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 โรคมาลาเรียเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขในหลายประเทศท่ัวโลก ในแตละปมีผูปวยมาลาเรียประมาณ 
350 - 500 ลานคน และเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน ถึงแมวาโรคมาลาเรียสวนใหญจะเกิดจากการติดเชื้อพลาสโมเดียม 
ฟลซิปารัม ซึ่งกอใหเกิดอาการรุนแรงและมีอุบัติการณกอโรคมากกวามาลาเรียชนิดอ่ืนๆ อยางไรก็ตามเชื้อพลาสโมเดียม 
ไวแวกซ มีการแพรกระจายทางภูมิศาสตรอยางกวางขวางและมคีวามสามารถในการกอใหเกิดความเจ็บปวยเรื้อรังและ
กลับมาเปนซ้ําไดเน่ืองจากการมีระยะพักตัวท่ีอยูในเซลลตับและเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการรุนแรงทางคลินิก สําหรับ
เปาหมายของการจํากัดเชื้อมาลาเรียโดยการตัดขั้นตอนในการติดตอของเชื้อน้ัน ระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดของผูท่ี
ติดเชื้อมาลาเรียจึงเปนเปาหมายสําคัญสําหรับยาและวัคซีน ดังน้ันการประมาณการแพรกระจายของระยะดังกลาวจึงมี
ความสําคัญตอการควบคุมโรค ถึงแมวาวิธีการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนถือเปนวิธีท่ีใชกันท่ัวไปทาง
หองปฏิบัตกิารในการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรีย แตยังมีขอจํากัดในเรื่องการตรวจหาเชื้อในตัวอยางท่ีมีปริมาณเชื้อต่ํา
กวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน ปจจุบันไดมีการพัฒนานําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชในการตรวจหาแกมีโต
ไซต การศึกษาน้ีจึงไดพัฒนาวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น โดยใชยีนเปาหมาย คือ พีวีเอส 25 
เพ่ือการตรวจหาแกมีโตไซตระยะท่ี 5 ของเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจํานวน 106 ตัวอยาง 
จากผูปวยติดเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ท่ีเขารับการรักษาจากมาลาเรียคลินิกในจังหวัดตาก จัดเปนตัวอยางในฤดูฝน
จํานวน 49 ตัวอยาง และในฤดูแลงจํานวน 57 ตัวอยาง โดยใชอารเอ็นเอท่ีถูกเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอาร
เอ็นเอและเลือดท่ีเก็บบนกระดาษกรอง  ผลการศึกษาพบระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือด จากการตรวจภายใตกลอง
จุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนิดบางท่ียอมดวยสียิมซารอยละ 56.0 และรอยละ 52.38 ของผูท่ีติดเชื้อพ
ลาสโมเดียม ไวแวกซ ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับผลปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส 
ทรานสคริปชั่น ท่ีมีความจําเพาะตอยีนพีวีเอส 25 ผลการตรวจพบรอยละ 91.84 และรอยละ 94.87 ของอารเอ็นเอจาก
ตัวอยางเลือดผูปวยท่ีติดเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน ตามลําดับ โดยสรุปผลการตรวจหาแกมีโต
ไซตใหผลบวกรอยละ 93.18 จากการใชอารเอ็นเอท่ีเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ และรอยละ 89.77 
โดยวิธีการหยดเลือดบนกระดาษกรอง การวินิจฉัยความไวของการตรวจสอบยีนพีวีเอส 25 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลี
เมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น อารเอ็นเอท่ีถูกเตรียมจากเลือดท่ีเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและเลือดท่ีเก็บบน
กระดาษกรองไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 และพบวาความชุกของแกมี
โตไซตในชวงฤดูแลงและฤดูฝนไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมตัวอยางท่ีเก็บรวบรวมในชวงฤดู
แลงและฤดูฝน การศึกษาในครั้งน้ีชี้ใหเห็นวาวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชั่น มีความไวในการ
ตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อพลาสโมเดียม ไวแวกซ ไดดีกวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จากตัวอยางเลือด
ผูปวยท่ีถูกเก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและบนกระดาษกรอง และพบความชุกสูงของแกมีโตไซตของเชื้อพลาสโมเดียม 
ไวแวกซ เกิดขึ้นท้ังในฤดูกาลท่ีมีการแพรกระจายของเชื้อต่ําในชวงฤดูแลงและสูงในชวงฤดูฝนจากพ้ืนท่ีที่มีการ
แพรกระจายของเชื้อในประเทศไทย 
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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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วิทยานิพนธสําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของ ศาสตราจารย 
นายแพทย ดร.สมชาย จงวุฒิเวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 
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ในการแกปญหาตางๆ ในการทําวิจัย ใหกําลังใจเม่ือมีอุปสรรค มิตรภาพที่ดี ตลอดจนแกไข
ขอบกพรองวิทยานิพนธมาดวยดียิ่งตลอด  ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี ้

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย นายแพทยประเสริฐ สิทธิเจริญชัย 
ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย 
นายแพทย เกรียงศักดิ์  ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน 
มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา และแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและ
สมบูรณมากยิง่ข้ึน 

ขอขอบคุณ คุณกีฬา กออําไพ คุณภัทธกร บุบผัน และคุณเจริญชัย อ๊ึงเจริญสุข 
ชวยเหลือในเร่ืองการเก็บตัวอยาง 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนสวนใหญจากทุนอุดหนุนวิทยานิพนธสําหรับนิสิต 
ของบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหทุนเพื่อสนับสนุนการทําวิทยานิพนธในระดับ
บัณฑิตศึกษา 

สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พี่ๆ และเพื่อนๆ ทุกคนที่ได
ใหกําลังใจการสนับสนุนการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้จนสําเร็จ 
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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสาํคัญของปญหา 
  
 โรคมาลาเรียยังเปนปญหาสําคญัทางสาธารณสุข ซึ่งกอใหเกิดอาการโรครุนแรงและ 
นํามาสูการเสียชีวิตของประชาชนโดยเฉพาะในกลุมประเทศเขตรอนทั่วโลก ซึ่งมีสาเหตจุาก 
เชื้อโปรโตซัวใน phylum Apicomplexa, class Sporozoa และ genus Plasmodium โดยมี
ยุงกนปลองเพศเมียเปนพาหะนําโรค เชื้อมาลาเรียที่กอใหเกิดโรคในคน มี 5 ชนิด ไดแก 
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale 
และเชื้อมาลาเรียของลิงที่สามารถติดตอมาสูคนได คือ Plasmodium knowlesi (Jongwutiwes  
et al., 2004; Singh et al., 2004)  
 เชื้อมาลาเรีย P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนชนิดทีก่อใหเกิดโรคทีพ่บไดบอย 
ในแตละปมีผูปวยมาลาเรียประมาณ 350-500 ลานคนและเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน (Hay  
et al., 2010) โดยเฉพาะในทวีปแอฟริกา พบผูปวยตดิเชื้อ P. falciparum มากกวารอยละ 75 
สวนมากเปนเด็กอายตุ่ํากวา 5 ป และมีผูเสียชีวิตประมาณ 0.7-2.7 ลานคน (Breman, 2001)  
เชื้อมาลาเรียที่พบรองลงมา คือ เชื้อ P. vivax พบมากในเขตรอนและกึ่งรอน เชน ทวีปเอเชีย 
อเมริกากลาง และอเมริกาใต แตละปมีผูติดเชื้อ P. vivax ประมาณ 130-145 ลานคน (Price  
et al., 2007) แมวาเชื้อชนิดนีจ้ะไมกอใหเกดิอันตรายถงึชวิีตแตผูที่ติดเชื้อ P. vivax นั้นสามารถ
กลับมาเปนซ้ําได (relapse) เนื่องจากเชื้อมีระยะฮปิโนซอยต (hypnozoite) ซึ่งอาศัยอยูในเซลลตับ
ของผูปวย ภายในระยะเวลาส้ันๆ 3-5 สัปดาห หรือระยะเวลานาน 5-10 เดือน (Baird et al., 
1997) และสามารถออกสูกระแสเลือดไดในภายหลัง สงผลใหผูที่ไมไดรับการรักษาอยางถกูตอง
อาจแพรเชื้อตอไปได ทําใหสงผลกระทบตอสุขภาพรางกายของประชากรและกอใหเกิดความ
เสียหายตอเศรษฐกจิในการพัฒนาประเทศชาต ิอยางเชน ประเทศตางๆ ในทวีปเอเชยีรวมถึง
ประเทศไทย ซึ่งจากการศกึษาของ Putaporntip และคณะ พบการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย
ชนิด P. vivax มากที่บริเวณจังหวัดจนัทบุรี ซึ่งพบผูติดเชื้อรอยละ 91.03 จังหวัดยะลาและจงัหวัด
นราธิวาสพบผูติดเชื้อรอยละ 61.31 จังหวัดตากพบผูตดิเชือ้รอยละ 52.63 และจังหวัด
ประจวบคีรีขันธพบผูติดเชื้อรอยละ 43.87 (Putaporntip et al., 2009) ดังนัน้ประเทศไทยจึง 
เปนพืน้ทีท่ี่ตองเฝาระวังการแพรระบาดของโรคมาลาเรียทีเ่กิดจากเชื้อชนิดนี้  
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จากรายงานของกรมควบคุมโรค  กระทรวงสาธารณสุข พบวาจํานวนผูปวยมาลาเรียใน
ประเทศไทยระหวางเดือนมกราคม-ตุลาคม พ.ศ. 2552 เปนผูปวยชาวไทยจํานวน 18,740 ราย  
มีอัตราสวนระหวางเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนอัตรา 1:1 เทากนั จังหวัดที่มีผูปวย
มาลาเรียสูงสุด 10 อันดับ ไดแก จังหวัดตาก ยะลา แมฮองสอน กาญจนบุรี นราธิวาส ชุมพร  
ศรีสะเกษ สุรินทร ประจวบคีรีขันธ และจันทบุรี นอกจากนีย้งัพบแนวโนมการแพรกระจายของ 
โรคมาลาเรียในบางจังหวัดที่มีแรงงานตางชาติเขามาอาศยัและทํางานเปนจํานวนมาก เชน 
จังหวัดตาก ชุมพร และศรีสะเกษ ซึ่งเปนจังหวัดที่มีชายแดนติดตอกับประเทศพมาและกัมพชูา  
จึงมีการเคล่ือนยายของประชากรขามพรมแดนอยางตอเนือ่ง ดังนั้นจงึตองมีการเฝาระวังผูปวย
มาลาเรียในพื้นทีด่ังกลาว 

นอกจากนี้การรักษาและปองกันโรคมาลาเรียในปจจุบนัยงัมีอุปสรรคสําคัญ คือ การดื้อยา
ของเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax ตอยาตานมาลาเรียหลายชนิด อีกทั้งยุงกนปลองที่เปน
พาหะสามารถปรับตัวใหมีความทนทานตอยาฆาแมลง รวมถึงการเปล่ียนพฤติกรรมการเกาะพกั
ของยุงหลังการดูดเลือด ซึ่งทําใหไมประสบความสําเร็จในการใชยาฆาแมลงจําพวก residual 
spray เทาที่ควร นอกจากนี้ผูที่มีเชื้อมาลาเรียระยะแกมีโตไซตจะไมกอใหเกิดอาการเจ็บปวยแต 
จะปรากฏอยูในกระแสเลือดประมาณ 22 วัน ของผูที่ไมไดรับยา ซึ่งสามารถเปนแหลงแพรเชื้อ
ตอไปได นอกจากนีจ้ากการศกึษาของ Nassir และคณะ (2005) พบวาผูที่มีการติดเชื้อมาลาเรีย
มากกวาหนึ่งสายพันธุโอกาสทีจ่ะพบแกมีโตไซตในกระแสเลือดไดยาวนานกวาผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย
ที่มีสายพันธุเดี่ยว ดังนั้นแกมีโตไซตจากผูที่ตดิเชื้อมาลาเรียมากกวาหนึ่งสายพันธุจึงมีโอกาสติดตอ
จากคนไปสูยุงพาหะสามารถแพรเชื้อไปยงับุคคลอ่ืนตอไปไดมากข้ึน ดังนัน้การกําจดัระยะ 
แกมีโตไซตจึงมีความสําคัญในการปองกันโรคมาลาเรียในเขตปรากฏโรค  

จากการวิเคราะหระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียพบโปรตีนทั้งหมด 900 ชนิด และใน
ระยะแกมมีตมีโปรตนีประมาณ 600 ชนิด แตโปรตีนทีมี่ความจําเพาะตอระยะนี้มีเพยีง 97 ชนิด 
และยีนที่มีความสําคญัตอการเจริญของระยะแกมีโตไซตมีประมาณ 250-300 ยีน (Baker et al., 
2010) โดยกระบวนการสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเชื้อมาลาเรียสามารถจําแนกไดเปน 2 ชวงคือ 
ระยะการสืบพันธุกอนเกิดการปฏิสนธิ (pre-fertilization) และระยะการสืบพันธุหลังเกิดการ
ปฏิสนธิ (post-fertilization) โดยระยะการสืบพนัธุกอนเกดิการปฏิสนธ ิประกอบดวยระยะ 
แกมีโตไซตและระยะแกมมีต โดยมีการสรางโปรตีนจากยนีที่เกี่ยวของคือ P45, P48 และ P230  
ซึ่งเปนยนีที่สรางโปรตนีบนผิวของแกมีโตไซตและแกมมีต มีน้ําหนกัโมเลกุล 45, 48 และ 230  
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กิโลดาลตัน (kDa) ตามลําดับ ยนีเหลานีป้ระกอบดวยกรดอะมิโนซิสทีอีน (cysteine) เรียงตัวซ้ํา
กัน 6 ชุด ซึ่งมีพันธะไดซัลไฟด (SO4

-2) สามารถกระตุนใหเกิดแอนติบอดีทีต่อตานและยบัยั้งการ
เจริญเตบิโตของแกมมีต สําหรับระยะการสืบพนัธุหลังเกิดการปฏิสนธิ มีการสรางโปรตีนจากยนี 
ที่เกีย่วของคือ ookinete surface protein-25 (P25) และ ookinete surface protein-28 (P28)  
มีน้ําหนกัโมเลกุล 25 และ 28 กิโลดาลตัน ตามลําดับ มีหนาที่สรางโปรตีนที่แสดงออกบนผิวของ 
ไซโกตและโอโอไคนีต นอกจากนี้ยังพบโปรตีนในชวงทายของระยะโอโอไคนีตและโอโอซีสต คือ  
ไคทีเนส (chitinase) ซึ่งเปนเอนไซมทีย่อย peritrophic membrane ของโอโอซสีต ทั้งนี้จาก
การศึกษาเชื้อมาลาเรียหลายชนิดโดย Duffy และคณะ (1997) พบวาการแสดงออกของยีน P25 
ในระยะแรกของแกมีโตไซตมีปริมาณต่ําและจะเพิ่มข้ึนหลังจากปฏิสนธิ โดยโครงสรางของโปรตีน 
P25 และ P28 ประกอบดวย signal sequence บริเวณ N-terminus มี epidermal growth factor 
(EGF)-like domain 4 แหง และ C-terminus มี glycosyl phosphatidyl moiety เพื่อยึดเหนี่ยว
โปรตีนบริเวณผิวของเชื้อมาลาเรียแตละชนิด จากการวิเคราะหโปรตีน P25 พบกรดอะมิโน 
ซีสเทอีน 22 ตัว และมีการสรางพันธะไดซัลไฟด 11 พันธะ สวนโปรตีน P28 มีกรดอะมิโนซีสเทอีน 
20 ตัว และพันธะไดซัลไฟด 10 พันธะ นอกจากนี้ยังพบวายีนทั้งสองมี copy number  
จํานวน 1 ชุด (Tsuboi et al., 1998) 
 การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียในเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax 
สามารถทําไดโดยการตรวจหาเชื้อภายใตกลองจุลทรรศนดวยฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบาง
จากการยอมดวยสียิมซา (Giemsa) เนื่องจากวิธีนี้มีความจําเพาะในการตรวจหาระยะอ่ืนๆ ของ
เชื้อมาลาเรียรวมทั้งระยะแกมีโตไซต อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดในเร่ืองการตรวจหา
ระยะแกมีโตไซตในตัวอยางที่มีปริมาณเชื้อต่ํา ซึ่งวิธีนีใ้ชเลือดในปริมาณที่นอยสามารถตรวจพบ
แกมีโตไซตประมาณ 20 ถึง 50 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร (Dowling et al., 1966; Karl et al., 
2009; Moody, 2002) อาจทําใหไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได ดังนั้นการนําเทคนิคทาง 
ชีวโมเลกุลมาใชในการตรวจหาเชื้อที่มีปริมาณต่ํากวาการตรวจภายใตกลองจุลทรรศนที่อาจทําให
ไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได ดังนั้นการพัฒนาการวิจัยโดยใชเทคนิคที่มีความจําเพาะใน
การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดของผูปวยสามารถตรวจพบโดย 
ใชวิธี reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ซึ่งมีความไวมากกวาการ
ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนในชวง 0.02 ถึง 0.1 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร ดังเชน การ
ประยุกตใชวิธี RT-PCR ในการตรวจหา messenger RNA ของยีนที่จําเพาะตอระยะสืบพันธุ 
แบบมีเพศ โดยใชยีนเปาหมาย คือ Pfs16, Pfs48, Pfs45, Pfs230 และ Pfs25 พบวาวิธีนี้มี 
ความไวในการตรวจพบระยะสืบพนัธุแบบมีเพศที่มีปริมาณเชื้อต่ํากวารอยละ 0.1 ดังนั้นเทคนิค  
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RT-PCR จึงมีความเหมาะสมในการตรวจหาระยะสืบพันธุแบบมีเพศของเชื้อมาลาเรีย นอกจากนี้
ยังมีการศึกษาโดยใชยนีเปาหมาย คือ Pfg377 เพื่อตรวจหาระยะแกมีโตไซตในผูปวยประเทศ
เวียดนามจํานวน 131 ราย โดยเกบ็ตัวอยางเลือดหยดบนกระดาษกรอง ตรวจสอบโดยวิธี RT-PCR 
พบวาใหผลบวกจํานวน 67 ราย ซึ่งสามารถตรวจพบแกมีโตไซตในระดับต่ําสุดคือ 0.03 ตัว ใน
เลือด 1 ไมโครลิตร โดยมีอัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซตในผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum 
เพียงชนิดเดียวมีคาสูงกวาในกรณทีี่ผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum รวมกับเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืน 
(Maeno et al., 2008) ดังนั้นการวิจัยโดยใชเทคนิคทีมี่ความจําเพาะในการตรวจหาระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดของผูปวย จึงมีความสําคัญทางการแพทยเพื่อเปน
ประโยชนในการปองกันและควบคุมโรคตอไป 

แมวามีการนําเทคนิค RT-PCR มาใชในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. falciparum กันอยางแพรหลาย (Maeno et al., 2008; Menegon et al., 2000; Mlambo  
et al., 2008) แตในปจจบุันยังไมมีการประยกุตเทคนคิดังกลาว สําหรับการตรวจหาระยะ 
แกมีโตไซตโดยใชยนีเปาหมาย คือ Pvs25 ที่จําเพาะตอระยะนี้ในผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax ดังนั้น
วัตถุประสงคของงานวิจัยนีค้ือ เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค RT-PCR ในการตรวจหาระยะ
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากผูปวยในประเทศไทย และเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของการเกบ็
รักษาตัวอยางเลือดผูปวยโดยใชวิธีการเก็บในหลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) และ 
เก็บบนกระดาษกรอง โดยทําการเกบ็ตัวอยางเลือดผูปวยในชวงตนฤดูฝนในเดือนมิถุนายน  
ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2553 และในชวงตนฤดูแลงในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือน
มกราคม พ.ศ. 2554 เพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราความชุกของระยะแกมีโตไซตในผูปวยที ่
ติดเชื้อ P. vivax และฤดูกาลโดยใชเทคนิค RT-PCR และทําการเปรียบเทียบผลกับฟลมเลือด  
ซึ่งอุบัติการณของผูที่มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดจะเปนพื้นฐานสําคญัในการควบคุม 
โรคมาลาเรียตอไปในอนาคต 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
ประวัติความเปนมาของเช้ือมาลาเรีย 
 

โรคมาลาเรียเปนโรคที่มีมานาน จากบันทึกเกาแกทีเ่ขียนโดยชาวอียิปตโบราณตั้งแต 
1600 ปกอนคริสตกาล (Breasted, JH., 1930) กลาววา โรคมาลาเรีย หรือโรคไขหนาวส่ันสามารถ
ปองกันไดโดยใชน้ํามันสกัดที่ไดจากตนไม Balanites ทาตัว เม่ือ 400 ปกอนคริสตกาล นกัปราชญ  
Hippocrates (Boyd, M.R., 1949) ไดบันทึกอาการของโรคมาลาเรียวามีอาการหนาวส่ันเปนระยะ 
เหงื่อออก มามโต บางคนมีอาการไขทุกวันและรุนแรงข้ึนจนเสียชีวิต บางคนมีอาการไขวันเวนสอง
วันปจจุบัน คือ เชื้อ Plasmodium malariae ซึ่งเปนเชื้อที่อันตรายนอยที่สุด ในชวง ค.ศ. 800-1300 
ชาวจีนโบราณและชาวอาหรับไดบรรยายลักษณะไขจับส่ันไวเชนเดยีวกัน สวนในทวีปอเมริกาไดมี
ขอสันนิษฐานวาไมมีโรคมาลาเรีย กอนที่ Columbus จะคนพบทวีปอเมริกา แตเชื้อมาลาเรียชนิด 
Plasmodium vivax และ P. falciparum เกดิการแพรกระจายในทวีปอเมริกาในภายหลัง 
เนื่องจากการอพยพของชาวสเปน ชาวโปรตุเกส และชาวแอฟริกาเขามาเปนทาสในทวีปอเมริกา 
(Jarcho, S., 1847)  

ในป ค.ศ. 1847 Meckel (Meckel, H., 1847) ทําการศึกษาพบวาผูปวยที่เสียชีวิตดวย 
โรคมาลาเรียมีสมองและมามเปนสีดํา เม่ือนําเซลลเม็ดเลือดแดงมาตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนจะมีสีดําตดิอยู ตอมาในป ค.ศ. 1880 ในประเทศอัลจิเรีย Laveran (Laveran, A., 
1884) ไดเจาะเลือดผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรีย ซึ่งไมไดยอมสีมาตรวจสอบพบวาเม็ดเลือดแดงมีการ
กระเพื่อมและมีกอนกลมๆ อยูตรงกลาง มีเสนใยโบกพัดอยูขางๆ ซึ่งในปจจุบนันี้ คือ เซลลสืบพนัธุ
เพศผู (microgamete) ของเชื้อ P. falciparum  และเชื่อวาส่ิงที่เหน็นี้คือสาเหตุของโรคมาลาเรีย
แตยังไมมีบุคคลใดใหความเชื่อถือตอการคนพบดังกลาว ตอมาในป ค.ศ. 1884 Marchiafara และ 
Celli (Marchiafara, E., Celli, A., 1885) พบวาเชื้อมาลาเรียมีทั้งเซลลสืบพนัธุเพศผูและเพศเมีย 
(microgamete และ macrogamete) สามารถผสมพันธุกนัได ตอมาใน ค.ศ. 1885 Galgi (Cox, 
FEG., 1996) ไดศึกษาลักษณะการเกิดไขตางกันของเชื้อมาลาเรีย ซึ่งพบเชื้อ P. vivax ทําใหเกิดไข 
วันเวนวัน สวนเชื้อ P. malariae ทําใหเกิดไขวันเวนสองวัน หลังจากนั้น ในป ค.ศ. 1891 
Romanowsky (Romanowsky, D.L., 1891) ไดพัฒนาวิธกีารยอมเชื้อมาลาเรียใหมีประสิทธิภาพ
มากข้ึน โดยนําเลือดผูปวยมายอมสีพบวานิวเคลียสของเชือ้ติดสีแดง สวนไซโตพลาสซึม 
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ติดสีน้ําเงนิเปนผลใหสามารถแยกเชื้อมาลาเรียในสัตวออกจากเชื้อมาลาเรียที่เปนสาเหตใุนคนได
งายข้ึน ตอมา Machiafawa และ Bignami คนพบเชื้อ P. falciparum (Cox, FEG., 1996) และ 
Stephens พบเชื้อ Plasmodium ovale (Stephens, J.W.W., 1922) นอกจากนี้ในป ค.ศ. 1897 
Ross (Ross, R., 1897) ไดคนพบยุงทีเ่ปนพาหะนําโรคมาลาเรียคือ ยุงกนปลอง  
 
อนุกรมวิธานของเช้ือมาลาเรีย 
 

เชื้อมาลาเรียเปนส่ิงมีชีวิตเซลลเดยีวที่จดัอยูในกลุมยคูาริโอต (eukaryote) ซึ่งมี
องคประกอบของเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear membrane) แยกนิวเคลียสออกจากไซโตพลาสซึม 
อยางชัดเจน สามารถจัดหมวดหมูในอนุกรมวิธานของเชื้อมาลาเรียไดดังนี ้
   

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

  
ในปจจุบนัพบวาเชื้อมาลาเรียใน genus Plasmodium ประกอบดวยสปชีส (species) 

ประมาณ 120 ชนิด โดยพบในสัตวปก สัตวฟนแทะหรือในลิง แตเชื้อมาลาเรียชนิดที่พบและทําให
เกิดโรคในคนมี 4 ชนิดคือ Plasmodium malariae (Feletti and Grassi, 1889),  Plasmodium 
vivax (Grassi and Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897) และ Plasmodium 
ovale (Stephens, 1922)  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อ Plasmodium ที่พบในลิง primate หลายชนิด
สามารถติดตอสูคน เชน Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi และ Plasmodium 
simium เปนตน (Knowles and Das Gupta, 1932; Coatney et al., 1961; Deane et al.,1966) 
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การกระจายทางภูมิศาสตร 
  

การแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียนั้นพบไดทั่วโลกระหวางเสนรุงที่ 64 องศาเหนือถึงเสนรุง 
32 องศาใต โดยเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax เปนชนดิที่กอใหเกิดโรคไดบอย ซึ่งการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรียแตละชนิดจะแตกตางกนั ในพื้นที่ตางๆ ดังแสดงในภาพที่ 1 เชื้อ
มาลาเรียทีเ่ปนสาเหตุของโรคสวนใหญเกิดจากเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax ในแตละป 
มีผูปวยมาลาเรียประมาณ 350-500 ลานคน และเสียชีวิตประมาณ 1 ลานคน (Hay et al., 2010) 
โดยเฉพาะในทวีปแอฟริกา ซึ่งพบผูปวยที่ตดิเชื้อ P. falciparum มากกวารอยละ 75 สวนมากเปน
เด็กอายุนอยกวา 5 ป โดยเสียชีวิตประมาณ 0.7-2.7 ลานคน (Breman, 2001) สวนเชื้อที่พบมาก
รองลงมา คือเชื้อ P. vivax พบมากในเขตรอนและกึ่งรอน เชน ทวีปเอเชยี อเมริกากลางและ
อเมริกาใต  ยุโรป และแอฟริกาเหนือ ซึ่งแตละปมีผูตดิเชื้อ P. vivax ประมาณ 130-145 ลานคน 
(Price et al., 2007) สําหรับเชื้อ P. malariae พบการแพรกระจายไดทั่วไปในแอฟริกากลางและ
ตะวันตก ศรีลังกา และพื้นทีบ่างสวนของมาเลเซยีซึ่งมีอุบตัิการณพบเชื้อต่ํา และเชื้อ P. ovale  
พบไดนอยเชนกัน แตมักพบมากในทวีปแอฟริกาตะวันตก  

สําหรับสถานการณโรคมาลาเรียในประเทศไทย จากการรายงานของสํานักระบาดวิทยา 
พ.ศ. 2552 จํานวนผูปวยมาลาเรียทั้งประเทศในเดือน มกราคม-ตุลาคม พ.ศ. 2552 พบผูปวยไทย
จํานวน 18,740 ราย คิดเปนอัตราปวย 0.29 ตอประชากรหนึ่งพนัคน และอัตราสวนระหวาง 
เชื้อมาลาเรียชนดิ P. falciparum และ เชื้อ P. vivax เทากบั 1:1 นอกจากนี้ยังมีการจัดอันดับ  
10 จังหวัดสูงสุดในผูปวยชาวไทยทีป่วยเปนโรคมาลาเรีย ไดแก จังหวัดตาก จํานวน 6,603 ราย 
ยะลา 1,439 ราย แมฮองสอน 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) 
นอกจากนี้สํานักระบาดวิทยาทําการเปรียบเทียบจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 10 เดือนแรก
ของป พ.ศ. 2552 กับป พ.ศ. 2551 (กราฟที่ 1) พบวาจํานวนผูปวยชาวไทยลดลงถึงรอยละ 16  
แตจํานวนผูปวยชาวตางชาติซึง่สวนใหญเปนชาวพมาลดลงแครอยละ 3 ทั้งนี้แนวโนมของโรค
มาลาเรียมีโอกาสสูงข้ึนได เนื่องจากพบแรงงานตางชาติในบางจังหวัดสูงข้ึนในจังหวัดตาก ชุมพร 
และศรีสะเกษ ซึ่งเปนจังหวัดที่มีชายแดนตดิตอประเทศพมาและกัมพูชา นอกจากนีย้ังมีการ
เคล่ือนยายของประชากรขามพรมแดน จึงตองมีการเฝาระวังผูปวยมาลาเรียในพืน้ที่ดังกลาวสูงข้ึน  
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ภาพที ่1 แสดงการกระจายตัวของเชื้อมาลาเรีย (en.wikipedia.org/wiki/File:Malaria_map.PNG) 
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ภาพที่ 2 แสดงจังหวัดที่มีอัตราการติดเชื้อมาลาเรีย โดยเรียงลําดับจากมากไปนอยใน

