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 โรคมาลาเรียเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขในหลายประเทศท่ัวโลก ในแตละปมีผูปวยมาลาเรียประมาณ 
350 - 500 ลานคน และเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน ถึงแมวาโรคมาลาเรียสวนใหญจะเกิดจากการติดเชื้อพลาสโมเดียม 
ฟลซิปารัม ซึ่งกอใหเกิดอาการรุนแรงและมีอุบัติการณกอโรคมากกวามาลาเรียชนิดอ่ืนๆ อยางไรก็ตามเชื้อพลาสโมเดียม 
ไวแวกซ มีการแพรกระจายทางภูมิศาสตรอยางกวางขวางและมคีวามสามารถในการกอใหเกิดความเจ็บปวยเรื้อรังและ
กลับมาเปนซ้ําไดเน่ืองจากการมีระยะพักตัวท่ีอยูในเซลลตับและเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการรุนแรงทางคลินิก สําหรับ
เปาหมายของการจํากัดเชื้อมาลาเรียโดยการตัดขั้นตอนในการติดตอของเชื้อน้ัน ระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดของผูท่ี
ติดเชื้อมาลาเรียจึงเปนเปาหมายสําคัญสําหรับยาและวัคซีน ดังน้ันการประมาณการแพรกระจายของระยะดังกลาวจึงมี
ความสําคัญตอการควบคุมโรค ถึงแมวาวิธีการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนถือเปนวิธีท่ีใชกันท่ัวไปทาง
หองปฏิบัตกิารในการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรีย แตยังมีขอจํากัดในเรื่องการตรวจหาเชื้อในตัวอยางท่ีมีปริมาณเชื้อต่ํา
กวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน ปจจุบันไดมีการพัฒนานําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชในการตรวจหาแกมีโต
ไซต การศึกษาน้ีจึงไดพัฒนาวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น โดยใชยีนเปาหมาย คือ พีวีเอส 25 
เพ่ือการตรวจหาแกมีโตไซตระยะท่ี 5 ของเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจํานวน 106 ตัวอยาง 
จากผูปวยติดเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ท่ีเขารับการรักษาจากมาลาเรียคลินิกในจังหวัดตาก จัดเปนตัวอยางในฤดูฝน
จํานวน 49 ตัวอยาง และในฤดูแลงจํานวน 57 ตัวอยาง โดยใชอารเอ็นเอท่ีถูกเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอาร
เอ็นเอและเลือดท่ีเก็บบนกระดาษกรอง  ผลการศึกษาพบระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือด จากการตรวจภายใตกลอง
จุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนิดบางท่ียอมดวยสียิมซารอยละ 56.0 และรอยละ 52.38 ของผูท่ีติดเชื้อพ
ลาสโมเดียม ไวแวกซ ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับผลปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส 
ทรานสคริปชั่น ท่ีมีความจําเพาะตอยีนพีวีเอส 25 ผลการตรวจพบรอยละ 91.84 และรอยละ 94.87 ของอารเอ็นเอจาก
ตัวอยางเลือดผูปวยท่ีติดเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน ตามลําดับ โดยสรุปผลการตรวจหาแกมีโต
ไซตใหผลบวกรอยละ 93.18 จากการใชอารเอ็นเอท่ีเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ และรอยละ 89.77 
โดยวิธีการหยดเลือดบนกระดาษกรอง การวินิจฉัยความไวของการตรวจสอบยีนพีวีเอส 25 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น อารเอ็นเอท่ีถูกเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและเลือดท่ีเก็บบน
กระดาษกรองไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 และพบวาความชุกของแกมี
โตไซตในชวงฤดูแลงและฤดูฝนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมตัวอยางท่ีเก็บรวบรวมในชวงฤดู
แลงและฤดูฝน การศึกษาในครั้งน้ีชี้ใหเห็นวาวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น มีความไวในการ
ตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ไดดีกวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จากตัวอยางเลือด
ผูปวยท่ีถูกเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและบนกระดาษกรอง และพบความชุกสูงของแกมีโตไซตของเชื้อพลาสโมเดียม 
ไวแวกซ เกิดขึ้นท้ังในฤดูกาลท่ีมีการแพรกระจายของเชื้อต่ําในชวงฤดูแลงและสูงในชวงฤดูฝนจากพ้ืนท่ีที่มีการ
แพรกระจายของเชื้อในประเทศไทย 
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 Malaria remains one of the world’s most important public health burdens. It has been estimated that 350-
500 million people are infected with malaria, resulting in about 1 million deaths each year. Although malaria caused by 
Plasmodium falciparum is the most pernicious and contributes the most disease burden of all malaria species at the 
global scale, Plasmodium vivax occupies a larger geographical niche and is capable of causing chronic relapsing 
illness due to the presence of a dormant stage in hepatocyte and can be responsible for severe clinical syndromes. 
For malaria eradication aiming at abrogating malaria transmission, circulating gametocytes in infected individuals are 
targets for drugs and vaccines. Therefore, estimation of gametocyte carriage has important implication for disease 
control. Although microscopy is considered to be a practical tool for malaria diagnosis. Furthermore, a number of 
infected blood samples harboring parasites below microscopic detection threshold are undiagnosed by microscopy. 
Herein, a novel nested reverse transcription polymerase chain reaction (nested RT-PCR) targeting Pvs25 mRNA was 
developed for detection of mature gametocytes (stage V) of P. vivax. The performance of the RT-PCR method was 
evaluated using blood samples from 106 P. vivax-infected patients who attended a malaria clinic in Tak Province in 
rainy season (n=49) and in dry season (n=57). RNA was extracted from both fresh blood spotted onto filter paper and 
RNA-preserved blood sample from each subject. Results showed that 56% (28/50) and 52.38% (22/42) of patients 
infected with P. vivax collected in dry and in rainy seasons, respectively, had gametocytes in their circulation based on 
microscopic examination of Giemsa stained thin and thick blood films. On the other hand, the nested RT-PCR method 
could specifically amplify Pvs25 mRNA in 91.84% (45/49) and 94.87% (37/39) of RNA-preserved blood samples from 
patients infected with P. vivax in dry and in rainy seasons, respectively. In total, 93.18% (82/88) of RNA-preserved 
blood samples gave positive tests for nested RT-PCR method and 89.77% (79/88) of blood samples spotted onto filter 
paper conferred positive results. It is noteworthy that no significant difference in diagnostic sensitivity for Pvs25 mRNA 
detection by nested RT-PCR was observed when templates were derived from RNA-preserved blood samples or from 
blood samples spotted onto filter paper (p>0.05). The prevalence of P. vivax gametocyte carriage did not show 
significant difference between samples collected in dry season and those collected in rainy seasons. Taken together, 
this study demonstrated that the nested RT-PCR method was superior to microscopy for detection of P. vivax mature 
gametocytes in patients’ blood samples that could be efficiently stored either on filter paper or RNA preservative and 
that a high prevalence of submicroscopic P. vivax gametocytemia occurred in both low (dry season) and high (rainy 
season) transmission seasons in an endemic area of Thailand. 
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วิทยานิพนธสําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของ ศาสตราจารย 
นายแพทย ดร.สมชาย จงวุฒิเวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดกรุณาใหคําแนะนําขอคิดตางๆ ตลอดจนแกไขขอบกพรอง
วิทยานิพนธมาดวยดียิ่ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ ขอกราบขอบพระคุณ 
รองศาสตราจารย ดร.จตุรงค  พุทธพรทิพย อาจารยที่ปรึกษารวม ที่ไดกรุณาใหความรู ขอแนะนํา 
ในการแกปญหาตางๆ ในการทําวิจัย ใหกําลังใจเม่ือมีอุปสรรค มิตรภาพที่ดี ตลอดจนแกไข
ขอบกพรองวิทยานิพนธมาดวยดียิ่งตลอด  ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี ้

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย นายแพทยประเสริฐ สิทธิเจริญชัย 
ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย 
นายแพทย เกรียงศักดิ์  ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา และแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและ
สมบูรณมากยิง่ข้ึน 

ขอขอบคุณ คุณกีฬา กออําไพ คุณภัทธกร บุบผัน และคุณเจริญชัย อ๊ึงเจริญสุข 
ชวยเหลือในเร่ืองการเก็บตัวอยาง 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนสวนใหญจากทุนอุดหนุนวิทยานิพนธสําหรับนิสิต 
ของบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหทุนเพื่อสนับสนุนการทําวิทยานิพนธในระดับ
บัณฑิตศึกษา 

สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พี่ๆ และเพื่อนๆ ทุกคนที่ได
ใหกําลังใจการสนับสนุนการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้จนสําเร็จ 
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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา 
  
 โรคมาลาเรียยังเปนปญหาสําคญัทางสาธารณสุข ซึ่งกอใหเกิดอาการโรครุนแรงและ 
นํามาสูการเสียชีวิตของประชาชนโดยเฉพาะในกลุมประเทศเขตรอนทั่วโลก ซึ่งมีสาเหตจุาก 
เชื้อโปรโตซัวใน phylum Apicomplexa, class Sporozoa และ genus Plasmodium โดยมี
ยุงกนปลองเพศเมียเปนพาหะนําโรค เชื้อมาลาเรียที่กอใหเกิดโรคในคน มี 5 ชนิด ไดแก 
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale 
และเชื้อมาลาเรียของลิงที่สามารถติดตอมาสูคนได คือ Plasmodium knowlesi (Jongwutiwes  
et al., 2004; Singh et al., 2004)  
 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนชนิดทีก่อใหเกิดโรคทีพ่บไดบอย 
ในแตละปมีผูปวยมาลาเรียประมาณ 350-500 ลานคนและเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน (Hay  
et al., 2010) โดยเฉพาะในทวีปแอฟริกา พบผูปวยตดิเชื้อ P. falciparum มากกวารอยละ 75 
สวนมากเปนเด็กอายตุ่ํากวา 5 ป และมีผูเสียชีวิตประมาณ 0.7-2.7 ลานคน (Breman, 2001)  
เชื้อมาลาเรียที่พบรองลงมา คือ เชื้อ P. vivax พบมากในเขตรอนและกึ่งรอน เชน ทวีปเอเชีย 
อเมริกากลาง และอเมริกาใต แตละปมีผูติดเชื้อ P. vivax ประมาณ 130-145 ลานคน (Price  
et al., 2007) แมวาเชื้อชนิดนีจ้ะไมกอใหเกดิอันตรายถงึชวิีตแตผูที่ติดเชื้อ P. vivax นั้นสามารถ
กลับมาเปนซ้ําได (relapse) เนื่องจากเชื้อมีระยะฮปิโนซอยต (hypnozoite) ซึ่งอาศัยอยูในเซลลตับ
ของผูปวย ภายในระยะเวลาส้ันๆ 3-5 สัปดาห หรือระยะเวลานาน 5-10 เดือน (Baird et al., 
1997) และสามารถออกสูกระแสเลือดไดในภายหลัง สงผลใหผูที่ไมไดรับการรักษาอยางถกูตอง
อาจแพรเชื้อตอไปได ทําใหสงผลกระทบตอสุขภาพรางกายของประชากรและกอใหเกิดความ
เสียหายตอเศรษฐกจิในการพัฒนาประเทศชาต ิอยางเชน ประเทศตางๆ ในทวีปเอเชยีรวมถึง
ประเทศไทย ซึ่งจากการศกึษาของ Putaporntip และคณะ พบการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย
ชนิด P. vivax มากที่บริเวณจังหวัดจนัทบุรี ซึ่งพบผูติดเชื้อรอยละ 91.03 จังหวัดยะลาและจงัหวัด
นราธิวาสพบผูติดเชื้อรอยละ 61.31 จังหวัดตากพบผูตดิเชือ้รอยละ 52.63 และจังหวัด
ประจวบคีรีขันธพบผูติดเชื้อรอยละ 43.87 (Putaporntip et al., 2009) ดังนัน้ประเทศไทยจึง 
เปนพืน้ทีท่ี่ตองเฝาระวังการแพรระบาดของโรคมาลาเรียทีเ่กิดจากเชื้อชนิดนี้  
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จากรายงานของกรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข พบวาจํานวนผูปวยมาลาเรียใน
ประเทศไทยระหวางเดือนมกราคม-ตุลาคม พ.ศ. 2552 เปนผูปวยชาวไทยจํานวน 18,740 ราย  
มีอัตราสวนระหวางเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนอัตรา 1:1 เทากนั จังหวัดที่มีผูปวย
มาลาเรียสูงสุด 10 อันดับ ไดแก จังหวัดตาก ยะลา แมฮองสอน กาญจนบุรี นราธิวาส ชุมพร  
ศรีสะเกษ สุรินทร ประจวบคีรีขันธ และจันทบุรี นอกจากนีย้งัพบแนวโนมการแพรกระจายของ 
โรคมาลาเรียในบางจังหวัดที่มีแรงงานตางชาติเขามาอาศยัและทํางานเปนจํานวนมาก เชน 
จังหวัดตาก ชุมพร และศรีสะเกษ ซึ่งเปนจังหวัดที่มีชายแดนติดตอกับประเทศพมาและกัมพชูา  
จึงมีการเคล่ือนยายของประชากรขามพรมแดนอยางตอเนือ่ง ดังนั้นจงึตองมีการเฝาระวังผูปวย
มาลาเรียในพื้นทีด่ังกลาว 

นอกจากนี้การรักษาและปองกันโรคมาลาเรียในปจจุบนัยงัมีอุปสรรคสําคัญ คือ การดื้อยา
ของเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax ตอยาตานมาลาเรียหลายชนิด อีกทั้งยุงกนปลองที่เปน
พาหะสามารถปรับตัวใหมีความทนทานตอยาฆาแมลง รวมถึงการเปล่ียนพฤติกรรมการเกาะพกั
ของยุงหลังการดูดเลือด ซึ่งทําใหไมประสบความสําเร็จในการใชยาฆาแมลงจําพวก residual 
spray เทาที่ควร นอกจากนี้ผูที่มีเชื้อมาลาเรียระยะแกมีโตไซตจะไมกอใหเกิดอาการเจ็บปวยแต 
จะปรากฏอยูในกระแสเลือดประมาณ 22 วัน ของผูที่ไมไดรับยา ซึ่งสามารถเปนแหลงแพรเชื้อ
ตอไปได นอกจากนีจ้ากการศกึษาของ Nassir และคณะ (2005) พบวาผูที่มีการติดเชื้อมาลาเรีย
มากกวาหนึ่งสายพันธุโอกาสทีจ่ะพบแกมีโตไซตในกระแสเลือดไดยาวนานกวาผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย
ที่มีสายพันธุเดี่ยว ดังนั้นแกมีโตไซตจากผูที่ตดิเชื้อมาลาเรียมากกวาหนึ่งสายพันธุจึงมีโอกาสติดตอ
จากคนไปสูยุงพาหะสามารถแพรเชื้อไปยงับุคคลอ่ืนตอไปไดมากข้ึน ดังนัน้การกําจดัระยะ 
แกมีโตไซตจึงมีความสําคัญในการปองกันโรคมาลาเรียในเขตปรากฏโรค  

จากการวิเคราะหระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียพบโปรตีนทั้งหมด 900 ชนิด และใน
ระยะแกมมีตมีโปรตนีประมาณ 600 ชนิด แตโปรตีนทีมี่ความจําเพาะตอระยะนี้มีเพยีง 97 ชนิด 
และยีนที่มีความสําคญัตอการเจริญของระยะแกมีโตไซตมีประมาณ 250-300 ยีน (Baker et al., 
2010) โดยกระบวนการสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเชื้อมาลาเรียสามารถจําแนกไดเปน 2 ชวงคือ 
ระยะการสืบพันธุกอนเกิดการปฏิสนธิ (pre-fertilization) และระยะการสืบพันธุหลังเกิดการ
ปฏิสนธิ (post-fertilization) โดยระยะการสืบพนัธุกอนเกดิการปฏิสนธ ิประกอบดวยระยะ 
แกมีโตไซตและระยะแกมมีต โดยมีการสรางโปรตีนจากยนีที่เกี่ยวของคือ P45, P48 และ P230  
ซึ่งเปนยนีที่สรางโปรตนีบนผิวของแกมีโตไซตและแกมมีต มีน้ําหนกัโมเลกุล 45, 48 และ 230  
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กิโลดาลตัน (kDa) ตามลําดับ ยนีเหลานีป้ระกอบดวยกรดอะมิโนซิสทีอีน (cysteine) เรียงตัวซ้ํา
กัน 6 ชุด ซึ่งมีพันธะไดซัลไฟด (SO4

-2) สามารถกระตุนใหเกิดแอนติบอดีทีต่อตานและยบัยั้งการ
เจริญเตบิโตของแกมมีต สําหรับระยะการสืบพนัธุหลังเกิดการปฏิสนธิ มีการสรางโปรตีนจากยนี 
ที่เกีย่วของคือ ookinete surface protein-25 (P25) และ ookinete surface protein-28 (P28)  
มีน้ําหนกัโมเลกุล 25 และ 28 กิโลดาลตัน ตามลําดับ มีหนาที่สรางโปรตีนที่แสดงออกบนผิวของ 
ไซโกตและโอโอไคนีต นอกจากนี้ยังพบโปรตีนในชวงทายของระยะโอโอไคนีตและโอโอซีสต คือ  
ไคทีเนส (chitinase) ซึ่งเปนเอนไซมทีย่อย peritrophic membrane ของโอโอซสีต ทั้งนี้จาก
การศึกษาเชื้อมาลาเรียหลายชนิดโดย Duffy และคณะ (1997) พบวาการแสดงออกของยีน P25 
ในระยะแรกของแกมีโตไซตมีปริมาณต่ําและจะเพิ่มข้ึนหลังจากปฏิสนธิ โดยโครงสรางของโปรตีน 
P25 และ P28 ประกอบดวย signal sequence บริเวณ N-terminus มี epidermal growth factor 
(EGF)-like domain 4 แหง และ C-terminus มี glycosyl phosphatidyl moiety เพื่อยึดเหนี่ยว
โปรตีนบริเวณผิวของเชื้อมาลาเรียแตละชนิด จากการวิเคราะหโปรตีน P25 พบกรดอะมิโน 
ซีสเทอีน 22 ตัว และมีการสรางพันธะไดซัลไฟด 11 พันธะ สวนโปรตีน P28 มีกรดอะมิโนซีสเทอีน 
20 ตัว และพันธะไดซัลไฟด 10 พันธะ นอกจากนี้ยังพบวายีนทั้งสองมี copy number  
จํานวน 1 ชุด (Tsuboi et al., 1998) 
 การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียในเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax 
สามารถทําไดโดยการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนดวยฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบาง
จากการยอมดวยสียิมซา (Giemsa) เนื่องจากวิธีนี้มีความจําเพาะในการตรวจหาระยะอ่ืนๆ ของ
เชื้อมาลาเรียรวมทั้งระยะแกมีโตไซต อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดในเร่ืองการตรวจหา
ระยะแกมีโตไซตในตัวอยางที่มีปริมาณเชื้อต่ํา ซึ่งวิธีนีใ้ชเลือดในปริมาณที่นอยสามารถตรวจพบ
แกมีโตไซตประมาณ 20 ถึง 50 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร (Dowling et al., 1966; Karl et al., 
2009; Moody, 2002) อาจทําใหไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได ดังนั้นการนําเทคนิคทาง 
ชีวโมเลกุลมาใชในการตรวจหาเชื้อที่มีปริมาณต่ํากวาการตรวจภายใตกลองจุลทรรศนที่อาจทําให
ไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได ดังนั้นการพัฒนาการวิจัยโดยใชเทคนิคที่มีความจําเพาะใน
การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดของผูปวยสามารถตรวจพบโดย 
ใชวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ซึ่งมีความไวมากกวาการ
ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนในชวง 0.02 ถึง 0.1 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร ดังเชน การ
ประยุกตใชวิธี RT-PCR ในการตรวจหา messenger RNA ของยีนที่จําเพาะตอระยะสืบพันธุ 
แบบมีเพศ โดยใชยีนเปาหมาย คือ Pfs16, Pfs48, Pfs45, Pfs230 และ Pfs25 พบวาวิธีนี้มี 
ความไวในการตรวจพบระยะสืบพนัธุแบบมีเพศที่มีปริมาณเชื้อต่ํากวารอยละ 0.1 ดังนั้นเทคนิค  
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RT-PCR จึงมีความเหมาะสมในการตรวจหาระยะสืบพันธุแบบมีเพศของเชื้อมาลาเรีย นอกจากนี้
ยังมีการศึกษาโดยใชยนีเปาหมาย คือ Pfg377 เพื่อตรวจหาระยะแกมีโตไซตในผูปวยประเทศ
เวียดนามจํานวน 131 ราย โดยเกบ็ตัวอยางเลือดหยดบนกระดาษกรอง ตรวจสอบโดยวิธี RT-PCR 
พบวาใหผลบวกจํานวน 67 ราย ซึ่งสามารถตรวจพบแกมีโตไซตในระดับต่ําสุดคือ 0.03 ตัว ใน
เลือด 1 ไมโครลิตร โดยมีอัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซตในผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum 
เพียงชนิดเดียวมีคาสูงกวาในกรณทีี่ผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum รวมกับเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืน 
(Maeno et al., 2008) ดังนั้นการวิจัยโดยใชเทคนิคทีมี่ความจําเพาะในการตรวจหาระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดของผูปวย จึงมีความสําคัญทางการแพทยเพื่อเปน
ประโยชนในการปองกันและควบคุมโรคตอไป 

แมวามีการนําเทคนิค RT-PCR มาใชในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. falciparum กันอยางแพรหลาย (Maeno et al., 2008; Menegon et al., 2000; Mlambo  
et al., 2008) แตในปจจบุันยังไมมีการประยกุตเทคนคิดังกลาว สําหรับการตรวจหาระยะ 
แกมีโตไซตโดยใชยนีเปาหมาย คือ Pvs25 ที่จําเพาะตอระยะนี้ในผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax ดังนั้น
วัตถุประสงคของงานวิจัยนีค้ือ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค RT-PCR ในการตรวจหาระยะ
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากผูปวยในประเทศไทย และเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของการเกบ็
รักษาตัวอยางเลือดผูปวยโดยใชวิธีการเก็บในหลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) และ 
เก็บบนกระดาษกรอง โดยทําการเกบ็ตัวอยางเลือดผูปวยในชวงตนฤดูฝนในเดือนมิถุนายน  
ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2553 และในชวงตนฤดูแลงในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือน
มกราคม พ.ศ. 2554 เพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราความชุกของระยะแกมีโตไซตในผูปวยที ่
ติดเชื้อ P. vivax และฤดูกาลโดยใชเทคนิค RT-PCR และทําการเปรียบเทียบผลกับฟลมเลือด  
ซึ่งอุบัติการณของผูที่มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดจะเปนพื้นฐานสําคญัในการควบคุม 
โรคมาลาเรียตอไปในอนาคต 

 
 
 
 

 
 

 



5 
 

บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
ประวัติความเปนมาของเช้ือมาลาเรีย 
 

โรคมาลาเรียเปนโรคที่มีมานาน จากบันทึกเกาแกทีเ่ขียนโดยชาวอียิปตโบราณตั้งแต 
1600 ปกอนคริสตกาล (Breasted, JH., 1930) กลาววา โรคมาลาเรีย หรือโรคไขหนาวส่ันสามารถ
ปองกันไดโดยใชน้ํามันสกัดที่ไดจากตนไม Balanites ทาตัว เม่ือ 400 ปกอนคริสตกาล นกัปราชญ  
Hippocrates (Boyd, M.R., 1949) ไดบันทึกอาการของโรคมาลาเรียวามีอาการหนาวส่ันเปนระยะ 
เหงื่อออก มามโต บางคนมีอาการไขทุกวันและรุนแรงข้ึนจนเสียชีวิต บางคนมีอาการไขวันเวนสอง
วันปจจุบัน คือ เชื้อ Plasmodium malariae ซึ่งเปนเชื้อที่อันตรายนอยที่สุด ในชวง ค.ศ. 800-1300 
ชาวจีนโบราณและชาวอาหรับไดบรรยายลักษณะไขจับส่ันไวเชนเดยีวกัน สวนในทวีปอเมริกาไดมี
ขอสันนิษฐานวาไมมีโรคมาลาเรีย กอนที่ Columbus จะคนพบทวีปอเมริกา แตเชื้อมาลาเรียชนิด 
Plasmodium vivax และ P. falciparum เกดิการแพรกระจายในทวีปอเมริกาในภายหลัง 
เนื่องจากการอพยพของชาวสเปน ชาวโปรตุเกส และชาวแอฟริกาเขามาเปนทาสในทวีปอเมริกา 
(Jarcho, S., 1847)  

ในป ค.ศ. 1847 Meckel (Meckel, H., 1847) ทําการศึกษาพบวาผูปวยที่เสียชีวิตดวย 
โรคมาลาเรียมีสมองและมามเปนสีดํา เม่ือนําเซลลเม็ดเลือดแดงมาตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนจะมีสีดําตดิอยู ตอมาในป ค.ศ. 1880 ในประเทศอัลจิเรีย Laveran (Laveran, A., 
1884) ไดเจาะเลือดผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรีย ซึ่งไมไดยอมสีมาตรวจสอบพบวาเม็ดเลือดแดงมีการ
กระเพื่อมและมีกอนกลมๆ อยูตรงกลาง มีเสนใยโบกพัดอยูขางๆ ซึ่งในปจจุบนันี้ คือ เซลลสืบพนัธุ
เพศผู (microgamete) ของเชื้อ P. falciparum  และเชื่อวาส่ิงที่เหน็นี้คือสาเหตุของโรคมาลาเรีย
แตยังไมมีบุคคลใดใหความเชื่อถือตอการคนพบดังกลาว ตอมาในป ค.ศ. 1884 Marchiafara และ 
Celli (Marchiafara, E., Celli, A., 1885) พบวาเชื้อมาลาเรียมีทั้งเซลลสืบพนัธุเพศผูและเพศเมีย 
(microgamete และ macrogamete) สามารถผสมพันธุกนัได ตอมาใน ค.ศ. 1885 Galgi (Cox, 
FEG., 1996) ไดศึกษาลักษณะการเกิดไขตางกันของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งพบเชื้อ P. vivax ทําใหเกิดไข 
วันเวนวัน สวนเชื้อ P. malariae ทําใหเกิดไขวันเวนสองวัน หลังจากนั้น ในป ค.ศ. 1891 
Romanowsky (Romanowsky, D.L., 1891) ไดพัฒนาวิธกีารยอมเชื้อมาลาเรียใหมีประสิทธิภาพ
มากข้ึน โดยนําเลือดผูปวยมายอมสีพบวานิวเคลียสของเชือ้ติดสีแดง สวนไซโตพลาสซึม 

   



6 
 
ติดสีน้ําเงนิเปนผลใหสามารถแยกเชื้อมาลาเรียในสัตวออกจากเชื้อมาลาเรียที่เปนสาเหตใุนคนได
งายข้ึน ตอมา Machiafawa และ Bignami คนพบเชื้อ P. falciparum (Cox, FEG., 1996) และ 
Stephens พบเชื้อ Plasmodium ovale (Stephens, J.W.W., 1922) นอกจากนี้ในป ค.ศ. 1897 
Ross (Ross, R., 1897) ไดคนพบยุงทีเ่ปนพาหะนําโรคมาลาเรียคือ ยุงกนปลอง  
 
อนุกรมวิธานของเช้ือมาลาเรีย 
 

เชื้อมาลาเรียเปนส่ิงมีชีวิตเซลลเดยีวที่จดัอยูในกลุมยคูาริโอต (eukaryote) ซึ่งมี
องคประกอบของเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear membrane) แยกนิวเคลียสออกจากไซโตพลาสซึม 
อยางชัดเจน สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรียไดดังนี ้
   

Kingdom   Protista 
        Subkingdom   Protozoa 
                Phylum   Apicomplexa 
                      Class    Sporozoa 
                            Subclass   Coccodia 
                                   Order   Eucoccidiida  
                                          Suborder   Haemosporina 
                                                 Family   Plasmodiidae 
                                                        Genus   Plasmodium 

  
ในปจจุบนัพบวาเชื้อมาลาเรียใน genus Plasmodium ประกอบดวยสปชีส (species) 

ประมาณ 120 ชนิด โดยพบในสัตวปก สัตวฟนแทะหรือในลิง แตเชื้อมาลาเรียชนิดที่พบและทําให
เกิดโรคในคนมี 4 ชนิดคือ Plasmodium malariae (Feletti and Grassi, 1889),  Plasmodium 
vivax (Grassi and Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897) และ Plasmodium 
ovale (Stephens, 1922)  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อ Plasmodium ที่พบในลิง primate หลายชนิด
สามารถติดตอสูคน เชน Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi และ Plasmodium 
simium เปนตน (Knowles and Das Gupta, 1932; Coatney et al., 1961; Deane et al.,1966) 
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การกระจายทางภูมิศาสตร 
  

การแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียนั้นพบไดทั่วโลกระหวางเสนรุงที่ 64 องศาเหนือถึงเสนรุง 
32 องศาใต โดยเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนชนดิที่กอใหเกิดโรคไดบอย ซึ่งการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดจะแตกตางกนั ในพื้นที่ตางๆ ดังแสดงในภาพที่ 1 เชื้อ
มาลาเรียทีเ่ปนสาเหตุของโรคสวนใหญเกิดจากเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax ในแตละป 
มีผูปวยมาลาเรียประมาณ 350-500 ลานคน และเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน (Hay et al., 2010) 
โดยเฉพาะในทวีปแอฟริกา ซึ่งพบผูปวยที่ตดิเชื้อ P. falciparum มากกวารอยละ 75 สวนมากเปน
เด็กอายุนอยกวา 5 ป โดยเสียชีวิตประมาณ 0.7-2.7 ลานคน (Breman, 2001) สวนเชื้อที่พบมาก
รองลงมา คือเชื้อ P. vivax พบมากในเขตรอนและกึ่งรอน เชน ทวีปเอเชยี อเมริกากลางและ
อเมริกาใต  ยุโรป และแอฟริกาเหนือ ซึ่งแตละปมีผูตดิเชื้อ P. vivax ประมาณ 130-145 ลานคน 
(Price et al., 2007) สําหรับเชื้อ P. malariae พบการแพรกระจายไดทั่วไปในแอฟริกากลางและ
ตะวันตก ศรีลังกา และพื้นทีบ่างสวนของมาเลเซยีซึ่งมีอุบตัิการณพบเชื้อต่ํา และเชื้อ P. ovale  
พบไดนอยเชนกัน แตมักพบมากในทวีปแอฟริกาตะวันตก  

