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บทคัดยอ่ 
 
 

  เช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum ดื้อต่อกลุ่มยาอาร์ทิมิซินินในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้เป็นอุปสรรคส าคัญในการควบคุมและการก าจัดเช้ือมาลาเรียให้หมดไป และจะ
วิกฤตมากขึ้นหากเช้ือดื้อยาแพร่ระบาดไปยังแอฟริกาซึ่งมีผู้ติดเช้ือมาลาเรียเป็นจ านวนมาก ปัจจยัส าคัญ
คือต้องจ ากัดการแพร่ระบาดของเช้ือดื้อยาไม่ให้ขยายวงกว้างออกไป การดื้อยาอาร์ทิมิซินินเกี่ยวข้องกับ
การกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 โดยเฉพาะที่ต าแหน่ง C580Y พบมากที่สุดในเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต้รวมถึงประเทศไทย ดังนั้นการใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีประสิทธิภาพเป็นวิธีการหนึ่งที่สามารถใช้
ในการเฝ้าระวังและติดตามการดื้อยา จึงได้พัฒนาเทคนิค SNP-loop-mediated isothermal 
amplification (SNP-LAMP) เพื่อตรวจหาการดื้อยาของยีน Pfkelch13 C580Y ได้อย่างรวดเร็ว โดย
ออกแบบชุด primer ให้มีความจ าเพาะต่อยีน Pfkelch13 C580Y ศึกษาหาสภาวะการท างานและ
ความเข้มข้นของสารที่ เหมาะสมในปฏิกิริยาโดยใช้พลาสมิดที่มี ช้ินยีน Pfkelch13 C580Y เป็น 
positive control พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบยีนคือที่อุณหภูมิ 56ºC โดยใช้เวลา 45 
นาที ที่ความเข้มข้น 5 mM MgSO4, 0.8 mM dNTPs, 8 U Bst DNA polymerase และ 1 M betaine 
ท าให้ในปฏิกิริยาผลบวกเห็นการเปลี่ยนแปลงของสี hydroxynapthol blue (HNB) จากสีม่วงเป็นสีฟ้า
ได้ด้วยตาเปล่า เมื่อยืนยันผลการทดสอบด้วยวิธี gel electrophoresis จะปรากฏ ladder like 
pattern bands และเมื่อทดสอบหาความจ าเพาะและความไว พบว่า primer ชุดน้ีมีความจ าเพาะต่อ 
Pfkelch13 C580Y เท่านั้น ไม่ เกิดปฏิกิริยากับเ ช้ือ Plasmodium spp. อื่น,  DNA มนุษย์ , ยีน 
Pfkelch13 wild type และ Pfkelch13 ที่มีต าแหน่งกลายพันธ์ุ P574L สามารถตรวจสอบการกลาย
พันธ์ุได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 50 copies ซึ่งมีความไวมากกว่าวิธี PCR 10 เท่า เมื่อน าเอาเทคนิค SNP-
LAMP มาประยุกต์ใช้กับ genomic DNA ที่สกัดจากจุดเลือดแห้งของผู้ป่วยจ านวน 120 ตัวอย่าง พบว่า
ตัวอย่างที่มียีน Pfkelch13 C580Y สามารถตรวจสอบได้ที่ปริมาณเช้ือต่ าสุด 335 parasites/µl 
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และไม่ให้ผลบวกกับ genomic DNA ของ Pfkelch13 wild type และ P. vivax เมื่อเปรียบเทียบ
เทคนิค LAMP กับ DNA sequencing ซึ่ งใช้เป็นวิธีมาตรฐานพบว่าเทคนิค LAMP มีค่าความไว 
ความจ าเพาะ ค่าท านายผลบวกและค่าท านายผลลบเป็นร้อยละ 100 ทั้งหมด และมีความสามารถใน
การท าซ้ า ความสามารถในการท าเหมือน ดังนั้นเทคนิค SNP-LAMP ที่พัฒนาข้ึนเป็นเทคนิคที่มี
ความจ าเพาะต่อการตรวจสอบ Pfkelch13 C580Y และง่ายต่อการใช้งาน จึงสามารถใช้เป็นเครื่องมือ
ในการวินิจฉัยและประเมินการดื้อยาอาร์ทิมิซินินในพื้นที่ระบาดของมาลาเรียได



 
(7) 

 
Thesis title Detection of C580Y Mutation in Kelch13 Propeller Gene Associated 
 with Artemisinin Resistance in Plasmodium falciparum Using  
 Loop - Mediated Isothermal Amplification Method 
Author Miss Thunchanok  Khammanee  
Major Program Microbiology 
Academic Year 2018 
 

Abstract 
 

 Plasmodium falciparum resistance to artemisinin based combination therapies 
in Southeast Asia become a major obstacle for malaria control and elimination efforts. 
This could be more critical if it spreading to Africa, where plenty of people are infected 
with malaria. The important factor is limit the spreading of drug resistance malaria. The 
artemisinin resistance is related to the mutations of the Pfkelch13 gene, especially at 
the C580Y position. This point mutation is the most widespread in Southeast Asia, 
including Thailand. Accordingly, the employment of effective molecular biology 
techniques is one method that can be used for surveillance and monitoring of drug 
resistance. This study therefore developed SNP-loop-mediated isothermal amplification 
(SNP-LAMP) to detect C580Y mutation. A set of primers specific for Pfkelch13 C580Y 
gene were designed and the LAMP reaction conditions and concentration of reagent 
were optimized by using a plasmid containing the Pfkelch13 C580Y gene as positive 
control. It was found that the best LAMP reaction conditions were at 56ºC  45 minutes 
and a concentration of 5 mM MgSO4, 0.8 mM dNTPs, 8 U Bst DNA polymerase and 1 M 
betaine. A positive reaction is designated when the color of hydroxynapthol blue (HNB) 
change from purple to sky blue when view with naked eye. The products confirmed by 
gel electrophoresis showed ladder like pattern bands. The LAMP primers were 
specifically distinguished only the C580Y mutation. No cross reactivity was observed with 
other Plasmodium spp., human DNA or Pfkelch13 wild type and Pfkelch13 P574L gene. 
LAMP reaction was able to detect 
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as low as 50 copies of plasmid per reaction, The sensitivity is 10-fold higher than 
conventional PCR method. A total of 120 dried blood spots from patients were analyzed. 
The LAMP assay successfully differentiate positive samples containing Pfkelch13 C580Y 
gene from wild type. The detection limit of LAMP assay is 335 parasites/µl. Sensitivity, 
specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV) showed 
all 100% along with good repeatability and reproducibility to detect C580Y mutation. 
Therefore, this technique has the advantages of rapidity, simplicity, sensitivity, specificity 
and could be used as a clinical diagnosis tool in field testing as well as surveillance of 
artemisinin resistance.
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บทท่ี 1 
 

บทน า  
บทน าต้นเรื่อง  
 
 มาลาเรียเป็นโรคติดเช้ือปรสิตที่ส าคัญในมนุษย์และยังคงมีอุบัติการณ์ในหลายพื้นที่ทั่วโลก
โดยเฉพาะในประเทศเขตร้อนและร้อนช้ืน ส าหรับประเทศไทยไข้มาลาเรียยังคงเป็นปัญหาสาธารณสขุที่
ต้องเฝ้าระวังถึงแม้สถานการณ์โดยภาพรวมมีแนวโน้มที่ลดลง กรมควบคุมโรคกระทรวงสาธารณสุข
รายงานผู้ป่วยติดเช้ือมาลาเรียปี พ.ศ. 2560 จ านวน 10,919 ราย ลดลงจากปี พ.ศ. 2559 ถึงร้อยละ 
40.75 (กรมควบคุมโรค, 2560) แตอุ่ปสรรคส าคัญของการควบคุมและก าจัดโรคมาลาเรียคือปัญหาการ
ดื้อยาต้านมาลาเรียของเช้ือมาลาเรียชนิด  Plasmodium falciparum ในภูมิภาคลุ่มแม่น้ าโขง 
(Greater Mekhong sub region; GMS) ที่ประกอบด้วยประเทศกัมพูชา พม่า ลาว เวียดนาม และไทย 
ซึ่งเป็นบริเวณที่พบปัญหาการดื้อยาต้านมาลาเรียมามากกว่า 50 ปี ตั้งแตพ่บการดื้อยาคลอโรควินบริ-
เวณชายแดนไทยกัมพูชา ช่วงปลายทศวรรษ 1950 จนมีการระบาดการดื้อยาไปทั่วโลก (Lin et al., 
2010) ปัจจุบันเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum ดื้อต่อกลุ่มยาอาร์ทิมิซินิน (artemisinin - based 
combination therapies; ACTs) ซึ่งเป็นยาขนานแรกที่องค์การอนามัยโลกแนะน าให้ใช้ในการรักษา
ผู้ป่วยที่ติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum (Dondorp  et al., 2009) 
 การดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum มีความสัมพันธ์กับการกับกลายพันธ์ุของยีน 
Pfkelch13 (Ariey et al., 2014) โดยเฉพาะที่ต าแหน่ง C580Y มีผลท าให้การตอบสนองต่อยาลดลง
อย่างมีนัยส าคัญ การกลายพันธ์ุต าแหน่งนีม้ีการแพร่ระบาดมากที่สุดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้รวมถึง
ประเทศไทย (Ashley et al., 2014, Straimer et al., 2015, Talundzic et al., 2015) อย่างไรก็ตาม
ยังไม่มีรายงานการดื้อยา ACTs ในทวีปแอฟริกาซึ่งเป็นพื้นที่ที่มาลาเรียระบาดและยาสูตรนี้ยังคงใช้
รักษาได้อย่างมีประสิทธิภาพ (WHO, 2018) ดังนั้นการส ารวจเพื่อเฝ้าระวังการแพร่ระบาดและติดตาม
การดื้อยาด้วยวิธีตรวจสอบที่มีประสิทธิภาพและรวดเร็วจึงเป็นสิ่งจ าเป็น 
 เทคนิค Loop - mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่
สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้อุณหภูมิคงที่ ได้โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ Bst DNA 
polymerase และ primer จ านวน 4-6 เส้น ที่จับได้อย่างจ าเพาะกับยีนเป้าหมาย 6-8 ต าแหน่ง จึง
เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูง (Notomi et al., 2000) สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑ์ได้ด้วยตาเปล่าภายใน
เวลาอันสั้น ปัจจุบันเทคนิค LAMP ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือก่อโรคต่างๆ รวมถึงการ
กลายพันธ์ุของยีน (Wong et al., 2018) การศึกษาครั้งนี้จึงต้องการพัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อใช้ในการ
หาการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 ซึ่งวิธีในการวิจัยครั้งนี้จะท าให้ตรวจสอบหา
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การดื้อยาอาร์ทิมิซินินได้ง่ายและรวดเร็ว  อีกทั้งเป็นเครื่องมือในการประเมินสถานการณ์การดื้อยาและ
ควบคุมการดื้อยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 
บทตรวจเอกสาร 
 
1. มาลาเรีย  
 อนุกรมวิธานของเช้ือมาลาเรีย 
 Kingdom Protista 
      Subkingdom     Protozoa 
   Phylum         Apicomplexa 
        Class               Aconoidasida 
     Order              Haemosporida 
            Family           Plasmodiidae 
         Genus       Plasmodium 
 
 เช้ือในสกุล Plasmodium ที่ก่อโรคในมนุษย์ประกอบด้วย 5 ชนิด คือ 
 P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi 
  
 1.1 วงจรชีวิตของมาลาเรีย 

วงจรชีวิตของมาลาเรียต้องอาศัยโฮสต์ 2 ชนิด คือ ยุงก้นปล่อง (Anopheles spp.) 
เพศเมียเป็น definitive host ซึ่งเช้ือมีการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศหรือ sporogony และคนเป็น 
intermediate host เช้ือมีการเจริญเติบโตและสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศหรือ schizogony โดย
แบ่งเป็นระยะที่เจริญเติบโตในเซลล์ตับและในเม็ดเลือดแดง เรียกว่า exo - erythrocytic schizogony 
และ erythrocytic schizogony ตามล าดับ (รูปที่ 1) 
   
  1.2.1 วงจรชีวิตในยุง 
   เมื่อยุงมากัดคนที่มเีช้ือ Plasmodium spp. จะได้รับเช้ือระยะ gametocyte 
ซึ่งมีทัง้ตัวผู้ (microgametocyte) และตัวเมีย (macrogametocyte) เข้าไปในกระเพาะยุง เช้ือตัวผู้
ผสมกับเช้ือตัวเมียได้เป็น zygote ต่อมาจะเจริญเติบโตเป็น ookinete และเคลือ่นทีผ่่านผนงักระเพาะ
อาหารของยุง เจรญิเตบิโตเป็น oocyst ซึ่งภายในมีการแบ่งเซลล์ sporozoites จ านวนมาก เมื่อ 
oocyst แตกออก sporozoites เหล่าน้ีจะเคลือ่นที่ไปยงัต่อมน้ าลาย พรอ้มทีจ่ะถูกส่งเข้ากระแสเลือด
คนเมื่อยุงกัดคน 



 
   3 

 

 
 

  1.2.2 วงจรชีวิตในคน 
   วงจรชีวิตในคนประกอบด้วย 2 ระยะ คือ ระยะในตับและระยะในเม็ดเลือด
แดง โดยเมื่อคนได้รับเช้ือระยะ sporozoite จากยุง เช้ือจะเข้าสู่เซลล์ตับ (hepatocyte) ภายใน 30 
นาที เพื่อเพิ่มจ านวนแบบไม่อาศัยเพศ จนได้ merozoite จ านวนมาก เรียกการเจริญเติบโตในเซลล์ตับ
นี้ว่า exo-erythrocytic schizogony ส าหรับ P. vivax และ P. ovale นั้น sporozoite บางตัวเข้าไป
อยู่ในซัยโตพลาสซึมของเซลล์ตับได้เป็นเวลานาน เช้ือที่อยู่ในระยะนี้จะเรียกว่า hypnozoite ซึ่งท าให้
เกิดไข้กลับ (relapse) เมื่อเซลล์ตับแตกออก merozoite จะเข้าสู่กระแสเลือด เจริญเติบโตต่อไปในเม็ด
เลือดแดงซึ่งแบ่งออกเป็นระยะ ring form, trophozoite และ schizont ประมาณ 2 สัปดาห์ 
merozoites ในระยะ schizont จะแตกออกมาจากเม็ดเลือดแดง เข้าสู่เม็ดเลือดแดงตัวใหม่ และมี 
merozoites บางส่วนเจริญเป็น gametocyte ตัวผู้และตัวเมีย ซึ่งจะมีการเจริญเติบโตในยุงต่อไป  
 

 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 วงจรชีวิต
ของ เช้ือ 

Plasmodium spp. (CDC, 2015) 
   
 1.2 อาการของโรคมาลาเรีย  
  ผู้ป่วยมาลาเรียในระยะแรกจะมีอาการคล้ายเป็นไข้หวัดทั่วไป ปวดศีรษะ ปวดเมื่อย
กล้ามเนื้อตามร่างกาย คลื่นไส้ เบื่ออาหาร อาการเหล่าน้ีจะแสดงออกมาข้ึนอยู่กับระยะฟักตัวของเช้ือ
แต่ละชนิด เช่น เช้ือ P. falciparum มีระยะฟักตัวประมาณ 2 สัปดาห์ ในขณะที่ P. malariae อาจ
มากถึง 40 วัน นอกจากนี้ยังข้ึนกับจ านวน sporozoite ที่ผู้ป่วยได้รับเข้าไป และระดับภูมิคุ้มกันต่อเช้ือ
มาลาเรียของร่างกายผู้ป่วย ในระยะแรกๆ ของการติดเช้ือมาลาเรีย เช้ืออาจเจริญถึงระยะแก่ไม่พร้อม
กัน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากได้รับเช้ือในเวลาต่างกัน ท าให้การแตกของเม็ดเลือดแดงเกิดไม่พร้อมกัน ท าให้
ผู้ป่วยมีไข้สูงได้ตลอดวัน แต่เมื่อผ่านไประยะหนึ่งแล้วการแตกของเม็ดเลือดแดงพร้อมกัน จึงเห็นผู้ป่วย
มีการจับไข้หนาวสั่นเป็นเวลาสม่ าเสมอเรียกว่า paroxysm ประกอบด้วย 3 ระยะคือ    
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 1) ระยะหนาวสั่น ผู้ป่วยจะมีอาการหนาวสั่น ผิวหนังเย็น แห้งและซีด ประมาณ 10 - 30 นาที  
 2) ระยะไข้ตัวร้อน มีอาการไข้สูงอุณหภูมิร่างกายอาจถึง 41ºC หน้าแดง ผิวแห้ง อาจมีคลื่นไส้ 
อาเจียนระยะนี้กินเวลา 2-6 ช่ัวโมง  
 3) ระยะเหงื่อออก สุดท้ายผู้ป่วยจะมีไข้ลดลงและมีเหงื่อออกทั่วตัว ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
อาการไข้หนาวสั่นตามช่วงเวลาของไข้มาลาเรียเกิดจากการแตกออกของเม็ดเลือดแดง แล้วมีเช้ือระยะ 
schizont ออกมาในกระแสเลือด (Bartoloni and Zammarchi, 2012)  
       
  1.2.1 ไข้มาลาเรียชนิดรุนแรง 
   ผู้ป่วยที่ติดเช้ือมาลาเรียชนิด  P. falciparum จะท าให้มีอาการรุนแรง
มากกว่าการติดเช้ือ Plasmodium ชนิดอื่น โดยเฉพาะในรายที่ไม่มีภูมิคุ้มกันต่อโรค ภาวะมาลาเรียข้ึน
สมอง (cerebral malaria), ปัสสาวะด า (hemoglobinuria), น้ าท่วมปอด (pulmonary edema), 
ภาวะดีซ่ าน ( jaundice), ภาวะไตวายเ ฉียบพลัน ( acute renal failure), ภาวะเกล็ดเลือดต่ า  
(thrombocytopenia), ภาวะเช้ือมาลาเรียในเม็ดเลือดแดงสูง (hyperparasitemia), ภาวะเลือดเป็น
กรด (metabolic acidosis) และภาวะน้ าตาลในเลือดต่ า (hypoglycemia) และโลหิตจางข้ันรุนแรง 
(severe anemia) อาจมีอาการชักหมดสติจากภาวะมาลาเรียข้ึนสมองซึ่งหากเกิดกับหญิงมีครรภ์จะมี
อัตราการตายสูงและเป็นอันตรายต่อทารกในครรภ์ โดยพบการอุดตันของเม็ดเลือดแดงที่มีเช้ือมาลาเรีย
และเม็ดเลือดขาวในเส้นเลือดฝอยในสมอง ท าให้ permeability ของเส้นเลือดฝอยเพิ่มข้ึนส่งผลให้น้ า
เลือดรั่วไหลออกมานอกเส้นเลือด พบรายงานการเสียชีวิตจากภาวะมาลาเรียข้ึนสมองมากในเด็กชาว
แอฟริกัน (WHO, 2016b) นอกจากนีก้ารอุดตันของเส้นเลือดฝอยรอบไตท าให้เลือดไปเลี้ยงไตได้น้อยลง 
ผู้ป่วยจึงมีอาการไตวายเฉียบพลันส่งผลให้การท างานของอวัยวะส าคัญในร่างกายล้มเหลว อัตราการ
เสียชีวิตจะเพิ่มข้ึนหากมีเช้ือมาลาเรียในกระแสเลือดมากกว่าร้อยละ 2 ของเม็ดเลือดแดงที่ติดเช้ือ
ทั้งหมด (White et al., 2014) ซึ่งการด าเนินไปของโรคอาจรวดเร็วจึงจ าเป็นต้องได้รับการวินิจฉัยและ
การรักษาอย่างทันท่วงที   
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 1.3 ยุงพาหะน าเชื้อมาลาเรีย  
  ยุงที่สามารถแพร่เช้ือมาลาเรียได้ เป็นยุงก้นปล่องเพศเมียเท่านั้น ยุงพาหะที่ส าคัญของ
การน าเช้ือโรคมาลาเรียที่ส าคัญ (Overgaard et al., 2015) ได้แก่ 
 
  1.3.1 ยุงพาหะหลัก คือ ยุงที่มีบทบาทส าคัญในการแพร่กระจายโรค 
  - Anopheles dirus มีความสามารถในการแพร่เช้ือได้มากกว่ายุงชนิดอื่นๆที่พบใน
ประเทศไทยจึงมีความส าคัญมาก พบได้ทุกภาคในพื้นที่ป่าเขา สวนยาง มีแหลงเพาะพันธุตามแหลงน้ า
ขังตามธรรมชาติในป่า   
  - Anopheles minimus พบได้ทุกภาคเช่นกัน บริเวณชายป่าเชิงเขา มีแหลงเพาะ
พันธุตามล าธารน้ าใส ไหลเอื่อยๆ 
  - Anopheles maculatus พบได้ทุกภาคบริเวณชายป่าเชิงเขา ป่าสวนยาง มีแหล่ง
เพาะพันธุตามล าธารน้ าไหล แตพบว่าเป็นพาหะเฉพาะในภาคใตของประเทศไทยติดเขตประเทศ
มาเลเซีย 
 
  1.3.2 ยุงพาหะรอง มีความสามารถในการน าเช้ือและแพร่เช้ือได้น้อยรองลงมา 
  - Anopheles sundaicus พบตามชายทะเล ตลอดจนเกาะแกงตางๆ มีแหลงเพาะ
พันธ์ุในน้ ากร่อย แสงแดดสองถึง  
  - Anopheles aconitus พบทั่วไปเกือบทุกภาค โดยเฉพาะในที่ราบ ทุงนา บริเวณปา 
สวนผลไม้ มีแหลงเพาะพันธ์ุในน้ าขังตามธรรมชาติ 
 
 1.4 การติดตอ่ของเชื้อสู่คน  
  1.4.1 ยุงกัด 
   เช้ือมาลาเรียสามารถติดต่อสู่คนโดยการถูกยุงก้นปล่องตัวเมียที่มีเ ช้ือ
มาลาเรียกัด เมื่อกัดแล้วยุงจะปล่อยเช้ือระยะติดต่อ sporozoite เข้าสู่กระแสเลือดคน วิธีการนี้เป็นการ
ติดต่อปกติที่พบบ่อยที่สุด 
 
  1.4.2 การให้เลือด  
   เป็นการติดต่อเช้ือจากคนสู่คนโดยตรง ซึ่งพบได้น้อยแต่จะพบในการบริจาค
เลือด โดยผู้รับบริจาคโลหิตอาจได้รับเช้ือในระยะ trophozoite และ merozoite ที่ยังคงเหลืออยู่ใน
กระแสเลือดของผู้บริจาคโลหิตที่เป็นพาหะซึ่งไม่แสดงอาการของโรค เช่น เช้ือ P. falciparum คงอยู่ได้
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ในเลือดที่เก็บที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลานาน 28 วัน ระยะเวลาที่เกิดเป็นมาลาเรียภายหลังการได้รับ
เลือดข้ึนอยู่กับจ านวนเช่ือและชนิดของเช้ือมาลาเรียและภูมิต้านทานของผู้ป่วย (Faruk, 2016) ดังนั้น 
 
จึงต้องมีการคัดกรองผู้บริจาคโลหิตโดยงดการบริจาคโลหิตในรายที่เคยเดินทางไปยงัพืน้ทีท่ีม่กีารระบาด
ของมาลาเรียในระยะ 1 ปี และเคยป่วยเป็นโรคมาลาเรียในระยะ 3 ป ี
   
  1.4.3 ติดต่อจากแม่สู่ลูก 
   มารดาที่ติดเช้ือมาลาเรียระหว่างการตั้งครรภ์ครั้งแรกและอาศัยอยู่ในพื้นที่ที่
มีการระบาดของมาลาเรียจะเกิดภาวะแทรกซ้อนได้ง่าย ส่วนใหญ่จะพบเป็นเช้ือ P. falciparum อาการ
ที่พบบ่อยในมารดาคือ โลหิตจางชนิดรุนแรง ปวดบวมน้ า น้ าตาลในเลือดต่ า และส่งผลให้ทารกคลอด
ก่อนก าหนด ทารกแรกเกิดน้ าหนักน้อย แท้งบุตร หรือถึงข้ันเสียชีวิต จากการศึกษาพบว่าเม็ดเลือดแดง
ที่ติดเช้ือรวมถึงเม็ดเลือดขาวและ malaria pigment จะอุดตันอยู่ในรกจ านวนมากซึ่งมีมากกว่าที่พบใน
กระแสเลือด ท าให้การแลกเปลี่ยนสารอาหารของมารดากับทารกในครรภ์ไม่ดี นอกจากนี้ยังเกิดการ
อักเสบของเซลล์ในรกซึ่งจะไปกระตุ้น cytokines ท าให้เกิดการอักเสบมากข้ึน มารดาที่ตั้งครรภ์เป็น
ครั้งที่ 2 หรือ 3 จะมีภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะต่อเช้ือมาลาเรีย แต่ในพื้นที่ที่มีความชุกของมาลาเรียน้อย 
อัตราการเสียชีวิตของแม่จะสูงไม่ว่าจะเป็นครรภ์แรกหรือครรภ์หลัง (Sharma and Shukla, 2017)  
และมีโอกาสที่เช้ือจะผ่านรกไปสู่ทารกในครรภ์ได้ ท าให้เด็กเป็นมาลาเรียแต่ก าเนิดซึ่งมักจะได้รับเช้ือใน
ระหว่างการคลอดและจะตรวจพบเช้ือมาลาเรียภายใน 7 วันหลังคลอด ทารกแรกคลอดที่เป็นมาลาเรีย
จะมีอาการไข้ ไม่ดูดนม กระสับกระส่าย ตับม้ามโต ตัวเหลือง ซีด (Rai et al., 2015) การติดต่อจากแม่
สู่ลูกเกิดข้ึนได้น้อยมากในมารดาที่อาศัยอยู่ในพื้นที่ที่มีการระบาดของมาลาเรียสูงซึ่งมักมีภูมิคุ้มกันต่อ
มาลาเรียอยู่แล้ว ดังนั้น IgG จากแม่จะสามารถผ่านรกเป็นภูมิคุ้มกันท าให้ทารกไม่เป็นมาลาเรียแต่
ก าเนิด 
 
