์จะมี

อุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ท่ีจ าเพาะแตกต่างกัน พบว่าเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์สามารถตรวจเช้ือ

มาลาเรียแบบผสมได้และเมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจเช้ือมาลาเรียของเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์กับ

การตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์สามารถตรวจพบเช้ือมาลาเรียใน

ตัวอย่างท่ีให้ผลลบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ได้ (38) 

อาร์ฟีล ซาเซทและคณะปีพ.ศ. 2564 ได้พัฒนาเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ในการตรวจหาเช้ือ

มาลาเรียในมนุษย์ 5 สปีชีส์ ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาสโมเดียมโอ

วาเล, พลาสโมเดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมโนไซ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีการออกแบบจากงานวิจัย

ก่อนหน้า ส่วนประกอบในแต่ละปฏิกิริยาประกอบด้วย 10 µM ไพรเมอร์สปีชีส์ละ 0.7 µL, SYBR 

green supermix 10 µL, มาสเตอร์มิกซ์ 17 µL, น้ า 5.6 µL และดีเอ็นเอ 3 µL จากนั้นน าเข้าเครื่อง 

PCR เริ่มจาก initial denaturation 95 °C 10 นาที ตามด้วย 35 รอบประกอบด้วย denaturation 

95 °C 15 วินาที annealing 57 °C 30 วินาที และ elongation 61 °C 30 วินาที และวิเคราะห์ผล

ด้วย melting curve 60 °C 10 นาที, 68 °C 2 นาที โดยเพิ่มอุณหภูมิทุก ๆ 0.5 °C/sec ต้ังแต่ 65-
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85 °C พบว่าสามารถตรวจพบปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 1 พาราไซต์

ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตร (39) 

2.5.4.4  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคดิจิตอลพีซีอาร์ (Digital PCR) 

เทคนิคดิจิตอลพีซีอาร์พัฒนามาจากเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ โดยลดขั้นตอนของการท ากราฟ

มาตรฐาน โดยอาศัยหลักการแบ่งปฏิกิริยาพีซีอาร์ออกเป็นจ านวนหลายพันปฏิกิริยา ซึ่งมี 2 ระบบ 

ได้แก่ นาโนเพลทจะเป็นระบบ solid partitioning โดยท่ีภายในจะมีห้องย่อย ๆรองรับหลายหมื่น

ปฏิกิริยา ซึ่งมีข้อดีคือป้องกันการรวมกันของ partition ท่ีอาจจะส่งผลต่อจ านวน partition ท่ีเป็น

บวกท่ีได้จากการอ่านของเครื่องลดลง ท าให้ค่าความเข้มข้นของยีนเป้าหมายน้อยกว่าความเป็นจริง  

ส่วนระบบ droplet เป็นการท าปฏิกิริยาจากหนึ่งกลายเป็นหลายหมื่นปฏิกิริยาย่อย โดยใช้หยดน้ ามัน

ห่อหุ้มปฏิกิริยาดิจิตอลพีซีอาร์ไว้โดยอาศัยเครื่อง droplet generator โดยน าดีเอ็นเอเป้าหมายมาเจือ

จางผสมกับน้ ายาท่ีประกอบด้วยไพรเมอร์และโพรบท่ีจ าเพาะต่อดีเอ็นเอเป้าหมาย เพื่อท าให้เกิดการ

กระจายตัวของแต่ละ partition หลังจากส้ินสุดปฏิกิริยาจะตรวจวัดสัญญาณแสงในแต่ละ partition 

ซึ่ง partition ท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมายจะให้ผลเป็นบวกและน าไปค านวณตามสถิติปัวส์ซอง (Poisson 

statistics) (40) ดังแสดงในรูปท่ี 10 
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รูปที่ 10 หลักการของเทคนิคดิจิตอลพีซีอาร์เตรียมดีเอ็นเอและส่วนประกอบต่าง ๆของปฏิกิริยาโดย

จะถูกแบ่งออกเป็นหลายหมื่น partition จากนั้นท าพีซีอาร์เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอซึ่ง partitionท่ีมีดีเอ็น

เอเป้าหมายจะมีจ านวนเพิ่มขึ้นสูงกว่า threshold ตรวจพบสัญญาณการเรืองแสงให้ผลเป็นบวก 

(ท่ีมา: old.abmgood.com) 

สุทธิภัทร ศรีสุธรรมและคณะปีพ.ศ. 2560 ได้พัฒนาเทคนิคดิจิตอลพีซีอาร์ส าหรับตรวจหา

ปริมาณเช้ือมาลาเรียในมนุษย์ 4 สปีชีส์ ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาส

โมเดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมโอวาเลเปรียบเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์  

โดยใช้ไพรเมอร์และโพรบท่ีจ าเพาะกับเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ของยีน 18S rRNA P.falciparum : 

FAL-F/5’CTTTTGAGAGGTTTTGTTACTTTGAGTAA3’ FAL-R/’TATTCCATGCTGTAGTATTCAA 

ACACAA ’FAM/5’TGTTCATAACAGACGGGTAGTCATGTTTGAGTTCA3’,P.vivax : VIV-F/5’ AC 

GCTTCTAGATTAATCCACATAACT3’ VIV-R/5’ATTTACTCAAAGTAACAAG GACT TCCAAGC3’ 

HEX/5’TTCGTATCGACTTTGTGCGCATTTTGC3’, P. malariae : PLASMO1/5’ GTTAAGGGAG 

TGAAGACGATCAGA3’ PLASMO2/5’TTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTT3’ FAM/5’ATGAG 

TGTTTCTTTTAGATAG3’, P.ovale : OVALEF/5’CCRACTAGGTTTTGGATGAAA VRTTTTT3’ 

PLASMODIUM-R/5’AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 3’ VIC/5’CRAAAGGAATTYTCTTAT 

T3’ ส่วนประกอบในแต่ละปฏิกิริยาประกอบด้วย Bio-Rad 1X ddPCR supper mix 10 µL, ไพร

เมอร์ 0.9 µL, โพรบ 0.25 µL และดีเอ็นเอตัวอย่าง 4 µL และท าพีซีอาร์โดยเริ่มจาก initial 

denaturation 95 °C 10 นาที ตามด้วย 40รอบ denaturation 94 °C 30 วินาที annealing 60 °C 

30 วินาที และตามด้วย 98 °C 10 วินาทีพบว่าเทคนิคดิจิตอลพีซีอาร์มีความไวสูงสามารถตรวจพบ

ปริมาณความหนาแน่นต่ าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้เท่ากับ 11 parasites/mL (41) 

2.4.4.5  การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม (PCR-HRM)  

เทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มเป็นการวิเคราะห์ melt curve ของผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากพีซีอาร์ 

โดยอาศัยหลักการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยมีสีท่ีเป็นสัญญาณในการตรวจวัดเข้าไปจับ

ระหว่าง ดีเอ็นเอสายคู่จนส้ินสุดปฏิกิริยา ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จะท าการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มเพิ่ม

อุณหภูมิขึ้นต้ังแต่ 50-95 °C ท าให้พันธะไฮโดรเจนระหว่างดีเอ็นเอสายคู่ถูกท าลายแยกออกจากกัน

เป็นสายคู่ ขณะท่ีดีเอ็นเอถูกแยกออกสีท่ีจับอยู่จะค่อยๆหลุดออกท าให้สัญญาณการตรวจวัดสีลดลง
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ด้วย ซึ่งผลของการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิจะอยู่ในรูปแบบของกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง

สัญญาณของสีและอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงไป ซึ่งดีเอ็นเอเป้าหมายแต่ละชนิดจะมีอุณหภูมิหลอมเหลว 

(Tm) ท่ีจ าเพาะต่างกัน ดังแสดงในรูปท่ี 11 

 

รูปที่ 11  กราฟแสดงผลการวิเคราะห์ high resolution melting curve แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง 

สัญญาณของสี (Y) และอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงไป (X) (ท่ีมา: premierbiosoft.com) 

เอนเดอร์ซัน เมอร์ริลโลและคณะปีพ.ศ. 2562 ได้พัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับ

ตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, 

พลาสโมเดียมมาลาเรียอีและการติดเช้ือแบบผสมเปรียบเทียบกับการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์และ 

เนสเต็ดพีซีอาร์ ส าหรับการท าพีซีอาร์เอชอาร์เอเอ็มออกแบบไพรเมอร์จากยีน  18s rRNA ของเช้ือ 

พลาสโมเดียมสปีชีส์ ได้แก่ Endmal18s F-CCTGGTTGATCTTGCCAGTAG และ Endmal18s R-

GCTACAGCTTTTCCGTAG TTATCC ส่วนไพรเมอร์ของเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียม

ไวแวกซ์และพลาสโมเดียมมาลาเรียอี ได้แก่ Amzmal 18s F-GGATAACTACGGAAA AGCTG และ 

Amzmal 18s RTTAYGTGTYRCTTCTTTGTT จากนั้นท าพีซีอาร์ โดยเริ่มจาก initial denaturation 

95 °C 5 นาที ตามด้วย 50 รอบ denaturation 95 °C 10 วินาที, annealing 55 °C (Endmal18s) 

หรือ 52 °C (Amzmal18s) 20 วินาที และ extension 72 °C 20 วินาที หลังจากนั้นวิเคราะห์เอช

อาร์เอ็มต้ังแต่ 70-85 °C โดยเพิ่มขึ้น 0.1 °C/sec เมื่อเปรียบเทียบผลเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มกับ

กล้องจุลทรรศน์พบว่า Endmal18s K= 0.373 IC 95% และ Amzmal 18s K= 0.549 IC 95% และ

เปรียบเทียบเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มกับเนสเต็ดพีซีอาร์พบว่า Endmal18s K= 0.373 IC 95% 

และ Amzmal18s K= 0.549 IC 95% (42) 
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2.6  ยารักษาโรคมาลาเรีย (antimalarial drug)     

 การใช้ยารักษาโรคมาลาเรียตามนโยบายการวินิจฉัยและดูแลรักษาโรคไข้มาลาเรียภายใต้

ยุทธศาสตร์การก าจัดโรคมาลาเรีย โดยกระทรวงสาธารณสุขประเทศไทย พ.ศ. 2560-2569 ให้ท าการ

จ่ายยารักษาโรคมาลาเรียในผู้ป่วยท่ีมีผลการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการยืนยันทุกรายโดยเร็วท่ีสุด

และติดตามการรักษาเพื่อให้มั่นใจว่าผู้ป่วยได้รับยาถูกต้องตามขนานยา ไม่มีอาการข้างเคียงจากยาท่ี

ร้ายแรงและหายจากอาการเจ็บป่วย รวมถึงการตรวจไม่พบเช้ือหลังจากได้รับการรักษา    

ยารักษามาลาเรียอาจจ าแนกตามฤทธิ์การท าลายเช้ือมาลาเรียระยะต่างๆ ดังนี้  

 1)  ท าลายเช้ือระยะไม่อาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงเป็นยากลุ่มท่ีส าคัญมากท่ีสุดเนื่องจากระยะ

นี้เป็นสาเหตุหลักของอาการป่วย จัดเป็นยาหลักในการรักษาโรคมาลาเรีย ได้แก่ ควินิน , โคลโรควิน, 

เมฟโฟลควิน, อาร์ทีมิซินินและฮาโลแฟนทริน            

  

2)  ท าลายเช้ือในระยะฮิปโนซอยต์หรือระยะพักในตับ ใช้ในการป้องกันภาวะไข้กลับซ้ าของพ

ลาสโมเดียมไวแวกซ์และพลาสโมเดียมโอวาเล ปัจจุบันมีพียงยาไพรมาควิน   

 3)  ท าลายเช้ือระยะไม่อาศัยเพศในตับใช้ในการป้องกันเช้ือมาลาเรีย เช่น ยาไพริเมทามีน

และไพรมาควิน ซึ่งสามารถท าลายเช้ือมาลาเรียในตับได้ทุกสปีชีส์    

 4)  ท าลายเช้ือระยะแกมีโตไซต์ ซึ่งเป็นระยะติดต่อกลับไปสู่ยุงพาหะของโรคมาลาเรีย ยาท่ีใช้

ในการป้องกันการแพร่จากคนไปสู่ยุง ได้แก่ ยาไพรมาควินสามารถออกฤทธิ์ท าลายเช้ือมาลาเรียได้

ทุกสปีชีส์          

 5)  ท าลายเช้ือระยะสปอโรซอยต์ในยุง ได้แก่ ยาไพริเมทามีนและไพรมาควิน   

 6)  ท าลายเช้ือระยะสปอโรซอยต์ในคน เป็นระยะแรกท่ีเข้า สู่กระแสเลือดในคนมี

ประสิทธิภาพสูงส าหรับการป้องกันโรคมาลาเรีย แต่ปัจจุบันยังไม่มียาท่ีเหมาะสม (43) ดังแสดงในรูป