สําหรับสถานการณโรคมาลาเรียในประเทศไทย จากการรายงานของสํานักระบาดวิทยา 
พ.ศ. 2552 จํานวนผูปวยมาลาเรียทั้งประเทศในเดือน มกราคม-ตุลาคม พ.ศ. 2552 พบผูปวยไทย
จํานวน 18,740 ราย คิดเปนอัตราปวย 0.29 ตอประชากรหนึ่งพนัคน และอัตราสวนระหวาง 
เชื้อมาลาเรียชนดิ P. falciparum และ เชื้อ P. vivax เทากบั 1:1 นอกจากนี้ยังมีการจัดอันดับ  
10 จังหวัดสูงสุดในผูปวยชาวไทยทีป่วยเปนโรคมาลาเรีย ไดแก จังหวัดตาก จํานวน 6,603 ราย 
ยะลา 1,439 ราย แมฮองสอน 1,306 ราย กาญจนบุรี 983 ราย นราธิวาส 758 ราย ชุมพร 728 ราย  
ศรีสะเกษ 723 ราย สุรินทร 616 ราย ประจวบคีรีขันธ 581 ราย และจันทบุรี 530 ราย (ภาพที่ 2) 
นอกจากนี้สํานักระบาดวิทยาทําการเปรียบเทียบจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 10 เดือนแรก
ของป พ.ศ. 2552 กับป พ.ศ. 2551 (กราฟที่ 1) พบวาจํานวนผูปวยชาวไทยลดลงถึงรอยละ 16  
แตจํานวนผูปวยชาวตางชาติซึง่สวนใหญเปนชาวพมาลดลงแครอยละ 3 ทั้งนี้แนวโนมของโรค
มาลาเรียมีโอกาสสูงข้ึนได เนื่องจากพบแรงงานตางชาติในบางจังหวัดสูงข้ึนในจังหวัดตาก ชุมพร 
และศรีสะเกษ ซึ่งเปนจังหวัดที่มีชายแดนตดิตอประเทศพมาและกัมพูชา นอกจากนีย้ังมีการ
เคล่ือนยายของประชากรขามพรมแดน จึงตองมีการเฝาระวังผูปวยมาลาเรียในพืน้ที่ดังกลาวสูงข้ึน  

 



8 
 

 
 
ภาพที ่1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อมาลาเรีย (en.wikipedia.org/wiki/File:Malaria_map.PNG) 
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ภาพที่ 2 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรีย โดยเรียงลําดับจากมากไปนอยใน

ประเทศไทยป พ.ศ. 2552 ไดแก 1) ตาก 2) ยะลา 3) แมฮองสอน 4) กาญจนบุรี 5) นราธิวาส 
6) ชุมพร 7) ศรีสะเกษ 8) สุรินทร 9) ประจวบคีรีขันธ และ 10) จันทบุรี (สํานักโรคติดตอนําโดย
แมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข, 2552) 
 
 

Myanmar 

Laos  

Cambodia 
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กราฟที่ 1 แสดงจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 10 เดือนแรกของป พ.ศ. 2552 กับป พ.ศ. 2551 
หมายเหต:ุ จํานวนผูปวยปงบประมาณ 2551 = 26,064 ราย ปงบประมาณ 2552 = 22,843 ราย 
(สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข, 2552) 
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วงชีวิตของเช้ือมาลาเรีย 
 

วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียมีการเจริญเตบิโต 2 แบบ คือ การสืบพันธุแบบอาศยัเพศ  
(sexual reproduction) เกิดข้ึนในยุงกนปลองเพศเมียทีเ่ปน invertebrate host และการสืบพันธุ 
แบบไมอาศัยเพศ (asexual reproduction) หรือ ชิโซโกนี (schizogony) เกิดข้ึนในคนที่เปน 
vertebrate host แบงออกเปน 2 ชวง คือ การเจริญในเซลลตับ (exoerythrocytic stage)  
และเซลลเม็ดเลือดแดง (erythrocytic stage) ตามลําดับ (ภาพที่ 3) 

1. วงชีวิตการเจริญเติบโตในยุง (sexual reproduction) 
 เม่ือยุงกนปลองเพศเมียดูดเลือดคนทีมี่เชื้อมาลาเรียซึ่งปะปนกันหลายระยะเขาไป  
แตมีเพียงระยะแกมีโตไซตเทานั้นที่สามารถเจริญตอไปในกระเพาะอาหารของยุง หลังจากนั้น  
แกมีโตไซตเพศเมีย (macrogametocyte) จะเจริญเปนแกมมีตเพศเมีย (macrogamete)  
สวน แกมีโตไซตเพศผู (microgametocyte) จะเกิดกระบวนการ exflagellation ไดเปนแกมมีต 
เพศผู (microgamete) จํานวน 8 ตัว เม่ือแกมมีตเพศเมียเกิดการปฏิสนธิกบัแกมมีตเพศผู 
กลายเปนไซโกต (zygote) ตอมาไซโกตจะเกิดการเปล่ียนแปลงรูปรางคลายเทาเทียมเพื่อใชใน 
การเคล่ือนที่ผานกระเพาะอาหารของยุง เรียกระยะนี้วาโอโอไคนีต (ookinete) เนื่องจากปลาย 
ดานหนึ่งของโอโอไคนีตจะมี apical organelle เพื่อใชในการลุกลามผานเซลลเยื่อบกุระเพาะ
อาหาร ระยะโอโอไคนีตจะเดินทางผานสารทีพ่บในกระเพาะอาหารของยุงที่เปน chitinous 
peritrophic matrix ซึ่งทําหนาที่ปองกนักระเพาะอาหารของยุงจากการตดิเชื้อ (Huber et al, 
1991) จากนัน้โอโอไคนีตจะไปเกาะติดสวนไมโครวิลไล (microvilli) ของเซลลเยื่อบกุระเพาะ
อาหาร (Zieler and Dvorak, 2000) โปรตีนที่เกี่ยวของกับการเคล่ือนที่ผานผนังกระเพาะอาหาร
ของยุง เชน circumsporozoite protein (csp) (Trottein et al, 1995) อยางไรก็ตามโอโอไคนีตจะ
เคล่ือนที่ไปยัง basal membrane ของเซลลซึ่งบุผนังดานนอกของกระเพาะอาหารแลวเจริญเปน 
โอโอซีสต (oocyst) การเพิ่มจํานวนของโอโอซีสตจะมีหลายนิวเคลียส ในระยะนี้ apical organelle 
จะสลายตัวไปแตเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) และกอลจิแอพพาราตัส  
(golgi apparatus) จะเพิ่มจํานวนมากข้ึน ทําใหโอโอซีสตมีขนาดใหญข้ึนประมาณ 40 ถึง 50 
ไมครอน (Canning and Sinden, 1973) และเรียกระยะเชือ้ที่อยูภายในโอโอซีสตทีย่ังไมสราง 
สปอโรซอยต (sporozoite) วาสปอโรบลาส (sporoblast) การเจริญเปนระยะสปอโรซอยต  
เร่ิมตนจากการเกิดรองในสวนของ endoplasmic reticulum โดยแตละสปอโรซอยตจะมีนิวเคลียส 
(nucleus) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) และเอพิโคพลาส (apicoplast) อยางละอัน  
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(Sinden and Strong, 1978) เม่ือโอโอซีสตเจริญเติบทีจ่ะมีสปอโรซอยตหลายพนัตัว (Rosenberg 
and Rungsiwongse, 1991) หลังจากนัน้ผนังโอโอซีสตจะแตกออกทําใหสปอโรซอยตออกสูชอง
อกของยุงแลวเดินทางไปยังตอมน้ําลายเพื่อรอเวลาในการเขาสูคนตอไป ซึ่งระยะสปอโรซอยตมี
รูปรางคลายตัวหนอนมีความยาวประมาณ 10 ถึง 15 ไมครอนและกวาง 1 ไมครอน ที่ปลายดาน
หนึ่งมี apical organelle เพื่อใชในการลุกลามเขาสูเซลลตบั ระยะเวลาตั้งแตการเจริญจากระยะ 
แกมีโตไซตจนถึงระยะปอโรซอยตใชเวลาแตกตางกัน ข้ึนอยูกับอุณหภูมิและชนิดของเชื้อมาลาเรีย 
เชน อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เชื้อ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 9 ถึง 10 วัน ใกลเคยีงกับ
เชื้อ P. vivax ใชเวลา 8 ถึง 10 วัน ในขณะที่เชื้อ P. malariae และเชื้อ P. ovale ใชเวลาประมาณ 
14 ถึง 16 วัน และ 12 ถึง 14 วัน ตามลําดับ อุณหภูมิที่สูงข้ึนจะทําใหการเจริญเร็วข้ึน  
(Sinden and Gilles, 2002) 
 

2. การเจริญของเชื้อมาลาเรียในคน (asexual reproduction) 
 วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียในคนประกอบดวยการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ โดยแบงการ
เจริญเปน 2 ชวง คือ การเจริญในเซลลตับและการเจริญในเม็ดเลือดแดง ในชวงหนึ่งของการเจริญ
ในเม็ดเลือดแดงจะเร่ิมมีการสรางเซลลสืบพนัธุ 

2.1 การเจริญของเชื้อมาลาเรียในเซลลตับ  
เม่ือยุงที่มีเชื้อมาลาเรียกัดคน ยุงจะปลอยเชื้อที่อยูในระยะสปอโรซอยต เขาสูกระแสเลือด 

ภายในระยะเวลาประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง ระยะสปอโรซอยตเขาสูเซลลตับโดยอาศัย
กระบวนการทีซ่ับซอนและเกิดข้ึนรวดเร็วประมาณ 2 นาที เม่ือลุกลามเขาสูเซลลตบัแลวจะมีการ
สราง parasitophorous vacuole ลอมรอบเชื้อมาลาเรียซึง่ระยะนี้โครงสรางทีเ่ปน cytoskeleton 
รวมทั้ง apical organelle จะสลายตัวไปทําใหเชื้อมาลาเรียเปล่ียนรูปรางเปนทรงกลมหรือทรงรี
โดยมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 3 ถึง 5 ไมครอน เรียกระยะที่อยูในเซลลตับวา hepatic stage 
หรือ exoerythrocytic stage ระยะนี้จะมีการแบงนิวเคลียสหลายคร้ังภายในไซโตพลาสซมึ 
(cytoplasm) อันเดยีวกันทําใหเกิดระยะไชซอนต (schizont) ที่มีหลายนิวเคลียส เม่ือมีการแบง 
ไซโตพลาสซึมในแตละเซลลจะมีนิวเคลียสเดียวเรียกวาระยะเมอรโรซอยต (merozoite) สําหรับ
กระบวนการเพิ่มจํานวนเซลลโดยไมอาศัยเพศดังกลาวเรียกวา ชิโซโกนี (schizogony) ในขณะที ่
มีการเปล่ียนแปลงรูปราง โปรตนีบนผิวของมาลาเรียจะเปล่ียนไปดวยเชนกัน ระยะไชซอนตทีเ่จริญ
เต็มที่มีเสนผาศนูยกลางประมาณ 45 ถึง 60 ไมครอน ภายในไมมีองคประกอบของ malaria 
pigment หรือ hemozoin เนื่องจากระยะที่เชื้อมาลาเรียเจริญในตบัไมไดอาศัยฮีโมโกลบนิเปน
อาหาร เชื้อมาลาเรียตางชนิดกันจะมีจํานวนเมอรโรซอยตแตกตางกัน เชน เชื้อ P. falciparum  
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มีจํานวนเมอรโรซอยตทีเ่กิดจากสปอโรซอยตเพยีงตัวเดียว ประมาณ 30,000 ถึง 40,000 ตัว 
ในขณะที่สปอโรซอยตของเชื้อ P. ovale และเชื้อ P. malariae จะเจริญเปนเมอรโรซอยตประมาณ 
15,000 ตัว สวนเชื้อ P. vivax มีประมาณ 10,000 ตัว (สมชาย จงวุฒิเวศย และอุษา ทิสยากร, 
2549) นอกจากนี้ระยะเวลาที่สปอโรซอยตเจริญจนเปนเมอรโรซอยตในตบัจะแตกตางกนัไปตาม
ชนิดของเชื้อมาลาเรีย โดยเชื้อ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 5.5 ถึง 7 วัน เชื้อ P. vivax  
ใชเวลาประมาณ 6 ถึง 8 วัน เชื้อ P. ovale ใชเวลาประมาณ 9 วัน และเชื้อ P. malariae ใชเวลา
ประมาณ 14 ถึง 16 วัน (Bray and Garnham, 1982) เม่ือเมอรโรซอยตเจริญเต็มทีจ่ะมีรูปรางเปน
ทรงกลมหรือทรงรี ที่ปลายดานหนึง่ประกอบดวย apical organelle ซึ่งภายในมีโปรตีนหลายชนิด 
ไดแก apical membrane antigen 1 (AMA-1) รวมทั้ง rhoptry และ microneme protein หลาย
ชนิด สําหรับบริเวณผิวของระยะเมอรโรซอยตนั้นจะถกูปกคลุมดวย merozoite surface protein-1 
(MSP-1) เปนสวนใหญ (Holder, 1994) โดยมีเมอรโรซอยตจํานวนมากที่สามารถเขาสู 
กระแสเลือดเพื่อลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงตอไป กระบวนการเขาสูเม็ดเลือดแดงใชเวลาเพียง
ประมาณ 30 ถึง 60 นาที (Frevert, 2004) 

2.2 การเจริญของเชื้อมาลาเรียในเซลลเม็ดเลือดแดง  
 เมอรโรซอยตมีรูปรางเปนทรงรีคลายหยดน้ําตาโดยปลายดานหนึ่งจะมนและดานตรงขาม
มีปลายยื่นออกเล็กนอย เรียกวาสวน apex หรือดานหนาซึ่งเปนดานที่มี apical organelle สําหรับ 
เมอรโรซอยตของเชื้อ P. falciparum มีขนาดกวางประมาณ 1 ไมครอนและยาว 1.6 ไมครอน  
ในขณะที่เมอรโรซอยตลุกลามเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงจะมีกลไกประกอบดวยหลายข้ันตอน ไดแก 
ข้ันการเกาะติดกับเซลลเม็ดเลือดแดงโดยใชปลายดานใดดานหนึ่งของเมอรโรซอยตสัมผัสกับ 
ผิวเซลลเม็ดเลือดแดงแบบไมจําเพาะเจาะจง (nonspecific attachment) หลังจากนั้นจะเกิดการ
เกาะติดที่เหนียวแนนมากข้ึนจากการจับกันระหวางผิวเมอรโรซอยตกับเม็ดเลือดแดงอยางจําเพาะ 
(Mason et al, 1977) สําหรับการเกาะติดผิวเม็ดเลือดแดงของเมอรโรซอยตของเชื้อ P. vivax นั้น
อาศัย Duffy-binding protein ซึ่งอยูที่ผิวของระยะเมอรโรซอยตกับ Duffy antigen ซึ่งเปน 
chemokine receptor บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดง (Gelpi and King, 1976; Miller et al, 1976) 
หลังจากนั้นเมอรโรซอยตจะเคล่ือนที่เขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงโดยมีการเคล่ือนตัวของรอยเชื่อมตอ
จากดานหนาไปดานหลังหรือดานตรงขามกับ apical organelle จนในที่สุดจะมีการเชื่อมปด 
(sealing) ของเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงพรอมกับการเกิดเยื่อหุมแวคคิวโอล  
(vacuole membrane) ลอมรอบเมอรโรซอยต (Aikawa, 1978) ภายหลังจากเมอรโรซอยตเขาสู
เซลลเม็ดเลือดแดงแลวจะมีการเจริญตอไปเปนระยะโทรโฟซอยต (trophozoite) โดยมีการ
สลายตัวของ apical organelle และ cytoskeleton ทําให โทรโฟซอยต ระยะแรกมีรูปรางเปนทรง
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กลมหรือทรงรีคลายวงแหวน โดยไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงนิและนิวเคลียสหรือโครมาติน 
(chromatin) ติดสีมวง เม่ือนํามายอมดวยสียิมซา (Giemsa) สวนกลางมีลักษณะเปนวงไมตดิสี 
เรียกวา ระยะวงแหวน (ring stage) หรือโทรโฟซอยตระยะเร่ิมแรก (young trophozoite) ตอไป
ระยะวงแหวนจะเปล่ียนไปเปนระยะโทรโฟซอยตทีก่ําลังเจริญเติบโต (growing trophozoite) โดย
มีไซโตพลาสซึมแผขยายออกอยางไมเปนระเบียบและมีลักษณะเปนเทาเทยีม (pseudopod) 
ระยะนี้เชื้อจะมีการเจริญเติบโตรวดเร็วโดยอาศัยฮีโมโกลบนิจากเม็ดเลือดแดงเปนอาหาร ระยะนีมี้
นิวเคลียสเดียวเม่ือเจริญตอไปจะมีการแบงนิวเคลียสหลายคร้ังภายในไซโตพลาสซึมเดิม ทําใหเกิด
ระยะไชซอนต เรียกกระบวนการนี้วา ชิโซโกนี (schizogony) เม่ือไชซอนตเจริญเต็มที่จะมีการแบง
ไซโตพลาสซึมทําใหแตละเซลลมีนิวเคลียสเดยีวเรียกระยะดังกลาววาไชซอนตระยะตัวเต็มวัย 
(mature schizont) โดยเรียกแตละเซลลภายในวาเมอรโรซอยต ในชวงนี้ malaria pigment จะถูก
กําจัดออกนอกเซลลของเชื้อมาลาเรีย จํานวนเมอรโรซอยตที่เกดิข้ึนจะแตกตางกันตามชนิดของ
เชื้อมาลาเรีย โดยเชื้อ P. falciparum จะมีจํานวนเมอรโรซอยตตั้งแต 8 ถึง 26 ตัว สวนเชื้อ  
P. vivax มีจํานวน 12 ถึง 24 ตัว สวนเชื้อ P. ovale และเชือ้ P. malariae มีจํานวน 6 ถึง 12 ตัว 
(Sinden and Gilles, 2002)  

เม่ือเมอรโรซอยตออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงจํานวนมากทาํใหเกิดอาการจับไข 
เมอรโรซอยตจะเปนอิสระในกระแสเลือดชั่วคราวและพรอมเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงใหมตอไป 
จะมีการเจริญเปนระยะตางๆ ดังกลาวซ้ําตอไปเปนวัฏจักร เรียกระยะที่มีการเจริญและเพิ่มจํานวน
โดยไมอาศัยเพศภายในเซลลเม็ดเลือดแดงวา asexual erythrocytic cycle เม่ือเกิดข้ึนหลายรอบ
แลวเมอรโรซอยตบางสวนจะมีการเจริญตอไปเปนระยะแกมีโตไซตซึ่งเกดิข้ึนเม่ืออยูในมาม  
ไขกระดูก และอวัยวะภายในอ่ืนๆ (Sinden, 1983) 
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ภาพที่ 3 แสดงวงชีวิตของเชื้อมาลาเรียในยุงกนปลองและในคน (Bousema and Drakeley., 
2011) 
 
พาหะนําเช้ือมาลาเรีย 
 

ยุงพาหะที่สําคญัของเชื้อมาลาเรีย คือ ยุงกนปลองเพศเมีย จัดอยูใน genus Anopheles 
เปนพาหะนําเชื้อมาลาเรียสูคน การสืบพนัธุแบบอาศยัเพศของเชื้อมาลาเรียจะเกิดข้ึนในกระเพาะ
อาหารของยุง หลังจากที่เชื้อมาลาเรียเจริญเปนระยะตางๆ จนเปนระยะสปอโรซอยตเรียบรอยแลว 
สปอโรซอยตจะเดินทางผานชองอกและเขาสูตอมน้ําลายของยุง เพื่อแพรเชื้อมาลาเรียสูโฮสตอ่ืนๆ 
ตอไป จากการศึกษาในปจจุบันพบวายุงกนปลองมีประมาณ 500 ชนิด และมี 72 ชนิด ที่ตรวจพบ
ระยะสปอโรซอยต (Collins and Paskewitz, 1995) และนํามาสูการเปนพาหะนําโรคมาลาเรียได 
โดยปจจัยทีมี่อิทธิพลตอการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียในธรรมชาติ ไดแก การแพรกระจาย 
ชนิดของยุง นิสัยการกัด อายุขัยของยุง และความหนาแนนของยุงในแตละฤดกูาล สามารถ 
จําแนกไดดังนี ้
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1. ยุงกนปลองที่เปนพาหะหลัก (primary vector) ในการนําเชื้อมาลาเรีย และไดรับการ
พิสูจนแลววามีความพรอมตอการรับเชื้อมาลาเรียสูง โดยสามารถตรวจพบระยะสปอโรซอยตใน
ตอมน้ําลายยุงในประเทศไทยพบได 3 ชนดิ คือ  

1.1 Anopheles minimus เปนยงุที่พบไดมากบริเวณชายปาเชิงเขา ชอบเพาะพนัธุ
ตาม ลําธารที่มีน้ําใส ไหลชา มีแสงแดดสองถึง อาจพบตามน้ําพุ ซึ่งพบมากในชวงปลายฤดูฝน 
ออกหากินในชวงเวลา 18.00 น. ถึง 22.00 น. (Somboon et al., 2001) 

1.2 Anopheles dirus พบไดทั่วไปในพื้นที่ปาเขา สวนยางและสวนผลไม ชอบ
เพาะพันธุในแองน้ําขังในบริเวณที่มีรมเงา ลักษณะน้ําใสและมีใบไมทับถม ออกหากินในชวงเวลา 
18.00 น. ถึง 04.00 น.  

1.3 Anopheles maculatus เปนยงุพาหะทีพ่บไดทั่วโลก แตพบมากในพื้นที่ภาคใต
สามารถเพาะพันธุไดในแองน้ําขัง น้ําไหล ที่มีลักษณะใสและสะอาด พบในปาทึบและปาโปรง  
ลําธารมีตนไมปกคลุมริมฝงมีแสงแดดสองถึง ออกหากนิตัง้แตเวลา 18.00 น. ถึง 21.00 น. 

2. ยุงกนปลองที่เปนพาหะรอง (secondary vector) คือยุงทีส่งสัยวาเปนพาหะนําเชื้อ
มาลาเรีย มีความพรอมตอการรับเชื้อปานกลาง แตมีบทบาทในการแพรเชื้อนอยกวายุงพาหะหลัก
ในประเทศไทยมี 3 ชนิด ไดแก 

2.1 Anopheles sundaicus อยูบริเวณชายทะเล ชอบวางไขในแองหินทีมี่น้ํากรอย
ตามริมทะเล เกาะแกงตางๆ 

2.2 Anopheles aconitus เปนยุงที่อาศัยอยูบริเวณนาขาว 
2.3 Anopheles pseudowillmori พบตามบริเวณปาเขาตอนเหนือของประเทศ 

ลักษณะนิสัยของยุงคลาย Anopheles minimus 
 
อาการและลกัษณะแสดงทางคลินิก 
 

ภายหลังที่ยุงกนปลองเพศเมียกดัคน เชื้อมาลาเรียระยะสปอโรซอยตที่อยูภายใน 
ตอมน้ําลายจะถกูปลอยออกมาเขาสูกระแสเลือดในคน จากนั้นเชื้อมาลาเรียจะเจริญเตบิโตใน
เซลลตบัซึ่งเปนระยะที่ผูที่ติดเชื้อยังไมปรากฏอาการของโรค สวนใหญมีอาการคลายไขหวัด คือ  
มีไขต่ํา ปวดศีรษะ ปวดตามตัวและกลามเนื้อ อาจมีอาการคล่ืนไส เบื่ออาหาร โดยจะเปนเพยีง
ระยะส้ัน เปนวันหรือหลายวัน ข้ึนอยูกับระยะเวลาการฟกตัวของเชื้อ ชนดิของเชื้อ และจํานวนของ 
สปอโรซอยต ที่ผูปวยไดรับเขาไป ภาวะภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรียของผูปวย ภาวะที่ผูปวยไดรับยา
ปองกันมาลาเรียมากอน หรือไดรับยารักษามาลาเรียมาบางแลว เปนตน เม่ือระยะเมอโรซอยต 
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มีการเพิ่มจํานวนอยางมากในเซลลตับออกมาสูกระแสเลือดและลุกลามเขาเซลลเม็ดเลือดแดง 
ตลอดจนมีการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศภายในเซลลเม็ดเลือดแดงในปริมาณมากจนถึงระดบั
หนึ่งจะทําใหผูที่ตดิเชื้อเร่ิมมีอาการของโรค คือ มีไขหนาวส่ัน มักแสดงออกเปนชวงระยะคอนขาง
สมํ่าเสมอ ประกอบดวย 3 ระยะ คือ 

1. ระยะหนาวส่ัน (cold stage) ผูปวยมีอุณหภูมิรางกายลดลง มีอาการหนาวส่ันนาน
ประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง 

2. ระยะไขตัวรอน (hot stage) ผูปวยมีไขสูง เปนเวลาประมาณ 1-4 ชั่วโมง 
3. ระยะเหงื่อออก (sweating stage) เปนชวงที่ผูปวยไมมีอาการไข มีเหงื่อออก และ 

มีอาการออนเพลียในระยะนี ้
ดังนั้นเม่ือครบรอบการเจริญเตบิโตแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงจะทําใหมีอาการ 

ไขหนาวส่ัน โดยเชื้อ P. falciparum จะทําใหเกิดอาการไขทุกๆ 36 ถึง 48 ชั่วโมง เชื้อ P. vivax และ
เชื้อ P. ovale ทําใหเกิดอาการไขทุก ๆ 48 ชั่วโมงหรือมีไขวันเวนวัน สวนเชื้อ P. malariae  
ทําใหเกิดอาการไขทุกๆ 72 ชั่วโมงหรือมีไขวันเวนสองวัน แมวาเชื้อมาลาเรียทั้ง 4 ชนิด ทําใหเกิด
อาการไขหนาวส่ันคลายกนั แตเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ทําใหเกิดพยาธิสภาพและ
ภาวะแทรกซอนที่พบไดแก ภาวะมาลาเรียข้ึนสมอง (cerebral malaria) ภาวะไตวายเฉียบพลัน 
(acute renal failure) ภาวะดีซาน (jaundice) ภาวะน้ําตาลในกระแสเลือดต่ํากวาปกติ 
(hypoglycemia) และภาวะน้ําทวมปอดที่ไมไดเกิดจากหัวใจวาย (noncardiac pulmonary 
edema) เปนตน  

หลังจากที่อาการไขมาลาเรียหายไปแลว แตเชื้อมาลาเรียยังอยูในรางกายโดยอาจมีระดับ
ที่ต่ําเกนิกวาทีจ่ะตรวจพบได ซึ่งเชื้ออาจหลบซอนอยูในเซลลตับจะทําใหมีโอกาสทีจ่ะกลับมาเปน
ไขไดอีกแมไมไดรับเชื้อมาลาเรียใหม การเกิดอาการไขกลับมีสาเหตจุากเชื้อมาลาเรียมีระยะพกัตัว
ในตับหรือระยะฮปิโนซอยต (hypnozoite) และเชื้อสามารถออกสูกระแสเลือดไดอีกคร้ัง อาการ 
ไขกลับชนิดนี้สามารถพบไดในเชื้อ P. vivax และเชื้อ P. ovale (Warrell et al, 1990; Marsh et al, 
1996) 
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การปองกันโรค 
 

ประเทศไทยประสบปญหาเชื้อดื้อตอยาในหลายพื้นที่ จึงแนะนําใหหลีกเล่ียงการใชยา
ปองกัน โดยใชมาตรการปองกันตนเองจากการถูกยุงกัดซึง่ทําไดหลายวิธี ไดแก การใชมุงลวด  
การนอนในมุง สวมเส้ือผาใหมิดชดิและมีความหนาพอสมควร การใชยาจุดกนัยุง หรือยาทากันยุง 
ปจจบุันไดมีการพัฒนายาทากนัยุงใหมีหลายรูปแบบทั้งชนิดน้ํา ครีม โลชัน่ สบู กระดาษหอมหรือ
แปงทาตัว 

ปจจยัภายนอกทีมี่ผลตอการวางแผนควบคุมโรค โดยปญหาที่เปนอุปสรรค ไดแก การทียุ่ง
เปล่ียนชีวนิสัย กัดคนนอกบานมากข้ึนทําใหการวางแผนควบคุมดวยสารเคมีทําไดยาก หรือการที่
ความรวมมือของประชาชนลดลงตามสถานการณโรคที่ลดนอยลง โดยเฉพาะตอกจิกรรมควบคุม
ยุงพาหะ เชน การพนสารเคมี การชุบมุง หรือการที่ประชาชนมีพฤติกรรมเส่ียงตอโรคตามวิถีอาชพี
ที่เปล่ียนไปเชน ปลูกไรกาแฟ การอพยพเคล่ือนยายของแรงงานตางดาวในบางฤดกูาล ส่ิงเหลานี้
เปนปจจัยที่สงผลตอความสําเร็จในการควบคุมโรคในแตละพื้นที่แตที่สําคัญตองอาศัยความ
รวมมือจากทุกภาคสวน  
 
ยาตานเช้ือมาลาเรียในกระแสเลือด 

 
ระยะเวลาของแกมีโตไซตที่อยูในกระแสเลือดจะลดลงหลังจากไดรับยาตานมาลาเรียที่ใช

กันทั่วไป จากการศึกษาของ Baird ซึ่งมีผลตอแกมีโตไซตระยะเร่ิมแรกและแกมีโตไซตระยะ 
ตัวเต็มวัยของเชื้อ P. vivax (Baird, 2009; Nacher et al., 2004) พบวาแกมีโตไซตจะถูกทําลาย
ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และถูกกําจัดออกจากผูปวยสวนใหญภายใน 4 วันหลังจากการให 
ยาตานมาลาเรีย (Pukrittayakamee et al., 2008) บางการศึกษาสามารถอธิบายวาบุคคลที ่
ติดเชื้อเม่ือไดรับการรักษาดวยยาดังตอไปนี้แลวมีจํานวนเชื้อลดลงภายในไมกีช่ั่วโมงหลังจากการ
รักษา ไดแก การรักษาดวยยาคลอโรควิน (chloroquine, CQ) เพยีงอยางเดียว หรือการรักษาดวย
ยาคลอโรควีนใชรวมกับยาไพรมาควีน (primaquine, PQ) สามารถปองกันการติดเชื้อไดอยาง
สมบูรณหลังจากการรักษาประมาณ 2 วัน (Klein et al., 1992) และการรักษาดวยยาอารทีซเูนต 
(Artemisinin combination therapies,  ACT) ในพื้นทีท่ี่มีการแพรกระจายของเชื้อ P. vivax และ
เชื้อ P. falciparum (Douglas et al., 2010) ซึ่งคลายกับกรณีของเชื้อ P. falciparum จากการใช
ยาคลอโรควีนรวมกับยาอารทซีูเนตจะชวยลดระยะเวลาของแกมีโตไซตไดเร็วกวาเม่ือเทยีบการ
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รักษาดวยยาคลอโรควินเพียงอยางเดยีว (Batty et al., 1998) ถึงแมวายาไพรมาควินอาจไมมีผล
ในประสิทธิภาพพิเศษกบัแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax แตยาไพรมาควิน ยังมีบทบาทสําคญัใน 
การควบคุมโรคมาลาเรียเชื้อ P. vivax เพราะสามารถทําลายระยะฮิปโนซอยตในเซลลตับได 
นอกจากนี้ยังลดระยะเวลาในการทําลายแกมีโตไซต โดยยาคลอโรควีนใหผลกบัเชื้อมาลาเรีย 
ระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ในกรณีทีย่าใหผลการรักษาชา และเชื้อมาลาเรียระยะสืบพนัธุ 
แบบไมอาศัยเพศถูกยาปฏิชีวนะทําลายไมสมบูรณ อาจสงผลใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อใน
ระยะแกมีโตไซตได สําหรับการรักษาดวยยาซัลฟาดอกซิน (sulphadoxine-pyrimethamine, SP) 
ในเชื้อ P. vivax สามารถตานเชื้อในระยะแกมีโตไซตไดในระดับสูง ทําใหการใชยาปฏิชีวนะไดผล
มากข้ึน (Leslie et al., 2007) หลังการรักษาอาจใชเปนขอสังเกตในการเกิดกลับมาเปนซ้ําของเชื้อ
มาลาเรียระยะสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศในภายหลัง (Pukrittayakamee et al., 2008) 
 