ประเทศไทยป พ.ศ. 2552 ไดแก 1) ตาก 2) ยะลา 3) แมฮองสอน 4) กาญจนบุรี 5) นราธิวาส 
6) ชุมพร 7) ศรีสะเกษ 8) สุรินทร 9) ประจวบคีรีขันธ และ 10) จันทบุรี (สํานักโรคติดตอนําโดย
แมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข, 2552) 
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กราฟที่ 1 แสดงจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 10 เดือนแรกของป พ.ศ. 2552 กับป พ.ศ. 2551 
หมายเหต:ุ จํานวนผูปวยปงบประมาณ 2551 = 26,064 ราย ปงบประมาณ 2552 = 22,843 ราย 
(สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข, 2552) 
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วงชีวิตของเช้ือมาลาเรีย 
 

วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียมีการเจริญเตบิโต 2 แบบ คือ การสืบพันธุแบบอาศยัเพศ  
(sexual reproduction) เกิดข้ึนในยุงกนปลองเพศเมียทีเ่ปน invertebrate host และการสืบพันธุ 
แบบไมอาศัยเพศ (asexual reproduction) หรือ ชิโซโกนี (schizogony) เกิดข้ึนในคนที่เปน 
vertebrate host แบงออกเปน 2 ชวง คือ การเจริญในเซลลตับ (exoerythrocytic stage)  
และเซลลเม็ดเลือดแดง (erythrocytic stage) ตามลําดับ (ภาพที่ 3) 

1. วงชีวิตการเจริญเติบโตในยุง (sexual reproduction) 
 เม่ือยุงกนปลองเพศเมียดูดเลือดคนทีมี่เชื้อมาลาเรียซึ่งปะปนกันหลายระยะเขาไป  
แตมีเพียงระยะแกมีโตไซตเทานั้นที่สามารถเจริญตอไปในกระเพาะอาหารของยุง หลังจากนั้น  
แกมีโตไซตเพศเมีย (macrogametocyte) จะเจริญเปนแกมมีตเพศเมีย (macrogamete)  
สวน แกมีโตไซตเพศผู (microgametocyte) จะเกิดกระบวนการ exflagellation ไดเปนแกมมีต 
เพศผู (microgamete) จํานวน 8 ตัว เม่ือแกมมีตเพศเมียเกิดการปฏิสนธิกบัแกมมีตเพศผู 
กลายเปนไซโกต (zygote) ตอมาไซโกตจะเกิดการเปล่ียนแปลงรูปรางคลายเทาเทียมเพื่อใชใน 
การเคล่ือนที่ผานกระเพาะอาหารของยุง เรียกระยะนี้วาโอโอไคนีต (ookinete) เนื่องจากปลาย 
ดานหนึ่งของโอโอไคนีตจะมี apical organelle เพื่อใชในการลุกลามผานเซลลเยื่อบกุระเพาะ
อาหาร ระยะโอโอไคนีตจะเดินทางผานสารทีพ่บในกระเพาะอาหารของยุงที่เปน chitinous 
peritrophic matrix ซึ่งทําหนาที่ปองกนักระเพาะอาหารของยุงจากการตดิเชื้อ (Huber et al, 
1991) จากนัน้โอโอไคนีตจะไปเกาะติดสวนไมโครวิลไล (microvilli) ของเซลลเยื่อบกุระเพาะ
อาหาร (Zieler and Dvorak, 2000) โปรตีนที่เกี่ยวของกับการเคล่ือนที่ผานผนังกระเพาะอาหาร
ของยุง เชน circumsporozoite protein (csp) (Trottein et al, 1995) อยางไรก็ตามโอโอไคนีตจะ
เคล่ือนที่ไปยัง basal membrane ของเซลลซึ่งบุผนังดานนอกของกระเพาะอาหารแลวเจริญเปน 
โอโอซีสต (oocyst) การเพิ่มจํานวนของโอโอซีสตจะมีหลายนิวเคลียส ในระยะนี้ apical organelle 
จะสลายตัวไปแตเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) และกอลจิแอพพาราตัส  
(golgi apparatus) จะเพิ่มจํานวนมากข้ึน ทําใหโอโอซีสตมีขนาดใหญข้ึนประมาณ 40 ถึง 50 
ไมครอน (Canning and Sinden, 1973) และเรียกระยะเชือ้ที่อยูภายในโอโอซีสตทีย่ังไมสราง 
สปอโรซอยต (sporozoite) วาสปอโรบลาส (sporoblast) การเจริญเปนระยะสปอโรซอยต  
เร่ิมตนจากการเกิดรองในสวนของ endoplasmic reticulum โดยแตละสปอโรซอยตจะมีนิวเคลียส 
(nucleus) ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) และเอพิโคพลาส (apicoplast) อยางละอัน  
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(Sinden and Strong, 1978) เม่ือโอโอซีสตเจริญเติบทีจ่ะมีสปอโรซอยตหลายพนัตัว (Rosenberg 
and Rungsiwongse, 1991) หลังจากนัน้ผนังโอโอซีสตจะแตกออกทําใหสปอโรซอยตออกสูชอง
อกของยุงแลวเดินทางไปยังตอมน้ําลายเพื่อรอเวลาในการเขาสูคนตอไป ซึ่งระยะสปอโรซอยตมี
รูปรางคลายตัวหนอนมีความยาวประมาณ 10 ถึง 15 ไมครอนและกวาง 1 ไมครอน ที่ปลายดาน
หนึ่งมี apical organelle เพื่อใชในการลุกลามเขาสูเซลลตบั ระยะเวลาตั้งแตการเจริญจากระยะ 
แกมีโตไซตจนถึงระยะปอโรซอยตใชเวลาแตกตางกัน ข้ึนอยูกับอุณหภูมิและชนิดของเชื้อมาลาเรีย 
เชน อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เชื้อ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 9 ถึง 10 วัน ใกลเคยีงกับ
เชื้อ P. vivax ใชเวลา 8 ถึง 10 วัน ในขณะที่เชื้อ P. malariae และเชื้อ P. ovale ใชเวลาประมาณ 
14 ถึง 16 วัน และ 12 ถึง 14 วัน ตามลําดับ อุณหภูมิที่สูงข้ึนจะทําใหการเจริญเร็วข้ึน  
(Sinden and Gilles, 2002) 
 

2. การเจริญของเชื้อมาลาเรียในคน (asexual reproduction) 
 วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียในคนประกอบดวยการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศ โดยแบงการ
เจริญเปน 2 ชวง คือ การเจริญในเซลลตับและการเจริญในเม็ดเลือดแดง ในชวงหนึ่งของการเจริญ
ในเม็ดเลือดแดงจะเร่ิมมีการสรางเซลลสืบพนัธุ 

2.1 การเจริญของเชื้อมาลาเรียในเซลลตับ  
เม่ือยุงที่มีเชื้อมาลาเรียกัดคน ยุงจะปลอยเชื้อที่อยูในระยะสปอโรซอยต เขาสูกระแสเลือด 

ภายในระยะเวลาประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง ระยะสปอโรซอยตเขาสูเซลลตับโดยอาศัย
กระบวนการทีซ่ับซอนและเกิดข้ึนรวดเร็วประมาณ 2 นาที เม่ือลุกลามเขาสูเซลลตบัแลวจะมีการ
สราง parasitophorous vacuole ลอมรอบเชื้อมาลาเรียซึง่ระยะนี้โครงสรางทีเ่ปน cytoskeleton 
รวมทั้ง apical organelle จะสลายตัวไปทําใหเชื้อมาลาเรียเปล่ียนรูปรางเปนทรงกลมหรือทรงรี
โดยมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 3 ถึง 5 ไมครอน เรียกระยะที่อยูในเซลลตับวา hepatic stage 
หรือ exoerythrocytic stage ระยะนี้จะมีการแบงนิวเคลียสหลายคร้ังภายในไซโตพลาสซมึ 
(cytoplasm) อันเดยีวกันทําใหเกิดระยะไชซอนต (schizont) ที่มีหลายนิวเคลียส เม่ือมีการแบง 
ไซโตพลาสซึมในแตละเซลลจะมีนิวเคลียสเดียวเรียกวาระยะเมอรโรซอยต (merozoite) สําหรับ
กระบวนการเพิ่มจํานวนเซลลโดยไมอาศัยเพศดังกลาวเรียกวา ชิโซโกนี (schizogony) ในขณะที ่
มีการเปล่ียนแปลงรูปราง โปรตนีบนผิวของมาลาเรียจะเปล่ียนไปดวยเชนกัน ระยะไชซอนตทีเ่จริญ
เต็มที่มีเสนผาศนูยกลางประมาณ 45 ถึง 60 ไมครอน ภายในไมมีองคประกอบของ malaria 
pigment หรือ hemozoin เนื่องจากระยะที่เชื้อมาลาเรียเจริญในตบัไมไดอาศัยฮีโมโกลบนิเปน
อาหาร เชื้อมาลาเรียตางชนิดกันจะมีจํานวนเมอรโรซอยตแตกตางกัน เชน เชื้อ P. falciparum  
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มีจํานวนเมอรโรซอยตทีเ่กิดจากสปอโรซอยตเพยีงตัวเดียว ประมาณ 30,000 ถึง 40,000 ตัว 
ในขณะที่สปอโรซอยตของเชื้อ P. ovale และเชื้อ P. malariae จะเจริญเปนเมอรโรซอยตประมาณ 
15,000 ตัว สวนเชื้อ P. vivax มีประมาณ 10,000 ตัว (สมชาย จงวุฒิเวศย และอุษา ทิสยากร, 
2549) นอกจากนี้ระยะเวลาที่สปอโรซอยตเจริญจนเปนเมอรโรซอยตในตบัจะแตกตางกนัไปตาม
ชนิดของเชื้อมาลาเรีย โดยเชื้อ P. falciparum ใชเวลาประมาณ 5.5 ถึง 7 วัน เชื้อ P. vivax  
ใชเวลาประมาณ 6 ถึง 8 วัน เชื้อ P. ovale ใชเวลาประมาณ 9 วัน และเชื้อ P. malariae ใชเวลา
ประมาณ 14 ถึง 16 วัน (Bray and Garnham, 1982) เม่ือเมอรโรซอยตเจริญเต็มทีจ่ะมีรูปรางเปน
ทรงกลมหรือทรงรี ที่ปลายดานหนึง่ประกอบดวย apical organelle ซึ่งภายในมีโปรตีนหลายชนิด 
ไดแก apical membrane antigen 1 (AMA-1) รวมทั้ง rhoptry และ microneme protein หลาย
ชนิด สําหรับบริเวณผิวของระยะเมอรโรซอยตนั้นจะถกูปกคลุมดวย merozoite surface protein-1 
(MSP-1) เปนสวนใหญ (Holder, 1994) โดยมีเมอรโรซอยตจํานวนมากที่สามารถเขาสู 
กระแสเลือดเพื่อลุกลามเขาสูเม็ดเลือดแดงตอไป กระบวนการเขาสูเม็ดเลือดแดงใชเวลาเพียง
ประมาณ 30 ถึง 60 นาที (Frevert, 2004) 

2.2 การเจริญของเชื้อมาลาเรียในเซลลเม็ดเลือดแดง  
 เมอรโรซอยตมีรูปรางเปนทรงรีคลายหยดน้ําตาโดยปลายดานหนึ่งจะมนและดานตรงขาม
มีปลายยื่นออกเล็กนอย เรียกวาสวน apex หรือดานหนาซึ่งเปนดานที่มี apical organelle สําหรับ 
เมอรโรซอยตของเชื้อ P. falciparum มีขนาดกวางประมาณ 1 ไมครอนและยาว 1.6 ไมครอน  
ในขณะที่เมอรโรซอยตลุกลามเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงจะมีกลไกประกอบดวยหลายข้ันตอน ไดแก 
ข้ันการเกาะติดกับเซลลเม็ดเลือดแดงโดยใชปลายดานใดดานหนึ่งของเมอรโรซอยตสัมผัสกับ 
ผิวเซลลเม็ดเลือดแดงแบบไมจําเพาะเจาะจง (nonspecific attachment) หลังจากนั้นจะเกิดการ
เกาะติดที่เหนียวแนนมากข้ึนจากการจับกันระหวางผิวเมอรโรซอยตกับเม็ดเลือดแดงอยางจําเพาะ 
(Mason et al, 1977) สําหรับการเกาะติดผิวเม็ดเลือดแดงของเมอรโรซอยตของเชื้อ P. vivax นั้น
อาศัย Duffy-binding protein ซึ่งอยูที่ผิวของระยะเมอรโรซอยตกับ Duffy antigen ซึ่งเปน 
chemokine receptor บนผิวเซลลเม็ดเลือดแดง (Gelpi and King, 1976; Miller et al, 1976) 
หลังจากนั้นเมอรโรซอยตจะเคล่ือนที่เขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงโดยมีการเคล่ือนตัวของรอยเชื่อมตอ
จากดานหนาไปดานหลังหรือดานตรงขามกับ apical organelle จนในที่สุดจะมีการเชื่อมปด 
(sealing) ของเยื่อหุมเซลลเม็ดเลือดแดงพรอมกับการเกิดเยื่อหุมแวคคิวโอล  
(vacuole membrane) ลอมรอบเมอรโรซอยต (Aikawa, 1978) ภายหลังจากเมอรโรซอยตเขาสู
เซลลเม็ดเลือดแดงแลวจะมีการเจริญตอไปเปนระยะโทรโฟซอยต (trophozoite) โดยมีการ
สลายตัวของ apical organelle และ cytoskeleton ทําให โทรโฟซอยต ระยะแรกมีรูปรางเปนทรง
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กลมหรือทรงรีคลายวงแหวน โดยไซโตพลาสซึมติดสีน้ําเงนิและนิวเคลียสหรือโครมาติน 
(chromatin) ติดสีมวง เม่ือนํามายอมดวยสียิมซา (Giemsa) สวนกลางมีลักษณะเปนวงไมตดิสี 
เรียกวา ระยะวงแหวน (ring stage) หรือโทรโฟซอยตระยะเร่ิมแรก (young trophozoite) ตอไป
ระยะวงแหวนจะเปล่ียนไปเปนระยะโทรโฟซอยตทีก่ําลังเจริญเติบโต (growing trophozoite) โดย
มีไซโตพลาสซึมแผขยายออกอยางไมเปนระเบียบและมีลักษณะเปนเทาเทยีม (pseudopod) 
ระยะนี้เชื้อจะมีการเจริญเติบโตรวดเร็วโดยอาศัยฮีโมโกลบนิจากเม็ดเลือดแดงเปนอาหาร ระยะนีมี้
นิวเคลียสเดียวเม่ือเจริญตอไปจะมีการแบงนิวเคลียสหลายคร้ังภายในไซโตพลาสซึมเดิม ทําใหเกิด
ระยะไชซอนต เรียกกระบวนการนี้วา ชิโซโกนี (schizogony) เม่ือไชซอนตเจริญเต็มที่จะมีการแบง
ไซโตพลาสซึมทําใหแตละเซลลมีนิวเคลียสเดยีวเรียกระยะดังกลาววาไชซอนตระยะตัวเต็มวัย 
(mature schizont) โดยเรียกแตละเซลลภายในวาเมอรโรซอยต ในชวงนี้ malaria pigment จะถูก
กําจัดออกนอกเซลลของเชื้อมาลาเรีย จํานวนเมอรโรซอยตที่เกดิข้ึนจะแตกตางกันตามชนิดของ
เชื้อมาลาเรีย โดยเชื้อ P. falciparum จะมีจํานวนเมอรโรซอยตตั้งแต 8 ถึง 26 ตัว สวนเชื้อ  
P. vivax มีจํานวน 12 ถึง 24 ตัว สวนเชื้อ P. ovale และเชือ้ P. malariae มีจํานวน 6 ถึง 12 ตัว 
(Sinden and Gilles, 2002)  

เม่ือเมอรโรซอยตออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงจํานวนมากทาํใหเกิดอาการจับไข 
เมอรโรซอยตจะเปนอิสระในกระแสเลือดชั่วคราวและพรอมเขาสูเซลลเม็ดเลือดแดงใหมตอไป 
จะมีการเจริญเปนระยะตางๆ ดังกลาวซ้ําตอไปเปนวัฏจักร เรียกระยะที่มีการเจริญและเพิ่มจํานวน
โดยไมอาศัยเพศภายในเซลลเม็ดเลือดแดงวา asexual erythrocytic cycle เม่ือเกิดข้ึนหลายรอบ
แลวเมอรโรซอยตบางสวนจะมีการเจริญตอไปเปนระยะแกมีโตไซตซึ่งเกดิข้ึนเม่ืออยูในมาม  
ไขกระดูก และอวัยวะภายในอ่ืนๆ (Sinden, 1983) 
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ภาพที่ 3 แสดงวงชีวิตของเชื้อมาลาเรียในยุงกนปลองและในคน (Bousema and Drakeley., 
2011) 
 
พาหะนําเช้ือมาลาเรีย 
 

ยุงพาหะที่สําคญัของเชื้อมาลาเรีย คือ ยุงกนปลองเพศเมีย จัดอยูใน genus Anopheles 
เปนพาหะนําเชื้อมาลาเรียสูคน การสืบพนัธุแบบอาศยัเพศของเชื้อมาลาเรียจะเกิดข้ึนในกระเพาะ
อาหารของยุง หลังจากที่เชื้อมาลาเรียเจริญเปนระยะตางๆ จนเปนระยะสปอโรซอยตเรียบรอยแลว 
สปอโรซอยตจะเดินทางผานชองอกและเขาสูตอมน้ําลายของยุง เพื่อแพรเชื้อมาลาเรียสูโฮสตอ่ืนๆ 
ตอไป จากการศึกษาในปจจุบันพบวายุงกนปลองมีประมาณ 500 ชนิด และมี 72 ชนิด ที่ตรวจพบ
ระยะสปอโรซอยต (Collins and Paskewitz, 1995) และนํามาสูการเปนพาหะนําโรคมาลาเรียได 
โดยปจจัยทีมี่อิทธิพลตอการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียในธรรมชาติ ไดแก การแพรกระจาย 
ชนิดของยุง นิสัยการกัด อายุขัยของยุง และความหนาแนนของยุงในแตละฤดกูาล สามารถ 
จําแนกไดดังนี ้
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1. ยุงกนปลองที่เปนพาหะหลัก (primary vector) ในการนําเชื้อมาลาเรีย และไดรับการ
พิสูจนแลววามีความพรอมตอการรับเชื้อมาลาเรียสูง โดยสามารถตรวจพบระยะสปอโรซอยตใน
ตอมน้ําลายยุงในประเทศไทยพบได 3 ชนดิ คือ  

1.1 Anopheles minimus เปนยงุที่พบไดมากบริเวณชายปาเชิงเขา ชอบเพาะพนัธุ
ตาม ลําธารที่มีน้ําใส ไหลชา มีแสงแดดสองถึง อาจพบตามน้ําพุ ซึ่งพบมากในชวงปลายฤดูฝน 
ออกหากินในชวงเวลา 18.00 น. ถึง 22.00 น. (Somboon et al., 2001) 

1.2 Anopheles dirus พบไดทั่วไปในพื้นที่ปาเขา สวนยางและสวนผลไม ชอบ
เพาะพันธุในแองน้ําขังในบริเวณที่มีรมเงา ลักษณะน้ําใสและมีใบไมทับถม ออกหากินในชวงเวลา 
18.00 น. ถึง 04.00 น.  

1.3 Anopheles maculatus เปนยงุพาหะทีพ่บไดทั่วโลก แตพบมากในพื้นที่ภาคใต
สามารถเพาะพันธุไดในแองน้ําขัง น้ําไหล ที่มีลักษณะใสและสะอาด พบในปาทึบและปาโปรง  
ลําธารมีตนไมปกคลุมริมฝงมีแสงแดดสองถึง ออกหากนิตัง้แตเวลา 18.00 น. ถึง 21.00 น. 

2. ยุงกนปลองที่เปนพาหะรอง (secondary vector) คือยุงทีส่งสัยวาเปนพาหะนําเชื้อ
มาลาเรีย มีความพรอมตอการรับเชื้อปานกลาง แตมีบทบาทในการแพรเชื้อนอยกวายุงพาหะหลัก
ในประเทศไทยมี 3 ชนิด ไดแก 

2.1 Anopheles sundaicus อยูบริเวณชายทะเล ชอบวางไขในแองหินทีมี่น้ํากรอย
ตามริมทะเล เกาะแกงตางๆ 

2.2 Anopheles aconitus เปนยุงที่อาศัยอยูบริเวณนาขาว 
2.3 Anopheles pseudowillmori พบตามบริเวณปาเขาตอนเหนือของประเทศ 

ลักษณะนิสัยของยุงคลาย Anopheles minimus 
 
อาการและลกัษณะแสดงทางคลินิก 
 

ภายหลังที่ยุงกนปลองเพศเมียกดัคน เชื้อมาลาเรียระยะสปอโรซอยตที่อยูภายใน 
ตอมน้ําลายจะถกูปลอยออกมาเขาสูกระแสเลือดในคน จากนั้นเชื้อมาลาเรียจะเจริญเตบิโตใน
เซลลตบัซึ่งเปนระยะที่ผูที่ติดเชื้อยังไมปรากฏอาการของโรค สวนใหญมีอาการคลายไขหวัด คือ  
มีไขต่ํา ปวดศีรษะ ปวดตามตัวและกลามเนื้อ อาจมีอาการคล่ืนไส เบื่ออาหาร โดยจะเปนเพยีง
ระยะส้ัน เปนวันหรือหลายวัน ข้ึนอยูกับระยะเวลาการฟกตัวของเชื้อ ชนดิของเชื้อ และจํานวนของ 
สปอโรซอยต ที่ผูปวยไดรับเขาไป ภาวะภูมิคุมกันตอเชื้อมาลาเรียของผูปวย ภาวะที่ผูปวยไดรับยา
ปองกันมาลาเรียมากอน หรือไดรับยารักษามาลาเรียมาบางแลว เปนตน เม่ือระยะเมอโรซอยต 
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มีการเพิ่มจํานวนอยางมากในเซลลตับออกมาสูกระแสเลือดและลุกลามเขาเซลลเม็ดเลือดแดง 
ตลอดจนมีการเพิ่มจํานวนแบบไมอาศัยเพศภายในเซลลเม็ดเลือดแดงในปริมาณมากจนถึงระดบั
หนึ่งจะทําใหผูที่ตดิเชื้อเร่ิมมีอาการของโรค คือ มีไขหนาวส่ัน มักแสดงออกเปนชวงระยะคอนขาง
สมํ่าเสมอ ประกอบดวย 3 ระยะ คือ 

1. ระยะหนาวส่ัน (cold stage) ผูปวยมีอุณหภูมิรางกายลดลง มีอาการหนาวส่ันนาน
ประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง 

2. ระยะไขตัวรอน (hot stage) ผูปวยมีไขสูง เปนเวลาประมาณ 1-4 ชั่วโมง 
3. ระยะเหงื่อออก (sweating stage) เปนชวงที่ผูปวยไมมีอาการไข มีเหงื่อออก และ 

มีอาการออนเพลียในระยะนี ้
ดังนั้นเม่ือครบรอบการเจริญเตบิโตแบบไมอาศัยเพศในเม็ดเลือดแดงจะทําใหมีอาการ 

ไขหนาวส่ัน โดยเชื้อ P. falciparum จะทําใหเกิดอาการไขทุกๆ 36 ถึง 48 ชั่วโมง เชื้อ P. vivax และ
เชื้อ P. ovale ทําใหเกิดอาการไขทุก ๆ 48 ชั่วโมงหรือมีไขวันเวนวัน สวนเชื้อ P. malariae  
ทําใหเกิดอาการไขทุกๆ 72 ชั่วโมงหรือมีไขวันเวนสองวัน แมวาเชื้อมาลาเรียทั้ง 4 ชนิด ทําใหเกิด
อาการไขหนาวส่ันคลายกนั แตเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ทําใหเกิดพยาธิสภาพและ
ภาวะแทรกซอนที่พบไดแก ภาวะมาลาเรียข้ึนสมอง (cerebral malaria) ภาวะไตวายเฉียบพลัน 
(acute renal failure) ภาวะดีซาน (jaundice) ภาวะน้ําตาลในกระแสเลือดต่ํากวาปกติ 
(hypoglycemia) และภาวะน้ําทวมปอดที่ไมไดเกิดจากหัวใจวาย (noncardiac pulmonary 
edema) เปนตน  

หลังจากที่อาการไขมาลาเรียหายไปแลว แตเชื้อมาลาเรียยังอยูในรางกายโดยอาจมีระดับ
ที่ต่ําเกนิกวาทีจ่ะตรวจพบได ซึ่งเชื้ออาจหลบซอนอยูในเซลลตับจะทําใหมีโอกาสทีจ่ะกลับมาเปน
ไขไดอีกแมไมไดรับเชื้อมาลาเรียใหม การเกิดอาการไขกลับมีสาเหตจุากเชื้อมาลาเรียมีระยะพกัตัว
ในตับหรือระยะฮปิโนซอยต (hypnozoite) และเชื้อสามารถออกสูกระแสเลือดไดอีกคร้ัง อาการ 
ไขกลับชนิดนี้สามารถพบไดในเชื้อ P. vivax และเชื้อ P. ovale (Warrell et al, 1990; Marsh et al, 
1996) 
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การปองกันโรค 
 

ประเทศไทยประสบปญหาเชื้อดื้อตอยาในหลายพื้นที่ จึงแนะนําใหหลีกเล่ียงการใชยา
ปองกัน โดยใชมาตรการปองกันตนเองจากการถูกยุงกัดซึง่ทําไดหลายวิธี ไดแก การใชมุงลวด  
การนอนในมุง สวมเส้ือผาใหมิดชดิและมีความหนาพอสมควร การใชยาจุดกนัยุง หรือยาทากันยุง 
ปจจบุันไดมีการพัฒนายาทากนัยุงใหมีหลายรูปแบบทั้งชนิดน้ํา ครีม โลชัน่ สบู กระดาษหอมหรือ
แปงทาตัว 

ปจจยัภายนอกทีมี่ผลตอการวางแผนควบคุมโรค โดยปญหาที่เปนอุปสรรค ไดแก การทียุ่ง
เปล่ียนชีวนิสัย กัดคนนอกบานมากข้ึนทําใหการวางแผนควบคุมดวยสารเคมีทําไดยาก หรือการที่
ความรวมมือของประชาชนลดลงตามสถานการณโรคที่ลดนอยลง โดยเฉพาะตอกจิกรรมควบคุม
ยุงพาหะ เชน การพนสารเคมี การชุบมุง หรือการที่ประชาชนมีพฤติกรรมเส่ียงตอโรคตามวิถีอาชพี
ที่เปล่ียนไปเชน ปลูกไรกาแฟ การอพยพเคล่ือนยายของแรงงานตางดาวในบางฤดกูาล ส่ิงเหลานี้
เปนปจจัยที่สงผลตอความสําเร็จในการควบคุมโรคในแตละพื้นที่แตที่สําคัญตองอาศัยความ
รวมมือจากทุกภาคสวน  
 
ยาตานเช้ือมาลาเรียในกระแสเลือด 

 
ระยะเวลาของแกมีโตไซตที่อยูในกระแสเลือดจะลดลงหลังจากไดรับยาตานมาลาเรียที่ใช

กันทั่วไป จากการศึกษาของ Baird ซึ่งมีผลตอแกมีโตไซตระยะเร่ิมแรกและแกมีโตไซตระยะ 
ตัวเต็มวัยของเชื้อ P. vivax (Baird, 2009; Nacher et al., 2004) พบวาแกมีโตไซตจะถูกทําลาย
ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และถูกกําจัดออกจากผูปวยสวนใหญภายใน 4 วันหลังจากการให 
ยาตานมาลาเรีย (Pukrittayakamee et al., 2008) บางการศึกษาสามารถอธิบายวาบุคคลที ่
ติดเชื้อเม่ือไดรับการรักษาดวยยาดังตอไปนี้แลวมีจํานวนเชื้อลดลงภายในไมกีช่ั่วโมงหลังจากการ
รักษา ไดแก การรักษาดวยยาคลอโรควิน (chloroquine, CQ) เพยีงอยางเดียว หรือการรักษาดวย
ยาคลอโรควีนใชรวมกับยาไพรมาควีน (primaquine, PQ) สามารถปองกันการติดเชื้อไดอยาง
สมบูรณหลังจากการรักษาประมาณ 2 วัน (Klein et al., 1992) และการรักษาดวยยาอารทีซเูนต 
(Artemisinin combination therapies,  ACT) ในพื้นทีท่ี่มีการแพรกระจายของเชื้อ P. vivax และ
เชื้อ P. falciparum (Douglas et al., 2010) ซึ่งคลายกับกรณีของเชื้อ P. falciparum จากการใช
ยาคลอโรควีนรวมกับยาอารทซีูเนตจะชวยลดระยะเวลาของแกมีโตไซตไดเร็วกวาเม่ือเทยีบการ
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รักษาดวยยาคลอโรควินเพียงอยางเดยีว (Batty et al., 1998) ถึงแมวายาไพรมาควินอาจไมมีผล
ในประสิทธิภาพพิเศษกบัแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax แตยาไพรมาควิน ยังมีบทบาทสําคญัใน 
การควบคุมโรคมาลาเรียเชื้อ P. vivax เพราะสามารถทําลายระยะฮิปโนซอยตในเซลลตับได 
นอกจากนี้ยังลดระยะเวลาในการทําลายแกมีโตไซต โดยยาคลอโรควีนใหผลกบัเชื้อมาลาเรีย 
ระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ในกรณีทีย่าใหผลการรักษาชา และเชื้อมาลาเรียระยะสืบพนัธุ 
แบบไมอาศัยเพศถูกยาปฏิชีวนะทําลายไมสมบูรณ อาจสงผลใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อใน
ระยะแกมีโตไซตได สําหรับการรักษาดวยยาซัลฟาดอกซิน (sulphadoxine-pyrimethamine, SP) 
ในเชื้อ P. vivax สามารถตานเชื้อในระยะแกมีโตไซตไดในระดับสูง ทําใหการใชยาปฏิชีวนะไดผล
มากข้ึน (Leslie et al., 2007) หลังการรักษาอาจใชเปนขอสังเกตในการเกิดกลับมาเปนซ้ําของเชื้อ
มาลาเรียระยะสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศในภายหลัง (Pukrittayakamee et al., 2008) 
 