 1.5 การกระจายทางภูมิศาสตร์ของเชื้อมาลาเรีย 
  มาลาเรียเป็นโรคที่พบในประเทศเขตร้อนและร้อนช้ืนแถบเส้นศูนย์สูตรที่ยังคงเป็น
ปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญในมากกว่า 90 ประเทศทั่วโลก โดยพบมากที่สุดในทวีปแอฟริกา ผู้เสียชีวิต
ส่วนใหญ่เป็นเด็กอายุต่ ากว่า 5 ขวบที่อาศัยอยู่ในแอฟริกา (WHO, 2017) พบในอเมริกากลางและ
อเมริกาใต้บางประเทศ, เอเชียตะวันออกเฉียงใต้, เอเชียใต้, เอเชียตะวันออกกลางและแปซิฟิกตะวันตก 
และหลายประเทศที่ปลอดจากเช้ือโดยเฉพาะในประเทศที่พัฒนาแล้ว ได้แก่ ประเทศในยุโรป, อเมริกา
เหนือ, เอเชียกลาง (ทางเหนือของอัฟกานิสถาน), ศรีลังกา และบางประเทศในละตินอเมริกา (Ashley 
et al., 2018) ในปี ค.ศ. 2017 องค์การอนามัยโลกรายงานมีจ านวนผู้ป่วยมาลาเรียทั่วโลกประมาณ 
219 ล้านคน ผู้ป่วยส่วนใหญ่อยู่ในทวีปแอฟริกาคิดเป็นร้อยละ 92 รองลงมาอยู่ในภูมิภาคเอเชีย
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ตะวันออกเฉียงใต้และแถบเมดิเตอร์เรเนียน ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเช้ือ P. falciparum และ P. vivax (WHO, 
2017) P. ovale พบมากในเขตร้อนของทวีปแอฟริกา และในเอเชีย P. knowlesi พบในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะในประเทศมาเลเซีย  P. malariae พบได้ทั่วโลก ในแอฟริกา อเมริกาใต้ 
แอฟริกา และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Autino et al., 2012) 
  การแพร่ระบาดและอุบัติการณ์ของมาลาเรียข้ึนอยู่กับปัจจัยหลายด้าน เช่น ปัจจัยทาง
สิ่งแวดล้อม ได้แก่ ปริมาณน้ าฝน โดยในช่วงฤดูฝนยุงจะแพร่พันธ์ุได้ดีจึงพบการแพร่ระบาดมาก  
อุณหภูมิช่วง 18-40ºC เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เช้ือจะสามารถเจริญเติบโตและด ารงชีวิตอยู่ในยุง
พาหะได้ดี และความช้ืนสูงประมาณร้อยละ 60 จะเป็นปัจจัยส าคัญในการแพร่พันธ์ุของยุงพาหะ 
นอกจากนี้ยังมีปัจจัยทางด้านสังคม เช่น การเคลื่อนย้ายของประชากร การย้ายถ่ินของประชากรเพื่อ
ปัจจัยทางเศรษฐกิจ การเมืองและสังคม การขยายเมือง การตั้งถ่ินฐานใหม่ การจ้างแรงงาน เช่น 
คนงานเหมือง เกษตรกร เป็นต้น มีผลต่อการระบาดและได้รับเช้ือมาลาเรีย (STPRC and Reddy, 
2014) 

รูปท่ี 2 การกระจายตัวทางภูมิศาสตร์ของเช้ือมาลาเรีย  
(ดัดแปลงจาก https://www.treated.com/malaria/world-map-risk) 
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 1.6 ระบาดวิทยาของมาลาเรียในประเทศไทย   
  มาลาเรียพบได้ทุกภาคของประเทศไทย มีความชุกมากบริเวณแนวชายแดนที่ติดกับ
ประเทศพม่า กัมพูชา ลาว และมาเลเซีย เช่น จังหวัดตาก ระนอง กาญจนบุรี แม่ฮ่องสอน ตราด 
จันทบุรี สระแก้ว ยะลา ซึ่งเป็นพื้นที่ป่า ภูเขาสูง มีแหล่งน้ าล าธาร มีสภาพภูมิประเทศภูมิอากาศเหมาะ
แก่การแพร่พันธ์ุของยุงก้นปล่อง มีการระบาดมากในช่วงฤดูฝนต้ังแต่เดือนพฤษภาคมถึงเดือนกรกฎาคม 
เนื่องจากบริเวณชายแดนมีการเคลื่อนย้ายประชากรอย่างต่อเนื่องเพื่อการใช้แรงงาน การค้าขาย การ
ท่องเที่ยว ท าให้การควบคุมและป้องกันมาลาเรียบริเวณนี้ยากยิ่งข้ึน (Kaewpitoon et al., 2015) 
สถานการณ์มาลาเรียโดยรวมในประเทศไทยเป็นไปในมีทิศทางที่ดีข้ึนมีผู้ป่วยมาลาเรียลดลงเพราะมกีาร
พัฒนาด้านสาธารณสุขที่ดีข้ึน จากรายงานของส านักโรคติดต่อน าโดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวง
สาธารณสุขเมื่อเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2561 รายงานจ านวนผูปวยโรคไขมาลาเรีย 6,329 ราย ผู้ป่วย
ลดลงจากป 2560 ณ ชวงเวลาเดียวกัน รอยละ 41.11 สวนใหญอยู่ในกลุมเกษตรกร (รอยละ 51.12) 
ส่วนใหญ่เป็นเช้ือชนิด P. vivax (รอยละ 82.32) และ P. falciparum (รอยละ 11.79) 10 จังหวัด ที่
พบผู้ป่วยมาลาเรียมากที่สุดคือ จังหวัดตาก ยะลา ศรีษะเกษ แม่ฮ่องสอน นราธิวาส อุบลราชธานี 
สงขลา กาญจนบุรี จันทบุรี และประจวบคีรีขันธ์ (กรมควบคุมโรค, 2561) 
 อีกหนึ่งสาเหตุที่การควบคุมและป้องกันมาลาเรียบริเวณแนวชายแดนท าได้ยากคือปัญหาการ
ดื้อยาต้านมาลาเรียของเช้ือ P. falciparum เนื่องจากพฤติกรรมของตัวผู้ป่วยที่ซื้อยามารับประทานเอง
ซึ่งอาจได้รับยาที่ไม่มีประสิทธิภาพ การไม่ปฏิบัติตามข้อก าหนดการใช้ยา และการรับประทานยาไม่
ต่อเนื่อง ท าให้ไม่สามารถก าจัดเช้ือในร่างกายได้หมด นอกจากนี้ยังข้ึนอยู่กับปริมาณเช้ือที่ได้รับ, ระดับ
ภูมิคุ้มกันและการบริหารยาภายในร่างกายของแต่ละบุคคล (Wongsrichanalai et al., 2001) การดื้อ
ยาต้านมาลาเรียหลายชนิดในประเทศไทยมักเกิดข้ึนจากบริเวณชายแดนไทยพม่าและชายแดนไทย
กัมพูชา เช่น ยาควินิน (quinin), ยาคลอโรควิน (chloroquine), ยาซัลฟาดอกซินและไพริเมธามิน 
(sulfadoxine-pyrimethamine), ยาเมโฟลควิน (mefloquine) และปัจจุบันพบการดื้อยาผสมอนุพันธ์
อาร์ทิมิซินิน (Artemisinin based combination therapies; ACTs) 
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2. ยาต้านมาลาเรีย (Antimalarial drugs) 
  
 2.1 Chloroquine (CQ) 
  ยา CQ จัดอยู่ในกลุ่ม 4 -aminoquinolone คาดว่ามีฤทธ์ิยับยั้งกระบวนการ heme 
polymerization ของเช้ือ ซึ่งเป็นกระบวนการที่เช้ือเปลี่ยน heme ที่ได้จากการย่อยฮีโมโกลบินของ
เม็ดเลือดแดงมนุษย์ซึ่งเป็นพิษต่อเช้ือให้เป็น hemozoin โดยการย่อยเกิดข้ึนภายใน food vacuole 
เช้ือจึงไม่สามารถเปลี่ยน heme ให้เป็น hemozoin ได้ เช้ือจึงตายในที่สุด แต่เกิดการดื้อยาโดยการ
กลายพันธ์ุของยีน P. falciparum chloroquine resistance transporter (pfcrt) ซึ่งถอดรหัสเป็น
โปรตีนขนส่งสารต่างๆที่บริเวณเยื้อหุ้มเซลล์ของ food vacuole ท าให้ยาไม่สามารถเข้าเซลล์เพื่อยับยั้ง
กระบวนการดังกล่าวได้ (Fidock et al., 2000)  
 ในช่วงทศวรรษที่ 1950 มีการใช้ยา CQ อย่างกว้างขวางและเป็นยาที่จะใช้ในการรักษาผู้ป่วย
มาลาเรียซึ่งมีประสิทธิภาพมากและราคาถูก แต่พบการดื้อยา CQ ของ P. falciparum ในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ตามแนวชายแดนไทยกัมพูชาแล้วแพร่กระจายไปยังประเทศอื่นๆ ในเอเชียแล้ว
ระบาดไปยังทวีปแอฟริกาท าให้มีผู้เสียชีวิตจ านวนมาก (Harinasuta et al., 1965, Young et al., 
1963) ช่วงเวลาต้ังแต่มีการใช้ยา CQ และเริ่มมีรายงานการดื้อยาแสดงดังรูปที่ 3 

 
รูปท่ี 3 ประวัติการใช้ยาและการดื้อยาต้านมาลาเรียชนิดต่างๆของเช้ือ P. falciparum (Blasco et al., 
2017) 
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 2.2 Sulfadoxine และ Pyrimethamine (SP)  
  ยา SP จัดอยู่ในกลุ่มยา antifolate เป็นยาออกฤทธ์ิเสริมกันโดยมีเป้าหมายการคือ
ยับยั้งเอนไซม์ dihydropteroate synthase และ dihydrofolate reductase ซึ่งเอนไซม์ทั้งสองมี
ความจ าเป็นในกระบวนการสร้างสารพันธุกรรมของเช้ือ ยา SP ใช้แทน CQ แตพ่บการระบาดของการ
ดื้อยาชนิดนี้ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้เมื่อกลางทศวรรษที่ 1960 การดื้อยาสัมพันธ์กับการ
กล ายพัน ธ์ุของ ยีน  P. falciparum dihydropteroate syntase (pfdhps) และ  P. falciparum 
dihydrofolate reductase (pfdhfr) โดยรูปแบบการกลายพันธ์ุที่พบบ่อย คือ codon ที่ 108, 51, 59 
และ 164 และ codon ที่ 437, 540, 581 ของยีน Pfdhps และ ยีน Pfdhfr ตามล าดับ (Roper et al., 
2003) 
 

2.3 Mefloquine (MQ)  
 กลไกการออกฤทธ์ิของยา MQ ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัดแต่คาดว่ามีกลไกการออก

ฤทธ์ิคล้ายกับยา CQ ซึ่งการดื้อยา MQ จะสัมพันธ์กับการกลายพันธ์ุและการเพิ่มจ านวนชุดของยีน P. 
falciparum multidrug resistance gene1 (pfmdr1)  ที่ ถอดรหัสเป็นโปรตีน P-glycoprotein 
homologue-1 (Pgh-1) ซึ่งอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของ food vacuole (Price et al., 2004) 

 
 2.4 Artemisinin based combination therapies (ACTs) 
  ACTs เป็นยาขนานแรกที่องค์การอนามัยโลกได้แนะน าให้ใช้ในการรักษาโรคมาลาเรีย
ที่เกิดจากเช้ือ P. falciparum ที่มีอาการไม่รุนแรง (WHO, 2001) เป็นยาที่ผสมระหว่างยาอาร์ทิมิซินิ
นและอนุพันธ์ (อนุพันธ์ุของอาร์มิซินิน ได้แก่ อาร์ติซูเนต, อาร์ติมีเตอร์, อาร์ติอีเตอร์, และไดไฮโดรอาร์
ทิมิซินิน) กับยาต้านมาลาเรียอื่นที่มีกลไกการออกฤทธ์ิที่ต่างกัน ปัจจุบันยา ACTs มี 5 สูตร ได้แก่ อาร์ติ
มี เตอร์ -ลูมิแฟนทริน  (artemether-lumefantrine), อาร์ติซู เนต-เอโมไดอาควิน(artesunate-
amodiaquine), อาร์ติซูเนต-เมโฟลควิน (artesunate-mefloquine), อาร์ติซูเนต-ซัลฟาดอกซินไพริ
เมธามิน (artesunate sulfadoxine-pyrimethamine) และ ไดไฮโดรอาร์ทิมิซินิน-ไพเพอราควิน 
(dihydroartemisinin-piperaquine) โดยให้ยานาน 3 วัน การใช้ยาสูตรผสมเพื่อให้ยาออกฤทธ์ิเสริม
กันในการก าจัดเช้ือปรสิต ซึ่งกลุ่มยาอาร์ทิมิซินินสามารถออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือได้ทุกระยะทั้งไม่อาศัยเพศ 
(ring form, trophozoites) และอาศัยเพศ (immature gametocyte) (Pukrittayakamee et al., 
2004) สามารถก าจัดเช้ือส่วนใหญ่ในกระแสเลือดได้ จึงลดการแพร่ระบาดของโรคได้เป็นอย่างดีอีกทั้ง
ยังฆ่าเช้ือได้อย่างรวดเร็วและมีความปลอดภัยสูง (Woodrow et al., 2005) และยาอีกตัวจะออกฤทธ์ิ
ท าลายเช้ือที่คงเหลือในกระแสเลือดให้หมดไป 
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 อาร์ทิมิซินินเป็นสารสกัดจากสมุนไพรจีน ช่ือว่า ชิงเฮา หรือ sweet wormwood  ช่ือ
วิทยาศาสตร์ คือ Artemisia annua มีโครงสร้างทางเคมีเป็น sesquiterpene lactone โดยมีพันธะ
เอนโดเปอร์ออกไซด์ซึ่งเป็นส่วนส าคัญในการออกฤทธ์ิต้านเช้ือมาลาเรีย เมื่อยาเข้าสู่ร่างกายจะอยู่ในรูป
สารประกอบ dihydroartemisinin (DHA) ซึ่งค่าครึ่งชีวิตสั้นเพียง 1 ช่ัวโมง จึงต้องใช้ร่วมกับยาอีก
ขนานที่มีค่าครึ่งชีวิตนานกว่าและมีกลไกการออกฤทธ์ิต่างกันจึงจะสามารถฆ่าเช้ือที่เหลือได้หมด ส าหรบั
กลไกการออกฤทธ์ิของยากลุ่มนี้คาดว่าอาศัยกระบวนการสร้างอนุมูลอิสระเพื่อไปท าลายเช้ือเพราะเมื่อ
เช้ือเจริญอยู่ในเม็ดเลือดแดงเช้ือจะย่อยฮีโมโกลบินภายในเม็ดเลือดแดงโดยเปลี่ยนเหล็กในรูป Fe3+ 
เป็น Fe2+ ซึ่ง Fe2+ ที่เกิดข้ึนจะสามารถเร่งปฏิกิริยาในการสลายพันธะเอนโดเปอร์ออกไซด์ของยาท าให้
เกิดสารที่เป็นอนุมูลอิสระจะไปจับกับโปรตีนของเช้ือมาลาเรียท าให้เช้ือถูกท าลาย (Krungkrai and 
Krungkrai, 2016) 
 ในประเทศไทยใช้ยาผสมระหว่างอาร์ทิซูเนตและเมโฟลควินตั้งแต่ปี ค.ศ. 1995 ซึ่งท าให้
ประสิทธิภาพการรักษาดีข้ึนถึงแม้จะมีปัญหาการดื้อยาเมโฟลควินอยู่ก่อนจึงช่วยลดปัญหาการดื้อยา 
(Satimai et al., 2012) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของยา ACTs สูตรนี้ลดลงในประเทศไทยเพิ่มมาก
ข้ึน จึงเปลี่ยนมาใช้ยาสูตรไดไฮโดรอาร์ทิมิซินิน-ไพเพอราควิน (DHA-PPQ) ตั้งแต่ปี ค.ศ. 2015 (WHO, 
2018) จากการศึกษาทางอณูชีววิทยาโดยการท า whole genome sequencing ท าให้ทราบว่าการดื้อ
ยาเกี่ยวข้องกับการกลายพันธ์ุของยีน Kelch13 ของเช้ือ P. falciparum ซึ่งท าให้การตอบสนองต่อยา
ลดลงทั้งเช้ือที่เลี้ยงในหลอดทดลองและในร่างกายผู้ป่วย (Ariey et al., 2014)   
 

3. Plasmodium falciparum kelch gene  
 ยีน Kelch ของเช้ือ P. falciparum (PF3D7_1343700) อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 13 จึงเรียกยีนนี้
ว่ า  Kelch13 (K13) โดยยีน  Kelch13 ของ เ ช้ือ P. falciparum (Pfkelch13) มีขนาด 2,181 bp 
ถอดรหัสได้กรดอะมิโนจ านวน 726 ตัว โปรตีนน้ีประกอบด้วย 3 โดเมน คือ ส่วนที่เป็น Plasmodium 
- specific domain, BTB/POZ domain และ kelch propeller domain ซึ่งการดื้อยาอาร์ทิมิซินินข
องเช้ือเกิดจากการกลายพันธ์ุในส่วนของ kelch propeller domain ซึ่ง kelch propeller domain 
อยู่บริเวณปลาย C ของสายเปบไทด์ เรียงตัวแบบ beta - sheet ประกอบด้วย 6 blades มีลักษณะ
คล้ายใบพัดหรือกังหัน เรียกว่า propeller (รูปที่ 4)    
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รู ป ท่ี  4 (A) โป ร ตี น  kelch13 ของ เ ช้ื อ  P.  falciparum (PF3D7_1343700) ซึ่ ง มี ค วามคล้ า ย 
(homology) กับโปรตีน KEAP1 ของมนุษย์  และ (B) โครงสร้างสามมิติของโปรตีน kelch13 
propeller domain (Ariey et al., 2014)  
 
 3.1 กลไกการดื้อยาอาร์ทิมิซินิน 
  ปัจจุบันยังไม่ทราบถึงหน้าที่ที่แน่ชัดของโปรตีน kelch แต่คาดว่าท าหน้าที่เกี่ยวข้อง
การตอบสนองของเซลล์ต่อสภาวะ oxidative stress จาก pro - oxidant activity ของอนุพันธ์ของยา
อาร์ทิมิซินินเพราะมีความคล้าย (homology) กับโปรตีน KEAP1 ของมนุษย์ที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับการ
ปรับตัวต่อสภาวะ oxidative stress และคล้ายกับโปรตีน KLHL12 กับ KLHL2 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
ย่อยสลายโปรตีน (ubiquitin-based protein degradation) ในกระบวนการแสดงออกของยีนเป็น
โปรตีน (Ariey et al., 2014) 
  โปรตีน KEAP1 ในมนุษย์เป็น negative regulator (ตัวควบคุมการแสดงออกของยีน
แบบลบ) ของ transcription factor (TF) ตัวหนึ่งในกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับ 
transcription ซึ่งท าหน้าที่ควบคุมการตอบสนองของเซลล์ต่อสภาวะออกซิเดชัน โดยในสภาวะปกติ 
KEAP1 จ ะ จั บ กั บ  TF เ พื่ อ เ ข้ า สู่ ก ร ะ บ ว น ก า ร ส ล า ย โ ป ร ตี น ด้ ว ย ร ะ บ บ  ubiquitin–
proteasome system (UPS) โดยอาศัย ubiquitin เป็นตัวพาโปรตีนไปจากนั้นจะถูกสลายด้วย 
proteasome ซึ่งเป็นกระบวนการที่เกิดข้ึนตามปกติเพื่อรักษาสมดุลของโปรตีนภายในเซลล์ เมื่อเซลล์
เกิดภาวะเครียด KEAP1 จะเปลี่ยนแปลงโครงรูปท าให้ไม่สามารถจับกับ TF ท าให้ TF ไม่ถูกท าลายและ
ถูกสะสมไว้ในนิวเคลียส ส่งผลให้ยีนที่เกี่ยวข้องกับการต่อต้านอนุมูลอิสระและการป้องกันตัวเองของ
เซลล์ท างาน เมื่อน าเอายีน KEAP1 เป็นต้นแบบจ าลองเพื่อสันนิษฐานการท างานของโปรตีน Kelch13 
โดยพิจารณาเช้ือสายพันธ์ุที่ไวต่อยาอาร์ทิมิซินิน โปรตีน Kelch13 จะจับกับ TF เพื่อน าไปสลาย แต่เมื่อ
เกิดการกลายพันธ์ุของยีนท าให้ยีนเปลี่ยนโครงรูปท าให้ไม่สามารถจับกับ TF และเซลล์ตอบสนองโดย
การป้องกันตัวเองเมื่อได้รับยาจนเกิดการดื้อยา เป้าหมายการท างานของยาอาร์ทิมิซินินคือจะท าลาย
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เอนไซม์ phosphatidylinositol-3-kiase (PI3K) ของเช้ือ โดยเอนไซม์นี้มียีน kelch13 ท าหน้าที่
ควบคุมเพื่อน าไปสลายด้วยระบบ UPS เมื่อเอนไซม์ PI3K สลาย จะเกิดผลิตภัณฑ์เป็น PI3-phosphate 
(PI3P) ลดลง โดย PI3P มีความจ าเป็นต่อเช้ือในการเจริญเติบโต การพัฒนาเช้ือจากระยะวงแหวน 
(ring) เป็น ระยะชิซอนท์ (schizont) และการซ่อมแซม DNA ดังนั้นเช้ือที่ไวต่อยาจะถูกก าจัดได้ 
ในขณะที่เช้ือดื้อยาซึ่งก็คือเช้ือที่มีการกลายพันธ์ุของยีน Kelch13 เอนไซม์ PI3K จะไม่สามารถจับกับ 
Kelch13 จะเกิด PI3P เพิ่มมากข้ึน ท าให้เช้ือยังมีชีวิตรอด เช่น เช้ือที่มียีนกลายพันธ์ุที่ C580Y จะมี
ระดับ PI3P มากกว่าปกติ 1.5 - 2 เท่า (รูปที่ 5) (Mbengue et al., 2015)  
  จากการศึกษาการแสดงออกของยีน Kelch13 ในระดับ mRNA (transcriptomics) 
ของเช้ือ P. falciparum ที่แยกจากผู้ป่วยที่เป็นมาลาเรียแบบเฉียบพลันจ านวน 1,043 ตัวอย่าง พบว่า
การกลายพันธ์ุของยีน Kelch13 เกี่ยวข้องกับยีนที่ท าหน้าที่ เกี่ยวกับการขดหรือม้วนตัวและการ
ซ่อมแซมโปรตีน ท าให้มีการแสดงออกของ unfolded protein response pathways (UPR) เพิ่มมาก
ข้ึนส่งผลให้ความสามารถในการท าลายโปรตีนของเช้ือสายพันธ์ุที่มียีนด้ือยาลดลง และยังเกี่ยวข้องกับ
ยีนที่ท าหน้าที่ในการจ าลองตัวเองของ DNA ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงระยะของเช้ือภายในเม็ดเลือด
แดง โดยเช้ือที่มียีนด้ือยาจะหยุดการเจริญเติบโตอยู่ที่ระยะ immature ring stage มากกว่าระยะที่เป็น 
mature stages เช่น trophozoites หรือ early schizonts (Mok et al., 2015) 