พันธุกรรมของเช้ือมาลาเรีย 
 
 องคความรูเกี่ยวกบัตนกําเนิดของเชื้อมาลาเรียชวยใหทราบถึงความเปนไปไดหรือ
อุปสรรคที่อาจเกิดข้ึนจากมาตรการควบคุมโรคมาลาเรียทีมี่ความเกี่ยวของกบัพันธกุรรมของเชื้อ
มาลาเรียตั้งแตตนกําเนิดจนถงึปจจุบนัมีระยะเวลายาวนาน ทําใหเกดิการแทนที่ของนิวคลีโอไทด
จากการผาเหลาเพิ่มสูงข้ึน ความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรของเชื้อมาลาเรียที่เพิ่มข้ึน 
อาจสงผลตอการออกแบบวัคซนีและการควบคุมโรค เชน การดื้อยา เนื่องจากตําแหนงการแทนที่
ของ codon ในจีโนมของเชื้อมาลาเรียมีมากข้ึน ซึ่งจากการวิเคราะห mitochondrial DNA 
(mtDNA) ของเชื้อ P. falciparum พบวามีตนกําเนิดจากทวีปแอฟริกา (Joy et al, 2003; Hedges 
, 2000) และมีการแพรกระจายไปตามภูมิภาคตางๆ ของโลก ขณะเดยีวกันเม่ือทําการวิเคราะห 
mtDNA ของเชื้อ P. vivax พบวาตนกําเนดิอยูในบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใต (Jongwutiwes  
et al, 2005) โดยวิเคราะหจากขอมูลดเีอ็นเอ เพื่อหาตนกําเนิดของเชื้อมาลาเรียทั้งสองชนิดซึ่งมี
ที่มาแตกตางกนั ดังนัน้การออกแบบวัคซีนหรือยารักษาโรคมาเรียใหมีประสิทธิภาพนั้นตอง 
ประสบปญหากับความซับซอนจากการผาเหลาจํานวนมากในจีโนมของเชื้อมาลาเรีย 
 สําหรับสายใยพันธุกรรม (phylogeny) ของเชื้อมาลาเรียอาจหาความสัมพันธจากขอมูล
ทางชีววิทยาของเชื้อมาลาเรียชนิดตางๆ เชน ระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum มีรูปราง
คลายพระจนัทรเส้ียวหรือกลวยหอมซึ่งคลายคลึงกบัเชื้อ P. reichenowi ในขณะที่แกมีโตไซตของ
เชื้อ P. vivax, P. ovale และ P. malariae มีรูปรางเปนทรงกลมหรือทรงรี (ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 4 แสดงลักษณะรูปรางแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum (a), P. malariae (b),  
P. vivax (c), P. ovale (d) ตามลําดับ (www.gotoknow.org/blogs/posts/190755) 
 

ดังนั้นเม่ือพิจารณาจากสัณฐานของแกมีโตไซตเพยีงอยางเดียวเชื้อ P. falciparum จึงมี
ความใกลชดิทางสายพนัธุกรรมกบัเชื้อ P. reichenowi มากกวาเชื้อ P. vivax  (Coatney et al, 
2003) อยางไรก็ตามการใชคุณลักษณะการเจริญของเชื้อมาลาเรียไมสามารถจัดกลุมความ
เชื่อมโยงของสายวิวัฒนาการระหวางชนิดของเชื้อมาลาเรียไดทั้งหมด ดังนั้นจึงตองใชขอมูลทาง
พันธุกรรมเพื่อแกขอจํากัดดงักลาว เชน จากการวิเคราะหลําดับเบสในยนี cytochrome b พบวา
เชื้อมาลาเรียสวนใหญจัดอยูในสายใยพันธกุรรมที่แยกเปนหลายกลุม (polyphyletic group) โดย
เชื้อ P. vivax มีความใกลชิดกับเชื้อ P. simium, P. simiovale, P. fieldi, P. inui, P. knowlesi,  
P. hylobati, P. cynomolgi และ P. gonderi ซึ่งเปนเชื้อมาลาเรียที่พบในลิง จัดอยูในสาย
พันธุกรรมในกลุมเดียวกัน (monophyletic group) ทั้งนี้เชือ้มาลาเรียในกลุมดังกลาวมีความ
ใกลชดิกับเชื้อ P. malariae และ P. ovale มากกวากลุมเชื้อ P. falciparum และเชื้อ  
P. reichenowi (Escalante et al, 1998) 
 
ระบบภูมิคุมกันและวัคซีนปองกันการแพรกระจายของเช้ือ P. vivax  
 

การตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัที่ปองกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียสามารถ
ปรากฏในชวงเวลาส้ันๆ แตในคนที่ยงัไมเคยเปนโรคมาลาเรียจะปรากฏเปนเวลาหลายเดือน  
โดยอาจมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของผูที่มีการติด 
เชื้อคร้ังแรก ชี้ใหเห็นวาระบบภูมิคุมกันทีป่องกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียข้ึนอยูกับ 
ภูมิตานทานคร้ังลาสุดของการสัมผัสกับแอนตเิจน การทํางานตอการตอบสนองของการระบบ
ภูมิคุมกันที่ปองกันการแพรกระจายมีความสัมพันธกบัแอนติบอดีไตเตอร (antibody titer)  
จากการตรวจสอบโดยวิธ ีindirect immunofluorescence assay แตอาจข้ึนอยูกับการติดเชื้อที ่

(a) (b) (c) (d) 
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อยูภายในของแกมีโตไซต (Gamage-Mendis et al., 1992) 
 การติดเชื้อ P. vivax ตามธรรมชาติ ไดสงผลกระทบตอระบบภูมิคุมกันที่ปองกนัการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย จึงมีการศกึษาเพื่อการพัฒนาวัคซีน Transmission blocking 
vaccine (MTBV) เพื่อยับยั้งการแพรกระจายของเชื้อ P. vivax โดยใชแอนติเจนที่อยูบนผิวของ 
โอโอไคนีตเปนเปาหมาย  ไดแก Pvs25 และ Pvs28 (ภาพที่ 5) ซึ่งโปรตนีทั้งสองชนิดมีลักษณะ 
ที่คลายคลึงกันคอนขางสูงในสายพันธุทั่วโลก (Tsuboi et al.,1998) ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงระบบ
ภูมิคุมกันของมนุษยที่ตอบสนองตอแอนติเจนในยุง อยางไรก็ตามความหลากหลายใน Pvs25 
และ Pvs28 ของเชื้อ P. vivax สูงกวาในเชื้อ P. falciparum โดยโครงสรางโครโมโซมของยนี 
ทั้งสองมีลักษณะเปนคูกนั (homologs) โดยเฉพาะ Pvs28 (Tsuboi et al., 2003)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 แสดงโปรตีนของระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของเชื้อ P. vivax ในยุงพาหะ 
 (Tsuboi et al., 2002) 

 
จากผลการวิจยัป ค.ศ. 2010 ชี้ใหเห็นถึงการเปล่ียนแปลงอยางรวดเร็วทางพันธุกรรม 

ใน Pvs25 และ Pvs28 ของสายพันธุในประเทศเกาหลีใต (Han et al., 2010) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาโดยการใช recombinant ของแอนติเจนทั้งสองเปนวัคซนีทดลองในหนูและลิง  
พบวาสามารถเหนี่ยวนําแอนตบิอดีในการปองกนัข้ันตอนการเจริญของเชื้อมาลาเรียได และ
แอนติบอดีที่เกิดโดยฉีดวัคซนีหนูและกระตายที่มี recombinant Pvs25 หรือ Pvs28  
การพัฒนาของโอโอซีสตจะลดลงอยางมีนัยสําคญัของการติดเชื้อ P. vivax ในธรรมชาติของ 
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สายพันธุในประเทศไทย (Miyata et al., 2010) ที่ระดับการทดสอบกอนการรักษาอาสาสมัครที่มี 
Pvs25 จะไดรับวัคซีน  MTBV และการทดสอบการรักษาในระยะที่ 1 (phase I) เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของตัวเสริมสรางใหวัคซนีมีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน (adjuvants) 
(Lobo et al., 1999) จากการทดลองระยะที ่1 ในมนุษย โดยใช alum ซึ่งเปนตัวเสริมสรางใหวัคซีน
มีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกนั (adjuvant) พบวาวัคซีนไดรับการยอมรับอยางดี และ
สามารถเหนีย่วนําใหเกิดแอนติบอดทีี่ดี โดยการทํางานของแอนติบอดีข้ึนอยูกบัความเขมขนของ
สารที่ใชเปน adjuvant โดยทั่วไปในอาสาสมัครซึ่งฉีดวัคซนีต่ํา ซีร่ัมมีความเขมขนของแอนติบอดี
สูงที่สุด ซึ่งสามารถปองกันการติดเชื้อในยุงไดรอยละ 20 ถึง 30 (Malkin et al., 2005) adjuvant  
ที่ใชกันมากในการศึกษา Pvs25 คือ Montanide ISA 51 (Wu et al., 2008) ซึ่งเปนทางเลือก
สําหรับการพัฒนาวัคซีน Pvs25 หรือ Pvs28 ที่ไดรับการพัฒนาวัคซีน (Kongkasuriyachai et al., 
2004) 
 
ชีววิทยาของแกมีโตไซต 
 

1. ชีววิทยาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
แกมีโตไซตเพศผูและเพศเมียของเชื้อ P. vivax มีรูปรางกลมหรือรูปไข มีขนาดเกือบเต็ม

เซลลเม็ดเลือดแดงของคน (Sinden and Gilles, 2002) การผลิตแกมีโตไซตเร่ิมตนจากระยะ 
เมอรโรซอยตของเชื้อ P. vivax และสามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดภายใน 3 วันหลังจากการตรวจ
พบเชื้อมาลาเรียคร้ังแรก (Boyd and Kitchen, 1937; Boyd et al., 1935; McKenzie et al., 
2007) การศึกษาของนกัวิจัยทีผ่านมาเกี่ยวกบัการรักษาโรคมาลาเรียแสดงใหเห็นวาการปรากฏตัว 
คร้ังแรกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ที่บริเวณระบบประสาทสวนกลางทีเ่กีย่วของกับ 
ไขสันหลัง (neurosyphilis) อาจพบการผลิตแกมีโตไซตอยางตอเนื่องในชวงเดือนแรกของการ 
ติดเชื้อ (McKenzie et al., 2002) และไมมีเซลลที่ยึดเกาะ (cytoadherence) ของ 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ P. vivax หรือแกมีโตไซตและการพัฒนาของเชื้อมาลาเรียทกุระยะ
สามารถตรวจพบในกระแสเลือด แมวาเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ P. vivax จะมีขนาดเพิ่มข้ึนแต
เซลลเม็ดเลือดแดงยังคงมีความยืดหยุนอยู การเพิ่มความยืดหยุนนีจ้ะชวยลดระยะเวลาจากการ
อาศัยอยูในมามนอยลง เม่ือยุงดูดเลือดคนที่มีระยะแกมีโตไซตเขาไป แกมมีตจะออกจาก 
เซลลเม็ดเลือดแดงและเกิดภาวการณกระตุนซึ่งมีการเปรียบเทยีบและยนืยันแลววาใกลเคยีงกบั
เชื้อ P. falciparum (Ihalamulla and Mendis, 1987) นอกจากนี้ยังมีหลักฐานการเปล่ียนแปลงใน
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ระดับโปรตีนที่เกดิข้ึนในระหวางกระบวนการตางๆ (Westenberger et al., 2010) เม่ือไดรับ 
Sporogony จะเกิดการพัฒนาในอุณหภูมิและระยะเวลาทีเ่หมาะสมของเชื้อ P. falciparum คือ  
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ชวงระยะเวลา 8 ถึง 10 วัน และเชื้อ P. vivax ที่อุณหภูมิ  
20 องศาเซลเซยีส ชวงระยะเวลา 16 วัน แตเชื้อ P. vivax ยังมีขอจํากัดของการพัฒนาที ่
อุณหภูมิ 14.5 องศาเซลเซียส เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อ P. falciparum ที่อุณหภูมิ  
16 องศาเซลเซยีส (Guerra et al., 2006)  
 

2. ชีววิทยาแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum จะแตกตางจากระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

จากการวิเคราะหการแสดงออกของยนีตางๆ สามารถจําแนกได 250-300 ยีน ที่มีความจําเพาะ 
ในระดับ mRNA ในระหวางการพัฒนาแกมีโตไซต (Silvestrini et al., 2005; Young et al., 2005) 
และโปรตีนในแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum มีมากกวา 900 ชนิด แตสามารถตรวจสอบได 
เพียง 315 ชนิด (Lasonder et al., 2002) นอกจากนี ้Khan ทําการศึกษาโปรตีนที่จําเพาะใน 
ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศในเชื้อ P. berghei โดยใชหนูทดลองชี้ใหเห็นวาโปรตีนเหลานี ้
จะแสดงออกทั้งในแกมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย (Khan et al., 2005) ผลการวิจัยนี้สะทอนใหเหน็
ถึงลักษณะและบทบาททัง้แกมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย การพัฒนารูปรางของแกมีโตไซตสามารถ
แบงออกเปน 5 ระยะ (ภาพที ่5) (Hawking et a., 1971) ระหวางที่แกมีโตไซตเจริญเติบโตและ
คอยๆ ยืดยาวออกจนครอบคลุมพื้นที่สวนใหญของเซลลเม็ดเลือดแดง (Baker, 2010) ซึ่งลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของแกมีโตไซตสามารถปรากฏใน subpellicular microtubule-based 
cytoskeleton และพื้นที่โดยรอบของผนังเนื้อเยื่อสองชั้น มีลักษณะคลายพระจนัทรเส้ียว 
(Meszoely et al., 1987; Talman et al., 2004) ซึ่งลักษณะความแตกตางระหวางแกมีโตไซต 
เพศผูและเพศเมียจะชัดเจนมากที่สุดในระยะที่ 4 เปนตนไป เม่ือแกมีโตไซตมีลักษณะรูปรางยาว
ปลายแหลม แกมีโตไซตเพศเมียมีลักษณะนิวเคลียสขนาดคอนขางเล็ก นิวคลีโอลัสและเม็ดสีเขม 
สวนแกมีโตไซตเพศผูจะมีนิวเคลียสขนาดใหญและกระจัดกระจาย เม่ือนําฟลมเลือดมายอมดวย
สียิมซา นิวเคลียสติดสีชมพขูณะทีแ่กมีโตไซตเพศเมียติดสีมวง ซึ่งระยะวงแหวนและแกมีโตไซต
ระยะที่ 5 จะมีความสัมพนัธกัน คือ สามารถตรวจพบทั้งสองระยะไดพรอมกันในเลือดของคน 
(Schneider et al., 2004) การพัฒนาของแกมีโตไซตพบไดในไขกระดกูและมาม (Smalley et al., 
1981; Thompson and Robertson, 1935) และยังสามารถหมุนเวียนอยูในกระแสเลือดของโฮสต
ได  
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ชวงชีวิตของแกมีโตไซต 
 

ระยะเวลาที่แกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum ไหลเวียนอยูในกระแสเลือดสามารถ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนประมาณ 3.4 ถึง 6.4 วัน (Eichner, 2001) ระยะเวลาที่แทจริง
ของแกมีโตไซตจะข้ึนอยูกับยีนที่ผลิตแกมีโตไซตจากระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ และผูที ่
ติดเชื้อแตรับการรักษาชาอาจทําใหระยะสืบพันธุแบบอาศยัเพศอยูไดนานหลายเดือน (Nassir  
et al., 2005) จากการวิจยัของ Miller พบวาการผลิตแกมีโตไซตจะเกิดข้ึนอยางตอเนื่องเปนเวลา
หลายเดือนในการติดเชื้อตามธรรมชาติ (Miller, 1958) และการผลิตแกมีโตไซตจะเกิดข้ึนจากการ
ติดเชื้อในระยะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ หลังจากนัน้จะถูกปลอยเขาสูกระแสเลือดและอยูได
นานสูงสุดประมาณ 22.2 วัน โดยเฉล่ีย 6.4 วัน (Eichner, 2001) ปจจบุันมีการนําเทคนิคทาง
โมเลกุลมาใชในการตรวจหาระยะเวลาที่แกมีโตไซตอยูในกระแสเลือด พบวาสามารถอยูใหนาน
หลังจากการใหยาไปแลวเกนิกวา 1 เดือน และยังไมพบหลักฐานแสดงถึงอัตราการอยูรอดหรือ
อัตราการตายของแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum (van et al., 2003) แตในป ค.ศ. 2003  
Reece ไดทําการทดลองในเชื้อ P. chabaudi พบวาแกมีโตไซตเพศเมียอาจตายไปจาก 
กระแสเลือดในอัตราที่สูงกวาแกมีโตไซตเพศผู (Reece et al., 2003) 
 
ระบาดวิทยาของแกมีโตไซต 
 

ระบาดวิทยาและการควบคุมโรคมาลาเรียในเชื้อ P. vivax ซึ่งปรากฏระยะฮิปโนซอยต 
(hypnozoites) มีอิทธิพลอยางมาก เนื่องจากระยะนีส้ามารถอยูไดนานเปนสัปดาห เดือน หรือป 
หลังจากการติดเชื้อ ผูที่มีเชื้อสามารถเกิดโรคมาลาเรียชนดินีซ้้ํา (relapses) ไดตามฤดูกาล 
(Hulden and Heliovaara, 2008; Mueller et al., 2009) การเกิดเชื้อมาลาเรียและแกมีโตไซต
ข้ึนกับอัตราความหนาแนนของเชื้อ (parasitemia) ตามฤดูกาล จากการสังเกตแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax จะพบไดมากกวาเชื้อ P. falciparum (Karl et al., 2009) และมีการตรวจพบโดยการ
ใชกลองจุลทรรศนเปนสวนใหญของการติดเชื้อทั้งหมด (McKenzie et al., 2006) ที่ความหนาแนน
นอยกวารอยละ 10 ของเชื้อมาลาเรีย (Huh et al., 2011) อยางไรก็ตามความทนทานของ 
แกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax จะส้ันกวาในเชื้อ P. falciparum ในกรณทีี่ไมไดรับการรักษา 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จะอยูในกระแสเลือดไดนาน 3 วัน เนื่องจากอัตราการผลิตแกมีโตไซต
สูงโดยเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศจะมีชวงชีวิตที่ส้ันกวาแกมีโตไซต  
ระบาดวิทยาของแกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax มีความใกลชดิกับเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพนัธุ 
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แบบไมอาศัยเพศ ในการรักษาเชื้อมาลาเรียบางคร้ังพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax มี 
ความหนาแนนสูงกวาเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (McKenzie et al., 2006) 
ระดับฮีโมโกลบิลต่ํากวาจํานวนเกล็ดเลือด และกรณีที่ไมมีไข เชื้อ P. vivax จะมีลักษณะคลายกัน
กับเชื้อ P. falciparum การใหการรักษาจะพบมากที่สุดหลังจากฤดูฝน แตแกมีโตไซตจะพบบอย
ที่สุดในชวงฤดูแลงไดมีการตั้งสมมตฐิานวาการแพรกระจายของระยะนีจ้ะเพิ่มข้ึนเม่ือจํานวน
เวกเตอรนอยลงซึ่งอยูภายใตอิทธิพลของฤดูกาลหรือลักษณะทางภูมิคุมกนั (Nacher et al., 2004) 

การติดเชื้อมาลาเรียตามธรรมชาติในผูปวยที่มีระยะแกมีโตไซต โดยใชวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตต่ํา (Barnes et al., 2008; Bousema 
et al., 2006) และการติดเชื้อที่มีความหนาแนนนอยอาจจะตรวจไมพบแกมีโตไซต อยางไรก็ตาม
ความหนาแนนของแกมีโตไซตยงัมีความสัมพันธกับระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ สังเกตได
จากผูปวยโรคมาลาเรียพบวาแกมีโตไซต 1 ตัวตอระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 156 ตัว 
(Eichner, 2001) และการหลบหลีกของระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศที่มีเชื้อในระดับต่ํา  
จะสงผลตอการเหนีย่วนําหรือผลกระทบของการตอบสนองภูมิคุมกันตอแกมีโตไซตและแกมมีต 
(Piper et al., 1999) ในการศึกษาที่ผานมาพบวาการตอบสนองของภูมิคุมกันของคนมีผลตอ 
อายุของแกมีโตไซต ถือเปนขอจํากัดในการลดการกระตุนภูมิคุมกันของการตอบสนองในการ
เปล่ียนแปลงในแกมีโตไซต (antigametocyte) ข้ึนอยูกับความแตกตางระหวางกลุมอายุ รูปแบบ
ของการแพรกระจาย ฤดูกาล และบทบาทของยีนในแกมีโตไซตที่มีในมนษุยและในกรณีผูปวยที ่
มีอาการ (symptomatic) เพื่อดูความหนาแนนของเชื้อ (parasitemia) และอาการ ประกอบกับ
การศึกษาความชกุและความหนาแนนของแกมีโตไซตทีเ่พิม่ข้ึน (Dunyo et al., 2006) สามารถ
แสดงออกในเด็กทีมี่อาการไดถึงรอยละ 40 จากการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (Barnes  
et al., 2008) นอกจากนี้แกมีโตไซตยังสามารถพบไดในผูที่ไมมีอาการ (asymptomatic) ใน 
อัตราการติดเชื้อต่ํา (Ouedraogo et al., 2007)  
 
ความหนาแนนของแกมีโตไซตกับชวงฤดูกาล 
 

การติดเชื้อในผูปวยที่มีอาการโรคมาลาเรียพบบอยในชวงฤดูฝน (Ouedraogo et al., 
2008) จากการศกึษาของ Boudin ในป ค.ศ. 1991 พื้นที่ทีมี่การแพรกระจายของเชื้อแตกตางกัน
อยางชัดเจนในประเทศบูรกนิาฟาโซ (Burkina Faso) พบวาการแพรกระจายของแกมีโตไซตและ
ระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพิม่ข้ึนสูงสุดในชวงที่มีการแพรกระจายของเชื้อ (Boudin et al., 
1991) และจํานวนของแกมีโตไซตจะต่ําสุดอยางเห็นไดชัดในชวงฤดูแลง แสดงใหเห็นถึงการผลิต



26 
 
แกมีโตไซตมีความสัมพันธกับการติดเชื้อในชวงฤดูแลง (Drakeley et al., 2006) และ Biswas 
(2000) ทําการศกึษาสายพนัธุ (isolates) จากการเพาะเล้ียงแกมีโตไซตที่จุดเวลาแตกตางกัน
ในชวงฤดูฝนและฤดูแลง พบวาการผลิตแกมีโตไซตในฤดกูาลทั้งสองไมแตกตางกนัและในชวง
ระหวางเดือนที่มีการแพรกระจายสูงของเชื้อมาลาเรีย พบวาเชื้อที่มีความหนาแนนมากจะมี
แนวโนมการผลิตแกมีโตไซตเพิ่มข้ึน นอกจากนี้ขอจํากัดในการผลิตแกมีโตไซต คือ ระหวางพืน้ที ่
ที่แตกตางกนัของการแพรกระจาย หรือหลังจากการแพรกระจายอัตราของเชื้อลดลง อยางไรกต็าม
การแพรกระจายของแกมีโตไซตโดยทั่วไปจะพบมากในพืน้ที่ที่มีการแพรกระจายสูง (Mabunda  
et al., 2008) จากการศกึษาของ Mwangi และคณะ (2005) ในประเทศเคนยา พบการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรียต่ําเพียงรอยละ 18 ของผูที่อาศัยอยูในพื้นที่ระบาดของประชากร 
ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 10 คนตอป และมีแกมีโตไซต รอยละ 11 ของผูที่อาศัยอยูในพื้นที่ระบาดของ
ประชากรทีต่ิดเชื้อมาลาเรียประมาณ 20 ถึง 50 คนตอป ในปตอมา Drakeley และคณะ (2006) 
ทําการศึกษาในประเทศแทนซาเนียพบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 17 ในผูที่อาศัยอยูในพืน้ที่
ระบาดของประชากรที่ติดเชื้อมาลาเรียประมาณ 100 คนตอป เปรียบเทยีบกบัรอยละ 24 ของผูที่
อาศัยอยูในพืน้ที่ระบาดของประชากรที่ติดเชื้อมาลาเรีย 1 คนตอป จากการศึกษาของ Molineaux 
และคณะ (1980) พบวาความชุกของแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนในบางกลุมอายุหลังจากใชโปรแกรมการ
ควบคุม (control program) การแพรกระจายของเชือ้ลดลง ในทํานองเดยีวกับการฉีดพนยา 
ฆาแมลงและการใหยาตานมาลาเรีย (mass drug administration, MDA) ในประเทศ
เนเธอรแลนดทําใหอัตราของเชื้อมาลาเรียลดลงในป ค.ศ. 1950 แตอัตราการรอดตายของ 
แกมีโตไซตมีแนวโนมสูงทําใหการผลิตแกมีโตไซตเพิม่ข้ึนตามมาดวย (Metselaar, 1960)  
 
อัตราการแพรกระจายของแกมีโตไซต  
 

ความหนาแนนของแกมีโตไซตและอัตราการติดเชื้อในยงุของเชื้อ P. vivax มีความสัมพันธ
ใกลเคียงกบัเชื้อ P. falciparum (Bharti et al., 2006) จากการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
วิธีนี้ยังมีความไวในในการตรวจพบแกมีโตไซตต่ํา แตการตรวจฟลมเลือดในผูปวยที่ติดเชื้อ
มาลาเรียในระยะเร่ิมตนที่ยังไมพบระยะแกมีโตไซต อาจถกูตรวจพบในกระแสเลือดในวันถดัไป 
(Jeffery,1952) นอกจากนี้ในผูที่มีความหนาแนนของเชื้อต่ําหรือตรวจไมพบแกมีโตไซตจึงไดรับ
ความสนใจจากนักวิจยั (Bharti et al., 2006; Boyd and Kitchen., 1937) ซึ่งความสําเร็จของการ
แพรกระจายของเชื้ออาจข้ึนอยูกับระยะเวลาของการติดเชือ้ คือ การพัฒนาแกมีโตไซตและสัดสวน
ของแกมีโตไซตเพศผู ปจจัยของเชื้อ P. vivax เม่ือเปรียบเทียบกบัเชื้อ P. falciparum พบวาเชื้อ 
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P. vivax อาจจะมีประสิทธิภาพในการแพรกระจายมากกวาเชื้อ P. falciparum เม่ือเกิดการ 
ติดเชื้อในยงุและมีจํานวนของแกมีโตไซตต่ํา (Boyd and Kitchen., 1937; Pukrittayakamee  
et al.,2008) ในปจจบุันมีการนําเทคนิคทางโมเลกุลมาใชในการตรวจหาแกมีโตไซตที่ติดเชื้อ 
ในมนษุยสําหรับเชื้อ P. vivax จากการศกึษาของ Beurskens และคณะ ใชวิธี QT-NASBA  
ในการตรวจสอบแกมีโตไซต โดยใชยีนเปาหมาย คือ Pvs25 พบวาอัตราการตรวจพบแกมีโตไซต
เพิ่มข้ึนเม่ือเทยีบกบัการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (Beurskens et al., 2009) สามารถ
อธิบายความสัมพันธระหวางความหนาแนนของแกมีโตไซตและความรุนแรงของการติดเชื้อ 
ในยุงไดดีข้ึน แทนการตรวจดวยกลองจุลทรรศน (Bharti et al., 2006) 
 
