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บทคัดยอ 

 
 โรคมาลาเรียยังคงเปนปญหาสําคัญของประเทศไทยโดยเฉพาะบริเวณแนวชายแดนของ
ประเทศ งานวิจัยครั้งนี้ไดศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรม และการติดเชื้อสายพันธุผสม โดย
การพัฒนาวิธีตรวจดวยเทคนิค Nested PCR-Heteroduplex mobility assay (HMA) ใชตรวจวิเคราะห 
ยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนบนผิวเมอรโรซอยต (Pfmsp1) block2 ของเชื้อ Plasmodium 
falciparum จาก จากการตรวจตัวอยางเลือดจํานวน 79 ตัวอยาง ที่เก็บบนกระดาษกรองจากผูติดเชื้อ              
P. falciparum ในพื้นที่ระบาดของเชื้อมาลาเรียใน 3 ภูมิภาคของประเทศไทย  ผลการทดลองพบวา     
P. falciparum มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงถึง 23 สายพันธุ โดยพบมากที่สุดที่ภาคตะวันตก 
จํานวน 20 สายพันธุ พบนอยที่สุดที่ภาคใตจํานวน 7 สายพันธุ และพบผูติดเชื้อผสมมากกวา 1 สาย
พันธุ คิดเปน 35.44% โดย multiplicity of infection (MOI) เฉลี่ยเทากับ 1.35 จากผลการศึกษาครั้งนี้ 
แสดงใหเห็นวาวิธี HMA นี้สามารถนําไปประยุกตใชในดานระบาดวิทยา และการตรวจกรองการ
ติดเชื้อใหม และการติดเชื้อซํ้าของเชื้อ P. falciparum ซ่ึงเปนประโยชนตอการควบคุมปองกันและ
รักษาโรคมาลาเรีย  
 

คําสําคัญ ความหลากหลายทางพันธุกรรม, พลาสโมเดียมฟลซิพารัม,   
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Abstract 

KEY WORD     : Genetic diversity, Plasmodium falciparum, Pfmsp1, 
      Nested PCR, Heteroduplex Mobility Assay 

 
Malaria is still a public health problem in Thailand especially in the border parts. This is 

the study on the genetic diversity and genotype multiplicity of Plasmodium falciparum in 
Thailand. The development of nested PCR-heteroduplex mobility assay (HMA) of PfMSP-1 
(block 2) for genetic variation detection was performed. Seventy-nine P. falciparum infected 
blood were collected on filter paper from patients in three regions of endemic area of Thailand, 
north, west and south. The results showed high allelic diversity, 23 PfMSP-1 allelic variations. 
The most allelic variations found in western of Thailand (20 variants) and the least found in 
southern of Thailand (7 variants). There were 28 (35.44%) infected patients who carried multiple 
P. falciparum genotypes and the average of multiplicity of infection (MOI) was 1.35. The results 
indicated that this technique can be applied to use as epidemiologic study tool for identifying 
recrudescence and new infection which is very essential for prevention, control and drug 
treatment of malaria infection. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณ ดร. สุมาลี กําจรวงศไพศาล สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ ที่ใหความอนุเคราะห DNA ของ P. falciparum สายพันธุ K1 และ ผศ.ดร.วารุณี เงินงามเลิศ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ใหความอนุเคราะห DNA ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 มาใชในการทําวิจัย
ครั้งนี้ ขอขอบคุณ ดร.สุเมธ วจนรจนา ผศ.รตท.หญิง ดร.อัจฉราวรรณ ทองมี ผศ.ดร.วนิดา พงศสถาพร 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรังสิต ที่ใหความอนุเคราะห และอํานวยความสะดวกในการใชเครื่อง 
vertical gel electrophoresis ที่ใชในการวิจัยครั้งนี้  

ขอขอบคุณนักเทคนิคการแพทยหญิงอุษณ ี สุทธิวงศ โรงพยาบาลพหลพลพยุหเสนา 
จังหวดักาญจนบุรี นักเทคนิคการแพทยศักดิ์ชัย เสตพนัธ โรงพยาบาลไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี 
นักเทคนิคการแพทยหญิงจันทนา สวนสวสัดิ์ โรงพยาบาลแมสะเรียง จังหวดัแมฮองสอน นักเทคนิค
การแพทยสุไลมาน อาแว โรงพยาบาลเบตง จังหวดัยะลา นักเทคนิคการแพทยฟามีละห มีดิง  
โรงพยาบาลบันนังสตา  จงัหวัดยะลา เจาหนาที่หองปฏิบัติการปรสิตวิทยา คณุจิราภรณ มัธยมกุล 
โรงพยาบาลกาญจนดิษฐ จังหวัดสุราษฎรธานี ที่เอื้อเฟอใหความอนุเคราะหในการเก็บสิง่สงตรวจ  