 
รูปท่ี 5 กลไกการดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum (Mbengue et al., 2015) 
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4. การดื้อยาอาร์ทิมิซินิน  
 ประเทศไทยใช้ยา ACTs สูตรยาผสมระหว่างอาร์ติซูเนตและเมโฟลควินในการรักษาผู้ป่วยติด
เช้ือ P. falciparum ที่มีอาการไม่รุนแรงเป็นเวลา 2 วัน โดยเริ่มใช้ตั้งแต่ปี ค.ศ.1995 ในพื้นที่ที่มีการดื้อ
ยาเมโฟลควิน ได้แก่ จังหวัด ตาก, จันทบุรี, กาญจนบุรี, ตราด และแม่ฮ่องสอน ต่อมาพบเช้ือดื้อต่อยา
เมโฟลควินเพิ่มข้ึนจึงเปลี่ยนมาใช้ยารักษาเป็นเวลา 3 วัน และพบว่ามีประสิทธิภาพดีข้ึน (Congpuong 
et al., 2010) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของยา ACTs สูตรนี้ลดลงเพิ่มมากข้ึนในประเทศไทย จึง
เปลี่ยนมาใช้ยาสูตรไดไฮโดรอาร์ทิมิซินิน-ไพเพอราควิน (DHA-PPQ) เมื่อปี ค.ศ. 2015 ซึ่งก าลังเฝ้าระวัง
และประเมินประสิทธิภาพของยาสูตรนี้ (WHO, 2018) มีรายงานการดื้อยาสูตรนี้ของเช้ือในประเทศ
กัมพูชาซึ่งใช้ยามาตั้งแต่ปี ค.ศ. 2008 พบว่าเช้ือดื้อต่อยาไพเพอราควินเพิ่มมากข้ึนและเช้ือสายพันธ์ุที่
แยกจากจังหวัดศรีษะเกษของประเทศไทยเริ่มมีความไวต่อยาไพเพอราควินลดลงเช่นกัน ในขณะที่เช้ือที่
แยกจากจังหวัดกาญจนบุรียังคงไวต่อยา (Chaorattanakawee et al., 2016) 
 ในอดีตที่ผ่านมาการดื้อยาต้านมาลาเรียหลายชนิดของเช้ือ P. falciparum เกิดข้ึนในประเทศ
กลุ่มลุ่มแม่น้ าโขงที่ประกอบด้วยประเทศกัมพูชา พม่า ลาว เวียดนาม และไทยโดยเฉพาะบริเวณ
ชายแดนไทยกัมพูชา ชายแดนไทยพม่า เป็นบริเวณส าคัญที่มีปัญหาการดื้อยาจ านวนมาก เช่น การดื้อ
ยาคลอโรควิน (Harinasuta et al., 1965) ยาซัลฟาดอกซิน-ไพริเมธามีน (Bjorkman and Phillips-
Howard, 1990) ยาเมโฟลควิน (Shanks, 1994) จนมีการแพร่ระบาดของเช้ือดื้อไปยังภูมิภาคอื่นทั่ว
โลกรวมถึงแอฟริกาซึ่งมีความชุกของโรคมาลาเรียสูงมากที่สุดของโลก ส่งผลให้มีผู้เสียชีวิตจ านวนมาก
เนื่องจากยาที่ใช้รักษาไม่ได้ผล (Flegg et al., 2013) การดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum มี
รายงานครั้งแรกจากจังหวัดไพลินของประเทศกัมพูชาซึ่งอยู่บริเวณชายแดนไทยกัมพูชา (Noedl  et 
al., 2008, Dondorp  et al., 2009) การดื้อยาท าให้ก าจัดเช้ือออกจากกระแสเลือดผู้ป่วย (in vivo) 
ได้ช้าลง ยังคงตรวจเจอเช้ือในกระแสเลือดหลังจากให้การรักษาด้วยยา ACTs ครบ 3 วัน ส่งผลให้ค่า 
parasite clearance half-life มีค่ามากข้ึนซึ่งค านวณจากการนับเช้ือที่ยังคงเหลือในกระแสเลือด
หลังจากให้การรักษาแล้วเทียบกับเวลา โดยหาก parasite clearance half-life  มีค่ามากว่า 5 ช่ัวโมง 
จะแสดงถึงการดื้อยา การศึกษาของ White และคณะ พบว่าค่า parasite clearance half-life  ของ
เช้ือที่ดื้อยาในภูมิภาเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีค่าถึง 6.5 ช่ัวโมง ต่างจากเช้ือที่ไวต่อยามีค่าเฉลี่ยเพียง 3 
ช่ัวโมง (White et al., 2015) และมีรายงานค่า parasite clearance half-life มากถึง 7 ช่ัวโมง จาก 
จ.ศรีษะเกษ ซึ่งอยู่บริเวณชายแดนไทยกัมพูชา (Ashley et al., 2014) นอกจากนี้สามารถประเมินการ
ดื้อยาโดยทดสอบความไวของเช้ือต่อยาที่ความเข้มข้นต่างๆในหลอดทดลอง (in vitro) จาก ring stage 
assay survival rate (RSA0–3h ) โดยคิดปริมาณเช้ือในระยะวงแหวนที่มีชีวิตรอดภายใน 3 ช่ัวโมง 
เนื่องจากพบว่าเช้ือดื้อยาจะหยุดการพัฒนาอยู่ที่ระยะวงแหวนในขณะที่ยาสามารถก าจัดเช้ือระยะอื่นได้
หมดเมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Witkowski et al., 2010, Witkowski et al., 2013) ซึ่งเช้ือใน
ระยะวงแหวนน้ีจะสงบนิ่งอยู่ภายในเซลล์แต่จะสามารถกลับมาพัฒนาได้อีกครั้งเมื่อยาหมดฤทธ์ิ อย่างไร
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ก็ตามยังมีปัจจัยอื่นที่อาจส่งผลต่อการก าจัดเช้ือ เช่น จ านวนเช้ือเริ่มต้น ปริมาณยาที่ได้รับ การบริหาร
ยาในร่างกายผู้ป่วย และภูมิคุ้มกันของผู้ป่วย (Ye et al., 2016) การดื้อยาอาร์ทิมิซินินยังเกี่ยวข้องกับ
การกลายพันธ์ุของยีน kelch13 ของเช้ือ P. falciparum ซึ่งท าให้การตอบสนองต่อยาลดลงทั้งเช้ือที่
เลี้ยงในหลอดทดลองและที่แยกได้จากผู้ป่วย (Ariey et al., 2014)  พบการกลายพันธ์ุ 17 ต าแหน่ง 
ของยีน Pfkelch13 โดยต าแหน่งที่พบมากและมีความสัมพันธ์กับค่า parasite clearance half-life ที่
เพิ่มข้ึนและการมีชีวิตรอดของเช้ือในระยะวงแหวนลดลง (RSA0–3h ) คือ Y493H, R539T, I543T และ 
C580Y  (Ariey et al., 2014) และถูกยืนยันแล้วว่าต าแหน่งกลายพันธ์ุนี้ท าให้เกิดการดื้อยาโดยการท า 
genome editing ในเช้ือดื้อยาและไวต่อยาด้วยระบบ CRISPR/Cas9 (Ghorbal et al., 2014) และ 
zinc-finger nucleases (ZFNs) พบว่าอัลลีน C580Y ส่งผลต่อการดื้อยาของเช้ือทั้งใน in vivo และ in 
vitro อย่างมีนัยส าคัญและแพร่ระบาดมากที่สุดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Ariey et al., 2014, 
Straimer et al., 2015) และเป็นต าแหน่งที่พบการแพร่ระบาดมากที่สุดในประเทศไทย มีการส ารวจ
การกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 จาก 10 จังหวัดในประเทศไทย (แม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบุรี 
ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร ระนอง ศรีสะเกษ จันทบุรี ตราด และยะลา) พบการกลายพันธ์ุ 7 ต าเเหน่ง คือ 
N458Y, R539T, E556D, P574L, R575K, C580Y และ  S621F โ ดยพบอั ลลี น  C580Y ม ากที่ สุ ด 
(Talundzic et al., 2015) การส ารวจการแพร่ระบาดของเช้ือดื้อยาอาร์มิซินินในจังหวัดอุบลราชธานี
ซึ่งมีบริเวณติดกับชายแดนลาวและกัมพูชาภาคพบยีน Pfkelch13 กลายพันธ์ุถึงร้อยละ 93 ส่วนใหญ่
เป็นต าแหน่ง C580Y แต่ยังคงใช้ยาอาร์ทิมิซินินและเมโฟลควินได้ประสิทธิภาพดีเนื่องจากเช้ือส่วนใหญ่
มีจ านวนชุดของยีน pfmdr1 น้อยซึ่งแสดงถึงเช้ือยังไวต่อยาเมโฟลควิน (Imwong et al., 2015) แต่มี
รายงานบริเวณชายแดนไทยพม่าถึงการรักษาด้วยยาอาร์ทิมิซินินและเมโฟลควินที่ไม่ได้ผลต้องเปลีย่นมา
ใช้ยาไดไฮดรอกซีอาร์ทิมิซินินและไพเพอราควิน ในปี 2012 เนื่องจากพบว่าจ านวนชุดของยีน pfmdr1 
เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญตั้งแต่ปี 2003 - 2013 โดยตั้งแต่ปี 2010 ต าแหน่ง C580Y พบมากข้ึนแทนที่
ต าแหน่ง E252Q แสดงว่าอาจมีการเปลี่ยนแปลงของยีนเกิดข้ึนด้วย (Phyo et al., 2016)  Tun และ
คณะได้ส ารวจการแพร่ระบาดการดื้อยาอาร์ทิมิซินินในประเทศพม่าพบยีน Pfkelch13 ที่มีอัลลีน 
C580Y มีความชุกสูงบริเวณชายแดนไทยพม่ารวมถึง จ. ตาก ของประเทศไทย (Tun et al., 2015) 
ในขณะที่ทางตอนเหนือของพม่าใกล้กับชายแดนจีนจะพบต าแหน่งกลายพันธ์ุ F446I เด่นชัด รวมถึงใน
ประเทศอินเดีย (Tun et al., 2015, Mishra et al., 2016) ซึ่ง F446I เป็นต าแหน่งที่ส่งผลให้การก าจัด
เช้ือปรสิตในกระแสเลือดนานข้ึนประมาณ 4 ช่ัวโมง เมื่อเทียบกับสายพันธ์ุที่ไวต่อยาที่ใช้เวลาเพียง 2.5 
ช่ัวโมง และเช้ือที่พบอัลลีน C580Y ต้องใช้เวลานานถึง 9 ช่ัวโมง (Bonnington et al., 2017) แสดงให้
เห็นถึงต าแหน่งการกลายพันธ์ุ C580Y ส่งผลต่อการดื้อยาของเช้ือมากกว่า ประสิทธิภาพของการรักษา
ในการใช้ยาไดไฮโดรอาร์ทิมิซินินและไพเพอราควิน ในผู้ป่วยติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum ใน
ประเทศกัมพูชา พบว่ายารักษาไม่ได้ผลยังตรวจเจอเช้ือหลังจากให้ยาครบ 3 วัน ซึ่งสัมพันธ์กับการกลาย
พันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 65 นอกจากนี้ยังพบว่าร้อยละ 53 
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ของผู้ป่วยที่มียีนกลายพันธ์ุ C580Y เกิดอาการไข้กลับซ้ า (recrudescence) ภายในช่วง 12 - 42 วัน  
(Spring et al., 2015) ปัจจุบันยังไม่พบการกลายพันธ์ุที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาอาร์ทิมิซินินในแอฟริกา
ถึงแม้จะพบต าแหน่งการกลายพันธ์ุ A578S แต่เป็นจุดที่ไม่สัมพันธ์กับความไวต่อยาในหลอดทดลอง 
(Menard et al., 2016) ดังนั้นการส ารวจและการเฝ้าระวังยังเป็นสิ่งจ าเป็น ซึ่งการใช้วิธีทางอณู
ชีววิทยาเป็นวิธีที่มีประโยชน์และรวดเร็วส าหรับการติดตามการดื้อยาเพื่อประเมินประสิทธิภาพการใช้
ยารักษาและใช้เป็นแนวทางในการเฝ้าระวังการแพร่ระบาดของเช้ือดื้อยาได้ 
  

5. การตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรีย  
 การวินิจฉัยต้องอาศัยการซักประวัติผู้ป่วยที่มีไข้และอาจอาศัยอยู่ในพื้นที่ระบาดของมาลาเรีย
หรือเดินทางไปยังพื้นที่ที่มีการระบาดอาจสงสัยว่าติดเช้ือมาลาเรีย ควบคู่กับการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการ การตรวจเพื่อยืนยันโรคมาลาเรียทางห้องปฏิบัติการ 
 
 5.1 การตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
  วิธีมาตรฐานที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียคือการตรวจเช้ือมาลาเรียจาก
แผ่นฟิล์มเลือดโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบ่งเป็นชนิดฟิล์มหนา (thick blood film) และชนิดฟิล์มบาง 
(thin blood film) การตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยวิธีนี้สามารถดูปริมาณ จ าแนกระยะและชนิดของเช้ือ
ได้ ใช้เวลาไม่นาน ค่าใช้จ่ายต่ า แต่ต้องอาศัยผู้ช านาญในการดูกล้องและแยกชนิดของเช้ือมาลาเรียได้
อย่างถูกต้อง โดยใช้เลือดจากปลายนิ้ว (finger prick) หรือเจาะจากหลอดเลือดด า (venipuncture) สี
ย้อมฟิล์มเลือด นิยมใช้โดยทั่วไปคือ สี Giemsa หรือสี Wright จะย้อมนิวเคลียสของเช้ือมาลาเรียให้ติด
สีแดงม่วง และไซโทพลาสซึมจะติดสีน้ าเงินปนเทา (WHO, 2016a) 
 
  5.1.1 การท าฟิล์มหนา (thick blood film) 
   โดยน าเลือดหยดลงสไลด์แก้วเกลี่ยเลือดให้ให้มีพื้นที่ประมาณ 1 ตาราง
เซนติเมตร ทิ้งให้แห้ง น าไปย้อมสี Giemsa หรือสี Wright แล้วตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ จะมีโอกาส
เห็นเช้ือมาลาเรียได้มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มเลือดบาง แต่จะไม่เห็นเม็ดเลือดแดง และแยกชนิด
ของมาลาเรียได้ยาก โดยนับจ านวนเช้ือต่อจ านวนเม็ดเลือดขาว 200 ตัว แต่หากนับจ านวนเช้ือได้น้อย
กว่า 100 ตัว ต่อเม็ดเลือดขาว 200 ตัว ให้นับจ านวนเช้ือต่อจ านวนเม็ดเลือดขาว 500 ตัว ค านวณความ
หนาแน่นของเช้ือมาลาเรียเมื่อเลือด 1 µl มี เม็ดเลือดขาว 8,000 cells จากสูตร 
                          parasites/µl  =     จ านวนเช้ือที่นับได้ x 8,000 
                                                   จ านวนเม็ดเลือดขาวที่นับได้ 
 
  5.1.2 การท าฟิล์มบาง (thin blood film)  
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   น าเลือดหยดลงสไลด์แก้ว แล้วใช้สไลด์สะอาดอีกอันไถสไลด์โดยท ามุม
ประมาณ 45 องศา ทิ้งให้แห้ง น าไปย้อมสี ในฟิล์มเลือดบางจะเห็นลักษณะของเช้ือมาลาเรียชัดเจนเห็น
เม็ดเลือดแดงที่ติดเช้ือและไม่ติดเช้ือ เลือกนับบริเวณที่มีเม็ดเลือดแดง 250 cells/oil field ตรวจนับ 
20 oil field ตรวจนับแยกชนิดและระยะของเช้ือมาลาเรีย รูปร่างลักษณะของเช้ือแต่ละชนิดแสดงดัง
รูปที่ 6 ค านวณความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรียเมื่อเลือด 1 µl มี เม็ดเลือดแดง 5,000,000 cells จาก
สูตร 
             parasites/µl  =      จ านวนเม็ดเลือดแดงที่ติดเช้ือ x 5,000,000 
                                                          จ านวนเม็ดเลือดแดงที่นับได ้
 
  5.1.3 การยอมดวยสีฟลูออเรสเซต์ หรือ Quantitative buffy coat (QBC) 
   ใช้สี acridine orange ในการย้อมนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม ปนแยกเม็ด
เลือดแดงออกจากพลาสมาเม็ดเลือดแดงที่มีเช้ือมาลาเรียจะลอยข้ึนไปอยูช้ันบนสุดของช้ันเม็ดเลือดขาว 
(buffy coat) เนื่องจากมีความหนาแน่นน้อยกว่าเม็ดเลือดแดงปกติ ตรวจดวยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออ
เรสเซนต์เม็ดเลือดแดงที่มีเช้ือจะเรืองแสง วิธี QBC ตรวจเช้ือมาลาเรียไดผลแมนย าเทากับการตรวจฟล
มเลือดชนิดหนา และรวดเร็ว แต่มีขอจ ากัดของวิธี QBC คือมีราคาแพง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 6 ลักษณะของเช้ือมาลาเรียระยะต่างๆเมื่อส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (Ashley et al., 2018) 
 5.2 การตรวจหาเชื้อด้วยวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา 
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  อาศัยการตรวจหาแอนติเจนหรือเอนไซม์ที่จ าเพาะต่อเช้ือมาลาเรียโดยใช้ชุดตรวจ 
(rapid diagnostic test)  ได้แก่ histidine rich protein-2 (HRP-2) เป็นโปรตีนที่จ าเพาะต่อเช้ือ P. 
falciparum แต่จะยังคงอยู่ในกระแสเลือดได้นานถึงแม้เช้ือมาลาเรียจะถูกท าลายไปแล้วซึ่งอาจแสดง
ผลบวกปลอมได้จึงไม่เหมาะส าหรับใช้เพื่อติดตามการรักษา  และการตรวจหาเอนไซม์ lactate 
dehydrogenase (LDH) เป็นโปรตีนที่มีลักษณะแตกต่างกันระหว่างเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิด ส่วนใหญ่
เป็นการตรวจหา P. falciparum และ P. vivax ใช้แยกระหว่างการติดเช้ือ P. falciparum กับ non - 
P. falciparum เป็นวิธีที่สะดวก ง่ายและรวดเร็ว (Sungkapong, 2016) 
 
 5.3 การตรวจหาเชื้อด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา 
  วิธี polymerase chain reaction (PCR) เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่ใช้ส าหรับเพิ่ม
ปริมาณกรดนิวคลิอิกเป้าหมาย (DNA หรือ RNA) ที่ เ ข้ามามีบทบาทส าคัญในงานวิจัยทางด้าน
วิทยาศาสตร์และใช้กันอย่างแพร่หลายเพราะเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ มีความไวและความจ าเพาะสูง 
เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย จาก DNA ต้นแบบ ภายในหลอดทดลองจนได้ DNA สาย
ใหม่เกิดข้ึนเป็นล้านเท่าจากการเกิดปฏิกิริยาหมุนเวียนกันหาลายรอบภายใต้การปรับเปลี่ยนอุณหภูมซิึง่
เป็นไปตามขั้นตอนที่ตั้งไว้โดยอาศัยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
 
  5.3.1 Polymerase chain reaction (PCR) 
   การตรวจหา DNA ของเช้ือมาลาเรีย โดยการเพิ่มปรมิาณ DNA ของเช้ือท า
ให้สามารถแยกชนิดของเช้ือได้ว่าเป็นชนิดใด จึงเป็นวิธีที่มีความไวและความจ าเพาะสูง การตรวจเช้ือ
มาลาเรียด้วยวิธี nested PCR เป็นการเพิม่ปริมาณ DNA บนบริเวณ 18S small subunit ribosomal 
RNA gene (18S rRNA) ด้วยการท า PCR 2 รอบ โดยใช้ primers 2 ชุด ส าหรบั PCR รอบที่หนึง่เป็น 
primer ที่จ าเพาะต่อจีนัส Plasmodium และ PCR รอบทีส่อง ประกอบด้วยคู่ primer ที่จ าเพาะต่อ
แต่ละสปีชีส์ของเช้ือมาลาเรีย 4 ชนิด P. falciparum, P. vivax, P. malariae และ P. ovale 
(Snounou et al., 1993) ตรวจสอบเช้ือแต่ละชนิดจากขนาดที่แตกต่างกันของผลิตภัณฑ์ PCR โดยท า
การแยกแถบ DNA ด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่นวุ้น (agarose gel electrophoresis)  
 
  5.3.2 Multiplex PCR 
   มีการใช้วิธี multiplex PCR เพื่อจ าแนกเช้ือมาลาเรียในคน 5 สปีชีส์ คือ P. 
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi โดยปฏิกิริยาแรกตรวจการติดเช้ือ
จีนัส Plasmodium และปฏิกิริยาที่ 2 ตรวจสอบสปีชีส์ของเช้ือทั้ง 5 ชนิด บนบริเวณ 18S rRNA ได้ใน
ครั้งเดียวโดยรวมเอา primers ที่จ าเพาะต่อเช้ือแต่ละชนิดไว้ในปฏิกิริยาเดียวกัน จึงเป็นวิธีที่มีความไว
ความจ าเพาะสูง รวดเร็วกว่าวิธี nested PCR มีประโยชน์ในการจ าแนกการติดเช้ือสปีชีส์เดียวหรือ
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มากกว่า 1 สปีชีส์ แต่มีความยุ่งยากในข้ันตอนการออกแบบ primer และการหาอุณหภูมิและความ
เข้มข้นของสารที่เหมาะสมในปฏิกิริยา (Miguel-Oteo et al., 2017) 
 
  5.3.3 Real time PCR  
   ตรวจสอบเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี real time PCR สามารถตรวจสอบผลิตภัณฑ์
ได้จากได้จากการวิเคราะห์ melting curve ซึ่งเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิด P. falciparum, P. vivax, P. 
malariae, P. ovale จะมีค่า melting temperature (Tm) เฉพาะตัวแตกต่างกัน ข้ึนอยู่กับปริมาณ 
GC และความยาวของผลิตภัณฑ์ โดยติดตามได้ทุกระยะระหว่างที่ปฏิกิริยาด าเนินอยู่ด้วยการวัด
สัญญาณฟลูออเรส เซนต์  เ ช่น การ ใช้สี  SYBR Green โดยไม่ต องน ามา วิเคราะห์ด้วย gel 
electrophoresis (Mangold et al., 2005) หรือการใช้ probe ติดตาม โดยออกแบบ primer ให้
จ าเพาะกับเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิดและติดตามด้วยการใช้ TaqMan probe ที่ติดฉลากสารเรืองแสง 
reporter dye ที่ปลาย 5’ และติดฉลาก quencher dye ที่ปลาย 3’ เมื่อปฏิกิริยาด าเนินไปมีการเติมนิ
วคลีโอไทด์จนมาถึง probe เอนไซม์ DNA polymerase ที่มีคุณสมบัติ 5’ nuclease จะตัด reporter 
ให้หลุดออกไปและ quencher สามารถเรืองแสงได้ อ่านผลจากกราฟ amplification curve สามารถ
แยกเช้ือทั้ง 4 สปีชีส์ คือ P. falciparum, P. vivax, P. malariae และ P. ovale ได้  (Lee et al., 
2002) 
 