แกมีโตไซตในคน  
 

ระยะแกมีโตไซตเปนเพียงระยะเดียวในวงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียที่มีความสามารถใน 
การแพรกระจายจากโฮสตทีเ่ปนคนไปสูโฮสตที่เปนแมลงได การพัฒนาของระยะการสืบพันธุแบบ 
ไมอาศัยเพศไปจนถึงการพฒันาระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ เรียกวา gametocytogenesis 
เร่ิมตนประมาณ 7 ถึง 15 วัน หลังจากการปรากฏของเชื้อมาลาเรียในเลือดของคน ในขณะที ่
เชื้อ Plasmodium สวนใหญมีระยะแกมีโตไซตที่เปนตัวเตม็วัยอยูในระยะนอยกวา 2 วัน  
การพัฒนาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum ในคนจะใชเวลาประมาณ 10 วัน (Sinden, 
1998) การเจริญเติบโตของระยะแกมีโตไซตสามารถแบงรูปรางทางสัณฐานวิทยาไดเปน 5 ข้ันตอน 
(Hawking et al., 1971) (ดังภาพที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 แสดงลักษณะรูปรางของแกมีโตไซตระยะที่ 1-5 ของเชื้อ P. falciparum (Dixon et al.,  
2008) 
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โดยแกมีโตไซตซึ่งเปนระยะที่ 5 ของการเจริญของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum มี
รูปรางคลายกับพระจันทรเส้ียว (crescent shape) ซึ่งเซลลเม็ดเลือดแดงจะลดรูปลงไปปดลอม
นิวเคลียสเล็กๆ ของแกมีโตไซต (intraerythrocytic) มี parasitophorous vacuole (PV) ซึ่งเปน
เกราะปองกนัไซโตพลาสซมึของเซลลเม็ดเลือดแดงโดยถุง parasitophorous vacuole membrane 
(PVM) ที่อยูติดกบัชั้น parasite plasma membrane (PPM) ภายใตชั้น PPM เปนลักษณะทั่วไป
ของแกมีโตไซตซึ่งประกอบดวยแผนบางๆ หรือเยื่อหุม subpellicular membrane (SPM) มีการ
ขยายออกแบบตามยาวของไมโครทูบูล (Sinden, 1982) โครงสรางเหลานีจ้ะสรางความแข็งแรง 
ใหแกมีโตไซตและอิเล็กตรอนที่หนาแนนของ SPM จะหายไปในระหวางการสรางเซลลสืบพันธุ 
(gametogenesis) (ภาพที่ 7-10) 
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ภาพที่ 7 แสดงโครงสรางภายในของแกมีโตไซตเพศผูระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)  
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 แสดง Axoneme ของแกมีโตไซตเพศผูระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)    
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ภาพที่ 9 แสดงโครงสรางภายในของแกมีโตไซตเพศเมียระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10 แสดง subpellicular membrane ของแกมีโตไซตเพศเมียระยะที่ 5 (Kuehn and 
Pradel, 2010)   
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นอกจากการเปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเปล่ียนแปลงในระดบัโมเลกุล
เพื่อเตรียมความพรอมสําหรับการปรับตัวข้ึนอยางรวดเร็วเพื่อเขาไปสูกระเพาะยุง เชน  
การสังเคราะห  mRNA จํานวนมากและเก็บไวในไซโตพลาสซึมของแกมีโตไซตเพศเมียหรือ 
การสังเคราะหโปรตีนในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ เชน โปรตีนบนผิว Pbs25 และ Pbs28 
ของเชื้อมาลาเรีย P. berghei ในหน ู(Mair et al., 2006) ซึ่งจะมีการถายทอดเฉพาะในยุงกนปลอง
เพศเมียทีเ่ปนพาหะและความจําเพาะเพศของแกมีโตไซตจะถูกกําหนดไวตั้งแตระยะไชซอนต  
เพื่อพัฒนาเปน gametocytogenesis (Smith et al., 2000) และพบอัตราสวนการจับคูของ 
แกมีโตไซตเพศเมียประมาณ 5 ตัว ตอแกมีโตไซตเพศผู 1 ตัว ทั้งนี้ข้ึนอยูกับสายพนัธุของเชื้อ
มาลาเรีย ความแตกตางนี้มีการอธิบายโดยความจริงที่วาแกมีโตไซตเพศผู 1 ตัว สามารถสราง 
แกมมีตเพศผูได 8 ตัว ดังนั้นการสรางแกมมีตเพศผูและเพศเมียในกระเพาะยงุเปนไป 
ในอัตราสวน 1: 1 จึงนําไปสูการปฏิสนธิที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด (Paul., 2002) อยางไรก็ตาม
อัตราสวนการติดเชื้อจะข้ึนอยูกับความหนาแนนของแกมีโตไซตที่พบ (Mitri et al., 2009) ระยะ 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศมีโครโมโซม 1 ชุดเดียว (haploid) สามารถพัฒนาเปนแกมีโตไซต 
เพศผูและเมียได โดยไมมีโครโมโซมเพศ ในการกําหนดเพศของแกมีโตไซตซึ่งจะเปนไปตามการ
แสดงออกของยีน (Alano and Carter, 1990) จากการศกึษาแกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 4 พบใน 
ไขกระดูกและมาม ในขณะที่แกมีโตไซตระยะที่ 5 พบในกระแสเลือด (Smalley et al., 1981) และ
มีเพียงระยะที่ 5 ที่อยูในกระแสเลือดประมาณ 2 หรือ 3 วัน สามารถติดเชื้อสูยุงได แกมีโตไซตใน
กระแสเลือดอาจจะไมแพรกระจายโดยรูปแบบการรวมกันอยางมีนัยสําคัญที่พบในกระเพาะของยุง
ที่มีเชื้อ P. falciparum (Pichon et al., 2000) 
 
แกมีโตไซตในยุงพาหะ 
 

หลังจากที่ยุงดดูเลือดคนที่มีเชื้อมาลาเรียระยะแกมีโตไซตเพศผูและเมียเขามาใน 
กระเพาะอาหาร แกมีโตไซตจะปรับตัวใหมีลักษณะกลมเพือ่ออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงทีห่อหุมตัว
ไว ภายในเวลาประมาณ 10 นาที แกมีโตไซตเพศผูจะมีการแบงเซลลซ้ําจํานวน 3 คร้ังเพื่อสราง 
แกมมีตเพศผู (Pradel, 2007) และการออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของแกมีโตไซตเพศเมียจะ
เกี่ยวของกบัการปรากฏของ osmiophilic bodies ซึ่งจะปรากฏคร้ังแรกในแกมีโตไซตระยะที่ 4 
จากการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ภาพที่ 8) (Sinden, 1982; Aikawa et al., 
1984) และพบเฉพาะในแกมีโตไซตเพศเมียเทานั้น โดย osmiophilic bodies จะเคล่ือนยายไปที่ 
parasite plasma membrane (PPM) ในชวงการกระตุนและหายไปภายในไมกีน่าทหีลังจากการ
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กระตุน พรอมกับการแตกออกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM) (ภาพที่ 7) 
osmiophilic bodies มีโปรตีนที่จําเพาะตอแกมีโตไซต คือ โปรตีน Pfg377 (Alano et al., 1995; 
Severini et al., 1999) และมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีนชนิดนี้ โดยใชการตรวจสอบดวยวิธทีาง
โมเลกุล พบวาการแพรกระจายของยนีอยูในแกมีโตไซตเพศเมียของเชื้อ P. falciparum และถา
โปรตีนชนิดนี้มีจํานวนลดลงใน osmiophilic bodies การออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของ 
แกมีโตไซตลมเหลว ชีใ้หเห็นถึงบทบาทสําคญัของโปรตีนชนิดนี้ในการออกจากแกมีโตไซต 
(Koning-Ward et al., 2008)  

นอกจากนี้ยังมีโปรตนีชนิดอ่ืน เชน male development-1 (MDV-1) หรือ protein of early 
gametocyte 3 (Peg3) ซึ่งเกีย่วของกับการออกจากแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum เร่ิม
แสดงออกในแกมีโตไซตระยะที ่1 รวมกับโครงสรางเนื้อเยือ่ของ parasitophorous vacuole 
membrane (PVM) จากการศึกษาพบวาโปรตีนชนิดนี้จะเพิ่มความคงทนใหกับแกมีโตไซต 
(Silvestrini et al., 2005; Lanfrancotti et al., 2007) และเปนตัวชี้ใหเห็นถงึบทบาทของโปรตีนที่
พบหลังการกระตุนของแกมีโตไซต (Lal et al., 2009) และมีการศึกษาการปรากฏของโปรตีน 
MDV-1 หรือ Peg3 ในแกมีโตไซตเพศผูและเพศเมียในเชื้อ P. berghei พบวามีความสําคัญในการ
พัฒนาของโอโอไคนีส ซึ่งแกมีโตไซตที่ขาดโปรตีนชนิดนี้จะประสบความลมเหลวในการออกจาก
เซลลเม็ดเลือดแดง จึงทําใหการปฏิสนธิเกิดนอยลง ดังนัน้โปรตีน MDV-1 หรือ Peg3 จึงมีบทบาท
สําคัญในการแตกออกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM) และผนังของ 
เซลลเม็ดเลือดแดง (EM)  

การออกจากวงชีวิตที่อิสระของแกมีโตไซตจากเซลลเม็ดเลือดแดงมีความเกีย่วของกับการ
แตกออกของถุง parasitophorous vacuole membrane (PVM) และผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือด
แดง ปจจบุันไดมีการศกึษาพบวา parasitophorous vacuole membrane (PVM) จะเกิดการแตก
ออกกอนที่ผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงจะแตกตาม (Wickham et al., 2003) และรูปแบบ
ภายนอกในผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงจะเกิดการสลายตัวคร้ังแรก (Salmon et al., 2001; 
Soni et al., 2005) ซึ่งข้ันตอนเหลานี้จะไมเกิดข้ึนกับระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศในเซลลตบั 
นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน MDV-1 หรือ Peg3 มีสวนรวมในการแตกออกของ parasitophorous 
vacuole membrane (PVM) และผนังของเซลลเม็ดเลือดแดง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Pradel (Pradel, 2007) พบวา parasitophorous vacuole membrane (PVM) จะหายไปภายใน
ไมกี่นาทีหลังจากเกิดการกระตุนแกมีโตไซตและการแตกของผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงใน
หลายนาทตีอมาจึงเปนการกระตุนใหแกมีโตไซตออกมา 
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นอกจากนี้การออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของแกมีโตไซตตองอาศัยเอนไซมชวยในการ
ยอยโปรตีน เรียกวา โปรติเอส (protease) จากการศึกษาของ Blackman พบวาโปรติเอสจะเกดิข้ึน
ในระยะเมอรโรซอยต (Blackman et al. 2008) และโปรตีนที่ถกูคนพบอีกชนิด คือ serine-rich 
antigent (SERA) พบใน parasitophorous vacuole (PV) ของระยะไชซอนต (Miller et al., 2002; 
Aoki et al., 2002) ซึ่งเกี่ยวของกับการแตกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM)  
ในขณะที่ไมมีการศึกษารายละเอียดโปรตีนเหลานีท้ี่เกี่ยวของกับแกมีโตไซต (Rosenthal, 2004)   

หลังจากการพัฒนาแกมีโตไซตประมาณ 6 วัน ในการสังเคราะหโปรตีนและการยอย
ฮีโมโกลบิน (Baker, 2010) แกมีโตไซตจะปรากฏการพัฒนาที่ระยะ G0 ของวงจรชีวิต  
(Sinden et al., 1996) มีการจําลองแบบจีโนม (Raabe et al., 2009) และการสังเคราะห 
กรดนิวคลีอิกในแกมีโตไซต โดยมีการสังเคราะหอารเอ็นเอ ซึ่งการจําลองแบบจีโนมและการ 
แยกนิวเคลียสจะเกิดข้ึนอยางรวดเร็วและเพยีงคร้ังเดียวเม่ือถูกกระตุนในกระเพาะอาหารของยุง 
(Baker, 2010) สําหรับการกระตุน mRNA เพื่อสรางโปรตนี จําเปนตองใชอาศัยการกินเลือด 
ของยุง เชน โปรตีน P25 และ P28 เร่ิมมีการสังเคราะหในแกมีโตไซตและ mRNA ของโปรตีน 
หลายชนิดทีจ่ําเพาะตอระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ สามารถพบในแกมีโตไซต (Babiker  
et al., 1999; Menegon et al., 2000; Schneider et al., 2006; Sinden et al., 2004) เชน โปรตนี 
Pfs16 เปนโปรตีนเร่ิมตนของการพัฒนาระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ พบการแสดงออกใน 
แกมีโตไซตตั้งแตระยะที่ 1 ถึง 5 ซึ่งโปรตนีชนิดนีจ้ะอยูบน parasitophorous vacuole membrane 
จนกวาจะมีการสูญหายในระหวางการกระตุนในแกมีโตไซต (Baker et al., 1994) สวนโปรตีน 
ชนิดอ่ืนในแกมีโตไซต ไดแก โปรตีน Pfpeg3 และ protein of early gametocyte 4 (Pfpeg4) ที่
สรางข้ึนในแกมีโตไซต ระยะที่ 2 (Silvestrini et al. 2005) รวมทั้งโปรตีน Pf14 (Eksi et al., 2005) 
และ Pfg27 จะเกิดการสังเคราะหโปรตีนเหลานี้ประมาณ 30 ชั่วโมง หลังจากรุกรานของ 
เมอโรซอยต (Carter et al., 1989)  

Babiker ไดทําการศึกษาบทบาทและระยะเวลาของการพฒันาแกมีโตไซต โดยใชโปรตีน 
Pfs25 เปนเปาหมายของแกมีโตไซตระยะที่ 5 ในเชื้อ P. falciparum (Babiker et al., 1999) เม่ือ
แกมีโตไซตระยะที่ 5 ปะปนมาในเลือดที่ถูกกินโดยยุงกนปลอง แกมีโตไซตจะถกูกระตุนเพื่อเตรียม
ความพรอมสําหรับการปฏิสนธิในกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุภายใน 20 นาทีหลังจากที ่
แกมีโตไซตถูกนําเขาสูกระเพาะยงุ ซึ่งปจจยัตางๆ ทีใ่ชในการพัฒนาเปนเซลลสืบพันธุ ไดแก  
การลดอุณหภูมิลงประมาณ 5 องศาเซลเซียสของเลือดคนเขาสูกระเพาะอาหารของยุง คา pH  
ที่เพิ่มข้ึนในชวง 7.4 ถึง 8.2 และกรดแซนทูรินิก โดยแกมีโตไซตจะถูกกระตุนดวยกรดแซนทูรินกิ 
(Billker et al., 1998; Billker et al., 1997) ใหมีรูปรางพัฒนาเปนเซลลทรงกลมเพื่อออกจาก 
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เซลลเม็ดเลือดแดง โดยในระหวางการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูเกิดการแบงดเีอ็นเอ 3 คร้ัง  
เพื่อไดเปนแกมมีตเพศผูจํานวน 8 ตัว หลังจากนัน้แกมมีตเพศผูจะเคล่ือนที่เขาไปผสมพนัธุ 
กับแกมมีตเพศเมีย (Hirai et al., 2010) 

แกมีโตไซตถูกกระตุนใหออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของคนในยุงพาหะ ในขณะที่
ยุงกนปลองตัวเมียดูดเลือดของคนที่ตดิเชื้อมาลาเรียโดยมีระยะแกมีโตไซตปะปนมากับเลือด 
ส่ิงแวดลอมที่บงชีถ้ึงการเปล่ียนแปลงจากเลือดของคนไปยังพาหะทีเ่ปนแมลงซึ่งเปนการเร่ิมตน
การพัฒนาของเซลลสืบพันธุ รวมถึงอุณหภูมิภายในเลือดคนที่ลดลงประมาณ 5 องศาเซลเซียส 
เม่ือเขามาในยุง (Billker et al., 1997) และการแสดงออกของกรดแซนทูรินิก (xanthurenic) ที่ได
จากการสังเคราะหสีตาของยุง ซึ่งปจจยัเหลานี้มีผลเหนีย่วนําใหเกิดแกมีโตไซตออกจาก 
เซลลเม็ดเลือดแดง ซึ่งรวมถงึคา pH ที่เพิ่มข้ึนจาก 7.2 เปน 8 (Kawamoto et al., 1991)  
จะเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางแกมมีตเพศผู ในขณะที่กรดแซนทูรินิกจะปรากฏเพื่อสงสัญญาณ
เร่ิมตนของการกําเนิดแกมมีต โดยการกระตุนแกมีโตไซตเพศผูใหออกจากเซลลเม็ดเลือดแดง 
เพื่อใหเกิดการสรางแกมมีตเพศผู (exflagellation) ในชวงนี้ประมาณ 15 นาที (Sinden et al., 
1978) เนื่องจากการสรางแกมมีตเพศผูสามารถตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนและสามารถนับ
จํานวนของแกมมีตเพศผูได โดยกระบวนการ exflagellation เกิดข้ึนเม่ือกระตุนแกมีโตไซตเพศผู 
ใหเปนแกมมีตเพศผู เคล่ือนที่โดยใชแฟลกเจลลา (flagellar) ซึ่งแยกออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงที่
เหลือ จากการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวาการเหนี่ยวนําของ exflagellation เกดิข้ึนอยาง
รวดเร็วจากปริมาณแคลเซียมและ guanosine cyclic monophosphate (cGMP) ที่เพิ่มข้ึนภายใน
เซลล (Kawamoto et al., 1993) การเร่ิมตนในการสงสัญญาณของ guanylyl cyclases (GCα 
และ GCβ) ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญของเชื้อ P. falciparum จะถูกกระตุนโดยกรดแซนทูรินิก (Muhia 
et al., 2001.) นอกจากนี้การกระจายของ GCβ ในเชื้อ P. berghei ยังสงผลใหการ exflagellation 
เปนปกติ แตการเคล่ือนที่ของโอโอไคนีตออนแอลง แสดงใหเหน็วาบทบาทของ GCβ ไมไดเปน
ส่ิงจําเปนสําหรับการกระตุนแกมีโตไซต (Hirai et al., 2006) แตการเพิ่มข้ึนของ cGMP เปน
เปาหมายในการกระตุนโปรตีนไคเนสใหเกิดปฏิกิริยา cGMP-dependent protein kinase (PKG) 
เพื่อนําไปสูการกระตุนแกมีโตไซต จากปริมาณแคลเซียมทีเ่พิ่มข้ึน (McRobert et al., 2008) ทําให
เกิดการ exflagellation ซึ่งพบการแสดงออกของ diacylglycerol และ inositol triphosphate (IP3) 
ที่เปนผลผลิตของ phospholipase C (Martin et al., 1994) หลังจากการปลอยแคลเซียมออกจาก
เอนโดรพลาสมิส เรติคูลัม (endoplasmic reticulum, ER)  

แกมีโตไซตออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของคนในยุงพาหะ แกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 4 ของ
เชื้อ P. falciparum จะแยกออกจากกระแสเลือดเพื่อหลีกเล่ียงการทําลายของภูมิคุมกนัในมาม 
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เม่ือแกมีโตไซตระยะที่ 5 ถูกปลอยออกมาในกระแสเลือด ยุงจะดดูเลือดเขาไปในกระเพาะอาหาร
เพื่อเจริญเติบโตเปนแกมมีตตอไป อยางไรก็ตามอาจใชเวลา 2 ถึง 3 วัน กอนทีจ่ะหมุนเวียนอยูใน
กระแสเลือด (Lensen et al., 1999) ซึ่งแกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 2 จะมี CD36 ซึ่งเปนลิแกนด
สําหรับการยึดเกาะแกมีโตไซต (Day et al., 1998; Hayward et al., 1999; Smith et al., 2003) 
และมี ICAM-1, CD49c, CD166, CD164 เปนตัวรับที่อยูในเยื่อบุผิวไขกระดูกของคน และ 
stromal cell lines ทําหนาที่ในการเปนลิแกนดสําหรับแกมีโตไซตระยะที่ 3 และ 4 (Dixon et al., 
2008) ซึ่งเปนส่ือกลางในการยดึเกาะ นอกจากนี้ยงัมีโปรตนีบนผิวของเชื้อมาลาเรียอีกหลายชนิด 
เชน โปรตีน  PfEMP-1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) (Sharp et al., 
2006), RIFIN (repetitive interspersed family) (Wang et al., 2010) และ STEVOR 
(subtelomeric variable open reading frame) (Sutherland, 2001) จากการศึกษาของ Sharp 
ชี้ใหเหน็วาโปรตีน PfEMP-1 สามารถพบไดตลอดของการพัฒนาระยะแกมีโตไซต จากฟโนไทป
ของระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (Sharp et al., 2006) และจะแสดงออกในโครงสราง 
ปุมเล็กๆ (knob) บนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ตดิเชื้อของแกมีโตไซตระยะที ่1 ถึง 2 (Day et al., 
1998) ซึ่งทําหนาทีใ่นการแยกแกมีโตไซตในวันแรกของการพัฒนาในเซลลเม็ดเลือดที่มีแกมีโตไซต
จะไมยาวกวา โดยโครงสรางของ knob จะปรากฏในไซโตพลาสซึมของเชื้อมาลาเรีย (Hayward et 
al., 1999) ตอมาโปรตีน STEVOR ซึ่งพบมากที่สุดในแกมีโตไซตระยะเร่ิมตนและพบวามีการสราง
โปรตีนบนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อในชวงแกมีโตไซตระยะที่ 5 (McRobert et al., 2004) 
ซึ่งมีความสอดคลองกับบทบาทในการแยกออกของแกมีโตไซต (sequestration) และการปรากฏ
ของโปรตีน STEVOR บนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ตดิเชือ้กับ nonsequestering ในแกมีโตไซต
ระยะที่ 5 ทําใหมีบทบาทในการ cytoadhesion และในป ค.ศ. 2008 Petter พบวาโปรตีน RIFINs 
มีบทบาทในการยึดเกาะในแกมีโตไซตเชนเดียวกนั (Petter et al., 2008)  

การสรางเซลลสืบพันธุเพศผูและเพศเมีย กระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูเกิดข้ึนโดย
มีการเปล่ียนแปลงรูปรางลักษณะเปนวงกลม (Rosettes form) ในเซลลเม็ดเลือดแดง เรียกวา  
การเกิด exflagellation แลวออกจากแกมีโตไซตเพศผูเม่ือถูกกระตุนดวยกรดเซียลิก (sialic) และ 
ไกลโคโฟรีน (glycophorin) จากผิวของเซลลเม็ดเลือดแดง (Templeton et al., 1998) และมี
โปรตีนเปนส่ือกลางทีช่วยในการเกาะติดบนผิวของแกมมีต คือ โปรตีน Pfs230 ซึ่งเปนที่นาสนใจวา
การเพิ่มข้ึนของโปรตนี Pfs230 มีความจําเปนสําหรับการเกาะติดบนผิวของแกมมีตเพศผู 
ในเซลลเม็ดเลือดแดง (Eksi et al., 2006) 
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ความกาวหนาของการศึกษาโปรตีนในระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเชื้อ Plasmodium 
สามารถจําแนกไดดังนี้ คือ ชนดิของโปรตีนที่ไมจําเปนตอการสืบพันธุของเชื้อมาลาเรียและ
ลักษณะการทํางานของโปรตนี สามารถหาไดจากการวิเคราะหฟโนไทปของเชื้อและยีนที ่
แสดงออกในระยะดังกลาว จีโนมที่มีการสรางกนัอยางแพรหลายของเชื้อมาลาเรีย เชน  
โปรตีนไคเนส (kinases) ซึ่งตรวจพบในเชื้อ P. falciparum (Ward et al., 2004) ความหลากหลาย
ของโปรตีนไคเนสเหลานี้ของเชื้อ P. berghei มีการศึกษาพบวาการเพิ่มปริมาณของแคลเซียม
ข้ึนอยูกับโปรตนี calcium-dependent protein kinase 4 (PbCDPK4) ซึ่งโปรตนีไคเนสจะถกู
กระตุนโดยกรดแซนทูรินกิเปนผลใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนชนิดนีใ้นแกมีโตไซตเพศผู (Billker  
et al., 2004) นอกจากนี้มีการศกึษาโปรตีน calcium-dependent protein kinase 4 (PfCDPK4) 
ของเชื้อ P. falciparum พบวามีความจําเพาะตอระยะแกมีโตไซตซึ่งถกูกระตุนโดย
phospholipase C (Ranjan et al., 2009) นอกจากนีย้ังมีโปรตีน mitogen activated protein 
kinase 2 (Pbmap-2) จะเปนตัวควบคุมการสรางแกมมีตเพศผูในข้ันตอนไซโทไคนีซิส 
(cytokinesis) (Tewari et al., 2005) และเม่ือเกิดการปฏิสนธิระหวางแกมมีตเพศผูและเพศเมียจะ
ไดไซโกตและเกดิการสังเคราะหโปรตนี serine หรือ threonine-protein kinase Nek-2 (Pbnek-2) 
และ protein kinase Nek-4 (Pbnek-4) ในระยะไซโกต (Reininger et al., 2009) และโปรตีน 
calcium-dependent protein kinase 3 ของเชื้อ P. berghei (PbCDPK3) ใชในการเคล่ือนที่ของ
ระยะโอโอไคนีตเพื่อไชผานเยื่อบุผิวกระเพาะยุง (Ishino et al., 2006)  

 โดยจากการเปล่ียนแปลงระดบัโมเลกุลของระยะแกมีโตไซตในยุงเพื่อเตรียมความพรอม
ในการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอมเพื่อเขาสูกระบวนการสรางเซลลสืบพนัธุ ซึ่งมีผลตอยีนที่
เกี่ยวของกบัการแสดงออกบนผิวโปรตีนของแกมีโตไซตและการสรางเซลลสืบพันธุ รวมถึง  
EGF-domain ซึ่งมีโปรตีนที่เกีย่วของกับกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) เชน โปรตีน Pfs25, 
Pfs28, Pfs230, Pfs48, Pfs45 และ PfCCp โปรตีนเหลานีมี้ศักยภาพในการเปนเปาหมายเพื่อ
ปองกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียได (Pradel, 2007) โดยมีคุณสมบตัิในการยึดเกาะ 
ผิวโปรตีนและสามารถแบงโปรตนีออกเปน 2 ระดับ คือ การแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 1 ซึ่งอยู 
ในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศกอนการปฏิสนธิ เชน Pfs230, Pfs48, Pfs45 และ six Pf CCp  
จะแสดงออกภายใน parasitophorous vacuole (PV) ของแกมีโตไซตและมีการพัฒนาตอมา
จนถึงระยะแกมมีต แตการแสดงออกของโปรตีนเหลานี้ มักส้ินสุดลงในระหวางการปฏิสนธิ  
(ภาพที่ 11) การแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 2 ซึ่งอยูในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศหลัง 
การปฏิสนธิ เชน โปรตีน Pfs25 และ Pfs28 ที่แสดงออกจนถึงระยะโอโอไคนีต (Pradel, 2007)  
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การแสดงออกของโปรตีนเหลานี้จะอยูระหวางการปฏิสนธ ิคือ การขนสง messenger RNA เพื่อ
สรางเปนโปรตนี และในป ค.ศ. 2009 Yuda ทําการศึกษาในเชื้อ P. berghei พบการแสดงออก
ของโปรตีน Pbs25 และ Pbs28 ในการยับยั้งการพัฒนาของระยะไซโกต (RNA helicase DOZI) 
ซึ่งเปนสวนหนึ่งของสารประกอบเชงิซอนไรโบนิวคลีโอโปรตีน (ribonucleoprotein) และยังมี
โปรตีน  Apetala2 (AP2-O) ที่แสดงออกในแกมีโตไซตเพศเมียและจะสังเคราะหโปรตนีในระยะ 
โอโอไคนีต เม่ือเกิดการแสดงออกของยนีที่ควบคุมการยึดเกาะโปรตีนในกระเพาะอาหารของยุง  
(Yuda et al., 2009)  

โปรตีนที่ยดึเกาะในระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของเชือ้มาลาเรียมีหลายชนิด  
แตจากการศกึษาของ Simon พบวาโปรตีน six PfCCp ซึ่งมีลักษณะพเิศษ คือ มีจํานวนโมเลกุล 
ที่ใชในการยึดเกาะสูงจากโปรตีนที่เปนสารประกอบเชงิซอน (multi protein complexes) เกิดข้ึน
ในระหวางการแสดงออกใน parasitophorous vacuole และจะปรากฏออกมาบนผิวของแกมมีต 
เพศเมีย (Simon et al., 2009) นอกจากนี้ Scholz ทําการศึกษาโปรตีน Pfs48 และ Pfs45 ซึ่ง
พบวามีการยึดเกาะรวมกันบนผิวของแกมมีต (Scholz et al., 2008) จากสารประกอบเชิงซอน 
ของโปรตีนที่ครอบคลุมแกมมีตเพศเมียมีรูปแบบของการยดึเกาะกนัทีเ่หนียวแนนมาก รวมทั้ง
กระบวนการขนสงเชื้อมาลาเรียในยุง อาจมีบทบาทในการสงเสริมการติดตอระหวางการสราง 
แกมมีตในสภาพแวดลอมที่อยูภายในกระเพาะของยงุ เปนที่นาสังเกตวาแกมมีตและไซโกต 
เปนระยะที่มีชีวิตอยูภายนอกเซลลของโฮสตไดมากกวา 1 วัน ซึ่งมีปจจยัของอาหารในเลือด  
ไดแก เชื้อแบคทีเรียที่กระเพาะและเอนไซมยอยอาหาร และ จากการพิสูจนของ Vaughan  
พบวาในระหวางที่มีการขนสงเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดไปยังยุงกนปลอง จํานวนเชื้อจะ 
ลดลงประมาณ 300 เทา ทําใหเกิดสภาวะคอขวด (bottleneck) ในวงชีวิตของยุง  
(Vaughan et al., 1994)  
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ภาพที่ 11 การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของแกมีโตไซต ในระหวางการสงจากเซลล 
เม็ดเลือดแดงของคนไปสูยุงพาหะ (Kuehn and Pradel, 2010) 
 

โดยแกมีโตไซตระยะที่ 5 ซึ่งอยูภายในเซลลเม็ดเลือดแดงของคนถูกนําเขามาสูกระเพาะ
อาหารของยุงกนปลองตัวเมียพรอมอาหารในเลือด โดยแกมีโตไซตจะถกูกระตุนและเปล่ียนแปลง
รูปรางใหมีลักษณะกลม (ภาพที่ 11) กอนที่จะออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงที่หอหุม โดยมีเอนไซม 
โปรติเอส (proteases, P) ที่เกีย่วของในระหวางการสรางแกมมีตเพศเมีย ขณะทีแ่กมมีตเพศผูเกิด
การเปล่ียนแปลงจากแกมีโตไซต ซึ่งสามารถผลิตแกมมีตไดถึง 8 ตัว ภายในเวลาประมาณ  
20 นาที หลังจากเกิดการกระตุน แกมมีตเพศผูจะเคล่ือนทีไ่ปปฏิสนธิกับแกมมีตเพศเมีย 
(fertilizesmacrogamete) ไดเปนไซโกต และภายใน 1 วันจะเปล่ียนแปลงรูปรางเปนโอโอไคนีค 
ที่พบการแสดงออกของโปรตนีระดับที่ 2 ซึ่งเกีย่วของกับโปรตีนบนผิวของระยะไซโกตและ 
โอโอไคนีต (สีชมพ)ู ทีป่ลอยออกมาจากแกมีโตไซตในระหวางการปฏิสนธิ (R) และการแสดงออก
ของโปรตีนยังคงมีอยูในระยะโอโอไคนีส สวนการแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 1 (สีเขียว)  
จะแสดงออกใน parasitophorous vacuole ของการพัฒนาแกมีโตไซตและโปรตนีบางสวนมี
ความสามารถในการยดึเกาะโปรตีนหลายชนิด (multi protein complexes) มีการแสดงออกของ
โปรตีนหลังจากที่แกมมีตออกมา แตการแสดงออกจะส้ินสุดลงในระหวางการปฏิสนธิ  
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การวินิจฉัยโรคมาลาเรียทางหองปฏบิัตกิาร 
 