พันธุกรรมของเช้ือมาลาเรีย 
 
 องคความรูเกี่ยวกบัตนกําเนิดของเชื้อมาลาเรียชวยใหทราบถึงความเปนไปไดหรือ
อุปสรรคที่อาจเกิดข้ึนจากมาตรการควบคุมโรคมาลาเรียทีมี่ความเกี่ยวของกบัพันธกุรรมของเชื้อ
มาลาเรียตั้งแตตนกําเนิดจนถงึปจจุบนัมีระยะเวลายาวนาน ทําใหเกดิการแทนที่ของนิวคลีโอไทด
จากการผาเหลาเพิ่มสูงข้ึน ความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรของเชื้อมาลาเรียที่เพิ่มข้ึน 
อาจสงผลตอการออกแบบวัคซนีและการควบคุมโรค เชน การดื้อยา เนื่องจากตําแหนงการแทนที่
ของ codon ในจีโนมของเชื้อมาลาเรียมีมากข้ึน ซึ่งจากการวิเคราะห mitochondrial DNA 
(mtDNA) ของเชื้อ P. falciparum พบวามีตนกําเนิดจากทวีปแอฟริกา (Joy et al, 2003; Hedges 
, 2000) และมีการแพรกระจายไปตามภูมิภาคตางๆ ของโลก ขณะเดยีวกันเม่ือทําการวิเคราะห 
mtDNA ของเชื้อ P. vivax พบวาตนกําเนดิอยูในบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใต (Jongwutiwes  
et al, 2005) โดยวิเคราะหจากขอมูลดเีอ็นเอ เพื่อหาตนกําเนิดของเชื้อมาลาเรียทั้งสองชนิดซึ่งมี
ที่มาแตกตางกนั ดังนัน้การออกแบบวัคซีนหรือยารักษาโรคมาเรียใหมีประสิทธิภาพนั้นตอง 
ประสบปญหากับความซับซอนจากการผาเหลาจํานวนมากในจีโนมของเชื้อมาลาเรีย 
 สําหรับสายใยพันธุกรรม (phylogeny) ของเชื้อมาลาเรียอาจหาความสัมพันธจากขอมูล
ทางชีววิทยาของเชื้อมาลาเรียชนิดตางๆ เชน ระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum มีรูปราง
คลายพระจนัทรเส้ียวหรือกลวยหอมซึ่งคลายคลึงกบัเชื้อ P. reichenowi ในขณะที่แกมีโตไซตของ
เชื้อ P. vivax, P. ovale และ P. malariae มีรูปรางเปนทรงกลมหรือทรงรี (ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 4 แสดงลักษณะรูปรางแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum (a), P. malariae (b),  
P. vivax (c), P. ovale (d) ตามลําดับ (www.gotoknow.org/blogs/posts/190755) 
 

ดังนั้นเม่ือพิจารณาจากสัณฐานของแกมีโตไซตเพยีงอยางเดียวเชื้อ P. falciparum จึงมี
ความใกลชดิทางสายพนัธุกรรมกบัเชื้อ P. reichenowi มากกวาเชื้อ P. vivax  (Coatney et al, 
2003) อยางไรก็ตามการใชคุณลักษณะการเจริญของเชื้อมาลาเรียไมสามารถจัดกลุมความ
เชื่อมโยงของสายวิวัฒนาการระหวางชนิดของเชื้อมาลาเรียไดทั้งหมด ดังนั้นจึงตองใชขอมูลทาง
พันธุกรรมเพื่อแกขอจํากัดดงักลาว เชน จากการวิเคราะหลําดับเบสในยนี cytochrome b พบวา
เชื้อมาลาเรียสวนใหญจัดอยูในสายใยพันธกุรรมที่แยกเปนหลายกลุม (polyphyletic group) โดย
เชื้อ P. vivax มีความใกลชิดกับเชื้อ P. simium, P. simiovale, P. fieldi, P. inui, P. knowlesi,  
P. hylobati, P. cynomolgi และ P. gonderi ซึ่งเปนเชื้อมาลาเรียที่พบในลิง จัดอยูในสาย
พันธุกรรมในกลุมเดียวกัน (monophyletic group) ทั้งนี้เชือ้มาลาเรียในกลุมดังกลาวมีความ
ใกลชดิกับเชื้อ P. malariae และ P. ovale มากกวากลุมเชื้อ P. falciparum และเชื้อ  
P. reichenowi (Escalante et al, 1998) 
 
ระบบภูมิคุมกันและวัคซีนปองกันการแพรกระจายของเช้ือ P. vivax  
 

การตอบสนองของระบบภูมิคุมกนัที่ปองกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียสามารถ
ปรากฏในชวงเวลาส้ันๆ แตในคนที่ยงัไมเคยเปนโรคมาลาเรียจะปรากฏเปนเวลาหลายเดือน  
โดยอาจมีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันในระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของผูที่มีการติด 
เชื้อคร้ังแรก ชี้ใหเห็นวาระบบภูมิคุมกันทีป่องกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียข้ึนอยูกับ 
ภูมิตานทานคร้ังลาสุดของการสัมผัสกับแอนตเิจน การทํางานตอการตอบสนองของการระบบ
ภูมิคุมกันที่ปองกันการแพรกระจายมีความสัมพันธกบัแอนติบอดีไตเตอร (antibody titer)  
จากการตรวจสอบโดยวิธ ีindirect immunofluorescence assay แตอาจข้ึนอยูกับการติดเชื้อที ่

(a) (b) (c) (d) 
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อยูภายในของแกมีโตไซต (Gamage-Mendis et al., 1992) 
 การติดเชื้อ P. vivax ตามธรรมชาติ ไดสงผลกระทบตอระบบภูมิคุมกันที่ปองกนัการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย จึงมีการศกึษาเพื่อการพัฒนาวัคซีน Transmission blocking 
vaccine (MTBV) เพื่อยับยั้งการแพรกระจายของเชื้อ P. vivax โดยใชแอนติเจนที่อยูบนผิวของ 
โอโอไคนีตเปนเปาหมาย  ไดแก Pvs25 และ Pvs28 (ภาพที่ 5) ซึ่งโปรตนีทั้งสองชนิดมีลักษณะ 
ที่คลายคลึงกันคอนขางสูงในสายพันธุทั่วโลก (Tsuboi et al.,1998) ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงระบบ
ภูมิคุมกันของมนุษยที่ตอบสนองตอแอนติเจนในยุง อยางไรก็ตามความหลากหลายใน Pvs25 
และ Pvs28 ของเชื้อ P. vivax สูงกวาในเชื้อ P. falciparum โดยโครงสรางโครโมโซมของยนี 
ทั้งสองมีลักษณะเปนคูกนั (homologs) โดยเฉพาะ Pvs28 (Tsuboi et al., 2003)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 แสดงโปรตีนของระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของเชื้อ P. vivax ในยุงพาหะ 
 (Tsuboi et al., 2002) 

 
จากผลการวิจยัป ค.ศ. 2010 ชี้ใหเห็นถึงการเปล่ียนแปลงอยางรวดเร็วทางพันธุกรรม 

ใน Pvs25 และ Pvs28 ของสายพันธุในประเทศเกาหลีใต (Han et al., 2010) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาโดยการใช recombinant ของแอนติเจนทั้งสองเปนวัคซนีทดลองในหนูและลิง  
พบวาสามารถเหนี่ยวนําแอนตบิอดีในการปองกนัข้ันตอนการเจริญของเชื้อมาลาเรียได และ
แอนติบอดีที่เกิดโดยฉีดวัคซนีหนูและกระตายที่มี recombinant Pvs25 หรือ Pvs28  
การพัฒนาของโอโอซีสตจะลดลงอยางมีนัยสําคญัของการติดเชื้อ P. vivax ในธรรมชาติของ 
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สายพันธุในประเทศไทย (Miyata et al., 2010) ที่ระดับการทดสอบกอนการรักษาอาสาสมัครที่มี 
Pvs25 จะไดรับวัคซีน  MTBV และการทดสอบการรักษาในระยะที่ 1 (phase I) เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของตัวเสริมสรางใหวัคซนีมีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกัน (adjuvants) 
(Lobo et al., 1999) จากการทดลองระยะที ่1 ในมนุษย โดยใช alum ซึ่งเปนตัวเสริมสรางใหวัคซีน
มีประสิทธิภาพในการกระตุนระบบภูมิคุมกนั (adjuvant) พบวาวัคซีนไดรับการยอมรับอยางดี และ
สามารถเหนีย่วนําใหเกิดแอนติบอดทีี่ดี โดยการทํางานของแอนติบอดีข้ึนอยูกบัความเขมขนของ
สารที่ใชเปน adjuvant โดยทั่วไปในอาสาสมัครซึ่งฉีดวัคซนีต่ํา ซีร่ัมมีความเขมขนของแอนติบอดี
สูงที่สุด ซึ่งสามารถปองกันการติดเชื้อในยุงไดรอยละ 20 ถึง 30 (Malkin et al., 2005) adjuvant  
ที่ใชกันมากในการศึกษา Pvs25 คือ Montanide ISA 51 (Wu et al., 2008) ซึ่งเปนทางเลือก
สําหรับการพัฒนาวัคซีน Pvs25 หรือ Pvs28 ที่ไดรับการพัฒนาวัคซีน (Kongkasuriyachai et al., 
2004) 
 
ชีววิทยาของแกมีโตไซต 
 

1. ชีววิทยาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
แกมีโตไซตเพศผูและเพศเมียของเชื้อ P. vivax มีรูปรางกลมหรือรูปไข มีขนาดเกือบเต็ม

เซลลเม็ดเลือดแดงของคน (Sinden and Gilles, 2002) การผลิตแกมีโตไซตเร่ิมตนจากระยะ 
เมอรโรซอยตของเชื้อ P. vivax และสามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดภายใน 3 วันหลังจากการตรวจ
พบเชื้อมาลาเรียคร้ังแรก (Boyd and Kitchen, 1937; Boyd et al., 1935; McKenzie et al., 
2007) การศึกษาของนกัวิจัยทีผ่านมาเกี่ยวกบัการรักษาโรคมาลาเรียแสดงใหเห็นวาการปรากฏตัว 
คร้ังแรกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ที่บริเวณระบบประสาทสวนกลางทีเ่กีย่วของกับ 
ไขสันหลัง (neurosyphilis) อาจพบการผลิตแกมีโตไซตอยางตอเนื่องในชวงเดือนแรกของการ 
ติดเชื้อ (McKenzie et al., 2002) และไมมีเซลลที่ยึดเกาะ (cytoadherence) ของ 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ P. vivax หรือแกมีโตไซตและการพัฒนาของเชื้อมาลาเรียทกุระยะ
สามารถตรวจพบในกระแสเลือด แมวาเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ P. vivax จะมีขนาดเพิ่มข้ึนแต
เซลลเม็ดเลือดแดงยังคงมีความยืดหยุนอยู การเพิ่มความยืดหยุนนีจ้ะชวยลดระยะเวลาจากการ
อาศัยอยูในมามนอยลง เม่ือยุงดูดเลือดคนที่มีระยะแกมีโตไซตเขาไป แกมมีตจะออกจาก 
เซลลเม็ดเลือดแดงและเกิดภาวการณกระตุนซึ่งมีการเปรียบเทยีบและยนืยันแลววาใกลเคยีงกบั
เชื้อ P. falciparum (Ihalamulla and Mendis, 1987) นอกจากนี้ยังมีหลักฐานการเปล่ียนแปลงใน
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ระดับโปรตีนที่เกดิข้ึนในระหวางกระบวนการตางๆ (Westenberger et al., 2010) เม่ือไดรับ 
Sporogony จะเกิดการพัฒนาในอุณหภูมิและระยะเวลาทีเ่หมาะสมของเชื้อ P. falciparum คือ  
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ชวงระยะเวลา 8 ถึง 10 วัน และเชื้อ P. vivax ที่อุณหภูมิ  
20 องศาเซลเซยีส ชวงระยะเวลา 16 วัน แตเชื้อ P. vivax ยังมีขอจํากัดของการพัฒนาที ่
อุณหภูมิ 14.5 องศาเซลเซียส เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อ P. falciparum ที่อุณหภูมิ  
16 องศาเซลเซยีส (Guerra et al., 2006)  
 

2. ชีววิทยาแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum จะแตกตางจากระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

จากการวิเคราะหการแสดงออกของยนีตางๆ สามารถจําแนกได 250-300 ยีน ที่มีความจําเพาะ 
ในระดับ mRNA ในระหวางการพัฒนาแกมีโตไซต (Silvestrini et al., 2005; Young et al., 2005) 
และโปรตีนในแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum มีมากกวา 900 ชนิด แตสามารถตรวจสอบได 
เพียง 315 ชนิด (Lasonder et al., 2002) นอกจากนี ้Khan ทําการศึกษาโปรตีนที่จําเพาะใน 
ระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศในเชื้อ P. berghei โดยใชหนูทดลองชี้ใหเห็นวาโปรตีนเหลานี ้
จะแสดงออกทั้งในแกมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย (Khan et al., 2005) ผลการวิจัยนี้สะทอนใหเหน็
ถึงลักษณะและบทบาททัง้แกมีโตไซตเพศผูและเพศเมีย การพัฒนารูปรางของแกมีโตไซตสามารถ
แบงออกเปน 5 ระยะ (ภาพที ่5) (Hawking et a., 1971) ระหวางที่แกมีโตไซตเจริญเติบโตและ
คอยๆ ยืดยาวออกจนครอบคลุมพื้นที่สวนใหญของเซลลเม็ดเลือดแดง (Baker, 2010) ซึ่งลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของแกมีโตไซตสามารถปรากฏใน subpellicular microtubule-based 
cytoskeleton และพื้นที่โดยรอบของผนังเนื้อเยื่อสองชั้น มีลักษณะคลายพระจนัทรเส้ียว 
(Meszoely et al., 1987; Talman et al., 2004) ซึ่งลักษณะความแตกตางระหวางแกมีโตไซต 
เพศผูและเพศเมียจะชัดเจนมากที่สุดในระยะที่ 4 เปนตนไป เม่ือแกมีโตไซตมีลักษณะรูปรางยาว
ปลายแหลม แกมีโตไซตเพศเมียมีลักษณะนิวเคลียสขนาดคอนขางเล็ก นิวคลีโอลัสและเม็ดสีเขม 
สวนแกมีโตไซตเพศผูจะมีนิวเคลียสขนาดใหญและกระจัดกระจาย เม่ือนําฟลมเลือดมายอมดวย
สียิมซา นิวเคลียสติดสีชมพขูณะทีแ่กมีโตไซตเพศเมียติดสีมวง ซึ่งระยะวงแหวนและแกมีโตไซต
ระยะที่ 5 จะมีความสัมพนัธกัน คือ สามารถตรวจพบทั้งสองระยะไดพรอมกันในเลือดของคน 
(Schneider et al., 2004) การพัฒนาของแกมีโตไซตพบไดในไขกระดกูและมาม (Smalley et al., 
1981; Thompson and Robertson, 1935) และยังสามารถหมุนเวียนอยูในกระแสเลือดของโฮสต
ได  
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ชวงชีวิตของแกมีโตไซต 
 

ระยะเวลาที่แกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum ไหลเวียนอยูในกระแสเลือดสามารถ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนประมาณ 3.4 ถึง 6.4 วัน (Eichner, 2001) ระยะเวลาที่แทจริง
ของแกมีโตไซตจะข้ึนอยูกับยีนที่ผลิตแกมีโตไซตจากระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ และผูที ่
ติดเชื้อแตรับการรักษาชาอาจทําใหระยะสืบพันธุแบบอาศยัเพศอยูไดนานหลายเดือน (Nassir  
et al., 2005) จากการวิจยัของ Miller พบวาการผลิตแกมีโตไซตจะเกิดข้ึนอยางตอเนื่องเปนเวลา
หลายเดือนในการติดเชื้อตามธรรมชาติ (Miller, 1958) และการผลิตแกมีโตไซตจะเกิดข้ึนจากการ
ติดเชื้อในระยะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ หลังจากนัน้จะถูกปลอยเขาสูกระแสเลือดและอยูได
นานสูงสุดประมาณ 22.2 วัน โดยเฉล่ีย 6.4 วัน (Eichner, 2001) ปจจบุันมีการนําเทคนิคทาง
โมเลกุลมาใชในการตรวจหาระยะเวลาที่แกมีโตไซตอยูในกระแสเลือด พบวาสามารถอยูใหนาน
หลังจากการใหยาไปแลวเกนิกวา 1 เดือน และยังไมพบหลักฐานแสดงถึงอัตราการอยูรอดหรือ
อัตราการตายของแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum (van et al., 2003) แตในป ค.ศ. 2003  
Reece ไดทําการทดลองในเชื้อ P. chabaudi พบวาแกมีโตไซตเพศเมียอาจตายไปจาก 
กระแสเลือดในอัตราที่สูงกวาแกมีโตไซตเพศผู (Reece et al., 2003) 
 
ระบาดวิทยาของแกมีโตไซต 
 

ระบาดวิทยาและการควบคุมโรคมาลาเรียในเชื้อ P. vivax ซึ่งปรากฏระยะฮิปโนซอยต 
(hypnozoites) มีอิทธิพลอยางมาก เนื่องจากระยะนีส้ามารถอยูไดนานเปนสัปดาห เดือน หรือป 
หลังจากการติดเชื้อ ผูที่มีเชื้อสามารถเกิดโรคมาลาเรียชนดินีซ้้ํา (relapses) ไดตามฤดูกาล 
(Hulden and Heliovaara, 2008; Mueller et al., 2009) การเกิดเชื้อมาลาเรียและแกมีโตไซต
ข้ึนกับอัตราความหนาแนนของเชื้อ (parasitemia) ตามฤดูกาล จากการสังเกตแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax จะพบไดมากกวาเชื้อ P. falciparum (Karl et al., 2009) และมีการตรวจพบโดยการ
ใชกลองจุลทรรศนเปนสวนใหญของการติดเชื้อทั้งหมด (McKenzie et al., 2006) ที่ความหนาแนน
นอยกวารอยละ 10 ของเชื้อมาลาเรีย (Huh et al., 2011) อยางไรก็ตามความทนทานของ 
แกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax จะส้ันกวาในเชื้อ P. falciparum ในกรณทีี่ไมไดรับการรักษา 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จะอยูในกระแสเลือดไดนาน 3 วัน เนื่องจากอัตราการผลิตแกมีโตไซต
สูงโดยเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศจะมีชวงชีวิตที่ส้ันกวาแกมีโตไซต  
ระบาดวิทยาของแกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax มีความใกลชดิกับเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพนัธุ 



25 
 
แบบไมอาศัยเพศ ในการรักษาเชื้อมาลาเรียบางคร้ังพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax มี 
ความหนาแนนสูงกวาเชื้อมาลาเรียระยะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (McKenzie et al., 2006) 
ระดับฮีโมโกลบิลต่ํากวาจํานวนเกล็ดเลือด และกรณีที่ไมมีไข เชื้อ P. vivax จะมีลักษณะคลายกัน
กับเชื้อ P. falciparum การใหการรักษาจะพบมากที่สุดหลังจากฤดูฝน แตแกมีโตไซตจะพบบอย
ที่สุดในชวงฤดูแลงไดมีการตั้งสมมตฐิานวาการแพรกระจายของระยะนีจ้ะเพิ่มข้ึนเม่ือจํานวน
เวกเตอรนอยลงซึ่งอยูภายใตอิทธิพลของฤดูกาลหรือลักษณะทางภูมิคุมกนั (Nacher et al., 2004) 

การติดเชื้อมาลาเรียตามธรรมชาติในผูปวยที่มีระยะแกมีโตไซต โดยใชวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตต่ํา (Barnes et al., 2008; Bousema 
et al., 2006) และการติดเชื้อที่มีความหนาแนนนอยอาจจะตรวจไมพบแกมีโตไซต อยางไรก็ตาม
ความหนาแนนของแกมีโตไซตยงัมีความสัมพันธกับระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ สังเกตได
จากผูปวยโรคมาลาเรียพบวาแกมีโตไซต 1 ตัวตอระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 156 ตัว 
(Eichner, 2001) และการหลบหลีกของระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศที่มีเชื้อในระดับต่ํา  
จะสงผลตอการเหนีย่วนําหรือผลกระทบของการตอบสนองภูมิคุมกันตอแกมีโตไซตและแกมมีต 
(Piper et al., 1999) ในการศึกษาที่ผานมาพบวาการตอบสนองของภูมิคุมกันของคนมีผลตอ 
อายุของแกมีโตไซต ถือเปนขอจํากัดในการลดการกระตุนภูมิคุมกันของการตอบสนองในการ
เปล่ียนแปลงในแกมีโตไซต (antigametocyte) ข้ึนอยูกับความแตกตางระหวางกลุมอายุ รูปแบบ
ของการแพรกระจาย ฤดูกาล และบทบาทของยีนในแกมีโตไซตที่มีในมนษุยและในกรณีผูปวยที ่
มีอาการ (symptomatic) เพื่อดูความหนาแนนของเชื้อ (parasitemia) และอาการ ประกอบกับ
การศึกษาความชกุและความหนาแนนของแกมีโตไซตทีเ่พิม่ข้ึน (Dunyo et al., 2006) สามารถ
แสดงออกในเด็กทีมี่อาการไดถึงรอยละ 40 จากการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (Barnes  
et al., 2008) นอกจากนี้แกมีโตไซตยังสามารถพบไดในผูที่ไมมีอาการ (asymptomatic) ใน 
อัตราการติดเชื้อต่ํา (Ouedraogo et al., 2007)  
 
ความหนาแนนของแกมีโตไซตกับชวงฤดูกาล 
 

การติดเชื้อในผูปวยที่มีอาการโรคมาลาเรียพบบอยในชวงฤดูฝน (Ouedraogo et al., 
2008) จากการศกึษาของ Boudin ในป ค.ศ. 1991 พื้นที่ทีมี่การแพรกระจายของเชื้อแตกตางกัน
อยางชัดเจนในประเทศบูรกนิาฟาโซ (Burkina Faso) พบวาการแพรกระจายของแกมีโตไซตและ
ระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศเพิม่ข้ึนสูงสุดในชวงที่มีการแพรกระจายของเชื้อ (Boudin et al., 
1991) และจํานวนของแกมีโตไซตจะต่ําสุดอยางเห็นไดชัดในชวงฤดูแลง แสดงใหเห็นถึงการผลิต
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แกมีโตไซตมีความสัมพันธกับการติดเชื้อในชวงฤดูแลง (Drakeley et al., 2006) และ Biswas 
(2000) ทําการศกึษาสายพนัธุ (isolates) จากการเพาะเล้ียงแกมีโตไซตที่จุดเวลาแตกตางกัน
ในชวงฤดูฝนและฤดูแลง พบวาการผลิตแกมีโตไซตในฤดกูาลทั้งสองไมแตกตางกนัและในชวง
ระหวางเดือนที่มีการแพรกระจายสูงของเชื้อมาลาเรีย พบวาเชื้อที่มีความหนาแนนมากจะมี
แนวโนมการผลิตแกมีโตไซตเพิ่มข้ึน นอกจากนี้ขอจํากัดในการผลิตแกมีโตไซต คือ ระหวางพืน้ที ่
ที่แตกตางกนัของการแพรกระจาย หรือหลังจากการแพรกระจายอัตราของเชื้อลดลง อยางไรกต็าม
การแพรกระจายของแกมีโตไซตโดยทั่วไปจะพบมากในพืน้ที่ที่มีการแพรกระจายสูง (Mabunda  
et al., 2008) จากการศกึษาของ Mwangi และคณะ (2005) ในประเทศเคนยา พบการ
แพรกระจายของเชื้อมาลาเรียต่ําเพียงรอยละ 18 ของผูที่อาศัยอยูในพื้นที่ระบาดของประชากร 
ที่ติดเชื้อมาลาเรีย 10 คนตอป และมีแกมีโตไซต รอยละ 11 ของผูที่อาศัยอยูในพื้นที่ระบาดของ
ประชากรทีต่ิดเชื้อมาลาเรียประมาณ 20 ถึง 50 คนตอป ในปตอมา Drakeley และคณะ (2006) 
ทําการศึกษาในประเทศแทนซาเนียพบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 17 ในผูที่อาศัยอยูในพืน้ที่
ระบาดของประชากรที่ติดเชื้อมาลาเรียประมาณ 100 คนตอป เปรียบเทยีบกบัรอยละ 24 ของผูที่
อาศัยอยูในพืน้ที่ระบาดของประชากรที่ติดเชื้อมาลาเรีย 1 คนตอป จากการศึกษาของ Molineaux 
และคณะ (1980) พบวาความชุกของแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนในบางกลุมอายุหลังจากใชโปรแกรมการ
ควบคุม (control program) การแพรกระจายของเชือ้ลดลง ในทํานองเดยีวกับการฉีดพนยา 
ฆาแมลงและการใหยาตานมาลาเรีย (mass drug administration, MDA) ในประเทศ
เนเธอรแลนดทําใหอัตราของเชื้อมาลาเรียลดลงในป ค.ศ. 1950 แตอัตราการรอดตายของ 
แกมีโตไซตมีแนวโนมสูงทําใหการผลิตแกมีโตไซตเพิม่ข้ึนตามมาดวย (Metselaar, 1960)  
 
อัตราการแพรกระจายของแกมีโตไซต  
 

ความหนาแนนของแกมีโตไซตและอัตราการติดเชื้อในยงุของเชื้อ P. vivax มีความสัมพันธ
ใกลเคียงกบัเชื้อ P. falciparum (Bharti et al., 2006) จากการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
วิธีนี้ยังมีความไวในในการตรวจพบแกมีโตไซตต่ํา แตการตรวจฟลมเลือดในผูปวยที่ติดเชื้อ
มาลาเรียในระยะเร่ิมตนที่ยังไมพบระยะแกมีโตไซต อาจถกูตรวจพบในกระแสเลือดในวันถดัไป 
(Jeffery,1952) นอกจากนี้ในผูที่มีความหนาแนนของเชื้อต่ําหรือตรวจไมพบแกมีโตไซตจึงไดรับ
ความสนใจจากนักวิจยั (Bharti et al., 2006; Boyd and Kitchen., 1937) ซึ่งความสําเร็จของการ
แพรกระจายของเชื้ออาจข้ึนอยูกับระยะเวลาของการติดเชือ้ คือ การพัฒนาแกมีโตไซตและสัดสวน
ของแกมีโตไซตเพศผู ปจจัยของเชื้อ P. vivax เม่ือเปรียบเทียบกบัเชื้อ P. falciparum พบวาเชื้อ 



27 
 
P. vivax อาจจะมีประสิทธิภาพในการแพรกระจายมากกวาเชื้อ P. falciparum เม่ือเกิดการ 
ติดเชื้อในยงุและมีจํานวนของแกมีโตไซตต่ํา (Boyd and Kitchen., 1937; Pukrittayakamee  
et al.,2008) ในปจจบุันมีการนําเทคนิคทางโมเลกุลมาใชในการตรวจหาแกมีโตไซตที่ติดเชื้อ 
ในมนษุยสําหรับเชื้อ P. vivax จากการศกึษาของ Beurskens และคณะ ใชวิธี QT-NASBA  
ในการตรวจสอบแกมีโตไซต โดยใชยีนเปาหมาย คือ Pvs25 พบวาอัตราการตรวจพบแกมีโตไซต
เพิ่มข้ึนเม่ือเทยีบกบัการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (Beurskens et al., 2009) สามารถ
อธิบายความสัมพันธระหวางความหนาแนนของแกมีโตไซตและความรุนแรงของการติดเชื้อ 
ในยุงไดดีข้ึน แทนการตรวจดวยกลองจุลทรรศน (Bharti et al., 2006) 
 