6. เทคนิค Loop - mediated isothermal amplification (LAMP) 
 ปัจจุบันมีการพัฒนาเทคนิคส าหรับการเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจโดยใช้อุณหภูมิคงที่เพียงอุณหภูมิ
เดียว (isothermal amplification) ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวและความจ าเพาะสูง มีความรวดเร็วและ
ไม่ตอ้งอาศัยเครื่องควบคุมอุณหภูมิที่ซับซ้อน เช่น เครื่อง PCR มีด้วยกันหลายวิธี ตัวอย่างเช่น nucleic 
acid sequence-based amplification (NASBA), loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP), helicase - dependent amplification (HDA), rolling circle amplification (RCA) และ 
strand displacement amplification (SDA) (Asiello and Baeumner, 2011, Yan et al., 2014) 
ส าหรับเทคนิค LAMP เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพและถูกน ามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้านต่างๆอย่าง
แพร่หลาย 
 วิธีการเพิ่มขยายยีนด้วยเทคนิค LAMP ถูกพัฒนาข้ึนในปี ค.ศ. 2000 โดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่น 
(Notomi et al., 2000) ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลองเหมือนกับเทคนิค PCR 
แต่เทคนิค LAMP อาศัยการท างานของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ท าหน้าที่แยก DNA สายคู่ให้
เป็นสายเดี่ยว (strand displacement) ภายใต้อุณหภูมิคงที่ประมาณ 55 - 65ºC และอาศัย primer 
จ านวน 4-6 เส้น ที่มีความจ าเพาะต่อยีนเป้าหมาย 6-8 ต าแหน่ง (รูปที่ 7) สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ได้
ถึง 109 เท่า ในเวลาน้อยกว่า 1 ช่ัวโมง การเพิ่มขยายยีนในปฏิกิริยา LAMP จะมีการปลดปล่อยสาร 
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pyrophosphate ออกมาจับกับ magnesium ion ที่อยู่ ในสารละลายกลายเป็น magnesium 
pyrophosphate ซึ่งเป็นตะกอนสีขาวสามารถมองเห็นความขุ่นด้วยตาเปล่า (Mori et al., 2001) 
 LAMP primer จ านวน 4 เส้น ประกอบด้วย outer primer จ านวน 2 เส้น และ inner primer 
จ านวน 2 เส้น ดังนี ้ 
forward outer primer (F3) : ประกอบด้วยบริเวณ F3 มีเบสคู่สมกับ F3c ของยีนเป้าหมาย 
reverse outer primer (B3) : ประกอบด้วยบริเวณ B3 มีเบสคู่สมกับ B3c ของยีนเป้าหมาย 
forward inner primer (FIP) : ประกอบด้วยบริเวณ F1c ที่ปลาย 5’ และ F2 ที่ปลาย 3’ ม ี
   เบสคู่สมกับ F1 และ F2c ของยีนเป้าหมาย ตามล าดับ   
backward inner primer (BIP) : ประกอบด้วยบริเวณ B1c ปลาย 5’ และ B2 ที่ปลาย 3’ มี 
   เบสคู่สมกับ B1 และ B2c ของยีนเป้าหมาย ตามล าดับ   
 นอกจากนีก้ารเพิ่ม loop primer อีก 2 เส้น ซึ่งจ าเพาะกับบริเวณ loop ของ LAMP product 
จะท าให้ primer มีความจ าเพาะกับยีนเป้าหมายมากขึ้นถึง 8 ต าแหน่ง และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของ
ปฏิกิริยาให้เกิดเร็วยิ่งขึ้น (Nagamine et al., 2002)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7 LAMP primer จ านวน 4 เส้น จ าเพาะกับยีนเป้าหมาย 6 ต าแหน่ง 
 (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
 
 
 
 6.1 ขั้นตอนของปฏิกิริยาของ LAMP  
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  6.1.1 Non - cyclic step  
   ในปฏิกิริยา LAMP ใช้อุณหภูมิประมาณ 65ºC ซึ่ง inner primer จะสามารถ
จับกับยีนเป้าหมาย (dsDNA) และมีเอนไซม์ Bst DNA polymerase ท าหน้าที่สังเคราะห์สาย DNA 
โดยอาศัยคุณสมบัติ strand displacement โดยไม่ต้องมีขั้นตอน denaturation เหมือนกับวิธี PCR ที่
ต้องแยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยวก่อน เริ่มจาก FIP primer ต าแหน่ง F2 (ปลาย 3’) จะเข้าจับกับ
บริเวณ F2c ของยีนเป้าหมาย ส่วนด้านปลาย 5’ F1c เป็นปลาย overhang ยื่นออกมา และมีการเริ่ม
สร้างสาย DNA ต่อจากปลาย 3’ ของ primer F2 จากนั้น F3 primer เข้ามาจับในต าแหน่ง F3c 
เอนไซม์จะท าหน้าที่สร้าง DNA สายใหม่ พร้อมกับแยกสาย FIP-link complementary strand 
ออกไป (DNA สายเดี่ยวที่สร้างขึ้นจากการเข้าจับของ FIP primer) ซึ่งเส้นน้ี ด้านปลาย 5’ จะมีต าแหน่ง
ของ F1c และ F1 ซึ่งเป็นส่วนที่มีล าดับเบสคู่สมกัน จึงสามารถจับกันและเกิดเป็น loop ได้ ต่อจากนั้น 
ต าแหน่ง B2 ของ BIP primer จะเข้าจับกับต าแหน่ง B2c ของยีนเป้าหมาย (ปลาย 5’ B1c overhang) 
และท าการสังเคราะห์สาย DNA ที่ปลาย 3’ ของ B2 primer จากนั้น B3 primer เข้ามาจับในต าแหน่ง 
B3c เอนไซม์ Bst DNA polymerase สร้าง DNA สายใหม่ต่อจากปลาย 3’ ของ B3 พร้อมกับแยกสาย 
BIP-link complementary strand ออกไป ซึ่ง DNA ที่ถูกแยกออกมานี้จะมีการจับกันเป็น loop ของ
ต าแหน่ง B1c และ B1 เช่นกัน และเกิด loop ทั้งปลายสองข้างของ DNA ข้ันตอนนี้จึงเป็นข้ันตอนการ
สร้าง loop ทั้ งสองข้างของยีนเป้าหมายซึ่ งมีรูปร่างคล้ายดัมเบล  (dumbbell - shaped DNA 
structure) เพื่อเป็นโครงสร้างเริ่มต้นในการเพิ่มขยายยีนแบบวนซ้ า (LAMP cycling) ต่อไป (รูปที่ 8) 
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รูปท่ี 8 ข้ันตอน non - cyclic step ของเทคนิค LAMP 
(Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
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  6.1.2 Cyclic amplification step  
   DNA สามารถสร้างต่อจากปลายเปิดด้าน 3’ ซึ่งมีการจับกันนิวคลีโอไทด์คู่สม
อยู ่(ต าแหน่ง F1 และ F1c) FIP inner primer สามารถเข้าจับตรงบริเวณ loop ของสาย DNA และมี
การสร้างสาย DNA ต่อ จนไดเ้ป็น loop DNA ที่ปลาย 3’ มีนิวคลีโอไทด์คู่สมระหว่าง B1 และ B1c ซึ่ง
สร้าง DNA ต่อได้จากปลายนี้ได้ และท าให้มีการปลดปล่อยสาย FIP-link complementary strand 
ออกมา BIP inner primer เ ข้าจับตรงบริ เ วณ loop และมีการสร้ างสาย DNA สาย FIP-link 
complementary strand ซึ่งมีโครงสร้างเป็น dumbbell - shaped DNA structure สามารถสร้าง
สาย DNA จากปลายเปิดด้าน 3’ ไดอ้ีกเหมือนข้ันตอนเดิม เกิดการท างานเวียนซ้ าไปเช่นน้ีอย่างต่อเนื่อง
ท าให้เกิดการสร้างสาย DNA ที่ยาวและมีขนาดแตกต่างกันมากมาย มีโครงสร้างคล้ายดอกกะหล่ า 
(cauliflower - like structure) (รูปที่ 9) 

 
 
รูปท่ี 9 ข้ันตอน cyclic step ของเทคนิค LAMP   
 (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
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 6.2 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา LAMP  
  ระหว่างการสังเคราะห์ DNA โดยการท างานของ Bst DNA polymerase ในปฏิกิริยา 
LAMP จะมีการปลดปล่อย pyrophosphate ions จาก dNTPs เป็นผลผลิตพลอยได้ (Mori et al., 
2001) pyrophosphate ions (P2O7

4-) จะสามารถจับกับ magnesium ions (Mg2+) เกิดเป็นตะกอน
สีขาวของ magnesium pyrophosphate (Mg2P2O7) เห็นได้ด้วยตาเปล่าดังสมการ 

 (DNA) n-1 + dNTP               (DNA) n + P2O7
4- 

 P2O7
4- + 2 Mg2+            Mg2P2O7 

 
  6.2.1 การดูความขุ่น 
   ตะกอน magnesium pyrophosphate ท าให้สารละลายขุ่นเมื่อสิ้นสุด
ปฏิกิริยา  สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ความขุ่นที่เพิ่มข้ึนจะแปรผันตรงกับปริมาณ DNA ที่ถูกสร้าง
ข้ึน (Mori et al., 2001) หรืออาจปั่นเพื่อดูตะกอน (รูปที่ 10) 
 
 
  
 
รูปท่ี 10 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP ด้วยการดูความขุ่น; (-) ผลลบ, (+) ผลบวก  
(Kubota et al., 2008) 
 
  6.2.2 การใชส้ฟีลูออเรสเซนต์ 
   การใช้สีฟลูออเรสเซนต์ เช่น SYBR Green I เป็น DNA-binding dyes ซึ่งจะ
จับกับ dsDNA ท าให้เห็นสีได้ด้วยตาเปล่า ดูภายใต้แสง UV บางครั้งในปฏิกิริยา ตะกอนเกิดข้ึนน้อยท า
ให้สังเกตได้ยาก การใช้สีจึงมีความไวในการตรวจสอบมากกว่าการดูตะกอนเพียงอย่างเดียว โดยเติมสี
หลังจากเกิดปฏิกิริยา LAMP เสร็จสิ้น ถ้ามีผลิตภัณฑ์เกิดข้ึนจะเปลี่ยนจากสีส้มเป็นสีเขียวเมื่อดูภายใต้
แสง UV (รูปที่ 11) 
 
 
 
รูปท่ี 11 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP ด้วยการดูสีฟลอูอเรสเซนต์; (-) ผลลบ, (+) ผลบวก  
(Zhou et al., 2014) 
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  6.2.3 การใช ้colorimetric indicators 
   1. การใช้ calcein   
   เป็น metal indicator สามารถเติมได้ตังแต่เริ่มการทดสอบท าให้ลดปัญหา
การปนเปื้อนผลิตภัณฑ์ LAMP จากการเปิดฝาหลอดหลังปฎิกิริยา โดย calcein จะจับกับ manganese 
ion และจะถูกบดบังการเรืองแสงไว้ เมื่อมีผลิตภัณฑ์เกิดข้ึนจากก็จะเกิด pyrophosphate จะไปแย่ง
จับกับ manganese ion ท าให้สาร calcein เป็นอิสระแล้วเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมา ผลบวกจะ
เห็นสารละลายเป็นสีเขียว ผลลบเป็นสีส้ม เมื่อส่องภายใต้แสง UV หรือดูภายใตแ้สงสีขาว (Tomita et 
al., 2008) (รูปที่ 12) 
 
 
 
  
 
รูปท่ี 12 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP ด้วยการดูส ีcalcein; (-) ผลลบ, (+) ผลบวก   
(Zhou et al., 2014) 
 
   2. การใช้ hydroxynapthol blue (HNB)  
   HNB เป็น metal ion-binding indicator dye ซึ่งจะเติมก่อนเริ่มปฏิกิริยา
เช่นเดียวกับ calcein ท าให้ลดความเสี่ยงในการปนเปื้อนจากการเปิดปิดฝาหลอด ตอนเริ่มต้น HNB จะ
จับอยู่กับ Mg2+ และปรากฏสีเป็นสีม่วง เมื่อเกิดการ polymerization ไอออน Mg2+ จะถูกใช้ไปใน
ปฏิกิริยา ท าให้หลุดเป็นอิสระจาก HNB จึงเปลี่ยนเป็นสีฟ้า (รูปที่ 13) 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 13 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา LAMP ด้วยการดูสี HNB; (-) ผลลบ, (+) ผลบวก  
(Duan et al., 2014) 
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  6.2.4 การใช้ gel electrophoresis 
   การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากเทคนิค LAMP ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis จะเห็น band หลายขนาด (ladder like pattern band) เนื่องจากการเพิ่มปริมาณ 
DNA ด้วยวิธี LAMP จะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีความยาวแตกต่างกัน (Notomi et al., 2000) (รูปที่ 
14) 
 
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 14 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา LAMP ด้วยวิธี gel electrophoresis; M คือ ladder, 
แถวที่ 1: ผลบวก, แถวที่ 2: ผลลบ  
 
  6.2.5 การใช้เครื่อง real time turbidimeter 
   หากมีตะกอนของผลิตภัณฑ์ LAMP เกิดข้ึนสามารถตรวจสอบจากเครื่องวัด
ความขุ่นแบบ real time ที่ความยาวคลื่นที่จ าเพาะ จะแสดงผลเป็นรูปกราฟความขุ่นเทียบกับเวลา 
(Mori et al., 2004) (รูปที่ 15) 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 15 ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา 
LAMP ด้วยการใช้เครื่อง real time turbidimeter (Mori et al., 2004) 
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 6.3 ข้อดีของเทคนิค LAMP 
  6.3.1 สามารถเพิ่มปริมาณ DNA ได้ที่อุณหภูมิคงที่เพียงอุณหภูมิเดียว ไม่มีข้ันตอน 
denaturation จึงไม่จ าเป็นต้องใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (thermal cycler) เหมือนวิธี PCR ซึ่งมีราคา
แพงกว่า สามารถใช้ heat block หรือ water bath เพื่อตั้งค่าอุณหภูมิก็เพียงพอ เทคนิค LAMP จึง
เป็นวิธีที่ง่าย  
  6.3.2 การเพิ่มปริมาณ DNA และการตรวจสอบผลท าได้ในข้ันตอนเดียวโดยวิธีการ
อ่านผลท าได้ง่าย สามารถดูผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนได้ด้วยตาเปล่า ทั้งการดูความขุ่น, การอ่านผลจากสี
ฟลูออเรสเซนต์ หรือสีย้อมอื่นๆ การเพิ่มปริมาณ DNA และการตรวจสอบผลท าได้ในข้ันตอนเดียว 
  6.3.3 เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะสูงจากการใช้ primer 4-6 เส้น ที่จ าเพาะกับยีน
เป้าหมาย 6-8 ต าแหน่ง และ มีความไวสูงสามารถตรวจสอบ DNA ได้ที่ 6 copies/reaction (Notomi 
et al., 2000)  
  การตรวจหาเช้ือ Arcobator species เป็นเช้ือที่พบปนเปื้อนในอาหารและเป็นสาเหตุ
ของอาการท้องเสีย ด้วยวิธี LAMP และวิธี multiplex PCR พบว่า เทคนิค LAMP มีความไวมากกว่าวิธี 
multiplex PCR 10 - 1,000 เท่า (Wang et al., 2014)  
  6.3.4 เทคนิค LAMP ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อลดข้อจ ากัดของวิธี PCR ที่อาจมีตัวยับยั้ง
ปฏิกิริยา PCR (PCR inhibitor) เช่น ไขมัน, ไกลโคเจน, phenolic compounds, โลหะหนัก,ฮีม, 
ฮีโมโกลบิน, ยูเรีย, ไมโอโกลบิน และอื่นๆ จากตัวอย่างที่ใช้ไม่ว่าจะเป็น ตัวอย่างจากอาหาร ตัวอย่าง
จากสิ่งแวดล้อม ตัวอย่างจากสารคัดหลั่งในร่างกาย เลือด ปัสสาวะ เนื้อเยื่อต่างๆ เป็นต้น (Wilson, 
1997)  
  Poon และคณะ ตรวจหาการติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum จากยีน 18SrRNA 
ด้วยวิธี LAMP จากตัวอย่างเลือดโดยตรงโดยไม่ผ่านการสกัด DNA เพียงแค่ให้ความร้อน และพบว่าไม่มี
ตัวยับยั้งปฏิกิริยา ต่างจากวิธี PCR ที่ฮีมจากเลือดมีผลรบกวนปฏิกิริยา (Poon et al., 2006) 
  Edwards และคณะ ได้ทดสอบหาเช้ือ Neisseria gonorrhoeae ในตัวอย่างปัสสาวะ
พบว่าปฏิกิริยา LAMP จะไม่ถูกรบกวนเมื่อความเข้มข้นของยูเรียน้อยกว่าหรือเท่ากับ 1.8 M  ในขณะที่
ปฎิกิริยา PCR ต้องมีความเข้มข้นน้อยกว่า 100 mM (Edwards et al., 2014) 
 อย่างไรก็ตามข้อด้อยของเทคนิค LAMP คือการออกแบบ primer ที่ค่อนข้างยุ่งยาก เพราะ
ต้องออกแบบให้มีความจ าเพาะกับยีนเป้าหมาย 6-8 ต าแหน่ง 
 
 
 
 
 6.4 การออกแบบ LAMP primer 
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  การออกแบบ LAMP primer ควรต้องค านึงถึงปัจจัยต่างๆ ดังนี้ (Lee et al., 2007, 
Parida et al., 2008, Li et al., 2016) 
 
  6.4.1 GC content  
   GC content ของ primers ควรมีค่าประมาณ 50-60% ส าหรับยีนเป้าหมาย
ที่เป็น GC rich (GC content > 60%) และ 40-50% ส าหรับ AT rich (GC content <45%) 
 
  6.4.2 Melting temperature (Tm)  
   ค่า Tm ของ primer ควรมีค่าอยู่ในช่วง 60-65ºC ส าหรับยีนเป้าหมายที่เป็น 
GC rich และ 55-60ºC ส าหรับ AT rich 
 
  6.4.3 การเกิด secondary structure 
   การออกแบบ primer ควรหลีกเลี่ยงการเกิด secondary structure โดย
ปลาย 3’ ของ primer ไม่ควรเป็น AT rich และตรวจสอบว่า primer แต่ละเส้นจะไม่จับกันเอง 
 
  6.4.4 The stability of primer end หรือ ความเสถียรด้านปลายของ primer  
   ปลาย 3’ของ F2, B2, F3 และ B3 และ ปลาย 5’ ของ FIP และ BIP ซึ่งเป็น
บริเวณเริ่มต้นในการสร้างสาย DNA ควรมีค่า ∆G หรือ การเปลี่ยนแปลง free energy ที่เกิดข้ึน
ระหว่างตัวเริ่มต้นปฏิกิริยากับผลิตภัณฑ์ น้อยกว่า -4 kcal/mol 
 
  6.4.5 ความยาวของ primer และระยะห่างระหว่าง primer  
 - F1c และ B1c ควรมีความยาวประมาณ 18-23 bp 
 - F2, B2, F3 และ B3 ควรมีความยาวประมาณ 18-22 bp 
 - ปลาย 5’ ของ F2 และ B2 ควรห่างกันประมาณ 120-180 bp 
 - ปลาย 5’ ของ F2 ถึง 5’ ของ F1 และ  
   ปลาย 5’ ของ B2 ถึง 5’ ของ B1 ควรห่างกันประมาณ 40-60 bp 
 - ระยะระหว่าง F2 ถึง F3 และ B2 ถึง B3 ควรห่างกันประมาณ 0-20 bp 
 
 
 
 6.5 การประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP 
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  ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เทคนิค LAMP เพื่อระบุชนิดของเ ช้ือชนิดต่างซึ่ง เป็น
ประโยชน์ต่อการวินิจฉัยโรคทางคลินิกมากมาย เช่น ไวรัสของมะเร็งปากมดมูก  (Enomoto et al., 
2005, Sugiyama et al., 2005) RNA vius ของเช้ือเดงกี่  (Parida et al., 2005) การตรวจหาเช้ือ
แบคทีเรีย เ ช่น Mycobacterium tubercµlosis Complex, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus (Iwamoto et al., 2003, Wang et al., 2012, Lim et al., 2013) เช้ือรา (Sun et al., 2010) 
แล ะ เ ช้ื อ ป รสิ ต  เ ช่ น  Entamoeba histolytica (Mwendwa et al., 2017), Naegleria fowleri 
(Mahittikorn et al., 2015), Toxoplasma gondii (Sun, X. M. et al., 2017) เป็นต้น รวมถึงการ
ตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรีย 
  Han และคณะ ใช้เทคนิค LAMP ในการจ าแนกชนิดเช้ือมาลาเรีย 4 ชนิด คือ P. 
falciparum, P. vivax, P. malariae และ P. ovale โดยออกแบบ LAMP primer ให้จ าเพาะต่อจีนัส
และสปีชีส์ของยีนบริเวณ 18s rRNA และเปรียบเทียบผลกับวิธี nested PCR พบว่าได้ผลที่สอดคล้อง
กัน แต่เทคนิค LAMP สามารถตรวจเช้ือที่มีปริมาณน้อยกว่าและเวลาน้อยกว่า (Han et al., 2007) 
การทดลองของ Lau และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อตรวจสอบเช้ือมาลาเรียทั้ง 5 ชนิด ที่ก่อโรค
ในคน โดยสามารถตรวจสอบเช้ือ P. falciparum, P. vivax และ P. malariae ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด
เพียง 1 copy และ 10 copies ส าหรับเช้ือ P. knowlesi และ P.  ovale และพบว่าวิธี LAMP มีความ
ไวมากกว่าวิธี nested PCR 10 เท่า (Lau et al., 2016) 
  เทคนิค LAMP ถูกน ามาประยุกต์ใช้เพื่อตรวจหาการกลายพันธ์ุของยีน เช่น ในด้าน
เกษตรกรรมมีการน าเอาเทคนิค LAMP เพื่อใช้ติดตามการดื้อยาฆ่าเช้ือรา โดยตรวจหาการกลายพันธ์ุ
ของยีน beta- tubulin ที่ต าแหน่ง F167Y ในเช้ือ Fusarium graminearum ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค 
fusarium head blight (Duan et al., 2014) และต าแหน่ง  E198A และ F200Y ของยีน beta- 
tubulin ที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาที่ท าให้พืชผลทางการเกษตรเกิดความเสียหาย (Duan et al., 2014, 
Duan et al., 2015, Duan et al., 2016) มีการใช้เทคนิค LAMP เพื่อตรวจหาการดื้อยาฆ่าแมลงใน
กลุ่ม pyrethroid ของยุงก้นปล่องซึ่งเกี่ยวข้องกับการกลายพันธ์ุของยีน kdr ที่ต าแหน่ง L1014F 
(Badolo et al., 2012) และยีน ace-1 ที่ต าแหน่ง G119S ซึ่งเกี่ยวข้องกับการดื้อยาฆ่าแมลงกลุ่ม 
organophosphate และ carbamate (Badolo et al., 2015) จึงเป็นวิธีที่มีประโยชน์ใช้ในการติดตาม
และเป็นแนวทางควบคุมการแพร่ระบาดการดื้อยาได้ การใช้เทคนิค LAMP เพื่อตรวจสอบการดื้อยา
ต้านมาลาเรียคลอโรควินของเช้ือ P. falciparum ซึ่งเกี่ยวข้องกับการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง K76T ของ
ยีน Pfcrt ตรวจสอบผลได้ด้วยตาเปล่าได้ที่ความเข้มข้น DNA ต่ าสุดน้อยกว่า 2 ng/µl (Chahar et al., 
2017) มีการใช้เทคนิค LAMP ร่วมกับ lateral flow strip ตรวจสอบการดื้อยาไพริเมธามีน ของเช้ือ P. 
falciparum และ P. vivax สามารถตรวจสอบ DNA ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 1 pg และ 1 ng ตามล าดับ 
(Yongkiettrakul et al., 2017) 
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  การออกแบบ primer ให้จ าเพาะต่อต าแหน่งการกลายพันธ์ุ มักออกแบบให้ต าแหน่ง
กลายพันธ์ุอยู่ที่ปลาย 3’ หรือ 5’ ของ FIP หรือ BIP primer (Badolo et al., 2012, Duan et al., 
2014, Duan et al., 2014, Duan et al., 2015, Duan et al., 2016, Chahar et al., 2017) หรือมี
ต าแหน่งกลายพันธ์ุที่ปลาย 5’ ของทั้ง FIP หรือ BIP primer (Zhang et al., 2016) ท าให้สามารถแยก
ยีนกลายพันธ์ุออกจากยีน wild type ได ้หรือมีการเพิ่ม mismatch nucleotide จะท าให้ความจ าเพาะ
ของ primer ต่อยีนเป้าหมายมากข้ึน 

 เทคนิค LAMP จึงเป็นเทคนิคทางอณูชีววิทยาที่มีประสิทธิภาพ สามารถเพิ่มปริมาณ 
DNA ได้มากถึง 109 เท่า ภายใต้สภาวะอุณหภูมิคงที่เพียงอุณหภูมิเดียว จึงเป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว มีความ
ไวและความจ าเพาะสูง ถูกน ามาประยุกต์ใชกันอย่างกว้างขวาง ในห้องปฏิบัติการทั้งด้านงานวิจัยทางชีว
โมเลกุล ดานการแพทย ส าหรับการดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum เกี่ยวข้องกับการกลาย
พันธ์ุของยีน Pfkelch13 ดังนั้นผู้ วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาและพัฒนาเทคนิค SNP-LAMP เพื่อใช้
ตรวจสอบการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13  