 เนื่องจากอาการทางคลินกิของโรคมาลาเรียมีความคลายคลึงกับโรคอ่ืนๆ เชน มีไขต่ํา  
ปวดศีรษะ ปวดตามตัวและกลามเนื้อ มีอาการคล่ืนไส เบือ่อาหาร ซึ่งคลายกับโรคหลายชนิด เชน 
โรคไขหวัดใหญ ไขเลือดออก และตบัอักเสบ เปนตน รวมทั้งการรักษาโรคมาลาเรียมีความแตกตาง
กันข้ึนกบัชนิดของเชื้อ เชน เชื้อ P. falciparum ที่ดื้อตอยาตานมาลาเรียหลายชนิดและมีภาวะที่
แทรกซอนอยางรุนแรง สวนเชื้อ P. vivax และ P. ovale ตองใหยาไพรมาควีน (primaquine) เพื่อ
กําจัดระยะของเชื้อทีห่ยุดพักการเจริญในเซลลตับหรือระยะฮิปโนซอยต ซึ่งเปนสาเหตุของการเกิด
ไขกลับ (relapse) ดังนั้นการวินิจฉัยโรคมาลาเรียโดยการตรวจทางหองปฏิบัติการเพื่อทราบชนิด
ของเชื้อทีเ่ปนสาเหตุของโรค จงึมีความจําเปนในการวินิจฉัยซึ่งมีการพัฒนาวิธีการตางๆ เชน การ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อหาตัวเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือด การตรวจทางอิมมูนวิทยา
เพื่อหาแอนติบอดทีี่จําเพาะและการตรวจหาโปรตีนหรือแอนติเจนทีจ่ําเพาะของเชื้อมาลาเรีย และ
การตรวจหาทางอณูชีววิทยาเพื่อหาดเีอ็นเอหรืออารเอ็นเอของเชื้อมาลาเรียซึ่งวิธีทีน่ิยมใชใน
หองปฏิบัติการทั่วไป คือ การตรวจหาชนิดและระยะของเชือ้มาลาเรียในเม็ดเลือดแดงโดย
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนจากการยอมสียิมซา การตรวจหาแอนตเิจนของเชื้อมาลาเรีย 
โดยใชชุดตรวจสําเร็จรูป สามารถมีประโยชนทางดานระบาดวิทยา แตมีขอจํากัดดานการ
วินิจฉัยโรคเพื่อการรักษา (Makler et al, 1998) นอกจากนีย้ังมีการพัฒนาการวินิจฉัยโดยการ
ตรวจดีเอ็นเอและอารเอ็นเอที่จําเพาะตอเชื้อซึ่งเปนเทคนิคทางโมเลกุลมีความไวและความจําเพาะ
สูงจึงสามารถตรวจในผูปวยที่มีปริมาณเชื้อมาลาเรียต่ํา  

1. การตรวจหาเชื้อมาลาเรียในเลือด การตรวจหาเชื้อมาลาเรียในเม็ดเลือดแดงโดยใช
กลองจุลทรรศนเปนวิธีที่ดี งายและประหยัด ซึ่งเปนวิธีทีจ่าํเพาะและเหมาะสมสําหรับการใชใน
หองปฏิบัติการทั่วไป ในการเตรียมแผนฟลมเลือดสําหรับตรวจหาเชื้อมาลาเรียมี 2 วิธี คือ 

1.1 แผนฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) ใชเลือดประมาณ 1 ถึง 2 ไมโครลิตร 
หยดเลือดอยูหางปลายดานหนึ่งของสไลด ทําการไถเลือดดวยความเร็วสมํ่าเสมอในทศิทางตรง
ขามกับต่ําแหนงที่หยดเลือดไว จากนั้นยอมดวยสียิมซาแลวดูดวยกลองจุลทรรศน ลักษณะ 
ฟลมเลือดที่ดคีวรเลือกบริเวณทีเ่หมาะสมซึ่งเปนบริเวณใกลปลายฟลม ในบริเวณนี ้
เซลลเม็ดเลือดแดงมีขนาดปกติไมใหญเกินไปและการกระจายของเม็ดเลือดเรียงตัวเปนชั้นเดียวไม
หางและไมซอนกนั ควรตรวจอยางนอย 100 วงกลอง นับจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อตอ 
เซลลเม็ดเลือดแดง 1,000 เซลล 



40 
 

1.2 แผนฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film) ใชเลือดประมาณ 3 ถึง 5 ไมโครลิตร 
หยดเลือดตรงศูนยกลางของสไลด เกล่ียเลือดใหเปนวงกลม ยอมดวยสียิมซาตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศน แลวนับจํานวนเชื้อมาลาเรียสามารถคํานวณความหนาแนนของเชื้อ โดยการนับจํานวน
เชื้อมาลาเรียตอจํานวนเม็ดเลือดขาว 200 ตัว (Chiodini and Moody, 1989) 

การตรวจหาเชื้อมาลาเรียทางหองปฏิบตัิการใชทั้งวิธีตรวจจากฟลมเลือดชนดิบางและ
ชนิดหนา โดยฟลมเลือดชนิดหนามีความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อมาลาเรียสูงกวา 
ฟลมเลือดชนิดบาง ซึ่งสามารถตรวจพบเชื้อมาลาเรียปริมาณต่ําสุดจากฟลมเลือดชนิดหนา
ประมาณ 20 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร สวนฟลมเลือดบางแมจะมีความไวต่ํากวาเนื่องจากปริมาณ
เลือดที่ใชนอยกวาฟลมเลือดชนิดหนาแตสามารถจําแนกชนิดของเชือ้มาลาเรียไดแมนยํากวา
ดังนั้นความจําเพาะ (specificity) ของการตรวจดวยฟลมเลือดชนิดบางจึงสูงกวา  

นอกจากการตรวจหาปริมาณและการจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียแลว การตรวจหาระยะ
ของเชื้อยังมีความสําคญัทางคลินิค เชน การตรวจพบระยะแกมมีโตไซม อาจวินิจฉัยไดวาผูปวยมี
เชื้อในรางกายมาอยางนอยเปนระยะเวลา 5 วัน และระยะดังกลาวสามารถแพรเชื้อสูยุงพาหะได 
(Silamut and White, 1993; Ebisawa et al, 1971; Nguyen et al, 1995) 

 
2. การตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชกลองจุลทรรศน ในกระแสเลือดของผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ที่มีความหนาแนนของแกมีโตไซตต่ําจะไมสามารถตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน เนื่องจากวิธีนี ้
มีความไวในการตรวจพบต่ํา อยางไรก็ตามเทคนคินี้ถือเปนเคร่ืองมือที่สําคญัในการตรวจวัดความ
หนาแนนของแกมีโตไซตไดในชวงชวงตนของทศวรรษที่ 1930 ซึ่งตรวจพบไดวายุงเปนพาหะที่
นําไปสูการติดเชื้อ P. falciparum (Jeffery et al.,1955; Muirhead-Thomson., 1998) และเชื้อ 
P. vivax (Boyd, 1937) จากการศกึษาในพื้นที ่ี่มีโรคมาลาเรียเปนโรคประจําถิ่น โดยใชวิธีการ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนพบวามีการปรากฏของแกมีโตไซตแลวคอยๆ หายไปและจะ
เกิดข้ึนอีกคร้ังในภายหลัง (Bousema., et al. 2004; Drakeley et al., 2006) ชี้ใหเหน็วา 
แกมีโตไซตทีห่มุนเวียนในกระแสเลือดมีความหนาแนนมากพอกับการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน โดยทั่วไปการตรวจสอบดวยฟลมเลือดชนิดหนาที่ 100 วงกลองและใชกําลังขยาย  
100 เทาและใชเลือดปริมาณ 0.16 - 1 ไมโครลิตร (Bejon et al., 2006; Greenwood et al., 1991; 
Karl et al., 2009) แตสําหรับความนาเชื่อถือของการตรวจสอบความหนาแนนของเชื้อตอเลือด  
1 ไมโครลิตร ปริมาณเลือดตองไมนอยกวา 3 ไมโครลิตร (Karl et al., 2009) จากการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศนตรวจสอบประมาณ 100 วงกลองอาจตรวจพบความหนาแนนของ 
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แกมีโตไซตสูงประมาณ 20 ถึง 50 ของแกมีโตไซตตอเลือด 1 ไมโครลิตร (Dowling et al., 1966; 
Karl et al., 2009; Moody, 2002) และสามารถตรวจพบลักษณะของแกมีโตไซตจากเชื้อ  
P. falciparum ซึ่งมีรูปรางคลายพระจันทรเส้ียวและอาจมีลักษณะคลายกับระยะอ่ืนๆ ของวงจร
ชีวิตซึ่งอาจเปนอุปสรรคในการตรวจหาแกมีโตไซต สอดคลองกับการศึกษาของ Colbourne  
และคณะ (1956) พบวาเทคนิคนี้มีความไวในการตรวจพบต่ํา สงผลใหความชุกของแกมีโตไซต
เพิ่มข้ึนประมาณรอยละ 60 การตรวจสอบดวยฟลมเลือดชนิดหนาทีก่ําลังขยาย 100 เทา 
นอกจากนี้มีการนําเทคนิคเชิงปริมาณ (Quantitative Buffy coat, QBC) ซึ่งใชเลือดปริมาณ  
55 ไมโครลิตร โดยการยอมดวยสีอะครีดีน (acridine) เคลือบในหลอดทดลอง (Spielman et al. 
1988) พบความชุกของแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนจากรอยละ 4.6 เปนรอยละ 19.1 (Mulder et al., 1998)  
ตอมา Karl และคณะ (2008) นําวิธ ีMagnetic deposition microscopy (MDM) มาพัฒนาใชใน
การทดสอบความเขมขนของเชื้อมาลาเรียในเลือดที่มีสารสีดําที่เกดิจากการแตกตัวของฮีโมโกลบิล 
(hemozoin) (Zimmerman et al., 2006) MDM เปนวิธีทีใ่ชปริมาณเลือดมากข้ึนจึงชวยเพิ่ม 
ความไวของการตรวจสอบเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน เพิ่มความชุก
ของแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum ในการตรวจสอบ 200 วงกลองจากฟลมเลือดชนิดหนา 
รอยละ 7.3 (ปริมาณเลือดทีใ่ช 0.4 ถึง 4 ไมโครลิตร) แตเม่ือใชวิธี MDM พบการตรวจสอบ 
รอยละ 45 (ปริมาณเลือดทีใ่ช 40 ไมโครลิตร) จากผูที่มีอาการของโรคมาลาเรียในประเทศ 
ปาปวนิวกินี (Karl et al., 2008) ดังนั้นความไวทีเ่พิ่มข้ึนของวิธีการเหลานีจ้ะชวยในการยืนยันวา
การแพรกระจายของแกมีโตไซตยังเปนอุปสรรคอยางมากในกรณีที่ไมสามารถตรวจพบระยะนี้ได
ภายใตกลองจุลทรรศน 

3. การตรวจโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา การตรวจหาเชื้อมาลาเรียจากฟลมเลือด 
ชนิดบางมีความเหมาะสมในการจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียไดดี แตมีขอจํากัดในกรณทีี่ผูปวย
ติดเชื้อมากกวา 1 ชนิด ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพิ่มข้ึน เพื่อประเมิน
สถานการณของโรคมาลาเรียในปจจุบนั เนื่องจากในกระแสเลือดของผูปวยนัน้มีทั้งดเีอ็นเอและ
อารเอ็นเอของเชื้อมาลาเรีย ทําใหการตรวจดวยเทคนคิทางอณูชีววิทยามีความสัมพันธกบัการพบ
เชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดซึ่งเทคนคิดังกลาวมีความจําเพาะและความไวสูงกวาวิธีอ่ืนๆ รวมทั้ง
สามารถแยกชนิดของเชื้อมาลาเรียไดอยางถกูตองมากข้ึน การวินิจฉัยดงักลาวมีหลายวิธี คือ  

1. Nucleic acid hybridization เปนวิธีการตรวจหากรดนิวคลิอิก (nucleic acid) ที่
จําเพาะตอชนิดของเชื้อมาลาเรียไดทั้งดเีอ็นเอและอารเอ็นเอโดยอาศัยหลักการทําใหดเีอ็นเอสายคู
แยกเปนสายเดี่ยวแลวกลับมาจับคูกับสายเดิม (hybridization) นอกจากนี้สามารถใชสําหรับ 
อารเอ็นเอกับอารเอ็นเอที่มีลําดับเบสตรงคูกัน (complementary) โดยการใชโพรบ (probe) ที่ 
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ติดฉลากเพื่อเปนตัวติดตาม ซึ่งวิธกีารตรวจมีหลายวิธ ีเชน Solid phase hybridization เปนการ
ตรวจหานิวคลีโอไทดโดยมีดีเอ็นเอของเชื้อมาลาเรียเปนเปาหมายนําดเีอ็นเอทีต่องการตรวจมา 
ตรึงบนแผนค้ําจุนซึ่งอาจทํามาจากไนลอน จากนัน้นํามาไฮบริได (hybridize) ในสารละลายของ 
โพรบซึ่งเปนนิวคลีโอไทดสายส้ันที่มีลําดับเบสคูสม (complementary) กับดีเอ็นเอเปาหมาย
สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาบนแผนค้ําจุน หลังจากนั้นทําการแยกขนาดโดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แลวจึงขนถายสูแผนค้ําจนุ ดังนัน้ดเีอ็นเอเปาหมายจะถกูตดัใหมีขนาดส้ันลงและมีขนาดจําเพาะ 
อยางไรก็ตามแมวาในปจจุบนัการพัฒนาการตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยวิธ ีhybridization เพื่อการ
วินิจฉัยอยางมีขอจํากัดดานวิธกีารและความเหมาะสมในการนําไปใช แตวิธกีารดังกลาวยังมี
ประโยชนในการตรวจจําแนกความแตกตางระหวางสายพนัธุของเชื้อมาลาเรียในการศึกษา
พันธุกรรมประชากรทีเ่ปนพื้นฐานของการพัฒนาวัคซีน นอกจากนี้ยังมีวิธี Liquid phase 
hybridization ซึ่งวิธีนี้เปนการตรวจจบักันระหวางนิวคลีโอไทดโดยอาศัยหลักการ hybridization 
ระหวางดีเอ็นเอเปาหมายกับนิวคลีโอไทดโพรบ (oligonucleotide probe) ที่ติดฉลากรวมกับ
หลักการของ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) วิธีนี้เม่ือใชหลักการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอโดยเทคนิคพซีีอาร พบวามีความไวสูงโดยสามารถตรวจพบเชื้อมาลาเรียในระดบัที่มีอัตรา
การติดเชื้อต่ําถึงรอยละ 0.0001 (Oliveira et al, 1995) 
  2. Polymerase chain reaction (PCR) เทคนิคนี้ไดมีการคิดคนโดย Kary Mullis 
ในป ค.ศ. 1986 เปนการเพิ่มปริมาณของดเีอ็นเอใหมีปริมาณมากข้ึนในชวงเวลาอันส้ัน โดยอาศยั
สมบัติของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดที่มีความสามารถในการตอสาย
ของดีเอ็นเอใหยาวข้ึนโดยอาศัยดเีอ็นเอตนแบบสายส้ันๆ เรียกวา ไพรเมอร (primer) และสมบัติ
พิเศษของเอนไซมทีท่นความรอนไดกวา 90 องศาเซลเซียส ทําใหสามารถปรับอุณหภูมิของ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสใหสูงต่ําตามความตองการโดยไมทําใหเอนไซมเสียสภาพไป หลักการ
ของปฏิกิริยานี้เปนกระบวน การเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอที่มีปริมาณนอยใหมากข้ึนเพื่อใชประโยชน
จากดีเอ็นเอตอไป ประสิทธิผลของการทําพีซีอารสามารถวัดไดจาก 3 ปจจัย คือ ความจําเพาะ 
(specificity) ประสิทธิภาพ (efficiency) หรือผลผลิตที่ไดและความถูกตองของผลผลิต (fidelity) 
การทําพีซีอารที่ประสิทธิภาพสูง อาจหมายถึงพซีีอารที่มีความจําเพาะสูงจะไดผลผลิตพีซีอารที่มี
ปริมาณมากในการทําที่จํานวนรอบนอย สวนพซีีอารที่มีความแมนยําสูงจะไดผลผลิตพซีีอารที่มี
ความผิดพลาดนอยมาก โดยปกตกิารทําพีซีอารที่มีความแมนยําสูงมักสงผลใหผลผลิตพีซีอาร
นอยลง หรือนอยกวาที่ความแมนยําต่ํา ดังนั้นการทําพีซีอารจงึจําเปนตองทราบปจจัยหรือตัวแปร
ที่สําคัญเพื่อใชเปนองคประกอบที่สําคัญของการทําพีซีอาร ไดแก 



43 
 

3.2  ดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) ที่ตองการเพิ่มปริมาณ โดยคุณภาพ
และปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบมีผลตอประสิทธิผลการทาํพีซีอารคอนขางมาก ดีเอ็นเอแมแบบ 
ที่คุณภาพไมดีพอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอมาก จะไปแยงจับกับแมกนีเซียม (Mg2+) ทําให
เกิดผลผลิตที่นอย หรือดเีอ็นเอปนเปอนตัวยบัยั้ง (inhibitor) จะไปขัดขวางการทํางานของเอนไซม
ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสทําใหผลผลิตลดลง หรือปฏิกิริยาการสังเคราะหสายดีเอ็นเอหยดุลงได ดังนัน้
การเตรียมดเีอ็นเอแมแบบจากส่ิงมีชีวิตที่ตองการศกึษาจําเปนตองใหความระมัดระวังตอการ
ปนเปอนจากดีเอ็นเออ่ืนๆ อยางมาก ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการทําพีซีอารข้ึนอยูกบั 
ชนิดของดเีอ็นเอ เชน genomic DNA, complementary DNA 

3.3  ไพรเมอร (primers) ที่มีลําดับเบสคูสมกับดเีอ็นเอแมแบบที่ปลาย 5’ 
และปลาย 3’ จัดเปนองคประกอบที่สําคญัมากในการทําพซีีอารซึ่งข้ึนอยูกับการเลือกหรือการ
ออกแบบใหเหมาะสมกับสายดเีอ็นเอแมแบบ ซึ่งมีหลักเกณฑในการออกแบบไพรเมอร คือ 

1. มีความยาวระหวาง 18 ถึง 24 เบส ประกอบดวยเบสกัวนนี 
(Guanine, G) และไซโตซนี (Cytocine, C) ประมาณรอยละ 40 ถึง 60 

2. ไมมีโครงสราง internal secondary structure ในสายซึ่งทาํใหเกิด
การงอตัวของสายไพรเมอร และการจับกนัเองของเบสคูสม ทําใหเกิดรูปรางคลายกิ๊ฟตดิผม 
(hairpin shape) 

3. การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดตรงบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไม
ควรมีเบสคูสมกัน เพื่อปองกันการเกิด primer dimmers 

4. คา Melting temperature (Tm) ของไพรเมอรควรอยูในชวง 50 ถึง  
65 องศาเซลเซยีส และคา Tm ของทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน 
   ความเขมขนของไพรเมอรทีเ่หมาะสมควรอยูในชวง 0.1 ถึง 0.6 ไมโครโมล หาก
ใชปริมาณไพรเมอรมากเกินไปจะทําใหเกิดการจับกนัเองของเบสคูสมบริเวณปลาย 3’ ของ 
นิวคลีโอไทดไพรเมอร (primer dimer) และความไมจําเพาะของผลผลิตพีซีอารที่ได (non-specific 
amplified product) เพิ่มสูงข้ึน ในทางกลับกันหากใชไพรเมอรนอยเกนิไปจะทําใหไพรเมอรถูกใช
หมดไปกอนที่จํานวนวงรอบของการทําปฏิกิริยาจะส้ินสุดลง 

3.4  ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP 
3.5  เอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดที่สามารถกระตุน

ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันไดทั้งอุณหภูมิสูงหรือต่ํา 
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3.6  โคแฟกเตอร (co-factor) ของเอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส ไดแก Mg2+ 
หรือ Mn2+ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลัก ซึ่งจะวนซ้ํากันใน 3 ข้ันตอน 
จนกวาจะได ปริมาณดเีอ็นเอที่เพิ่มข้ึนอยางเพยีงพอ มีข้ันตอนหลักคือ 

1. การสูญเสียสภาพธรรมชาติของดีเอ็นเอ (DNA denaturation) เปนการเพิ่ม
อุณหภูมิใหสูงพอที่จะทําใหดีเอ็นเอตนแบบสูญเสียสภาพธรรมชาติโดยทําใหมีการแยกสาย 
โพลินิวคลีโอไทดสองสายที่พันกันเปนเกลียวดีเอ็นเอแยกจากกันประมาณ 90 องศาเซลเซียส 

2. การเขาคูของสายดีเอ็นเอแมแบบกับดเีอ็นเอสายส้ันๆ ทีเ่ปนไพรเมอร 
(Annealing) เม่ือสายดีเอ็นเอแมแบบแยกเปนสายเดี่ยวแลว จึงมีการปรับอุณหภูมิใหเหมาะสม
เพื่อใหไพรเมอรเขาคู (annealing) กับสายดีเอ็นเอแมแบบทั้งสองสาย โดยทั่วไปข้ันตอนนี้มี
อุณหภูมิประมาณ 52 ถึง 58 องศาเซลเซียส 

3. การตอสายยาวของดีเอ็นเอดวยเอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส (Extension) 
เม่ือไพรเมอรเขาคูกบัสายดเีอ็นเอแมแบบแลวที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรมีหมูไฮดรอกซิลอิสระทําให
เอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรสสามารถดําเนินการตอสายไพรเมอรโดยเลือกใชนิวคลีโอไซด 
ไตรโฟสเฟตชนิดที่มีเบสคูสมกับสายดเีอ็นเอแมแบบ เขาเชื่อมกับไพรเมอรทีป่ลาย 3’ โดยพันธะ
ฟอสโฟไดเอสเทอร ทําใหไดโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมยาวข้ึนและมีเบสคูสมกับสายดีเอ็นเอเดมิ  
  การสังเคราะหทั้ง 3 ข้ันตอนจะทําซ้ํากันเปนจํานวน 20 ถึง 45 รอบ ทําใหได
ชิ้นสวนของดเีอ็นเอที่เพิ่มข้ึนจํานวนมาก ผลผลิตที่ไดจากการทําพีซีอาร เรียกวา Amplicon หรือ 
PCR product เคร่ืองมือที่เปนตัวควบคุมใหเกิดปฏิกิริยาดงักลาวจะเปนเคร่ืองมือที่ควบคุมการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิใหเปนวงรอบ เรียกวาเคร่ือง Thermocycler  

ปจจบุันไดมีการเพิ่มเทคนคิเพื่อใหความถกูตองแมนยําของผลผลิตดีเอ็นเอที่ได
จากกระบวนการพีซีอาร เชน การทําพีซีอาร 2 รอบ (Nested-PCR) โดยใชไพรเมอร 2 คู คูแรกเปน
การทําพีซีอารในวงกวางเพื่อจํากัดพืน้ทีใ่หคมชัด จากนั้นจงึใชไพรเมอรคูที่ 2 ซึ่งจะอยูบริเวณคูเบส 
ที่แคบลงทําใหการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอที่ไดมีความแมนยํา ถูกตองและชดัเจนมากข้ึน 

สําหรับการประยกุตการตรวจหาเชื้อมาลาเรียดวยวิธีพีซีอารเปนวิธีทีใ่หความไว
และความจําเพาะสูงกวาวิธีการตรวจวินจิฉัยอ่ืนๆ โดยหลักการสามารถตรวจหาเชื้อมาลาเรียใน
ตัวอยางที่มีเชื้อเพียงตัวเดยีว (Snounou et al, 1993) เม่ือมีการประยุกตการตรวจโดยทําพีซีอาร 
ซ้ํา 2 คร้ังหรือ Nested PCR โดยใชผลผลิตพซีีอารในรอบแรกเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการทํา 
พีซีอารในรอบถดัไป รวมกับการออกแบบไพรเมอรสําหรับพีซีอารในรอบที่ 2 เพื่อใหมีความจําเพาะ
และครอบคลุมเชื้อมาลาเรียของคนและของลิงที่พบในคนได (Kimura et al, 1995) แตวิธีพีซีอาร
ยังมีขอจํากัด คือ สามารถตรวจสอบยีนที่เกิดข้ึนในดเีอ็นเอไดเทานั้น และไมสามารถตรวจสอบ 
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อารเอ็นเอได ปจจุบันจึงมีการศกึษาและนําเทคนิคที่สามารถตรวจสอบยนีที่สังเคราะหจาก 
อารเอ็นเอได เชน เทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction หรือ RT-PCR  
มาใชในการวิเคราะหคูกบัเทคนิคพีซีอาร 

4. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนเทคนิค
การเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอโดยอาศยัเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเทส (reverse transcriptase)  
ผลิตมาจากไวรัส (retroviruses) ที่นิยมใชกนั 2 ตัว คือ Avian myeloblastosis virus (AMV) และ 
Moloney murine leukemia virus (MMIV) ซึ่งมีประสิทธภิาพคลายคลึงกัน โดยมีหลักการ คอื  
ทําการสกัดอารเอ็นเอจากนั้นใชเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเทสเพื่อเปล่ียน messenger ribonucleic 
acid (mRNA) ใหเปนดีเอ็นเอโดยถกูสังเคราะหข้ึนจาก mRNA (complement DNA, cDNA) 
เรียกวา กระบวนการรีเวิรสทรานสคริปชั่น (reverse transcription) จากนั้นนํา cDNA มาเปน
แมแบบในการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยวิธพีีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่มีจําเพาะกับยีน เม่ือเสร็จส้ิน
กระบวนการจะไดสายดเีอ็นเอเพิ่มข้ึนจํานวนมากที่ไดมาจากสายอารเอ็นเอตนแบบ ซึ่งเทคนิค 
นิยมใชกนัทั่วไปในหองปฏิบัตทิางชีววิทยาโมเลกุล (ภาพที ่12)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 แสดงการสรางสาย cDNA จากแมแบบที่เปน mRNA (rnai-

poonsap.blogspot.com/2007_07_01_archive.html) 
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RT-PCR เปนเทคนคิที่มีความไวสูงในยีนที่มี copy number ต่ําของโมเลกุลอารเอ็นเอ 
สามารถตรวจพบดวยเทคนิค RT-PCR ปจจุบนันํามาใชกนัอยางแพรหลายในการวินจิฉัยโรคทาง
พันธุกรรมของโมเลกุลอารเอ็นเอทีจ่ําเพาะการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันภายในเซลลหรือ
เนื้อเยื่อ และการวิเคราะหดวยวิธี Northern blot จะใชในการศึกษาการแสดงออกของยนีของ 
อารเอ็นเอตอไป นอกจากนี้เทคนคิ RT-PCR ยังมีประโยชนมากในการแทรกยีนของเซลลยคูาริโอต 
(eukaryotic) เขาไปในเซลลโปรคาริโอต (prokaryotes) เนื่องจากยนีของเซลลยูคาริโอตสวนใหญ
มีอินทรอน (introns) อยูในจีโนม แตไมไดอยูใน mRNA และ cDNA ที่สรางข้ึนจากปฏิกิริยา  
RT-PCR ซึ่งมีลําดับเบสของดเีอ็นเอที่แนนอน และจะแปลไปเปนโปรตนีโดยตรง หลังจากการ
ถอดรหัส เม่ือยนีเหลานี้แสดงออกในเซลลโปรคาริโอต เพื่อการผลิตโปรตีนทีบ่ริสุทธิจ์ากอารเอ็นเอ 
ที่ผานกระบวนการถอดรหัส (transcription) ไมจําเปนตองมีกลไกในการกําจัดอินทรอน (splicing) 
เนื่องจากมีเพยีงเอ็กซซอน (exons) เทานั้น ซึ่งการทํา RT-PCR ในรอบแรกสามารถดําเนินการได
โดยผสมทุกองคประกอบของปฏิกิริยาลงในหลอดทดลอง หลังจากนั้นนํามาใสเคร่ืองควบคุม
อุณหภูมิ (thermocycle) จะเร่ิมเกิดปฏิกิริยา  

ถึงแมวา RT-PCR เปนข้ันตอนที่มีความเรียบงายและสะดวก แตตองระวังการปนเปอนที่
อาจเกิดข้ึนได ทําใหไมสามารถนํายีนที่ตองการศกึษามาทาํซ้ําในข้ันตอนที ่2 การปนเปอนดีเอ็นเอ
อาจจะกอใหเกิดผลผลิตพซีีอารที่มีขนาดแตกตางกวาทีเ่กดิข้ึนจริงจาก cDNA เชน เม่ือออกแบบ
ไพรเมอรจากเอ็กซซอน (exons) ที่เหมือนกัน ส่ิงแรกที่ตองเตรียม คือ กระบวนการเพิม่ปริมาณ 
mRNA จากอารเอ็นเอ โดยใช Oligo-DT-affinity และการทํา negative control จะเปนส่ิงที่ดใีน
การทดลองเพื่อชวยลดการปนเปอนของดีเอ็นเอ โดยการเติมองคประกอบของปฏิกิริยาทุกตัวลงไป
ในหลอดทดลองยกเวนเอนไซม ใช cDNA เปนแมแบบ ซึ่งเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาผลผลิต 
พีซีอารไมเกิดข้ึนแสดงใหเหน็วาไมมีการปนเปอนดเีอ็นเอของตัวอยางอารเอ็นเอ แตถาผลผลิต 
พีซีอารเกิดข้ึนแสดงวามีดเีอ็นเอปนเปอนจากการทําพีซีอาร และถาไพรเมอรของพีซีอารอยูใน
ตําแหนงทีต่รงขามกับอินทรอนแลว ไมจําเปนตองมีตัวควบคุมนี้ในการทดลอง  

การเตรียมอารเอ็นเอแมแบบใหประสบความสําเร็จตองมีคุณภาพสูงเพื่อลดปฏิกิริยาของ 
เอนไซม RNase ซึ่งจะออกมาในชวงระหวางยอยเซลล รวมถึงสารยับยั้ง RNase ในข้ันตอนการ
ยอย หรือข้ันตอนการกระตุนใหเซลลแตกและยับยั้งปฏิกิริยาของ RNase ในข้ันตอนดงักลาวซึ่ง
เปนแหลงที่มาของการปนเปอน  RNase เชน จากแกว พลาสติก สารเคมี ตองใชผลิตภัณฑที่
ออกแบบมาเฉพาะสําหรับการทําใหกรดนิวคลีอิกบริสุทธิเ์พื่อเตรียมอารเอ็นเอแมแบบ โดยใช 
mRNA บริสุทธิ์เปนแมแบบมากกวาอารเอ็นเอทัง้หมด เร่ิมตนดวยการเพิ่ม Poly-A tail จะชวยเพิ่ม 
mRNA ของยีนที่หายากเนื่องจากสัดสวนของ mRNA ในการเตรียมอารเอ็นเอรวมคอนขางต่ํา  
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หากใช mRNA เปนแมแบบใหตรวจสอบความสมบูรณของ mRNA โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
กอนที่จะใชใน RT-PCR ซึ่งขนาดของ mRNA ที่ปรากฏอยูระหวาง 500 คูเบส และ 8 กิโลไบต  