แกมีโตไซตในคน  
 

ระยะแกมีโตไซตเปนเพียงระยะเดียวในวงจรชีวิตของเชื้อมาลาเรียที่มีความสามารถใน 
การแพรกระจายจากโฮสตทีเ่ปนคนไปสูโฮสตที่เปนแมลงได การพัฒนาของระยะการสืบพันธุแบบ 
ไมอาศัยเพศไปจนถึงการพฒันาระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ เรียกวา gametocytogenesis 
เร่ิมตนประมาณ 7 ถึง 15 วัน หลังจากการปรากฏของเชื้อมาลาเรียในเลือดของคน ในขณะที ่
เชื้อ Plasmodium สวนใหญมีระยะแกมีโตไซตที่เปนตัวเตม็วัยอยูในระยะนอยกวา 2 วัน  
การพัฒนาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum ในคนจะใชเวลาประมาณ 10 วัน (Sinden, 
1998) การเจริญเติบโตของระยะแกมีโตไซตสามารถแบงรูปรางทางสัณฐานวิทยาไดเปน 5 ข้ันตอน 
(Hawking et al., 1971) (ดังภาพที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6 แสดงลักษณะรูปรางของแกมีโตไซตระยะที่ 1-5 ของเชื้อ P. falciparum (Dixon et al.,  
2008) 
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โดยแกมีโตไซตซึ่งเปนระยะที่ 5 ของการเจริญของเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum มี
รูปรางคลายกับพระจันทรเส้ียว (crescent shape) ซึ่งเซลลเม็ดเลือดแดงจะลดรูปลงไปปดลอม
นิวเคลียสเล็กๆ ของแกมีโตไซต (intraerythrocytic) มี parasitophorous vacuole (PV) ซึ่งเปน
เกราะปองกนัไซโตพลาสซมึของเซลลเม็ดเลือดแดงโดยถุง parasitophorous vacuole membrane 
(PVM) ที่อยูติดกบัชั้น parasite plasma membrane (PPM) ภายใตชั้น PPM เปนลักษณะทั่วไป
ของแกมีโตไซตซึ่งประกอบดวยแผนบางๆ หรือเยื่อหุม subpellicular membrane (SPM) มีการ
ขยายออกแบบตามยาวของไมโครทูบูล (Sinden, 1982) โครงสรางเหลานีจ้ะสรางความแข็งแรง 
ใหแกมีโตไซตและอิเล็กตรอนที่หนาแนนของ SPM จะหายไปในระหวางการสรางเซลลสืบพันธุ 
(gametogenesis) (ภาพที่ 7-10) 
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ภาพที่ 7 แสดงโครงสรางภายในของแกมีโตไซตเพศผูระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)  
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 แสดง Axoneme ของแกมีโตไซตเพศผูระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)    
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ภาพที่ 9 แสดงโครงสรางภายในของแกมีโตไซตเพศเมียระยะที่ 5 (Kuehn and Pradel, 2010)   
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 10 แสดง subpellicular membrane ของแกมีโตไซตเพศเมียระยะที่ 5 (Kuehn and 
Pradel, 2010)   
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นอกจากการเปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเปล่ียนแปลงในระดบัโมเลกุล
เพื่อเตรียมความพรอมสําหรับการปรับตัวข้ึนอยางรวดเร็วเพื่อเขาไปสูกระเพาะยุง เชน  
การสังเคราะห  mRNA จํานวนมากและเก็บไวในไซโตพลาสซึมของแกมีโตไซตเพศเมียหรือ 
การสังเคราะหโปรตีนในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ เชน โปรตีนบนผิว Pbs25 และ Pbs28 
ของเชื้อมาลาเรีย P. berghei ในหน ู(Mair et al., 2006) ซึ่งจะมีการถายทอดเฉพาะในยุงกนปลอง
เพศเมียทีเ่ปนพาหะและความจําเพาะเพศของแกมีโตไซตจะถูกกําหนดไวตั้งแตระยะไชซอนต  
เพื่อพัฒนาเปน gametocytogenesis (Smith et al., 2000) และพบอัตราสวนการจับคูของ 
แกมีโตไซตเพศเมียประมาณ 5 ตัว ตอแกมีโตไซตเพศผู 1 ตัว ทั้งนี้ข้ึนอยูกับสายพนัธุของเชื้อ
มาลาเรีย ความแตกตางนี้มีการอธิบายโดยความจริงที่วาแกมีโตไซตเพศผู 1 ตัว สามารถสราง 
แกมมีตเพศผูได 8 ตัว ดังนั้นการสรางแกมมีตเพศผูและเพศเมียในกระเพาะยงุเปนไป 
ในอัตราสวน 1: 1 จึงนําไปสูการปฏิสนธิที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด (Paul., 2002) อยางไรก็ตาม
อัตราสวนการติดเชื้อจะข้ึนอยูกับความหนาแนนของแกมีโตไซตที่พบ (Mitri et al., 2009) ระยะ 
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศมีโครโมโซม 1 ชุดเดียว (haploid) สามารถพัฒนาเปนแกมีโตไซต 
เพศผูและเมียได โดยไมมีโครโมโซมเพศ ในการกําหนดเพศของแกมีโตไซตซึ่งจะเปนไปตามการ
แสดงออกของยีน (Alano and Carter, 1990) จากการศกึษาแกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 4 พบใน 
ไขกระดูกและมาม ในขณะที่แกมีโตไซตระยะที่ 5 พบในกระแสเลือด (Smalley et al., 1981) และ
มีเพียงระยะที่ 5 ที่อยูในกระแสเลือดประมาณ 2 หรือ 3 วัน สามารถติดเชื้อสูยุงได แกมีโตไซตใน
กระแสเลือดอาจจะไมแพรกระจายโดยรูปแบบการรวมกันอยางมีนัยสําคัญที่พบในกระเพาะของยุง
ที่มีเชื้อ P. falciparum (Pichon et al., 2000) 
 
แกมีโตไซตในยุงพาหะ 
 

หลังจากที่ยุงดดูเลือดคนที่มีเชื้อมาลาเรียระยะแกมีโตไซตเพศผูและเมียเขามาใน 
กระเพาะอาหาร แกมีโตไซตจะปรับตัวใหมีลักษณะกลมเพือ่ออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงทีห่อหุมตัว
ไว ภายในเวลาประมาณ 10 นาที แกมีโตไซตเพศผูจะมีการแบงเซลลซ้ําจํานวน 3 คร้ังเพื่อสราง 
แกมมีตเพศผู (Pradel, 2007) และการออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของแกมีโตไซตเพศเมียจะ
เกี่ยวของกบัการปรากฏของ osmiophilic bodies ซึ่งจะปรากฏคร้ังแรกในแกมีโตไซตระยะที่ 4 
จากการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (ภาพที่ 8) (Sinden, 1982; Aikawa et al., 
1984) และพบเฉพาะในแกมีโตไซตเพศเมียเทานั้น โดย osmiophilic bodies จะเคล่ือนยายไปที่ 
parasite plasma membrane (PPM) ในชวงการกระตุนและหายไปภายในไมกีน่าทหีลังจากการ
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กระตุน พรอมกับการแตกออกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM) (ภาพที่ 7) 
osmiophilic bodies มีโปรตีนที่จําเพาะตอแกมีโตไซต คือ โปรตีน Pfg377 (Alano et al., 1995; 
Severini et al., 1999) และมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีนชนิดนี้ โดยใชการตรวจสอบดวยวิธทีาง
โมเลกุล พบวาการแพรกระจายของยนีอยูในแกมีโตไซตเพศเมียของเชื้อ P. falciparum และถา
โปรตีนชนิดนี้มีจํานวนลดลงใน osmiophilic bodies การออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของ 
แกมีโตไซตลมเหลว ชีใ้หเห็นถึงบทบาทสําคญัของโปรตีนชนิดนี้ในการออกจากแกมีโตไซต 
(Koning-Ward et al., 2008)  

นอกจากนี้ยังมีโปรตนีชนิดอ่ืน เชน male development-1 (MDV-1) หรือ protein of early 
gametocyte 3 (Peg3) ซึ่งเกีย่วของกับการออกจากแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum เร่ิม
แสดงออกในแกมีโตไซตระยะที ่1 รวมกับโครงสรางเนื้อเยือ่ของ parasitophorous vacuole 
membrane (PVM) จากการศึกษาพบวาโปรตีนชนิดนี้จะเพิ่มความคงทนใหกับแกมีโตไซต 
(Silvestrini et al., 2005; Lanfrancotti et al., 2007) และเปนตัวชี้ใหเห็นถงึบทบาทของโปรตีนที่
พบหลังการกระตุนของแกมีโตไซต (Lal et al., 2009) และมีการศึกษาการปรากฏของโปรตีน 
MDV-1 หรือ Peg3 ในแกมีโตไซตเพศผูและเพศเมียในเชื้อ P. berghei พบวามีความสําคัญในการ
พัฒนาของโอโอไคนีส ซึ่งแกมีโตไซตที่ขาดโปรตีนชนิดนี้จะประสบความลมเหลวในการออกจาก
เซลลเม็ดเลือดแดง จึงทําใหการปฏิสนธิเกิดนอยลง ดังนัน้โปรตีน MDV-1 หรือ Peg3 จึงมีบทบาท
สําคัญในการแตกออกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM) และผนังของ 
เซลลเม็ดเลือดแดง (EM)  

การออกจากวงชีวิตที่อิสระของแกมีโตไซตจากเซลลเม็ดเลือดแดงมีความเกีย่วของกับการ
แตกออกของถุง parasitophorous vacuole membrane (PVM) และผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือด
แดง ปจจบุันไดมีการศกึษาพบวา parasitophorous vacuole membrane (PVM) จะเกิดการแตก
ออกกอนที่ผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงจะแตกตาม (Wickham et al., 2003) และรูปแบบ
ภายนอกในผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงจะเกิดการสลายตัวคร้ังแรก (Salmon et al., 2001; 
Soni et al., 2005) ซึ่งข้ันตอนเหลานี้จะไมเกิดข้ึนกับระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศในเซลลตบั 
นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีน MDV-1 หรือ Peg3 มีสวนรวมในการแตกออกของ parasitophorous 
vacuole membrane (PVM) และผนังของเซลลเม็ดเลือดแดง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ 
Pradel (Pradel, 2007) พบวา parasitophorous vacuole membrane (PVM) จะหายไปภายใน
ไมกี่นาทีหลังจากเกิดการกระตุนแกมีโตไซตและการแตกของผนังของเม็ดเซลลเม็ดเลือดแดงใน
หลายนาทตีอมาจึงเปนการกระตุนใหแกมีโตไซตออกมา 
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นอกจากนี้การออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของแกมีโตไซตตองอาศัยเอนไซมชวยในการ
ยอยโปรตีน เรียกวา โปรติเอส (protease) จากการศึกษาของ Blackman พบวาโปรติเอสจะเกดิข้ึน
ในระยะเมอรโรซอยต (Blackman et al. 2008) และโปรตีนที่ถกูคนพบอีกชนิด คือ serine-rich 
antigent (SERA) พบใน parasitophorous vacuole (PV) ของระยะไชซอนต (Miller et al., 2002; 
Aoki et al., 2002) ซึ่งเกี่ยวของกับการแตกของ parasitophorous vacuole membrane (PVM)  
ในขณะที่ไมมีการศึกษารายละเอียดโปรตีนเหลานีท้ี่เกี่ยวของกับแกมีโตไซต (Rosenthal, 2004)   

หลังจากการพัฒนาแกมีโตไซตประมาณ 6 วัน ในการสังเคราะหโปรตีนและการยอย
ฮีโมโกลบิน (Baker, 2010) แกมีโตไซตจะปรากฏการพัฒนาที่ระยะ G0 ของวงจรชีวิต  
(Sinden et al., 1996) มีการจําลองแบบจีโนม (Raabe et al., 2009) และการสังเคราะห 
กรดนิวคลีอิกในแกมีโตไซต โดยมีการสังเคราะหอารเอ็นเอ ซึ่งการจําลองแบบจีโนมและการ 
แยกนิวเคลียสจะเกิดข้ึนอยางรวดเร็วและเพยีงคร้ังเดียวเม่ือถูกกระตุนในกระเพาะอาหารของยุง 
(Baker, 2010) สําหรับการกระตุน mRNA เพื่อสรางโปรตนี จําเปนตองใชอาศัยการกินเลือด 
ของยุง เชน โปรตีน P25 และ P28 เร่ิมมีการสังเคราะหในแกมีโตไซตและ mRNA ของโปรตีน 
หลายชนิดทีจ่ําเพาะตอระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ สามารถพบในแกมีโตไซต (Babiker  
et al., 1999; Menegon et al., 2000; Schneider et al., 2006; Sinden et al., 2004) เชน โปรตนี 
Pfs16 เปนโปรตีนเร่ิมตนของการพัฒนาระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ พบการแสดงออกใน 
แกมีโตไซตตั้งแตระยะที่ 1 ถึง 5 ซึ่งโปรตนีชนิดนีจ้ะอยูบน parasitophorous vacuole membrane 
จนกวาจะมีการสูญหายในระหวางการกระตุนในแกมีโตไซต (Baker et al., 1994) สวนโปรตีน 
ชนิดอ่ืนในแกมีโตไซต ไดแก โปรตีน Pfpeg3 และ protein of early gametocyte 4 (Pfpeg4) ที่
สรางข้ึนในแกมีโตไซต ระยะที่ 2 (Silvestrini et al. 2005) รวมทั้งโปรตีน Pf14 (Eksi et al., 2005) 
และ Pfg27 จะเกิดการสังเคราะหโปรตีนเหลานี้ประมาณ 30 ชั่วโมง หลังจากรุกรานของ 
เมอโรซอยต (Carter et al., 1989)  

Babiker ไดทําการศึกษาบทบาทและระยะเวลาของการพฒันาแกมีโตไซต โดยใชโปรตีน 
Pfs25 เปนเปาหมายของแกมีโตไซตระยะที่ 5 ในเชื้อ P. falciparum (Babiker et al., 1999) เม่ือ
แกมีโตไซตระยะที่ 5 ปะปนมาในเลือดที่ถูกกินโดยยุงกนปลอง แกมีโตไซตจะถกูกระตุนเพื่อเตรียม
ความพรอมสําหรับการปฏิสนธิในกระบวนการสรางเซลลสืบพันธุภายใน 20 นาทีหลังจากที ่
แกมีโตไซตถูกนําเขาสูกระเพาะยงุ ซึ่งปจจยัตางๆ ทีใ่ชในการพัฒนาเปนเซลลสืบพันธุ ไดแก  
การลดอุณหภูมิลงประมาณ 5 องศาเซลเซียสของเลือดคนเขาสูกระเพาะอาหารของยุง คา pH  
ที่เพิ่มข้ึนในชวง 7.4 ถึง 8.2 และกรดแซนทูรินิก โดยแกมีโตไซตจะถูกกระตุนดวยกรดแซนทูรินกิ 
(Billker et al., 1998; Billker et al., 1997) ใหมีรูปรางพัฒนาเปนเซลลทรงกลมเพื่อออกจาก 
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เซลลเม็ดเลือดแดง โดยในระหวางการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูเกิดการแบงดเีอ็นเอ 3 คร้ัง  
เพื่อไดเปนแกมมีตเพศผูจํานวน 8 ตัว หลังจากนัน้แกมมีตเพศผูจะเคล่ือนที่เขาไปผสมพนัธุ 
กับแกมมีตเพศเมีย (Hirai et al., 2010) 

แกมีโตไซตถูกกระตุนใหออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของคนในยุงพาหะ ในขณะที่
ยุงกนปลองตัวเมียดูดเลือดของคนที่ตดิเชื้อมาลาเรียโดยมีระยะแกมีโตไซตปะปนมากับเลือด 
ส่ิงแวดลอมที่บงชีถ้ึงการเปล่ียนแปลงจากเลือดของคนไปยังพาหะทีเ่ปนแมลงซึ่งเปนการเร่ิมตน
การพัฒนาของเซลลสืบพันธุ รวมถึงอุณหภูมิภายในเลือดคนที่ลดลงประมาณ 5 องศาเซลเซียส 
เม่ือเขามาในยุง (Billker et al., 1997) และการแสดงออกของกรดแซนทูรินิก (xanthurenic) ที่ได
จากการสังเคราะหสีตาของยุง ซึ่งปจจยัเหลานี้มีผลเหนีย่วนําใหเกิดแกมีโตไซตออกจาก 
เซลลเม็ดเลือดแดง ซึ่งรวมถงึคา pH ที่เพิ่มข้ึนจาก 7.2 เปน 8 (Kawamoto et al., 1991)  
จะเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางแกมมีตเพศผู ในขณะที่กรดแซนทูรินิกจะปรากฏเพื่อสงสัญญาณ
เร่ิมตนของการกําเนิดแกมมีต โดยการกระตุนแกมีโตไซตเพศผูใหออกจากเซลลเม็ดเลือดแดง 
เพื่อใหเกิดการสรางแกมมีตเพศผู (exflagellation) ในชวงนี้ประมาณ 15 นาที (Sinden et al., 
1978) เนื่องจากการสรางแกมมีตเพศผูสามารถตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศนและสามารถนับ
จํานวนของแกมมีตเพศผูได โดยกระบวนการ exflagellation เกิดข้ึนเม่ือกระตุนแกมีโตไซตเพศผู 
ใหเปนแกมมีตเพศผู เคล่ือนที่โดยใชแฟลกเจลลา (flagellar) ซึ่งแยกออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงที่
เหลือ จากการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวาการเหนี่ยวนําของ exflagellation เกดิข้ึนอยาง
รวดเร็วจากปริมาณแคลเซียมและ guanosine cyclic monophosphate (cGMP) ที่เพิ่มข้ึนภายใน
เซลล (Kawamoto et al., 1993) การเร่ิมตนในการสงสัญญาณของ guanylyl cyclases (GCα 
และ GCβ) ซึ่งเปนโปรตีนที่สําคัญของเชื้อ P. falciparum จะถูกกระตุนโดยกรดแซนทูรินิก (Muhia 
et al., 2001.) นอกจากนี้การกระจายของ GCβ ในเชื้อ P. berghei ยังสงผลใหการ exflagellation 
เปนปกติ แตการเคล่ือนที่ของโอโอไคนีตออนแอลง แสดงใหเหน็วาบทบาทของ GCβ ไมไดเปน
ส่ิงจําเปนสําหรับการกระตุนแกมีโตไซต (Hirai et al., 2006) แตการเพิ่มข้ึนของ cGMP เปน
เปาหมายในการกระตุนโปรตีนไคเนสใหเกิดปฏิกิริยา cGMP-dependent protein kinase (PKG) 
เพื่อนําไปสูการกระตุนแกมีโตไซต จากปริมาณแคลเซียมทีเ่พิ่มข้ึน (McRobert et al., 2008) ทําให
เกิดการ exflagellation ซึ่งพบการแสดงออกของ diacylglycerol และ inositol triphosphate (IP3) 
ที่เปนผลผลิตของ phospholipase C (Martin et al., 1994) หลังจากการปลอยแคลเซียมออกจาก
เอนโดรพลาสมิส เรติคูลัม (endoplasmic reticulum, ER)  

แกมีโตไซตออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงของคนในยุงพาหะ แกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 4 ของ
เชื้อ P. falciparum จะแยกออกจากกระแสเลือดเพื่อหลีกเล่ียงการทําลายของภูมิคุมกนัในมาม 
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เม่ือแกมีโตไซตระยะที่ 5 ถูกปลอยออกมาในกระแสเลือด ยุงจะดดูเลือดเขาไปในกระเพาะอาหาร
เพื่อเจริญเติบโตเปนแกมมีตตอไป อยางไรก็ตามอาจใชเวลา 2 ถึง 3 วัน กอนทีจ่ะหมุนเวียนอยูใน
กระแสเลือด (Lensen et al., 1999) ซึ่งแกมีโตไซตระยะที่ 1 ถึง 2 จะมี CD36 ซึ่งเปนลิแกนด
สําหรับการยึดเกาะแกมีโตไซต (Day et al., 1998; Hayward et al., 1999; Smith et al., 2003) 
และมี ICAM-1, CD49c, CD166, CD164 เปนตัวรับที่อยูในเยื่อบุผิวไขกระดูกของคน และ 
stromal cell lines ทําหนาที่ในการเปนลิแกนดสําหรับแกมีโตไซตระยะที่ 3 และ 4 (Dixon et al., 
2008) ซึ่งเปนส่ือกลางในการยดึเกาะ นอกจากนี้ยงัมีโปรตนีบนผิวของเชื้อมาลาเรียอีกหลายชนิด 
เชน 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 
ชี้ใหเหน็วาโปรตีน PfEMP-1 สามารถพบไดตลอดของการพัฒนาระยะแกมีโตไซต จากฟโนไทป
ของระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (Sharp et al., 2006) และจะแสดงออกในโครงสราง 
ปุมเล็กๆ (knob) บนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ตดิเชื้อของแกมีโตไซตระยะที ่1 ถึง 2 (Day et al., 
1998) ซึ่งทําหนาทีใ่นการแยกแกมีโตไซตในวันแรกของการพัฒนาในเซลลเม็ดเลือดที่มีแกมีโตไซต
จะไมยาวกวา โดยโครงสรางของ knob จะปรากฏในไซโตพลาสซึมของเชื้อมาลาเรีย (Hayward et 
al., 1999) ตอมาโปรตีน STEVOR ซึ่งพบมากที่สุดในแกมีโตไซตระยะเร่ิมตนและพบวามีการสราง
โปรตีนบนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อในชวงแกมีโตไซตระยะที่ 5 (McRobert et al., 2004) 
ซึ่งมีความสอดคลองกับบทบาทในการแยกออกของแกมีโตไซต (sequestration) และการปรากฏ
ของโปรตีน STEVOR บนผิวของเซลลเม็ดเลือดแดงที่ตดิเชือ้กับ nonsequestering ในแกมีโตไซต
ระยะที่ 5 ทําใหมีบทบาทในการ cytoadhesion และในป ค.ศ. 2008 Petter พบวาโปรตีน RIFINs 
มีบทบาทในการยึดเกาะในแกมีโตไซตเชนเดียวกนั (Petter et al., 2008)  

การสรางเซลลสืบพันธุเพศผูและเพศเมีย กระบวนการสรางเซลลสืบพันธุเพศผูเกิดข้ึนโดย
มีการเปล่ียนแปลงรูปรางลักษณะเปนวงกลม (Rosettes form) ในเซลลเม็ดเลือดแดง เรียกวา  
การเกิด exflagellation แลวออกจากแกมีโตไซตเพศผูเม่ือถูกกระตุนดวยกรดเซียลิก (sialic) และ 
ไกลโคโฟรีน (glycophorin) จากผิวของเซลลเม็ดเลือดแดง (Templeton et al., 1998) และมี
โปรตีนเปนส่ือกลางทีช่วยในการเกาะติดบนผิวของแกมมีต คือ โปรตีน Pfs230 ซึ่งเปนที่นาสนใจวา
การเพิ่มข้ึนของโปรตนี Pfs230 มีความจําเปนสําหรับการเกาะติดบนผิวของแกมมีตเพศผู 
ในเซลลเม็ดเลือดแดง (Eksi et al., 2006) 
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ความกาวหนาของการศึกษาโปรตีนในระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศของเชื้อ Plasmodium 
สามารถจําแนกไดดังนี้ คือ ชนดิของโปรตีนที่ไมจําเปนตอการสืบพันธุของเชื้อมาลาเรียและ
ลักษณะการทํางานของโปรตนี สามารถหาไดจากการวิเคราะหฟโนไทปของเชื้อและยีนที ่
แสดงออกในระยะดังกลาว จีโนมที่มีการสรางกนัอยางแพรหลายของเชื้อมาลาเรีย เชน  
โปรตีนไคเนส (kinases) ซึ่งตรวจพบในเชื้อ P. falciparum (Ward et al., 2004) ความหลากหลาย
ของโปรตีนไคเนสเหลานี้ของเชื้อ P. berghei มีการศึกษาพบวาการเพิ่มปริมาณของแคลเซียม
ข้ึนอยูกับโปรตนี calcium-dependent protein kinase 4 (PbCDPK4) ซึ่งโปรตนีไคเนสจะถกู
กระตุนโดยกรดแซนทูรินกิเปนผลใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนชนิดนีใ้นแกมีโตไซตเพศผู (Billker  
et al., 2004) นอกจากนี้มีการศกึษาโปรตีน calcium-dependent protein kinase 4 (PfCDPK4) 
ของเชื้อ P. falciparum พบวามีความจําเพาะตอระยะแกมีโตไซตซึ่งถกูกระตุนโดย
phospholipase C (Ranjan et al., 2009) นอกจากนีย้ังมีโปรตีน mitogen activated protein 
kinase 2 (Pbmap-2) จะเปนตัวควบคุมการสรางแกมมีตเพศผูในข้ันตอนไซโทไคนีซิส 
(cytokinesis) (Tewari et al., 2005) และเม่ือเกิดการปฏิสนธิระหวางแกมมีตเพศผูและเพศเมียจะ
ไดไซโกตและเกดิการสังเคราะหโปรตนี 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) ใชในการเคล่ือนที่ของ
ระยะโอโอไคนีตเพื่อไชผานเยื่อบุผิวกระเพาะยุง (Ishino et al., 2006)  

 โดยจากการเปล่ียนแปลงระดบัโมเลกุลของระยะแกมีโตไซตในยุงเพื่อเตรียมความพรอม
ในการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอมเพื่อเขาสูกระบวนการสรางเซลลสืบพนัธุ ซึ่งมีผลตอยีนที่
เกี่ยวของกบัการแสดงออกบนผิวโปรตีนของแกมีโตไซตและการสรางเซลลสืบพันธุ รวมถึง  
EGF-domain ซึ่งมีโปรตีนที่เกีย่วของกับกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) เชน โปรตีน Pfs25, 
Pfs28, Pfs230, Pfs48, Pfs45 และ PfCCp โปรตีนเหลานีมี้ศักยภาพในการเปนเปาหมายเพื่อ
ปองกันการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรียได (Pradel, 2007) โดยมีคุณสมบตัิในการยึดเกาะ 
ผิวโปรตีนและสามารถแบงโปรตนีออกเปน 2 ระดับ คือ การแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 1 ซึ่งอยู 
ในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศกอนการปฏิสนธิ เชน Pfs230, Pfs48, Pfs45 และ six Pf CCp  
จะแสดงออกภายใน parasitophorous vacuole (PV) ของแกมีโตไซตและมีการพัฒนาตอมา
จนถึงระยะแกมมีต แตการแสดงออกของโปรตีนเหลานี้ มักส้ินสุดลงในระหวางการปฏิสนธิ  
(ภาพที่ 11) การแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 2 ซึ่งอยูในระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศหลัง 
การปฏิสนธิ เชน โปรตีน Pfs25 และ Pfs28 ที่แสดงออกจนถึงระยะโอโอไคนีต (Pradel, 2007)  
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การแสดงออกของโปรตีนเหลานี้จะอยูระหวางการปฏิสนธ ิคือ การขนสง messenger RNA เพื่อ
สรางเปนโปรตนี และในป ค.ศ. 2009 Yuda ทําการศึกษาในเชื้อ P. berghei พบการแสดงออก
ของโปรตีน Pbs25 และ Pbs28 ในการยับยั้งการพัฒนาของระยะไซโกต (RNA helicase DOZI) 
ซึ่งเปนสวนหนึ่งของสารประกอบเชงิซอนไรโบนิวคลีโอโปรตีน (ribonucleoprotein) และยังมี
โปรตีน  Apetala2 (AP2-O) ที่แสดงออกในแกมีโตไซตเพศเมียและจะสังเคราะหโปรตนีในระยะ 
โอโอไคนีต เม่ือเกิดการแสดงออกของยนีที่ควบคุมการยึดเกาะโปรตีนในกระเพาะอาหารของยุง  
(Yuda et al., 2009)  

โปรตีนที่ยดึเกาะในระยะการสืบพนัธุแบบอาศัยเพศของเชือ้มาลาเรียมีหลายชนิด  
แตจากการศกึษาของ Simon พบวาโปรตีน six PfCCp ซึ่งมีลักษณะพเิศษ คือ มีจํานวนโมเลกุล 
ที่ใชในการยึดเกาะสูงจากโปรตีนที่เปนสารประกอบเชงิซอน (multi protein complexes) เกิดข้ึน
ในระหวางการแสดงออกใน parasitophorous vacuole และจะปรากฏออกมาบนผิวของแกมมีต 
เพศเมีย (Simon et al., 2009) นอกจากนี้ Scholz ทําการศึกษาโปรตีน Pfs48 และ Pfs45 ซึ่ง
พบวามีการยึดเกาะรวมกันบนผิวของแกมมีต (Scholz et al., 2008) จากสารประกอบเชิงซอน 
ของโปรตีนที่ครอบคลุมแกมมีตเพศเมียมีรูปแบบของการยดึเกาะกนัทีเ่หนียวแนนมาก รวมทั้ง
กระบวนการขนสงเชื้อมาลาเรียในยุง อาจมีบทบาทในการสงเสริมการติดตอระหวางการสราง 
แกมมีตในสภาพแวดลอมที่อยูภายในกระเพาะของยงุ เปนที่นาสังเกตวาแกมมีตและไซโกต 
เปนระยะที่มีชีวิตอยูภายนอกเซลลของโฮสตไดมากกวา 1 วัน ซึ่งมีปจจยัของอาหารในเลือด  
ไดแก เชื้อแบคทีเรียที่กระเพาะและเอนไซมยอยอาหาร และ จากการพิสูจนของ Vaughan  
พบวาในระหวางที่มีการขนสงเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดไปยังยุงกนปลอง จํานวนเชื้อจะ 
ลดลงประมาณ 300 เทา ทําใหเกิดสภาวะคอขวด (bottleneck) ในวงชีวิตของยุง  
(Vaughan et al., 1994)  
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ภาพที่ 11 การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของแกมีโตไซต ในระหวางการสงจากเซลล 
เม็ดเลือดแดงของคนไปสูยุงพาหะ (Kuehn and Pradel, 2010) 
 

โดยแกมีโตไซตระยะที่ 5 ซึ่งอยูภายในเซลลเม็ดเลือดแดงของคนถูกนําเขามาสูกระเพาะ
อาหารของยุงกนปลองตัวเมียพรอมอาหารในเลือด โดยแกมีโตไซตจะถกูกระตุนและเปล่ียนแปลง
รูปรางใหมีลักษณะกลม (ภาพที่ 11) กอนที่จะออกจากเซลลเม็ดเลือดแดงที่หอหุม โดยมีเอนไซม 
โปรติเอส (proteases, P) ที่เกีย่วของในระหวางการสรางแกมมีตเพศเมีย ขณะทีแ่กมมีตเพศผูเกิด
การเปล่ียนแปลงจากแกมีโตไซต ซึ่งสามารถผลิตแกมมีตไดถึง 8 ตัว ภายในเวลาประมาณ  
20 นาที หลังจากเกิดการกระตุน แกมมีตเพศผูจะเคล่ือนทีไ่ปปฏิสนธิกับแกมมีตเพศเมีย 
(fertilizesmacrogamete) ไดเปนไซโกต และภายใน 1 วันจะเปล่ียนแปลงรูปรางเปนโอโอไคนีค 
ที่พบการแสดงออกของโปรตนีระดับที่ 2 ซึ่งเกีย่วของกับโปรตีนบนผิวของระยะไซโกตและ 
โอโอไคนีต (สีชมพ)ู ทีป่ลอยออกมาจากแกมีโตไซตในระหวางการปฏิสนธิ (R) และการแสดงออก
ของโปรตีนยังคงมีอยูในระยะโอโอไคนีส สวนการแสดงออกของโปรตีนระดับที่ 1 (สีเขียว)  
จะแสดงออกใน parasitophorous vacuole ของการพัฒนาแกมีโตไซตและโปรตนีบางสวนมี
ความสามารถในการยดึเกาะโปรตีนหลายชนิด (multi protein complexes) มีการแสดงออกของ
โปรตีนหลังจากที่แกมมีตออกมา แตการแสดงออกจะส้ินสุดลงในระหวางการปฏิสนธิ  
 