 การศึกษาของ Mohon และคณะ ได้พัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อตรวจหาการกลาย
พันธ์ุ C580Y ของยีน Pfkelch13 พบว่าสามารถตรวจสอบเช้ือได้ตั้งแต่ 500-1,000,000 parasites/µl 
ภายในเวลา 65 นาที ด้วยการวัดความขุ่นกับเครื่อง nanodrop และการดูด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ มีค่า
ความไวและความจ าเพาะของวิธีทดสอบเท่ากับ 100 และ 97.3% ตามล าดับ และการศึกษาของ Imai 
และคณะ ได้ ตรวจหาการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ด้วยเทคนิค LAMP เช่นกัน โดยใช้ร่วมกับ 
MinION nanopore sequencer ที่สามารถตรวจสอบล าดับนิวคลิโอไทด์เพื่อยืนยันความถูกต้องภายใน
เวลาไม่นาน สามารถตรวจสอบเช้ือไดต้่ าสุดที่ 10 copies/reaction มีค่าความไวและความจ าเพาะของ
วิธีเท่ากับ 100% (Imai et al., 2018) ซึ่งล้วนเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ แต่มีข้อจ ากัดบางประการ เช่น 
การเติมสีฟลูออเรสเซนต์จะต้องเติมหลังปฏิกิริยาเสร็จสิ้นซึ่งการเปิดปิดฝาหลังจากการเพิ่มจ านวนยีน
แล้วอาจท าให้มีการฟุ้งของผลิตภัณฑ์ LAMP ท าให้เกิดการปนเปื้อนและผลบวกปลอมได้ การตรวจสอบ
ความขุ่นของผลิตภัณฑ์ LAMP ด้วยเครื่อง nanodrop และ การตรวจสอบล าดับนิวคลิโอไทด์ด้วยการ
ใช้เครื่อง MinION nanopore sequencer ซึ่งยังต้องอาศัยเครื่อง fluorometer วัดความเข้มข้นของ 
DNA, rapid barcoding sequencing kit ส าหรับอ่านบาร์โคด ส าหรับเครื่องมือเหล่าน้ีมีราคาแพงและ
ไม่ใช้กันในห้องปฏิบัติการทั่วไป ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงพัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อใช้ตรวจสอบการ
กลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 ด้วยการดูการเปลี่ยนแปลงของสี hydroxynathol 
blue (HNB) ได้ด้วยตาเปล่า และใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิอย่างง่ายเช่น water bath หรือ heat block 
โดยออกแบบ primer ให้จ าเพาะต่อต าแหน่งกลายพันธ์ุ C580Y เพื่อสามารถตรวจสอบการดื้อยาได้
อย่างรวดเร็ว สามารถน าใช้ ณ จุดดูแลผู้ป่วยและใช้ในการตรวจติดตามและเฝ้าระวังการดื้อยาได้ 
 
วัตถุประสงค ์
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 1. เพื่อพัฒนาเทคนิค SNP-LAMP ในการตรวจหาการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน 
Pfkelch13 ซึ่งสัมพันธ์กบัการดือ้ยาอารท์ิมิซินิน 
 2. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของเทคนิค SNP-LAMP ในการตรวจสอบการกลายพันธ์ุที่
ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 กับวิธี DNA sequencing 
 3. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิค SNP-LAMP ในการตรวจหาการกลายพันธ์ุที่ต าแหนง่ 
C580Y จากจุดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของผู้ป่วยที่ติดเช้ือ P. falciparum  
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บทที่ 2 
 

วัสดุอุปกรณแ์ละวิธกีาร 
 

วัสดุอุปกรณ ์
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
     ชนิด       บริษัทผู้ผลิต 
     Luria Bertani (LB) broth    Difco 
     Luria Bertani (LB) agar      Difco 
 
2. ยาปฏิชีวนะ 
     ชนิด       บริษัทผู้ผลิต 
     Ampicillin     Sigma 
 
3. สารเคมี 
  3.1 สารเคมีเกรดวิเคราะห์ (Analytical grade) 
     ชนิด       บริษัทผู้ผลิต 
     Absolute ethanol     Merck 
     Boric acid     Merck 
     Ethidium bromide    Sigma 
     Tris base     Promega 
 
  3.2 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) 
     ชนิด       บริษัทผู้ผลิต 
     Agarose       Promega 
     Betaine      Sigma    
     Bst DNA polymerase     New England Biolabs 
     dNTPs      BioLabs 
     hydroxyl napthol blue (HNB)   Sigma  
     Platinum Taq DNA polymerase   Invitrogen 
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     Primers      Sigma 
  3.3 สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (Molecular biological grade) (ต่อ) 
     ชนิด       บริษัทผู้ผลิต 
     Taq DNA polymerase    Invitrogen 
     T4 DNA ligase     Promega 
     10X Bst buffer     New England Biolabs 
     100 bp DNA ladder     New England Biolabs 
 
4. อุปกรณ์และเครื่องมือ 

 เครื่องแก้วส าหรับงานวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 

 เครื่องช่ัง (Denver Instrument, USA) 

 เครื่องปั่นเหว่ียง (Eppendorf, Germany) 

 เครื่อง vortex mixer (Scientific Industries, USA) 

 เครื่องวัด pH (Metrohm, Switzerland) 

 เครื่อง PCR (Bio-Rad, T100 Thermal cycler, USA) 

 ตู้แช่แข็ง -20ºC และ -70ºC (Sanyo, Japan) 

 ตู้อบร้อน (Hot air oven) (Venticell) 

 ตู้บ่มเช้ือ (Heraeous, Germany) 

 ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Labline Instrument Inc, USA) 

 หม้อนึ่งความดันไอน้ า (Tomy, Japan) 

 ชุดเจล electrophoresis และเครื่องก าเนิดไฟฟ้า power supply (Bio-Rad) 

 Gel Documentation (Syngene, USA) 

 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Julabo, Germany) 

 หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 

 หลอด PCR ขนาด 0.2 ml 

 Automatic pipette ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 µl (Eppendorf, Germany) 
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รูปท่ี 16 แผนภูมิแสดงข้ันตอนการทดลองทัง้หมดในการศึกษานี้

สกัด DNA ของเช้ือมาลาเรียจากหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรอง 
และตรวจยืนยันการติดเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี nested PCR 

 
 

ตรวจหาต าแหนง่การกลายพันธ์ุ C580Y ของยีน Pfkelch13 ด้วยวิธี  
nested PCR และ DNA sequencing 

 

เตรียมพลาสมิด Pfkelch13C580Y และสกัดพลาสมิด เพื่อใช้เป็น 
 positive control ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค SNP-LAMP 

 
 

ออกแบบ LAMP primers ส าหรบัตรวจหา 
ต าแหน่งการกลายพันธ์ุ C580Y ของยีน Pfkelch13 

 

ศึกษาหาสภาวะและความเข้มข้นของสารทีเ่หมาะสมใน 
การท าปฏิกริิยา SNP-LAMP   

ทดสอบความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) 
 

 

ทดสอบความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ (specificity) 
ทดสอบความสามารถในการท าเหมือน (reproducibility) 

ทดสอบความสามารถในการท าซ้ า (repeatability) 
 

 

ประยุกต์ใช้เทคนิค SNP-LAMP เพื่อตรวจหาการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y 
จาก DNA ที่สกัดจากจุดเลือดแหง้ของผู้ติดเช้ือมาลาเรีย  

เปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัวิธี DNA sequencing 
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วิธีการทดลอง 
 
1. ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

ตัวอย่างเลือดที่ติดเช้ือมาลาเรียที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ได้รับมาจากส านักป้องกันควบคุมโรคที่ 
11 จังหวัดนครศรีธรรมราช และ 12 จังหวัดสงขลา ซึ่งได้รวบรวมตัวอย่างดังกล่าวมาจากพื้นที่ที่มีการ
พบเช้ือมาลาเรียในบริเวณภาคใต้ของไทย 5 จังหวัดได้แก่ จังหวัดชุมพร, ระนอง, สุราษฎร์ธานี พังงา 
และยะลา ช่วงระยะเวลาตั้งแต่ 2557-2560 โดยเจ้าหน้าที่เป็นผู้ท าการเจาะเลือดจากปลายนิ้วเพื่อ
ตรวจวินิจฉัยแยกชนิดเช้ือมาลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ และหยดเลือดประมาณ 4-5 จุด ประมาณ 80 
ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง (Whatman เบอร์ 3) ทิ้งไว้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เก็บใส่ถุงพลาสติกเพื่อ
น ามาสกัดสารพันธุกรรมต่อไป โดยตัวอย่างเลือดที่ติดเช้ือมาลาเรียชนิด P. falciparum ทั้งหมด
จ านวน 227 ตัวอย่าง 16 ตัวอย่างจากจังหวัดชุมพร 14 ตัวอย่างจากพังงา 109 ตัวอย่างจากจังหวัด
ระนอง 65 ตัวอย่าง จากจังหวัดสุราษฎร์ธานี และ 23 ตัวอย่าง จากจังหวัดยะลา 

การศึกษาครั้ งนี้ได้รับเอกสารรับรองจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์  คณะแพทยศาสตร์  
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ (REC57-0077-19-2 และ REC60-096-19-2) 

 
2. การสกัดสารพันธุกรรม (DNA) 
 การสกัดสารพันธุกรรม (DNA) ออกจากหยดเลือดแห้งบนกระดาษกรองด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 
QIAamp DNA mini Kit (QIAGEN, Hidden, Germany) โดยตัดกระดาษที่มีจุดเลือดแห้ง  ขนาด
ประมาณ 3 ตารางมิลลิเมตร ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml หลังจากนั้นเติมน้ ายา ATL 
ปริมาตร 180 µl น าไป incubate ที่อุณหภูมิ 85°C เป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงเติมน้ ายา proteinase 
K ปริมาตร 20 µl ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบเวลาแล้วจึงเติมน้ ายา AL ปริมาตร 200 µl และ vortex อีกครั้ง น าหลอด microcentrifuge ไป 
incubate ที่อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลา จึงเติม  absolute ethanol (96–100%) 
ปริมาตร 200 µl ลงในสารละลายผสมกันอย่างรวดเร็วโดยการใช้ pipette ดูดข้ึนลง ย้ายสารละลายลง 
QIAamp mini spin column น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลาย
ที่ตกลงด้านล่างทิ้ง เติม buffer DW1 ปริมาตร 500 µl ลงใน column เดิม น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
8000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เพื่อล้าง spin column membrane เทสารละลายที่ตกลงด้านล่างทิ้ง
และเติม buffer DW2 ปริมาตร 500 µl น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที ปั่น
เหว่ียง spin column membrane เพื่อระเหย  absolute ethanol เหลืออยู่ ที่ความเร็ว 14,000 
rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นย้าย QIAamp mini spin column ลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ml อันใหม่ เติมน้ าเกรด PCR ปริมาตร 100 µl ลงใน spin column membrane ปิดฝา 
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บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที และปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที เก็บ
สารละลาย DNA ไว้ที่ -20°C  
   
3. การตรวจแยกชนิดของเชื้อมาลาเรีย 

ตรวจแยกชนิดของเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี nested PCR ตามวิธีของ Snounou และคณะ  
(Snounou et al., 1993) โดย primer มีความจ าเพาะต่อยีน 18s rRNA ใน PCR ข้ันที่ 1 ตรวจหา
จีนัสโดยการใช้ genus-specific primer rPLU1/rPLU5 หลังจากนั้นน า PCR product ที่ได้มาเป็น
ต้นแบบของ PCR ข้ันที่ 2 โดยใช้ primer คู่ rPLU3/rPLU4  

น า PCR product ในข้ันที่ 1 มาเป็นต้นแบบใน PCR รอบที่ 2 ส าหรับ species-specific PCR 
ซึ่งจะใช้คู่ primer ที่จ าเพาะต่อชนิดเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิด การตรวจหาเช้ือ P. falciparum ใช้ 
primer คู่ rFAL1/rFAL2 ตรวจหาเช้ือ P. vivax ใช้ primer คู่ rVIV1/rVIV2 ตรวจหาเช้ือ P. malariae 
ใช้ primer คู่ rMAL1/rMAL2 และ P. ovale ใช้ primer rOVA1/rOVA2 ส าหรับ primers ที่ใช้ใน
ข้ันตอนแยกชนิดของเช้ือมาลาเรียได้แสดงในตารางที่ 1 องค์ประกอบสารในการท าปฏิกิริยา PCR และ
สภาวะในการท า PCR แสดงในตารางที่ 2 และ 3 หลังจากนั้นน า PCR product ที่ได้มาตรวจสอบด้วย 
1.5% gel electrophoresis ใน 0.5X TBE buffer ที่กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ที่  100 โวลล์ เป็น
เวลา 45 นาที แล้วน าแผ่นเจลไปย้อมด้วย ethidium bromide เป็นเวลา 3 นาที แล้วน าไปล้างด้วย
น้ ากลั่น 10 นาที ตรวจสอบขนาด PCR product ภายใต้แสง UV และบันทึกภาพด้วยเครื่อง gel 
documentation 
 น า DNA ที่ตรวจสอบว่าเป็นชนิด P. falciparum ไปท าให้มีความเข้มข้นเพิ่มข้ึนโดยการ
ระเหยแห้งด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงระเหยสารแบบสูญญากาศ (speed vacuum) ด้วยความเร็วประมาณ 
1,700 rpm ที่อุณหภูมิ 40°C เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติมน้ าเกรด PCR ในปริมาตร 20 µl ผสมให้เข้า
กันด้วยการ vortex ตรวจสอบความเข้มข้นของ DNA ทั้งก่อนและหลังการระเหยแห้ง โดยการน า
สารละลาย DNA ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm ด้วยเครื่อง nanodrop 
spectrophotometer (Maestrogen, Las Vagas, USA) เก็บรักษาสารละลาย DNA ไว้ที่อุณหภูมิ -
20°C จนกว่าจะใช้งานต่อไป  
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ตารางท่ี 1 primers ที่ใช้ในแยกชนิดของเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี nested PCR  

 
 
ตารางท่ี 2 องค์ประกอบสารที่ใช้ในปฏิกริิยา nested PCR ส าหรับแยกชนิดเช้ือ Plasmodium spp. 

ส่วนผสม 
PCR รอบท่ี 1 
ปริมาตร (µl) 

PCR รอบท่ี 2 
ปริมาตร (µl) 

10X buffer (1.5 mM MgCl2) 2 2 
25 mM MgCl2 0.4 0.4 
0.25 µM primers  2 2 
0.25 mM dNTPs 1 1 
Taq polymerase (5U/µl) 0.08 0.08 
Water (PCR grade) 11.52 13.02 
DNA template 
   genomic DNA 
   PCR product nested1 

 
3 

 
 

1.5 
ปริมาตรรวม 20 20 

Primer Sequence 5’->3’ 
product 
size (bp) 

Genus -
specific 

Nest1 
  rPLU1 TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTA 

1,640 
rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTCC 

Nest2 
rPLU3 TTTTTATAAGGATAACTACGAAAAGCTGT 

240 
rPLU4 TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC 

Species - 
specific  

P. falciparum 
rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 

205 
rFAL2 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 

P. vivax 
rVIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 

121 
rVIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

P. ovale 
rOVA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA 

787 
rOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTA GTG 

P. malariae 
rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 

144 
rMAL2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 
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ตารางท่ี 3 สภาวะที่ใช้ในการท า nested PCR เพื่อแยกชนิดเช้ือ Plasmodium spp.  

 
 
4. การตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน Pfkelch13 
 เพิ่มปริมาณยีน Pfkelch13 ด้วยวิธี nested PCR โดยใช้วิธีที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้โดย 
Ariey และคณะ (Ariey et al., 2014) โดย PCR รอบที่  1 เป็นการเพิ่มปริมาณยีน Pfkelch13 
ครอบคลุมทั้งยีนจากต าแหน่งที่ 1 จนถึง 2283 pb โดยใช้ primer คู่ K13.1F/2283R และการท า PCR 
รอบที่ 2 ใช้ primer คู่ K13.1344F/2129R ซึ่งจะครอบคลุมต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่สนใจคือ ต าแหน่ง 
1,740 (G1740A) หรือต าแหน่งกรดอะมิโนที่ 580 (C580Y) (ตารางที่ 4) องค์ประกอบของสารในการ
ท าปฏิกิริยา PCR และสภาวะในการท า PCR แสดงดังตารางที่ 5 และ 6 จากนั้นน า PCR product ที่
ได้จาก PCR ข้ันที่ 2 ซึ่งมีขนาด 786 มาตรวจสอบด้วย 1.5% gel electrophoresis ใน 0.5X TBE 
buffer ที่กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลล์ เป็นเวลา 45 นาที แล้วน าแผ่นเจลไปย้อมด้วย 
ethidium bromide เป็นเวลา 3 นาที แล้วน าไปล้างด้วยน้ ากลั่น 10 นาที ตรวจสอบขนาด PCR 
product ภายใต้แสง UV และบันทึกภาพด้วยเครื่อง gel documentation  
 
5. PCR purification และ DNA sequencing 
 ท า PCR purification ของตัวอย่าง PCR product ที่ปรากฏแถบ DNA บน 1.5% agarose 
gel electrophoresis ขนาด 786 bp ด้ วย ชุดน้ ายา  GeneJET PCR purification Kit (Thermo 
scientific, Vilnius, Lithuania)  
 
 
 
 

ขั้นตอน PCR  รอบท่ี 1 PCR รอบท่ี 2 
   Initial denaturation 
   Denaturation 
   Annealing 
   Extension 
   Final extension 

95°C, 5 นาที 
94°C, 1 นาที 
58°C, 2 นาที 
72°C, 2 นาที 
72°C, 5 นาที 

95°C, 5 นาที 
94°C, 2 นาที 
58°C, 2 นาที 
72°C, 2 นาที 
72°C, 5 นาที 

   Number of cycles 25 30 
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 5.1 การท า PCR purification 
  ผสม PCR product ปริมาตร 100 µl กับ binding buffer ปริมาตร 100 µl ลงใน
หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ผสมให้เข้ากันด้วย vortex และ spin down หลังจากนั้น 
ย้ายส่วนผสมทั้ งหมดใส่ลงใน purification column และปั่นเหว่ียงที่  14,000 rpm 1 นาที  เท
ของเหลวส่วนล่างทิ้งแล้วเติม wash buffer ปริมาตร 700 µl น าไปปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm 1 นาที 
เทของเหลวส่วนล่างทิ้ง จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงอีกครั้งที่ 14,000 rpm 1 นาที แล้วจึงย้าย purification 
column ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม elution buffer ปริมาตร 50 
µl บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่  14,000 rpm 1 นาที จากนั้นน าไป
วิเคราะห์  PCR purification product ด้วยวิธี gel electrophoresis อีกครั้ งหนึ่ง  และเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20°C เพื่อรักษาสภาพระหว่างรอส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริษัท Macrogen 
ต่อไป  
 
 5.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  ตรวจสอบชนิดของยีนโดยน าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบในฐานข้อมูล GenBank โดย
ใช้โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
  วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างด้วยโปรแกรม SeqMan ของ DNASTAR 
Lasergene® (DNASTAR, Inc., USA) เพื่อตรวจสอบ chromatogram รวบรวม sequence ของยีน
และปรับแต่ง sequence แสดง open reading frame ด้วย SeqBuilder  
  ท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่าง (multiple alignment) ร่วมกับ 
PF3D7_1343700 (P. falciparum 3D7 Kelch13 gene สายพันธ์ุอ้างอิง , http://PlasmoDB.org) 
ด้วยโปรแกรม Bioedit sequence alignment editor เพื่อหาต าแหน่งการกลายพันธ์ุ  
 
 
ตารางท่ี 4 primers ที่ใช้ในการตรวจสอบต าแหน่งการกลายพันธ์ุของยีน PfKelch13 

 

Primers         Sequence  (5’->3’) PCR product size (bp) 

K13.1F TGGAAGGAGAAAAAGTAAAAACAAAA 
2283 

 
K13.2283R TGTGCATGAAAATAAATATTAAAGAAG  
K13.1344F AGGTGGATTTGATGGTGTAGAA  

786 
K13.2129R GGGCCAAGCTGCCATTCATTTGT  
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ตารางท่ี 5 องค์ประกอบสารที่ใช้ในการท า nested PCR เพื่อตรวจสอบการกลายพันธ์ุของยีน
PfKelch13 

ส่วนผสม 
PCR รอบท่ี 1 
ปริมาตร (µl) 

PCR รอบท่ี 2 
ปริมาตร (µl) 

10X buffer  2 2 
50 mM MgCl2 1.2 1.2 
0.25 µM primers  2 2 
0.25 mM dNTPs 2 2 
Platinum Taq polymerase (5U/µl) 0.1 0.1 
Water (PCR grade) 8.7 10.7 
DNA template 
   genomic DNA 
   PCR product nested1 

 
4 

 
 
2 

ปริมาตรรวม 20 20 
 
 
ตารางท่ี 6 สภาวะที่ใช้ในการท า nested PCR เพื่อตรวจสอบการกลายพันธ์ุของยีน PfKelch13  

ขั้นตอน PCR  รอบท่ี 1 PCR รอบท่ี 2 
   Initial denaturation 
   Denaturation 
   Annealing 
   Extension 
   Final extension 

95°C, 5 นาที 
94°C, 1 นาที 
58°C, 2 นาที 
72°C, 2 นาที 
72°C, 10 นาที 

95°C, 5 นาที 
94°C, 2 นาที 
60°C, 2 นาที 
72°C, 2 นาที 
72°C, 10 นาที 

   Number of cycles 25 30 
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6. การเชื่อมยีน Pfkelch13 C580Y เข้าสู่พลาสมิดเวกเตอร ์pGEM®-T Easy ในแบคทีเรีย E. coli 
สายพันธุ์ JM109 
 น า PCR product ขนาด 786 bp ที่มี ช้ินส่วน Pfkelch13 C580Y เช่ือมต่อเข้าสู่พลาสมิด 
pGEM®-T Easy vector (Promega, Wilcosin, USA) โดยใช้เอมไซม์ T4 DNA ligase และองค์ประกอบ
สารดังตารางที่ 7 บ่มที่อุณหภูมิ 16°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น า competent E. coli สายพันธ์ุ JM109 
ที่เก็บในอุณหภูมิ -80°C  (ปริมาตร 100 µl) มาละลายในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที แล้วน า DNA ที่
เช่ือมต่อกับ vector ที่เตรียมไว้ มาใส่ในหลอดที่มี competent cell แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที  
และน ามาให้ความร้อนที่ 42°C (heat shock) เป็นเวลา 90 วินาที จากนั้นแช่ในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 
2 นาที แล้วเติม Luria - Bertani (LB) broth ปริมาตร 900 µl น าไปบ่มใน shaking incubator ที่
อุณหภูมิ 37°C เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นปั่นที่ความเร็ว 8,000 
rpm เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ส่วนที่เหลือผสมให้เข้ากันแล้วมาท าการ spread plate บน LB 
agar ที่ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 µg/ml น ามาบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16 
- 18 ช่ัวโมง 
 
ตารางท่ี 7 สารที่ใช้ในการเช่ือมตอ่ระหว่างช้ิน DNA กับ vector (ligation) 

  
 
 
 
 
 
 

 
7. การคัดเลือกและตรวจสอบโคโลนีลูกผสมด้วยวิธี PCR และสกัดพลาสมิด 
 คัดเลือกโคโลนีที่คาดว่าได้รับพลาสมิดจากสุ่มตรวจโคโลนีที่สามารถเจริญเติบโตได้บน LB 
agar ที่ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 µg/ml จ านวน 15 - 20 โคโลนี น าไปคัดเลือก
ด้วยวิธี colony PCR โดยใช้คู่ primer K13.1344F และ K13.2129R หลังจากนั้นเลือกโคโลนีที่
ตรวจสอบแล้วว่ามียีน ไปเลี้ยงต่อใน อาหารเหลว LB broth 5 ml ที่มี ampicillin ความเข้มข้น 100 
µg/ml เป็นเวลา 16 -18 ช่ัวโมง บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
16 - 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป  GeneJET plasmid Miniprep Kit 
(Thermo scientific, Vilnius, Lithuania) 

สารท่ีใช ้ ปริมาตร (µl) 
    2X Rapid Ligation Buffer 5 
    pGEM®-T Easy vector 1 
    PCR  product 3 
    T4 DNA ligase (3 U/µl) 
    ปริมาตรรวม 

1 
10 
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 สกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทีเรียท าตามวิธีการของบริษัทผู้ผลิต โดยน าเซลล์ที่เลี้ยงไว้มาปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที เทอาหารทิ้ง ท าซ้ า 3 – 5 ครั้ง ละลายตะกอน
เซลล์ด้วย resuspension solution 250 µl ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม lysis solution 250 µl กลับ
หลอดไปมาเบาๆ 4 – 6 ครั้ง เติม neutralization solution 350 µl กลับหลอดไปมาเบาๆ 4 – 6 ครั้ง 
น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที น าสารละลายส่วนใสใส่ลงใน GeneJET 
spin column น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เทสารละลายใสที่ตกลง
ด้านล่างทิ้ง เติม wash solution 500 µl น าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 1 
นาที เทสารละลายที่ตกลงด้านล่างทิ้ง (ท าซ้ า 2 ครั้ง) น าไปปั่นเหว่ียงอีกครั้งด้วยความเร็ว12,000 
รอบ/นาที นาน 1 นาที เพื่อก าจัด wash solution ที่ค้างอยู่ให้หมด ย้าย GeneJET spin column ลง
ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml เติมน้ าเกรด PCR ปริมาตร 50 µl ลงใน spin column 
membrane บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เก็บรักษาพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20°C ส าหรับการใช้
งานต่อไป  
 น าพลาสมิดที่สกัดได้ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์  (DNA sequencing) และท าการ
ตรวจสอบชนิดของยีนโดยน าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั้นน ามาวัดความเข้มข้นของพลาสมิดด้วยเครื่อง 
nanodrop spectrophotometer (Maestrogen, Las Vagas, USA) ค่าที่ได้จะเป็นหน่วยเป็น ng/µl 
น ามาค านวณให้มีหน่วยเป็น copy number ตามสูตร (Whelan et al., 2003) 
 