ขอขอบคุณ สถาบันวิจยั มหาวิทยาลัยรังสติที่สนับสนุนทุนวิจยั 
        
 
 
            ผูดําเนินการวิจัย 
     (รศ. ดร. กัญญนันทน  กฤษศริิวุฒินันท) 
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Pfcrt  = Plasmodium falciparum choroquine drug resistance transporter 
Pfmdr1 =  Plasmodium falciparum multidrug  resistance 1 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1. ที่มาของปญหา  
  ปจจุบันโรคมาลาเรียเปนปญหาสําคัญทางสาธารณะสุขระดับโลก โดยเฉพาะในเขตรอน
และกึ่งเขตรอน เชน เอเชีย อเมริกา ยุโรป และแอฟริกาเหนือ รวมทั้งประเทศไทย มีประชากร
จํานวนกวา 655,000 ราย ที่เสียชีวิตดวยโรคมาลาเรียตอป ผูเสียชีวิตสวนใหญเปนเดก็อายุต่ํากวา 5 ป 
(WHO, 2012) มาลาเรียทาํใหเกิดอาการไขจับส่ัน อาจมีอาการแทรกซอน ทําใหมาลาเรียข้ึน
สมองและทําใหเสียชีวติได (Kiwanuka, et al., 2009) สําหรับประเทศไทยมีผูติดเชื้อเฉลี่ยตอป
ประมาณ 0.19 ตอ 1,000 ประชากร (พ.ศ. 2552-2555) และพบวามีการติดเชือ้ Plasmodium 
falciparum มากที่สุดในเชื้อมาลาเรียที่กอโรคในคน 5 ชนิด คือ P. falciparu,  P. vivax , P. malariae, 
P. ovale และ P. knowlesi (กรมควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) จากการรายงานพบวา ปจจัย
หลายอยางที่มผีลตอการติดเชื้อมาลาเรีย เชน การอาศัยในที่ทีเ่ปนแหลงระบาดของเชื้อมาลาเรีย 
โดยเฉพาะบริเวณเขตชายแดน ซ่ึงมีปาไมเปนแหลงเพาะพนัธุยุง ผลกระทบจากการอพยพ
เคลื่อนยาย หรือลักลอบของแรงงานตางดาวเขาสูประเทศไทย ซ่ึงสวนใหญมาจากพื้นที่ชุกชุมโรค 
เชน พมา กมัพชูา และลาว ทําใหมกีารแพรกระจายของเชือ้มากขึน้ และปจจัยจากตวัเชื้อเองซึ่งมีกลไก
ลการสรางความหลากหลายของพันธุกรรม ทําใหเชื้อหลบหนีจากภูมคิุมกันของโฮสต และดื้อตอยา
ตานมาลาเรียมากขึ้น สงผลใหเปนอุปสรรคสําคัญในการควบคุมการแพรระบาด และการพัฒนา
วัคซีน 
  การศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรมของเชื้อ สามารถศึกษาจากความหลากหลายของ
ยีนตางๆ เชน ยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนในบางระยะของเชื้อ หรือโปรตีนที่ผิวของเชื้อที่            
มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน เชน โปรตีนทีผิ่วของสปอโรซอยต (sporozoite surface protein; CSP) 
โปรตีนที่ผิวของเมอรโรซอยต (merozoite surface protein; MSP) เปนตน ในปจจุบันพบวายีน 
Pfmsp1 (P. falciparum merozoite surface protein 1) เปนยีนที่มีลําดับเบสใน block-2 ที่มีความผัน
แปรสูง ซ่ึงใชเปน genetic marker ในการแยกสายพันธุไดเปนอยางดี (Snounou, et al., 1993; 
Snounou & Beck, 1998; Ngernngarmlert, et al., 2005) และในปจจุบันมีการนําเทคนิค Nested 
PCR–Heteroduplex Mobility Assay (Nested PCR-HMA)  ใชตรวจกรองความหลากหลายของ
พันธุกรรมหรือการเกิด mutation เนื่องจากสามารถทําไดงาย รวดเร็ว และมีความไวสูง สามารถ
ตรวจสอบทั้งความตางของขนาด ความตางของลําดับเบส และโครงสรางรูปแบบของ DNA ได 
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อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการนําเทคนคิดังกลาวมาศกึษาในเชื้อ P. falciparum ดังนั้นผูวจิัยจึงมี
วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA เพื่อตรวจสอบความหลากหลาย (genetic variation) 
ของ Pfmsp1 gene โดยศึกษาในพื้นที่ที่มกีารระบาดของเชื้อมาลาเรีย เชน จังหวัดกาญจนบุรี จังหวัด
สุราษฏรธานี จังหวัดยะลา และจังหวัดแมฮองสอน การพฒันาวิธีดังกลาวสามารถนําไปใช
ประโยชน เชน การศึกษาความแตกตางของสายพันธุ การตรวจการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
การติดตามการรักษา และการตรวจกรองการติดเชื้อใหม (reinfection) และการติดเชื้อซํ้า 
(recrudescence) ซ่ึงจะเปนประโยชนในดานระบาดวิทยาและการรักษาตอไป  
 