ข้ันตอนการดําเนินของเทคนิค RT-PCR สามารถแบงเปน 2 ข้ันตอน คือ ข้ันตอนที่ 1  
การสังเคราะหสาย cDNA จาก mRNA จะตองเลือกใชไพรเมอรที่เหมาะสม เชน ไพรเมอร Oligo 
(dT), random hexamers หรือไพรเมอรที่จําเพาะตอลําดบันิวคลีโอไทด (gene specific primer) 
สําหรับทําพีซีอาร เพื่อเปนประโยชนสําหรับการใชงานทีเ่ฉพาะเจาะจง นอกจากนีก้ารเกดิปฏิกิริยา
จะดําเนินภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลผลิตจากวิธี RT-PCR จะตองมีขนาดไมเกิน 14 กิโลเบส 
(ข้ึนกับความเหมาะสมของเอนไซมที่ใช) ในข้ันตอนนี้เปนการเปล่ียน mRNA ใหเปน  cDNA ซึ่งมี
องคประกอบตางๆ เชน  แมกนีเซียม (Mg2+) ความเขมขนของ dNTPs และไพรเมอร ทั้งที่จําเพาะ
เจาะจงหรือไมจําเพาะเจาะจง (Oligo dT) วิธีการนี้จะเปนประโยชนเม่ือ cDNA มีอยางจํากัด 
เนื่องจากปฏิกิริยา RT-PCR ทั้งหมดจะถูกนํามาใชในเทคนิคพีซีอาร ในข้ันตอนที่ 2 ซึ่งขอดีของ 
การทําสองข้ันตอน คือ การทํา  RT-PCR และพีซีอาร จะชวยปรับสภาพการเกดิปฏิกิริยา ทั้งการ
เปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA และการถอดรหัสดีเอ็นเอทีด่ําเนินการภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม
เพื่อใหม่ันใจวาการเพิ่มปริมาณเปนไปอยางมีประสิทธิภาพและถูกตอง ชวยใหผลผลิตของ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA เพื่อใชสําหรับการวิเคราะหยีนหลายๆ ยีน เปนประโยชนสําหรับ 
การใชงานโดยเฉพาะ เชน การเพิ่มปริมาณของ cDNA ดวยวิธีพีซีอาร เปนวิธีที่มีความไวสูง ชวย
ลดโอกาสการปนเปอนเนื่องจากข้ันตอนการดําเนนิปฏิกิริยาจะนอย นอกจากนี้วิธีการนีช้วยใน 
การวิเคราะหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรทีใ่ชทัง้สองข้ันตอน อยางไรก็ตามปฏิกิริยา  
RT-PCR ในข้ันตอนนี้จะใชอุณหภูมิที่สูง (50 ถึง 72 องศาเซลเซียส) ซึ่งจะชวยลดส่ิงแปลกปลอม
และเพิ่มความจําเพาะของการเกิดปฏิกิริยาโดยการกําจัดโครงสราง mRNA  

ขอดีของ RT-PCR เพิ่มความไวและความจําเพาะของยีน ลดความเส่ียงของการปนเปอน 
ข้ันตอนที่มีการปนเปอนของตัวอยางดวยวิธีพซีีอาร เชน สถานที่ทดลอง สองลักษณะของการ
เกิดปฏิกิริยาข้ันตอนเดียวใหผลผลิตเพิ่มข้ึนและมีประสิทธภิาพ ปฏิกิริยา cDNA จะดําเนินการ 
ที่อุณหภูมิสูง เพื่อขจัดโครงสรางของอารเอ็นเอและตัวอยาง cDNA ทั้งหมดจะถูกนํามาใชเปน
แมแบบสําหรับการทําพีซีอาร  

5. ตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชเทคนิคทางโมเลกุล จากการศึกษาความชุกและความ
หนาแนนที่ต่ําของแกมีโตไซตไดมีการพัฒนาเทคนิคทางโมเลกุลเพื่อความสะดวกในการตรวจหา
ปริมาณและลักษณะทางพนัธุกรรมของแกมีโตไซต ซึ่งเปนวิธีพื้นฐานของการเพิ่มจํานวนอารเอ็นเอ
ที่แสดงออกเฉพาะในแกมีโตไซต (Babiker and Schneider, 2008; Menegon et al., 2000)  
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อารเอ็นเอจะตองมีความจําเพาะสําหรับแกมีโตไซต โดยเฉพาะยีน Pfs25 ซึ่งเปนพืน้ฐานในการ
ตรวจสอบและการหาปริมาณแกมีโตไซตโดยวิธีการตางๆ เชน เทคนิค RT-PCR การเปล่ียน 
mRNA ใหเปน cDNA (complementary DNA) (Abdel-Wahab et al., 2002; Babiker and 
Schneider., 2008; Mlambo et al., 2008) เทคนิค quantitative nucleic acid sequence-based 
amplification (QT-NASBA) (Schneider et al., 2004) และเทคนิค RT loop-mediated 
isothermal amplification (RT-LAMP) โดยเฉพาะยนี Pfg377 ที่มีความจําเพาะตอ 
แกมีโตไซตระยะที่ 2 ถึง 5 สามารถสังเคราะหโปรตนีในระยะดังกลาวได (Alano et al., 1995)  
และมีความไวที่ใกลเคียงกบัการตรวจจับแกมีโตไซตของยนี Pfs25 (Menegon et al., 2000) แตมี
ความหลากหลายทางดานรูปแบบ (polymorphic) มากกวายีน Pfs25 (Babiker and Schneider, 
2008) ซึ่งยนี Pfg377 มีรูปแบบความหลากหลายแบบ Single-nucleotide และขนาดที่แตกตาง
อยางนอย 21 ตําแหนงของอัลลีล (Nwakanma et al., 2008) นอกจากนีเ้ทคนิคดังกลาวจะใชใน
การจําแนกโคลนที่ผลิตแกมีโตไซตจากการติดเชื้อเพียงชนดิเดียว (Abdel-Wahab et al., 2002) 
ซึ่งเทคนิคทางโมเลกุลจะมีความไวในการตรวจสอบแกมีโตไซตในชวง 0.02 ถึง 0.1 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร (Schneider et al., 2006) หรือบางคร้ังอาจตรวจสอบได 0.002 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร หรือ แกมีโตไซต 2 ตัวตอ 1 มิลลิลิตร (Buates et al., 2010) ความไวของการ 
ตรวจพบจะถูกจํากัดโดยปริมาณของตัวอยางเลือดทีเ่ก็บรวบรวม  

โดยสัดสวนความชกุของแกมีโตไซตจะเพิ่มข้ึนพบในประชากรที่อาศัยในพื้นที่ที่มีการ
แพรกระจายของเชื้อ ไมมีอาการแสดงออกของโรคมาลาเรีย และในพืน้ที่ทีมี่การแพรระบาดของ
เชื้อที่ต่ํา อาทใินทวีปแอฟริกา ดังเชน การศกึษาของ Shekalaghe ในประเทศแทนซาเนียและ
ซูดานสามารถพบแกมีโตไซตรอยละ 0 ถึง 6 ของประชากรโดยใชวิธกีารตรวจพบภายใตกลอง
จุลทรรศน แตเม่ือนํามาตรวจสอบดวยวิธีทางโมเลกุลสามารถตรวจพบรอยละ 12 ถึง 52 ของ
ประชากร (Abdel-Wahab et al., 2002; Nassir et al., 2005;Shekalaghe et al., 2007) ในป
ตอมา Nwakanma ทําศึกษาในพืน้ที่ที่มีการแพรกระจายของเชื้อที่รุนแรงมากข้ึนตามฤดูกาลใน
ประเทศแกมเบียและประเทศบูรกินาฟาโซพบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 3 ถึง 30 โดยใช
วิธีการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน และตรวจพบโดยวิธีทางโมเลกุลรอยละ 49 ถึง 70 
(Nwakanma et al. 2008; Ouedraogo et al., 2007)  

การติดเชื้อมาลาเรียแสดงถึงการทําใหเกิดการผลิตแกมีโตไซตโดยจากการศึกษาของ 
Abdel-Wahab ทําการเปรียบเทยีบอัลลีลของ Pfg377 ในเชื้อ P. falciparum ที่ไดจากการสกัด 
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อารเอ็นเอและดีเอ็นเอของเชื้อชนิดเดยีวกัน พบวามีความผันแปรในการผลิตแกมีโตไซตระหวาง
สายพันธุ (Abdel-Wahab et al., 2002) นอกจากนีก้ารติดเชื้อทีเ่ร้ือรัง (chronic) และไมมีการ
แสดงออกของโรคมาลาเรียอาจจะยังผลิตแกมีโตไซตในกรณีที่ไมมียุงในชวงฤดแูลง  
(Abdel-Wahab et al., 2002; Babiker et al., 1998; Nassir et al., 2005) 

ดังเชน  Maeno และคณะ ในป ค.ศ. 2008 ทําการศึกษาแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. falciparum ในเลือดคนโดยใชวิธี RT-PCR ใชตัวอยางจากเลือดที่เก็บบนกระดาษกรอง 
วิเคราะหความจําเพาะของวิธี RT-PCR โดยใชยีน Pfg377 ในผูปวย 67 ราย จากผูปวยที่ติดเชื้อ  
P. falciparum จํานวน 131 คน พบผูปวยที่ใหผลบวกของจํานวนแกมีโตไซตนอยที่สุด คือ  
0.03 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร และอัตราสวนของแกมีโตไซตทีใ่หผลบวกจะไมข้ึนกับ เพศ อายุ 
และความถี่ของการเกิดแกมีโตไซต นอกจากนี้ในผูที่ติดเชือ้ P. falciparum เพียงชนิดเดียวจะมี
จํานวนแกมีโตไซตสูงกวาผูที่ติดเชื้อมาลาเรียหลายชนิด (P<0.01) ในการศึกษานี้พบผูปวย 
จํานวน 47 คนจากผูปวยทัง้หมด ที่ไมแสดงอาการ พบการแสดงออกของยีน Pfg377 ซึ่งจาก
การศึกษานี้พบวาสามารถนําวิธีการเก็บเลือดบนกระดาษกรองมาใชประโยชนทางดานโมเลกุล 
ดานระบาดวิทยา ดานการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย และเปนเปาหมายในการศึกษา 
แกมีโตไซตตอไป นอกจากนีใ้นป ค. ศ. 2009 Beurskens และคณะ ไดศึกษาแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax ดวยวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนพบความไวในการตรวจสอบเชื้อ  
P. vivax ต่ํามาก จึงนําเทคนิค real-time quantitative nucleic acid sequence-based 
amplification (QT-NASBA) มาใชทดสอบหาปริมาณแกมีโตไซตโดยใชยนี Pvs25 เปนเปาหมาย 
โดยแบงกลุมตัวอยางออกเปน 2 กลุม ทดสอบความจําเพาะในกลุมที่ 1 ในผูปวยที่ติดเชื้อ  
P. vivax, P. falciparum, P. marariae และ P. ovale โดยใชวิธี QT-NASBA พบวาใหผลบวก 
รอยละ 69 จาก 104 คน และในกลุมที่ 2 ในผูปวยที่ตดิเชือ้ P. vivax โดยวิธีการตรวจสอบ 
ภายใตกลองจุลทรรศนพบใหผลบวกรอยละ 8 จาก 136 คน และในกลุมเดยีวกันแตตรวจสอบ 
แกมีโตไซตโดยใชวิธี QT-NASBA พบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 66 จากขอมูลสรุปไดวา 
ในคนที่มีแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax แตไมแสดงอาการสามารถตรวจพบดวยวิธี QT-NASBA  
ซึ่งไดผลดีกวาวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน และสรุปไดวาความไวในการตรวจพบ 
แกมีโตไซตจากยีน Pvs25 ดวยวิธี QT-NASBA สูงกวาวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน
ประมาณ 800 เทา  

นอกจากนี ้Nakazawa และคณะ (2009) ทําการศึกษาดเีอ็นเอของเชื้อมาลาเรียและ 
ดูความจําเพาะของ mRNA ในยุงชนิด Anopheles dirus ที่จับมาจากปา โดยใชวิธีการเก็บ 
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ตอมน้ําลายยุงบนกระดาษกรอง (dried mosquito salivary glands) และใชเทคนคิพีซีอาร 
ธรรมดาในการหาขอมูลทางโมเลกุลพบวาสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อ P. falciparum,  
P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi ได และตองการตรวจสอบความจําเพาะ 
mRNA ของยีน Pfg377 และ pfs16 ในแกมีโตไซต ของเชือ้ P. falciparum และ P. knowlesi  
และศึกษาความจําเพาะของ mRNA ในยนี circumsporozoite protein (CSP) และ sporozoite 
surface protein 2 (SSP2) ของเชื้อ P. vivax  โดยใชวิธี RT-PCR ซึ่งเทคนิคนี้สามารถยืนยันการ
แสดงออกของเชื้อ P. vivax, P. falciparum และ P. knowlesi ในยุงที่จับมา จากการศกึษาสรุป 
ไดวาการเก็บรักษาตอมน้ําลายยุง ดเีอ็นเอและอารเอ็นเอของตอมน้ําลายยุงไวบนกระดาษกรองได
และผลการสกัดใหผลดีเปนวิธีทางโมเลกุลที่นํามาประยกุตใชในการศกึษาดานระบาดวิทยาของ
เชื้อมาลาเรียไดเปนอยางด ี
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย (Research Design) 
 
 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (Descriptive study) และการตรวจวิเคราะหทาง
หองปฏิบัติการ 
 
วัตถุประสงค (Objectives) 
 

1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) ในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  จากตัวอยางเลือดของ
ผูปวยจังหวัดตากในประเทศไทย 

2. เพื่อศึกษาความชุกของระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในผูที่ตดิเชื้อชวงฤดูแลง 
และฤดูฝน ตั้งแตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2554 

3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการเกบ็รักษาตัวอยางเลือดผูปวยโดยใชวิธีการเก็บใน
หลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) และเก็บบนกระดาษกรอง  
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
  
            ประชากรตัวอยาง (Population sample) คือ ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บมาจากกลุมประชากร
เปาหมาย 
 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชัน่ (Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) คือ การเปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA ดวยเอนไซม 
reverse transcriptase และใช Oligo dT เปน primer หลังจากนัน้ใชเอนไซม RNase H ยอย
สลาย mRNA ตามดวยการทํา PCR ตามปกติ ทําใหได cDNA เกลียวคู ซึ่งสามารถนําไป
ตรวจสอบยีนที่จําเพาะได 
 การตรวจฟลมเลือดหนา (thick blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน
กระจกสไลด การวินจิฉัยเชื้อ P. vivax จะพบระยะวงแหวน โทรโฟซอยท และแกมีโตไซต  
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 การตรวจฟลมเลือดบาง (thin blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน
กระจกสไลด ซึ่งกอนยอมสีตองตรึงสภาพดวยเมทิลแอลกอฮอล การวินิจฉัยเชื้ออาจพบระยะ 
วงแหวน โทรโฟซอยท และแกมีโตไซต  
 สารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) คือ สารละลายที่ปลอดสารพิษใชในการรักษาสภาพ
อารเอ็นเอของตัวอยางไมใหถกูทําลาย 
 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research methodology) 
 
ประชากรเปาหมาย (Target population) คือ ผูปวยทีต่ดิเชื้อ P. vivax 
 Inclusion criteria 
 คือกลุมคนไขที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียที่ศนูยมาลาเรียในจงัหวัดตากและผูทีต่รวจพบเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. vivax จากการตรวจวินจิฉัยดวยวิธีพีซีอาร 
 Exclusion criteria 
 คือกลุมผูปวยที่ตดิเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืนที่ไมมีเชื้อมาลาเรียชนิด P. vivax จากการตรวจ
วินิจฉัยดวยวิธีพีซีอาร 
 
ขนาดของประชากร (Sample size) 
 
 การคํานวณตัวอยางอาศัยขอมูลดานระบาดวิทยาจากรายงานประจําป พ.ศ. 2552 ของ
สํานักงานโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบวามีอัตราการติดเชื้อ
มาลาเรียในจังหวัดตากรอยละ 1.60 ดังนั้นจึงกําหนดให 
 โอกาสตรวจพบแกมีโตไซตในผูที่ติดเชื้อ P. vivax ในจังหวัดตาก % (P = 0.016) 
 และกําหนดใหมีคาความคลาดเคล่ือนไดไมเกิน 5 % (D = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อม่ันในการสรุปขอมูล 95 % 
 Zα/2 = Z 0.05/2 = 1.96 (two tail) 
 P = โอกาสตรวจพบแกมีโตไซต = 0.016 
 Q = โอกาสตรวจไมพบแกมีโตไซต = 1-0.0037 = 0.984 
 D = acceptable error = 0.05 
 N = ขนาดตัวอยาง 
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  สูตร N = Z2

α/2PQ/D2 
          N = (1.96)2(0.016)(0.984)/(0.05)2 

  N = 24 คน 
 แตเนื่องจากเพื่อการใชวิเคราะหขอมูลที่ไดมีความถูกตองมากข้ึน จึงทําการศึกษาตัวอยาง
ประชากรผูทีต่ิดเชื้อ P. vivax ไมต่ํากวา 50 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใชในการวิจัย 
 
ชนิดเคร่ืองมือ      บริษัทผูผลิต 
 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 
(PCR cycle รุน TP650) 
เคร่ืองใหความรอน (Heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 
เคร่ืองปนตกสาร (Spin down)    Prouge 6K, KOREA 
เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) 
ไมโครปเปต ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 
เคร่ืองปนความเร็วสูง (Centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 
เคร่ืองชั่งน้ําหนกัทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 
ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow)    ENGLAND 
เคร่ืองแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 
หมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 
(High pressure stream sterilizer รุน ES-315) 
เคร่ือง Molecular Image Gel Doc XR &   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 
ChemiDoc XRS system 
เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 
กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง    OLYMPUS, JAPAN  
กลองถายภาพดิจิตอล     OLYMPUS, JAPAN 
ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส     Hitachi, JAPAN 
ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส     BRANDT, ENGLAND 
ตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 
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วัสดุและอุปกรณ 
         
หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปดปลอดเอนไซม Ribonuclease (microtube)  
ขนาด 0.2, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร  
ปเปตตทิพ (pipette tip) ขนาด 10, 100, 1,000 ไมโครลิตร      
ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 
กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1,000 มิลลิลิตร 
กระบอกฉีดน้ํา  
บีกเกอรขนาด 50, 100, 200, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนตเิมตร     
ขวดแกวสําหรับใสสารเคมีขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร  
แทงแกวสําหรับคนสาร 
ปากคีบ (forceps)          
ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 
แมเหล็ก (magnetic) สําหรับผสมสาร 
กลองโฟมใสน้ําแข็ง 
นาฬิกาจับเวลา           
พาราฟลม           
ถุงมือยางไมมีแปง      
ถุงพลาสติก          
ปากกาเขียนเคร่ืองแกว 
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เคมีภัณฑ : รายช่ือสารเคมีและแหลงท่ีมา 
 
ช่ือสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
 
Agarose powder     1st BASE, SINGAPORE 
50 bp DNA ladder (Maker VI)    FERMENTAS, U.S.A. 
Boric acid       Sigma 
Bromophenol blue dye     PHARMACIA, SEWEDEN     
Cleaning solution      ICN Biomedicals 
Double distilled water      MERCK, GERMANY 
Ethanol (absolute)     MERCK, GERMANY 
Ethidium bromide solution    BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 
Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  PROMEGA, U.S.A. 
Ex-Taq DNA polymerase     TaKaRa, Japan 
Giemsa stain      MERCK, GERMANY 
InnuPREP Blood DNA Mini Kit                Analytik jena, GERMANY 
Methanol (absolute)     MERCK, GERMANY 
QIAamp RNA blood mini kit     QlAGEN, GERMANY 
RNAlaterTM  Ambion, USA  
RT-PCR kit (AMV) version 3    TaKaRa, Japan 
Tris Base (molecular biology grade)   PROMEGA, U.S.A. 
Tris-EDTA buffer solution    FLUKA, SWITZERLAND 
Whatman 3M paper     BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 
Xylene                   MERCK, GERMANY 
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ขั้นตอนการดําเนินการวิจัย 
 

1. การเกบ็ตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยมาลาเรียอายุตั้งแต 7 ปข้ึนไป ในพื้นที่จังหวัดตากในชวงฤดูฝน
และชวงฤดูแลงตัง้แตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2554 โดยทําการซกั
ประวัติผูปวย เชน เพศ อายุ เชื้อชาติ ภูมิลําเนา อาการ และประวัติการรักษา จํานวนผูทีต่ิดเชื้อ  
P. vivax ไมต่ํากวา 50 ตัวอยาง ทําการเจาะเลือดเฉพาะรายที่ผลตรวจฟลมเลือดใหผลบวก โดย
เจาะบริเวณหลอดเลือดดําที่แขนของผูปวยโดยแพทยหรือนักเทคนคิการแพทยปริมาตร 1 มิลลิลิตร
แบงเก็บใสหลอดที่มีสารปองกันเลือดแข็งตัว (Ethylene diamine tetra acetic acid, EDTA) และ
หยดเลือดบนแผนกระดาษกรอง (Whatman filter paper) ประมาณ 100 ไมโครลิตร และประมาณ 
100 ไมโครลิตรเก็บใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร จากนั้นนําเลือดทีเ่กบ็ใสหลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน หลังจากนัน้นํามาเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาสกัด
อารเอ็นเอและตรวจหาเชื้อ P. vivax โดยผูเชีย่วชาญ ดวยวิธีฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบางซึ่ง
ยอมดวยสียิมซาเพื่อประเมินความหนาแนนของแกมีโตไซตและความหนาแนนของเชื้อในแตละ
ตัวอยาง 

2. การตรวจเช้ือมาลาเรียจากแผนฟลมเลือด 
 

2.1 วิธีการตรวจฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film) การยอมฟลมเลือดชนดิหนามี 
วิธีคลายกับการยอมฟลมเลือดชนิดบาง แตไมมีข้ันตอนการตรึงดวย absolute methanol 
เนื่องจากตองการใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตกในระหวางการยอม ซึ่งมีข้ันตอน คือ หยดเลือด
ประมาณ 3 ถึง 5 ไมโครลิตร ลงที่จุดศนูยกลางของสไลด ทําการเกล่ียเลือดใหเปนวงโดยใชมุม 
ของสไลดเปลาเกล่ียหยดเลือดออกเปนวงกลมใหมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.5 ถึง 2 เซนติเมตร 
โดยตองเกล่ียเลือดไมใหหนาจนเกนิไปเม่ือเลือดแหงสนทิแลวจึงนําไปยอมดวยสียิมซาใน
อัตราสวนเชนเดยีวกับวิธีการยอมสีชนิดบาง ซึ่งตองระวังไมใหฟลมเลือดนั้นหนามากจนเกนิไป
เพราะจะทําใหการติดสีไมดี และอาจหลุดลอกออกจากสไลดในข้ันตอนการยอมสี แตถาฟลมเลือด
บางเกนิไปจะทําใหเสียเวลาในการตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใตกลองจุลทรรศน 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อ ใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา (objective lens 40x) เล่ือน
หาเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณที่มีการกระจายตัวสมํ่าเสมอ แลวเปล่ียนกําลังขยายเปน 100 เทา 
(objective lens 100x) นับจํานวนเชื้อมาลาเรียตอเซลลเม็ดเลือดขาว 200 ตัว แลวสามารถ
คํานวณหาเชื้อตอเลือด 1 มิลลิลิตร โดยคาเฉล่ียเม็ดเลือดขาวเทากับ 8,000 เซลลตอเลือด  
1 ไมโครลิตร  

วิธีการประเมินจากฟลมเลือดชนิดหนา 
 

 ความหนาแนนของเช้ือมาลาเรีย = จํานวนเช้ือที่นับได x คาเฉล่ียเซลลเม็ดเลือดขาวในเลือด 1 ไมโครลิตร 
                  จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวที่นับได 

 
ตัวอยาง เชน นับจํานวนเชื้อมาลาเรียในแตละวงกลองพบจํานวนเชื้อมาลาเรีย 25 ตัว 

ตอเซลลเม็ดเลือดขาว 200 ตัว ถาประมาณวาเลือด 1 ไมโครลิตร มีเม็ดเลือดขาวเฉล่ียประมาณ 
8,000 ตัว ดังนั้นความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียในเลือด มีจํานวนประมาณ 1,000 ตัวตอ  
1 ไมโครลิตร 
 

2.2 วิธีการตรวจฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) หยดเลือดประมาณ 3-5 ไมโครลิตร 
ลงบนกระจกสไลดที่สะอาด โดยหยดเลือดอยูหางจากปลายดานหนึ่งของสไลด ทําการไถเลือดที่
หยดไวดวยปลายสไลดอีกแผนหนึ่งที่มีขอบเรียบโดยแตะปลายสไลดตัวไถทํามุมกับหยดเลือด
ประมาณ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส เล่ือนสไลดตัวไถถอยหลังเล็กนอยใหขอบดานหนึ่งแตะกับหยด
เลือด แลวเล่ือนสไลดตัวไถไปในทิศทางตรงขามกบัหยดเลือดใหสุดแผนสไลดดวยความเร็ว
ตอเนื่องอยาใหสะดุด ปลอยใหฟลมเลือดแหงสนิท แลวนําไปตรึงดวย absolute methanol เปน
เวลา 1 นาที ทิ้งสไลดใหแหงสนทิเพื่อปองกันเซลลเม็ดเลือดแดงแตกและคงสภาพใหเชื้อไมหลุด
ออกจากสไลดขณะทําการยอม แลวนําไปยอมดวยสียมิซาตอไป 
  วิธีการนับจํานวนเชื้อ ใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา เล่ือนหาบริเวณทีเ่ซลลเม็ด
เลือดแดงมีการกระจายตัวสมํ่าเสมอและเรียงตัวกันเปนชัน้เดียว โดยปกติแลวจะพบในบริเวณสวน
ปลายของฟลมเลือด จากนั้นเปล่ียนกําลังขยายเปน 100 เทา นับจํานวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดที่พบ
ใน 3 วงกลอง คํานวณหาจํานวนวงกลองทีจ่ะพบเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล แลวนบั
จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียตอเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล โดยนับจํานวน 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียที่พบในวงกลองเทากับจํานวนวงกลองที่คํานวณไดแลว 
คํานวณเปนคารอยละ  
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วิธีการประเมินจากฟลมเลือดชนิดบาง 
 
ความหนาแนนของเช้ือมาลาเรีย= จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเช้ือxจํานวนเม็ดเลือดแดงในเลือด 1 ไมโครลิตร 
                                                           คาเฉล่ียเม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง x จํานวนกลอง 
 
(คาเฉล่ียเซลลเม็ดเลือดแดงเทากบั 5 x 106 ตัว) ตัวอยางเชน นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงในวง
กลอง 3 วงกลองไดเทากับ 990 เซลล จํานวนวงกลองที่จะพบเซลลเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 
10,000 เซลลเทากบั 10,000 x 3/990 เทากับ 30 วงกลอง ดังนั้นจะตองนับจํานวน 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อที่พบใน  30 วงกลอง ตัวอยางเชน นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อ
เทากับ 50 เซลลตอเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล คิดเปนอัตราการติดเชื้อในเลือดของ 
ผูปวยรายนีเ้ทากับรอยละ 0.50 
 

3. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 
ทําตามวิธีการที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้

 1. ทําการสกัดโดยใช ชุดสกัดดเีอ็นเอ innuPREP Blood DNA Mini Kit โดยนําเลือด
ตัวอยางละ 100 ไมโครลิตร มาเติมน้ํากล่ันใหครบ 300 ไมโครลิตร จากนัน้เติม BLB buffer  
300 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั  
 2. เติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนาํไปบมไวที่อุณหภูมิ  
70 องศาเซลเซยีส ประมาณ 15 นาท ี
 3. นําหลอดทีบ่มไวมาเติม SBS buffer 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 4. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน Spin Filter Column แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปน 
ความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นจึงนํา Spin Filter Column มาใสใน 
collection tube หลอดใหม  
 5. ลางดีเอ็นเอดวย AS buffer 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนัน้จึงนํา Spin Filter Column มาใสใน collection tube 
หลอดใหม  
 6. เติม MS buffer 650 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ําอีกรอบ 

7. จากนั้นจึงนํา Spin Filter Column มาใสใน Microcentrifuge tube ขนาด  
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1.5 มิลลิลิตร ที่ตัดฝาออก นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 2 นาท ี
 8. นํา Spin Filter Column มาใสใน Microcentrifuge tube หลอดใหม เตมิ Elution 
buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตรแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําไปปนดวย
เคร่ืองปนความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  
  9. ดูดดเีอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได   
เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับทําพีซีอาร (PCR) 
ตอไป 
 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Amplification)  
 

ไพรเมอรอางอิงจากงานวิจยัของ Putaporntip และคณะ (2009) คือ โอลิโกนิวคลีโอไทด
สําหรับแยกชนิดของเชื้อมาลาเรียในยีน small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) ดวยวิธี 
nested-PCR  

ไพรเมอรคูนอก                    Forward primer M18SFO:  
       (inter-species primers)      5’-CCATTAATCAAGAACGAAAGTTAAGG-3’  
                    Reverse primer M18SRO:  
                    5’-TGTTGTTGCCTTAAACTTCCTTG-3’ 
                  Size 600 bp 
       ไพรเมอรคูใน                       PF18SF - PF18SR, PV18SF - PV18SR, PM18SF - PM18SR,  
 (species-specific primers) PO18SF - PO18SR, PK18SF - PK18SR 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (polymerase chain reaction; 
PCR) นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบเพื่อทําพซีีอารรอบแรกโดยมีองคประกอบในการทํา
ปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 20 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 
0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

DNA template                                        2.00     ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 1.00     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 30 พิโคโมล  1.00     ไมโครลิตร  
(M18SF0 และ M18SR0) 
10X PCR Buffer                                                2.00      ไมโครลิตร  
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dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                          1.40      ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase                                     0.10      ไมโครลิตร   
double distilled water                                      13.50      ไมโครลิตร  
สวนประกอบทั้งหมดนี้เรียกวา PCR reaction mixture จากนั้นนําหลอดทดลองที่มี

สวนผสมของการทําพีซีอารไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย
ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอรจับ
กับสายดเีอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 0.3 นาท ีและข้ันตอนการสังเคราะหสายดี
เอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 0.3 นาท ีซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ จนถึงข้ันตอนการ
สังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลว นํามาตรวจสอบ
ผลิตผล (PCR product) โดยใชวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) ดวยอะกาโรสเจล 
ความเขมขนรอยละ 2  

จากนัน้ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบสอง (nested PCR) มีองคประกอบที่ใชในการ
ทําปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 20 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

DNA template (รอบแรก)              2.00     ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 1.00     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 30 พิโคโมล  1.00     ไมโครลิตร  
(PF18SF และ PF18SR), (PV18SF และ PV18SR), (PK18SF และ PK18SR), (PO18SF 

และ PO18SR), (PM18SF และ PM18SR) 
10X PCR Buffer                                                2.00      ไมโครลิตร  
dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                          1.40      ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase                                     0.10      ไมโครลิตร   
double distilled water                                      13.50      ไมโครลิตร  
นําสวนประกอบทั้งหมดไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย

ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอรจับ
กับสายดเีอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 0.3 นาท ีและข้ันตอนการสังเคราะหสายดี
เอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 0.3 นาท ีซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จนกระทั่งการ
สังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลว นํามาตรวจสอบ
ผลิตผล (PCR product) โดยใชวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2 
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5. การตรวจผลผลิตพีซีอาร โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

 การวิเคราะหดเีอ็นเอ โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปนวิธีที่นยิมใชกันอยางแพรหลาย
เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการศกึษากรดนิวคลิอิกปริมาณเล็กนอย นํามาศึกษาโครงสราง 
ขนาดและปริมาณของกรดนิวคลีอิกที่มีความยาวที่เหมาะสม โดยอาศัยคุณสมบตัิโครงสรางทาง
เคมีของกรดนิวคลีอิกที่มีองคประกอบของหมูฟอสเฟต (PO-