Number of copies (molecules)    =      Mass (g) x Avogadro’s number 

                                                     Length of dsDNA x 660 daltons 
 
เมื่อ   660 Daltons (g/mole) =  average mass of 1 bp dsDNA  
   Avogadro’s number =  6.022x1023 molecules/mole 
   ความเข้มข้นของพลาสมิด =  215.56 ng/µl = 2.15x10-7 g/µl 
   ขนาดของพลาสมิดและช้ิน DNA ที่สอดแทรก = 3,015 และ 786 bp ตามล าดับ 
ดังนัน้ Number of copies = 5.2 x 1010 copies 
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8. ออกแบบ primer ส าหรับ SNP-LAMP  
 LAMP primer ออกแบบโดยใช้ PlasmoDB : PF3D7_1343700 เป็นต้นแบบ LAMP primer 
ที่ ใ ช้ ใ นก า ร ศึ กษาครั้ ง นี้ มี  4  เ ส้ น  ไ ด้ แ ก่  F3 primer (forward outer primer), B3 primer 
(backward outer primer), FIP (forward inner primer) ประกอบด้วย F1c และ F2 และ BIP 
(backward inner primer) ประกอบด้วย B1c และ B2 ซึ่งมีความจ าเพาะบน 6 ต าแหน่งของยีน 
Pfkelch13  โดย F3 และ B3 จ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 1686 ถึง 1704 และ
ต าแหน่ง 1942 ถึง 1958 ตามล าดับ ระยะตั้งแต่ปลาย 5’ ของ F3 ถึงปลาย 5’ ของ B3 มีขนาด 271 
bp เพื่อให้ primer LAMP สามารถตรวจติดตามได้เฉพาะต าแหน่งที่มีการกลายพันธ์ุ ดังนั้นปลาย 3’ 
ของบริเวณ F2 ของ FIP primer สามารถจับกับต าแหน่งการกลายพันธ์ุ C580Y และมีการเพิ่ม 
mismatched nucleotide 1 เบส ในต าแหน่งถัดจากปลาย 3’ ของ FIP primer ท าการตรวจสอบ
ความจ าเพาะของ primer LAMP ด้วยโปรแกรม in silico (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 

พบว่ามีความจ าเพาะต่อยีน Pfkelch13 ส าหรับการสังเคราะห์ FIP และ BIP primer เป็นแบบ HPLC 
(high performance liquid chromatography) grade ส่วน F3 และ B3 primer เป็น desalted 
grade อ อ ก แ บ บ  primer ต า ม ค า แ น ะ น า จ า ก  A Guide to LAMP primer designing 
(http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html) แ ล ะ ค า นึ ง ถึ ง ค่ า  Tm (melting 
temperature), GC content, ความเสถียร (stability) ของปลาย primer, การเกิด secondary 
structure, ความยาวของ primer และระยะห่างระหว่าง primer (Lee et al., 2007, Parida et al., 
2008)  
  
9. การทดสอบหาความเข้มข้นของสารและสภาวะท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา SNP-LAMP 
 ทดสอบความเข้มข้นของ MgSO4 ตั้งแต่ 4 ถึง 8 mM, ความเข้มข้นของ inner primer ตั้งแต่ 
1.2 ถึง 1.8 µM, ความเข้มข้นของ outer primer ตั้งแต่ 0.2 ถึง 0.4 µM, ความเข้มข้นของ Bst DNA 
polymerase ตั้งแต่ 4 ถึง 10 U และส่วนผสมอื่นๆ ประกอบด้วย 1X thermopol buffer (20 mM 
Tris–HCl (pH 8.8), 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 0.1% Triton X-100), 0.8 mM dNTPs, 1 M 
betaine, 120 µM HNB  ใช้พลาสมิด Pfkelch13 C580Y เป็น positive control และใช้น้ าเกรด PCR 
เป็น negative control และเติมน้ าเกรด PCR จนครบปริมาตร 25 µl  น าไปท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ
ตั้งแต่ 56, 57,58, 59, 60, 63 และ 65°C เป็นเวลา 30, 45, 50 และ 60 นาที เพื่อทดสอบหาอุณหภูมิ
และระยะเวลาที่ เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา หยุดปฏิกิริยาที่  80°C เป็นเวลา 5 นาที  ดูการ
เปลี่ยนแปลงของสี HNB ที่เกิดข้ึน ผลลบแสดงสีม่วง ผลบวกแสดงสีฟ้าและตรวจยืนยันผลด้วยวิธี 
agarose gel electrophoresis 
 
 

http://www.eupathdb.org/gene/PlasmoDB:PF3D7_1343700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html
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10. ทดสอบหาความจ าเพาะ (specificity) ของวิธี LAMP  
 ทดสอบหาความจ าเพาะของ SNP-LAMP primer ที่ออกแบบด้วยการทดสอบกับ DNA ของ  
P. vivax, P. malariae, P. falciparum ที่ มี ต าแหน่งการกลายพัน ธ์ุที่  P574L, human gDNA, 
Pfkelch13 wild type และ น้ าเกรด PCR เป็น negative control และ ใช้พลาสมิด Pfkelch13 C580Y 
เป็น positive control ดูการเปลี่ยนแปลงของสี HNB ที่เกิดข้ึน หากผลบวกแสดงสีฟ้าและผลลบแสดง
สีม่วง และตรวจยืนยันด้วย agarose gel electrophoresis 
 
11. ทดสอบหาความไว (sensitivity) ของวิธี LAMP  
 ทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุด (detection limit) ของ SNP-LAMP primer และเปรียบเทียบ
กับวิธี conventional PCR โดยการท า 10-fold serial dilution ของพลาสมิด Pfkelch13C580Y ตั้งแต่ 
107 – 10-1 copies และใช้ น้ าเกรด PCR เป็น negative control ดูการเปลี่ยนแปลงของสี HNB ที่
เกิด ข้ึน หากผลบวกแสดงสีฟ้ าและผลลบแสดงสีม่ วง  และตรวจยืนยันด้วย agarose gel 
electrophoresis 
 
 11.1 PCR assay 
  เตรียม PCR ในปริมาตร 25 µl ประกอบด้วย 1X buffer, 2 mM MgCl2, 0.25 mM 
dNTPs, 0.25 µM F3 และ B3 primers, 1U of Taq polymerase (Invitrogen, California, USA) ที่
สภาวะ  initial denaturation 94°C, 5 นาที  และ  35 รอบของ denaturation 94°C, 1 นาที , 
annealing 56°C 1 นาที , extension 72°C 2 นาที  และ ข้ันตอน  final extension 72°C 5 นาที  
ตรวจสอบผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 
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12. การประยุกต์ใช้ SNP-LAMP เพ่ือตรวจหาการกลายพนัธุ์ท่ีต าแหน่ง C580Y ของยีน 
Pfkelch13 จากตัวอย่างจุดเลือดแห้งบนกระดาษกรองของผู้ป่วย 
 
 12.1 การทดสอบ SNP-LAMP กับ genomic DNA ของยีน Pfkelch13 ท่ีมี C580Y และ 
Pfkelch13 wild type 
  ประเมินประสิทธิภาพของ SNP-LAMP ในการตรวจหาการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง 
C580Y จากตัวอย่างจุดเลือดแห้ งของผู้ป่ วยที่ ติด เ ช้ือ  P. falciparum จ านวน 120 ตัวอย่าง  
ประกอบด้ วย  Pfkelch13 ที่ มี  C580Y 30 ตั วอย่ า ง , Pfkelch13 wild type 87 ตั วอย่ า ง  และ 
PfKelch13 ที่มี P574L, V510G และ N554S+I590T 3 ตัวอย่าง ซึ่งตรวจยืนยันแล้วโดยการวิเคราะห์
หาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
  การทดสอบปฏิกิริยา LAMP ในตัวอย่างผู้ป่วยท าโดยใช้ DNA ต้นแบบ ปริมาตร 5 µl 
และใช้พลาสมิด Pfkelch13 C580Y เป็น positive control และน้ าเกรด PCR เป็น negative control 
เมื่อเสร็จสิ้นปฏิกิริยาอ่านผลการเปลี่ยนสีของ HNB ที่เกิดข้ึน ผลบวกแสดงสีฟ้าและผลลบแสดงสีม่วง
และยืนยันผลด้วย agarose gel electrophoresis  
  ค านวณความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย (parasite density) จากตัวอย่างเลือด
ผู้ป่วยที่ได้รับทั้ง 120 ตัวอย่าง เมื่อทราบค่า parasitemia หรือ จ านวนเช้ือในกระแสเลือดที่นับได้ต่อ
เม็ดเลือดขาว 200 ตัว โดยค านวณตามวิธีการขององค์การอนามัยโลกซึ่งแนะน าให้ใช้ค่าเม็ดเลือดขาว
ต่อเลือด 1 µl เท่ากับ 8,000 เป็นค่าอ้างอิง (WHO, 2010) (ภาคผนวก ข)    
 ความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย =   จ านวนเช้ือที่นับได้ x 8,000  
   (parasites/ µl)               จ านวนเม็ดเลือดขาวที่นับได้ 
 
 12.1.1 การค านวณค่าความไว, ค่าความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ 
  ค านวณหาค่าความไว, ค่าความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก หรือ positive 
predictive value (PPV) และ ค่าท านายผลลบ หรือ negative predictive value (NPV) ของเทคนิค 
LAMP โดยใช้ วิธี PCR และ DNA sequencing เป็นวิธีมาตรฐาน ตามวิธีค านวณดังนี้ 
 
 ความไว (%)  =  ผลบวกจริง / (ผลบวกจริง + ผลลบปลอม) x 100 
 ความจ าเพาะ (%) = ผลลบจริง / (ผลลบจริง + ผลบวกปลอม) x 100 
 ค่าท านายผลบวก (%) = ผลบวกจริง / (ผลบวกจริง + ผลบวกปลอม) x 100 
 ค่าน านายผลลบ (%) =  ผลลบจริง / (ผลลบจริง + ผลลบปลอม) x 100 
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 12.2 การทดสอบ SNP-LAMP กับ เชื้อท่ีผสมระหว่าง genomic DNA ของ P. vivax กับ 
Pfkelch13 ท่ีมี C580Y และ P. vivax กับ Pfkelch13 wild type  
  ประเมินประสิทธิภาพของ SNP-LAMP ในการตรวจสอบต าแหน่งกลายพันธ์ุ C580Y 
ของเช้ือที่ผสมระหว่าง Pfkelch13 ที่มี C580Y กับ P. vivax และเช้ือผสมระหว่าง Pfkelch13 wild 
type กับ P. vivax โดยท าการผสม genomic DNA ของเช้ือแต่ละชนิดในปริมาตรอย่างละ 5 µl 
หลังจากนั้นจึงน า DNA ผสมทั้ง 2 แบบ มาใช้เป็นต้นแบบในปฏิกิริยา LAMP โดยมีน้ าเกรด PCR เป็น 
negative control และ ใช้พลาสมิด Pfkelch13 C580Y เป็น positive control จากนั้นอ่านผลการ
เปลี่ยนสีของ HNB ที่เกิดข้ึน ผลบวกแสดงสีฟ้าและผลลบแสดงสีม่วงและยืนยันผลด้วย agarose gel 
electrophoresis 
 
13. ทดสอบความสามารถในการท าซ้ า (repeatability test) และความสามารถในการท าเหมือน 
(reproducibility) ของปฎิกิริยา 
 
 13.1 repeatability test  
  สุ่ม DNA ของเช้ือ P. falciparum ที่ได้จากผู้ป่วยมาทดสอบหาต าแหน่งกลายพันธ์ุที่ 
C580Y ด้วย SNP-LAMP ที่พัฒนาข้ึน ท าการทดสอบในวันเดียวกัน รอบเดียวกันและน้ ายาชุดเดียวกัน 
 
 13.2 reproducibility test  
  สุ่ม DNA ของเช้ือ P. falciparum ที่ได้จากผู้ป่วยมาทดสอบหาต าแหน่งกลายพันธ์ุที่ 
C580Y ด้วย SNP-LAMP ที่พัฒนาข้ึนท า 2 ครั้งโดยห่างกัน 2 สัปดาห์ ผู้ที่ท าการทดลองต่างคนกัน 
และน้ ายาต่างชุดกัน 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
1. ผลการจ าแนกชนิดของเชื้อมาลาเรียด้วยวิธ ีnested PCR และผลการตรวจสอบความเข้มข้น
ของ DNA  
 การจ าแนกเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี nested PCR จากตัวอย่าง DNA 227 ตัวอย่าง การตรวจสอบ
พบเช้ือ P. falciparum จ านวน 124 ตัวอย่าง, เช้ือ P. vivax จ านวน 97 ตัวอย่าง และพบการติดเช้ือ
ผสมของ P. falciparum และ P. vivax จ านวน 5 ตัวอย่าง และ P. malariae จ านวน 1 ตัวอย่าง 
จากการวิเคราะห์ขนาดของ DNA ใน 1.5% agarose gel electrophoresis เช้ือ P. falciparum, P. 
vivax และ P. malariae จะปรากฏแถบ DNA ที่มีขนาด 205, 121 และ 144 bp ตามล าดับ (รูปที่ 
17)  
 การตรวจสอบความเข้มข้น DNA ที่ได้จากการสกัด DNA พบว่าความเข้มข้นของ DNA อยู่
ในช่วง 1.79-14.91 ng/µl (ค่าเฉลี่ย = 5.97 ng/µl) หลังจากน าสารละลาย DNA ไปท าความเข้มข้น
ด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงระเหยสารแบบสูญญากาศ ความเข้มข้นของ DNA อยู่ในช่วง 9.1-76.56 ng/µl 
(ค่าเฉลี่ย = 29.43 ng/µl)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 17 ผลการตรวจแยกชนิดของเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี nested PCR แถบ DNA บน 1.5% agarose 
gel ในแถวที่  1: P. falciparum, แถวที่  2: P. vivax, แถวที่  3: P. malariae และ M : 100 bp 
ladder 
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2. ผลการเพ่ิมปริมาณยีน Pfkelch13 ด้วยวิธี nested PCR และการวิเคราะห์หาต าแหน่งการ
กลายพันธุ์ 
 การท า nested PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน Pfkelch13 ขนาด 786 bp ได้จ านวน 120 ตัวอย่าง 
น าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ ร่วมกับเช้ือสายพันธ์ุอ้างอิง 
(PF3D7_1343700) วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน พบต าแหน่งการกลาย
พันธ์ุแบบ non-synonymous SNPs 5 ต าแหน่ง ใน 120 ตัวอย่าง คือ ต าแหน่ง C580Y จ านวน 30 
ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 25, ยีน wild type จ านวน 87 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 72.5 และต าแหน่ง
อื่นๆ ได้แก่ ต าแหน่ง P574L จ านวน 1 ตัวอย่าง, ต าแหน่ง V510G 1 ตัวอย่าง, ต าแหน่ง N554S และ 
I590T 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 2.4 ผลการวิเคราะห์การกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 แยกตาม
จังหวัดและปีที่เก็บตัวอย่างดังตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 8 ผลการวิเคราะหก์ารกลายพันธ์ุที่ต าแหนง่ต่างๆของยีน Pfkelch13 แยกตามจงัหวัดและปีที่
เก็บตัวอย่าง  

พ.ศ. จังหวัด 
จ านวนตัวอย่าง  

wild-
type 

C580Y P574L V510G 
N554S+ 
I590T 

รวม 

2557 ชุมพร 8 6 - - 1 15 
 ระนอง 3 - 1 - - 4 
 สุราษฎร์ธานี 26 - - - - 26 
 พังงา 3 - - 1 - 4 
2558 ระนอง 4 3 - - - 7 
 สุราษฎร์ธานี 3 - - - - 3 
2559 สุราษฎร์ธานี 10 - - - - 10 
2560 ระนอง 26 21 - - - 47 
 ยะลา 4 - - - - 4 

รวม  
(ร้อยละ) 

87  
(72.5) 

30  
(25) 

1 
(0.8) 

1 
(0.8) 

1 
(0.8) 

120 
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3. ผลการเตรียมพลาสมิดท่ีมีชิ้นยีน Pfkelch13 C580Y  
 สุ่มเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหาร LB agar ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 
µg/ml เพื่อคัดเลือกโคลนที่คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสมด้วยวิธี colony PCR พบว่า การตรวจสอบ 20 
โคโลนี มี 13 โคโลนี ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมซึ่งปรากฏแถบ DNA ขนาด 786 bp ที่คมชัด บน 1.5% 
gel electrophoresis (รูปที่ 18) หลังจากสกัดพลาสมิดแล้วน าไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่าตรง
กับยีน Kelch13 ของเช้ือ P. falciparum และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมกับเช้ือสายพันธ์ุ
อ้างอิง (PF3D7_1343700) พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกต้อง  

รูปท่ี 18 ผลการตรวจสอบโคโลนีลูกผสมด้วยวิธี colony PCR แถวที่ 1-20 : โคโลนีที่เลือกมาท า PCR, 
แถวที่ 21 : negative control; M 100bp ladder 
 
 
4. ผลการออกแบบ LAMP primers 
 การศึกษาครั้งนี้ได้ออกแบบ primer จ านวน 4 เส้น ที่จ าเพาะต่อ 6 ต าแหน่ง ของยีน 
Pfkelch13 ที่มีต าแหน่งกลายพันธ์ุ  G1740A (TGT>TAT) หรือ C580Y โดยปลาย 3’ ของ FIP primer 
จับกับต าแหน่งกลายพันธ์ุ และเพิ่ม mismatched nucleotide 1 เบส ในต าแหน่งถัดจากปลาย 3’ 
ของ FIP primer เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของ  primer กับยีนเป้าหมาย ตรวจสอบได้เฉพาะยีน 
Pfkelch13 C580Y และสามารถแยกออกจากยีน wild type  (รูปที่ 19) ล าดับนิวคลีโอไทด์, ความยาว, 
ค่า Tm และ GC content ของ primer แสดงดังตารางที่ 9 ส าหรับยีนเป้าหมาย Pfkelch13 จัดเป็น 
AT rich (GC content = 32%) ค่า Tm และ GC content ของแต่ละบริเวณของ primer ควรมีค่าอยู่
ในช่วง 55-60ºC และ 40-50% ตามล าดับ (Parida et al., 2008) แต่ primer บางเส้นมีค่า Tm และ 
GC content ต่ ากว่าช่วงดังกล่าว ปลาย 3’ของ F3, B3, F2, B2 และ ปลาย 5’ ของ F1c และ B1c 
เป็นจะบริเวณที่มีการเติมเบสเพื่อต่อสาย DNA ต่อจาก primer จึงประกอบด้วยเบส G และ C ในส่วน 
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5 เบสสุดท้าย แต่ไม่เกิน 3 เบส (Borah, 2011) ระยะห่างระหว่าง primer แต่ละช่วงอยู่ในระยะที่
เหมาะสม ระยะตั้งแต่ปลาย 5’ ของ F2 ถึง 5’ ของ F1 และ ปลาย 5’ ของ B2 ถึง 5’ ของ B1 เป็น
ส่วนของ loop ซึ่งเป็นส่วนส าคัญของ LAMP product มีความยาว 47 และ 54 bp ตามล าดับ ซึ่งโดย
ปกติควรมี ค่ าอยู่ ใน ช่วง  40-60 bp (Lee et al., 2007, Parida et al., 2008) ผลการทดสอบ
ความจ าเพาะของ primer พบว่า primer มีความจ าเพาะกับยีน Pfkelch13 ที่มี C580Y และ primer 
ไม่สามารถเพิ่มปริมาณยีน Pfkelch13 wild type อย่างไรก็ตามการอ่านผลจากการดูเปลี่ยนแปลงของ
สี HNB ไม่ชัดเจน แต่ผลการตรวจสอบด้วยวิธี gel electrophoresis ปรากฏ ladder like pattern 
bands ที่ชัดเจน (รูปที่20) 
 
ตารางท่ี 9 LAMP primers และล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใช้ในการศึกษา 

a หมายเหตุ “A” คือ ต าแหน่งการกลายพันธ์ุ และ “c” คือ mismatched nucleotide 
 
 
 

primers sequence (5’-3’) 
length 
(bp) 

Tm  
(ºC) 

%GC 
content 

F3 GAAAGCATGGGTAGAGGTG  19 52 52 
B3 TTGTTCAACGGAATCTAAT  19 47 32 
FIP (F1c-F2) 
F1c 
F2 

 
ACCATTAGTTCCACCAATGAC 
CCCCTAGATCATCAGCTATGcAa  

43 
21 
22 

50 
55 

43 
50 

BIP (B1c-B2) 
B1c 
B2 

 
CCATATGCCTTATTAGAAG 
CTCCAACAACATATATTTGATTAAGG   

45 
19 
26 

45 
52 

37 
32 
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รูปท่ี 19 LAMP primers ที่ใช้ในการตรวจสอบยีนการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y (A) ต าแหน่งการ
จับของ LAMP primers บนยีน Pfkelch13 ที่มีต าแหน่งการกลายพันธ์ุ C580Y ตัวอักษรหนาสีแดง
ระบุต าแหน่งที่เกิดการกลายพันธ์ุ เบส A ส าหรับยีนกลายพันธ์ุ และเบส G ส าหรับยีน wild type (B) 
โครงสร้างโดยรวมของยีนเป้าหมาย ต าแหน่งของ primers และกระบวนการเพิ่มปริมาณยีนเมื่อยีน
ต้นแบบเป็นยีนกลายพันธ์ุและยีน wild type 
 
 
 
 
 
 

F3 

B3 
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2. การหาสภาวะและความเข้มข้นของสารท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา LAMP 
 ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา LAMP คือ การใช้ที่อุณหภูมิ 56 ºC 
เป็นเวลา 45 นาที โดยปฏิกิริยาไม่สามารเกิดได้ที่อุณหภูมิตั้งแต่ 59-65°C ปฏิกิริยาสามารถเกิดได้ที่
อุณหภูมิตั้งแต่ 56-58°C ซึ่งที่อุณหภูมิ 56°C เวลา 45 นาที เห็นการเปลี่ยนแปลงของสี HNB จากสีม่วง
เป็นสีฟ้าและปรากฏ ladder like pattern band ชัดเจนที่สุดในปฏิกิริยาผลบวก โดยใช้ปริมาตรสุทธิ 
25 µl มีองค์ประกอบดังนี้ (ตารางที่ 10) 
 
ตารางท่ี 10 องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยา LAMP  

ส่วนผสมของ LAMP reaction ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (µl) 
    10X Bst buffer  1X 2.5 
    100 mM MgSO4 5 mM 1.25 
    10 mM dNTPs 0.8 mM 2 
    20 µM FIP primer 1.6 µM 2 
    20 µM BIP primer 1.6 µM 2 
    10 µM F3 primer 0.2 µM 0.5 
    10 µM B3 primer 0.2 µM 0.5 
    5 M betaine 
    10 mM HNB 