2. ทบทวนเอกสาร  
 2.1 เชื้อกอโรคมาลาเรียและการติดตอ 
 โรคมาลาเรียหรือไขมาลาเรียเปนโรคติดตอที่มียุงกนปลอง (Anopheles spp.) เปนพาหะ 
โดยเชื้อมาลาเรียซ่ึงเปนโปรโตซัวใน Genus Plasmodium ชนิดที่ทําใหเกิดโรคในคนมี 5 ชนิด 
ไดแก P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi เชื้อชนิดที่พบไดบอยในการ
ติดเชื้อมากที่สุด คือ P. falciparum มักทําใหเกิดอาการรุนแรงและถงึแกชีวิตไดมาก การติดเชื้อ
มาลาเรียมีการแพรกระจายไดทั่วไปในเอเชีย อเมริกาตอนกลางและตอนใต และแอฟริกาตอนเหนอื 
(จีรพัฒน ศิริชัยสินธพ, 2549) 
 เชื้อมาลาเรียในคนทั้ง 5 ชนิด มีวงจรชีวติของการเจรญิการเจริญเตบิโตแตละระยะ ซ่ึงแบง
ออกเปน 4 ขั้นตอนดังนี ้
 2.1.1 เชื้อมาลาเรียระยะผสมพันธุ เปนขั้นตอนที่เกิดขึ้นภายในยุงกนปลอง โดยเริ่มจากที่
ยุงกนปลองเพศเมียกัด และดูดเลือดผูปวยที่เปนไขมาลาเรีย เชื้อมาลาเรียที่ประกอบไปดวย
ระยะมีเพศและไมมีเพศก็จะเขาไปในกระเพาะอาหารของยุง เชื้อเพศผูจะเจริญเติบโตและเคลื่อนที่
ได เมื่อพบกับเซลลสืบพันธุตัวเมียจะปฏิสนธิ เกิดเปนตวัออน (zygote) กระบวนการดังกลาวใชเวลา
ประมาณ 1 ช่ัวโมง 
  2.1.2 การแบงตัวแบบไมมีเพศ ภายในตวัออนของเชื้อมาลาเรียจะแบงตวัเปนรูปรางคลาย
เข็มปลายแหลม เรียกวา สปอโรซอยต (sporozoite) มีนวิเคลียสอยูตรงกลาง มีการเจริญเติบโตเพิม่
ขนาดและจํานวนมากขึน้ จากนั้นผนังเชื้อมาลาเรียจะแตกออก sporozoite เคลื่อนสูชองวางภายใน
ลําตัวของยุง และเขาสูตอมน้ําลายของยุง เชื้อระยะนี้อยูในตอมน้ําลายของยุงและมอีายุไดนาน 59 
วัน    
  2.1.3 ระยะในตับ เปนระยะที่เชื้อมาลาเรียเจริญในคน เมื่อยุงที่มีเชื้อมาลาเรียในระยะ 
sporozoite มากัดคน กจ็ะปลอยเชื้อเขาสูกระแสโลหิต และ sporozoite จะเขาสูเซลลตับ ซ่ึงมีการเพิ่ม
ขนาดโดยการแบงตัวเพิ่มจํานวนขึน้เรื่อยๆ มีขนาดโตขึ้นจํานวนหลายพันตวั เรียกระยะนีว้า 
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merozoite ทั้งนี้ sporozoite ของเชื้อ P.falciparum เมื่อเขามาที่ตับจะแบงตัวทันท ีแต sporozoite ของ
เชื้อมาลาเรียชนิด P.vivax และ P.ovale บางสวนเมื่อเขาสูเซลลตับแลว จะมีการหยุดพกัการเจรญิ
ช่ัวขณะ ระยะเวลาที่หยดุพักนี้แตกตางกันไปตามสายพันธุและชนิดของมาลาเรีย เชื้อระยะหยดุพักนี้
เปนสาเหตุของการเกิดอาการไขกลับ (relapse) ในผูปวยมาลาเรียภายหลังได และเรียกเชื้อมาลาเรีย
ระยะนี้วา hypnozoite 
  2.1.4 เชื้อมาลาเรียระยะอยูในเม็ดเลือดแดง เปนระยะที่เชื้อมาลาเรียมีการเจริญแบงตัวเพิ่ม
จํานวนในเม็ดเลือดแดงของคน โดยเริ่มจากการแตกออกของเซลลตับมาเปนอิสระภายนอกชัว่ระยะ
ส้ันๆ แลวเขาสูเม็ดเลือดแดง โดยการเคลื่อนที่เขาไปเกาะติดเม็ดเลือดแดง แลวเคล่ือนตัวเขาสู
เม็ดเลือดแดง เชื้อมาลาเรียจะเจริญแบงตวัเพิ่มจํานวนและทําลายเม็ดเลือดแดง ระยะนี้เปนระยะที่
ใชตรวจวินจิฉัยเชื้อมาลาเรียในเลือดของผูปวย (สมชาย จงวุฒิเวศยและอุษา ทิสยากร, 2549) 
 