ท่ี 12 
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รูปที่ 12 กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านเช้ือมาลาเรีย โดยยาแต่ละชนิดจะมีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์

ต่อเช้ือมาลาเรียในระยะต่าง ๆ แตกต่างกัน (ท่ีมา: journals.plos.org) 

ส าหรับการใช้ยารักษาผู้ป่วยโรคมาลาเรียมีสูตรในการใช้ยารักษาท่ีแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสปี

ชีส์ของเช้ือมาลาเรีย ดังแสดงในตารางท่ี 2 และกลไกหลักในการออกฤทธิ์ของยาแต่ละชนิดในการ

รักษาโรคมาลาเรีย ดังแสดงในตารางท่ี 3 

ตารางที่ 2  การให้ยารักษาผู้ป่วยโรคไข้มาลาเรีย (กระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2564) 

เชื้อมาลาเรีย ยาต้านเชื้อมาลาเรีย 

P.falciparum Dihydroartemisinin-piperaquine ร่วมกับ 

Primaquine 

P.vivax, P.ovale Chloroquine ร่วมกับ Primaquine 

P.malariae, P.knowlesi Chloroquine 

การติดเช้ือแบบผสม             
P.falciparum/P.vivax หรือ P.ovale 
P.falciparum/P.malariae 

Dihydroartemisinin-piperaquine ร่วมกับ 

Primaquine 
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ตารางที่ 3  กลไกหลักในการออกฤทธิ์ของยาส าหรับการรักษาโรคมาลาเรีย (ท่ีมา: mutualselfcare) 

กลุ่มยา กลไกการออกฤทธิ์ 

Chloroquine, Quinine, Mefloquine ยับย้ังกระบวนการสลายฮีม 

Primaquine, Atovaquone ยับย้ังการขนส่งอิเล็กตรอนภายในไมโตคอนเดรีย

ของเช้ือ 

Sulfadoxide,Pyrimethamine, Proguanil ยับย้ังการสร้างโฟเลต 

Doxycycline, Clindamycin ยับย้ังการสร้างโปรตีนของเช้ือ 

Artemisinins สร้างอนุมูลอิสระมาท าลายเช้ือ 

 

2.6.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยาโคลโรควิน (Chloroquine) ในการรักษาโรคมาลาเรีย 

การออกฤทธิ์ของยาโคลโรควิน เนื่องจากเช้ือมาลาเรียไม่สามารถสร้างกรดอะมิโนเองได้ จึง

ต้องใช้กรดอมิโนจากฮีโมโกลบินของโฮสต์ ในขณะท่ีเช้ืออยู่ในเซลล์เม็ดเลือดแดงของคนในฟูดแวคิว

โอลจะมีเอนไซม์มาย่อยฮีโมโกลบินเปล่ียนเป็นกรดอะมิโนและฮีม ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเช้ือ แต่

สามารถท าลายพิษของฮีมได้ด้วยกระบวนการ pH-dependent polymerization กลายเป็นฮีโมโซ

อิน (hemozoin) หรือ malaria pigment ยาโคลโรควินจึงออกฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสลายฮีมท าให้

มีฮีมสะสมมากขึ้นจนท าลายตัวเช้ือเอง แต่ยาโคลโรควินไม่มีผลต่อเช้ือระยะพักในตับ ดังแสดงในรูปท่ี 

13 
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รูปที่ 13  กลไกการออกฤทธิ์ของยาโคลโรควิน ในขณะท่ีเช้ืออยู่ในเซลล์เม็ดเลือดแดงมีเอนไซม์มาย่อย

ฮีโมโกลบินได้เป็นกรดอะมิโนและฮีม ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเช้ือจึงท าลายพิษของฮีมด้วยกระบวนการ 

pH-dependent polymerization กลายเป็นฮีโมโซอิน (ท่ีมา: medmastery) 

 

2.6.2 กลไกการออกฤทธิ์ของยาไพรมาควิน (primaquine) ในการรักษาโรคมาลาเรีย 

ยาไพรมาควินเป็นยาต้านเช้ือมาลาเรียมีโครงสร้างเป็น 8-แอมิโนควิโนลีน ซึ่งมีฤทธิ์ในการ

ยับย้ัง cytochrome bc1 complex กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนท่ีสร้างพลังงานในไมโตครอนเดรีย

ของเช้ือมาลาเรียท าให้เช้ือไม่สามารถด ารงอยู่ได้ โดยยาไพรมาควินสามารถท าลายเช้ือในระยะเมอร์โร

ซอยต์ในตับและระยะแกมีโตไซต์ ซึ่งเป็นระยะท่ีติดต่อกลับไปสู่ยุงจึงสามารถป้องกันการแพร่กระจาย

ของเช้ือได้และยังสามารถฆ่าเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์และพลาสโมเดียมโอวาเล ในระยะฮิปโนซอยต์

หรือระยะพักในตับเพื่อป้องกันการเกิดไข้กลับซ้ า (44) กลไกการออกฤทธิ์ของยาไพรมาควินแบ่ง

ออกเป็น ขั้นตอนท่ี 1 ยาไพรมาควินจะถูกเปล่ียนเป็นสารไฮดรอกซีเลตเมแทบอไลต์ (OH-PQm) ผ่าน

กระบวนการเมแทบอลิซึมเชิงซ้อนระหว่าง cytochrome P450 reductase และ cytochrome 

P450 2D6 ในขั้นตอนท่ี 2 สารไฮดรอกซีเลตเมแทบอไลต์จะถูกออกซิเดชันเป็นควิโนนิมีน (O=PQm) 

และสร้างไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ร่วมกัน โดยท่ี cytochrome P450 reductase ในคนจะได้รับ

อิเล็กตรอน 2 ตัวจาก NADPH และถ่ายโอนอิเล็กตรอน 1 ตัวอาศัยปัจจัยร่วมของ FAD/FMN ไป

ยังควิโนนิมีนส่งผลให้ควิโนนิมีนเปล่ียนกลับไปเป็นสารไฮดรอกซีเลตเมแทบอไลต์ท าให้เกิดการสะสม

ของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ท่ีตับ ไขกระดูกและอื่น  ๆ ซึ่งเช้ือมาลาเรียในบริเวณท่ีมีการสะสมของ

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จะถูกท าลาย (45) ดังแสดงในรูปท่ี 14 
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รูปที่ 14  กลไกการออกฤทธิ์ของยาไพรมาควิน โดยอาศัยเอนไซม์ในการเกิดเมแทบอลิซึม 2 ชนิด   

ได้แก่ cytochrome P450 reductase และ cytochrome P450 2D6 ในการสร้างไฮ โดรเจนเปอร์

ออกไซด์และท าลายเช้ือระยะฮิปโนซอยต์และแกมีโตไซต์ (45) 

2.7  ผลข้างเคียงของยาไพรมาควินต่อผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
 

ยาไพรมาควินเป็นยามีการน ามาใช้อย่างแพร่หลาย แต่ยังไม่มีข้อมูลท่ีสามารถระบุขนาดยาท่ี

เหมาะสมและไม่มีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยมาลาเรีย โดยเฉพาะผู้ป่วยมาลาเรียท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก

พีดีร่วมด้วย เนื่องจากยาไพรมาควินมีคุณสมบัติในการเร่งการเกิดออกซิเดชัน ส่งผลให้เกิดความเส่ียง

ต่อภาวะโลหิตจางจากการแตกของเม็ดเลือดแดง ความรุนแรงจะขึ้นอยู่กับระดับของภาวะพร่อง

เอนไซม์และชนิดของการกลายพันธุ์ ดังนั้นองค์กรอนามัยโลกจึงแนะน าวิธีการรักษาผู้ป่วยมาลาเรีย

ด้วยยาไพรมาควิน โดยให้การตรวจค่าการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีและการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพี

ดีก่อนการให้ยารักษา เนื่องจากผู้ป่วยแต่ละรายอาจจะทนต่อภาวะออกซิเดชันของยาได้ไม่เท่ากันจึง
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จ าเป็นต้องตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีเพื่อให้มั่นใจว่าผู้ป่วยมีการกลายพันธุ์ชนิดรุนแรงหรือไม่ 

(46) 

2.8  ยีนจีซิกพีดี (Glucose-6-phosphate dehydrogenase) 
 

ยีนจีซิกพีดีเป็นยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์จีซิกพีดี อยู่บนโครโมโซม X ต าแหน่ง q28 มี

ความยาว 18.5 กิโลเบส ประกอบด้วย 13 exons และ 12 introns ส่วนยีนท้ังหมดท่ีเก็บรหัส 

(coding sequence) มีนิวคลีโอไทด์ 1548 เบสและสร้างเป็นสายโพลีเปปไทด์ท่ีประกอบด้วยกรดอะ

มิโน 515 ตัว น้ าหนัก 59 กิโลดาลตัน รูปแบบท่ีพร้อมท างานจะอยู่ในรูปแบบไดเมอร์ ซึ่งเกิดจากจีซิก

พีดีโมโนเมอร์ 2 ตัวจับกัน ดังแสดงในรูปท่ี 15 

 

 

รูปที่ 15  โครงสร้างของยีนจีซิกพีดีบนโครโมโซม X ต าแหน่ง q28  ประกอบด้วย 13 exons และ 12  

introns (47) 
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2.9  เอนไซม์กลูโคส 6-ฟอสเฟสดีไฮโดรจีเนส หรือเอนไซม์จีซิกพีดี 
 

เอนไซม์จีซิกพีดีเป็นเอนไซม์ส าคัญต่อการรักษาสมดุลปฏิกิริยาออกซิเดช่ันและรีดักช่ันภายใน

เซลล์ต่าง ๆของร่างกายและเม็ดเลือดแดง มีหน้าท่ีส าคัญในกระบวนการสร้างพลังงานของน้ าตาล

กลูโคส (pentose phosphate pathway; PPP) โดยเอนไซม์จีซิกพีดีจะท าหน้าท่ีสร้างนิโคทินามายด์

แอดีนินไดนิวคลีโอไทด์ (NADPH) ในรูปรีดิวซ์ด้วยการออกซิด์กลูโคส 6-ฟอสเฟส (G6-P) เป็น 6-ฟอส

โฟกลูโคโนแลคโตน (6-PG) นอกจากนี้เอนไซม์จีซิกพีดียังท างานร่วมกับเอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออก

ซิเดส (GSR) และกลูต้าไธโอนรีดักเตส (GR) ในการรีดิวซ์กลูต้าไธโอนรูปออกซิไดซ์ (GSSG) ให้กลับมา

อยู่ในรูปรีดิวซ์ (GSH) อีกครั้งและก าจัดอนุมูลอิสระอื่นๆภายในเซลล์ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซม์ ให้

เป็นน้ า (48) ดังแสดงในรูปท่ี 16 

 

รูปที่ 16  กระบวนการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียน G-6P ให้เป็น 6-

PG และเปล่ียน NADP ให้เป็น NADPH ซึ่ง NADPH จะเปล่ียน GSSG เป็น glutathione (48) 

2.10  ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  
 

ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นความผิดปกติท่ีมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของโครโมโซม X 

มีการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี ถ่ายทอดแบบ X-linked recessive จึงพบความผิดปกติในเพศชาย 

(Hemizygous) มากกว่าเพศหญิง (Heterozygous หรือ Homozygous) ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

ส่งผลให้โครงสร้างและการท างานของเอนไซม์ลดลงท าให้เซลล์มีความไวต่อความเครียดจากออกซิ

เดช่ัน โดยปกติผู้ป่วยท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี มักจะไม่แสดงอาการ แต่เมื่อได้รับส่ิงกระตุ้น เช่น 

การติดเช้ือหรือได้รับยาบางชนิดจะส่งผลให้มีอาการต่างๆ เช่น โลหิตจางเฉียบพลันจากเซลล์เม็ดเลือด
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แดงแตก ดีซ่าน (48) ซึ่งองค์กรอนามัยโลกได้แบ่งความรุนแรงของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  ดัง

แสดงในตารางท่ี 4 

ตารางที่ 4  ระดับความรุนแรงของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (WHO) 