1 M 
120 µM 

   5 
  0.3 

    8 U Bst DNA polymerase 8 U 1 
    PCR-grade water - 6.95 
    Plasmid DNA - 1 
    ปริมาตรสุทธิ - 25 
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ผลการทดสอบความเข้มข้นของสารเป็นดังนี้ 
 2.1 ผลการทดสอบความเข้มข้นของ MgSO4  
  จากการใช้ MgSO4 ที่ความเข้มข้น 4, 5, 6, 7 และ 8 mM พบว่าความเข้มข้นของ 
Mg2+ ที่เหมาะสมในปฏิกิริยานี้ คือ ที่ความเข้มข้น 5 และ 6 mM ซึ่งท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ LAMP ที่เห็น
ได้ชัดเจนจากการเปลี่ยนแปลงของสี HNB จากสีม่วงเป็นสีฟ้า และ ladder like pattern band จาก 
gel electrophoresis (หลอดและแถวที่ 3 - 6) MgSO4 ที่ความเข้มข้น 4, 7 และ 8 mM ไม่สามารถ
แยกความแตกต่างของสี  HNB ระหว่างผลบวกและผลลบได้ด้วยตาเปล่า แต่เห็นผลจาก gel 
electrophoresis เท่านั้น เนื่องจาก MgSO4 ที่ความเข้มข้น 6 mM ให้ผลเช่นเดียวกับที่ 5 mM ดังนั้น
ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้ MgSO4 ที่ความเข้มข้น 5 mM (รูปที่ 20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 20 ผลของความเข้มข้นของ MgSO4 ต่อการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP เมื่อดูการเปลี่ยนแปลง
ของสี HNB (A) และ agarose gel electrophoresis (B) หลอดและแถวที่ 1, 3, 5, 7, 9 : พลาสมิดที่
มียีน Pfkelch13 C580Y หลอดและแถวที่ 2, 4, 6, 8, 10 : น้ าเกรด PCR, ความเข้มข้นของ Mg2+ ใน
หลอดและแถวที่  1-2 : 4 mM, 3-4 : 5 mM, 5-6 : 6 mM, 7-8 : 7 mM และ 9-10 : 8 mM ; M : 
100 bp ladder  
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 2.2 ผลการทดสอบความเข้มข้นของ inner primer ต่อ outer primer  
  จากการใช้ความเข้มข้นของ inner primer และ outer primer ที่อัตราส่วน 1.6 : 
0.2, 1.6:0.4, 1.8 : 0.2 และ 1.4 : 0.2 พบความเข้มข้นที่เหมาะสมของของปฏิกิริยานี้คือใช้ inner 
primer 1.6 µM และและ outer primer 0.2 µM หรือมีอัตราส่วน inner primer ต่อ outer primer 
เท่ากับ 8:1 (หลอดและแถวที่ 1 และ 2) ที่ความเข้มข้นอื่นๆให้ผลไม่ชัดเจนทั้งจากการเปลี่ยนแปลงของ
สี HNB และผลจาก gel electrophoresis (รูปที่ 21) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 ผลของความเข้มข้นของ inner primer และ outer primer ต่อการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ 
LAMP เมื่อดูการเปลี่ยนแปลงของสี HNB (A) และ agarose gel electrophoresis (B) หลอดและแถว
ที่ 1, 3, 5, 7 : พลาสมิดที่มียีน Pfkelch13 C580Y หลอดและแถวที่ 2, 4, 6, 8 : น้ าเกรด PCR, อัตราส่วน
ระหว่าง inner primer ต่อ outer primer  ในหลอดและแถวที่ 1-2 : 1.6/0.2, 3-4 : 1.6/0.4, 5-6 : 
1.8/0.2 และ 7-8 : 1.4/0.2; M : 100 bp ladder  
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 2.3 ผลการทดสอบความเข้มข้นของเอนไซม์ Bst DNA polymerase  
  เมื่อทดสอบความเข้มข้นของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ที่ 4, 6, 8 และ 10 U 
พบว่าที่ความเข้มข้น 8U และ 10U ท าให้ปฏิกิริยาเกิดได้ (หลอดและแถวที่ 5-8) ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ 
LAMP ที่ชัดเจนทั้งจากการเปลี่ยนแปลงของสี HNB จากสีม่วงเป็นสีฟ้า และ ladder like pattern 
band จาก gel electrophoresis (หลอดและแถวที่ 5 และ 6) ที่ความเข้มข้นต่ ากว่า 8 U ไม่สามารถ
เพิ่มปริมาณผลิตภัณฑ์ LAMP ได้ และถึงแม้ที่ความเข้มข้นที่ 10 U สังเกตเห็น ladder like pattern 
band เข้มกว่าเล็กน้อย แต่ที่ความเข้มข้นที่ 8 U ก็เพียงพอและเหมาะสมต่อปฏิกิริยานี้ (รูปที่ 22)    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 22 ผลของความเข้นข้นของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ต่อการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP 
เมื่อดูการเปลี่ยนแปลงของสี HNB (A) และ agarose gel electrophoresis (B) หลอดและแถวที่ 1, 3, 
5, 7 : พลาสมิดที่มียีน Pfkelch13 C580Y หลอดและแถวที่ 2, 4, 6, 8 : น้ าเกรด PCR, ความเข้มข้นของ 
Bst DNA polymerase ในหลอดและแถวที่ 1-2 : 4 U, 3-4 : 6 U, 5-6 : 8 U และ 7-8 : 10 U; M : 
100 bp ladder  
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3. การทดสอบความจ าเพาะ (specificity) ของวิธี SNP-LAMP 
 การทดสอบความจ าเพาะของ LAMP primers ชุดนี้ พบว่าให้ผลบวกต่อการตรวจสอบยีน 
Pfkelch13 C580Y และให้ผลลบต่อเช้ือ Pfkelch13 wild type, P. vivax, P. malariae, Pfkelch ที่มี 
P574L, human gDNA และ น้ าเกรด PCR (รูปที่ 23) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23 ความจ าเพาะของ LAMP primers ต่อการตรวจสอบต าแหน่งการกลายพันธ์ุ C580Y เมื่อดู
การเปลี่ยนแปลงของสี HNB (A) และ agarose gel electrophoresis (B) ในหลอดและแถวที่  1 : 
พลาสมิดที่มี ยีน Pfkelch13 C580Y, 2 : Pfkelch13 wild type, 3 : P. vivax, 4 : P. malariae, 5 : 
Pfkelch13 ที่มี P574L, 6 : human gDNA และ 7 : น้ าเกรด PCR; M : 100 bp ladder 
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4. ผลการทดสอบความไว (sensitivity) ของวิธี SNP-LAMP 
 เมื่อใช้พลาสมิดที่มี Pfkelch13 C580Y ที่มีความเข้มข้นตั้งแต่ 107 - 10-1 copies พบว่า วิธี 
LAMP สามารถตรวจสอบได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 50 copies ในขณะที่วิธี PCR ตรวจสอบได้ที่ความ
เข้มข้นต่ าสุด 500 copies แสดงให้เห็นว่า วิธี SNP-LAMP มีความไวมากกว่าวิธี PCR 10 เท่า เมื่อ
ทดสอบภายใต้สภาวะดังกล่าว ซึ่ ง เห็นได้ ชัดจากการท า gel electrophoresis แต่เมื่อดูการ
เปลี่ยนแปลงของสี HNB จะมีค่า detection limit ที่ 500 copies เท่ากับวิธี PCR (รูปที่ 24) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 ความไวของวิธี LAMP เปรียบเทียบกับวิธี PCR ในการตรวจสอบต าแหน่งการกลายพันธ์ุ 
C580Y เมื่ อ ดู ก า ร เปลี่ ยนแปลง ของสี  HNB (A) ผลิ ต ภัณฑ์  LAMP ที่ แยกบน agarose gel 
electrophoresis (B) ผลิตภัณฑ์ PCR ที่แยกบน agarose gel electrophoresis (C) หลอดและแถวที่ 
1-9 พลาสมิดที่มียีน Pfkelch13 C580Y ความเข้มข้นตั้งแต่  5.2x107, 5.2x106, 5.2x105, 5.2x104, 
5.2x103, 5.2x102, 5.2x101, 5.2x100 และ 5.2x10-1 copies ตามล าดับ  หลอดและแถวที่  10 : 
negative control; M : 100 bp ladder 
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5. การใช้เทคนิค SNP-LAMP เพ่ือตรวจสอบการกลายพนัธุ์จาก genomic DNA ท่ีแยกจากจุด
เลือดแห้งบนกระดาษกรองของผู้ป่วย 
 เมื่อท าการตรวจสอบการกลายพันธ์ุจาก gDNA โดยใช้องค์ประกอบสารดังตารางที่ 11 พบว่า 
primer ชุดน้ีสามารถใช้ตรวจสอบ gDNA ที่มีต าแหน่งกลายพันธ์ุ C580Y ของยีน Pfkelch13  ทั้ง 120 
ตัวอย่าง โดยแสดงผลบวกทั้งการดูด้วยสี HNB และ gel electrophoresis และให้ผลลบกับยีน wild 
type และต าแหน่งกลายพันธ์ุอื่นๆ (รูปที่ 25) ซึ่งผลการทดสอบที่ได้จากวิธี LAMP ให้ผลการทดสอบ
ตรงกับการท า PCR และ DNA sequencing ผลการหาค่าความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก 
หรือ positive predictive value (PPV) และ ค่าท านายผลลบ หรือ negative predictive value 
(NPV) แสดงดังตารางที่ 12 และเมื่อทดสอบกับ gDNA ที่ผสมระหว่าง gDNA ของเช้ือ Pfkelch13 ที่มี 
C580Y และ  gDNA ของเช้ือ P. vivax พบว่าเกิดปฏิกิริยาผลบวกทั้งการดูด้วยสี HNB และ gel 
electrophoresis ในขณะที่การผสมระหว่าง gDNA ของเช้ือ Pfkelch13 wild type และ gDNA ของ
เช้ือ P. vivax แสดงผลลบ (รูปที่ 26) แสดงให้เห็นว่า primer ชุดน้ีมีความจ าเพาะ กับยีนเป้าหมายที่มี
ต าแหน่งกลายพันธ์ุ C580Y และไม่เกิด cross reaction กับสปีชีส์อื่น 
 ผลการทดสอบความสามารถในการท าซ้ า (repeatability) และความสามารถในการท า
เหมือน (reproducibility) พบว่าท าซ้ าแล้วให้ผลการทดลองเหมือนเดิม แสดงให้เห็นถึงความแม่นย า
ของวิธีทดสอบ 
 
ตารางท่ี 11 องค์ประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา LAMP ในการตรวจสอบการกลายพันธ์ุจาก gDNA 

ส่วนผสมของ LAMP reaction ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร (µl) 
    10X Bst buffer  1X 2.5 
    100 mM MgSO4 5 mM 1.25 
    10 mM dNTPs 0.8 mM 2 
    20 µM FIP primer 1.6 µM 2 
    20 µM BIP primer 1.6 µM 2 
    10 µM F3 primer 0.2 µM 0.5 
    10 µM B3 primer 0.2 µM 0.5 
    5 M betaine 
    10 µM HNB 

1 M 
120 µM 

   5 
  0.3 

    8 U Bst DNA polymerase 8 U 1 
    PCR-grade water - 2.95 
    genomic DNA - 5 
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ตารางท่ี 12 ค่าความไว, ความจ าเพาะ, ค่าท านายผลบวก (PPV) และ ค่าท านายผลลบ (NPV) ของ
เทคนิค LAMP เปรียบเทียบกบั DNA sequencing 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 25 ความจ าเพาะของ LAMP primers ในการตรวจสอบ gDNA ของเช้ือ P. falciparum ที่มียีน 
Pfkelch13 C580Y และ wild type เมื่อดูการเปลี่ยนแปลงของสี HNB (A,C) และวิธี agarose gel 
electrophoresis (B,D) หลอดและแถวที่ 1-20: genomic DNA ที่มียีน Pfkelch13 ที่มี C580Y ,
หลอดและแถวที่ 23-42 : genomic gDNA ที่เป็น wild type หลอดและแถวที่ 21 และ 43 : น้ าเกรด 
PCRหลอดและแถวที่ 22 และ 44 : พลาสมิดที่มียีน Pfkelch13 C580Y; M : 100 bp ladder 

    ปริมาตรสุทธิ - 25 

Test 

DNA sequencing  
specificity 
(%) 

sensitivity 
(%) 

PPV  
(%) 

NPV 
(%) 

C580Y 
(n=30) 

wild-type 
(n=87) 

other 
mutations 
(n=3) 

LAMP  

positive 
(sky blue) 

30 0 0 
100 100 100 100 

negative 
(violet) 

0 87 3 
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รูปท่ี 26 ความจ าเพาะของ LAMP primers ในการตรวจสอบ gDNA ของเช้ือผสมระหว่าง P. 
falciparum ที่มียีน Pfkelch13 C580Y และ wild type กับ P. vivax (A) และวิธี agarose gel 
electrophoresis (B) หลอดและแถวที่ 1: gDNA เช้ือ Pfkelch13 ที่มี C580Y ผสมกับ gDNA เช้ือ P. 
vivax, หลอดและแถวที่ 2 : gDNA เช้ือ Pfkelch13 wild type ผสมกับ gDNA เช้ือ P. vivax, หลอด
และแถวที่ 3 : พลาสมิดที่มียีน Pfkelch13 C580Y,  หลอดและแถวที่ 4 : น้ าเกรด PCR; M : 100 bp 
ladder  
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บทที ่4 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 การดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum มีรายงานครั้งแรกจากพื้นที่ชายแดนไทย
กัมพูชาเมื่อปี ค.ศ. 2009 (Dondorp  et al., 2009) จนกระทั่งปัจจุบันพบว่าเช้ือดื้อต่อยาสูตรนี้เพิ่มข้ึน
โดยเฉพาะในภูมิภาคลุ่มแม่น้ าโขง บริเวณชายแดนไทยกัมพูชา ชายแดนไทยพม่า (Ariey et al., 2014, 
Ashley et al., 2014, Imwong et al., 2017) จากสถานการณ์ที่เกิดข้ึนนี้ท าให้มีความจ าเป็นต้อง
ประเมินสถานการณ์การดื้อยาและเฝ้าระวังการดื้อยาไม่ให้มีการแพร่ระบาดไปยังพื้นที่อื่นๆ การใช้วิธี
ทางอณูชีววิทยาเพื่อส ารวจและระบุการกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 ซึ่งสัมพันธ์กับการดื้อยาอาร์ทิมิ
ซิ-นินเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและรวดเร็ว (Ariey et al., 2014) การกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y, 
R539T, Y493H และ I543T ของยีน Pfkelch13 ท าให้เช้ือตอบสนองต่อยาลดลงทั้งในร่างกายผู้ป่วย
และในหลอดทดลอง ซึ่งตรวจสอบยืนยันแล้วว่าส่งผลท าให้เกิดการดื้อยา (Ariey et al., 2014, 
Straimer et al., 2015) การศึกษาครั้งนี้ได้ตรวจสอบการกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 จาก 5 จังหวัด
ในภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดระนอง, จังหวัดชุมพร ซึ่งอยู่บริเวณชายแดนไทยพม่า, จังหวัด
พังงา, จังหวัดสุราษฎร์ธานี ไม่มีพื้นที่ติดชายแดน และ จังหวัดยะลา อยู่ติดกับชายแดนไทยมาเลเซีย ซึ่ง
พบการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y มากที่สุดจากตัวอย่างที่เก็บในจังหวัดระนอง C580Y เป็นต าแหน่ง
ที่มีรายงานการแพร่ระบาดมากในประเทศพม่า กัมพูชา เวียดนาม และภาคอื่นๆในประเทศไทย (Ariey 
et al., 2014, Talundzic et al., 2015, Putaporntip et al., 2016) กา รกลายพั น ธ์ุที่ ต า แห น่ ง 
P574L พบในตัวอย่างที่เก็บจากจังหวัดชุมพร ซึ่งต าแหน่งนี้มีการแพร่ระบาดอยู่บริเวณชายแดนไทย 
พม่า เช่นกัน (Talundzic et al., 2015, Putaporntip et al., 2016) พบการกลายพันธ์ุ 2 ต าแหน่ง 
(N554S และ I590T) ในหนึ่งตัวอย่างที่เก็บจากจังหวัดระนอง และ พบต าแหน่ง V510G ในตัวอย่างที่
เก็บจากจังหวัดพังงา ส าหรับต าแหน่ง N554S พบว่าเป็นต าแหน่งการกลายพันธ์ุที่เคยมีรายงานใน
ประเทศเคนย่า (Isozumi et al., 2015) ส่วน V510G และ I590T เป็นต าแหน่งการกลายพันธ์ุใหม่ที่
ยังไม่เคยมีรายงาน ซึ่งทั้ง N554S, V510G และ I590T ยังไม่ได้รับการยืนยันว่ามีความสัมพันธ์กับการ
ดื้อยาอาร์ทิมิซินิน ดังนั้นจากข้อมูลในงานวิจัยช้ินนี้พบต าแหน่งการกลายพันธ์ุที่ส าคัญซึ่งเกี่ยวข้องกับ
การดื้อยาอาร์ทิมิซินินเฉพาะในจังหวัดที่มีพื้นที่ติดกับชายแดนไทยพม่า ไม่พบการแพร่ระบาดไปยัง
บริเวณอื่นรวมถึงจังหวัดยะลาบริเวณชายแดนไทยมาเลเซียเช่นเดียวกับการศึกษาของ Putaporntip 
และคณะ (Putaporntip et al., 2016)  บริเวณชายแดนมักเป็นพื้นที่ป่าทึบ เทือกเขาสูง แหล่งน้ า 
ความช้ืน และมีอุณหภูมิที่เอื้อต่อการเจริญเติบโตและขยายพันธ์ุของยุงก้นปล่องรวมถึงมีการเคลือ่นยา้ย
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ประชากรอย่างต่อเนื่องเพื่อประกอบอาชีพเพื่อการค้าขายหรือใช้แรงงานท าให้การควบคุมและป้องกัน
มาลาเรียท าได้ยากข้ึน 
 เพื่อติดตามและเฝ้าระวังการดื้อยาอาร์ทิมิซินินของเช้ือ P. falciparum ที่ต าแหน่งการกลาย
พันธ์ุ C580Y ด้วยการใช้วิธีที่มีประสิทธิภาพและรวดเร็ว จึงได้พัฒนาเทคนิค SNP-LAMP เพื่อใช้ในการ
ตรวจสอบการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่งดังกล่าว ซึ่งเทคนิค LAMP เป็นวิธีทางอณูชีวโมเลกุลที่สามารถเพิ่ม
ปริมาณยีนได้ 109 เท่าภายในเวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิคงที่ มีการน าเทคนิคนี้มาประยุกต์ใช้
เพื่อตรวจสอบการกลายพันธ์ุของยีนที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาคลอโรควิน (Chahar et al., 2017)  และ
ยาไพริเมธามีน (Yongkiettrakul et al., 2017) ของเช้ือ P. falciparum ได้ส าเร็จ 
 การออกแบบ primer เพื่อตรวจสอบการกลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 
โดยใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล PlasmoDB (PF3D7_1343700) มีการออกแบบให้ FIP 
primer มีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง C580Y โดยให้ปลาย 3’ ของ F2 ของ FIP primer สามารถจับกับ
ต าแหน่งกลายพันธ์ุและมีการเพิ่ม  mismatch nucleotide ในต าแหน่งถัดจากปลาย 3’ ของ FIP 
primer เพื่อให้ความจ าเพาะของ primer ต่อยีนเป้าหมายเพิ่มมากข้ึน (Badolo et al., 2012, Duan 
et al., 2014, Zhang et al., 2016) สามารถเพิ่มปริมาณยีนขนาด 271 bp ได้ภายในเวลา 45 นาที 
ที่อุณหภูมิ 56°C ซึ่งโดยทั่วไปขนาดของผลิตภัณฑ์ LAMP ควรมีความยาวไม่เกิน 300 bp เพราะจะ
ส่งผลต่อความไวและความเร็วของปฏิกิริยา (Notomi et al., 2000) 
 การพัฒนาเทคนิค SNP-LAMP ได้ทดสอบหาความเข้มข้นของสารที่เหมาะสมในการท า
ปฏิกิริยา โดยทดสอบความเข้มข้นของเอนไซม์ Bst DNA polymerase ตั้งแต่ 4 - 10 ยูนิต พบว่าที่
ความเข้มข้น 8 ยูนิต เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมท าให้เห็นการเปลี่ยนแปลงของสี HNB จากสีม่วงเป็น
สีฟ้าและเห็น ladder like pattern band ที่ ชัดเจนจาก gel electrophoresis ซึ่งปฎิกิริยาจะไม่
สามารถเกิดได้เมื่อความเข้มข้นของเอนไซม์ต่ ากว่า 8 U การศึกษาอื่นก็พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ
เอนไซม์เพิ่มมากข้ึนจะท าให้ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา LAMP ดีข้ึน (Nie, 2005, Su et al., 2016) 
ส าหรับการศึกษาของ Zhou และคณะ ใช้เอนไซม์ Bst DNA polymerase เพียงแค่ 2 U ก็สามารถใช้
ตรวจสอบยีน cry1Ac ด้วยวิธี LAMP ได้ (Zhou et al., 2014) การท างานของเอนไซม์ Bst DNA 
polymerase อาศัย Mg2+ เป็น cofactor ส าหรับความเข้มข้นของ Mg2+ที่เหมาะสมในการทดสอบ
ครั้งนี้คือ 5 mM เมื่อทดสอบที่ความเข้มข้นต้ังแต่ 4-8 mM ความเข้มข้นของ Mg2+ เป็นปัจจัยส าคัญ
ของปฏิกิริยามีผลต่อการเข้าจับของ primer และการท างานของเอนไซม์ polymerase (Banerjee et 
al., 2016) จากการทดสอบความเข้มข้นของ Mg2+ มีผลต่อประสิทธิภาพของวิธีทดสอบและการ
เปลี่ยนแปลงของสี HNB ในปฏิกิริยา กล่าวคือ เมื่อความเข้มข้นของ Mg2+ น้อยเกินไปจะไม่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ และเมื่อความเข้มข้นเพิ่มข้ึนเป็น 7 และ 8 mM ท าให้ไม่สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลง
ของสี HNB ได้ด้วยตาเปล่าถึงแม้ในปฏิกิริยาผลบวกจะปรากฏ ladder like pattern band บนแผ่น
วุ้นที่จางลงแสดงถึงการเกิดผลิตภัณฑ์ที่ลดลง ดังนั้นความเข้มข้นของ Mg2+ ที่เพิ่มข้ึนท าให้ปฏิกิริยาเกิด
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ได้ดีข้ึน (Su et al., 2016) แต่เมื่อความเข้มข้นมากเกินพอท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ได้ลดลงเช่นกัน (Huang 
et al., 2015, Su et al., 2016, Sun, X.-m. et al., 2017) การเพิ่มปริมาณยีนแบบหมุนเวียนต่อเนื่อง
ของเทคนิค LAMP ต้องอาศัย inner primer (FIP และ BIP) ซึ่งจ าเป็นในข้ันตอน non cyclic และ 
cyclic เพื่อให้เกิดการสร้าง loop ส่วน outer primer (F3 และ B3) ถูกใช้ในการข้ันตอน non cyclic 
เท่านั้น การทดสอบความเข้มข้นของ primer ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา LAMP คือ การใช้ inner primer 
1.6 µl และ outer primer 0.2 µl หรืออัตราส่วนของ inner primer ต่อ outer primer เป็น 8:1 
เนื่องจาก inner primer จะถูกใช้ในปฏิกิริยามากกว่า outer primer ซึ่งหากอัตราส่วนเพิ่มข้ึนหรือ
น้อยลงจะส่งผลต่อการเกิดผลิตภัณฑ์ LAMP ที่น้อยลงสังเกตได้ชัดเจนจาก ladder like pattern 
band ที่ค่อนข้างจาง ในการตรวจสอบเมล็ดถ่ัวที่ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี LAMP พบว่าการใช้
อัตราส่วนของ inner primer ต่อ outer primer เป็น 20:1 ท าให้ได้ผลการทดสอบที่มีประสิทธิภาพ (
Ji et al., 2015) และมักพบว่าอัตราส่วนของ inner primer ต่อ outer primer โดยทั่วไปจะอยู่ในช่วง 
4:1 - 10:1  นอกจากนี้การเติม betaine ไปในปฏิกิริยายังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของปฏิกิริยา LAMP 
(Notomi et al., 2000, Huang et al., 2015, Ji et al., 2015) เนื่องจาก betaine เป็น enhancer 
reagent ที่ช่วยลดการเกิด secondary structure โดยเฉพาะในยีนเป้าหมายที่เป็น GC rich (Chen 
et al., 2011) และอาจไม่จ าเป็นในปฏิกิริยาที่มียีนเป้าหมายเป็น AT rich (Zhou et al., 2014) 
อย่างไรก็ในการทดลองครั้งนี้จ าเป็นต้องเติม betaine ถึงแม้ยีนเป้าหมายจะเป็นแบบ AT rich ก็ตาม 
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการเติมและไม่เติม betaine ความเข้มข้น 1M ในปฏิกิริยาพบว่า ในหลอด 
positive หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาสารละลายเปลี่ยนเป็นสีฟ้าทั้งที่เติมและไม่เติม betaine แต่ในหลอด 
negative ที่ไม่ได้เติม betaine สารละลายยังคงเป็นสีม่วงแต่ปรากฏ ladder like pattern band จาก
การท า  gel electrophoresis ซึ่ ง อาจเป็นผล false positive ที่ น่ าจะ เกิ ดจาก  non specific 
amplification จากการจับกันเองของ primer ดังนั้นการเติม betaine จะช่วยลดการเกิด non 
specific amplification ได้ (Wang et al., 2015) จากที่กล่าวมานั้นสรุปได้ว่าความเข้มข้นของ Bst 
DNA polymerase, MgSO4, inner และ outer primer รวมถึง betaine ส่งผลต่อประสิทธิภาพของ
ปฏิกิริยา LAMP รวมถึงการเปลี่ยนสีของ HNB เช่นกัน 
 เนื่องจากในการท าปฏิกิริยา LAMP จะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์คือตะกอนสีขาวของ magnesium 
pyrophosphate แต่บางครั้งตะกอนสีขาวเกิดข้ึนน้อยจึงสังเกตความขุ่นได้ยาก การดูด้วยสีจึงช่วยให้
การอ่านผลง่ายข้ึน การศึกษาครั้งนี้จึงใช้ HNB ซึ่งเป็น metal ion indicator จะจับอยู่กับ Mg2+  ท าให้
สารละลายมีสีม่วง เมื่อปฏิกิริยาด าเนินไป Mg2+ จะถูกใช้ไปในปฏิกิริยา รวมถึง dNTPs ถูกใช้ในการ
สร้างสาย DNA และมีการปลดปล่อย pyrophosphate ออกมา จะไปจับกับ Mg2+ ในปฏิกิริยา
กลายเป็นตะกอน magnesium pyrophosphate เมื่อ Mg2+ หลุดออกจาก HNB ท าให้สารละลาย
ค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีฟ้า (Goto et al., 2009) HNB จะถูกเติมก่อนเริ่มต้นปฏิกิริยาพร้อมกับสารอื่นๆจึง
เสร็จสิ้นในข้ันตอนเดียว ในขณะที่การใช้สีฟลูออเรสเซนต์ เช่น SYBR green หรือ Picogreen จะต้อง
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เติมหลังปฏิกิริยาสิ้นสุดจึงอาจเกิดการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์ LAMP ขณะเปิดฝาหลอดได้ (Goto et 
al., 2009, Balne et al., 2015) Goto และคณะ ได้เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสี HNB, calcein 
(เป็น metal-ion indicator เช่นกัน) และ สีฟลูออเรสเซนต์ SYBR green พบว่าการใช้สี HNB ใน
ปฏิกิริยา LAMP ให้ค่า detection limit เท่ากับ การใช้ SYBR green  และให้ค่ามากกว่า calcein 10 
เท่า (Goto et al., 2009) อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าความไวของการทดสอบที่ใช้ สีฟลูออเรสเซนต์ 
SYBR green ดีกว่าการใช้สี HNB (Zhang et al., 2013) 
 ส าหรับค่า detection limit ของการทดสอบ LAMP ครั้งนี้เท่ากับ 50 copies เปรียบเทียบ
กับวิธี conventional PCR ที่มีค่าเท่ากับ 500 copies แสดงให้เห็นว่าวิธี LAMP มีความไวมากกว่าวิธี 
conventional PCR 10 เท่า ภายใต้สภาวะการทดลองนี้ แต่จะสังเกตว่าสี HNB ที่เกิดข้ึนในหลอดที่มี 
พลาสมิด 50 copies เปลี่ยนสีน้อยมากจนไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างผลลบและผลบวกได้
ด้วยตาเปล่า แต่เห็นได้จากการท า gel electrophoresis เท่านั้น อย่างไรก็ตามเมื่อดูด้วยตาเปล่าอาจ
แปลผลได้ว่า LAMP มีความไวเท่ากับวิธี PCR ดังนั้นวิธีการหนึ่งที่จะท าให้ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วข้ึน คือ 
การเพิ่ม loop primer ลงไปในปฏิกิริยาซึ่งอาจท าให้ความไวของวิธีทดสอบนี้เพิ่มขึ้น (Nagamine et 
al., 2002) การศึกษาอื่นๆ รายงานว่าเทคนิค LAMP จะมีความไวมากกว่าวิธี PCR 10 - 1,000 เท่า 
(Xie et al., 2014, Zhou et al., 2014, Lee et al., 2015) Zhou และคณะ ใช้วิธี LAMP ตรวจสอบ
ยีน cry1Ac transgenic sugarcane ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 43.1 copies มีความไวมากกว่าวิธี PCR 
10 เท่า Xie และคณะ ตรวจหาไวรัสในเป็ด ได้ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 20 copies พบว่า LAMP ให้ค่า
ความไวมากกว่าวิธี PCR 100 เท่า Lee และคณะ ใช้วิธี LAMP ตรวจหาเช้ือ N. meningitidis มีค่า
ความไวมากกว่าวิธี PCR 1,000 เท่า  
 ส าหรับ LAMP primers ชุดน้ีมีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 สามารถ
แยกระหว่างยีนกลายพันธ์ุและยีน wild type ได ้รวมทั้งไม่เกิด cross reaction กับ เช้ือ P. vivax, P. 
malariae, P. falciparum ที่มีต าแหน่งกลายพันธ์ุ P574L และ human gDNA การตรวจสอบการ
กลายพันธ์ุที่ต าแหน่ง C580Y ของยีน Pfkelch13 จาก genomic DNA ที่สกัดจากจุดเลือดแห้งบน
กระดาษกรองของผู้ป่วยซึ่งจะมีปริมาณเช้ือน้อย ดังนั้นหลังจากขั้นตอนการสกัด DNA และตรวจแยก
ชนิดเช้ือมาลาเรียจึงระเหยน้ าออกด้วยการ speed vac แล้วเติมน้ าในปริมาตรที่น้อยลงจะท าให้ DNA 
มีความเข้มข้นข้ึนซึ่งจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของทั้งปฏิกิริยา PCR และ LAMP (Imwong et al., 
2014) ในปฏิกิริยา LAMP สามารถตรวจสอบจ านวนเช้ือได้ตั้งแต่ 335 parasites/µl ท าให้เห็นการ
เปลี่ยนแปลงของสี HNB ชัดเจนในปฏิกิริยาผลบวกและแยกออกจากยีน wild type ซึ่งแสดงผลลบ
ทั้งหมด ผลที่ได้เปรียบเทียบกับวิธี DNA sequencing เป็นวิธีมาตรฐาน มีค่าความไว ความจ าเพาะ ค่า
ท านายผลบวก และค่าท านายผลลบ ได้เท่ากับ 100% ทั้งหมด การศึกษาของ Mohon และคณะ ได้
พัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อตรวจหายีน Pfkelch13 ที่มี C580Y จากตัวอย่าง DNA ที่สกัดจากหยดเลือด
แห้งบนกระดาษกรองเช่นกัน โดยดูการเปลี่ยนแปลงของสีฟลูออเรสเซนต์ พบว่าสามารถตรวจสอบเช้ือ
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ได้ในช่วง 500 - 10,000 parasites/µl ในเวลา 65 นาที มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 100% 
และ 97.3% ตามล าดับ (Mohon et al., 2018) Imai และคณะ ตรวจหาการกลายพันธ์ุ C580Y ของ
ยีน Pfkelch13 ด้วยเทคนิค LAMP ร่วมกับการตรวจหาล าดับนิคลีโอไทด์ด้วยเครื่องพกพาได้ MinION 
nanopore sequencer เพื่อยืนยันความถูกต้อง ถึงแม้จะสะดวกรวดเร็ว แต่ต้องใช้เครื่องมือหลาย
ชนิดซึ่งมีราคาแพง อีกทั้ง ชุด primer ไม่ได้ออกแบบให้จ าเพาะกับต าแหน่ง  C580Y จึงต้องใช้
เครื่องตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทุกครั้ง (Imai et al., 2018) 
 ดังนั้นการพัฒนาเทคนิค LAMP ข้ึนนี้สามารถใช้ในตรวจสอบการกลายพันธ์ุได้ เป็นวิธีที่ท าได้
ง่าย ใช้เวลาน้อยกว่าวิธี PCR ซึ่งการตรวจสอบการกลายพันธ์ุด้วยวิธี PCR ต้องอาศัยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ (thermal cycler) ที่มีราคาแพงใช้เวลาประมาณ 3-4 ช่ัวโมง, การตรวจสอบด้วย agarose 
gel electrophoresis, การท า PCR purification ก่อนการส่ง  sequencing ซึ่ งรวมทั้ งหมดแล้ว
เสียเวลาและเสียค่าใช้จ่ายมากกว่าวิธี LAMP อย่างไรก็ตามหากจะน าไปท าการทดสอบ ณ จุดดูแล
ผู้ป่วยอาจจะต้องมีการพัฒนาเทคนิคนี้ให้มีความไวเพิ่มข้ึนเพื่อให้สามารถตรวจสอบเลือดผู้ป่วยที่มี 
parasitemia ที่ต่ า ให้สามารถตรวจสอบด้วยตาเปล่าได้ชัดเจนยิ่งข้ึน ข้อจ ากัดอีกประการคือยังต้อง
อาศัยข้ันตอนการสกัด DNA ก่อนน ามาวิเคราะห์ด้วยวิธี SNP-LAMP ซึ่งจะมีอุปกรณ์และข้ันตอนที่
ยุ่งยากเพิ่มข้ึนหากมีการน าไปใช้ในพื้นที่จริง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
66 