 2.2 อาการของโรคมาลาเรีย  
  อาการของโรคมาลาเรียจะปรากฏหลังจากไดรับเชื้อมาลาเรียเขาสูรางกาย โดยข้ึนกบัระยะ
ฟกตัว (Incubation period) ของเชื้อมาลาเรียในผูปวย ซ่ึงเปนระยะตั้งแตถูกยุงกดัจนผูปวยเร่ิมมี
อาการ โดยเฉลี่ยแลวใชเวลาประมาณ 10-14 วัน อาการจะแตกตางกันตามชนิดของเชือ้มาลาเรีย ใน
ระยะเริ่มแรกอาจมีอาการคลายไขหวดั คือ ปวดศีรษะ มีไขต่ําๆ คล่ืนไส ปวดเมื่อยตามตัว เบื่ออาหาร 
อาการเหลานีข้ึ้นกับระยะการเจริญของเชื้อในรางกายคน ระยะที่เชือ้เจริญเต็มที่แลวเม็ดเลือดแดง
แตกออกทําใหอาการจับไขเปนเวลา โดยทั่วไปจึงแบงอาการของโรคมาลาเรียเปน 3 ระยะ คือ 
  2.2.1 ระยะหนาวสัน่ (cool stage) ผูปวยมีอาการไขสูง หนาวสั่น ผิวหนังซดี อาเจยีน เปน
ระยะเวลา 5-60 นาที 
  2.2.2 ระยะรอน (hot stage) ผูปวยมีอาการปวดศีรษะ บางรายปวดศีรษะมาก อาจปวดลึก
เขาไปในกระบอกตา กระสับกระสาย เพอ กระหายน้ํา ชีพจรเตนเร็ว คล่ืนไสอาเจียน หนาแดง 
ผิวหนังแดงและแหง เปนระยะเวลา 2-6 ชั่วโมง 
 2.2.3 ระยะเหงื่อออก (sweating stage) ผูปวยมีเหงื่อออกชุมตวั อุณหภูมิรางกายลดลงอยาง
รวดเร็ว ออนเพลีย ระยะนีก้นิเวลา 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นผูปวยไมมีอาการจับไข รูสึกสบายดีอยู
ประมาณ 1-2 วัน แลวแตชนดิของเชื้อ แลวจึงจับไขอีก 
 