กลุ่ม ความรุนแรงของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 

1 รุนแรงมาก มีปริมาณ G6PD น้อยกว่าร้อยละ 10 ของปกติ ร่วมกับภาวะซีดจาก

เม็ดเลือดแดงแตกแบบเรื้อรัง 

2 รุนแรง มีปริมาณ G6PD น้อยกว่าร้อยละ 10 ของปกติ 

3 รุนแรงปานกลาง มีปริมาณ G6PD น้อยกว่าร้อยละ 10 – 60 ของปกติ 

4 ปกติ มีปริมาณ G6PD น้อยกว่าร้อยละ 60 - 150 ของปกติ 

5 มากกว่าปกติ 

2.11 อุบัติการณ์ของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
 

บุญชัย บุญวัฒน์และคณะปีพ.ศ. 2564 ได้ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีของเด็กใน

ประเทศไทย ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2560 - 2561 พบการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี ได้แก่ เวียงจันทร์ 

(871G>A) 47.2%, แคนตอน (1376G>T) 15.4%, ไคป์ปิง (1388G>A) 14.4%, มหิดล (487G>A) 

8.6%, คิงยาน (392G>T) 3.8% ออเรส (143C>T) 1.9%, คิมบรา (592C>T) 1.9%, สงขลานครินทร์ 

(196T>A) 1.9%, ยูเนียน (1360C> T) 1.9%, วอลาโดลิด(406C>T) 1.9%, ไชนีส 5 (1024C>T) 

1% และเมดิเตอร์เรเนียน (563C>T) 1% (49) 

อุษา บุญยืนและคณะปีพ.ศ. 2564 ได้ศึกษาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีในพื้นท่ีท่ีมีการ

ระบาดของเช้ือมาลาเรียในประเทศไทย พบจีซิกพีดีมหิดล (487G>A) 94.92%, แคนตอน 

(1376G>T) 2.03%, เวียงจันทร์ (871G>A) 1.52% และไชนีส 5 (1024C<T) 0.51% (50) 

ธัญชนก เขมมณีและคณะปีพ.ศ. 2565 ได้ศึกษาความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีใน

ผู้ป่วยมาลาเรีย ภาคใต้ของประเทศไทยย้อนหลัง 8 ปี ต้ังแต่ปีพ.ศ. 2555 - 2562 พบจีซิกพีดีมหิดล

(487G>A) 46.2%, เวียงจันทร์ (871G>A) 42.4%, ไคป์ปิง (1388G>A) 3.8% ยูเนียน (1360C>T) 

3.8% และ เมดิเตอร์เรเนียน (563C>T) 3.8% (51) 
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ตารางที่ 5  การกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีท่ีพบในประเทศไทย (52) 

G6PD variant cDNA Nucleotide 

Substitution 

Genomic Nucleotide 

Substitution 

Amino acid 

Substitution 

Gaohe 95 A>G 95G 32   His  > Arg 

Chinese 4 392 G>T 10893T 131 Gly  > Val 

Mahidol 487 G>A 11658A 163 Gly  > Ser 

Chinese 3 493 A>G 11664G 165 Asn  > Asp 

Coimbra  592 C>T 11763T 198 Arg  > Cys 

Viangchan 871 G>A 13031A 291 Val  > Met 

Chinese 5 1024 C>T 13184T 342 Leu > Phe 

Union 1360 C>T 13763T 454 Arg > Cys 

Canton 1376 C>T 13884T 459 Arg > Leu 

Kaiping 1388 G>A 13896A 463 Arg > His 

Aures 143 T>C 10000C 48   Ile  > Thr 

 

2.12  การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
 

การตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีสามารถท าได้โดยการตรวจวัดระดับเอนไซม์ในเซลล์เม็ด

เลือดแดง วิธีการตรวจวัดแบ่งเป็นการวิเคราะห์เชิงปริมาณและวิธีการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ  

2.12.1  การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดเพื่อตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 

 การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดวิเคราะห์ส่วนประกอบต่างๆ ได้แก่ ปริมาณเม็ดเลือด

แดง ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริท ดัชนีเม็ดเลือดแดง ปริมาณของเม็ดเลือดขาวแต่ละชนิดและปริมาณเกล็ด

เลือด ซึ่งผู้ป่วยท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะมีความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดไม่ต่างจากคนปกติ แต่ใน

กรณีท่ีมีการสัมผัสกับสารหรือปัจจัยท่ีท าให้เกิดออกซิเดทีปสเตรทรีดิวซ์กลูต้าไธโอน (GSH) จะถูก

ออกซิไดซ์กลายเป็นออกซิไดซ์กลูต้าไธโอน (GSSG) และจับกับฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง ท าให้

ฮีโมโกลบินไม่เสถียรและเสียสภาพตกตะกอนกลายเป็น Heinz body (53) 
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รูปที่ 17  ฮีโมโกลบินท่ีไม่เสถียรและตกตะกอนอยู่ในเม็ดเลือดแดง Heinz body (ท่ีมา: medicine  

specifics) 

 

2.12.2  การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซกิพีดีด้วยการวิเคราะห์การเรืองแสง  

การตรวจวิเคราะห์การเรืองแสงเป็นวิธีมาตรฐานส าหรับการตรวจคัดกรองภาวะพร่อง

เอนไซม์จีซิกพีดี โดยใช้กลูโคส 6-ฟอสเฟต (G6P) และนิโคตินาไมด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟต 

(NADP+) เป็นสารตั้งต้นของปฏิกิริยา โดยคนปกติเอนไซม์จีซิกพีดีจะเปล่ียนสารต้ังต้นกลูโคส 6-ฟอส

เฟสเป็น 6-ฟอสโฟกลูโคเนตและเปล่ียน NADP+ เป็น NADPH ซึ่ง NADPH สามารถเรืองแสงได้

ภายใต้แสงยูวี แต่ผู้ท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่พบการเรืองแสง เนื่องจากไม่สามารถเปล่ียน

กลูโคส 6-ฟอสเฟตให้เป็น 6-ฟอสโฟกลูโคเนตและเปล่ียน NADP+ ให้เป็น NADPH ได้ (53) 
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รูปที่ 18  การแปลผลการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยการวิเคราะห์การเรืองแสงภาวะพร่อง    

เอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่พบการเรืองแสง เอนไซม์จีซิกพีดีปกติจะพบการเรืองแสง (ท่ีมา : path. 

azureedge.net) 

2.12.3  การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซกิพีดีด้วยชุดทดสอบเร็ว (Rapid test)  

ชุดทดสอบเร็วเป็นการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีท่ีให้ผลรวดเร็ว มีขั้นตอนการ

ทดสอบค่อนข้างง่ายและเหมาะกับการตรวจภาคสนามหรือใช้ ณ จุดดูแลผู้ป่วย ซึ่งจะอ่านผลการ

ทดสอบด้วยสีท่ีเกิดจากสารไนโตรบลูเตตตราโซเลียมจะถูกเอนไซม์จีซิกพีดีรีดิวซ์เป็นฟอร์มาซาน ซึ่งมี

สีม่วง แต่ถ้าผู้ป่วยมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่เกิดการรีดิวซ์และไม่เกิดสีม่วง (54) 

 

 

รูปที่ 19  การอ่านผลชุดทดสอบเร็วในการตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (55) (A) พร่องเอนไซม์

จีซิกพีดี  (B) เอนไซม์จีซิกพีดีปกติ  

2.12.4  การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซกิพีดีด้วยวิธีทดสอบเมธฮีโมโกลบินรีดักช่ัน  

การทดสอบเมธฮีโมโกลบินรีดักช่ันเป็นการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี โดยไน

ไตรท์จะเปล่ียนฮีโมโกบิลเป็นเมธฮีโมโกลบินเกิดเป็นสีน้ าตาล จากนั้นเติมกลูโคสซึ่งเป็นสารต้ังต้นของ

ปฏิกิริยาวิถีเพนโตสฟอสเฟต ในคนปกติกลูโคสจะถูกเปล่ียนเป็นกลูโคส 6-ฟอสเฟตและถูกเอนไซม์จี

ซิกพีดีเปล่ียนเป็น 6-ฟอสโฟกลูโคเนตจนได้ NADPH มีผลท าให้ NADPH สามารถรีดิวซ์เมธ

ฮีโมโกลบินให้กลับเป็นฮีโมโกลบินที่มีสีแดงเหมือนเดิม แต่ส าหรับผู้ท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์ G6PD จะ

ไม่มี NADPH เกิดขึ้นท าให้ไม่มีการรีดิวซ์เมธฮีโมโกลบินสารละลายจึงมีสีน้ าตาลเช่นเดิม (56) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 34 
 

 

A                                        B 

รูปที่ 20  การอ่านผลปฏิกิริยาการทดสอบเมธฮีโมโกลบินรีดักช่ันในการตรวจหาภาวะพร่องเอนไซมจี์

ซิกพีดี  (ท่ีมา: www.rcemlearning.nl)   A) ปกติ   B) พร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  

2.12.5  การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซกิพีดีด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR)   

การตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีสามารถจ าแนกชนิดได้ด้วยการเพิ่มจ านวนสาร

พันธุกรรมโดยเทคนิคพีซีอาร์เป็นวิธีเพิ่มจ านวนของยีนท่ีต้องการตรวจหา เกิดจากการท าปฏิกิริยาซ้ า

กันหลาย ๆรอบ แต่ละรอบประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ได้แก่ denaturation, annealing และ 

extension เช่นเดียวกับท่ีกล่าวไว้ก่อนหน้าในการตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรีย ซึ่งได้น าพีซีอาร์พื้นฐาน

มาประยุกต์ใช้ ได้แก่ 

2.12.5.1  การตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยเทคนิคพีซีอาร์แบบด้ังเดิม 

เจนิเฟอร์ ซูและคณะปีพ.ศ. 2557 ได้พัฒนา TaqMan probe (G202A และ A376G) 

ส าหรับตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในเลือดจากสายสะดือ โดยการท าพีซีอาร์ เริ่มจากการบ่ม 

50°C   2 นาที initial denaturation 95 °C 10 นาที ตามด้วย 40 รอบของ denaturation 95 °C 

15 วินาที, annealing 60 °C 1นาที ส าหรับ G202A และ 62 °C 1 นาที ส าหรับ A376G พบว่า

ความถี่อัลลีลโดยรวมของ G202A เท่ากับ 0.13 และ A376G เท่ากับ 0.32 ซึ่งเป็นอีกหนึ่งเทคนิค

ส าหรับการตรวจหาเอนไซม์จีซิกพีดี (57) 

2.12.5.2  การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพดีีด้วยเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

อุษา บุญยืนและคณะปี พ.ศ. 2564 ได้พัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม ส าหรับ

การตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี ในพื้นท่ีท่ีมีการระบาดของเช้ือมาลาเรียในประเทศไทย โดย

http://www.rcemlearning.nl/
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สามารถตรวจกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี 8 ชนิดได้พร้อมกันภายในปฏิกิริยาเดียวกัน ได้แก่ G6PD 

Gaohe (A95G), G6PD Chinese-4 (G392T), G6PD Mahidol (G487A), G6PD Viangchan 

(G871A), G6PD Chinese-5 (C1024T), G6PD Union (C1360T), G6PD Canton (G1376T) และ 

G6PD Kaiping (G1388A) โดยท าพีซีอาร์เริ่มจาก initial denaturation 95°C 5 นาที ตามด้วย 30 

รอบ denaturation 95°C 10 วินาที, annealing 63°C 30 วินาที และ extension 72°C 10 วินาที 

หลังจากนั้นเข้าสู่การวิเคราะห์เอชอาเอ็ม 75-90 °C โดยเพิ่มขึ้น 0.1°C / 2 sec พบว่ามีความไว

เท่ากับ 100% (CI 95) และความจ าเพาะเท่ากับ 100% (CI 95) (58) 
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 

3.1  แผนการด าเนินการวิจัย 
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3.2  เคร่ืองมือและน้ ายาสารเคมี 
  

3.2.1  เครื่องมือและอุปกรณ์ 
 

1)  Q1600 Real-time PCR  Bio-gener Company  

2)  Mini Centrifuges 4000rpm   HuXi Benchtop, China 

3)  Vortex Mixers    HuXi, China 

4)  Autopipette 0.5–10 ul  HuXi, China 

5)  Autopipette 2-20 ul  HuXi , China 

6)  Autopipette 20-200 ul  HuXi, China 

7)  Autopipette 200-1000 ul  HuXi, China 

8)  Micro Tips 10 ul    CAPP Denmark, ExPell 

9)  Micro Tips 200 ul    CAPP Denmark, ExPell 

10) Micro Tips 1000 ul   CAPP Denmark, ExPell 

11) Microtube 15 ml   CAPP Denmark, ExPell 

12) Microtube 0.5 ml   CAPP Denmark, ExPell 

13) Heat box    HuXi LCD Digital Labotary, USA 

14) Microcentrifuge   Thermo Fisher Scientific, USA 

15) Gel electrophoresis system Mupid-EXU, Japan 

16) UV Transilluminator  Bio-Rad, USA   
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17) เครื่องช่ังสาร    Mettler Toledo, Thailand 