 

 
 

บทที ่5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 มาลาเรียเป็นโรคติดเช้ือปรสิตที่ส าคัญในมนุษย์และเป็นปัญหาสุขภาพของประชากรโลกหลาย
ล้านคนต่อปี ซึ่งองค์การอนามัยโลกได้ตั้งเป้าหมายให้มาลาเรียหมดสิ้นไปจากโลกนี้ ด้วยความก้าวหน้า
ทางการแพทย์และวิทยาศาสตร์ท าให้มีการวิจัยด้านต่างๆ เช่น การพัฒนายาตัวใหม่ๆเพื่อสามารถใช้ใน
การรักษาไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ การติดตามและประเมินประสิทธิภาพของยาที่ใช้รักษา การเฝ้าระวัง
ควบคุมยุงที่เป็นพาหะน าโรค การให้ความรู้แก่ประชาชนในการป้องกันตัวเอง แนวทางการรักษาและ
การปฏิบัติเมื่อเป็นโรคแล้วซึ่งต้องใช้ยาให้เหมาะสมและท าตามค าแนะน าของแพทย์ การตรวจ
วินิจฉัยโรคที่มีประสิทธิภาพ รวมถึงการเฝ้าระวังการเกิดเช้ือดื้อยา ซึ่งปัญหาเช้ือมาลาเรียดื้อยาเป็น
อุปสรรคส าคัญในการควบคุมและก าจัดเช้ือมาลาเรีย หลายการศึกษาได้มีการพัฒนาวิธี LAMP เพื่อใช้
ในการตรวจสอบยีนดื้อยาซึ่งเป็นวิธีทางอณูชีววิทยาเป็นวิธีที่จ าเพาะ รวดเร็ว และมีประโยชน์ส าหรับ
การเฝ้าระวังการดื้อยา เช่น การติดตามการดื้อยาคลอโรควิน (Chahar et al., 2017)  และยาไพริเมธา
มีน (Yongkiettrakul et al., 2017)  
 การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อใช้ในการติดตามการดื้อยาอาร์ทิมิซินิน โดย
ตรวจสอบการกลายพันธ์ุ C580Y ของยีน Pfkelch13 เป็นวิธีการตรวจสอบที่ง่ายและรวดเร็ว เพิ่ม
ปริมาณ DNA ได้ปริมาณมากที่อุณหภูมิเดียวด้วยอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิหรือ heat block ภายในเวลา
ไม่เกิน 1 ช่ัวโมง และตรวจผลการทดสอบได้ด้วยตาเปล่าจากการเปลี่ยนแปลงของสี HNB รวมถึง
องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยาต้องมีความเหมาะสมเพื่อท าให้เกิดปฏิกิริยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ มี
ความจ าเพาะสูงจากการใช้ primers จ านวน 4 เส้น ให้จับกับ 6 ต าแหน่งของยีนเป้าหมาย โดยมี FIP 
primer จ าเพาะต่อต าแหน่งกลายพันธ์ุ C580Y จึงสามารถใช้ในการติดตามการดื้อยาอาร์ทิมิซินิน เพื่อ
ใช้เป็นข้อมูลในการเฝ้าระวังการดื้อยาต้านมาลาเรีย รวมถึงเป็นข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อแนวทางการใช้
ยาที่ เหมาะสมเพื่อลดการแพร่ระบาดการดื้อยาได้ เทคนิค LAMP เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาที่มี
ประสิทธิภาพมาก สามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบการกลายพันธ์ุที่เกี่ยวข้องกับการดื้อยาหรือ
ยีนที่ท าให้เกิดโรคอื่นๆอีกได้ 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลีย้งเชื้อ 
1. Luria Bertani (LB) agar 

 Yeast extract    5  g 
 Tryptone    10  g 
 Sodium chloride    5  g 
 Agar     15 g 
 น้ ากลั่น      1,000  ml 
ช่ัง LB agar 35 g ละลายด้วยน้ ากลั่น 1,000 ml น าไปต้มจนส่วนผสมเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเช้ือด้วย

การ autoclave อุณหภูมิ 121ºC เป็นเวลา 15 นาที วางให้เย็นลงประมาณ 50ºC แล้วเทใสจ่านอาหารที่
ปราศจากเช้ือ   
 
2. Luria Bertani (LB) broth 

 Yeast extract    5  g 
 Tryptone    10  g 
 Sodium chloride    5  g 
 น้ ากลั่น      1,000  ml 
ช่ัง LB broth 20 g ละลายด้วยน้ ากลั่น 1,000 ml น าไปต้มจนส่วนผสมเข้ากัน แล้วน าไปฆ่าเช้ือ

ด้วยการ autoclave อุณหภูมิ 121ºC เป็นเวลา 15 นาที 
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การเตรียมสารเคมี 
1. การเตรียมสารเคมีส าหรับ agarose gel electrophoresis 

1.1 loading dye 
 ช่ัง bromophenol blue 0.25 g และ sucrose 4 g ละลายในน้ ากลั่น 100 ml เก็บไว้ที่

อุณหภูมิ 4ºC 
 
1.2 10X Tris borate EDTA (TBE) buffer 
 ช่ัง Tris base 108 g และ Boric acid 55 g ละลายดว้ยน้ ากลั่น 800 ml น าไปต้ม

 พอให้ละลาย แล้วเติม 0.5 M EDTA pH 8.0 ปริมาตร 40 ml ปรบัปริมาตรให้ได้ 1,000 ml 
 น าไปใช้โดยเจือจางใหม้ีความเข้มข้น  0.5X TBE 

 
1.3 Ethidium bromide (10mg/ml) 
 ช่ัง Ethidium bromide 1 g ละลายในน้ ากลั่น 100 ml กวนให้เข้ากันโดยใช้แท่ง

 แม่เหล็กจนกว่าจะละลาย เก็บใส่ขวดสีชาที่อุณหภูมหิ้อง (สวมถุงมือทุกครั้งทีเ่ตรียมและ ระวังอย่า
หายใจเอาผง ethidium bromide เข้าไประหว่างการช่ัง) 

 
2. การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
 2.1 Ampicillin 100 mg/ml  
  ช่ังยา 0.5 g ละลายด้วยน้ ากลั่น 5 ml ท าให้ปราศจากเช้ือโดยการกรองด้วยกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 µM แบ่งใส่หลอด microcentrifuge เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC  
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ตัวอย่างที่ใช้ในการศกึษา 

 

ตารางท่ี 13 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาแยกตามป ีพ.ศ.และจงัหวัดที่เก็บตัวอย่าง ผลการวิเคราะหห์าการกลายพันธ์ุของยนี Pfkelch13  
ความเข้มข้นของ DNA, parasitemia (จ านวนเช้ือที่นบัได้ต่อจ านวนเม็ดเลือดขาวที่นบัได้) และ ค่าความหนาแน่นของเช้ือมาลาเรีย (parasite density) 

 
 

 

 

 

 

 

ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

1 NS163 2557 ระนอง -  - 4.34 21.56 73/200 2920 

2 NS257 2557 ระนอง  - -  4.55 20.69 51/201 2040 

3 NS499 2557 ระนอง  T1529G V510G 5.89 28.42 66/204 2588 

4 NS501 2557 พังงา  - -  5.44 29.49 56/204 2196 

5 NS675 2557 พังงา  - -  5.65 28.32 12/208 461 
6 NS677 2557 ระนอง A1661G,T1769C I590T,N554S 6.89 34.01 101/200 4040 

7 NS678 2557 ระนอง  - - 5.76 29.45 51/225 1813 

8 NS685 2557 ระนอง  - - 4.66 22.54 5/209 191 

9 NS695 2557 ระนอง - - 8.34 43.49 328/203 12926 

10 NS26 2557 ชุมพร - - 2.54 13.38 31/213 1164 

11 MT36 2557 ชุมพร  - - 4.67 20.51 25/218 917 
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ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

12 MT67 2557 ชุมพร  - - 2.78 10.89 12/204 470 

13 MT43 2557 ระนอง G1740A C580Y 3.98 17.12 28/208 1076 

14 MT54 2557 ระนอง  -  - 5.51 27.54 100/201 3980 

15 MT56 2557 ระนอง  - -  3.54 15.52 2/222 72 

16 MT70 2557 ระนอง G1740A C580Y 2.06 11.33 5/212 188 

17 MT71 2557 ระนอง G1740A C580Y 4.98 20.31 13/208 500 

18 MT72 2557 ระนอง G1740A C580Y 4.76 20.67 122/200 4880 

19 MT73 2557 ระนอง G1740A C580Y 6.83 33.53 75/222 2702 

20 MT84 2557 ระนอง G1740A C580Y 5.91 30.21 45/201 1791 

21 ST41 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.39 26.72 119/201 4736 

22 ST49 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 6.56 34.24 49/203 1931 

23 ST51 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 6.84 35.14 25/208 961 

24 ST54 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 10.94 54.67 1000/205 39024 

25 ST56 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 9.52 50.33 792/200 31680 

26 ST59R 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.29 27.49 256/203 10088 

27 ST88 2557 ชุมพร C1721T P574L 6.59 33.87 416/210 15847 

28 ST143 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 2.16 11.12 4/212 151 

29 ST144 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.15 28.31 22/211 834 

30 ST149 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 9.12 47.44 280/205 10926 
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ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

31 ST150 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 8.43 44.45 159/209 6086 

32 ST153 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 2.51 10.26 2/200 80 

33 ST155 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 7.18 39.31 50/214 1869 

34 ST156 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 7.91 38.33 46/201 1830 

35 ST160 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 3.55 16.64 9/216 333 

36 STM1 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 6.64 34.32 29/205 1131 

37 STM2 2557 พังงา  - - 5.79 27.45 22/208 846 

38 STM4 2557 พังงา  - - 6.4 31.22 60/200 2400 

39 STM65 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.25 29.12 232/200 9280 

40 STM66 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 7.67 37.31 92/203 3625 

41 STM67 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 8.76 43.49 608/205 23726 

42 STM68 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 14.91 76.56 1150/200 46000 

43 STM69 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 4.38 22.87 8/200 320 

44 STM70 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 7.65 36.06 96/208 3692 

45 STM71 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 8.98 42.23 724/220 26327 

46 STM72 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.85 29.56 198/204 7764 

47 STM73 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.47 28.87 200/205 7843 

48 STM74 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 5.78 29.51 164/214 6130 

49 STM76 2557 สุราษฎร์ธานี  - - 8.16 41.35 56/200 2240 
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ล าดับ ตวัอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

50 STM77 2558 สุราษฎร์ธานี  - - 7.13 36.59 310/200 12400 

51 STM78 2558 สุราษฎร์ธานี  - - 4.42 21.34 188/204 7372 

52 STM80 2558 สุราษฎร์ธานี  - - 4.68 23.68 208/222 7495 

53 STM169 2558 ระนอง G1740A C580Y 2.44 13.21 190/208 7307 

54 STM170 2558 ระนอง G1740A C580Y 4.67 24.69 290/200 11600 

55 STM171 2558 ระนอง G1740A C580Y 14.45 76.34 2184/208 84000 

56 STM943 2558 ระนอง  - - 4.82 25.43 140/200 5600 

57 STM944 2558 ระนอง  - - 4.12 21.45 260/200 10400 

58 STM945 2558 ระนอง  - - 3.59 18.96 214/202 8475 

59 STM952 2558 ระนอง  - - 4.61 22.91 108/202 4277 

60 SUT1 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 8.55 36.32 210/204 8235 

61 SUT3 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 4.72 19.11 29/203 1142 

62 SUT4 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 6.13 26.54 110/203 4335 

63 SUT5 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 8.12 33.59 228/200 9120 

64 SUT8A 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 11.08 45.32 372/212 14037 

65 SUT12 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 5.92 25.34 38/204 1490 

66 SUT13 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 5.15 22.93 29/202 1148 

67 SUT14 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 3.86 16.52 6/204 235 

68 SUT15 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 5.08 26.89 15/200 9000 
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ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

69 SUT16 2559 สุราษฎร์ธานี  - - 13.98 55.97 521/200 20840 

70 YA22 2560 ยะลา  - - 4.41 22.98 31/200 1240 

71 YL55 2560 ยะลา  - - 3.96 17.45 5/209 191 

72 YACY41 2560 ยะลา  - - 2.47 14.21 284/201 11303 

73 YACY61 2560 ยะลา  - - 5.66 29.56 398/202 15762 

74 H20 2560 ระนอง  - - 4.68 23.9 53/205 2068 

75 H21 2560 ระนอง G1740A C580Y 1.79 9.1 10/211 379 

76 H22 2560 ระนอง  - - 3.53 16.56 5/219 182 

77 H23 2560 ระนอง  - - 7.92 32.87 92/204 3607 

78 H24 2560 ระนอง  - - 7.67 31.86 74/218 2715 

79 H25 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.06 20.63 20/200 800 

80 H26 2560 ระนอง G1740A C580Y 4.87 19.51 18/217 663 

81 H27 2560 ระนอง  - - 7.12 36.44 51/211 1933 

82 H28 2560 ระนอง G1740A C580Y 7.35 37.12 48/201 1910 

83 H29 2560 ระนอง  - - 8.67 40.23 74/218 2715 

84 H33 2560 ระนอง  - - 9.93 46.43 166/216 6148 

85 H34 2560 ระนอง  - - 2.09 13.69 2/205 78 

86 H35 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.54 28.51 21/200 840 

87 H36 2560 ระนอง  - - 2.97 15.96 3/210 114 
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ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia 

parasite density 
(parasite/µl) 

ก่อน หลัง 

88 H37 2560 ระนอง  - - 4.08 18.67 11/249 353 

89 H38 2560 ระนอง  - - 5.58 29.51 48/201 1910 

90 H39 2560 ระนอง  - - 11.68 59.84 450/200 18000 

91 H40 2560 ระนอง G1740A C580Y 9.47 46.24 131/204 5137 

92 H41 2560 ระนอง G1740A C580Y 9.75 47.65 160/200 6400 

93 H42 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.23 22.01 19/211 720 

94 H43 2560 ระนอง G1740A C580Y 2.98 13.58 2/238 67 

95 H44 2560 ระนอง  - - 13.92 69.53 870/200 2000 

96 H45 2560 ระนอง  - - 2.36 13.23 12/209 459 

97 H46 2560 ระนอง  - - 4.45 24.12 96/208 3692 

98 H49 2560 ระนอง  - - 5.43 28.43 310/210 11809 

99 H51 2560 ระนอง  - - 5.32 27.12 296/200 11840 

100 H52 2560 ระนอง  - - 4.85 25.68 118/201 4696 

101 H57 2560 ระนอง G1740A C580Y 3.48 18.14 44/203 1733 

102 H58 2560 ระนอง G1740A C580Y 4.51 23.44 52/201 2069 

103 H59 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.76 29.46 203/203 8000 

104 H60 2560 ระนอง G1740A C580Y 6.12 31.03 110/208 4230 

105 H61 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.89 30.38 405/210 15428 
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ล าดับ ตัวอย่าง ปี พ.ศ. จังหวัด 
การเปลี่ยนแปลง 

นิวคลิโอไทด์ 
การเปลี่ยนแปลง

กรดอะมิโน 

ความเข้มข้น DNA 
(ng/µl) parasitemia parasite density 

ก่อน หลัง 

106 H65 2560 ระนอง G1740A C580Y 4.5 21.76 74/210 2819 

107 H66 2560 ระนอง  - - 3.54 19.43 30/214 1121 

108 H67 2560 ระนอง  - - 2.68 14.32 48/202 1900 

109 H68 2560 ระนอง G1740A C580Y 2.59 13.02 40/204 1568 

110 H69 2560 ระนอง G1740A C580Y 3.51 18.69 104/204 4078 

111 H70 2560 ระนอง  - - 5.41 28.13 95/213 3568 

112 H71 2560 ระนอง  - - 2.43 13.15 16/204 627 

113 H72 2560 ระนอง  - - 5.56 29.58 152/209 5818 

114 H73 2560 ระนอง G1740A C580Y 5.78 29.65 308/204 12078 

115 H74 2560 ระนอง G1740A C580Y 4.88 25.34 64/213 2403 

116 H75 2560 ระนอง  - - 5.71 29.71 260/205 10146 

117 H81 2560 ระนอง G1740A C580Y 8.52 43.66 862/210 32838 

118 H82 2560 ระนอง G1740A C580Y 6.43 33.89 142/201 5651 

119 H83 2560 ระนอง  - - 5.89 29.32 174/204 6823 

120 H84 2560 ระนอง  - - 4.61 23.12 100/222 3603 
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รูปท่ี 27 ตัวอย่าง  chromatogram ของการวิเคราะหก์ารกลายพันธ์ุของยีน Pfkelch13 (A) คือ P574L 
(เบส C>T ที่ต าแหน่ง 1,721) และ (B) คือ C580Y (เบส G>A ที่ต าแหน่ง 1,740) 
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