 2.3  สถานการณการติดเชื้อในประเทศไทย 
  จากรายงานผูติดเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยในป พ.ศ. 2552-255 เฉลี่ย 0.19 ตอ 1000 คน 
สวนในป พ.ศ. 2555 พบผูปวยมาลาเรียทั้งประเทศจํานวน 676 ราย คิดเปนอัตราปวย 0.02 ตอ
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ประชากร 1000 คน อัตราสวนการติดเชื้อระหวางเชื้อมาลาเรียชนิด   P. falciparum และเชื้อมาลาเรีย
ชนิด P. vivax เทากับ 1:1.6 (สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 2 เดือนของป พ.ศ. 2555 และป พ.ศ. 
2554 พบวาจํานวนผูปวยไทยมีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียลดลงรอยละ 27.25 และผูปวยตางชาติลดลง
รอยละ 47.64 ทั้งนี้แนวโนมของโรคมาลาเรียในบางที่มีโอกาสสูงขึ้นได เนื่องจากพบแรงงาน
ตางชาติเพิ่มสูงขึ้นในจังหวัดจันทบุรี จึงตองมีการเฝาระวังผูปวยมาลาเรียในพื้นที่ดังกลาวใหมากขึ้น 
(สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  จังหวัดที่มีผูปวยมาลาเรียชาวไทยสูงสิบอันดับแรก ไดแกจังหวัดตากจํานวน 443 ราย คิด
เปนรอยละ 40.02 แมฮองสอน 119 ราย คิดเปนรอยละ 10.75 สุราษฎรธานี 84 ราย  คิดเปนรอยละ 
7.59 อุบลราชธานี 81 ราย คิดเปนรอยละ 7.32 กาญจนบุรี 80 ราย คิดเปนรอยละ 7.23 ศรีสะเกษ 77 
ราย คิดเปนรอยละ 6.96 จันทบุรี 70 ราย คิดเปนรอยละ 6.32 ยะลา 60 ราย คิดเปน   รอยละ 5.42 
ระนอง 49 ราย คิดเปนรอยละ 4.42 และตราด 44 ราย คิดเปนรอยละ 3.97 (ตารางที่ 1.6) (สํานัก
โรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  สถานการณโรคมาลาเรียในประเทศไทย ตามการรายงานของสํานักโรคติดตอนําโดยแมลง 
กรมควบคุมโรคพบวา จํานวนผูปวยมาลาเรียของไทยระหวางป พ.ศ. 2552–2555 มีการติดเชือ้
มาลาเรียลดลงอยางตอเนื่อง ซ่ึงเปนเพราะประเทศไทยสามารถดําเนนิการควบคุมปองกันการแพร
เชื้อมาลาเรียตามนโยบายองคการอนามัยโลกไดอยางมีศกัยภาพ จากเดิมเมื่อ 10 ปกอน ผูปวยโรค
มาลาเรียในประเทศไทยจะมมีากถึงปละกวา 1 แสนคน แตปจจุบนัเหลือเพียงปละกวา 2 หมื่นคน
เทานั้น และมถึีง 29 จังหวัด ในภาคกลางที่กลายเปนพืน้ที่ปลอดการระบาดของโรคมาลาเรีย 
   แมวาประเทศไทยจะประสบความสําเร็จในการควบคุมปองกันโรคมาลาเรีย แตยงัมีบาง
พื้นที่ ที่การระบาดของโรคอาจมีโอกาสสูงขึ้นเนื่องจากการเขามาของผูอพยพ และแรงงานตางชาติ
ที่มีจํานวนมาก ไดแก จังหวัดกาญจนบุรี แมฮองสอน เพชรบุรี และตราด โดยเฉพาะคนแรงงาน
ตางชาติ ที่ไมไดขึ้นทะเบียนซึ่งมีอยูมากกวา 2 ลานคนซึ่งจะไมมีสวัสดกิารรักษาพยาบาล และไมได
รับการฉีดวัคซีนปองกันจึงอาจจะกลายเปนตนตอของการแพรเชื้อไดทําใหตองมีการเฝาระวังผูปวย
มาลาเรียในพืน้ที่ดังกลาวใหมากขึ้น และยังคงตองอาศัยความรวมมือในการดําเนินงานกับประเทศ
เพื่อนบานในการแกปญหามาลาเรียชายแดนรวมกัน โดยเฉพาะปญหาการเคลื่อนยายของประชากร
นอกจากปญหาแรงงานตางชาติแลวยังมีปญหาเรงดวนทีต่องไดรับการแกไข คือ ปญหาเชื้อมาลาเรีย
ดื้อยา และการระบาดของยาปลอม บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา แนวทางการควบคุมโรคมาลาเรีย
จึงตองอาศัยระบบการเฝาระวังที่เขมแข็ง และตอเนื่องตลอดจนการพฒันาบุคลากรใหมีความรู และ
ทักษะในการดาํเนินงานปองกันควบคุมโรคมาลาเรียรวมท้ังการกระจายอํานาจเพื่อใหหนวยงาน
ระดับทองถ่ินมีบทบาทดําเนนิงานปองกันควบคุมมาลาเรียที่ตองดําเนินงานควบคูไปกับการจัดทํา
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มาตรฐานงาน เพื่อใหหนวยงานระดับทองถ่ินสามารถดําเนินงานไดดวยตนเอง (กรมควบคุมโรค, 
2555) 
   นอกจากนี้จากรายงานตางๆ ชี้ใหเห็นวาประเทศไทย และประเทศเพื่อนบานไดแก พมา 
กัมพูชา ลาว และมาเลเซีย ยังคงตองเฝาระวัง และควบคุมการแพรระบาดของเชื้อมาลาเรีย 
นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อมีการดื้อยาที่ใชรักษามากขึ้น โดยเฉพาะในประเทศ พมา ซ่ึงมีผูปวยสูงขึ้น
โดยลําดับ ทําใหมีการรักษาที่ยุงยากซับซอนมากขึ้น และมโีอกาสการแพรกระจายของการติดเชือ้
มากขึ้นดวย (Chaijaroenkul et al., 2010) 
              