3.2.2  น้ ายาและสารเคมี 
 

1)  Hot start PCR   Apsalagen 

  2)  Midori Green Xtra    Nippon Genetics, Europe 

  3)  F/R Primer P. falciparum  Bio basic inc, Canada 

  4)  F/R Primer P. vivax   Bio basic inc, Canada 

  5)  F/R Primer P. ovale  Bio basic inc, Canada 

6)  F/R Primer P. malariae  Bio basic inc, Canada 

7)  F/R Primer P. knowlesi  Bio basic inc, Canada 

8)  F/R Primer genus Plasmodium Bio basic inc, Canada 

9)  F/R Primer internal control Bio basic inc, Canada 

10) F/R universal primer  Bio basic inc, Canada 

11) Plasmid P. falciparum  BBI Life Sciences, China 

12) Plasmid P. vivax   BBI Life Sciences, China 

13) Plasmid P. ovale   BBI Life Sciences, China 

14) Plasmid P. mallariae  BBI Life Sciences, China 

15) Plasmid P. knowlesi  BBI Life Sciences, China 

16) Plasmid genus Plasmodium BBI Life Sciences, China 

17) Plasmid internal control  BBI Life Sciences, China 
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18) Distilled water    

19) Oil miracle     

20) GenElute Blood Genomic   Sigma-Aldrich 

     DNA kit 

21) Agarose    SERVA, Germany 

22) 10X TBE buffer   Thermo Fisher Scientific, USA 

23) 10X Buffer    Vivantis, Malaysia 

24) 50mM MgCl2   Vivantis, Malaysia 

25) 10mM dNTPs   Rabbit Biotech, Germany 

26) 10 µM rPLU1   Bio-Basic,Canada 

27) 10 µM rPLU5   Bio-Basic,Canada 

28) 10 µM rPLU6   Bio-Basic,Canada 

29) 10 µM rVIV1   Bio-Basic,Canada 

30) 10 µM rVIV2   Bio-Basic,Canada 

31) 10 µM rFAL1   Bio-Basic,Canada 

32) 10 µM rFAL2   Bio-Basic,Canada 

33) 10 µM rOVA1   Bio-Basic,Canada 

34) 10 µM rOVA2   Bio-Basic,Canada 

35) 10 µM rMAL1   Bio-Basic,Canada 
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36) 10 µM rMAL2   Bio-Basic,Canada 

37) 10 µM Pmk8   Bio-Basic,Canada 

38) 10 µM Pmk9   Bio-Basic,Canada 

39) Taq polymerase 5U  A.N.B.laboratories.co, Thailand 

40) SERVA DNA stain G  SERVA, Germany 

41) DNA Loading Dye    Biotechrabbit, Germany 

42) OneMARK 100 RTU  Bio-helix, China 
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3.3  ขนาดตัวอย่างของเชื้อมาลาเรีย 
 

การค านวณขนาดตัวอย่างเช้ือมาลาเรียอ้างอิงจากผู้ติดเช้ือมาลาเรียท่ัวโลก โดยองค์การ

อนามัยโลก (WHO) ปี พ.ศ. 2564 รายงานผลจากประชากรท่ัวโลก 7,300 ล้านราย พบว่ามีผู้ติดเช้ือ

มาลาเรีย 247 ล้านรายและเสียชีวิต 627,000 รายคิดเป็นร้อยละ 3 และค านวณขนาดตัวอย่างโดยใช้

สูตรดังนี้ 

n   =   Z   PQ 

      d 

เมื่อ Z    แทน ความเช่ือมั่นท่ีก าหนด 

  P แทน สัดส่วนหรือความชุกท่ีสนใจ (จากข้อมูลในอดีต) 

  Q แทน 1- P 

  d แทน  ค่าความแม่นย าในการประมาณ 

  n แทน จ านวนประชากรหรือขนาดตัวอย่าง 

 แทนค่า   n   =    (1.96)  (0.03) (1-0.03) 

              (0.03)  

        =   125  ตัวอย่าง 

 เพื่อความสมบูรณ์และผลการศึกษาวิจัยท่ีน่าเช่ือถือ จากการค านวณขนาดตัวอย่างอ้างอิงจาก

อุบัติการณ์ของโรคมาลาเรียพบว่าจ านวนตัวอย่างเช้ือมาลาเรียเท่ากับ 125 ตัวอย่าง แต่เนื่องจากการ

ระบาดโรคในแต่ละช่วงเวลานั้นขึ้นอยู่กับหลากหลายปัจจัย เช่น ฤดูกาล สภาพอากาศในแต่ละพื้ นท่ี 

เป็นต้น ซึ่งอาจส่งผลต่อจ านวนตัวอย่างในช่วงท่ีท าการศึกษาวิจัย  
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3.4  แหล่งที่มาของตัวอย่างเชื้อมาลาเรีย 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มเพื่อตรวจหาเช้ือมาลาเรียท่ีก่อโรค

ในมนุษย์ท้ัง 5 สปีชีส์ ซึ่งได้รับการสนับสนุนตัวอย่างเช้ือมาลาเรียส าหรับท าการวิจัย ได้แก่ ตัวอย่างดี

เอ็นเอของเช้ือมาลาเรียจากหน่วยวิจัยโรคเขตร้อนคณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล 

จ านวนท้ังหมด 66 ตัวอย่าง ประกอบด้วย พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม 20 ตัวอย่าง, พลาสโมเดียม

ไวแวกซ์ 30 ตัวอย่าง, พลาสโมเดียมโอวาเล 3 ตัวอย่าง, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี 3 ตัวอย่าง, พลาส

โมเดียวโนไซ 10 ตัวอย่างและตัวอย่างของผู้ไม่ติดเช้ือมาลาเรีย 102 ตัวอย่าง นอกจากนี้ได้รับตัวอย่าง

เลือดครบส่วนของผู้ป่วยมาลาเรียท่ีตรวจวินิจฉัยภายใต้กล้องจุลทรรศน์และชุดทดสอบเร็วจาก

โรงพยาบาลสถานพระบารมี จังหวัดกาญจนบุรี จ านวน 167 ตัวอย่างและได้รับตัวอย่างหยดเลือดแห้ง

บนกระดาษกรองจากประชากรในบางพื้นท่ีของจังหวัดตากจ านวน 163 ตัวอย่างและจังหวัดศรีสะเกษ

จ านวน 159 ตัวอย่าง 

3.5  การตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

 3.5.1  การย้อมฟิล์มเลือดชนิดบาง  

 น าฟิล์มเลือดท่ีแห้งแล้วมาย้อมสียิมซ่า โดยหยดสีให้ท่วมแผ่นฟิล์มเลือดนาน 10 นาที จากนั้น

หยดสารละลายบัฟเฟอร์และใช้ลูกยางเป่าเพื่อช่วยให้บัฟเฟอร์ผสมเข้ากันกับสีย้อมนาน 10 นาที เมื่อ

ครบเวลาใช้น้ าสะอาดล้างสียิมซ่าออกให้หมด เช็ดด้านหลังสไลด์ให้สะอาดเป่าลมให้แห้งและน าไป

ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 3.5.2  การนับจ านวนเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

 นับจ านวนเช้ือมาลาเรียจนนับเม็ดเลือดขาวได้ 200 เซลล์ และค านวณความหนาแน่นของเช้ือ

มาลาเรียต่อเลือด 1 ไมโครลิตร หากนับจ านวนเช้ือต่อเม็ดเลือดขาว 200 ตัวได้น้อยกว่า 100 ตัวต้อง

นับต่อจนได้จ านวนเม็ดเลือดขาว 500 เซลล์ โดยมีสูตรค านวณหาความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย 

ดังนี้ 

Parasitemia/µl    =   จ านวนเช้ือมาลาเรียท่ีนับได้      X  8000 WBC/µl 

             จ านวนเซลล์เม็ดเลือดขาวที่นับ  
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  โดยองค์การอนามัยโลกแนะน าให้ใช้ค่าเฉล่ียของเซลล์เม็ดเลือดขาว 8,000 เซลล์ต่อเลือดหนึ่ง

ไมโครลิตร (WHO, 2010) ซึ่งค่าเฉล่ียของเซลล์เม็ดเลือดขาว 8,000 คือค่าสมมติฐานของเม็ดเลือด

ขาวที่ได้มาจากช่วงของค่าอ้างอิง 5,000-10,000 เซลล์ต่อเลือดหนึ่งไมโครลิตร (59) 

3.6  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือด  
 

3.6.1  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดครบส่วน (whole blood) 
 

 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดครบส่วนด้วยชุดสกัด QIAamp blood mini kit 

(QIAGEN) โดยน าเลือด 200 µl เติม QIAGEN protease 20 µl ตามด้วย buffer AL 200 µl ผสมให้

เข้ากันและบ่มท่ี 56°C 10 นาที และเติมเอทานอล (95-100 %) 200 µl ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่น 

6,000 x g นาน 1 นาที แล้วท้ิงน้ าส่วนใสท่ีผ่าน spin column จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AW1 500 µl 

น าไปปั่น 6,000 x g นาน 1 นาที แล้วท้ิงน้ าส่วนใสท่ีผ่าน spin column หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอร์ 

AW2 500 µl น าไปป่ัน 20,000 x g นาน 3 นาที แล้วท้ิงน้ าส่วนใสท่ีผ่าน spin column และท าการ 

ชะดีอ็นเอออกจาก spin column โดยเติมบัฟเฟอร์ AE 200 µl บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 นาที น าไป

ปั่น 6,000 x g นาน 1 นาที และน าดีเอ็นเอท่ีได้เก็บไว้ที่ 4 °C 

3.6.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรอง (dried blood spot) 

 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองด้วยชุดสกัด QIAamp DNA 

Mini Kit (QIAGEN) โดยเริ่มจากการตัดหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองเป็นช้ินเล็ก ๆ ใส่หลอดทดลอง

ขนาด 1.5 ml เติมบัฟเฟอร์ ATL 180 µl และ Proteinase K 20 µl ผสมให้เข้ากันและน าไปบ่มท่ี 

56 °C นาน1-3 ช่ัวโมง จนเกิด lysed สมบูรณ์ จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AL 200 µl ผสมให้เข้ากันและ

น าไปบ่มท่ี 70 °C นาน 10 นาที ตามด้วยการเติมเอทานอล (95-100 %) 200 µl ผสมให้เข้ากัน 

จากนั้นดูดสาร mixture ท้ังหมดลงใน spin column น าไปปั่น 6,000 x g นาน 1 นาที แล้วท้ิงน้ า

ส่วนใสท่ีผ่าน spin columnจากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AW1 500 µl น าไปปั่น 6,000 x g นาน 1 นาที 

แล้วทิ้งน้ าส่วนใสท่ีผ่าน spin column หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอร์ AW2 500 µl น าไปปั่น 20,000 x g 

นาน 3 นาที แล้วท้ิงน้ าส่วนใสท่ีผ่าน spin column และท าการชะดีเอ็นเอออกจาก spin column 

โดยเติม บัฟเฟอร์ AE 200 µl บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 1 นาที น าไปปั่น 6,000 x g นาน 1 นาที และน า

ดีเอ็นเอท่ีได้เก็บไว้ที่ 4 °C 
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3.7  การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้น  
 

 3.7.1  การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 
 

 ในงานวิจัยนี้ได้ท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเช้ือมาลาเรียทุกสปีชีส์ใหม่ โดยใช้ข้อมูลนิ

วคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล NCBI ท่ีมีการอัปเดต ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับพลาสโมเดียมมาลาเรียอี

และจีนัสพลาสโมเดียมได้รับการออกแบบจากยีน 18S rRNA และไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับพ

ลาสโมเดียมโนไซ, พลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ได้รับการ

ออกแบบจากยีน cytochrome b โดยน าข้อมูลท่ีได้มา alignment ด้วยโปรแกรม Bioedit 

software version 7.2.5 และออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer design tool 

(ww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) และท านายอุณหภูมิหลอมเหลวของไพรเมอร์แต่ละส

ปีชีส์ท่ีออกแบบด้วยโปรแกรม uMelt Quartz ดังแสดงในตารางท่ี 6 

ตารางที่ 6  ไพรเมอร์ของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ส าหรับเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