 
 
 
 
 



39 
 
การวินิจฉัยโรคมาลาเรียทางหองปฏบิัตกิาร 
 
 เนื่องจากอาการทางคลินกิของโรคมาลาเรียมีความคลายคลึงกับโรคอ่ืนๆ เชน มีไขต่ํา  
ปวดศีรษะ ปวดตามตัวและกลามเนื้อ มีอาการคล่ืนไส เบือ่อาหาร ซึ่งคลายกับโรคหลายชนิด เชน 
โรคไขหวัดใหญ ไขเลือดออก และตบัอักเสบ เปนตน รวมทั้งการรักษาโรคมาลาเรียมีความแตกตาง
กันข้ึนกบัชนิดของเชื้อ เชน เชื้อ P. falciparum ที่ดื้อตอยาตานมาลาเรียหลายชนิดและมีภาวะที่
แทรกซอนอยางรุนแรง สวนเชื้อ P. vivax และ P. ovale ตองใหยาไพรมาควีน (primaquine) เพื่อ
กําจัดระยะของเชื้อทีห่ยุดพักการเจริญในเซลลตับหรือระยะฮิปโนซอยต ซึ่งเปนสาเหตุของการเกิด
ไขกลับ (relapse) ดังนั้นการวินิจฉัยโรคมาลาเรียโดยการตรวจทางหองปฏิบัติการเพื่อทราบชนิด
ของเชื้อทีเ่ปนสาเหตุของโรค จงึมีความจําเปนในการวินิจฉัยซึ่งมีการพัฒนาวิธีการตางๆ เชน การ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อหาตัวเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือด การตรวจทางอิมมูนวิทยา
เพื่อหาแอนติบอดทีี่จําเพาะและการตรวจหาโปรตีนหรือแอนติเจนทีจ่ําเพาะของเชื้อมาลาเรีย และ
การตรวจหาทางอณูชีววิทยาเพื่อหาดเีอ็นเอหรืออารเอ็นเอของเชื้อมาลาเรียซึ่งวิธีทีน่ิยมใชใน
หองปฏิบัติการทั่วไป คือ การตรวจหาชนิดและระยะของเชือ้มาลาเรียในเม็ดเลือดแดงโดย
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนจากการยอมสียิมซา การตรวจหาแอนตเิจนของเชื้อมาลาเรีย 
โดยใชชุดตรวจสําเร็จรูป สามารถมีประโยชนทางดานระบาดวิทยา แตมีขอจํากัดดานการ
วินิจฉัยโรคเพื่อการรักษา (Makler et al, 1998) นอกจากนีย้ังมีการพัฒนาการวินิจฉัยโดยการ
ตรวจดีเอ็นเอและอารเอ็นเอที่จําเพาะตอเชื้อซึ่งเปนเทคนิคทางโมเลกุลมีความไวและความจําเพาะ
สูงจึงสามารถตรวจในผูปวยที่มีปริมาณเชื้อมาลาเรียต่ํา  

1. การตรวจหาเชื้อมาลาเรียในเลือด การตรวจหาเชื้อมาลาเรียในเม็ดเลือดแดงโดยใช
กลองจุลทรรศนเปนวิธีที่ดี งายและประหยัด ซึ่งเปนวิธีทีจ่าํเพาะและเหมาะสมสําหรับการใชใน
หองปฏิบัติการทั่วไป ในการเตรียมแผนฟลมเลือดสําหรับตรวจหาเชื้อมาลาเรียมี 2 วิธี คือ 

1.1 แผนฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) ใชเลือดประมาณ 1 ถึง 2 ไมโครลิตร 
หยดเลือดอยูหางปลายดานหนึ่งของสไลด ทําการไถเลือดดวยความเร็วสมํ่าเสมอในทศิทางตรง
ขามกับต่ําแหนงที่หยดเลือดไว จากนั้นยอมดวยสียิมซาแลวดูดวยกลองจุลทรรศน ลักษณะ 
ฟลมเลือดที่ดคีวรเลือกบริเวณทีเ่หมาะสมซึ่งเปนบริเวณใกลปลายฟลม ในบริเวณนี ้
เซลลเม็ดเลือดแดงมีขนาดปกติไมใหญเกินไปและการกระจายของเม็ดเลือดเรียงตัวเปนชั้นเดียวไม
หางและไมซอนกนั ควรตรวจอยางนอย 100 วงกลอง นับจํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อตอ 
เซลลเม็ดเลือดแดง 1,000 เซลล 
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1.2 แผนฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film) ใชเลือดประมาณ 3 ถึง 5 ไมโครลิตร 
หยดเลือดตรงศูนยกลางของสไลด เกล่ียเลือดใหเปนวงกลม ยอมดวยสียิมซาตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศน แลวนับจํานวนเชื้อมาลาเรียสามารถคํานวณความหนาแนนของเชื้อ โดยการนับจํานวน
เชื้อมาลาเรียตอจํานวนเม็ดเลือดขาว 200 ตัว (Chiodini and Moody, 1989) 

การตรวจหาเชื้อมาลาเรียทางหองปฏิบตัิการใชทั้งวิธีตรวจจากฟลมเลือดชนดิบางและ
ชนิดหนา โดยฟลมเลือดชนิดหนามีความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อมาลาเรียสูงกวา 
ฟลมเลือดชนิดบาง ซึ่งสามารถตรวจพบเชื้อมาลาเรียปริมาณต่ําสุดจากฟลมเลือดชนิดหนา
ประมาณ 20 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร สวนฟลมเลือดบางแมจะมีความไวต่ํากวาเนื่องจากปริมาณ
เลือดที่ใชนอยกวาฟลมเลือดชนิดหนาแตสามารถจําแนกชนิดของเชือ้มาลาเรียไดแมนยํากวา
ดังนั้นความจําเพาะ (specificity) ของการตรวจดวยฟลมเลือดชนิดบางจึงสูงกวา  

นอกจากการตรวจหาปริมาณและการจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียแลว การตรวจหาระยะ
ของเชื้อยังมีความสําคญัทางคลินิค เชน การตรวจพบระยะแกมมีโตไซม อาจวินิจฉัยไดวาผูปวยมี
เชื้อในรางกายมาอยางนอยเปนระยะเวลา 5 วัน และระยะดังกลาวสามารถแพรเชื้อสูยุงพาหะได 
(Silamut and White, 1993; Ebisawa et al, 1971; Nguyen et al, 1995) 

 
2. การตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชกลองจุลทรรศน ในกระแสเลือดของผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย 

ที่มีความหนาแนนของแกมีโตไซตต่ําจะไมสามารถตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน เนื่องจากวิธีนี ้
มีความไวในการตรวจพบต่ํา อยางไรก็ตามเทคนคินี้ถือเปนเคร่ืองมือที่สําคญัในการตรวจวัดความ
หนาแนนของแกมีโตไซตไดในชวงชวงตนของทศวรรษที่ 1930 ซึ่งตรวจพบไดวายุงเปนพาหะที่
นําไปสูการติดเชื้อ P. falciparum (Jeffery et al.,1955; Muirhead-Thomson., 1998) และเชื้อ 
P. vivax (Boyd, 1937) จากการศกึษาในพื้นที ่ี่มีโรคมาลาเรียเปนโรคประจําถิ่น โดยใชวิธีการ
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนพบวามีการปรากฏของแกมีโตไซตแลวคอยๆ หายไปและจะ
เกิดข้ึนอีกคร้ังในภายหลัง (Bousema., et al. 2004; Drakeley et al., 2006) ชี้ใหเหน็วา 
แกมีโตไซตทีห่มุนเวียนในกระแสเลือดมีความหนาแนนมากพอกับการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน โดยทั่วไปการตรวจสอบดวยฟลมเลือดชนิดหนาที่ 100 วงกลองและใชกําลังขยาย  
100 เทาและใชเลือดปริมาณ 0.16 - 1 ไมโครลิตร (Bejon et al., 2006; Greenwood et al., 1991; 
Karl et al., 2009) แตสําหรับความนาเชื่อถือของการตรวจสอบความหนาแนนของเชื้อตอเลือด  
1 ไมโครลิตร ปริมาณเลือดตองไมนอยกวา 3 ไมโครลิตร (Karl et al., 2009) จากการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศนตรวจสอบประมาณ 100 วงกลองอาจตรวจพบความหนาแนนของ 
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แกมีโตไซตสูงประมาณ 20 ถึง 50 ของแกมีโตไซตตอเลือด 1 ไมโครลิตร (Dowling et al., 1966; 
Karl et al., 2009; Moody, 2002) และสามารถตรวจพบลักษณะของแกมีโตไซตจากเชื้อ  
P. falciparum ซึ่งมีรูปรางคลายพระจันทรเส้ียวและอาจมีลักษณะคลายกับระยะอ่ืนๆ ของวงจร
ชีวิตซึ่งอาจเปนอุปสรรคในการตรวจหาแกมีโตไซต สอดคลองกับการศึกษาของ Colbourne  
และคณะ (1956) พบวาเทคนิคนี้มีความไวในการตรวจพบต่ํา สงผลใหความชุกของแกมีโตไซต
เพิ่มข้ึนประมาณรอยละ 60 การตรวจสอบดวยฟลมเลือดชนิดหนาทีก่ําลังขยาย 100 เทา 
นอกจากนี้มีการนําเทคนิคเชิงปริมาณ (Quantitative Buffy coat, QBC) ซึ่งใชเลือดปริมาณ  
55 ไมโครลิตร โดยการยอมดวยสีอะครีดีน (acridine) เคลือบในหลอดทดลอง (Spielman et al. 
1988) พบความชุกของแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนจากรอยละ 4.6 เปนรอยละ 19.1 (Mulder et al., 1998)  
ตอมา Karl และคณะ (2008) นําวิธ ีMagnetic deposition microscopy (MDM) มาพัฒนาใชใน
การทดสอบความเขมขนของเชื้อมาลาเรียในเลือดที่มีสารสีดําที่เกดิจากการแตกตัวของฮีโมโกลบิล 
(hemozoin) (Zimmerman et al., 2006) MDM เปนวิธีทีใ่ชปริมาณเลือดมากข้ึนจึงชวยเพิ่ม 
ความไวของการตรวจสอบเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน เพิ่มความชุก
ของแกมีโตไซตในเชื้อ P. falciparum ในการตรวจสอบ 200 วงกลองจากฟลมเลือดชนิดหนา 
รอยละ 7.3 (ปริมาณเลือดทีใ่ช 0.4 ถึง 4 ไมโครลิตร) แตเม่ือใชวิธี MDM พบการตรวจสอบ 
รอยละ 45 (ปริมาณเลือดทีใ่ช 40 ไมโครลิตร) จากผูที่มีอาการของโรคมาลาเรียในประเทศ 
ปาปวนิวกินี (Karl et al., 2008) ดังนั้นความไวทีเ่พิ่มข้ึนของวิธีการเหลานีจ้ะชวยในการยืนยันวา
การแพรกระจายของแกมีโตไซตยังเปนอุปสรรคอยางมากในกรณีที่ไมสามารถตรวจพบระยะนี้ได
ภายใตกลองจุลทรรศน 

3. การตรวจโดยวิธีการทางอณูชีววิทยา การตรวจหาเชื้อมาลาเรียจากฟลมเลือด 
ชนิดบางมีความเหมาะสมในการจําแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียไดดี แตมีขอจํากัดในกรณทีี่ผูปวย
ติดเชื้อมากกวา 1 ชนิด ดังนั้นจึงมีการพัฒนาเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพิ่มข้ึน เพื่อประเมิน
สถานการณของโรคมาลาเรียในปจจุบนั เนื่องจากในกระแสเลือดของผูปวยนัน้มีทั้งดเีอ็นเอและ
อารเอ็นเอของเชื้อมาลาเรีย ทําใหการตรวจดวยเทคนคิทางอณูชีววิทยามีความสัมพันธกบัการพบ
เชื้อมาลาเรียในกระแสเลือดซึ่งเทคนคิดังกลาวมีความจําเพาะและความไวสูงกวาวิธีอ่ืนๆ รวมทั้ง
สามารถแยกชนิดของเชื้อมาลาเรียไดอยางถกูตองมากข้ึน การวินิจฉัยดงักลาวมีหลายวิธี คือ  

1. Nucleic acid hybridization เปนวิธีการตรวจหากรดนิวคลิอิก (nucleic acid) ที่
จําเพาะตอชนิดของเชื้อมาลาเรียไดทั้งดเีอ็นเอและอารเอ็นเอโดยอาศัยหลักการทําใหดเีอ็นเอสายคู
แยกเปนสายเดี่ยวแลวกลับมาจับคูกับสายเดิม (hybridization) นอกจากนี้สามารถใชสําหรับ 
อารเอ็นเอกับอารเอ็นเอที่มีลําดับเบสตรงคูกัน (complementary) โดยการใชโพรบ (probe) ที่ 
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ติดฉลากเพื่อเปนตัวติดตาม ซึ่งวิธกีารตรวจมีหลายวิธ ีเชน Solid phase hybridization เปนการ
ตรวจหานิวคลีโอไทดโดยมีดีเอ็นเอของเชื้อมาลาเรียเปนเปาหมายนําดเีอ็นเอทีต่องการตรวจมา 
ตรึงบนแผนค้ําจุนซึ่งอาจทํามาจากไนลอน จากนัน้นํามาไฮบริได (hybridize) ในสารละลายของ 
โพรบซึ่งเปนนิวคลีโอไทดสายส้ันที่มีลําดับเบสคูสม (complementary) กับดีเอ็นเอเปาหมาย
สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาบนแผนค้ําจุน หลังจากนั้นทําการแยกขนาดโดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แลวจึงขนถายสูแผนค้ําจนุ ดังนัน้ดเีอ็นเอเปาหมายจะถกูตดัใหมีขนาดส้ันลงและมีขนาดจําเพาะ 
อยางไรก็ตามแมวาในปจจุบนัการพัฒนาการตรวจหาเชื้อมาลาเรียโดยวิธ ีhybridization เพื่อการ
วินิจฉัยอยางมีขอจํากัดดานวิธกีารและความเหมาะสมในการนําไปใช แตวิธกีารดังกลาวยังมี
ประโยชนในการตรวจจําแนกความแตกตางระหวางสายพนัธุของเชื้อมาลาเรียในการศึกษา
พันธุกรรมประชากรทีเ่ปนพื้นฐานของการพัฒนาวัคซีน นอกจากนี้ยังมีวิธี Liquid phase 
hybridization ซึ่งวิธีนี้เปนการตรวจจบักันระหวางนิวคลีโอไทดโดยอาศัยหลักการ hybridization 
ระหวางดีเอ็นเอเปาหมายกับนิวคลีโอไทดโพรบ (oligonucleotide probe) ที่ติดฉลากรวมกับ
หลักการของ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) วิธีนี้เม่ือใชหลักการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอโดยเทคนิคพซีีอาร พบวามีความไวสูงโดยสามารถตรวจพบเชื้อมาลาเรียในระดบัที่มีอัตรา
การติดเชื้อต่ําถึงรอยละ 0.0001 (Oliveira et al, 1995) 
  2. Polymerase chain reaction (PCR) เทคนิคนี้ไดมีการคิดคนโดย Kary Mullis 
ในป ค.ศ. 1986 เปนการเพิ่มปริมาณของดเีอ็นเอใหมีปริมาณมากข้ึนในชวงเวลาอันส้ัน โดยอาศยั
สมบัติของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดที่มีความสามารถในการตอสาย
ของดีเอ็นเอใหยาวข้ึนโดยอาศัยดเีอ็นเอตนแบบสายส้ันๆ เรียกวา ไพรเมอร (primer) และสมบัติ
พิเศษของเอนไซมทีท่นความรอนไดกวา 90 องศาเซลเซียส ทําใหสามารถปรับอุณหภูมิของ
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสใหสูงต่ําตามความตองการโดยไมทําใหเอนไซมเสียสภาพไป หลักการ
ของปฏิกิริยานี้เปนกระบวน การเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอที่มีปริมาณนอยใหมากข้ึนเพื่อใชประโยชน
จากดีเอ็นเอตอไป ประสิทธิผลของการทําพีซีอารสามารถวัดไดจาก 3 ปจจัย คือ ความจําเพาะ 
(specificity) ประสิทธิภาพ (efficiency) หรือผลผลิตที่ไดและความถูกตองของผลผลิต (fidelity) 
การทําพีซีอารที่ประสิทธิภาพสูง อาจหมายถึงพซีีอารที่มีความจําเพาะสูงจะไดผลผลิตพีซีอารที่มี
ปริมาณมากในการทําที่จํานวนรอบนอย สวนพซีีอารที่มีความแมนยําสูงจะไดผลผลิตพซีีอารที่มี
ความผิดพลาดนอยมาก โดยปกตกิารทําพีซีอารที่มีความแมนยําสูงมักสงผลใหผลผลิตพีซีอาร
นอยลง หรือนอยกวาที่ความแมนยําต่ํา ดังนั้นการทําพีซีอารจงึจําเปนตองทราบปจจัยหรือตัวแปร
ที่สําคัญเพื่อใชเปนองคประกอบที่สําคัญของการทําพีซีอาร ไดแก 
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3.2  ดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) ที่ตองการเพิ่มปริมาณ โดยคุณภาพ
และปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบมีผลตอประสิทธิผลการทาํพีซีอารคอนขางมาก ดีเอ็นเอแมแบบ 
ที่คุณภาพไมดีพอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอมาก จะไปแยงจับกับแมกนีเซียม (Mg2+) ทําให
เกิดผลผลิตที่นอย หรือดเีอ็นเอปนเปอนตัวยบัยั้ง (inhibitor) จะไปขัดขวางการทํางานของเอนไซม
ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสทําใหผลผลิตลดลง หรือปฏิกิริยาการสังเคราะหสายดีเอ็นเอหยดุลงได ดังนัน้
การเตรียมดเีอ็นเอแมแบบจากส่ิงมีชีวิตที่ตองการศกึษาจําเปนตองใหความระมัดระวังตอการ
ปนเปอนจากดีเอ็นเออ่ืนๆ อยางมาก ปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการทําพีซีอารข้ึนอยูกบั 
ชนิดของดเีอ็นเอ เชน genomic DNA, complementary DNA 

3.3  ไพรเมอร (primers) ที่มีลําดับเบสคูสมกับดเีอ็นเอแมแบบที่ปลาย 5’ 
และปลาย 3’ จัดเปนองคประกอบที่สําคญัมากในการทําพซีีอารซึ่งข้ึนอยูกับการเลือกหรือการ
ออกแบบใหเหมาะสมกับสายดเีอ็นเอแมแบบ ซึ่งมีหลักเกณฑในการออกแบบไพรเมอร คือ 

1. มีความยาวระหวาง 18 ถึง 24 เบส ประกอบดวยเบสกัวนนี 
(Guanine, G) และไซโตซนี (Cytocine, C) ประมาณรอยละ 40 ถึง 60 

2. ไมมีโครงสราง internal secondary structure ในสายซึ่งทาํใหเกิด
การงอตัวของสายไพรเมอร และการจับกนัเองของเบสคูสม ทําใหเกิดรูปรางคลายกิ๊ฟตดิผม 
(hairpin shape) 

3. การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดตรงบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไม
ควรมีเบสคูสมกัน เพื่อปองกันการเกิด primer dimmers 

4. คา Melting temperature (Tm) ของไพรเมอรควรอยูในชวง 50 ถึง  
65 องศาเซลเซยีส และคา Tm ของทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน 
   ความเขมขนของไพรเมอรทีเ่หมาะสมควรอยูในชวง 0.1 ถึง 0.6 ไมโครโมล หาก
ใชปริมาณไพรเมอรมากเกินไปจะทําใหเกิดการจับกนัเองของเบสคูสมบริเวณปลาย 3’ ของ 
นิวคลีโอไทดไพรเมอร (primer dimer) และความไมจําเพาะของผลผลิตพีซีอารที่ได (non-specific 
amplified product) เพิ่มสูงข้ึน ในทางกลับกันหากใชไพรเมอรนอยเกนิไปจะทําใหไพรเมอรถูกใช
หมดไปกอนที่จํานวนวงรอบของการทําปฏิกิริยาจะส้ินสุดลง 

3.4  ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด 4 ชนิด คือ dATP, dTTP, dGTP และ dCTP 
3.5  เอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดที่สามารถกระตุน

ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันไดทั้งอุณหภูมิสูงหรือต่ํา 
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3.6  โคแฟกเตอร (co-factor) ของเอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส ไดแก Mg2+ 
หรือ Mn2+ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวย 3 ข้ันตอนหลัก ซึ่งจะวนซ้ํากันใน 3 ข้ันตอน 
จนกวาจะได ปริมาณดเีอ็นเอที่เพิ่มข้ึนอยางเพยีงพอ มีข้ันตอนหลักคือ 

1. การสูญเสียสภาพธรรมชาติของดีเอ็นเอ (DNA denaturation) เปนการเพิ่ม
อุณหภูมิใหสูงพอที่จะทําใหดีเอ็นเอตนแบบสูญเสียสภาพธรรมชาติโดยทําใหมีการแยกสาย 
โพลินิวคลีโอไทดสองสายที่พันกันเปนเกลียวดีเอ็นเอแยกจากกันประมาณ 90 องศาเซลเซียส 

2. การเขาคูของสายดีเอ็นเอแมแบบกับดเีอ็นเอสายส้ันๆ ทีเ่ปนไพรเมอร 
(Annealing) เม่ือสายดีเอ็นเอแมแบบแยกเปนสายเดี่ยวแลว จึงมีการปรับอุณหภูมิใหเหมาะสม
เพื่อใหไพรเมอรเขาคู (annealing) กับสายดีเอ็นเอแมแบบทั้งสองสาย โดยทั่วไปข้ันตอนนี้มี
อุณหภูมิประมาณ 52 ถึง 58 องศาเซลเซียส 

3. การตอสายยาวของดีเอ็นเอดวยเอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรส (Extension) 
เม่ือไพรเมอรเขาคูกบัสายดเีอ็นเอแมแบบแลวที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรมีหมูไฮดรอกซิลอิสระทําให
เอนไซมดเีอ็นเอโพลีเมอเรสสามารถดําเนินการตอสายไพรเมอรโดยเลือกใชนิวคลีโอไซด 
ไตรโฟสเฟตชนิดที่มีเบสคูสมกับสายดเีอ็นเอแมแบบ เขาเชื่อมกับไพรเมอรทีป่ลาย 3’ โดยพันธะ
ฟอสโฟไดเอสเทอร ทําใหไดโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมยาวข้ึนและมีเบสคูสมกับสายดีเอ็นเอเดมิ  
  การสังเคราะหทั้ง 3 ข้ันตอนจะทําซ้ํากันเปนจํานวน 20 ถึง 45 รอบ ทําใหได
ชิ้นสวนของดเีอ็นเอที่เพิ่มข้ึนจํานวนมาก ผลผลิตที่ไดจากการทําพีซีอาร เรียกวา Amplicon หรือ 
PCR product เคร่ืองมือที่เปนตัวควบคุมใหเกิดปฏิกิริยาดงักลาวจะเปนเคร่ืองมือที่ควบคุมการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิใหเปนวงรอบ เรียกวาเคร่ือง Thermocycler  

ปจจบุันไดมีการเพิ่มเทคนคิเพื่อใหความถกูตองแมนยําของผลผลิตดีเอ็นเอที่ได
จากกระบวนการพีซีอาร เชน การทําพีซีอาร 2 รอบ (Nested-PCR) โดยใชไพรเมอร 2 คู คูแรกเปน
การทําพีซีอารในวงกวางเพื่อจํากัดพืน้ทีใ่หคมชัด จากนั้นจงึใชไพรเมอรคูที่ 2 ซึ่งจะอยูบริเวณคูเบส 
ที่แคบลงทําใหการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอที่ไดมีความแมนยํา ถูกตองและชดัเจนมากข้ึน 

สําหรับการประยกุตการตรวจหาเชื้อมาลาเรียดวยวิธีพีซีอารเปนวิธีทีใ่หความไว
และความจําเพาะสูงกวาวิธีการตรวจวินจิฉัยอ่ืนๆ โดยหลักการสามารถตรวจหาเชื้อมาลาเรียใน
ตัวอยางที่มีเชื้อเพียงตัวเดยีว (Snounou et al, 1993) เม่ือมีการประยุกตการตรวจโดยทําพีซีอาร 
ซ้ํา 2 คร้ังหรือ Nested PCR โดยใชผลผลิตพซีีอารในรอบแรกเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการทํา 
พีซีอารในรอบถดัไป รวมกับการออกแบบไพรเมอรสําหรับพีซีอารในรอบที่ 2 เพื่อใหมีความจําเพาะ
และครอบคลุมเชื้อมาลาเรียของคนและของลิงที่พบในคนได (Kimura et al, 1995) แตวิธีพีซีอาร
ยังมีขอจํากัด คือ สามารถตรวจสอบยีนที่เกิดข้ึนในดเีอ็นเอไดเทานั้น และไมสามารถตรวจสอบ 
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อารเอ็นเอได ปจจุบันจึงมีการศกึษาและนําเทคนิคที่สามารถตรวจสอบยนีที่สังเคราะหจาก 
อารเอ็นเอได เชน เทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction หรือ RT-PCR  
มาใชในการวิเคราะหคูกบัเทคนิคพีซีอาร 

4. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) เปนเทคนิค
การเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอโดยอาศยัเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเทส (reverse transcriptase)  
ผลิตมาจากไวรัส (retroviruses) ที่นิยมใชกนั 2 ตัว คือ Avian myeloblastosis virus (AMV) และ 
Moloney murine leukemia virus (MMIV) ซึ่งมีประสิทธภิาพคลายคลึงกัน โดยมีหลักการ คอื  
ทําการสกัดอารเอ็นเอจากนั้นใชเอนไซมรีเวิรสทรานสคริปเทสเพื่อเปล่ียน messenger ribonucleic 
acid (mRNA) ใหเปนดีเอ็นเอโดยถกูสังเคราะหข้ึนจาก mRNA (complement DNA, cDNA) 
เรียกวา กระบวนการรีเวิรสทรานสคริปชั่น (reverse transcription) จากนั้นนํา cDNA มาเปน
แมแบบในการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยวิธพีีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่มีจําเพาะกับยีน เม่ือเสร็จส้ิน
กระบวนการจะไดสายดเีอ็นเอเพิ่มข้ึนจํานวนมากที่ไดมาจากสายอารเอ็นเอตนแบบ ซึ่งเทคนิค 
นิยมใชกนัทั่วไปในหองปฏิบัตทิางชีววิทยาโมเลกุล (ภาพที ่12)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 แสดงการสรางสาย cDNA จากแมแบบที่เปน mRNA (rnai-

poonsap.blogspot.com/2007_07_01_archive.html) 
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RT-PCR เปนเทคนคิที่มีความไวสูงในยีนที่มี copy number ต่ําของโมเลกุลอารเอ็นเอ 
สามารถตรวจพบดวยเทคนิค RT-PCR ปจจุบนันํามาใชกนัอยางแพรหลายในการวินจิฉัยโรคทาง
พันธุกรรมของโมเลกุลอารเอ็นเอทีจ่ําเพาะการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันภายในเซลลหรือ
เนื้อเยื่อ และการวิเคราะหดวยวิธี Northern blot จะใชในการศึกษาการแสดงออกของยนีของ 
อารเอ็นเอตอไป นอกจากนี้เทคนคิ RT-PCR ยังมีประโยชนมากในการแทรกยีนของเซลลยคูาริโอต 
(eukaryotic) เขาไปในเซลลโปรคาริโอต (prokaryotes) เนื่องจากยนีของเซลลยูคาริโอตสวนใหญ
มีอินทรอน (introns) อยูในจีโนม แตไมไดอยูใน mRNA และ cDNA ที่สรางข้ึนจากปฏิกิริยา  
RT-PCR ซึ่งมีลําดับเบสของดเีอ็นเอที่แนนอน และจะแปลไปเปนโปรตนีโดยตรง หลังจากการ
ถอดรหัส เม่ือยนีเหลานี้แสดงออกในเซลลโปรคาริโอต เพื่อการผลิตโปรตีนทีบ่ริสุทธิจ์ากอารเอ็นเอ 
ที่ผานกระบวนการถอดรหัส (transcription) ไมจําเปนตองมีกลไกในการกําจัดอินทรอน (splicing) 
เนื่องจากมีเพยีงเอ็กซซอน (exons) เทานั้น ซึ่งการทํา RT-PCR ในรอบแรกสามารถดําเนินการได
โดยผสมทุกองคประกอบของปฏิกิริยาลงในหลอดทดลอง หลังจากนั้นนํามาใสเคร่ืองควบคุม
อุณหภูมิ (thermocycle) จะเร่ิมเกิดปฏิกิริยา  