4) ซึ่งมีคณุสมบัตเิปนประจุลบ ดังนัน้
เม่ืออยูในสนามไฟฟาจะมีการเคล่ือนที่จากข้ัวลบไปหาข้ัวบวก โดยอาศัยอะกาโรสเจลเปนตัวกลาง
ในการแยกขนาดของดเีอ็นเอเคล่ือนทีใ่นบฟัเฟอรขณะที่เคล่ือนที่ในบัฟเฟอรที่เหมาะสม  ซึ่งมี
ข้ันตอนในการวิเคราะหดังนี้ เตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเขมขนรอยละ 2 ใน 1X TBE (Tris, 
Borate, EDTA) จากนั้นนําเจลไปใสใน electrophoresis chamber ที่เติมสารละลาย TBE 
ปริมาณ 400 มิลลิลิตร ซึ่งใช TBE ตอน้ํา ในอัตราสวน 9:1 ในปริมาตร 400 มิลลิลิตร เพื่อให
ปริมาตรของสารละลาย TBE ทวมผิวหนาเจล ประมาณ 1 เซนติเมตร นําผลผลิตพีซีอารทีเ่ตรียมไว 
2 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร ใชไมโครปเปตหยอดลงในหลุมเจล ซึ่งใช Ladder 
50 คูเบส เปนดีเอ็นเอบอกขนาด เพื่อเปรียบเทียบขนาดโดยประมาณของดเีอ็นเอทีศ่ึกษา ใช
กระแสไฟฟาที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ใชเวลาประมาณ 30 นาที หรือจนกระทั่งสีของ 
loading dye เคล่ือนไปได 2 ใน 3 สวนของเจล นําเจลไปยอมดวยเอธิเดยีมโบรไมด (Ethidium 
bromide, EtBr) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 15 นาท ีนําไป
ดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตจากแหลงกําเนิดแสง (UV transilluminator) 
และบันทึกภาพไวเพื่อนํามาวัดขนาดของแถบดเีอ็นเอจากผลผลิตพีซีอารโดยเปรียบเทียบกับแถบ 
ดีเอ็นเอบอกขนาด 
 

6. การสกัดอารเอ็นเอ (RNA Extraction)  
 

ทําตามวิธีการที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้ 
1. ทําการสกัดโดยใชชุดสกดัอารเอ็นเอ QIAamp RNA blood mini kit ของยี่หอ 

QIAGEN โดยนําตัวอยางเลือดของผูปวยทีมี่เชื้อ P. vivax มา 100 ไมโครลิตร เติม EL buffer  
5 เทาของเลือดตัวอยางที่ตองการเติม ผสมใหเขากัน 

2. นําหลอดทีเ่กบ็ตัวอยางเลือดไวมาแชบนน้ําแข็งประมาณ 10 ถึง 15 นาที และผสม
สารละลายและเลือดใหเขากนัประมาณ 2 คร้ัง ในระหวางแชหลอดในน้ําแข็ง 
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3. นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที             
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนั้นดูดสารละลายใสสวนบนออก 

4. เติม EL buffer ประมาณ 2 เทาของปริมาตรเลือดที่ใชในขอ 1 ผสมใหเขากนั 
5. นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที             

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนั้นดูดสารละลายใสสวนบนออก 
6. เติม RLT buffer 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
7. ดูดสารละลายที่ไดจากหลอด ใสใน QIAshredder spin column ที่มี collection tube 

นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนํา QIAshredder spin 
column ออก 

8. เติม 70% ethanol 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
9. ดูดสารละลายทีไ่ด ใสใน QIAamp spin column ใหม นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปน

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 
     10. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม จากนัน้ทําการลางดวย 

RW1 buffer 700 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 วินาท ี
            11. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม จากนั้นเติม RPE 
buffer 500 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
15 วินาท ี

12. เติม RPE buffer 500 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 14,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี

13. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม นํามาปนเหว่ียงดวย
เคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาที 

14. นํา QIAamp spin column มาใสหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
หลอดใหม แลวเติม RNase-free water 30 ไมโครลิตร นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

15. จากนัน้ดูดสารละลาย mRNA ที่สกัดไดใสในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด  
0.5 มิลลิลิตร แลวนําไปใชเปนอารเอ็นเอตนแบบ (RNA template) สําหรับทํา reverse 
transcription ตอไป หรือเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
หมายเหต:ุ การสกัดอารเอ็นเอตองทําในสภาวะที่ปลอด RNase 
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7. การสังเคราะห cDNA จาก mRNA (cDNA synthesis) 
 

ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA โดยใชชดุ RT-PCR kit (AMV) version 3  
ของยี่หอ TaKaRa โดยเตรียมองคประกอบในการทําปฏิกริิยาเพื่อสังเคราะห cDNA โดยกําหนด
ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ในหลอด microtube ซึ่งประกอบดวย 

1. Oligo dT-Adaptor primer ความเขมขน 2.5 pmol ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
2. dNTP Mixture ความเขมขน 10 มิลลิโมล ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
3. 10X RT buffer ความเขมขน 20 pmol ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
4. MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมล ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร  
5. AMV Reverse Transcriptase XL ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร  

0.5 ไมโครลิตร 
6. RNase Inhibitor ความเขมขน 40 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 
7. Template RNA ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร 
8. RNase free dH2O ปริมาตร 2.75 ไมโครลิตร 
9. ผสม mixture ในหลอดทดลองขนาด 0.2 ไมโครลิตร ใหเขากันแลวนําไปเขาเคร่ือง

ควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยอุณหภูมิ 30, 42, 99 และ 5 องศาเซลเซยีส  
บมในแตละอุณหภูมิเปนเวลา 10, 30, 5 และ 5 นาที ตามลําดับ เม่ือครบเวลานํามาแชบน 
น้ําแข็งทันท ี

 
8. การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด (oligonucleotides) สําหรับใชเปน PCR primers  

 
ทําการออกแบบไพรเมอรจากดีเอ็นเอตนแบบของยีน Pvs25 จาก Genbank Data base 

accesses number GU256271, AY639972, AF083502 และ EU810766 คัดเลือกบริเวณที่
เหมาะสม แลวทําการออกแบบไพรเมอร โดยเลือกบริเวณ conserved region ของยีน Pvs25 ทั้ง
ดานปลาย 5’ และดานปลาย 3’ ข้ึนอยูกับการเลือกหรือการออกแบบใหเหมาะสมกบัสายดเีอ็นเอ
แมแบบ ซึ่งมีหลักเกณฑในการออกแบบไพรเมอร คือ 

1. มีความยาวระหวาง 18 ถึง 24 เบส ประกอบดวยเบสกัวนนี (Guanine, G) และ
ไซโตซีน (Cytocine, C) ประมาณรอยละ 40 ถึง 60 

2. ไมมีโครงสราง internal secondary structure ในสายซึ่งทาํใหเกิดการงอตัวของ
สายไพรเมอร และการจับกนัเองของเบสคูสม ทําใหเกิดรูปรางคลายกิ๊ฟติดผม (hairpin shape) 
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3. การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดตรงบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไมควรมี 
เบสคูสมกนั เพื่อปองกันการเกิด primer dimmers 

4. คา Melting temperature (Tm) ของไพรเมอรควรอยูในชวง 50 ถึง  
65 องศาเซลเซยีส และคา Tm ของทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน 
 ความเขมขนของไพรเมอรทีเ่หมาะสมควรอยูในชวง 0.1 ถึง 0.6 ไมโครโมล หากใช
ปริมาณไพรเมอรมากเกินไปจะทําใหเกิดการจับกนัเองของเบสคูสมบริเวณปลาย 3’ ของ 
นิวคลีโอไทดไพรเมอร (primer dimer) และความไมจําเพาะของผลผลิตพีซีอารที่ได (non-specific 
amplified product) เพิ่มสูงข้ึน ในทางกลับกันหากใชไพรเมอรนอยเกนิไปจะทําใหไพรเมอรถูกใช
หมดไปกอนที่จํานวนวงรอบของการทําปฏิกิริยาจะส้ินสุดลง 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 13 แสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการทําพซีีอาร 

  
 การออกแบบ Primer โดยคนหาลําดบันิวคลีโอไทดของแกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax 
(Pvs25) จากฐานขอมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) หมายเลข GU256271, 
AY639972, AF083502 และ EU810766 เปนตนแบบซึง่ไมตรงกับเชื้อชนิดอ่ืนใดในฐานขอมูล 
(ภาพที่ 13) 

Pvs25F0F: 5’-TAAGTGTATGTGTAACGAAGGG-3’ (22 เบส) (ตรงกับ
ตําแหนงเบสที ่126 ถึง 147 ใน Pvs25 ของ P. vivax) 

Pvs25R0F: 5’-ATTGACAAGCAGTTTCTCCC-3’ (20 เบส) (ตรงกับ 
ตําแหนงเบสที ่463 ถึง 482 ใน Pvs25 ของ P. vivax) 

Pvs25F1F: 5’-CTTTCCGAAAA ACATGTGAAG-3’ (22 เบส) (ตรงกับ 
ตําแหนงเบสที ่157 ถึง 178 ใน Pvs25 ของ P. vivax) 

Pvs25R1F: 5’-CCAATAGCACATGAGCAACCT-3’ (21 เบส) (ตรงกับ 
ตําแหนงเบสที ่400 ถึง 420 ใน Pvs25 ของ P. vivax) 

 

Pvs25F0F Pvs25R0F 

Pvs25F1F Pvs25R1F 

356 bp 

      263 bp 
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9. การเพิ่มปริมาณ cDNA (complimentary DNA Amplification) 
 
การเพิ่มปริมาณ cDNA ใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (polymerase chain reaction, 

PCR) โดยนํา cDNA ที่ไดมาใชเปนแมแบบเพื่อทําพีซีอารรอบแรกโดยมีองคประกอบในการทํา
ปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 15 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง 
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

cDNA template                            1.00      ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 0.0975     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 30 พิโคโมล  0.0975    ไมโครลิตร  
(PVS25F0F และ PVS25R0F) 
10X PCR Buffer                                                1.50       ไมโครลิตร  
dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                          1.20       ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase                                     0.075       ไมโครลิตร   
double distilled water                                      11.03       ไมโครลิตร  
สวนประกอบทั้งหมดนี้เรียกวา PCR reaction mixture จากนั้นนําหลอดทดลองที่มี

สวนผสมของการทําพีซีอารไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย
ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอร 
จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที และข้ันตอนการสังเคราะห 
สายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที ซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 35 รอบ จนกระทั่ง 
การสังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลวนํามา
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารโดยใชวิธเีจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2  

จากนัน้ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบสอง (nested PCR) มีองคประกอบที่ใชใน 
การทําปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 15 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

DNA template (รอบแรก)              1.00      ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 0.0975     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 30 พิโคโมล  0.0975    ไมโครลิตร  
(PVS25F1F และ PVS25R1F) 
10X PCR Buffer                                                1.50       ไมโครลิตร  
dNTP 2.5 มิลลิโมลาร                                          1.20       ไมโครลิตร 
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Taq DNA polymerase                                     0.075       ไมโครลิตร   
double distilled water                                      11.03        ไมโครลิตร  
นําสวนประกอบทั้งหมดไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย

ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอร 
จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที และข้ันตอนการสังเคราะห 
สายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที ซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 25 รอบ จนกระทั่ง 
การสังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลวนํามา
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร โดยใชวิธเีจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2 
 

10. การวเิคราะหขอมูล (Data analysis) 
 
1. ทําการศึกษาวิเคราะหขอมูลลักษณะทั่วไปของกลุมตัวอยางที่เปนขอมูลเชงิคุณภาพ 

เชน เพศ เชื้อชาติ ประวัติการเปนมาลาเรียและอาการสําคญัวิเคราะหในรูปของความถี ่รอยละ 
สวนลักษณะขอมูลทั่วไปที่เปนเชิงปริมาณ เชน อายุ จํานวนคร้ังทีเ่ปนมาลาเรีย อุณหภูมิรางกาย 

2. เก็บรวบรวมขอมูลชนิดและความหนาแนนของเชื้อมาลาเรีย โดยวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนดิบาง 

3. ตรวจวินิจฉัยความหนาแนนของระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในตัวอยางเลือด 
โดยวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนิดบาง 

4. เก็บรวบรวมขอมูลชนิดของเชือ้มาลาเรียแตละชนดิจากการตรวจดวยวิธีพซีีอาร  
โดยอานผลจากภาพถายแถบดเีอ็นเอ 

5. เปรียบเทยีบความแตกตางของผลการตรวจวินจิฉัยระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
ในตัวอยางเลือด โดยวิธี RT-PCR เปรียบเทยีบกบัผลการตรวจจากจากฟลมเลือดและประเมิน 
ที่ใหความไวสูง 

6. ความไว (sensitivity) เปนคณุลักษณะของการตรวจวินิจฉัยระยะแกมีโตไซตของเชื้อ 
P. vivax ดวยเทคนิค RT-PCR ที่บอกถึงอัตราสวนของผลบวกในการตรวจผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax 

7. ความจําเพาะ (specificity) เปนคณุลักษณะของการตรวจวินิจฉัยระยะแกมีโตไซตของ
เชื้อ P. vivax ดวยเทคนิค RT-PCR ที่บอกถึงอัตราสวนของผลลบในการตรวจคนปกต ิ
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ลักษณะท่ัวไป และขอมลูทางคลินิกของประชากรตัวอยาง 
 

การศึกษาในคร้ังนีท้ําการเก็บตัวอยางจํานวน 2 คร้ัง คือ ชวงฤดูแลงและฤดูฝน  
ของจํานวนตัวอยางเลือดที่ติดเชื้อ P. vivax จากผูปวยที่มารับการรักษามาลาเรียคลินิกใน 
จังหวัดตาก ระหวางเดือนมิถุนายน ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2553 ในชวงฤดูฝน จํานวน 49 ราย 
และในชวงฤดูแลงในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือนมกราคม พ.ศ. 2554 จํานวน 57 ราย 
รวมทั้งหมด 106 ราย ประกอบดวยตัวอยางผูปวยเพศชาย 65 ราย คิดเปนรอยละ 61.32 และ  
เพศหญิงจํานวน 41 ราย คิดเปนรอยละ 38.68 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรที่ศกึษามี
อายุตั้งแต 7 ถึง 51 ป มีอายุเฉล่ีย 16.39 ป ชวงอายุที่มีจํานวนตัวอยางมากที่สุดคือ 11 ถึง 20 ป  
มีจํานวน 38 ราย คิดเปนรอยละ 35.85 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรที่ศึกษาสวนใหญ 
มีเชื้อชาตพิมามากที่สุด จํานวน 91 คน คิดเปนรอยละ 85.85 สวนทีเ่หลือเปนประชากรที่มี 
เชื้อชาติไทย จํานวน 15 ราย คิดเปนรอยละ 14.15 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรทีศ่ึกษา 
มีชวงอุณหภูมิรางกายตั้งแต 34 ถึง 39.7 องศาเซลเซยีส อุณหภูมิรางกายเฉล่ียประมาณ  
36.22 องศาเซลเซียส มีอาการไขกอนมารับการตรวจเลือด 1 วัน คิดเปนรอยละ 100 และใน
ประชากรทีถู่กวินจิฉัยวาติดเชื้อ P. vivax จากศูนยมาลาเรียคลินิกของจํานวนตัวอยางทั้งหมด  
ซึ่งตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (ตารางที่ 1)  
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ตารางที่ 1 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางจากผูปวยโรคมาลาเรีย 
 
  ขอมูล จํานวน รอยละ 
1. เพศ    
  ชาย 65 61.32 
  หญิง 41 38.68 
2. อายุ (ป)    
  7 - 10 35 33.02 
  11 - 20  38 35.85 
  21 - 30  22 20.75 
  31 - 40  6 5.66 
  41 - 50  3 2.83 
  51 - 60  2 1.89 
3. เชื้อชาต ิ    
  ไทย 15 14.15 
  พมา 91 85.85 
4. อุณหภูมิรางกาย  
    (องศาเซลเซียส)    
  34.00 - 35.00 26 24.53 
  35.01 - 36.00 23 21.70 
 36.01 - 37.00 33 31.13 
  37.01 - 38.00 13 12.26 
  38.01 - 39.00 10 9.43 
 39.01 - 40.00 1 0.95 
5. จํานวนวันทีเ่ปนไข    
 1 วัน 106 100 
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ผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใตกลองจุลทรรศน 

 
การตรวจวินจิฉัยเชื้อ P. vivax จากมาลาเรียคลินิกในจังหวัดตาก จากแผนฟลมเลือดที่

ยอมดวยสียิมซาในชวงฤดูแลงและฤดูฝน โดยตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน พบวาผลการ
วินิจฉัยสามารถตรวจพบตัวอยางเชื้อ P. vivax จํานวน 92 ราย จากตัวอยางประชากรทั้งหมด  
106 ราย คิดเปนรอยละ 86.79 และตัวอยางประชากรที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียอีกจํานวน 14 ราย 
คิดเปนรอยละ 13.21 (ตารางที่ 2) มีอัตราความหนาแนนของเชื้อตั้งแต 40 - 225,560 ตัวตอ
ไมโครลิตร ซึ่งพบระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของเชื้อ เชน ระยะวงแหวน (ring stage) 
ระยะ growing trophozoite ระยะ early schizont ระยะ developing schizont ระยะ mature 
schizont สวนระยะ free merozoites พบแค 2 ราย ของประชากรที่ตดิเชื้อ P. vivax จํานวน  
92 ราย และตรวจไมพบเชื้อ P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi จาก
แผนฟลมเลือด 
 
ตารางที่ 2 แสดงผลการจําแนกชนิดของเชื้อ P. vivax จากฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา 
ภายใตกลองจุลทรรศน (จํานวนตัวอยาง N = 106) 
                                                                              

ชนิดของเชื้อ จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบเชื้อ (รอยละ) 

P. vivax 92 86.79 
Negative 14 13.21 

รวม 106 100 
 
 
ผลการตรวจหาแกมีโตไซตภายใตกลองจุลทรรศน 

 
ทําการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากแผนฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา

ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน โดยตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จากประชากรที่ติดเชื้อ P. vivax ซึ่ง
ในชวงฤดูฝนตรวจพบระยะแกมีโตไซตจํานวน 22 ราย คิดเปนรอยละ 52.38 และตรวจไมพบระยะ
ดังกลาวจํานวน 20 ราย คิดเปนรอยละ 47.62 ของประชากรที่ติดเชื้อจํานวน 42 ราย และในชวง
ฤดูแลงตรวจพบระยะแกมีโตไซตจํานวน 28 ราย คิดเปนรอยละ 56 และตรวจไมพบจํานวน  
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22 ราย คิดเปนรอยละ 44 ของประชากรจํานวน 50 ราย ซึง่จากการตรวจพบระยะแกมีโตไซตทั้ง  
2 ฤดูกาล พบประชากรที่มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดจํานวน 50 ราย คิดเปนรอยละ 54.35 
และตรวจไมพบจํานวน 42 ราย คิดเปนรอยละ 45.66 ของประชากรทีต่ิดเชื้อ P. vivax จํานวน  
92 ราย (ตารางที่ 3) และมีอัตราความหนาแนนของระยะแกมีโตไซตตั้งแต 7 - 621 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร 
 
ตารางที่ 3 แสดงผลการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในชวงฤดูฝนและฤดูแลง 
จากฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา  
 

เชื้อ P. vivax 
ฤดูฝน (N = 42) ฤดูแลง (N = 50) รวม (N = 92) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 
แกมีโตไซต 22 52.38 28 56 50 54.34 
ระยะอ่ืนๆ 20 47.62 22 44 42 45.66 

รวม 42 100 50 100 106 100 
 
 
ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสาํหรับแยกชนิดของเช้ือมาลาเรีย 
 

ผลการศึกษาเพื่อตรวจหาเชื้อ P. vivax จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน small 
subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) ซึ่งใช 
ไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi 
จากการทําพซีีอารรอบที่ 2 (nested PCR) วิเคราะหผลผลิตพีซีอาร (PCR product) จากตัวอยาง
เลือดจํานวน 106 ตัวอยางดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) โดยใชอะกาโรสเจล 
(agarose gel) ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด คือ ladder  
50 คูเบส พบวาผลพีซีอารบวกของเชื้อมาลาเรียจากไพรเมอรคูนอกมีขนาดประมาณ 600 คูเบส  
ดังแสดงในภาพที่ 14 และไพรเมอรคูในของเชื้อ P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale 
ดังภาพที่ 15 แสดงผลการตรวจของเชื้อมาลาเรียดวยวิธพีซีีอาร จากตัวอยางเลือดจากไพรเมอร 
คูนอกอัตราการพบเชื้อมาลาเรียจํานวน 92 ราย คิดเปนรอยละ 86.80 จากจํานวนผูปวย 106 ราย 
และเม่ือใชไพรเมอรคูในจําแนกชนดิของเชื้อพบเชื้อ P. vivax จํานวน 77 ราย คิดเปนรอยละ 
72.64 เชื้อ P. falciparum จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 เชื้อ P. malariae จํานวน 2 ราย  
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คิดเปนรอยละ 1.89 และเชื้อ P. ovale จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 นอกจากนี้พบการ 
ติดเชื้อรวมกนัระหวางเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax จํานวน 9 ราย คิดเปนรอยละ 8.50 
และพบการติดเชื้อรวมกันระหวางเชื้อ P. vivax และเชื้อ P. malariae จํานวน 1 ราย คิดเปน 
รอยละ 0.94 และยังพบการติดเชื้อถงึ 3 ชนิดรวมกนัคือเชือ้ P. falciparum, P. vivax และ  
P. malariae จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 (ตารางที่ 4) และจากตัวอยางประชากรที่สงสัย 
วามีเชื้อมาลาเรียซึ่งตรวจไมพบเชื้อมาลาเรียจํานวน 14 ราย คิดเปนรอยละ 13.21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย จากการใช  
inter-species primers ในสวน SSU rRNA gene ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส  
โดย M = 50 bp  ladder, 1-5 = ตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย, 6 = Negative control  
 
 
 
 
 
 
 

M      1        2       3       4       5       6           

~600 bp 
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ภาพที่ 15 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย จากการใช species-
specific primer ในสวน  SSU rRNA gene ของเชื้อมาลาเรียดวยวิธเีจลอิเล็คโตรโฟรีซิส  
โดย M = 50 bp  ladder, 1 = P. vivax, 2 = P. falciparum, 3 = P. malariae, 4 = P. ovale, 
5 = Negative control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M        1        2        3        4         5             

~452 bp 
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ตารางที่ 4 แสดงผลการจําแนกชนดิของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดดวยวิธีพซีีอาร  
จากยนี SSU rRNA 
 

ผลการวินิจฉัยดวยวิธีพีซีอาร จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบเชื้อ (รอยละ) 

P. vivax 77 72.64 

P. falciparum 1 0.94 
P. malariae 2 1.89 
P. ovale 1 0.94 
P. vivax + P. falciparum 9 8.5 

P. vivax + P. falciparum + P. malariae 1 0.94 
P. vivax + P. malariae 1 0.94 

Negative 14 13.21 

รวม 106 100 
 

จากผลการจําแนกชนิดของเชื้อ P. vivax โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 
ยีน SSU rRNA โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ซึ่งใชไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ P. vivax  
พบจํานวนประชากรที่ติดเชื้อ P. vivax ทั้งที่ติดเชื้อชนิดเดยีวและติดเชื้อมากกวา 1 ชนิด มีจํานวน 
88 ราย เม่ือเปรียบเทียบกับการดูดวยกลองจุลทรรศนซึ่งพบการติดเชื้อจํานวน 92 ราย ดังนั้นจึง 
นําตัวอยางที่จําแนกชนิดของเชื้อ P. vivax โดยวิธีพีซีอาร จํานวน 88 ราย และตัวอยางประชากร 
ที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียจํานวน 14 ราย มาทําการตรวจหาระยะแกมีโตไซตโดยใชเทคนิค  
RT-PCR เพื่อศึกษาความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของเทคนิคนี้ในการ
ตรวจพบระยะแกมีโตไซตตอไป 
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เปรียบเทียบความจําเพาะของไพรเมอร Pvs25 โดยใช gDNA และ cDNA 
   
 นํา gDNA ที่ไดจากการสกัดดเีอ็นเอจากตัวอยางที่มีระยะแกมีโตไซตในเลือดผูปวย  
มาทํา positive control และ cDNA ที่ไดจากการสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางที่มีระยะแกมีโตไซต
มาทดสอบและใช gDNA จากตัวอยางเลือดผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรียแตไมมีระยะแกมีโตไซตมาทํา 
Negative control เพื่อตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายนี Pvs25 ที่
จําเพาะตอระยะแกมีโตไซตของเชือ้ P. vivax ดวยวิธี RT-PCR วิเคราะหผลผลิตพีซีอาร (PCR 
product) ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ 
ดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ ladder 50 คูเบส พบวา gDNA และ cDNA ที่ใชเปน positive 
control ใหผลพซีีอารบวกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ 
Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F มีขนาด
ประมาณ 263 คูเบส สวน gDNA ในผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรียแตไมมีระยะแกมีโตไซตซึ่งใชเปน 
Negative control ไมใหผลผลิตพซีีอารทั้งไพรเมอรคูนอกและคูใน ดังภาพแสดงที่ 16 นอกจากนี้
นําไพรเมอรที่พัฒนามาทดสอบโดยใช gDNA ของตัวอยางเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืนๆ ที่มีระยะ 
แกมีโตไซต ไดแก เชื้อ P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi ผลการทดสอบ
พบวาไมใหผลผลิตพซีีอารทัง้ไพรเมอรคูนอกและคูใน จากตัวอยางของเชื้อมาลาเรียชนดิอ่ืนๆ  
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ภาพที่ 16 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ gDNA และ cDNA จากการใชไพรเมอรคูนอก 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F และคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยนี Pvs25  
ดวยวิธเีจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1 - 2 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ 
gDNA ที่มีระยะแกมีโตไซต, 3 - 4 = ผลผลิตพีซีอารรอบที ่1 และ 2 ของ cDNA ที่มีระยะ 
แกมีโตไซต, 5 - 6 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ gDNA ไมมีระยะแกมีโตไซต 
 
ผลการตรวจสอบความไวของไพรเมอร Pvs25 ดวยวธิี RT-PCR 
 
 การตรวจสอบความไวของไพรเมอร Pvs25 โดยใช cDNA ที่ไดจากตัวอยางเลือดผูปวยที่มี
ระยะแกมีโตไซตจํานวน 2 ตัวอยาง มาทํา RT-PCR (เปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA) จากไพรเมอร 
Pvs25F0 (5’ – ATGAACTCCTACTACAGCCTC – 3’) และ Pvs25R0  
(5’ – TTATATGACGTACGAAGGGAC – 3’) มีขนาดประมาณ 660 คูเบส และมีน้ําหนกัโมเลกุล
ประมาณ 6.94x10-19 กิโลดาลตัน นํามาเจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 ,  
1 และ 0.1 copy/µl แลวนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทําพีซีอารรอบที่ 2 และ 3 ตอไป โดยใช 
ไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส และไพรเมอร Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F ขนาดประมาณ 263 คูเบส ตามลําดับ และทดลองซ้ํา 2 คร้ัง เพื่อความถูกตองและ
นาเชื่อถือของงานวิจัย ผลการตรวจสอบพบวา ผลผลิตพซีอีารใหผลบวกถึง 10 copy/µl และที่  

~263 bp 

   M       1      2      3      4       5      6              

~356 bp 
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1 และ 0.1 copy/µl ไมมีผลผลิตพีซีอารเกิดข้ึน แสดงใหเหน็วาความไวของไพรเมอรที่ใชในการ
ตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากยนี Pvs25 สามารถตรวจพบไดที่ 10 copy/µl  
ดังภาพที่ 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 3 ของ cDNA เจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 
1x102, 10 , 1 และ 0.1 copy/µl จากไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยีน Pvs25  
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1 - 8 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 3 ของ cDNA 
เจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 , 1 และ 0.1 copy/µl ตามลําดับ 
 
ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเช้ือ P. vivax  
 

1. ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซต จากตัวอยางเลือดท่ีเกบ็ในสารคงสภาพ 
อารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR  

ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพ
อารเอ็นเอ (RNA later) สวนของยีน Pvs25 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส 
ทรานสคริปชั่น (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; RT-PCR)  
จากการทํา nested RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดังกลาว วิเคราะหผลผลิตพซีีอาร  
(PCR product) จากตัวอยางเลือด จํานวน 88 ตัวอยาง ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใช 
อะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ ladder  

  M     1      2      3      4     5     6       7     8        

~263 bp 
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50 คูเบส พบวาใหผลพซีีอารบวกของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ 
Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส ดังแสดงในภาพที่ 18 และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F มีขนาดประมาณ 263 คูเบส ดังแสดงในภาพที่ 19  ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซต
ของเชื้อ P. vivax  ดวยวิธี RT-PCR ในรอบแรกจากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ
โดยใชไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  
รอยละ 34.09 (30 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 
ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 93.18 (82 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง)  
ผลการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ดวยวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บใน
สารคงสภาพอารเอ็นเอในระหวางเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึง มกราคม พ.ศ. 2554 อัตราการ
ตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จํานวน 82 ราย คิดเปนรอยละ 93.18 และไมพบระยะ
ดังกลาวเปนจํานวน 6 ราย คิดเปนรอยละ 6.82 ของตัวอยางประชากรทีต่ิดเชื้อ P. vivax ดังตาราง
ที่ 5 และตรวจไมพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากประชากรที่สงสัยวาติดเชื้อมาลาเรียทั้ง 
14 ราย 
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ภาพที่ 18 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ 
มีเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F ในสวนยีน Pvs25  
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 100 bp ladder, 1 = Negative control, 2-5 = ตัวอยางเลือด
ที่มีแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 

 

 

 

 

 

 

 

  1      2      3      4      5      M        

~356 bp 
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ภาพที่ 19 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ 
มีเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยนี Pvs25            
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 100 bp ladder, 1-5 = ตัวอยางเลือดที่มีแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

~263 bp 

  1      2      3      4      5      M        
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ตารางที่ 5 แสดงผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซต ของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เก็บใน       
สารคงสภาพอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บใน 
สารคงสภาพอารเอ็นเอ 

จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซต 
(รอยละ) 