Primer Gene Sequence  (5’- 3’) Tm 

P. knowlesi Cyt b F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAtatttattattaAGTTATT 

GGGGTGCAACTATC 

78 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTatattaataataatGTATA 

TCCT  CCACATAACCAAGTG 

P. ovale Cyt b F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTACTAATTTATTATCTTCAA 

TTCCAACC 

79 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTCAATACATAATGCAACRA 

ATGGAGGA 

P. malariae 18s rRNA F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAtttattGAAATTCTTAGATT 

TTCTGGAGACGAT 

81 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTCTCATAAGGTACTGAAGG 

AAACT 

P. falciparum Cyt b F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAggcgTAACTGCTTTCGTTG 

GTTATATC 

82 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTgcgcgtgcggTACAATACAT 

AATCCAATAAATGGTGAG 
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P. vivax Cyt b F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAggcgcgtgcggcgAATATT 

CAGTACCAATGATATGGCTC 

84 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTgcgtgcggcggCCATATA 

AAATAAAAATATCTTGTGGTGAC 

genus  

Plasmodium  

18s rRNA F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAgccgtgcggcgGCTTAAT 

TTGACTCAACACGGG 

85 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTgccgtgcggccgAAAAAC 

GGCCATGCATCACCAT 

Internal 

control 

16s rRNA F – TCGATAATCACGGGTCGCGGGTTAgtgcgCTCACCAAGGC 

GACGATCGGTA 

88 °C 

R – CGATTGTAAGCACGATCGCCCGTTCAATCCGAAGACCTT 

CATCGTTCAC 

 

 3.7.2  การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีด้วยเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการกาลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีจากยีนจีซิกพีดีจะใช้ข้อมูลจาก

งานวิจัยท่ีได้ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อการกลายพันธุ์แต่ละชนิดและได้ท าการ 

modification ของไพรเมอร์เพื่อให้มีความจ าเพาะมากขึ้น จากนั้นท านายอุณหภูมิหลอมเหลวด้วย

โปรแกรม uMelt Quartz ดังแสดงในตารางท่ี 7 

ตารางที่ 7  ไพรเมอร์ของการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพดีีส าหรับเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

Primer   Location Sequence (5’- 3’) Tm 

G6PD viangchan          Exon 9 (G->A) 
F - TTGGCTTTCTCTCAGGTCAGGA 

87 °C 
R - CCCAGGACCACATTGTTGGC 

G6PD mahidol   Exon 6 (G->A) 
F - CTCCGGGCTCCCAGCAAAA 

89 °C 
R - TGTGGTTGGACAGCCGGTCA 

Human   Beta-actin gene 
F - ACTGGCATCGTGATGGACTC 

90 °C 
R - CTTCATGAGGTAGTCAGTCAGG 

Internal control 
 F - TCAGGCGTCGACGGAAGACTC 

86 °C 
R - TCGGCCATCGTACAACGCATCTAT 
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3.8  การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอส าหรับเชื้อมาลาเรียและการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี 

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะต่อเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ พลาสโมเดียมโน

ไซ, พลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, 

จีนัสพลาสโมเดียมและ internal control และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะต่อการกลายพนัธุ์ของยีน

จีซิกพีดี ไดแ้ก่ จีซิกพีดีเวียงจันทน์, จีซิกพีดีมหิดล, ยีนจีซิกพีดีปกติ (ไม่มีการกลายพันธุ์) และ internal 

control เพื่อส่งสังเคราะห์ดีเอ็นเอซึ่งเป็นการสังเคราะห์ใน pUC57 vector ดังแสดงในตารางท่ี 8 และ 

9 ตามล าดับ 

ตารางที่ 8  พลาสมิดดีเอ็นเอส าหรับเช้ือมาลาเรีย  

Plasmid Sequence (5’-3’) ขนาด  

P. knowlesi          ATCTCTTGTATTTTTATTAACTTATTTACATATTTTAAGAGGATTAAATTATTCATATTTATATCTACCATTATCATG

GATATCAGGATTAATCATATTTGCATTATTTATAGTTACAGCTTTTATAGGTTATGTTTTACCTTGGGGACAAATGA

GTTATTGGGGTGCAACTGTCATAACTAATTTATTATCTTCAATTCCAGTATTAGTCATTTGGTTATGTGGAGGATAT

ACAGTAAGTGATCCAACAATTAAAAGATTTTTTGTATTACATTTTATACTTCCTTTTGTAGCATTATGTATTGTATTT

ATACATATATTCTTTTTACATTTACATGGTAGCACTAATCCTTTAGGGTATGATACAGCTTTAAAAATACCCTTCTA

TCCAAATCTATTAAGTCTTGATGTAAAAGGATTTAATAATATATTTATATTATTCTTATTACAAAGTATTTTTGGTAT

AATTCCATTATCTCATCCAGATAATGCTATATTAG 

500 bp 

P. ovale TTTTTCTTAACTTATCTACATATTTTAAGAGGATTAAATTATTCTTATTTATATTTACCTTTATCATGGATATCAGGT

TTAATTATATTTGCATTATTTATAGTAACTGCATTTATTGGATATGTATTACCTTGGGGACAAATGAGTTATTGGGG

TGCAACTGTTATTACTAATTTATTATCTTCAATTCCAGCCTTAGTTATATGGTTATGTGGAGGATATACTGTTAGTG

ATCCAACTATTAAAAGATTTTTCGTACTACATTTTATTCTTCCATTTGTTGCATTATGTATTGTATTTATACATATAT

TCTTCTTACATTTACATGGTAGCACAAATCCTTTAGGGTATGATACAGCATTAAAAATACCCTTCTATCCAAATCTA

TTAAGTCTTGATGTTAAAGGATTTAATAATATCTTTATATTATTTTTATTACAAAGTTTATTTGGAATAATACCATTA

TCTCATCCAGATAATGCAATTATTGTTAATACATA 

500 bp 

P. malariae       AAACAGTTAAAACAGTTTCTGTGTTTGAATACTACAGCATGGAATAACAAAATTGAACAAGTCAGAATTTTGTTCTT

TTTTCTTATTTTGGCTTAGTTACGATTAATAGGAGTAGCTTGGGGGCATTTGTATTCAGATGTCAGAGGTGAAATTC

TTAGATTTTCTGGAGACAATCAACTGCGAAAGCATTTGCCTAAAATACTTCCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGGG

AGTGAAGACGATCAGATACCGTCGTAATCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGTGTTGGATGATAGAGTAAAAAA

TAAAAGGGACATTCATATATATGAGTGTTTCTTTTAGATAGCTTCCTTCAGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTG

GGTTCTGGGGCGAGTATTCGCGCAAGCGAGAAAGTTAAAAGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCTT

GCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACTAGTTTA 

500 bp 

P. 

falciparum   

ATGGAGTGGATGGTGTTTTAGATACATGCACGCAACAGGTGCTTCTCTTGTATTTTTATTAACATATCTTCATATTT

TAAGAGGATTAAATTACTCATATATGTATTTACCATTATCATGGATATCTGGATTGATTTTATTTATGATATTTATTG

TAACTGCTTTCGTTGGTTATGTCTTACCATGGGGTCAAATGAGTTATTGGGGTGCAACTGTAATTACTAACTTGTTA

TCCTCTATTCCAGTAGCAGTAATTTGGATATGTGGAGGATATACTGTGAGTGATCCTACAATAAAACGATTTTTTGT

ACTACATTTTATCTTACCATTTATTGGATTATGTATTGTATTTATACATATATTTTTCTTACATTTACATGGTAGCAC

AAATCCTTTAGGGTATGATACAGCATTAAAAATACCCTTTTATCCAAATCTATTAAGTCTTGATGTTAAAGGATTTA

500 bp 
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ATAATGTTATAATTTTATTTCTAATACAAAGTTTAT 

P. vivax ATAATTCCATTATCTCATCCAGATAATGCTATATTAGTTAATACATATGTTACACCAATTCAAATTGTTCCTGAATG

GTACTTTTTACCATTTTATGCAATGTTAAAAACAATACCTAGTAAAACAGCAGGTTTATTAATTGTTTTAGCATCTT

TACAATTATTATTTTTATTAGCTGAACAAAGAAGTTTAACTACTATAATACAATTTAAAATGACATTTGGTGCTAGA

GAATATTCAGTACCAATGATATGGTTCATGTGTTCATTCTATGCTTTATTATGGATTGGATGTCAGTTACCACAAGA

TATTTTTATTTTATATGGTCGTTTATTTATAATATCATTCTTCTCTAGTGGATTATTTGCACTTGTTCATTATAAAAG

AACACATTATGATTACAGCTCCCAAGCAAACATTTAAATTACAAGGCTACGATAAGACGATATCTCTGAATATTGAG

CAGAACAATACAGACCGTAAGGTTATAATTATGTTAA 

500 bp 

Genus 

Plasmodium   

ACTATACCGACTAGGTGTTGGATGAATATAAAAAATATATAAATATGTAGCATTTCTTAGGGAATGTTGATTTTATA

TTAGAATTGCTTCCTTCAGTACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGCGAGTATTCGCGCAAGCGAGA

AAGTTAAAAGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGTGGAGCTTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTC

ACTAGTTTAAGACAAGAGTAGGATTGACAGATTAATAGCTCTTTCTTGATTTCTTGGATGGTGATGCATGGCCGTTT

TTAGTTCGTGAATATGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGATCTTAACCTGCTAATTAGCGGTAAGTACA

CTATATTTTTATTTGAAATTGAATATAGGTAATTATACATGTTTATTCAGTGTTCAAATTAGGATATTTTTTTATTAA

AATATTCTTTTCCCTGTTCTACTATAATAATTTGTTTTT 

500 bp 

ตารางที่ 9  พลาสมิดดีเอ็นเอส าหรับการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดี 

Plasmid Sequence (5’-3’) ขนาด 

G6PD 

Viangchan 

TGTTCATCAGAATAGACTCGAGATGGACCAGGGTGGTCCTGGAGGGTCCTCAGGGAGGGGCCCTGAGCTGGGCCTCT

GGCAGGGTGAGCAGAGCCAAGCAGGGGCCTCCTCCTGCCCTGAGGGCTGCACATCTGTGGCCACAGTCATCCCTGCA

CCCCAACTCAACACCCAAGGAGCCCATTCTCTCCCTTGGCTTTCTCTCAGGTCAAGATGTTGAAATGCATCTCAGAGG

TGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTACGTGGGGAACCCCGATGGAGAGGGCGAGGCCACCAAAGGGTACCTG

GACGACCCCACGGTGCCCCGCGGGTCCACCACCGCCACTTTTGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGGTG

GGATGGTAGGTGATGCCTTCGAGGCCCAGCAAGGCAGAACTGGGCATGCCCTGTGTGCGGGCACTGGAGCTCCCACT

GAGACACTCACGCACTGGTCCACACCCTGAGAGAGCT 

500 bp 

G6PD 

Mahidol 

CATGCCAGCAATGCCACCCTGGCACCCAGGGTGGGAAGGCTTCCCGGAAGGTGTTGAGCCAGAGGGTCATCTGGGAA

CACAAGGCACGGGAGGTGGCCACGGGGGCGAGGAGGTTCTGGCCTCTACTCCCCTGGGAGGGCGTCTGAATGATGCA

GCTCTGATCCTCACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGGGGGTAACGCAGCTCCGGGCTCCCAGCAGAAGCTGGAACCGCA

TCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCTGCAGAGCTCTGACCGGCTGTCCAACCACATCTTCTCCCTGTTCCGTG

AGGACCAGATCTACCGCATCGACCACTACCTGGGCAAGGAGATGGTGCAGAACCTCATGGTGCTGAGGTGGGGCCAA

GCCTGGGCCGGGGGACCAGGGTGGGGGTGGTACTCAGGAGCCTCACCTGGCCCACTGCCTCCCCGAGGACGAATTCC

TCCAGAACTCAGACAAGGGTGACCCCTCACATGTGGC 

500 bp 

Human AATGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGCGA

GAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGCTATCCCTGTA

CGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGGT

ATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGACCTGACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACCG

AGCGCGGCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCC

CTGGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGCCA

GGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCC 

500 bp 

Internal 

control 
TCAGGCGTCGACGGAAGACTCAAAATAGATGCGTTGTACGATGGCCGA 

48 bp 
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3.9  การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วยเทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์
เอ็มส าหรับเชื้อมาลาเรียและการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี 
 

3.9.1 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบส าหรับเช้ือมาลาเรียทุกสปีชีส์ด้วย

เทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 
 

การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ต่อเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ

เป็นแม่แบบดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรีย ส่วนประกอบในแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 20 µL ประกอบด้วย 

0.65X Hotstart PCR Master mix (Apsalagen co.ltd., Thailand), 0.25 µM forward primer, 

0.25 µM reverse primer, Midori Green Xtra 0.5 µL, DNA 1 µL และเติมน้ าให้ปริมาตรรวม 20 