ถึงแมวา RT-PCR เปนข้ันตอนที่มีความเรียบงายและสะดวก แตตองระวังการปนเปอนที่
อาจเกิดข้ึนได ทําใหไมสามารถนํายีนที่ตองการศกึษามาทาํซ้ําในข้ันตอนที ่2 การปนเปอนดีเอ็นเอ
อาจจะกอใหเกิดผลผลิตพซีีอารที่มีขนาดแตกตางกวาทีเ่กดิข้ึนจริงจาก cDNA เชน เม่ือออกแบบ
ไพรเมอรจากเอ็กซซอน (exons) ที่เหมือนกัน ส่ิงแรกที่ตองเตรียม คือ กระบวนการเพิม่ปริมาณ 
mRNA จากอารเอ็นเอ โดยใช Oligo-DT-affinity และการทํา negative control จะเปนส่ิงที่ดใีน
การทดลองเพื่อชวยลดการปนเปอนของดีเอ็นเอ โดยการเติมองคประกอบของปฏิกิริยาทุกตัวลงไป
ในหลอดทดลองยกเวนเอนไซม ใช cDNA เปนแมแบบ ซึ่งเปนตัวควบคุมปฏิกิริยาผลผลิต 
พีซีอารไมเกิดข้ึนแสดงใหเหน็วาไมมีการปนเปอนดเีอ็นเอของตัวอยางอารเอ็นเอ แตถาผลผลิต 
พีซีอารเกิดข้ึนแสดงวามีดเีอ็นเอปนเปอนจากการทําพีซีอาร และถาไพรเมอรของพีซีอารอยูใน
ตําแหนงทีต่รงขามกับอินทรอนแลว ไมจําเปนตองมีตัวควบคุมนี้ในการทดลอง  

การเตรียมอารเอ็นเอแมแบบใหประสบความสําเร็จตองมีคุณภาพสูงเพื่อลดปฏิกิริยาของ 
เอนไซม RNase ซึ่งจะออกมาในชวงระหวางยอยเซลล รวมถึงสารยับยั้ง RNase ในข้ันตอนการ
ยอย หรือข้ันตอนการกระตุนใหเซลลแตกและยับยั้งปฏิกิริยาของ RNase ในข้ันตอนดงักลาวซึ่ง
เปนแหลงที่มาของการปนเปอน  RNase เชน จากแกว พลาสติก สารเคมี ตองใชผลิตภัณฑที่
ออกแบบมาเฉพาะสําหรับการทําใหกรดนิวคลีอิกบริสุทธิเ์พื่อเตรียมอารเอ็นเอแมแบบ โดยใช 
mRNA บริสุทธิ์เปนแมแบบมากกวาอารเอ็นเอทัง้หมด เร่ิมตนดวยการเพิ่ม Poly-A tail จะชวยเพิ่ม 
mRNA ของยีนที่หายากเนื่องจากสัดสวนของ mRNA ในการเตรียมอารเอ็นเอรวมคอนขางต่ํา  



47 
 
หากใช mRNA เปนแมแบบใหตรวจสอบความสมบูรณของ mRNA โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
กอนที่จะใชใน RT-PCR ซึ่งขนาดของ mRNA ที่ปรากฏอยูระหวาง 500 คูเบส และ 8 กิโลไบต  

ข้ันตอนการดําเนินของเทคนิค RT-PCR สามารถแบงเปน 2 ข้ันตอน คือ ข้ันตอนที่ 1  
การสังเคราะหสาย cDNA จาก mRNA จะตองเลือกใชไพรเมอรที่เหมาะสม เชน ไพรเมอร Oligo 
(dT), random hexamers หรือไพรเมอรที่จําเพาะตอลําดบันิวคลีโอไทด (gene specific primer) 
สําหรับทําพีซีอาร เพื่อเปนประโยชนสําหรับการใชงานทีเ่ฉพาะเจาะจง นอกจากนีก้ารเกดิปฏิกิริยา
จะดําเนินภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลผลิตจากวิธี RT-PCR จะตองมีขนาดไมเกิน 14 กิโลเบส 
(ข้ึนกับความเหมาะสมของเอนไซมที่ใช) ในข้ันตอนนี้เปนการเปล่ียน mRNA ใหเปน  cDNA ซึ่งมี
องคประกอบตางๆ เชน  แมกนีเซียม (Mg2+) ความเขมขนของ dNTPs และไพรเมอร ทั้งที่จําเพาะ
เจาะจงหรือไมจําเพาะเจาะจง (Oligo dT) วิธีการนี้จะเปนประโยชนเม่ือ cDNA มีอยางจํากัด 
เนื่องจากปฏิกิริยา RT-PCR ทั้งหมดจะถูกนํามาใชในเทคนิคพีซีอาร ในข้ันตอนที่ 2 ซึ่งขอดีของ 
การทําสองข้ันตอน คือ การทํา  RT-PCR และพีซีอาร จะชวยปรับสภาพการเกดิปฏิกิริยา ทั้งการ
เปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA และการถอดรหัสดีเอ็นเอทีด่ําเนินการภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม
เพื่อใหม่ันใจวาการเพิ่มปริมาณเปนไปอยางมีประสิทธิภาพและถูกตอง ชวยใหผลผลิตของ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห cDNA เพื่อใชสําหรับการวิเคราะหยีนหลายๆ ยีน เปนประโยชนสําหรับ 
การใชงานโดยเฉพาะ เชน การเพิ่มปริมาณของ cDNA ดวยวิธีพีซีอาร เปนวิธีที่มีความไวสูง ชวย
ลดโอกาสการปนเปอนเนื่องจากข้ันตอนการดําเนนิปฏิกิริยาจะนอย นอกจากนี้วิธีการนีช้วยใน 
การวิเคราะหความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรทีใ่ชทัง้สองข้ันตอน อยางไรก็ตามปฏิกิริยา  
RT-PCR ในข้ันตอนนี้จะใชอุณหภูมิที่สูง (50 ถึง 72 องศาเซลเซียส) ซึ่งจะชวยลดส่ิงแปลกปลอม
และเพิ่มความจําเพาะของการเกิดปฏิกิริยาโดยการกําจัดโครงสราง mRNA  

ขอดีของ RT-PCR เพิ่มความไวและความจําเพาะของยีน ลดความเส่ียงของการปนเปอน 
ข้ันตอนที่มีการปนเปอนของตัวอยางดวยวิธีพซีีอาร เชน สถานที่ทดลอง สองลักษณะของการ
เกิดปฏิกิริยาข้ันตอนเดียวใหผลผลิตเพิ่มข้ึนและมีประสิทธภิาพ ปฏิกิริยา cDNA จะดําเนินการ 
ที่อุณหภูมิสูง เพื่อขจัดโครงสรางของอารเอ็นเอและตัวอยาง cDNA ทั้งหมดจะถูกนํามาใชเปน
แมแบบสําหรับการทําพีซีอาร  

5. ตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชเทคนิคทางโมเลกุล จากการศึกษาความชุกและความ
หนาแนนที่ต่ําของแกมีโตไซตไดมีการพัฒนาเทคนิคทางโมเลกุลเพื่อความสะดวกในการตรวจหา
ปริมาณและลักษณะทางพนัธุกรรมของแกมีโตไซต ซึ่งเปนวิธีพื้นฐานของการเพิ่มจํานวนอารเอ็นเอ
ที่แสดงออกเฉพาะในแกมีโตไซต (Babiker and Schneider, 2008; Menegon et al., 2000)  
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อารเอ็นเอจะตองมีความจําเพาะสําหรับแกมีโตไซต โดยเฉพาะยีน Pfs25 ซึ่งเปนพืน้ฐานในการ
ตรวจสอบและการหาปริมาณแกมีโตไซตโดยวิธีการตางๆ เชน เทคนิค RT-PCR การเปล่ียน 
mRNA ใหเปน 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 ที่มีความจําเพาะตอ 
แกมีโตไซตระยะที่ 2 ถึง 5 สามารถสังเคราะหโปรตนีในระยะดังกลาวได (Alano et al., 1995)  
และมีความไวที่ใกลเคียงกบัการตรวจจับแกมีโตไซตของยนี Pfs25 (Menegon et al., 2000) แตมี
ความหลากหลายทางดานรูปแบบ (polymorphic) มากกวายีน Pfs25 (Babiker and Schneider, 
2008) ซึ่งยนี Pfg377 มีรูปแบบความหลากหลายแบบ Single-nucleotide และขนาดที่แตกตาง
อยางนอย 21 ตําแหนงของอัลลีล (Nwakanma et al., 2008) นอกจากนีเ้ทคนิคดังกลาวจะใชใน
การจําแนกโคลนที่ผลิตแกมีโตไซตจากการติดเชื้อเพียงชนดิเดียว (Abdel-Wahab et al., 2002) 
ซึ่งเทคนิคทางโมเลกุลจะมีความไวในการตรวจสอบแกมีโตไซตในชวง 0.02 ถึง 0.1 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร (Schneider et al., 2006) หรือบางคร้ังอาจตรวจสอบได 0.002 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร หรือ แกมีโตไซต 2 ตัวตอ 1 มิลลิลิตร (Buates et al., 2010) ความไวของการ 
ตรวจพบจะถูกจํากัดโดยปริมาณของตัวอยางเลือดทีเ่ก็บรวบรวม  

โดยสัดสวนความชกุของแกมีโตไซตจะเพิ่มข้ึนพบในประชากรที่อาศัยในพื้นที่ที่มีการ
แพรกระจายของเชื้อ ไมมีอาการแสดงออกของโรคมาลาเรีย และในพืน้ที่ทีมี่การแพรระบาดของ
เชื้อที่ต่ํา อาทใินทวีปแอฟริกา ดังเชน การศกึษาของ Shekalaghe ในประเทศแทนซาเนียและ
ซูดานสามารถพบแกมีโตไซตรอยละ 0 ถึง 6 ของประชากรโดยใชวิธกีารตรวจพบภายใตกลอง
จุลทรรศน แตเม่ือนํามาตรวจสอบดวยวิธีทางโมเลกุลสามารถตรวจพบรอยละ 12 ถึง 52 ของ
ประชากร (Abdel-Wahab et al., 2002; Nassir et al., 2005;Shekalaghe et al., 2007) ในป
ตอมา Nwakanma ทําศึกษาในพืน้ที่ที่มีการแพรกระจายของเชื้อที่รุนแรงมากข้ึนตามฤดูกาลใน
ประเทศแกมเบียและประเทศบูรกินาฟาโซพบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 3 ถึง 30 โดยใช
วิธีการตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน และตรวจพบโดยวิธีทางโมเลกุลรอยละ 49 ถึง 70 
(Nwakanma et al. 2008; Ouedraogo et al., 2007)  

การติดเชื้อมาลาเรียแสดงถึงการทําใหเกิดการผลิตแกมีโตไซตโดยจากการศึกษาของ 
Abdel-Wahab ทําการเปรียบเทยีบอัลลีลของ Pfg377 ในเชื้อ P. falciparum ที่ไดจากการสกัด 
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อารเอ็นเอและดีเอ็นเอของเชื้อชนิดเดยีวกัน พบวามีความผันแปรในการผลิตแกมีโตไซตระหวาง
สายพันธุ (Abdel-Wahab et al., 2002) นอกจากนีก้ารติดเชื้อทีเ่ร้ือรัง (chronic) และไมมีการ
แสดงออกของโรคมาลาเรียอาจจะยังผลิตแกมีโตไซตในกรณีที่ไมมียุงในชวงฤดแูลง  
(Abdel-Wahab et al., 2002; Babiker et al., 1998; Nassir et al., 2005) 

ดังเชน  Maeno และคณะ ในป ค.ศ. 2008 ทําการศึกษาแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. falciparum ในเลือดคนโดยใชวิธี RT-PCR ใชตัวอยางจากเลือดที่เก็บบนกระดาษกรอง 
วิเคราะหความจําเพาะของวิธี RT-PCR โดยใชยีน Pfg377 ในผูปวย 67 ราย จากผูปวยที่ติดเชื้อ  
P. falciparum จํานวน 131 คน พบผูปวยที่ใหผลบวกของจํานวนแกมีโตไซตนอยที่สุด คือ  
0.03 ตัวตอเลือด 1 ไมโครลิตร และอัตราสวนของแกมีโตไซตทีใ่หผลบวกจะไมข้ึนกับ เพศ อายุ 
และความถี่ของการเกิดแกมีโตไซต นอกจากนี้ในผูที่ติดเชือ้ P. falciparum เพียงชนิดเดียวจะมี
จํานวนแกมีโตไซตสูงกวาผูที่ติดเชื้อมาลาเรียหลายชนิด (P<0.01) ในการศึกษานี้พบผูปวย 
จํานวน 47 คนจากผูปวยทัง้หมด ที่ไมแสดงอาการ พบการแสดงออกของยีน Pfg377 ซึ่งจาก
การศึกษานี้พบวาสามารถนําวิธีการเก็บเลือดบนกระดาษกรองมาใชประโยชนทางดานโมเลกุล 
ดานระบาดวิทยา ดานการแพรกระจายของเชื้อมาลาเรีย และเปนเปาหมายในการศึกษา 
แกมีโตไซตตอไป นอกจากนีใ้นป ค. ศ. 2009 Beurskens และคณะ ไดศึกษาแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax ดวยวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนพบความไวในการตรวจสอบเชื้อ  
P. vivax ต่ํามาก จึงนําเทคนิค real-time quantitative nucleic acid sequence-based 
amplification (QT-NASBA) มาใชทดสอบหาปริมาณแกมีโตไซตโดยใชยนี Pvs25 เปนเปาหมาย 
โดยแบงกลุมตัวอยางออกเปน 2 กลุม ทดสอบความจําเพาะในกลุมที่ 1 ในผูปวยที่ติดเชื้อ  
P. vivax, P. falciparum, P. marariae และ P. ovale โดยใชวิธี QT-NASBA พบวาใหผลบวก 
รอยละ 69 จาก 104 คน และในกลุมที่ 2 ในผูปวยที่ตดิเชือ้ P. vivax โดยวิธีการตรวจสอบ 
ภายใตกลองจุลทรรศนพบใหผลบวกรอยละ 8 จาก 136 คน และในกลุมเดยีวกันแตตรวจสอบ 
แกมีโตไซตโดยใชวิธี QT-NASBA พบความชุกของแกมีโตไซตรอยละ 66 จากขอมูลสรุปไดวา 
ในคนที่มีแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax แตไมแสดงอาการสามารถตรวจพบดวยวิธี QT-NASBA  
ซึ่งไดผลดีกวาวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน และสรุปไดวาความไวในการตรวจพบ 
แกมีโตไซตจากยีน Pvs25 ดวยวิธี QT-NASBA สูงกวาวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน
ประมาณ 800 เทา  

นอกจากนี ้Nakazawa และคณะ (2009) ทําการศึกษาดเีอ็นเอของเชื้อมาลาเรียและ 
ดูความจําเพาะของ mRNA ในยุงชนิด Anopheles dirus ที่จับมาจากปา โดยใชวิธีการเก็บ 
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ตอมน้ําลายยุงบนกระดาษกรอง (dried mosquito salivary glands) และใชเทคนคิพีซีอาร 
ธรรมดาในการหาขอมูลทางโมเลกุลพบวาสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอของเชื้อ P. falciparum,  
P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi ได และตองการตรวจสอบความจําเพาะ 
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  โดยใชวิธี RT-PCR ซึ่งเทคนิคนี้สามารถยืนยันการ
แสดงออกของเชื้อ P. vivax, P. falciparum และ P. knowlesi ในยุงที่จับมา จากการศกึษาสรุป 
ไดวาการเก็บรักษาตอมน้ําลายยุง ดเีอ็นเอและอารเอ็นเอของตอมน้ําลายยุงไวบนกระดาษกรองได
และผลการสกัดใหผลดีเปนวิธีทางโมเลกุลที่นํามาประยกุตใชในการศกึษาดานระบาดวิทยาของ
เชื้อมาลาเรียไดเปนอยางด ี
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย (Research Design) 
 
 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (Descriptive study) และการตรวจวิเคราะหทาง
หองปฏิบัติการ 
 
วัตถุประสงค (Objectives) 
 

1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) ในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  จากตัวอยางเลือดของ
ผูปวยจังหวัดตากในประเทศไทย 

2. เพื่อศึกษาความชุกของระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในผูที่ตดิเชื้อชวงฤดูแลง 
และฤดูฝน ตั้งแตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2554 

3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการเกบ็รักษาตัวอยางเลือดผูปวยโดยใชวิธีการเก็บใน
หลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) และเก็บบนกระดาษกรอง  
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
  
            ประชากรตัวอยาง (Population sample) คือ ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บมาจากกลุมประชากร
เปาหมาย 
 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส ทรานสคริปชัน่ (Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) คือ การเปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA ดวยเอนไซม 
reverse transcriptase และใช Oligo dT เปน primer หลังจากนัน้ใชเอนไซม RNase H ยอย
สลาย mRNA ตามดวยการทํา PCR ตามปกติ ทําใหได cDNA เกลียวคู ซึ่งสามารถนําไป
ตรวจสอบยีนที่จําเพาะได 
 การตรวจฟลมเลือดหนา (thick blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน
กระจกสไลด การวินจิฉัยเชื้อ P. vivax จะพบระยะวงแหวน โทรโฟซอยท และแกมีโตไซต  
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 การตรวจฟลมเลือดบาง (thin blood film) คือ การตรวจวินิจฉัยดวยการยอมสีเลือดบน
กระจกสไลด ซึ่งกอนยอมสีตองตรึงสภาพดวยเมทิลแอลกอฮอล การวินิจฉัยเชื้ออาจพบระยะ 
วงแหวน โทรโฟซอยท และแกมีโตไซต  
 สารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) คือ สารละลายที่ปลอดสารพิษใชในการรักษาสภาพ
อารเอ็นเอของตัวอยางไมใหถกูทําลาย 
 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research methodology) 
 
ประชากรเปาหมาย (Target population) คือ ผูปวยทีต่ดิเชื้อ P. vivax 
 Inclusion criteria 
 คือกลุมคนไขที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียที่ศนูยมาลาเรียในจงัหวัดตากและผูทีต่รวจพบเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. vivax จากการตรวจวินจิฉัยดวยวิธีพีซีอาร 
 Exclusion criteria 
 คือกลุมผูปวยที่ตดิเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืนที่ไมมีเชื้อมาลาเรียชนิด P. vivax จากการตรวจ
วินิจฉัยดวยวิธีพีซีอาร 
 
ขนาดของประชากร (Sample size) 
 
 การคํานวณตัวอยางอาศัยขอมูลดานระบาดวิทยาจากรายงานประจําป พ.ศ. 2552 ของ
สํานักงานโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบวามีอัตราการติดเชื้อ
มาลาเรียในจังหวัดตากรอยละ 1.60 ดังนั้นจึงกําหนดให 
 โอกาสตรวจพบแกมีโตไซตในผูที่ติดเชื้อ P. vivax ในจังหวัดตาก % (P = 0.016) 
 และกําหนดใหมีคาความคลาดเคล่ือนไดไมเกิน 5 % (D = 0.05) 

กําหนดใหระดบัความเชื่อม่ันในการสรุปขอมูล 95 % 
 Zα/2 = Z 0.05/2 = 1.96 (two tail) 
 P = โอกาสตรวจพบแกมีโตไซต = 0.016 
 Q = โอกาสตรวจไมพบแกมีโตไซต = 1-0.0037 = 0.984 
 D = acceptable error = 0.05 
 N = ขนาดตัวอยาง 
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  สูตร N = Z2

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

  N = 24 คน 
 แตเนื่องจากเพื่อการใชวิเคราะหขอมูลที่ไดมีความถูกตองมากข้ึน จึงทําการศึกษาตัวอยาง
ประชากรผูทีต่ิดเชื้อ P. vivax ไมต่ํากวา 50 ตัวอยาง 
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เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใชในการวิจัย 
 
ชนิดเคร่ืองมือ      บริษัทผูผลิต 
 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัต ิ   TAKARA, JAPAN 
(PCR cycle รุน TP650) 
เคร่ืองใหความรอน (Heat block) รุน dry thermo unit JAPAN 
เคร่ืองปนตกสาร (Spin down)    Prouge 6K, KOREA 
เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) 
ไมโครปเปต ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร  EPPENDORF, U.S.A. 
เคร่ืองปนความเร็วสูง (Centrifuge) รุน MX-301  TOMY, JAPAN 
เคร่ืองชั่งน้ําหนกัทศนิยม 4 ตําแหนง รุน FY-300  DIETHELM&CO.,LTD, JAPAN 
ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow)    ENGLAND 
เคร่ืองแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา   MUPID-EXU, JAPAN 
หมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง  TOMY, JAPAN 
(High pressure stream sterilizer รุน ES-315) 
เคร่ือง Molecular Image Gel Doc XR &   BIO-RAD LABORATORIES, U.S.A. 
ChemiDoc XRS system 
เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)   SCHOTT, GERMANY 
กลองจุลทรรศนชนิดใชแสง    OLYMPUS, JAPAN  
กลองถายภาพดิจิตอล     OLYMPUS, JAPAN 
ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส     Hitachi, JAPAN 
ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส     BRANDT, ENGLAND 
ตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส     PUFFER HUBBARD, U.S.A. 
 
 
 
 
 
 
 



55 
 
วัสดุและอุปกรณ 
         
หลอดทดลองขนาดเล็กชนิดมีฝาปดปลอดเอนไซม Ribonuclease (microtube)  
ขนาด 0.2, 0.5, 1.5 มิลลิลิตร  
ปเปตตทิพ (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  
บีกเกอรขนาด 50, 100, 200, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 7.5 เซนตเิมตร     
ขวดแกวสําหรับใสสารเคมีขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร  
แทงแกวสําหรับคนสาร 
ปากคีบ (forceps)          
ชอนตักสารเคมีและกระดาษชั่งสาร 
แมเหล็ก (magnetic) สําหรับผสมสาร 
กลองโฟมใสน้ําแข็ง 
นาฬิกาจับเวลา           
พาราฟลม           
ถุงมือยางไมมีแปง      
ถุงพลาสติก          
ปากกาเขียนเคร่ืองแกว 
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เคมีภัณฑ : รายช่ือสารเคมีและแหลงท่ีมา 
 
ช่ือสารเคม ี      บริษัทผูผลิต 
 
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. การเกบ็ตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยมาลาเรียอายุตั้งแต 7 ปข้ึนไป ในพื้นที่จังหวัดตากในชวงฤดูฝน
และชวงฤดูแลงตัง้แตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2554 โดยทําการซกั
ประวัติผูปวย เชน เพศ อายุ เชื้อชาติ ภูมิลําเนา อาการ และประวัติการรักษา จํานวนผูทีต่ิดเชื้อ  
P. vivax ไมต่ํากวา 50 ตัวอยาง ทําการเจาะเลือดเฉพาะรายที่ผลตรวจฟลมเลือดใหผลบวก โดย
เจาะบริเวณหลอดเลือดดําที่แขนของผูปวยโดยแพทยหรือนักเทคนคิการแพทยปริมาตร 1 มิลลิลิตร
แบงเก็บใสหลอดที่มีสารปองกันเลือดแข็งตัว (Ethylene diamine tetra acetic acid, EDTA) และ
หยดเลือดบนแผนกระดาษกรอง (Whatman filter paper) ประมาณ 100 ไมโครลิตร และประมาณ 
100 ไมโครลิตรเก็บใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอ (RNA later) ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร จากนั้นนําเลือดทีเ่กบ็ใสหลอดที่มีสารคงสภาพอารเอ็นเอเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน หลังจากนัน้นํามาเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาสกัด
อารเอ็นเอและตรวจหาเชื้อ P. vivax โดยผูเชีย่วชาญ ดวยวิธีฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบางซึ่ง
ยอมดวยสียิมซาเพื่อประเมินความหนาแนนของแกมีโตไซตและความหนาแนนของเชื้อในแตละ
ตัวอยาง 

2. การตรวจเช้ือมาลาเรียจากแผนฟลมเลือด 
 

2.1 วิธีการตรวจฟลมเลือดชนิดหนา (thick blood film) การยอมฟลมเลือดชนดิหนามี 
วิธีคลายกับการยอมฟลมเลือดชนิดบาง แตไมมีข้ันตอนการตรึงดวย absolute methanol 
เนื่องจากตองการใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตกในระหวางการยอม ซึ่งมีข้ันตอน คือ หยดเลือด
ประมาณ 3 ถึง 5 ไมโครลิตร ลงที่จุดศนูยกลางของสไลด ทําการเกล่ียเลือดใหเปนวงโดยใชมุม 
ของสไลดเปลาเกล่ียหยดเลือดออกเปนวงกลมใหมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 1.5 ถึง 2 เซนติเมตร 
โดยตองเกล่ียเลือดไมใหหนาจนเกนิไปเม่ือเลือดแหงสนทิแลวจึงนําไปยอมดวยสียิมซาใน
อัตราสวนเชนเดยีวกับวิธีการยอมสีชนิดบาง ซึ่งตองระวังไมใหฟลมเลือดนั้นหนามากจนเกนิไป
เพราะจะทําใหการติดสีไมดี และอาจหลุดลอกออกจากสไลดในข้ันตอนการยอมสี แตถาฟลมเลือด
บางเกนิไปจะทําใหเสียเวลาในการตรวจหาเชื้อมาลาเรียภายใตกลองจุลทรรศน 
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วิธีการนับจํานวนเชื้อ ใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา (objective lens 40x) เล่ือน
หาเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณที่มีการกระจายตัวสมํ่าเสมอ แลวเปล่ียนกําลังขยายเปน 100 เทา 
(objective lens 100x) นับจํานวนเชื้อมาลาเรียตอเซลลเม็ดเลือดขาว 200 ตัว แลวสามารถ
คํานวณหาเชื้อตอเลือด 1 มิลลิลิตร โดยคาเฉล่ียเม็ดเลือดขาวเทากับ 8,000 เซลลตอเลือด  
1 ไมโครลิตร  

วิธีการประเมินจากฟลมเลือดชนิดหนา 
 

 ความหนาแนนของเช้ือมาลาเรีย = จํานวนเช้ือที่นับได x คาเฉล่ียเซลลเม็ดเลือดขาวในเลือด 1 ไมโครลิตร 
                  จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวที่นับได 

 
ตัวอยาง เชน นับจํานวนเชื้อมาลาเรียในแตละวงกลองพบจํานวนเชื้อมาลาเรีย 25 ตัว 

ตอเซลลเม็ดเลือดขาว 200 ตัว ถาประมาณวาเลือด 1 ไมโครลิตร มีเม็ดเลือดขาวเฉล่ียประมาณ 
8,000 ตัว ดังนั้นความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียในเลือด มีจํานวนประมาณ 1,000 ตัวตอ  
1 ไมโครลิตร 
 

2.2 วิธีการตรวจฟลมเลือดชนิดบาง (thin blood film) หยดเลือดประมาณ 3-5 ไมโครลิตร 
ลงบนกระจกสไลดที่สะอาด โดยหยดเลือดอยูหางจากปลายดานหนึ่งของสไลด ทําการไถเลือดที่
หยดไวดวยปลายสไลดอีกแผนหนึ่งที่มีขอบเรียบโดยแตะปลายสไลดตัวไถทํามุมกับหยดเลือด
ประมาณ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส เล่ือนสไลดตัวไถถอยหลังเล็กนอยใหขอบดานหนึ่งแตะกับหยด
เลือด แลวเล่ือนสไลดตัวไถไปในทิศทางตรงขามกบัหยดเลือดใหสุดแผนสไลดดวยความเร็ว
ตอเนื่องอยาใหสะดุด ปลอยใหฟลมเลือดแหงสนิท แลวนําไปตรึงดวย absolute methanol เปน
เวลา 1 นาที ทิ้งสไลดใหแหงสนทิเพื่อปองกันเซลลเม็ดเลือดแดงแตกและคงสภาพใหเชื้อไมหลุด
ออกจากสไลดขณะทําการยอม แลวนําไปยอมดวยสียมิซาตอไป 
  วิธีการนับจํานวนเชื้อ ใชกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา เล่ือนหาบริเวณทีเ่ซลลเม็ด
เลือดแดงมีการกระจายตัวสมํ่าเสมอและเรียงตัวกันเปนชัน้เดียว โดยปกติแลวจะพบในบริเวณสวน
ปลายของฟลมเลือด จากนั้นเปล่ียนกําลังขยายเปน 100 เทา นับจํานวนเม็ดเลือดแดงทั้งหมดที่พบ
ใน 3 วงกลอง คํานวณหาจํานวนวงกลองทีจ่ะพบเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล แลวนบั
จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียตอเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล โดยนับจํานวน 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อมาลาเรียที่พบในวงกลองเทากับจํานวนวงกลองที่คํานวณไดแลว 
คํานวณเปนคารอยละ  
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วิธีการประเมินจากฟลมเลือดชนิดบาง 
 
ความหนาแนนของเช้ือมาลาเรีย= จํานวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเช้ือxจํานวนเม็ดเลือดแดงในเลือด 1 ไมโครลิตร 
                                                           คาเฉล่ียเม็ดเลือดแดงตอ 1 วงกลอง x จํานวนกลอง 
 
(คาเฉล่ียเซลลเม็ดเลือดแดงเทากบั 5 x 106 ตัว) ตัวอยางเชน นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงในวง
กลอง 3 วงกลองไดเทากับ 990 เซลล จํานวนวงกลองที่จะพบเซลลเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 
10,000 เซลลเทากบั 10,000 x 3/990 เทากับ 30 วงกลอง ดังนั้นจะตองนับจํานวน 
เซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อที่พบใน  30 วงกลอง ตัวอยางเชน นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อ
เทากับ 50 เซลลตอเซลลเม็ดเลือดแดงทั้งหมด 10,000 เซลล คิดเปนอัตราการติดเชื้อในเลือดของ 
ผูปวยรายนีเ้ทากับรอยละ 0.50 
 

3. การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) 
 