P. vivax 82 93.18 

Negative 6 6.82 

รวม 88 100 
 

2. ผลเปรียบเทียบการตรวจพบแกมีโตไซตในชวงฤดูแลงและฤดูฝน  
 จากการตรวจหาระยะแกมีโตไซตในชวงฤดูฝนจากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคง 
สภาพอารเอ็นเอ สวนของยีน Pvs25 โดยวิธ ีRT-PCR จากการทํา nested RT-PCR โดยใช 
ไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดังกลาว วิเคราะหผลผลิตพซีีอารจากตัวอยางเลือดจํานวน 39 ตัวอยาง 
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานบอกขนาดคือ ladder 50 คูเบส ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax   
ดวยวิธี RT-PCR ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ โดยใชไพรเมอร 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบเชื้อรอยละ 38.46 (15 ตัวอยางจาก 39 ตัวอยาง) และ
มีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 94.87 
(37 ตัวอยางจาก 39 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบเชื้อมาลาเรียดวยวิธี nested RT-PCR จากตัวอยาง
เลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ในชวงฤดูฝนทําการเก็บตัวอยางเลือดระหวางเดือนมิถุนายน 
ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2553 พบอัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  จํานวน 37 ราย 
คิดเปนรอยละ 94.87 และไมพบระยะดังกลาวเปนจํานวน 4 ราย คิดเปนรอยละ 5.13 

และในชวงฤดูแลงทําการเกบ็ตัวอยางเลือดระหวางเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือน
มกราคม พ.ศ. 2554 ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีเ่กบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอ โดยใชไพรเมอร 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบเชื้อรอยละ 30.61 (15 ตัวอยางจาก 49 ตัวอยาง) และ
มีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 91.84 
(45 ตัวอยางจาก 49 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบเชื้อมาลาเรียดวยวิธี RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ และไมพบระยะดังกลาวเปนจํานวน 4 ราย คิดเปนรอยละ 8.16  
ดังตารางที่ 6  
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ตารางที่ 6 แสดงผลการตรวจหาแกมีโตไซตในชวงฤดูฝนและฤดูแลงจากตัวอยางเลือดที่เกบ็ใน 
สารคงสภาพอารเอ็นเอ 
 

เชื้อ P. vivax 
ฤดูฝน (N = 39) ฤดูแลง (N = 49) รวม (N = 88) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 
แกมีโตไซต 37 94.87 45 91.84 82 93.18 
Negative 2 5.13 4 8.16 6 6.82 

รวม 39 100 49 100 88 100 

 
3. ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตจากตัวอยางเลือดท่ีหยดบนกระดาษกรองดวย

วิธี RT-PCR 
การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง 

(Whatman filter paper) ในสวนของยนี Pvs25 โดยวิธ ีRT-PCR จากการทํา nested RT-PCR      
โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดงักลาว วิเคราะหผลผลิตพีซีอารจากตัวอยางเลือดทีห่ยด      
บนกระดาษกรองจํานวน 88 ตัวอยาง ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน   
รอยละ 2 เปรียบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด คือ ladder 50 คูเบส พบวาใหผลพีซีอาร
บวกของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คู
เบส ดังแสดงในภาพที่ 20 และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F มีขนาดประมาณ 263 คู
เบส ดังแสดงในภาพที่ 21 ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  ดวยวิธี RT-PCR  
ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองโดยใชไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F 
มีอัตราการพบแกมีโตไซตรอยละ 11.36 (10 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบระยะ
ดังกลาวเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 89.77  
(79 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ดวยวิธี nested  
RT-PCR จากตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองในระหวางเดือนมิถนุายน พ.ศ. 2553 ถึง 
มกราคม พ.ศ. 2554 อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชือ้ P. vivax จํานวน 79 ราย คิดเปน 
รอยละ 89.77 และไมพบระยะดังกลาวจํานวน 9 ราย คิดเปนรอยละ 10.23 ดังตารางที่ 7 และ
ตรวจไมพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากประชากรที่สงสัยวาติดเชื้อมาลาเรียทั้ง 14 ราย 
 
 
 



83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองและมีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F ในสวนยนี 
Pvs25 ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดย M = 50 bp ladder, 1-6 = ตัวอยางเลือดที่มีระยะ 
แกมีโตไซตเชื้อ P. vivax, 7 = Negative control  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

~356 bp 

M      1     2     3      4     5     6     7        
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ภาพที่ 21 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองและมีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยีน 
Pvs25 ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1-6 = ตัวอยางเลือดที่มีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax, 7 = Negative control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M      1      2      3     4      5      6      7        

~263 bp 



85 
 
ตารางที่ 7 แสดงผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยด 
บนกระดาษกรองดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางเลือดที่หยดบน
กระดาษกรอง 

จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซต 
(รอยละ) 

P. vivax 79 89.77 

Negative 9 10.23 

รวม 88 100 
 

เปรียบเทียบความไวของวิธีการเก็บอารเอ็นเอท่ีใชในกระบวนการ RT-PCR  

จากผลการศึกษาพบวามี 82 ตัวอยางที่ใชวิธเีกบ็เลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ใหผล
การตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax และจากตวัอยางเดยีวกนัแตเก็บโดยวิธหียดบน
กระดาษกรอง (Whatman filter paper) ใหผลการตรวจพบจํานวน 79 ตัวอยาง จากตัวอยาง
ประชากร 88 ราย ที่ติดเชื้อ P. vivax ซึ่งใหผลการสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาโดยพบวา
วิธีการเก็บรักษาอารเอ็นเอทั้งสองวิธีสามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซต โดยใชเทคนิค RT-PCR ได 
แตความไวในการตรวจพบระยะดังกลาวมีความแตกตางกนั เนื่องจากปริมาณเลือดทีเ่กบ็ตางกัน 
ซึ่งวิธีการเกบ็เลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ จะเก็บเลือดประมาณ 300 ไมโครลิตร สวนการเก็บ
เลือดโดยวิธีหยดบนกระดาษกรองใชเลือด เพยีง 20 ไมโครลิตรเทานัน้ดังนัน้ผลที่ไดจึงมีความ
แตกตางกัน ดังตารางที่ 8 
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ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากวิธีการเตรียมอารเอ็นเอ 
ของตัวอยางเลือดและวิธีเกบ็ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง โดยวิธี RT-PCR  
(N = 88 ตัวอยาง) 
 

วิธีการเตรียมอารเอ็นเอของตัวอยางเลือด พีซีอารรอบที่ 1  
(First PCR) 

พีซีอารรอบที่ 2  
(Second PCR) 

ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ Primer : Pvs25F0F,    
            Pvs25R0F 

Primer : Pvs25F1F,    
            Pvs25R1F 

Positive 30 (34.09 %) 82 (93.18 %) 
Negative 58 (65.91 %) 6 (6.82 %) 

รวม 88 88 
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง Primer : Pvs25F0F,    

            Pvs25R0F 
Primer : Pvs25F1F,  
            Pvs25R1F 

Positive 10 (11.36 %) 79 (89.77 %) 
Negative 78 (88.64 %) 9 (10.23 %) 

รวม (จํานวนตัวอยาง) 88 88 
 

ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือด (ตารางที่ 8) โดย
วิธีการเก็บเลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
จากไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 1 รอยละ 34.09 (30 ตัวอยาง) 
และใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอร Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 2 รอยละ 93.18 (82 ตัวอยาง) เม่ือเปรียบเทียบกับวิธกีารเกบ็
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จาก
ไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 1 รอยละ 11.36 (10 ตัวอยาง) และ
ใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F 
ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 2 รอยละ 89.77 (79 ตัวอยาง) 
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เปรียบเทียบความไวของการตรวจหาแกมีโตไซตดวยวิธีการตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนและวิธี RT-PCR 

จากผลการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนของประชากรจํานวน 88 ราย พบวามี        
แกมีโตไซตในกระแสเลือดจํานวน 50 ราย คิดเปนรอยละ 54.35 แตเม่ือเก็บตัวอยางเลือดโดยใชวิธี
เก็บเลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอและจากตัวอยางเดียวกันแตเก็บโดยวิธหียดบนกระดาษกรอง 
(Whatman filter paper) พบความไวในการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax สูงกวา
วิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จํานวน 82 ราย คิดเปนรอยละ 93.18 และ 79 ราย       
คิดเปนรอยละ 89.77 ตามลําดับ ซึ่งใหผลการสอดคลองกบัการศึกษาที่ผานมาโดยทัง้ 2 วิธี 
สามารถเก็บรักษาอารเอ็นเอได และนํามาตรวจหาระยะแกมีโตไซตโดยใชเทคนิค RT-PCR ได  
ดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9 แสดงผลการเปรียบเทียบแกมีโตไซตโดยใชวิธกีารตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
และวิธี RT-PCR 
 

ชนิดของเชื้อ  
P. vivax 

Microscopy RT-PCR  
(RNAlater) 

RT-PCR 
(Filter paper) 

  Positive Negative Positive Negative 

Gametocyte 50 
(54.35%) 

82 
(93.18%) 

6 79 
(89.77%) 

9 

Asexual blood stage 38 - - - - 

- ไมสามารถทดสอบได 
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ตารางที่ 10 แสดงผลการเปรียบเทยีบแกมีโตไซตดวยวิธี nested RT-PCR โดยใชตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองกบัวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศน 

 

nested RT-PCR 

Microscopy (%) 
เชื้อ P. vivax (N = 88) 

Positive gametocyte Negative gametocyte 
(N = 50) (N = 38) 

Blood in RNAlater   
 Positive gametocyte 50 (100) 32 (84.21) 

   Negative gametocyte 0 6 (15.79) 
Dried blood on filter   

 Positive gametocyte 50 (100) 29 (76.32) 
   Negative gametocyte 0 9 (23.68) 

 
จากตารางที่ 10 ผลการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนสามารถตรวจพบระยะ 

แกมีโตไซตจํานวน 50 ราย เม่ือเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบดวยวิธี nested RT-PCR จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง สามารถ
ตรวจพบระยะดังกลาวไดวิธีละ 50 ราย จากจํานวนตัวอยาง 50 ราย และไมพบระยะแกมีโตไซต
โดยการตรวจดูดวยภายใตกลองจุลทรรศนจํานวน 38 ราย แตผล nested RT-PCR ที่ไดจาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองนั้นพบ 
ได 32 และ 29 ราย ตามลําดับ จากจํานวนตัวอยาง 38 ราย  
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ตารางที่ 11 แสดงการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียและ
อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพ
อารเอ็นเอ 
 

Sample Parasites/µl No. positive gametocytes of  
P. vivax by nested RT-PCR (%) 

Blood in RNAlater 1-100 0/1 (0) 
 101-1,000 4/4 (100.0) 
 1,001-10,000 39/40 (97.50) 
 10,001-100,000 38/41 (92.68) 
 100,001-250,000 1/2 (50.0) 

 
จากตารางที่ 11 แสดงการวิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อ

มาลาเรียและอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสาร 
คงสภาพอารเอ็นเอ ตอจํานวนที่สามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดโดยใชวิธี nested RT-PCR จาก
ตัวอยางเลือดพบวาความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียที่ 101 ถึง 1,000, 1,001 ถึง 10,000, 10,001 
ถึง 100,000, 100,001 ถึง 250,000 ตัวตอไมโครลิตร สามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอในอัตรารอยละ 100, 97.50, 92.68 
และ 50.0 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 12 แสดงการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียและ
อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษ
กรอง 
 

Sample Parasites/µl No. positive gametocytes of  
P. vivax by nested RT-PCR (%) 

Dried blood on filter 1-100 0/1 (0) 
 101-1,000 3/4 (75.0) 
 1,001-10,000 39/40 (97.50) 
 10,001-100,000 36/41 (87.80) 
 100,001-250,000 1/2 (50.0) 

 
จากตารางที่ 12 แสดงการวิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อ

มาลาเรียและอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษ
กรอง ตอจํานวนที่สามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือด
พบวาความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียที่ 101 ถึง 1,000, 1,001 ถึง 10,000, 10,001 ถึง 100,000, 
100,001 ถึง 250,000 ตัวตอไมโครลิตร สามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอในอัตรารอยละ 75.0, 97.50, 87.80 และ 50.0 
ตามลําดับ 

เม่ือนําผลที่ไดมาคํานวณหาคาความไว (จากสูตร a หารดวย a บวก c คูณดวย 100) และ
ความจําเพาะ (จากสูตร d หารดวย b บวก d คูณดวย 100) ในการตรวจพบ แกมีโตไซตของเชื้อ 
P. vivax จากการเก็บตัวอยางเลือดทั้ง 2 วิธ ีจากตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง จากตําแหนงของยนี Pvs25 ดวยวิธี nested RT-PCR โดย
พบวาไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F (ตารางที่ 13) ใหผลความไวสูงสุดจากตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ รอยละ 93.18 และความจําเพาะ รอยละ 100 สวนตัวอยางเลือดที่
หยดบนกระดาษกรองพบวาใหผลความไวสูงสุดที่รอยละ 89.77 และความจําเพาะ รอยละ 100  
ดังตารางที่ 13 
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ตารางที่ 13 แสดงผลความไว และความจําเพาะของการวินิจฉัยดวยวิธี nested RT-PCR และ
วิธีการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนจากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง 
 

Sample 
nested RT-PCR Sensitivity,  

Specificity (N=102) 
 Positive Negative Total (%) 

Blood in RNAlater Positive 82 (80.40) a 0 (0.00) b 82 (80.40) Sens.= 93.18 
  Negative 6 (5.88) c 14 (13.72) d 20 (19.60) Spec.= 100 
           
Dried blood on filter Positive 79 (77.45) a 0 (0.00)  b 79 (77.45) Sens.= 89.77 
  Negative 9 (8.83) c 14 (13.72)  d 23 (22.55) Spec.= 100 
            

Sensitivity = a / (a + c) x 100; Specificity = d / (b + d) x 100 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล  
 
โรคมาลาเรียชนิด P. vivax ยังคงเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขในหลายประเทศ  

ทั่วโลก โดยเฉพาะพืน้ทีเ่ขตรอนรวมถึงประเทศไทย โดยพบวาเม่ือยุงกนปลองเพศเมียดูดเลือดคน 
ที่มีระยะแกมีโตไซตเขาไป เชื้อจะสามารถเจริญตอไปในยงุได ทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อ  
P. vivax ตอไป แมวาการวินิจฉัยโรคมาลาเรียสามารถทําไดโดยการตรวจหาเชื้อภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบางจากการยอมสียิมซา เนื่องจากวิธีนี้มีความจําเพาะ
ในการตรวจหาระยะแกมีโตไซต อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดในเร่ืองการตรวจหา 
ในตัวอยางทีมี่ปริมาณเชื้อต่ํากวาการตรวจภายใตกลองจลุทรรศน (Karl et al., 2009) ซึ่งการใช
เลือดในปริมาณนอยอาจทําใหไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได จากการศึกษากอนหนานี้ไดมี
การนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชในการเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน
เพื่อใชในการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยใชวิธี QT-NASBA จากยนี Pvs25
เชนเดยีวกัน ผลการตรวจสอบพบวาวิธี QT-NASBA มีความไวในการตรวจพบแกมีโตไซต  
100 copy/µl (Beurskens et al., 2009) และเม่ือผูวิจัยทําการศึกษาโดยใชเทคนิค reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) มาตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชยนี Pvs25 
พบวาไพรเมอรที่ทําการออกแบบมีความไวในการตรวจพบแกมีโตไซต 10 copy/µl ดังนั้นวิธนีี้จึง 
มีความเหมาะสมในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากยนี Pvs25 ที่จําเพาะตอ
ระยะดังกลาวมากกวา และสามารถอธิบายความสัมพันธระหวางความหนาแนนของแกมีโตไซต
และความรุนแรงของการติดเชื้อในยุงกนปลองไดดีกวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
(Bharti et al., 2006) 

ในปจจุบนัการแพรกระจายของเชื้อของมาลาเรียข้ึนอยูกับการปรากฏของแกมีโตไซตใน
กระแสเลือดซึ่งอาจมีความหนาแนนต่ํากวาการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน อาจทําใหเกิดการ
ขนสงแกมีโตไซตจากคนที่ติดเชื้อสูยุงกนปลองทีเ่ปนพาหะตอไปได ดังเชนการศึกษาที่ผานมาใน
ประเทศบูรกินาฟาโซ (Burkina Faso) ซึ่งเปนพืน้ทีท่ี่เกดิการระบาดของเชื้อมาลาเรีย พบวาความ
หนาแนนของแกมีโตไซตมีความสัมพนัธกับอัตราการติดเชือ้มาลาเรียเพิ่มสูงข้ึน (Ouedraogo  
et al., 2007) และสายพันธุของยุงที่เปนพาหะหลักในการขนสงแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ใน
ประเทศไทย คือ Anopheles dirus (Sattabongkot et al., 1991) ในทางตรงกันขามการศึกษาใน
ประเทศเปรูพบวายุงสายพนัธุ An. Darlingi เปนพาหะหลักในการขนสงแกมีโตไซตของเชื้อ  
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P. vivax (Bharti et al., 2006) ซึ่งมีความแตกตางในดานชนิดของยุงที่เปนพาหะของแตละพื้นที่
และทําใหเกิดปจจัยตางๆ ที่สงผลตอการพัฒนาระยะโอโอซีสต เชน ความแตกตางของจํานวน 
แกมีโตไซตในตัวอยางทางคลินิกและความสามารถที่แตกตางกันของผูวินจิฉัยจากการตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศน ปจจยัเหลานี้อาจมีผลตอการจําแนกชนิดของเชื้อในการศึกษา ทั้งนีจ้ึงนํา
วิธีการทางโมเลกุลมาใชเพื่อตรวจหาแกมีโตไซตเปนที่นาสังเกตวายนี Pvs25 ถูกสรางข้ึนจาก
mRNA ของแกมีโตไซตในชวงทีเ่ปนตัวเต็มวัยและสามารถเปนตัวบงชี้ของการใหผลบวกจากการ
ตรวจสอบทั้งชนิดและระยะของแกมีโตไซตได ถึงแมวาแกมีโตไซตที่ยังเจริญเติบโตไมเต็มที่ของเชื้อ 
Plasmodium สวนใหญจะสะสมอยูในไขกระดกูและมามของผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย (Bousema and 
Drakeley, 2011) และอาจพบแกมีโตไซตทีย่ังเจริญเติบโตไมเต็มอยูภายในกระแสเลือดของผูปวย
โรคมาลาเรียได (Smalley et al., 1981) นอกจากนี้การตรวจสอบความแตกตางระหวาง 
แกมีโตไซตระยะที่ 4 และระยะที ่5 ของเชื้อ P. falciparum ดวยกลองจุลทรรศนอาจไมชัดเจน  
แตอาจสังเกตไดจากปลายแหลมทัง้สองขางของแกมีโตไซตระยะที่ 4 และปลายโคงมนของ 
แกมีโตไซตระยะที่ 5 แตคุณสมบัตดิังกลาวไมสามารถนําไปใชกับการตรวจสอบแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax เนื่องจากแกมีโตไซตระยะที่ 4 และระยะที ่5 ของเชื้อ P. vivax มีรูปรางกลมแตกตาง
กันเพยีงขนาดเทานั้น (Bousema and Drakeley, 2011) ดังนั้นการพัฒนาวิธี RT-PCR ใน
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อใหสามารถหลีกเล่ียงขอจํากัดดังกลาวของการตรวจสอบโดยใชกลอง
จุลทรรศนในดานความไวของการตรวจสอบแกมีโตไซตและการจําแนกของระยะของแกมีโตไซต 
ใหมีความถกูตองมากยิ่งข้ึน 

ความชุกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแสดง 
ใหเห็นถึงอัตราการแพรกระจายที่สูงข้ึนอยางมีนยัสําคัญในชวงฤดูแลงซึ่งสูงกวาในชวงฤดูฝนจาก
ตัวอยางที่เกบ็รวบรวมในพื้นที่ของประเทศไทย (Nacher et al., 2004) อยางไรก็ตามการศึกษา 
ในคร้ังนี้ไดพิสูจนแลววาผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax จํานวน 88 ราย มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือด 
คิดเปนรอยละ 93.18 จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและรอยละ 89.77 จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บบนกระดาษกรอง ตามเวลาของการเกบ็ตัวอยางเลือดทั้ง 2 ฤดูกาล ดังนัน้อาจ
ไมมีความจําเปนในการสังเกตความชกุของแกมีโตไซตตามฤดูกาลมากนัก เนื่องจากมีวิธกีาร
ตรวจสอบแกมีโตไซตที่สามารถตรวจพบไดเร็วมากข้ึนนํามาใชกบัผูปวยทีต่ิดเชื้อ P. vivax ซึ่ง 
ในการศกึษานี้มีผูปวยที่ตดิเชื้อและมีอาการไข 1 วันกอนการเก็บตัวอยางเลือด ระยะแกมีโตไซต
อาจเกิดข้ึนระหวางชวงตนของการติดเชื้อทําใหเกิด gametocytogenesis ที่สมบูรณในทํานอง
เดียวกนักับการศึกษาของ Nakazawa และคณะ แสดงใหเห็นถึงการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนที่ตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum คิดเปนรอยละ 16.2 ของผูปวยที่ติดเชื้อ 
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ในจงัหวัดตาก ในขณะที่ผูปวยเหลานี้ทั้งหมดตรวจสอบพบวามี mRNA ของยีน Pfs25 แสดงให
เห็นความชุกของแกมีโตไซตระยะตัวเต็มวัยในกระแสเลือดจากประชากรที่ศกึษา (Nakazawa  
et al., 2011) การปรากฏระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax สามารถตรวจพบ
ไดจากการตรวจดวยกลองจุลทรรศน ซึ่งการตรวจพบระยะแกมีโตไซตถือเปนจุดเร่ิมตนของการ
เจ็บปวยสามารถแพรกระจายเชื้อมาลาเรียไปสูคนอ่ืนได กอนที่จะถูกกําจัดใหหมดโดยยาตานเชื้อ
มาลาเรียหรือถูกทําลายโดยระบบภูมิคุมกนัของโฮสตภายในกระแสเลือด (Bousema et al., 2010) 

การเก็บตัวอยางเลือดทีต่องการเกบ็รักษาสภาพอารเอ็นเอยังเปนส่ิงสําคัญ ซึ่งอาจจะถูก
ทําลายในบางสถานการณในพื้นที่ที่มีโรคมาลาเรียและมีทรัพยากรอยางจํากดั การเก็บตัวอยาง
เลือดที่หยดบนกระดาษกรองเปนวิธีหนึง่ที่สามารถเก็บรักษาสภาพอารเอ็นเอไวไดจากการศึกษา 
ของ Maeno ในการตรวจจับ mRNA ของเชื้อ P. yoelii จากตัวอยางเลือดหนู ใชยีน cytokine  
ชนิดตางๆ เปนยีนเปาหมาย ทดสอบดวยวิธี RT-PCR พบวา ประสบความสําเร็จในการตรวจพบ 
mRNA จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง (Maeno et al., 2003) ตอมาในป ค.ศ. 2008
เขาไดทําการศึกษา mRNA ที่จําเพาะตอยีน Pfg377 ของระยะแกมีโตไซตในผูที่ติดเชื้อ  
P. falciparum จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง ซึ่งใหผลสําเร็จเชนเดียวกนั (Maeno  
et al., 2008) 

ในการศกึษานี้โดยใชวิธี RT-PCR สามารถตรวจสอบ mRNA ของยีน Pvs25 จากเลือดที่
หยดบนกระดาษกรองไดจากผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax จํานวน 79 จาก 88 ในขณะที่ตัวอยางเลือด
เดียวกนัเก็บรักษาไวใน RNAlater พบใหผลบวกเพิ่มเติม 3 ตัวอยาง (ความแตกตาง 3.41% ใน
อัตราบวกแกมีโตไซต) ดังนั้นจากการศึกษานี้แสดงถึงหลักฐานที่สนับสนนุวาการเก็บเลือดที่หยด
บนกระดาษกรองมีผลลัพธทีน่าพอใจและสามารถเทียบเคยีงกับตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสาร 
คงสภาพอารเอ็นเอในการตรวจหา mRNA ของเชื้อ P. vivax  

จากการตรวจหาความไวและความจําเพาะของวิธ ีRT-PCR สําหรับการตรวจหา 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยมียีนเปาหมายคือ Pvs25 และใช cDNA เปนตนแบบในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ นอกจากนีย้ังสามารประยุกตใชวิธีการเกบ็ตัวอยางเลือดในภาคสนามไดและทําให
เก็บตัวอยางไดจํานวนมากของผูปวยที่ตดิเชื้อ P. vivax และมีระยะแกมีโตไซตอยูในกระแสเลือด
วิธีการนีส้ามารถนํามาใชไดอยางมีประสิทธิภาพในการเกบ็ตัวอยางเลือดทั้ง 2 วิธีคือ เก็บไวในสาร
คงสภาพอารเอ็นเอและหยดเลือดบนกระดาษกรอง 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. เพื่อเปนการพัฒนาความไวและความจําเพาะในการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. vivax จากตัวอยางเลือดโดยวิธี RT-PCR ควรเลือกใชยนีเปาหมายชนิดอ่ืนทีมี่ความสําคัญ 
เทาเทียมกันกบัการศึกษานี ้

2. ควรพัฒนาวิธี RT-PCR จากการศึกษาคร้ังนีใ้หเปนแบบ multiplex PCR สามารถ
ตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ Plasmodium ชนิดอ่ืนๆ พรอมกันได เพื่อประหยัดเวลาและ
คาใชจายในการวินจิฉัย 

3. ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชจํานวนตัวอยางเลือดทีเ่กบ็บนกระดาษกรองเพิ่ม 
มากข้ึน เพื่อประหยัดคาใชจายในการซื้อสารเคมีในการเกบ็รักษาสภาพอารเอ็นเอ 

4. ควรทําการศึกษาในพืน้ที่อ่ืนๆ ที่มีการระบาดของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย  
เพื่อควบคุมและปองกันโรคตอไปในอนาคต 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
   
  A) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 bp ladder                             B) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder  
   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 22 แสดงแผนที่ของดเีอ็นเอมาตรฐาน A) ดีเอ็นเอของ 50 bp ladder ประกอบดวย
ชิ้นดเีอ็นเอ 13 ชิ้น มีขนาด 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200,150, 100 และ 
50 bp ตามลําดับ โดยมี reference band ที่ 250, 500 bp (Fermentas Life Science)  
B) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder ประกอบดวยชิ้นดเีอ็นเอ 10 ชิ้น มีขนาด 1000, 900, 800, 
700, 600, 500, 400, 300, 200 และ 100 bp ตามลําดับ โดยมี reference band ที่ 500 bp 
(Fermentas Life Science) 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 

การเตรียม 0.5M EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g    
  d.H2O    800 ml 

นําสวนผสมทั้ง 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน จากนัน้นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อ 

 
การเตรียมสี Giemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 
    Absolute Methanol           1650 ml 
  Glycerine            1650 ml 
 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนั้นนําไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 
องศาเซลเซียส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากนั จากนัน้เติม absolute methanol ลง
ไปเขยาใหเขากนั และนําเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน
นํามาใชจะทําใหการยอมสีดกีวาใชในขณะทีเ่ตรียมเสร็จใหมๆ  
 
การเตรียม buffer ยอมสี (stock buffer)  
buffer I  Na2H2PO4.H2O   9.2 g 
  น้ํากล่ัน            1000 ml 
Buffer II Na2HPO4   9.5 g 
  น้ํากล่ัน            1000 ml 
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การเตรียม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml 
  0.5 M EDTA    200 ml 
 ผสมใหเขากันแลวนําไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อกอนที่จะใช 
 
การเตรียม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 
  xylene cyanol FF   0.25 g 
  glycerol in water      30 g 
  ละลายในน้ํากล่ัน โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
 
การเตรียม marker 
  DNA marker       20 µl 
  Gel loading buffer     80 µl 
  TE buffer               360 µl 
 
การเตรียม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g 
  Boric acid      55 g 
  EDTA       7.4 g 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากบั 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งปลอด
เชื้อเชนเดียวกัน  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  

 ชื่อ – สกุล  นางสาวนภาพร กวมทรัพย 

 วันเดือนปเกดิ  วันที่ 12 เดือนตุลาคม พ.ศ. 2529 

 ภูมิลําเนา  จังหวัดนครศรีธรรมราช 

 
 ประวัติการศึกษา 

- พ.ศ. 2551 สําเร็จการศกึษาระดับปริญญาบัณฑติ 
หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยทักษิณ 

 
- พ.ศ. 2552 เขาศึกษาตอระดบัปริญญามหาบณัฑิต 

หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย 
คณะแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2
ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา  
	ประวัติความเป็นมาของเชื้อมาลาเรีย
	อนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรีย
	การกระจายทางภูมิศาสตร์
	วงชีวิตของเชื้อมาลาเรีย
	พาหะนำเชื้อมาลาเรีย
	อาการและลักษณะแสดงทางคลินิก
	การป้องกันโรค
	ยาต้านเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือด
	พันธุกรรมของเชื้อมาลาเรีย
	ระบบภูมิคุ้มกันและวัคซีนป้องกันการแพร่กระจายของเชื้อ P. vivax

	ชีววิทยาของแกมีโตไซต์
	ช่วงชีวิตของแกมีโตไซต์
	ระบาดวิทยาของแกมีโตไซต์
	ความหนาแน่นของแกมีโตไซต์กับช่วงฤดูกาล
	อัตราการแพร่กระจายของแกมีโตไซต์
	แกมีโตไซต์ในคน
	แกมีโตไซต์ในยุงพาหะ
	การวินิจฉัยโรคมาลาเรียทางห้องปฏิบัติการ

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย

	รูปแบบการวิจัย
	วัตถุประสงค์
	คำจำกัดความที่ใช้ในการวิจัย
	ระเบียบวิธีวิจัย
	ขนาดของตัวอย่าง (sample size)

	เครื่องมือและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย
	การเก็บตัวอย่าง
	การตรวจเชื้อมาลาเรียจากฟิล์มเลือด
	การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction)

	การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR Amplification)

	การตรวจผลผลิตพีซีอาร์โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
	การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA Extraction)

	การสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA (cDNA synthesis)

	การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์สำหรับใช้เป็น PCR primers

	การเพิ่มปริมาณ cDNA (complimentary DNA Amplification)

	การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis)


	บทที่ 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล

	ลักษณะทั่วไป และข้อมูลทางคลินิกของประชากรตัวอย่าง
	ผลการตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์
	ผลการตรวจหาแกมีโตไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
	ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสำหรับแยกชนิดของเชื้อมาลาเรีย
	เปรียบเทียบความจำเพาะของไพรเมอร์ Pvs25 โดยใช้ gDNA และ cDNA

	ผลการตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ Pvs25 ด้วยวิธี RT-PCR

	ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซต์ของเชื้อ P. vivax

	เปรียบเทียบความไวของวิธีการเก็บอาร์เอ็นเอที่ใช้ในกระบวนการ RT-PCR

	เปรียบเทียบความไวของการตรวจหาแกมีโตไซต์ด้วยวิธีการตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์และวิธี RT-PCR


	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล

	ข้อเสนอแนะ

	รายการอ้างอิง

	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