µL จากนั้นน าเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-gener) โดยใช้สภาวะ initial denature 

95°C 5 นาที 1 รอบ ตามด้วย 35 รอบของ denature 95°C 30 วินาที, annealing 60°C 30 วินาที 

และ extension 72°C 30 วินาทีและ final extension 72°C 2 นาที 1 รอบ จากนั้นวิเคราะห์ผล

ด้วย HRM โดยการเพิ่มอุณหภูมิต้ังแต่ 75°C จนถึง 95°C โดยเพิ่มอุณหภูมิ 0.3°C ทุก 10 วินาที 

3.9.2  การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ส าหรับการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีด้วยเทคนิค
ซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

 

 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ต่อการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีเวียงจันทน์และ

มหิดล โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอแม่แบบของการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดี ส่วนประกอบในแต่

ละปฏิกิริยามีปริมาณ 20 µL ประกอบด้วย 0.5X Hotstart PCR Master mix (Apsalagen co.ltd., 

Thailand), 0.25 µM forward primer, 0.25 µM reverse primer, Midori Green Xtra 0.5 µL, 

DNA 1 µL และน้ า 11 µL จากนั้นน าเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-gener)  โดยใช้

สภาวะ initial denature 95°C 5 นาที 1 รอบ ตามด้วย 35 รอบของ denature 95°C 30 วินาที, 

annealing 60°C 30 วินาที และ extension 72°C 30 วินาทีและ final extension 72°C 2 นาที 1 

รอบ จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย HRM โดยการเพิ่มอุณหภูมิต้ังแต่ 75°C จนถึง 95°C โดยเพิ่มอุณหภูมิ 

0.3°C ต่อหนึ่งวินาที 
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3.10 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเชื้อมาลาเรียด้วยเทคนิค
มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้น  
 

 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย 

เช่น ปริมาตรของสาร อุณหภูมิของการเกิดปฏิกิริยา เป็นต้น โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอความเข้มข้น 

1000 copies/µl เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ โดยเตรียมไพรเมอร์มิกซ์ประกอบด้วย 86.4 nM F/R-พลาสโม

เดียมโอวาเล, 86.4 nM F/R- พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, 52.8 nM F/R- พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, 

86.4 nM F/R- พลาสโมเดียมไวแวกซ์ , 86.4 nM F/R- พลาสโมเดียมโนไซ, 201.6 nM F/R– 

จีนัสพลาสโมเดียม, 52.8 nM F/R– internal control และน้ า 22.8 µL จากนั้นเตรียมมาสเตอร์มิกซ์ 

ซึ่งเป็นส่วนประกอบของแต่ละปฏิกิริยามีปริมาณ 25 µL ประกอบด้วย 0.64X Hotstart PCR 

Master mix (Apsalagen co.ltd., Thailand), ไพรเมอร์มิกซ์ 6 µL, 0.02µM F/R- ยูนิเวอร์แซลไพร

เมอร์, plasmid internal control (100,000 copies/µL) 2.5 µL, Midori Green Xtra 1 µL, DNA 

3 µL และน้ า 3.5 µL จากนั้นน าเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-gener) โดยใช้สภาวะ 

initial denature 95°C 5 นาที 1 รอบ ตามด้วย 37 รอบของ denature 95°C 30 วินาที, ทดสอบ

อุณหภูมิของ annealing ระหว่าง 55-60°C 45 วินาที และ extension 72°C 30 วินาที ต่อด้วย 13 

รอบของ denature 95°C 30 วินาที, annealing 65°C 30 วินาที และ extension 72°C 30 วินาที 

และ final extension 72°C 2 นาที 1 รอบ จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วยเอชอาร์เอ็มโดยการเพิ่มอุณหภูมิ

ต้ังแต่ 75°C จนถึง 95 °C โดยเพิ่มอุณหภูมิ 0.3°C ต่อหนึ่งวินาที 

3.11  การทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารตรวจพบเชื้อมาลาเรียได้ของ
เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้น 
 

 การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ โดยน ามาเจือจางความเข้มข้น (10 

fold dilution) ต้ังแต่ 100,000, 10,000, 1,000, 100, 10, 1 และ 0.1 copies/µL เพื่อใช้เป็นดีเอ็น

เอแม่แบบในการทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนิค 

มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มโดยท าการทดสอบซ้ าท้ังหมด 4 ครั้ง จากนั้นน าผลการทดสอบท่ีได้มา

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Probit analysis SPSS version 28 เพื่อดูค่าความน่าจะเป็นท่ี 95% ของ

ปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ 
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3.12  การทดสอบความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่
พัฒนาขึ้นในการตรวจหาสปีชีส์ของเชื้อมาลาเรียเปรียบเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิคเรียลไทม์
พีซีอาร์ 

การทดสอบความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม โดยใช้

ตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมาลาเรียและตัวอย่างดีเอ็นเอของคนปกติท่ีได้รับการตรวจยืนยันด้วย

เทคนิค เรียลไทม์พีซีอาร์เพื่อใช้เป็นเทคนิคอ้างอิงในการทดสอบความไวและความจ าเพาะ

เปรียบเทียบกับเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้น (60, 61) จ านวนท้ังหมด 168 ตัวอย่างมาท าการทดสอบด้วย

เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นและน าผลท่ีได้มาวิเคราะห์หาความไวและ

ความจ าเพาะเปรียบเทียบกับเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ โดยใช้สูตร 2x2 table ดังแสดงในตารางท่ี 10 

ตารางที่ 10  ตารางในการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะ 

 Real-time PCR 

Positive Negative 

Multiplex PCR-HRM  
Positive True positive (TP) False positive (FP) 

Negative False negative (FN) True negative (TN) 

 

Sensitivity  = True positive x 100 

   True positive + False negative 

 

Specificity = True negative x 100 

   True negative + False positive 

 

% Accuracy = True positive + True negative 

   True positive + False negative + True negative + False negative 
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3.13  การทดสอบความสามารถของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาการติด
เชื้อมาลาเรียแบบผสมของผู้ป่วยมาลาเรีย 
  

3.13.1  การทดสอบเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรีย
แบบผสมด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 

การเตรียมตัวอย่างเช้ือมาลาเรียแบบผสม โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรียท่ีมีความ

เข้มข้น 1,000 copies/µL ได้แก่ พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี,พลาสโมเดียมโอ

วาเล, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาสโมเดียมโนไซ, จีนัสพลาสโมเดียมและ internal control ผสมกัน 

จากนั้นน ามาท าการทดสอบด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มเพื่อทดสอบดูความสามารถใน

ตรวจเช้ือมาลาเรียแบบผสม 

3.13.2  การทดสอบเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรีย
แบบผสมด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมาลาเรีย 

 

 น าตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมาลาเรียท่ีทราบความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ พลาส

โมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ โดยท าการเตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอแบบผสมของเช้ือพ

ลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ท่ีความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรียต่างกัน ได้แก่ 

1000:1000, 1000:100, 1000:10, 1000:1 parasites/µL และตัวอย่างดีเอ็นเอแบบผสมของเช้ือ 

พลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ท่ีความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ 

1000:1000, 100:1000, 10:1000, 1:1000 parasites/µL โดยท าการทดสอบซ้ าท้ังหมด 4 ครั้ง  

3.14  การตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเชื้อมาลาเรียจากตัวอย่างเลือดครบส่วนของผู้ป่วยมาลาเรีย
จากโรงพยาบาลสถานพระบารมี จังหวัดกาญจนบุรี ด้วยเทคนิค มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่
พัฒนาขึ้น  
 

 ตัวอย่างเลือดครบส่วนของผู้ป่วยมาลาเรียจ านวน 167 ตัวอย่าง ซึ่งได้รับการตรวจวินิจฉัย

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และชุดทดสอบเร็ว น าตัวอย่างเลือดมาสกัดดีเอ็นเอเพื่อตรวจหาเช้ือมาลาเรีย

ด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม จากนั้นวิเคราะห์ผลความไวและความจ าเพาะเปรียบเทียบ

กับกล้องจุลทรรศน์ด้วยสูตร 2x2 table   
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 จากนั้นน าตัวอย่างดีเอ็นท่ีสกัดจากตัวอย่างเลือดผู้ป่วยมาลาเรียจ านวน 54 ตัวอย่าง มา

ทดสอบด้วยเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มเพื่อวิเคราะห์ผลความไวและความจ าเพาะเปรียบเทียบ

กับเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นด้วยสูตร 2x2 table  

 ส าหรับเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์ได้อ้างอิงไพรเมอร์ของเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม , พลาสโม

เดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเลและพลาสโมเดียมไวแวกซ์จากงานวิจัยของ Georges 

Snounou และอ้างอิงไพรเมอร์ของเช้ือพลาสโมเดียมโนไซจากงานวิจัยของ Fread Anderios ปีพ.ศ. 

2551 ดังแสดงในตารางท่ี 10 และ 11 ตามล าดับ ในปฏิกิริยาชุดท่ี 1 (nest 1) ใช้ไพรเมอร์ rPLU1 

และ rPLU 5 ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเล

และพลาสโมเดียมไวแวกซ์ และใช้ไพรเมอร์ rPLU6 และ rPLU 5 ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียมโนไซ โดย

ส่วนประกอบของปฏิกิริยาประกอบด้วย 1X buffer PCR, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.25 

µM forward primer, 0.25 µM reverse primer, 0.05 Unit taq polymerase, DNA 2 µL และ

น้ า 13.8 µL น าเข้าเครื่อง Q1600 Real-time PCR (Bio-gener) ใช้สภาวะ initial denature 94 °C 

5 นาที 1 รอบ ตามด้วย 25 รอบของ denature 94 °C 30 วินาที, annealing 58 °C 30 วินาที และ 

extension 72 °C 45 วินาที ต่อด้วย final extension 72 °C 7 นาที 1 รอบ หลังจากนั้นน า

ผลิตภัณฑ์ของพีซีอาร์จากปฏิกิริยาชุดท่ี 1 มาเป็นดีเอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยาชุดท่ี 2 (nest 2) โดยใช้

ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ ซึ่งมีส่วนประกอบของปฏิกิริยาประกอบด้วย 1X 

buffer PCR, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.25 µM forward primer, 0.25 µM reverse 

primer, 0.05 Unit taq polymerase, DNA 2 µL และน้ า 13.8 µL จากนั้นน าเข้าเครื่อง Q1600 

Real-time PCR (Bio-gener) โดยใช้สภาวะ initial denature 94 °C 5 นาที 1 รอบ ตามด้วย 30 

รอบของ denature 94 °C 30 วินาที, annealing 64 °C (rFAL1,rFAL2 และ rVIV1,rVIV2), 64 °C 

(rOVA1,rOVA2 และ rMAL1,rMAL2) และ 55 °C (Pmk8,Pmk9) 30 วินาที และ extension 72 °C 

45 วินาที ตามด้วย final extension 72 °C 7 นาที 1 รอบ หลังจากนั้นน าผลิตภัณฑ์ท่ีได้จาก

ปฏิกิริยารอบท่ี 2 มาวิเคราะห์ผลด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซิสและวิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง UV 

transilluminator 
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ตารางที่ 11  ไพรเมอร์ส าหรับเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์ในการตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, 

พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเลและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ (Georges Snounou) 

Cycle Species Primers Sequences (5' - 3') Sizes (bp) 

Nest 1 Plasmodium sp. 
rPLU1 TCAAAgATTAAgCCATgCAAgTgA 

1,700   
rPLU5 CCTgTTgTTgCCTTAAACTTC 

Nest 2 

P. vivax 
rVIV1 CgCTTCTAgCTTAATCCACATAACTgATAC 

120 
rVIV2 ACTTCCAAgCCgAAgCAAAgAAAgTCCTTA 

P. falciparum 
rFAL1 TTAAACTggTTTgggAAAACCAAATATATT 

205 
rFAL2 ACACAATgAACTCAATCATgACTACCCgTC 

P. ovale 
rOVA1 ATCTCTTTTgCTATTTTTTAgTATTggAgA 

800 
rOVA2 ggAAAAggACACATTAATTgTATCCTAAT 

P. malariae 
rMAL1 ATAACATAgTTgTACgTTAAgAATAACCgC 

144 
rMAL2 AAAATTCCCATgCATAAAAAATTATACAAA 

 

ตารางที่ 12  ไพรเมอร์ส าหรับการตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียมโนไซด้วยวิธีเนสเต็ดพีซีอาร์ ( Fread 

Anderios ปีพ.ศ. 2551) 

Cycles Species Primers Sequences (5' - 3') Sizes (bp) 