ทําตามวิธีการที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้

 1. ทําการสกัดโดยใช ชุดสกัดดเีอ็นเอ innuPREP Blood DNA Mini Kit โดยนําเลือด
ตัวอยางละ 100 ไมโครลิตร มาเติมน้ํากล่ันใหครบ 300 ไมโครลิตร จากนัน้เติม BLB buffer  
300 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั  
 2. เติม Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนาํไปบมไวที่อุณหภูมิ  
70 องศาเซลเซยีส ประมาณ 15 นาท ี
 3. นําหลอดทีบ่มไวมาเติม SBS buffer 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
 4. ดูดสารละลายในหลอด ใสลงใน Spin Filter Column แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปน 
ความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นจึงนํา Spin Filter Column มาใสใน 
collection tube หลอดใหม  
 5. ลางดีเอ็นเอดวย AS buffer 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนัน้จึงนํา Spin Filter Column มาใสใน collection tube 
หลอดใหม  
 6. เติม MS buffer 650 ไมโครลิตร แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 นาที ทําซ้ําอีกรอบ 

7. จากนั้นจึงนํา Spin Filter Column มาใสใน Microcentrifuge tube ขนาด  
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1.5 มิลลิลิตร ที่ตัดฝาออก นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 2 นาท ี
 8. นํา Spin Filter Column มาใสใน Microcentrifuge tube หลอดใหม เตมิ Elution 
buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตรแลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที แลวจึงนําไปปนดวย
เคร่ืองปนความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  
  9. ดูดดเีอ็นเอที่ไดเก็บไวในหลอดทดลองขนาดกลาง 0.5 มิลลิลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดได   
เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ (DNA template) สําหรับทําพีซีอาร (PCR) 
ตอไป 
 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Amplification)  
 

ไพรเมอรอางอิงจากงานวิจยัของ Putaporntip และคณะ (2009) คือ โอลิโกนิวคลีโอไทด
สําหรับแยกชนิดของเชื้อมาลาเรียในยีน small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) ดวยวิธี 
nested-PCR  

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

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (polymerase chain reaction; 
PCR) นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบเพื่อทําพซีีอารรอบแรกโดยมีองคประกอบในการทํา
ปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 20 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 
0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

DNA template                                        2.00     ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 1.00     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 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  
สวนประกอบทั้งหมดนี้เรียกวา PCR reaction mixture จากนั้นนําหลอดทดลองที่มี

สวนผสมของการทําพีซีอารไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย
ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอรจับ
กับสายดเีอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 0.3 นาท ีและข้ันตอนการสังเคราะหสายดี
เอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 0.3 นาท ีซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 40 รอบ จนถึงข้ันตอนการ
สังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลว นํามาตรวจสอบ
ผลิตผล (PCR product) โดยใชวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) ดวยอะกาโรสเจล 
ความเขมขนรอยละ 2  

จากนัน้ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบสอง (nested PCR) มีองคประกอบที่ใชในการ
ทําปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 20 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

DNA template (รอบแรก)              2.00     ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 1.00     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 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  
นําสวนประกอบทั้งหมดไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย

ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอรจับ
กับสายดเีอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 0.3 นาท ีและข้ันตอนการสังเคราะหสายดี
เอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 0.3 นาท ีซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จนกระทั่งการ
สังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลว นํามาตรวจสอบ
ผลิตผล (PCR product) โดยใชวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2 
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5. การตรวจผลผลิตพีซีอาร โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

 การวิเคราะหดเีอ็นเอ โดยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปนวิธีที่นยิมใชกันอยางแพรหลาย
เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงในการศกึษากรดนิวคลิอิกปริมาณเล็กนอย นํามาศึกษาโครงสราง 
ขนาดและปริมาณของกรดนิวคลีอิกที่มีความยาวที่เหมาะสม โดยอาศัยคุณสมบตัิโครงสรางทาง
เคมีของกรดนิวคลีอิกที่มีองคประกอบของหมูฟอสเฟต (PO-

4) ซึ่งมีคณุสมบัตเิปนประจุลบ ดังนัน้
เม่ืออยูในสนามไฟฟาจะมีการเคล่ือนที่จากข้ัวลบไปหาข้ัวบวก โดยอาศัยอะกาโรสเจลเปนตัวกลาง
ในการแยกขนาดของดเีอ็นเอเคล่ือนทีใ่นบฟัเฟอรขณะที่เคล่ือนที่ในบัฟเฟอรที่เหมาะสม  ซึ่งมี
ข้ันตอนในการวิเคราะหดังนี้ เตรียมอะกาโรสเจลที่มีความเขมขนรอยละ 2 ใน 1X TBE (Tris, 
Borate, EDTA) จากนั้นนําเจลไปใสใน electrophoresis chamber ที่เติมสารละลาย TBE 
ปริมาณ 400 มิลลิลิตร ซึ่งใช TBE ตอน้ํา ในอัตราสวน 9:1 ในปริมาตร 400 มิลลิลิตร เพื่อให
ปริมาตรของสารละลาย TBE ทวมผิวหนาเจล ประมาณ 1 เซนติเมตร นําผลผลิตพีซีอารทีเ่ตรียมไว 
2 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร ใชไมโครปเปตหยอดลงในหลุมเจล ซึ่งใช Ladder 
50 คูเบส เปนดีเอ็นเอบอกขนาด เพื่อเปรียบเทียบขนาดโดยประมาณของดเีอ็นเอทีศ่ึกษา ใช
กระแสไฟฟาที่ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ใชเวลาประมาณ 30 นาที หรือจนกระทั่งสีของ 
loading dye เคล่ือนไปได 2 ใน 3 สวนของเจล นําเจลไปยอมดวยเอธิเดยีมโบรไมด (Ethidium 
bromide, EtBr) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 15 นาท ีนําไป
ดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตจากแหลงกําเนิดแสง (UV transilluminator) 
และบันทึกภาพไวเพื่อนํามาวัดขนาดของแถบดเีอ็นเอจากผลผลิตพีซีอารโดยเปรียบเทียบกับแถบ 
ดีเอ็นเอบอกขนาด 
 

6. การสกัดอารเอ็นเอ (RNA Extraction)  
 

ทําตามวิธีการที่ระบุโดยบริษทัผูผลิต ดังตอไปนี ้ 
1. ทําการสกัดโดยใชชุดสกดัอารเอ็นเอ QIAamp RNA blood mini kit ของยี่หอ 

QIAGEN โดยนําตัวอยางเลือดของผูปวยทีมี่เชื้อ P. vivax มา 100 ไมโครลิตร เติม EL buffer  
5 เทาของเลือดตัวอยางที่ตองการเติม ผสมใหเขากัน 

2. นําหลอดทีเ่กบ็ตัวอยางเลือดไวมาแชบนน้ําแข็งประมาณ 10 ถึง 15 นาที และผสม
สารละลายและเลือดใหเขากนัประมาณ 2 คร้ัง ในระหวางแชหลอดในน้ําแข็ง 
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3. นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที             
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนั้นดูดสารละลายใสสวนบนออก 

4. เติม EL buffer ประมาณ 2 เทาของปริมาตรเลือดที่ใชในขอ 1 ผสมใหเขากนั 
5. นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที             

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส จากนั้นดูดสารละลายใสสวนบนออก 
6. เติม RLT buffer 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
7. ดูดสารละลายที่ไดจากหลอด ใสใน QIAshredder spin column ที่มี collection tube 

นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนํา QIAshredder spin 
column ออก 

8. เติม 70% ethanol 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
9. ดูดสารละลายทีไ่ด ใสใน QIAamp spin column ใหม นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปน

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 
     10. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม จากนัน้ทําการลางดวย 

RW1 buffer 700 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 วินาท ี
            11. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม จากนั้นเติม RPE 
buffer 500 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
15 วินาท ี

12. เติม RPE buffer 500 ไมโครลิตร และนํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 14,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี

13. นํา QIAamp spin column มาใส collection tube หลอดใหม นํามาปนเหว่ียงดวย
เคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาที 

14. นํา QIAamp spin column มาใสหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
หลอดใหม แลวเติม RNase-free water 30 ไมโครลิตร นํามาปนเหว่ียงดวยเคร่ืองปนความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

15. จากนัน้ดูดสารละลาย mRNA ที่สกัดไดใสในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด  
0.5 มิลลิลิตร แลวนําไปใชเปนอารเอ็นเอตนแบบ (RNA template) สําหรับทํา reverse 
transcription ตอไป หรือเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
หมายเหต:ุ การสกัดอารเอ็นเอตองทําในสภาวะที่ปลอด RNase 
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7. การสังเคราะห cDNA จาก mRNA (cDNA synthesis) 
 

ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA โดยใชชดุ RT-PCR kit (AMV) version 3  
ของยี่หอ TaKaRa โดยเตรียมองคประกอบในการทําปฏิกริิยาเพื่อสังเคราะห cDNA โดยกําหนด
ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ในหลอด microtube ซึ่งประกอบดวย 

1. Oligo dT-Adaptor primer ความเขมขน 2.5 pmol ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
2. dNTP Mixture ความเขมขน 10 มิลลิโมล ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
3. 10X RT buffer ความเขมขน 20 pmol ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
4. MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมล ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร  
5. AMV Reverse Transcriptase XL ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร  

0.5 ไมโครลิตร 
6. RNase Inhibitor ความเขมขน 40 ยูนิตตอไมโครลิตร 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 ใหเขากันแลวนําไปเขาเคร่ือง

ควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยอุณหภูมิ 30, 42, 99 และ 5 องศาเซลเซยีส  
บมในแตละอุณหภูมิเปนเวลา 10, 30, 5 และ 5 นาที ตามลําดับ เม่ือครบเวลานํามาแชบน 
น้ําแข็งทันท ี

 
8. การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด (oligonucleotides) สําหรับใชเปน PCR primers  

 
ทําการออกแบบไพรเมอรจากดีเอ็นเอตนแบบของยีน Pvs25 จาก Genbank Data base 

accesses number GU256271, AY639972, AF083502 และ EU810766 คัดเลือกบริเวณที่
เหมาะสม แลวทําการออกแบบไพรเมอร โดยเลือกบริเวณ conserved region ของยีน Pvs25 ทั้ง
ดานปลาย 5’ และดานปลาย 3’ ข้ึนอยูกับการเลือกหรือการออกแบบใหเหมาะสมกบัสายดเีอ็นเอ
แมแบบ ซึ่งมีหลักเกณฑในการออกแบบไพรเมอร คือ 

1. มีความยาวระหวาง 18 ถึง 24 เบส ประกอบดวยเบสกัวนนี (Guanine, G) และ
ไซโตซีน (Cytocine, C) ประมาณรอยละ 40 ถึง 60 

2. ไมมีโครงสราง internal secondary structure ในสายซึ่งทาํใหเกิดการงอตัวของ
สายไพรเมอร และการจับกนัเองของเบสคูสม ทําใหเกิดรูปรางคลายกิ๊ฟติดผม (hairpin shape) 



65 
 

3. การเรียงตัวของนิวคลีโอไทดตรงบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไมควรมี 
เบสคูสมกนั เพื่อปองกันการเกิด primer dimmers 

4. คา Melting temperature (Tm) ของไพรเมอรควรอยูในชวง 50 ถึง  
65 องศาเซลเซยีส และคา Tm ของทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน 
 ความเขมขนของไพรเมอรทีเ่หมาะสมควรอยูในชวง 0.1 ถึง 0.6 ไมโครโมล หากใช
ปริมาณไพรเมอรมากเกินไปจะทําใหเกิดการจับกนัเองของเบสคูสมบริเวณปลาย 3’ ของ 
นิวคลีโอไทดไพรเมอร (primer dimer) และความไมจําเพาะของผลผลิตพีซีอารที่ได (non-specific 
amplified product) เพิ่มสูงข้ึน ในทางกลับกันหากใชไพรเมอรนอยเกนิไปจะทําใหไพรเมอรถูกใช
หมดไปกอนที่จํานวนวงรอบของการทําปฏิกิริยาจะส้ินสุดลง 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 13 แสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการทําพซีีอาร 

  
 การออกแบบ Primer โดยคนหาลําดบันิวคลีโอไทดของแกมีโตไซตในเชื้อ P. vivax 
(Pvs25) จากฐานขอมูล GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) หมายเลข GU256271, 
AY639972, AF083502 และ EU810766 เปนตนแบบซึง่ไมตรงกับเชื้อชนิดอ่ืนใดในฐานขอมูล 
(ภาพที่ 13) 

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

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

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

Pvs25R1F: 5’-CCAATAGCACATGAGCAACCT-3’ (21 เบส) (ตรงกับ 
ตําแหนงเบสที ่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 ใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (polymerase chain reaction, 

PCR) โดยนํา cDNA ที่ไดมาใชเปนแมแบบเพื่อทําพีซีอารรอบแรกโดยมีองคประกอบในการทํา
ปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 15 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง 
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

cDNA template                            1.00      ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 0.0975     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 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  
สวนประกอบทั้งหมดนี้เรียกวา PCR reaction mixture จากนั้นนําหลอดทดลองที่มี

สวนผสมของการทําพีซีอารไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย
ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอร 
จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที และข้ันตอนการสังเคราะห 
สายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที ซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 35 รอบ จนกระทั่ง 
การสังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลวนํามา
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารโดยใชวิธเีจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2  

จากนัน้ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในรอบสอง (nested PCR) มีองคประกอบที่ใชใน 
การทําปฏิกิริยาทั้งหมด (PCR reaction mixture) ในปริมาตรสุทธิ 15 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง
ขนาด 0.2 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

DNA template (รอบแรก)              1.00      ไมโครลิตร 
Forward primer ความเขมขน 30 พิโคโมล 0.0975     ไมโครลิตร 
Reverse primer ความเขมขน 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  
นําสวนประกอบทั้งหมดไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลาอัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวย

ข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที ข้ันตอนทําใหไพรเมอร 
จับกับสายดีเอ็นเอแมแบบที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที และข้ันตอนการสังเคราะห 
สายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 0.3 นาที ซึ่งทําปฏิกิริยาทั้งหมด 25 รอบ จนกระทั่ง 
การสังเคราะหข้ันสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ีเม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาแลวนํามา
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร โดยใชวิธเีจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลเขมขนรอยละ 2 
 

10. การวเิคราะหขอมูล (Data analysis) 
 
1. ทําการศึกษาวิเคราะหขอมูลลักษณะทั่วไปของกลุมตัวอยางที่เปนขอมูลเชงิคุณภาพ 

เชน เพศ เชื้อชาติ ประวัติการเปนมาลาเรียและอาการสําคญัวิเคราะหในรูปของความถี ่รอยละ 
สวนลักษณะขอมูลทั่วไปที่เปนเชิงปริมาณ เชน อายุ จํานวนคร้ังทีเ่ปนมาลาเรีย อุณหภูมิรางกาย 

2. เก็บรวบรวมขอมูลชนิดและความหนาแนนของเชื้อมาลาเรีย โดยวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนดิบาง 

3. ตรวจวินิจฉัยความหนาแนนของระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในตัวอยางเลือด 
โดยวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนจากฟลมเลือดชนิดหนาและชนิดบาง 

4. เก็บรวบรวมขอมูลชนิดของเชือ้มาลาเรียแตละชนดิจากการตรวจดวยวิธีพซีีอาร  
โดยอานผลจากภาพถายแถบดเีอ็นเอ 

5. เปรียบเทยีบความแตกตางของผลการตรวจวินจิฉัยระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
ในตัวอยางเลือด โดยวิธี RT-PCR เปรียบเทยีบกบัผลการตรวจจากจากฟลมเลือดและประเมิน 
ที่ใหความไวสูง 

6. ความไว (sensitivity) เปนคณุลักษณะของการตรวจวินิจฉัยระยะแกมีโตไซตของเชื้อ 
P. vivax ดวยเทคนิค RT-PCR ที่บอกถึงอัตราสวนของผลบวกในการตรวจผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax 

7. ความจําเพาะ (specificity) เปนคณุลักษณะของการตรวจวินิจฉัยระยะแกมีโตไซตของ
เชื้อ P. vivax ดวยเทคนิค RT-PCR ที่บอกถึงอัตราสวนของผลลบในการตรวจคนปกต ิ
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

ลักษณะท่ัวไป และขอมลูทางคลินิกของประชากรตัวอยาง 
 

การศึกษาในคร้ังนีท้ําการเก็บตัวอยางจํานวน 2 คร้ัง คือ ชวงฤดูแลงและฤดูฝน  
ของจํานวนตัวอยางเลือดที่ติดเชื้อ P. vivax จากผูปวยที่มารับการรักษามาลาเรียคลินิกใน 
จังหวัดตาก ระหวางเดือนมิถุนายน ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2553 ในชวงฤดูฝน จํานวน 49 ราย 
และในชวงฤดูแลงในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือนมกราคม พ.ศ. 2554 จํานวน 57 ราย 
รวมทั้งหมด 106 ราย ประกอบดวยตัวอยางผูปวยเพศชาย 65 ราย คิดเปนรอยละ 61.32 และ  
เพศหญิงจํานวน 41 ราย คิดเปนรอยละ 38.68 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรที่ศกึษามี
อายุตั้งแต 7 ถึง 51 ป มีอายุเฉล่ีย 16.39 ป ชวงอายุที่มีจํานวนตัวอยางมากที่สุดคือ 11 ถึง 20 ป  
มีจํานวน 38 ราย คิดเปนรอยละ 35.85 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรที่ศึกษาสวนใหญ 
มีเชื้อชาตพิมามากที่สุด จํานวน 91 คน คิดเปนรอยละ 85.85 สวนทีเ่หลือเปนประชากรที่มี 
เชื้อชาติไทย จํานวน 15 ราย คิดเปนรอยละ 14.15 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด ประชากรทีศ่ึกษา 
มีชวงอุณหภูมิรางกายตั้งแต 34 ถึง 39.7 องศาเซลเซยีส อุณหภูมิรางกายเฉล่ียประมาณ  
36.22 องศาเซลเซียส มีอาการไขกอนมารับการตรวจเลือด 1 วัน คิดเปนรอยละ 100 และใน
ประชากรทีถู่กวินจิฉัยวาติดเชื้อ P. vivax จากศูนยมาลาเรียคลินิกของจํานวนตัวอยางทั้งหมด  
ซึ่งตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน (ตารางที่ 1)  
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ตารางที่ 1 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางจากผูปวยโรคมาลาเรีย 
 
  ขอมูล จํานวน รอยละ 
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 
  พมา 91 85.85 
4. อุณหภูมิรางกาย  
    (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. จํานวนวันทีเ่ปนไข    
 1 วัน 106 100 
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ผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียภายใตกลองจุลทรรศน 

 
การตรวจวินจิฉัยเชื้อ P. vivax จากมาลาเรียคลินิกในจังหวัดตาก จากแผนฟลมเลือดที่

ยอมดวยสียิมซาในชวงฤดูแลงและฤดูฝน โดยตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน พบวาผลการ
วินิจฉัยสามารถตรวจพบตัวอยางเชื้อ P. vivax จํานวน 92 ราย จากตัวอยางประชากรทั้งหมด  
106 ราย คิดเปนรอยละ 86.79 และตัวอยางประชากรที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียอีกจํานวน 14 ราย 
คิดเปนรอยละ 13.21 (ตารางที่ 2) มีอัตราความหนาแนนของเชื้อตั้งแต 40 - 225,560 ตัวตอ
ไมโครลิตร ซึ่งพบระยะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศของเชื้อ เชน ระยะวงแหวน (ring stage) 
ระยะ growing trophozoite ระยะ early schizont ระยะ developing schizont ระยะ mature 
schizont สวนระยะ free merozoites พบแค 2 ราย ของประชากรที่ตดิเชื้อ P. vivax จํานวน  
92 ราย และตรวจไมพบเชื้อ P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi จาก
แผนฟลมเลือด 
 
ตารางที่ 2 แสดงผลการจําแนกชนิดของเชื้อ P. vivax จากฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา 
ภายใตกลองจุลทรรศน (จํานวนตัวอยาง N = 106) 
                                                                              

ชนิดของเชื้อ จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบเชื้อ (รอยละ) 

P. vivax 92 86.79 
Negative 14 13.21 

รวม 106 100 
 
 
ผลการตรวจหาแกมีโตไซตภายใตกลองจุลทรรศน 

 
ทําการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากแผนฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา

ในชวงฤดูแลงและฤดูฝน โดยตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จากประชากรที่ติดเชื้อ P. vivax ซึ่ง
ในชวงฤดูฝนตรวจพบระยะแกมีโตไซตจํานวน 22 ราย คิดเปนรอยละ 52.38 และตรวจไมพบระยะ
ดังกลาวจํานวน 20 ราย คิดเปนรอยละ 47.62 ของประชากรที่ติดเชื้อจํานวน 42 ราย และในชวง
ฤดูแลงตรวจพบระยะแกมีโตไซตจํานวน 28 ราย คิดเปนรอยละ 56 และตรวจไมพบจํานวน  
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22 ราย คิดเปนรอยละ 44 ของประชากรจํานวน 50 ราย ซึง่จากการตรวจพบระยะแกมีโตไซตทั้ง  
2 ฤดูกาล พบประชากรที่มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือดจํานวน 50 ราย คิดเปนรอยละ 54.35 
และตรวจไมพบจํานวน 42 ราย คิดเปนรอยละ 45.66 ของประชากรทีต่ิดเชื้อ P. vivax จํานวน  
92 ราย (ตารางที่ 3) และมีอัตราความหนาแนนของระยะแกมีโตไซตตั้งแต 7 - 621 ตัวตอเลือด  
1 ไมโครลิตร 
 
ตารางที่ 3 แสดงผลการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในชวงฤดูฝนและฤดูแลง 
จากฟลมเลือดที่ยอมดวยสียิมซา  
 

เชื้อ P. vivax 
ฤดูฝน (N = 42) ฤดูแลง (N = 50) รวม (N = 92) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 
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 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน small 
subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) ซึ่งใช 
ไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi 
จากการทําพซีีอารรอบที่ 2 (nested PCR) วิเคราะหผลผลิตพีซีอาร (PCR product) จากตัวอยาง
เลือดจํานวน 106 ตัวอยางดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส (gel electrophoresis) โดยใชอะกาโรสเจล 
(agarose gel) ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด คือ ladder  
50 คูเบส พบวาผลพีซีอารบวกของเชื้อมาลาเรียจากไพรเมอรคูนอกมีขนาดประมาณ 600 คูเบส  
ดังแสดงในภาพที่ 14 และไพรเมอรคูในของเชื้อ P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale 
ดังภาพที่ 15 แสดงผลการตรวจของเชื้อมาลาเรียดวยวิธพีซีีอาร จากตัวอยางเลือดจากไพรเมอร 
คูนอกอัตราการพบเชื้อมาลาเรียจํานวน 92 ราย คิดเปนรอยละ 86.80 จากจํานวนผูปวย 106 ราย 
และเม่ือใชไพรเมอรคูในจําแนกชนดิของเชื้อพบเชื้อ P. vivax จํานวน 77 ราย คิดเปนรอยละ 
72.64 เชื้อ P. falciparum จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 เชื้อ P. malariae จํานวน 2 ราย  
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คิดเปนรอยละ 1.89 และเชื้อ P. ovale จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 นอกจากนี้พบการ 
ติดเชื้อรวมกนัระหวางเชื้อ P. falciparum และเชื้อ P. vivax จํานวน 9 ราย คิดเปนรอยละ 8.50 
และพบการติดเชื้อรวมกันระหวางเชื้อ P. vivax และเชื้อ P. malariae จํานวน 1 ราย คิดเปน 
รอยละ 0.94 และยังพบการติดเชื้อถงึ 3 ชนิดรวมกนัคือเชือ้ P. falciparum, P. vivax และ  
P. malariae จํานวน 1 ราย คิดเปนรอยละ 0.94 (ตารางที่ 4) และจากตัวอยางประชากรที่สงสัย 
วามีเชื้อมาลาเรียซึ่งตรวจไมพบเชื้อมาลาเรียจํานวน 14 ราย คิดเปนรอยละ 13.21 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย จากการใช  
inter-species primers ในสวน SSU rRNA gene ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส  
โดย M = 50 bp  ladder, 1-5 = ตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย, 6 = Negative control  
 
 
 
 
 
 
 

M      1        2       3       4       5       6           

~600 bp 
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ภาพที่ 15 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่มีเชื้อมาลาเรีย จากการใช species-
specific primer ในสวน  SSU rRNA gene ของเชื้อมาลาเรียดวยวิธเีจลอิเล็คโตรโฟรีซิส  
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 แสดงผลการจําแนกชนดิของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยางเลือดดวยวิธีพซีีอาร  
จากยนี SSU rRNA 
 

ผลการวินิจฉัยดวยวิธีพีซีอาร จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบเชื้อ (รอยละ) 

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 โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 
ยีน SSU rRNA โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส ซึ่งใชไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อ P. vivax  
พบจํานวนประชากรที่ติดเชื้อ P. vivax ทั้งที่ติดเชื้อชนิดเดยีวและติดเชื้อมากกวา 1 ชนิด มีจํานวน 
88 ราย เม่ือเปรียบเทียบกับการดูดวยกลองจุลทรรศนซึ่งพบการติดเชื้อจํานวน 92 ราย ดังนั้นจึง 
นําตัวอยางที่จําแนกชนิดของเชื้อ P. vivax โดยวิธีพีซีอาร จํานวน 88 ราย และตัวอยางประชากร 
ที่สงสัยวามีเชื้อมาลาเรียจํานวน 14 ราย มาทําการตรวจหาระยะแกมีโตไซตโดยใชเทคนิค  
RT-PCR เพื่อศึกษาความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของเทคนิคนี้ในการ
ตรวจพบระยะแกมีโตไซตตอไป 
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เปรียบเทียบความจําเพาะของไพรเมอร Pvs25 โดยใช gDNA และ cDNA 
   
 นํา gDNA ที่ไดจากการสกัดดเีอ็นเอจากตัวอยางที่มีระยะแกมีโตไซตในเลือดผูปวย  
มาทํา positive control และ cDNA ที่ไดจากการสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางที่มีระยะแกมีโตไซต
มาทดสอบและใช gDNA จากตัวอยางเลือดผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรียแตไมมีระยะแกมีโตไซตมาทํา 
Negative control เพื่อตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอรที่ใชในการตรวจหายนี Pvs25 ที่
จําเพาะตอระยะแกมีโตไซตของเชือ้ P. vivax ดวยวิธี RT-PCR วิเคราะหผลผลิตพีซีอาร (PCR 
product) ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทียบกับ 
ดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ ladder 50 คูเบส พบวา gDNA และ cDNA ที่ใชเปน positive 
control ใหผลพซีีอารบวกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ 
Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F มีขนาด
ประมาณ 263 คูเบส สวน gDNA ในผูปวยที่มีเชื้อมาลาเรียแตไมมีระยะแกมีโตไซตซึ่งใชเปน 
Negative control ไมใหผลผลิตพซีีอารทั้งไพรเมอรคูนอกและคูใน ดังภาพแสดงที่ 16 นอกจากนี้
นําไพรเมอรที่พัฒนามาทดสอบโดยใช gDNA ของตัวอยางเชื้อมาลาเรียชนิดอ่ืนๆ ที่มีระยะ 
แกมีโตไซต ไดแก เชื้อ P. falciparum, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi ผลการทดสอบ
พบวาไมใหผลผลิตพซีีอารทัง้ไพรเมอรคูนอกและคูใน จากตัวอยางของเชื้อมาลาเรียชนดิอ่ืนๆ  
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ภาพที่ 16 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ gDNA และ cDNA จากการใชไพรเมอรคูนอก 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F และคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยนี Pvs25  
ดวยวิธเีจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1 - 2 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ 
gDNA ที่มีระยะแกมีโตไซต, 3 - 4 = ผลผลิตพีซีอารรอบที ่1 และ 2 ของ cDNA ที่มีระยะ 
แกมีโตไซต, 5 - 6 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 และ 2 ของ gDNA ไมมีระยะแกมีโตไซต 
 
ผลการตรวจสอบความไวของไพรเมอร Pvs25 ดวยวธิี RT-PCR 
 
 การตรวจสอบความไวของไพรเมอร Pvs25 โดยใช cDNA ที่ไดจากตัวอยางเลือดผูปวยที่มี
ระยะแกมีโตไซตจํานวน 2 ตัวอยาง มาทํา RT-PCR (เปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA) จากไพรเมอร 
Pvs25F0 (5’ – ATGAACTCCTACTACAGCCTC – 3’) และ Pvs25R0  
(5’ – TTATATGACGTACGAAGGGAC – 3’) มีขนาดประมาณ 660 คูเบส และมีน้ําหนกัโมเลกุล
ประมาณ 6.94x10-19 กิโลดาลตัน นํามาเจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 ,  
1 และ 0.1 copy/µl แลวนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทําพีซีอารรอบที่ 2 และ 3 ตอไป โดยใช 
ไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส และไพรเมอร Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F ขนาดประมาณ 263 คูเบส ตามลําดับ และทดลองซ้ํา 2 คร้ัง เพื่อความถูกตองและ
นาเชื่อถือของงานวิจัย ผลการตรวจสอบพบวา ผลผลิตพซีอีารใหผลบวกถึง 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 ไมมีผลผลิตพีซีอารเกิดข้ึน แสดงใหเหน็วาความไวของไพรเมอรที่ใชในการ
ตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากยนี Pvs25 สามารถตรวจพบไดที่ 10 copy/µl  
ดังภาพที่ 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 3 ของ cDNA เจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 
1x102, 10 , 1 และ 0.1 copy/µl จากไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยีน Pvs25  
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1 - 8 = ผลผลิตพีซีอารรอบที่ 3 ของ cDNA 
เจือจางที่ 1x106, 1x105, 1x104, 1x103, 1x102, 10 , 1 และ 0.1 copy/µl ตามลําดับ 
 
ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเช้ือ P. vivax  
 

1. ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซต จากตัวอยางเลือดท่ีเกบ็ในสารคงสภาพ 
อารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR  

ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ในตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพ
อารเอ็นเอ (RNA later) สวนของยีน Pvs25 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส รีเวอรส 
ทรานสคริปชั่น (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; RT-PCR)  
จากการทํา nested RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดังกลาว วิเคราะหผลผลิตพซีีอาร  
(PCR product) จากตัวอยางเลือด จํานวน 88 ตัวอยาง ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใช 
อะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ ladder  

  M     1      2      3      4     5     6       7     8        

~263 bp 



78 
 
50 คูเบส พบวาใหผลพซีีอารบวกของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ 
Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คูเบส ดังแสดงในภาพที่ 18 และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F มีขนาดประมาณ 263 คูเบส ดังแสดงในภาพที่ 19  ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซต
ของเชื้อ P. vivax  ดวยวิธี RT-PCR ในรอบแรกจากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ
โดยใชไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  
รอยละ 34.09 (30 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบแกมีโตไซตเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 
ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 93.18 (82 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง)  
ผลการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ดวยวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บใน
สารคงสภาพอารเอ็นเอในระหวางเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึง มกราคม พ.ศ. 2554 อัตราการ
ตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จํานวน 82 ราย คิดเปนรอยละ 93.18 และไมพบระยะ
ดังกลาวเปนจํานวน 6 ราย คิดเปนรอยละ 6.82 ของตัวอยางประชากรทีต่ิดเชื้อ P. vivax ดังตาราง
ที่ 5 และตรวจไมพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากประชากรที่สงสัยวาติดเชื้อมาลาเรียทั้ง 
14 ราย 
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ภาพที่ 18 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ 
มีเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F ในสวนยีน Pvs25  
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 100 bp ladder, 1 = Negative control, 2-5 = ตัวอยางเลือด
ที่มีแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 

 

 

 

 

 

 

 

  1      2      3      4      5      M        

~356 bp 
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ภาพที่ 19 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ 
มีเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยนี Pvs25            
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 100 bp ladder, 1-5 = ตัวอยางเลือดที่มีแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

~263 bp 

  1      2      3      4      5      M        
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ตารางที่ 5 แสดงผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซต ของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เก็บใน       
สารคงสภาพอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บใน 
สารคงสภาพอารเอ็นเอ 

จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซต 
(รอยละ) 

P. vivax 82 93.18 

Negative 6 6.82 

รวม 88 100 
 

2. ผลเปรียบเทียบการตรวจพบแกมีโตไซตในชวงฤดูแลงและฤดูฝน  
 จากการตรวจหาระยะแกมีโตไซตในชวงฤดูฝนจากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคง 
สภาพอารเอ็นเอ สวนของยีน Pvs25 โดยวิธ ีRT-PCR จากการทํา nested RT-PCR โดยใช 
ไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดังกลาว วิเคราะหผลผลิตพซีีอารจากตัวอยางเลือดจํานวน 39 ตัวอยาง 
ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขนรอยละ 2 เปรียบเทยีบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานบอกขนาดคือ ladder 50 คูเบส ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax   
ดวยวิธี RT-PCR ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ โดยใชไพรเมอร 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบเชื้อรอยละ 38.46 (15 ตัวอยางจาก 39 ตัวอยาง) และ
มีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 94.87 
(37 ตัวอยางจาก 39 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบเชื้อมาลาเรียดวยวิธี nested RT-PCR จากตัวอยาง
เลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ในชวงฤดูฝนทําการเก็บตัวอยางเลือดระหวางเดือนมิถุนายน 
ถึง ตุลาคม พ.ศ. 2553 พบอัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  จํานวน 37 ราย 
คิดเปนรอยละ 94.87 และไมพบระยะดังกลาวเปนจํานวน 4 ราย คิดเปนรอยละ 5.13 

และในชวงฤดูแลงทําการเกบ็ตัวอยางเลือดระหวางเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2553 ถึงเดือน
มกราคม พ.ศ. 2554 ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีเ่กบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอ โดยใชไพรเมอร 
Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีอัตราการพบเชื้อรอยละ 30.61 (15 ตัวอยางจาก 49 ตัวอยาง) และ
มีอัตราการพบเชื้อเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 91.84 
(45 ตัวอยางจาก 49 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบเชื้อมาลาเรียดวยวิธี RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ และไมพบระยะดังกลาวเปนจํานวน 4 ราย คิดเปนรอยละ 8.16  
ดังตารางที่ 6  
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ตารางที่ 6 แสดงผลการตรวจหาแกมีโตไซตในชวงฤดูฝนและฤดูแลงจากตัวอยางเลือดที่เกบ็ใน 
สารคงสภาพอารเอ็นเอ 
 

เชื้อ P. vivax 
ฤดูฝน (N = 39) ฤดูแลง (N = 49) รวม (N = 88) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 
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. ผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตจากตัวอยางเลือดท่ีหยดบนกระดาษกรองดวย

วิธี RT-PCR 
การตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง 

(Whatman filter paper) ในสวนของยนี Pvs25 โดยวิธ ีRT-PCR จากการทํา nested RT-PCR      
โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอระยะดงักลาว วิเคราะหผลผลิตพีซีอารจากตัวอยางเลือดทีห่ยด      
บนกระดาษกรองจํานวน 88 ตัวอยาง ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขน   
รอยละ 2 เปรียบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด คือ ladder 50 คูเบส พบวาใหผลพีซีอาร
บวกของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F มีขนาดประมาณ 356 คู
เบส ดังแสดงในภาพที่ 20 และไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F มีขนาดประมาณ 263 คู
เบส ดังแสดงในภาพที่ 21 ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax  ดวยวิธี RT-PCR  
ในรอบที่ 1 จากตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองโดยใชไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F 
มีอัตราการพบแกมีโตไซตรอยละ 11.36 (10 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) และมีอัตราการพบระยะ
ดังกลาวเพิ่มข้ึนในรอบที่ 2 ดวยไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F เปนรอยละ 89.77  
(79 ตัวอยางจาก 88 ตัวอยาง) ผลการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ดวยวิธี nested  
RT-PCR จากตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองในระหวางเดือนมิถนุายน พ.ศ. 2553 ถึง 
มกราคม พ.ศ. 2554 อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชือ้ P. vivax จํานวน 79 ราย คิดเปน 
รอยละ 89.77 และไมพบระยะดังกลาวจํานวน 9 ราย คิดเปนรอยละ 10.23 ดังตารางที่ 7 และ
ตรวจไมพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากประชากรที่สงสัยวาติดเชื้อมาลาเรียทั้ง 14 ราย 
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ภาพที่ 20 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 1 ของตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองและมีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูนอก Pvs25F0F และ Pvs25R0F ในสวนยนี 
Pvs25 ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิส โดย M = 50 bp ladder, 1-6 = ตัวอยางเลือดที่มีระยะ 
แกมีโตไซตเชื้อ P. vivax, 7 = Negative control  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

~356 bp 

M      1     2     3      4     5     6     7        
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ภาพที่ 21 แสดงผลผลิตพีซีอารรอบที่ 2 ของตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองและมีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากการใชไพรเมอรคูใน Pvs25F1F และ Pvs25R1F ในสวนยีน 
Pvs25 ดวยวิธีเจลอิเล็คโตรโฟรีซิสโดย M = 50 bp ladder, 1-6 = ตัวอยางเลือดที่มีระยะ 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax, 7 = Negative control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M      1      2      3     4      5      6      7        

~263 bp 
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ตารางที่ 7 แสดงผลการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยด 
บนกระดาษกรองดวยวิธี RT-PCR  
 

ตัวอยางเลือดที่หยดบน
กระดาษกรอง 

จํานวน (คน) อัตราการตรวจพบระยะแกมีโตไซต 
(รอยละ) 

P. vivax 79 89.77 

Negative 9 10.23 

รวม 88 100 
 

เปรียบเทียบความไวของวิธีการเก็บอารเอ็นเอท่ีใชในกระบวนการ RT-PCR  

จากผลการศึกษาพบวามี 82 ตัวอยางที่ใชวิธเีกบ็เลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ใหผล
การตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax และจากตวัอยางเดยีวกนัแตเก็บโดยวิธหียดบน
กระดาษกรอง (Whatman filter paper) ใหผลการตรวจพบจํานวน 79 ตัวอยาง จากตัวอยาง
ประชากร 88 ราย ที่ติดเชื้อ P. vivax ซึ่งใหผลการสอดคลองกับการศึกษาที่ผานมาโดยพบวา
วิธีการเก็บรักษาอารเอ็นเอทั้งสองวิธีสามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซต โดยใชเทคนิค RT-PCR ได 
แตความไวในการตรวจพบระยะดังกลาวมีความแตกตางกนั เนื่องจากปริมาณเลือดทีเ่กบ็ตางกัน 
ซึ่งวิธีการเกบ็เลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ จะเก็บเลือดประมาณ 300 ไมโครลิตร สวนการเก็บ
เลือดโดยวิธีหยดบนกระดาษกรองใชเลือด เพยีง 20 ไมโครลิตรเทานัน้ดังนัน้ผลที่ไดจึงมีความ
แตกตางกัน ดังตารางที่ 8 
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ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากวิธีการเตรียมอารเอ็นเอ 
ของตัวอยางเลือดและวิธีเกบ็ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง โดยวิธี RT-PCR  
(N = 88 ตัวอยาง) 
 

วิธีการเตรียมอารเอ็นเอของตัวอยางเลือด พีซีอารรอบที่ 1  
(First PCR) 

พีซีอารรอบที่ 2  
(Second PCR) 

ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ Primer : Pvs25F0F,    
            Pvs25R0F 

Primer : Pvs25F1F,    
            Pvs25R1F 

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

รวม 88 88 
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง Primer : Pvs25F0F,    

            Pvs25R0F 
Primer : Pvs25F1F,  
            Pvs25R1F 

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

รวม (จํานวนตัวอยาง) 88 88 
 

ผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือด (ตารางที่ 8) โดย
วิธีการเก็บเลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอ ใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax 
จากไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 1 รอยละ 34.09 (30 ตัวอยาง) 
และใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอร Pvs25F1F และ 
Pvs25R1F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 2 รอยละ 93.18 (82 ตัวอยาง) เม่ือเปรียบเทียบกับวิธกีารเกบ็
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จาก
ไพรเมอร Pvs25F0F และ Pvs25R0F ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 1 รอยละ 11.36 (10 ตัวอยาง) และ
ใหผลการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F 
ดวยวิธี RT-PCR รอบที่ 2 รอยละ 89.77 (79 ตัวอยาง) 
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เปรียบเทียบความไวของการตรวจหาแกมีโตไซตดวยวิธีการตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนและวิธี RT-PCR 

จากผลการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนของประชากรจํานวน 88 ราย พบวามี        
แกมีโตไซตในกระแสเลือดจํานวน 50 ราย คิดเปนรอยละ 54.35 แตเม่ือเก็บตัวอยางเลือดโดยใชวิธี
เก็บเลือดในสารคงสภาพอารเอ็นเอและจากตัวอยางเดียวกันแตเก็บโดยวิธหียดบนกระดาษกรอง 
(Whatman filter paper) พบความไวในการตรวจพบระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax สูงกวา
วิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน จํานวน 82 ราย คิดเปนรอยละ 93.18 และ 79 ราย       
คิดเปนรอยละ 89.77 ตามลําดับ ซึ่งใหผลการสอดคลองกบัการศึกษาที่ผานมาโดยทัง้ 2 วิธี 
สามารถเก็บรักษาอารเอ็นเอได และนํามาตรวจหาระยะแกมีโตไซตโดยใชเทคนิค RT-PCR ได  
ดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9 แสดงผลการเปรียบเทียบแกมีโตไซตโดยใชวิธกีารตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
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 - - - - 

- ไมสามารถทดสอบได 
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ตารางที่ 10 แสดงผลการเปรียบเทยีบแกมีโตไซตดวยวิธี nested RT-PCR โดยใชตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดทีห่ยดบนกระดาษกรองกบัวิธีการตรวจสอบ
ภายใตกลองจุลทรรศน 

 

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 ผลการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนสามารถตรวจพบระยะ 

แกมีโตไซตจํานวน 50 ราย เม่ือเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบดวยวิธี nested RT-PCR จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง สามารถ
ตรวจพบระยะดังกลาวไดวิธีละ 50 ราย จากจํานวนตัวอยาง 50 ราย และไมพบระยะแกมีโตไซต
โดยการตรวจดูดวยภายใตกลองจุลทรรศนจํานวน 38 ราย แตผล nested RT-PCR ที่ไดจาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรองนั้นพบ 
ได 32 และ 29 ราย ตามลําดับ จากจํานวนตัวอยาง 38 ราย  
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ตารางที่ 11 แสดงการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียและ
อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพ
อารเอ็นเอ 
 

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 แสดงการวิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อ

มาลาเรียและอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสาร 
คงสภาพอารเอ็นเอ ตอจํานวนที่สามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดโดยใชวิธี nested RT-PCR จาก
ตัวอยางเลือดพบวาความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียที่ 101 ถึง 1,000, 1,001 ถึง 10,000, 10,001 
ถึง 100,000, 100,001 ถึง 250,000 ตัวตอไมโครลิตร สามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. vivax จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอในอัตรารอยละ 100, 97.50, 92.68 
และ 50.0 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 12 แสดงการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียและ
อัตราการตรวจพบแกมีโตไซตโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษ
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 แสดงการวิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราความหนาแนนของเชื้อ

มาลาเรียและอัตราการตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษ
กรอง ตอจํานวนที่สามารถตรวจพบแกมีโตไซตไดโดยใชวิธี nested RT-PCR จากตัวอยางเลือด
พบวาความหนาแนนของเชื้อมาลาเรียที่ 101 ถึง 1,000, 1,001 ถึง 10,000, 10,001 ถึง 100,000, 
100,001 ถึง 250,000 ตัวตอไมโครลิตร สามารถตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอในอัตรารอยละ 75.0, 97.50, 87.80 และ 50.0 
ตามลําดับ 

เม่ือนําผลที่ไดมาคํานวณหาคาความไว (จากสูตร a หารดวย a บวก c คูณดวย 100) และ
ความจําเพาะ (จากสูตร d หารดวย b บวก d คูณดวย 100) ในการตรวจพบ แกมีโตไซตของเชื้อ 
P. vivax จากการเก็บตัวอยางเลือดทั้ง 2 วิธ ีจากตัวอยางเลือดที่เกบ็ในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง จากตําแหนงของยนี Pvs25 ดวยวิธี nested RT-PCR โดย
พบวาไพรเมอร Pvs25F1F และ Pvs25R1F (ตารางที่ 13) ใหผลความไวสูงสุดจากตัวอยางเลือดที่
เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอ รอยละ 93.18 และความจําเพาะ รอยละ 100 สวนตัวอยางเลือดที่
หยดบนกระดาษกรองพบวาใหผลความไวสูงสุดที่รอยละ 89.77 และความจําเพาะ รอยละ 100  
ดังตารางที่ 13 
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ตารางที่ 13 แสดงผลความไว และความจําเพาะของการวินิจฉัยดวยวิธี nested RT-PCR และ
วิธีการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนจากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและ
ตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง 
 

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 ยังคงเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขในหลายประเทศ  

ทั่วโลก โดยเฉพาะพืน้ทีเ่ขตรอนรวมถึงประเทศไทย โดยพบวาเม่ือยุงกนปลองเพศเมียดูดเลือดคน 
ที่มีระยะแกมีโตไซตเขาไป เชื้อจะสามารถเจริญตอไปในยงุได ทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อ  
P. vivax ตอไป แมวาการวินิจฉัยโรคมาลาเรียสามารถทําไดโดยการตรวจหาเชื้อภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยฟลมเลือดหนาและฟลมเลือดบางจากการยอมสียิมซา เนื่องจากวิธีนี้มีความจําเพาะ
ในการตรวจหาระยะแกมีโตไซต อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดในเร่ืองการตรวจหา 
ในตัวอยางทีมี่ปริมาณเชื้อต่ํากวาการตรวจภายใตกลองจลุทรรศน (Karl et al., 2009) ซึ่งการใช
เลือดในปริมาณนอยอาจทําใหไมสามารถตรวจพบเชื้อในระยะนี้ได จากการศึกษากอนหนานี้ไดมี
การนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชในการเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน
เพื่อใชในการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยใชวิธี QT-NASBA จากยนี Pvs25
เชนเดยีวกัน ผลการตรวจสอบพบวาวิธี QT-NASBA มีความไวในการตรวจพบแกมีโตไซต  
100 copy/µl (Beurskens et al., 2009) และเม่ือผูวิจัยทําการศึกษาโดยใชเทคนิค reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) มาตรวจหาแกมีโตไซตโดยใชยนี Pvs25 
พบวาไพรเมอรที่ทําการออกแบบมีความไวในการตรวจพบแกมีโตไซต 10 copy/µl ดังนั้นวิธนีี้จึง 
มีความเหมาะสมในการตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax จากยนี Pvs25 ที่จําเพาะตอ
ระยะดังกลาวมากกวา และสามารถอธิบายความสัมพันธระหวางความหนาแนนของแกมีโตไซต
และความรุนแรงของการติดเชื้อในยุงกนปลองไดดีกวาการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน 
(Bharti et al., 2006) 

ในปจจุบนัการแพรกระจายของเชื้อของมาลาเรียข้ึนอยูกับการปรากฏของแกมีโตไซตใน
กระแสเลือดซึ่งอาจมีความหนาแนนต่ํากวาการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน อาจทําใหเกิดการ
ขนสงแกมีโตไซตจากคนที่ติดเชื้อสูยุงกนปลองทีเ่ปนพาหะตอไปได ดังเชนการศึกษาที่ผานมาใน
ประเทศบูรกินาฟาโซ (Burkina Faso) ซึ่งเปนพืน้ทีท่ี่เกดิการระบาดของเชื้อมาลาเรีย พบวาความ
หนาแนนของแกมีโตไซตมีความสัมพนัธกับอัตราการติดเชือ้มาลาเรียเพิ่มสูงข้ึน (Ouedraogo  
et al., 2007) และสายพันธุของยุงที่เปนพาหะหลักในการขนสงแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax ใน
ประเทศไทย คือ Anopheles dirus (Sattabongkot et al., 1991) ในทางตรงกันขามการศึกษาใน
ประเทศเปรูพบวายุงสายพนัธุ An. Darlingi เปนพาหะหลักในการขนสงแกมีโตไซตของเชื้อ  
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P. vivax (Bharti et al., 2006) ซึ่งมีความแตกตางในดานชนิดของยุงที่เปนพาหะของแตละพื้นที่
และทําใหเกิดปจจัยตางๆ ที่สงผลตอการพัฒนาระยะโอโอซีสต เชน ความแตกตางของจํานวน 
แกมีโตไซตในตัวอยางทางคลินิกและความสามารถที่แตกตางกันของผูวินจิฉัยจากการตรวจสอบ
ดวยกลองจุลทรรศน ปจจยัเหลานี้อาจมีผลตอการจําแนกชนิดของเชื้อในการศึกษา ทั้งนีจ้ึงนํา
วิธีการทางโมเลกุลมาใชเพื่อตรวจหาแกมีโตไซตเปนที่นาสังเกตวายนี Pvs25 ถูกสรางข้ึนจาก
mRNA ของแกมีโตไซตในชวงทีเ่ปนตัวเต็มวัยและสามารถเปนตัวบงชี้ของการใหผลบวกจากการ
ตรวจสอบทั้งชนิดและระยะของแกมีโตไซตได ถึงแมวาแกมีโตไซตที่ยังเจริญเติบโตไมเต็มที่ของเชื้อ 
Plasmodium สวนใหญจะสะสมอยูในไขกระดกูและมามของผูที่ติดเชื้อมาลาเรีย (Bousema and 
Drakeley, 2011) และอาจพบแกมีโตไซตทีย่ังเจริญเติบโตไมเต็มอยูภายในกระแสเลือดของผูปวย
โรคมาลาเรียได (Smalley et al., 1981) นอกจากนี้การตรวจสอบความแตกตางระหวาง 
แกมีโตไซตระยะที่ 4 และระยะที ่5 ของเชื้อ P. falciparum ดวยกลองจุลทรรศนอาจไมชัดเจน  
แตอาจสังเกตไดจากปลายแหลมทัง้สองขางของแกมีโตไซตระยะที่ 4 และปลายโคงมนของ 
แกมีโตไซตระยะที่ 5 แตคุณสมบัตดิังกลาวไมสามารถนําไปใชกับการตรวจสอบแกมีโตไซตของ 
เชื้อ P. vivax เนื่องจากแกมีโตไซตระยะที่ 4 และระยะที ่5 ของเชื้อ P. vivax มีรูปรางกลมแตกตาง
กันเพยีงขนาดเทานั้น (Bousema and Drakeley, 2011) ดังนั้นการพัฒนาวิธี RT-PCR ใน
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อใหสามารถหลีกเล่ียงขอจํากัดดังกลาวของการตรวจสอบโดยใชกลอง
จุลทรรศนในดานความไวของการตรวจสอบแกมีโตไซตและการจําแนกของระยะของแกมีโตไซต 
ใหมีความถกูตองมากยิ่งข้ึน 

ความชุกของแกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแสดง 
ใหเห็นถึงอัตราการแพรกระจายที่สูงข้ึนอยางมีนยัสําคัญในชวงฤดูแลงซึ่งสูงกวาในชวงฤดูฝนจาก
ตัวอยางที่เกบ็รวบรวมในพื้นที่ของประเทศไทย (Nacher et al., 2004) อยางไรก็ตามการศึกษา 
ในคร้ังนี้ไดพิสูจนแลววาผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax จํานวน 88 ราย มีระยะแกมีโตไซตในกระแสเลือด 
คิดเปนรอยละ 93.18 จากตัวอยางเลือดที่เก็บในสารคงสภาพอารเอ็นเอและรอยละ 89.77 จาก
ตัวอยางเลือดทีเ่ก็บบนกระดาษกรอง ตามเวลาของการเกบ็ตัวอยางเลือดทั้ง 2 ฤดูกาล ดังนัน้อาจ
ไมมีความจําเปนในการสังเกตความชกุของแกมีโตไซตตามฤดูกาลมากนัก เนื่องจากมีวิธกีาร
ตรวจสอบแกมีโตไซตที่สามารถตรวจพบไดเร็วมากข้ึนนํามาใชกบัผูปวยทีต่ิดเชื้อ P. vivax ซึ่ง 
ในการศกึษานี้มีผูปวยที่ตดิเชื้อและมีอาการไข 1 วันกอนการเก็บตัวอยางเลือด ระยะแกมีโตไซต
อาจเกิดข้ึนระหวางชวงตนของการติดเชื้อทําใหเกิด gametocytogenesis ที่สมบูรณในทํานอง
เดียวกนักับการศึกษาของ Nakazawa และคณะ แสดงใหเห็นถึงการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศนที่ตรวจพบแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum คิดเปนรอยละ 16.2 ของผูปวยที่ติดเชื้อ 
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ในจงัหวัดตาก ในขณะที่ผูปวยเหลานี้ทั้งหมดตรวจสอบพบวามี mRNA ของยีน Pfs25 แสดงให
เห็นความชุกของแกมีโตไซตระยะตัวเต็มวัยในกระแสเลือดจากประชากรที่ศกึษา (Nakazawa  
et al., 2011) การปรากฏระยะแกมีโตไซตของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax สามารถตรวจพบ
ไดจากการตรวจดวยกลองจุลทรรศน ซึ่งการตรวจพบระยะแกมีโตไซตถือเปนจุดเร่ิมตนของการ
เจ็บปวยสามารถแพรกระจายเชื้อมาลาเรียไปสูคนอ่ืนได กอนที่จะถูกกําจัดใหหมดโดยยาตานเชื้อ
มาลาเรียหรือถูกทําลายโดยระบบภูมิคุมกนัของโฮสตภายในกระแสเลือด (Bousema et al., 2010) 

การเก็บตัวอยางเลือดทีต่องการเกบ็รักษาสภาพอารเอ็นเอยังเปนส่ิงสําคัญ ซึ่งอาจจะถูก
ทําลายในบางสถานการณในพื้นที่ที่มีโรคมาลาเรียและมีทรัพยากรอยางจํากดั การเก็บตัวอยาง
เลือดที่หยดบนกระดาษกรองเปนวิธีหนึง่ที่สามารถเก็บรักษาสภาพอารเอ็นเอไวไดจากการศึกษา 
ของ Maeno ในการตรวจจับ mRNA ของเชื้อ P. yoelii จากตัวอยางเลือดหนู ใชยีน cytokine  
ชนิดตางๆ เปนยีนเปาหมาย ทดสอบดวยวิธี RT-PCR พบวา ประสบความสําเร็จในการตรวจพบ 
mRNA จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง (Maeno et al., 2003) ตอมาในป ค.ศ. 2008
เขาไดทําการศึกษา mRNA ที่จําเพาะตอยีน Pfg377 ของระยะแกมีโตไซตในผูที่ติดเชื้อ  
P. falciparum จากตัวอยางเลือดที่หยดบนกระดาษกรอง ซึ่งใหผลสําเร็จเชนเดียวกนั (Maeno  
et al., 2008) 

ในการศกึษานี้โดยใชวิธี RT-PCR สามารถตรวจสอบ mRNA ของยีน Pvs25 จากเลือดที่
หยดบนกระดาษกรองไดจากผูปวยที่ติดเชื้อ P. vivax จํานวน 79 จาก 88 ในขณะที่ตัวอยางเลือด
เดียวกนัเก็บรักษาไวใน RNAlater พบใหผลบวกเพิ่มเติม 3 ตัวอยาง (ความแตกตาง 3.41% ใน
อัตราบวกแกมีโตไซต) ดังนั้นจากการศึกษานี้แสดงถึงหลักฐานที่สนับสนนุวาการเก็บเลือดที่หยด
บนกระดาษกรองมีผลลัพธทีน่าพอใจและสามารถเทียบเคยีงกับตัวอยางเลือดทีเ่ก็บในสาร 
คงสภาพอารเอ็นเอในการตรวจหา mRNA ของเชื้อ P. vivax  

จากการตรวจหาความไวและความจําเพาะของวิธ ีRT-PCR สําหรับการตรวจหา 
แกมีโตไซตของเชื้อ P. vivax โดยมียีนเปาหมายคือ Pvs25 และใช cDNA เปนตนแบบในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ นอกจากนีย้ังสามารประยุกตใชวิธีการเกบ็ตัวอยางเลือดในภาคสนามไดและทําให
เก็บตัวอยางไดจํานวนมากของผูปวยที่ตดิเชื้อ P. vivax และมีระยะแกมีโตไซตอยูในกระแสเลือด
วิธีการนีส้ามารถนํามาใชไดอยางมีประสิทธิภาพในการเกบ็ตัวอยางเลือดทั้ง 2 วิธีคือ เก็บไวในสาร
คงสภาพอารเอ็นเอและหยดเลือดบนกระดาษกรอง 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. เพื่อเปนการพัฒนาความไวและความจําเพาะในการตรวจหาแกมีโตไซตของเชื้อ  
P. vivax จากตัวอยางเลือดโดยวิธี RT-PCR ควรเลือกใชยนีเปาหมายชนิดอ่ืนทีมี่ความสําคัญ 
เทาเทียมกันกบัการศึกษานี ้

2. ควรพัฒนาวิธี RT-PCR จากการศึกษาคร้ังนีใ้หเปนแบบ multiplex PCR สามารถ
ตรวจหาระยะแกมีโตไซตของเชื้อ Plasmodium ชนิดอ่ืนๆ พรอมกันได เพื่อประหยัดเวลาและ
คาใชจายในการวินจิฉัย 

3. ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชจํานวนตัวอยางเลือดทีเ่กบ็บนกระดาษกรองเพิ่ม 
มากข้ึน เพื่อประหยัดคาใชจายในการซื้อสารเคมีในการเกบ็รักษาสภาพอารเอ็นเอ 

4. ควรทําการศึกษาในพืน้ที่อ่ืนๆ ที่มีการระบาดของเชื้อมาลาเรียในประเทศไทย  
เพื่อควบคุมและปองกันโรคตอไปในอนาคต 
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รายการอางอิง 
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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 ประกอบดวย
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 ประกอบดวยชิ้นดเีอ็นเอ 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 

นําสวนผสมทั้ง 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 
ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน จากนัน้นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อ 

 
การเตรียมสี Giemsa (stock)  
  สี Giemsa (ผง)     25 g 
    Absolute Methanol           1650 ml 
  Glycerine            1650 ml 
 บดผงสีกอน โดยคอยๆเติม glycerine ไปทีละนอยๆ จากนั้นนําไปอุนที่อุณหภูมิ 55-60 
องศาเซลเซียส พรอมกับเท glycerine ที่เหลือผสมใหเขากนั จากนัน้เติม absolute methanol ลง
ไปเขยาใหเขากนั และนําเอา stock solution นี้เก็บไวในขวดสีน้ําตาลประมาณ 1-3 เดือน กอน
นํามาใชจะทําใหการยอมสีดกีวาใชในขณะทีเ่ตรียมเสร็จใหมๆ  
 
การเตรียม buffer ยอมสี (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 
 ผสมใหเขากันแลวนําไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อกอนที่จะใช 
 
การเตรียม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g 
  xylene cyanol FF   0.25 g 
  glycerol in water      30 g 
  ละลายในน้ํากล่ัน โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 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 

ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากบั 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอนึ่งปลอด
เชื้อเชนเดียวกัน  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  

 ชื่อ – สกุล  นางสาวนภาพร กวมทรัพย 
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 ประวัติการศึกษา 
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