Nest 1 Plasmodium sp. 
rPLU6 TTAAAATTgTTgCAgTTAAAACg 

1,200   
rPLU5 CCTgTTgTTgCCTTAAACTTC 

Nest 2 P. knowlesi 
Pmk8 gTTAgCgAgAgCCACAAAAAAgCgAAT 

153 
Pmkr9 ACTCAAAgTAACAAAATCTTCCATA 

 

3.15  การทดสอบความสามารถของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาเชื้อ
มาลาเรียของตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรอง 
 

 เตรียมตัวอย่างเลือดครบส่วนของผู้ป่วยมาลาเรียมาหยดลงบนกระดาษกรอง จากนั้นน ามา

สกัดดีเอ็นเอและท าการทดสอบด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม โดยซ้ าท้ังหมด 4 ครั้ง เพื่อ

ทดสอบดูผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มเปรียบเทียบกับการทดสอบด้วยดีเอ็นเอสกัดจากเลือดครบส่วน  
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3.16  การตรวจหาผู้ป่วยมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้นจาก
ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองในกลุ่มประชากรบางพื้นที่ของจังหวัดตากและจังหวัดศรี
สะเกษ  
 ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของกลุ่มประชากรในพื้นท่ีจังหวัดตากท่ีได้รับการ

ตรวจคัดกรองการติดเช้ือมาลาเรียด้วยชุดทดสอบเร็วจ านวน 163 ตัวอย่างและตัวอย่างหยดเลือดแห้ง

บนกระดาษกรองของกลุ่มประชากรในพื้นท่ีจังหวัดศรีสะเกษท่ีได้รับการตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใต้

กล้องจุลทรรศน์จ านวน 159 ตัวอย่าง โดยน าตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองมาสกัดดีเอ็นเอ

และตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นเพื่อทดสอบ

ความสามารถในการตรวจหาผู้ป่วยมาลาเรียท่ีไม่มีอาการแสดง  
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ด้วยเทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 
 

4.1.1 ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ส าหรับเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ด้วยเทคนิคซิง
เกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

 

 ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบส าหรับเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ด้วย

เทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มพบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบส าหรับเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์

สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้อย่างจ าเพาะ ไม่เกิดการเพิ่มจ านวนปฏิกิริยาข้ามกัน (cross-reaction) 

และให้ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์มีอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ท่ี

แตกต่างกันอย่างจ าเพาะ ได้แก่ พลาสโมเดียมโนไซ 78 °C, พลาสโมเดียมโอวาเล 79 °C, พลาสโม

เดียมมาลาเรียอี 81 °C, พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม 82 °C, พลาสโมเดียมไวแวกซ์ 84 °C, จีนัสพลาสโม

เดียม 85 °C และ internal control 88 °C ดังแสดงในรูปท่ี 21  

 

รูปที่ 21 ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มของการทดสอบซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์ส าหรับเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ 

พลาสโมเดียมโนไซ (Pk), พลาสโมเดียมโอวาเล (Po), พลาสโมเดียมมาลาเรียอี (Pm), พลาสโมเดียมฟัลซิ

ปารัม (Pf), พลาสโมเดียมไวแวกซ์ (Pv), จีนัสพลาสโมเดียม (genus) และ internal control 

(control) 
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4.1.2  ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรส์ าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี
ด้วยเทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

 

ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิก

พีดีด้วยเทคนิคซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มพบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ

ได้อย่างจ าเพาะ ไม่เกิดการเพิ่มจ านวนปฏิกิริยาข้ามกันและให้ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มของการ

กลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีแต่ละชนิด โดยมีอุณหภูมิหลอมเหลวท่ีแตกต่างกันอย่างจ าเพาะ ได้แก่ จีซิกพีดี

เวียงจันทน์ 87 °C, จีซิกพีดีมหิดล 89 °C, ยีนจีซิกพีดีปกติ (ไม่มีการกลายพันธุ์ ) 90°C และ internal 

control 86°C ดังแสดงในรูปท่ี 22  

 

 

รูปที่ 22 ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มของการทดสอบซิงเกิลเพล็กซ์พีซีอาร์ในการตรวจหาการกลาย

พันธุ์ของยีนจีซิกพีดี ได้แก่ จีซิกพีดีเวียงจันทน์, จีซิกพีดีมหิดล, human และ internal control  

4.2  ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ของเชื้อมาลาเรียด้วยเทคนิค

มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้น 

จากการทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมพบว่า annealing temperature ท่ีเหมาะสมท่ีสุด 

ได้แก่ 57 °C เนื่องจากสามารถเพิ่มจ านวนสารพันธุกรรมของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ได้ภายใต้

สภาวะของปฏิกิริยาเดียวกันและให้ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มท่ีแสดงอุณหภูมิหลอมเหลว ( Tm) 

ของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ได้ถูกต้อง โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมดังนี้ initial denature 95°C 5 นาที 

1 รอบ ตามด้วย 37 รอบของ denature 95°C 30 วินาที, annealing 57°C 45 วินาที และ 
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extension 72°C 30 วินาที ต่อด้วย 13 รอบของ denature 95°C 30 วินาที, annealing 65°C 30 

วินาที และ extension 72°C 30 วินาที และ final extension 72°C 2 นาที 1 รอบ จากนั้น

วิเคราะห์ผลด้วยเอชอาร์เอ็มต้ังแต่ 75-95 °C โดยเพิ่มอุณหภูมิ 0.3 °C ต่อหนึ่งวินาที ซึ่งให้ผลการ

วิเคราะห์เอชอาร์เอ็มท่ีสามารถแยกสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียได้อย่างจ าเพาะ ดังแสดงในรูปท่ี 23 

 

 

 

 

P. knowlesi   P. ovale 
 

 

 

 
P. malariae P. falciparum 

 

 

 

 

P. vivax  Non-infected malaria 
 

 

 

 

 

รูปที่ 23 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาและระบุสปีชีส์

ของเช้ือมาลาเรีย ได้แก่ พลาสโมเดียมโนไซ (Pk), พลาสโมเดียมโอวาเล (Po), พลาสโมเดียมมาลาเรีย

อี (Pm), พลาสโมเดียมฟัลซิปารัม (Pf), พลาสโมเดียมไวแวกซ์ (Pv), จีนัสพลาสโมเดียม (genus) และ

ไม่ติดเช้ือมาลาเรีย 
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4.3  ผลการทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยที่สุดท่ีสามารตรวจพบเชื้อมาลาเรีย
ได้ของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาข้ึน 
 

4.3.1  ผลการทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารตรวจพบเช้ือมาลาเรียได้
ของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 

 ผลการทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนิค

มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม โดยการเจือจางพลาสมิดดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ความ

เข้มข้น ต้ังแต่ 100,000 - 0.1 copies/µL โดยวิเคราะห์ซ้ าท้ังหมด 4 ครั้ง ดังแสดงในตารางท่ี 14 

และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Probit analysis SPSS version 28 พบว่า 95% ของปริมาณสาร

พันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบของเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, 

พลาสโมเดียมโอวาเล, จีนัสพลาสโมเดียมเท่ากับ 2.354 copies/µL และเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์, 

พลาสโมเดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมโนไซเท่ากับ 3.316 copies/µL  

 

ตารางที่ 14  ผลการทดสอบหาปริมาณสารพันธุกรรมท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารตรวจพบเช้ือมาลาเรียได้

ของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้น โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีเจือจางความเข้มข้น

ต้ังแต่ 100,000 - 0.1 copies 

Plasmodium 

species 

Copies/µL  

100,000 10,000 1,000 100 10 1 0.1 

P.  falciparum +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/+/- -/-/-/- 

P. vivax +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/-/+/- -/-/-/- 

P. ovale +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/-/-/- -/-/-/- 

P. malariae +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/-/+/- -/-/-/- 

P. knowlesi +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ -/+/-/+ -/-/-/- 

genus Plasmodium +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/+ -/-/-/- 
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4.4  ผลการทดสอบความไวและความจ าเพาะในการตรวจหาเชื้อมาลาเรียของเทคนิคมัลติเพล็กซ์
พีซีอาร์เอชอารเ์อ็มที่พัฒนาขึน้เปรียบเทียบกับเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ 
 

ผลการทดสอบความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ี

พัฒนาขึ้นในการตรวจตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมาลาเรียจากหน่วยวิจัยโรคเขตร้อน คณะ

เวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งได้รับการตรวจยืนยันสปีชีส์ด้วยเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์

เปรียบเทียบกับการตรวจด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นพบว่าความไวและ

ความจ าเพาะในการตรวจเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมมาลาเรีย

อี, พลาสโมเดียมโนไซและจีนสพลาสโมเดียมเท่ากับ 100% และ 100% ตามล าดับ ส าหรับพลาสโม

เดียมไวแวกซ์ความไวเท่ากับ 100% และความจ าเพาะเท่ากับ 99.28% ดังแสดงในตารางท่ี 15 

ตารางที่ 15  ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

ส าหรับการตรวจหาสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียเปรียบเทียบกับเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์ 

Results No. of reference samples 

Plasmodium falciparum detection 

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 
Multiplex PCR positive 20 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 148 (TN) 

Plasmodium vivax detection 

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 

Multiplex PCR positive 30 (TP) 1 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 137 (TN) 

Plasmodium ovale detection 

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 

Multiplex PCR positive 3 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 165 (TN) 

Plasmodium malariae detection 

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 

Multiplex PCR positive 3 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 165 (TN) 
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Plasmodium knowlesi detection 

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 

Multiplex PCR positive 10 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 158 (TN) 

Genus Plasmodium detection   

 
True positive 

(Real-time PCR positive) 
True negative 

(Real-time PCR negative) 

Multiplex PCR positive 66 (TP) 1 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 101 (TN) 

 

4.5  ผลการทดสอบความสามารถของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาการ
ติดเชื้อมาลาเรียแบบผสมของผู้ป่วยมาลาเรีย 
  

 4.5.1  ผลการทดสอบตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรียแบบผสมด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
มัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

 

 การทดสอบการติดเช้ือมาลาเรียแบบผสมด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม โดยใช้ 

พลาสมิดดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรียท่ีมีความเข้มข้น 1,000 copies/µL ได้แก่ เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิ

ปารัม, พลาสโมเดียมมาลาเรียอี, พลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาสโมเดียมโนไซ, 

จีนัสพลาสโมเดียมและ internal control ผสมรวมกันและท าการวิเคราะห์ผลด้วยเอชอาร์เอ็มพบว่า

สามารถตรวจระบุสปีชีส์เช้ือมาลาเรียแบบผสมได้ ดังแสดงในรูปท่ี 24 

 

รูปที่ 24 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาและระบุ สปีชีส์

ของเช้ือมาลาเรีย โดยผสมพลาสมิดดีเอ็นเอของเช้ือมาลาเรียทุกสปีชีส์ท่ีมีความเข้มข้น 1,000 

copies/µL  
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4.5.2  ผลการทดสอบเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาการติดเช้ือ
มาลาเรียแบบผสมด้วยตัวอย่างดีเอ็นเอของผู้ป่วยมาลาเรีย 

 

 ผลของการทดสอบการติดเช้ือมาลาเรียแบบผสมด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

ของตัวอย่างดีเอ็นเอแบบผสมของเช้ือของพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ ได้แก่ 

1000:1000, 1000:100, 1000:10, 1000:1 และตัวอย่างดีเอ็นเอแบบผสมของเช้ือของพลาสโมเดียม

ฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ ได้แก่ 1000:1000, 100:1000, 10:1000, 1:1000 

parasites/µL ดังแสดงในตารางท่ี 16 

ตารางที่ 16 ผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียแบบผสมด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ี

พัฒนาขึ้น 

Artificial mix 

(parasites/µl) 

Multiplex HRM results in quadruplicate 

P.falciparum P.vivax P.falciparum P.vivax P.ovale P.malariae P.knowlesi genus 

1,000 1,000 +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

1,000 100 +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

1,000 10 +/+/+/+ +/-/+/- -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

1,000 1 +/+/+/+ +/-/+/- -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

1,000 1,000 +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

100 1,000 +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

10 1,000 +/+/+/+ +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

1 1,000 -/+/+/- +/+/+/+ -/-/-/- -/-/-/- -/-/-/- +/+/+/+ 

 

4.6  ผลการตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเชื้อมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่
พัฒนาขึ้นโดยเก็บตัวอย่างเลือดครบส่วนของผู้ป่วยจากโรงพยาบาลสถานพระบารมี จังหวัด
กาญจนบุรี  

ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการ

ตรวจดีเอ็นเอของตัวอย่างเลือดครบส่วนของผู้ป่วยมาลาเรียจ านวน 167 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับการ

ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท้ัง 167 ตัวอย่างพบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100%, 100% 

ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 17 
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ตารางที่ 17  ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

ส าหรับตรวจหาสปีชีส์เช้ือมาลาเรียจากตัวอย่างเลือดครบส่วนเปรียบเทียบกับการตรวจภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ 

Results No. of reference samples 

Plasmodium falciparum detection 

 
True positive 
(Microscopic) 

True negative 
(Microscopic) 

Multiplex PCR positive 1 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 166 (TN) 

Plasmodium vivax detection 

 
True positive 
(Microscopic) 

True negative 
(Microscopic) 

Multiplex PCR positive 166 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 1 (TN) 
 

จากนั้นน าตัวอย่างมาลาเรีย 54 ตัวอย่างมาทดสอบเปรียบเทียบระหว่างเทคนิคมัลติเพล็กซ์

พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มเปรียบเทียบกับเทคนิคเนสเต็ดพีซีอาร์พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 

100% และ 100% ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 18 

ตารางที่ 18  ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม 

ส าหรับการตรวจหาสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียจากตัวอย่างเลือดครบส่วนเปรียบเทียบกับเทคนิคเนสเต็ด

พีซีอาร์ 

Results No. of reference samples 

Plasmodium falciparum detection 

 
True positive 
(Nested PCR) 

True negative 
(Nested PCR) 

Multiplex PCR positive 1 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 53 (TN) 

Plasmodium vivax detection 

 
True positive 
(Nested PCR) 

True negative 
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(Nested PCR) 

Multiplex PCR positive 53 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 1 (TN) 

 

4.7  ผลการทดสอบความสามารถของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มในการตรวจหาเชื้อ
มาลาเรียของตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรอง 
 

 ผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มของตัวอย่างเลือด

ผู้ป่วยมาลาเรียท่ีสกัดจากเลือดครบส่วนให้ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มเป็นเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์

และเมื่อทดสอบด้วยทดสอบดีเอ็นเอท่ีสกัดจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรอง โดยท าซ้ า

ท้ังหมด 4 ครั้งพบว่าให้ผลการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มพบเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ นั่นหมายความว่า

ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองสามารถทดสอบด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ี

พัฒนาขึ้นได้ 

4.8  ผลการตรวจหาผู้ป่วยมาลาเรียด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มที่พัฒนาขึ้นจาก
ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของประชากรในบางพื้นที่จังหวัดตากและจังหวัดศรีสะ
เกษ 
 

ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของกลุ่มประชากรในพื้นท่ีจังหวัดตากจ านวน 163 

ตัวอย่าง ซึ่งได้รับการตรวจคัดกรองการติดเช้ือมาลาเรียด้วยชุดทดสอบเร็วพบว่ามีผู้ ป่วยติดเช้ือ

มาลาเรีย 2 รายและเมื่อน าตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองมาสกัดดีเอ็นเอและทดสอบด้วย

เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นพบผู้ป่วยติดเช้ือมาลาเรีย 9 ราย ได้แก่ พลาสโม

เดียมฟัลซิปารัม 2 รายและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ 7 ราย พบว่ามีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 

100% และ 96.89 % ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 19 

 ตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของกลุ่มประชากรในพื้นท่ีจังหวัดศรีสะเกษท่ีได้รับ

การตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์จ านวน 159 ตัวอย่างพบว่าไม่มีผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ

มาลาเรีย จากนั้นน าตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองมาสกัดดีเอ็นเอและตรวจหาเช้ือมาลาเรีย

ด้วยเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นพบว่าไม่มีผู้ป่วยท่ีติดเช้ือมาลาเรียและมี

ความจ าเพาะเท่ากับ 100% ดังแสดงในตารางท่ี 20 
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ตารางที่ 19  ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม

ส าหรับการตรวจหาสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองเปรียบเทียบ

กับการตรวจด้วยชุดทดสอบเร็ว 

Results No. of reference samples 

Plasmodium species detection 

 
True positive 

(Rapid diagnosis test) 
True negative 

(Rapid diagnosis test) 

Multiplex PCR positive 2 (TP) 5 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 156 (TN) 
 

ตารางที่ 20  ผลการวิเคราะห์ความไวและความจ าเพาะของเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม

ส าหรับการตรวจหาสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียจากตัวอย่างหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองเปรียบเทียบ

กับการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

Results No. of reference samples 

Plasmodium species detection 

 
True positive 
(Microscopic) 

True negative 
(Microscopic) 

Multiplex PCR positive 0 (TP) 0 (FN) 

Multiplex PCR negative 0 (FP) 159 (TN) 
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บทท่ี 5 
 

สรุปและอภิปรายผล 
 

 เทคนิคการตรวจหาเช้ือมาลาเรียถือเป็นปัจจัยท่ีส าคัญในการควบคุมและก าจัดโรคมาลาเรีย 

ซึ่งเป็นโรคท่ีไม่มีอาการจ าเพาะและผู้ป่วยบางรายก็ไม่มีอาการแสดง หากไม่ได้รับการตรวจวินิจฉัย

และการรักษาผู้ป่วยกลุ่มนี้อาจกลายเป็นแหล่งสะสมและแพร่กระจายของเช้ือได้ (4) การตรวจด้วย

เทคนิคมาตรฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมท่ีมีปริมาณน้อยท่ีสุดได้

เพียง 50-500 parasites/µL (20) การตรวจด้วยชุดทดสอบเร็วสามารถตรวจพบสารพันธุกรรมท่ีมี

ปริมาณน้อยท่ีสุดได้เพียง 100 parasites/µL (23) ดังนั้นการตรวจหาเช้ือมาลาเรียในกลุ่มผู้ป่วยท่ีไม่มี

อาการแสดงด้วยเทคนิคเหล่านี้อาจจะตรวจพบได้ยาก เนื่องจากผู้ป่วยกลุ่มท่ีไม่แสดงอาการมักมีความ

หนาแน่นของเช้ือค่อนข้างต่ า 1-1,336 parasites/µL ดังนั้นการพัฒนาเทคนิคทางโมเลกุลท่ีมีความไว

และความจ าเพาะสูงจึงมีความจ าเป็นอย่างมากในการวินิจฉัยผู้ป่วยท่ีมีความหนาแน่นของเช้ือค่อนข้าง

ต่ าหรือไม่มีอาการแสดง (62) อาทิเช่น เนสเต็ดพีซีอาร์, เรียลไทม์พีซีอาร์และมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เป็น

ต้น 

 ในงานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม ส าหรับตรวจหาและระบุสปี

ชีส์ของเช้ือมาลาเรียในมนุษย์ โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ใหม่จากยีน 18S rRNA และ 

cytochrome b ส าหรับเช้ือพลาสโมเดียมท้ัง 5 สปีชีส์และจีนัสพลาสโมเดียม เนื่องจากเป็นยีนท่ีมี 

หลาย copies ในจีโนมของเช้ือพลาสโมเดียม ซึ่งมีความไวในการตรวจพบมากกว่ายีนท่ีมีเพียง 1 

copie นอกจากนี้ยังได้พัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี

ประกอบด้วย จีซิกพีดีเวียงจันทน์และจีซิกพีดีมหิดล ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยท่ีสุดในประเทศ

ไทย เนื่องจากการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีส่งผลให้เกิดภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีและมีผลข้างเคียง

ต่อการใช้ยารักษาผู้ป่วยมาลาเรีย รวมถึงการส ารวจความชุกของการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพีดีในพื้นท่ีท่ีมี

การระบาดของเช้ือมาลาเรีย ซึ่งอาจจะมีการน าไปศึกษาพัฒนาต่อส าหรับงานวิจัยในอนาคต 

 เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นส าหรับตรวจหาและระบุ สปีชีส์ของเช้ือ

มาลาเรียท้ัง 5 สปีชีส์ ได้แก่ เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, พลาสโมเดียมไวแวกซ์, พลาสโมเดียมโอ
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วาเล, พลาสโมเดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมโนไซ พบว่าไพรเมอร์ท่ีออกแบบใหม่มีความจ าเพาะ

ต่อเช้ือมาลาเรียแต่ละสปีชีส์ โดยมีอุณหภูมิหลอมเหลวในการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มท่ีแตกต่างกันและ

แยกออกจากกันได้อย่างชัดเจน เมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้าได้พัฒนาการวิเคราะห์เทคนิคเรียลไทม์

พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม (63) ในการตรวจเช้ือมาลาเรีย 5 สปชีีส์ โดยออกแบบไพรเมอร์จากยีน 18S rRNA 

เพียงคู่เดียวพบว่าอุณหภูมิหลอมเหลวในการวิเคราะห์เอชอาร์เอ็มของเช้ือมาลาเรียบางสปีชีส์ใกล้เคียง

กัน โดยเฉพาะพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและพลาสโมเดียมมาลาเรียอีท่ีมีอุณหภูมิหลอมเหลวห่างกัน 

0.5°C จึงมีความยากในการระบุสปีชีส์  

 เทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นสามารถทดสอบปริมาณสารพันธุกรรมท่ี

น้อยท่ีสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ โดยพบว่าเทคนิคนี้สามารถตรวจเช้ือพลาสโมเดียมโนไซ , พลาสโม

เดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมไวแวกซ์ได้น้อยท่ีสุดเท่ากับ 3.316 copies/µL และสามารถ

ตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมฟัลซิปารัมและจีนัสพลาสโมเดียมได้น้อยท่ีสุดเท่ากับ 

2.354 copies/µL เมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้าได้พัฒนาเทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มร่วมกับ 

TaqMan probe (64) พบว่ามีความไว 21.47 – 46.43 copies/µL และงานวิจัยก่อนหน้าได้พัฒนา

เทคนิคเรียลไทม์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็ม (63) สามารถตรวจพบสารพันธุกรรมท่ีมีปริมาณน้อยท่ีสุดได้

เท่ากับ 1 - 100 copies/µL ส าหรับการทดสอบความไวและความจ าเพาะของเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นใน

การตรวจหาเช้ือมาลาเรียพบว่าความไวและความจ าเพาะในการตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัม, 

พลาสโมเดียมโอวาเล, พลาสโมเดียมมาลาเรียอีและพลาสโมเดียมโนไซเท่ากับ 100% และ 100% 

ตามล าดับ ส าหรับการตรวจหาเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์พบว่ามีความไวเท่ากับ 100% และ

ความจ าเพาะเท่ากับ 99.28% นอกจากนี้ยังได้ท าการทดสอบการตรวจหาการติดเช้ือแบบผสมของ

เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิปารัมละพลาสโมเดียมไวแวกซ์พบว่าเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นนี้สามารถตรวจพบการ

ติดเช้ือแบบผสมได้ ถือว่าเป็นเทคนิคท่ีสามารถน าไปสู่การรักษาผู้ป่วยท่ีมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าเทคนิคมัลติเพล็กซ์พีซีอาร์เอชอาร์เอ็มท่ีพัฒนาขึ้นมีความไวและ

ความจ าเพาะสูงมากในการตรวจหาและระบุสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรียสามารถตรวจหาการติดเช้ือท่ีมี

ความหนาแน่นต่ าได้  ดังนั้นเทคนิคท่ีพัฒนาขึ้นนี้จึงอาจจะเป็นอีกหนึ่งทางเลือกท่ีจะน ามาใช้ในการ

ตรวจหาเช้ือมาลาเรีย อันจะเป็นประโยชน์ต่อตัวผู้ป่วยในการตรวจวินิจฉัยและการได้รับรักษาท่ีมี

ประสิทธิภาพมากขึ้น รวมถึงเป็นประโยชน์ต่อทางด้านสาธารณสุขในการควบคุมและก าจัดโรค
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มาลาเรียด้วย นอกจากนี้ยังได้พัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เอชอาร์เอ็มส าหรับตรวจหาการกลายพันธุ์ของยีนจี

ซิกพีดีด้วย ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์ต่อการให้ยารักษาผู้ป่วยมาลาเรียเนื่องจากการรักษาผู้ป่วยมาลาเรีย

ด้วยยาต้านเช้ือมาลาเรีย เช่น ยาไพรมาควินจะมีผลท าให้เกิดภาวะเม็ดเลือดแดงแตกได้ในผู้ป่วยท่ีมี

ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีร่วมด้วย ดังนั้นก่อนให้ยารักษาผู้ป่วยมาลาเรียจึงควรมีการตรวจภาวะ

พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีก่อนเพื่อช่วยป้องกันผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดกับผู้ป่วยได้ (44) อีกท้ังยังเป็นการ

ส ารวจความชุกของการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีท่ีพบในผู้ป่วยมาลาเรียได้ด้วย 
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