 2.4  สถานการณการดื้อยา  
           การดื้อยาของเชื้อมาลาเรีย หมายถึง ความสามารถของเชื้อในการดํารงชีวิต หรือเพิม่จํานวน
ได หลังจากทีผู่ปวยไดรับยาตานมาลาเรียในขนาดที่เคยกาํจัดเชื้อได หรือขนาดสูงกวาที่ผูปวยทนยา
ขนาดนั้นได คํานิยามนีใ้ชมากกับปรากฏการณเชื้อ P. falciparum ระยะไรเพศที่อยูในเม็ดเลือดแดง
ผูปวยที่ดื้อตอยา 
  2.4.1 การประเมินการดื้อยาของเชือ้มาลาเรีย 
                     การดื้อยามีระดับแตกตางกนัตั้งแตดื้อนอยๆ ดื้อปานกลาง จนถึงดื้อมาก ไดกําหนด
มาตรฐาน และแบงชนดิการดื้อยาดังตอไปนี้ 
 Sensitive (S) = เชื้อมาลาเรียหมดภายใน 7 วันหลังผูปวยไดรับยา และเชื้อไมกลับมา
ภายใน 28 วัน 
                     Resistance (R1) = เชื้อมาลาเรียหมดไปภายใน 7 วัน แตกลับตรวจพบเชื้ออีกภายใน 
28 วัน 
                     Resistance (R2) = เชื้อลดลงมากแตไมหมดใน 7 วัน 
                     Resistance (R3) = เชื้อกลับมีมากขึ้นหรือไมลดลงหรือลดลงเพียงเล็กนอยไมถึง 25% 
ของจํานวนเชือ้กอนการรักษาหลังใหยา 48 ชั่วโมง (ตระหนักจิต หะริณสุต และคณะ, 2534) 
 
            2.4.2 ปญหาที่เกิดจากการดื้อยา 
                     ทําใหคาใชจายในการรักษาผูปวยมาลาเรียเพิ่มมากขึ้น เพราะผูปวยตองกลับมารักษา
ซํ้าอีกหลายครั้ง และมีการแพรกระจายของเชื้อดื้อยาเพิ่มมากขึ้น 
  2.4.3 อุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ P. falciparum 
   เชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine พบทั่วประเทศไทยทางแถบตะวนัออก
บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา (ตราด จันทบรีุ ปราจีนบุรี ระยอง) เชื้อดื้อยามาก ไมเฉพาะตอ 
Chloroquine เทานั้น แตกับ Blood schizontocide ทุกชนิด สวนทางแถบตะวนัตก (ตาก กาญจนบุรี) 
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เชื้อดื้อนอย เชือ้ P. falciparum ที่ดื้อยามักจะเกิดบริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา ที่มีไพลินและทับทมิ
สยาม คนจากทุกภาคของประเทศเดินทางไปบริเวณนั้น และเกือบทุกคนเปนมาลาเรีย เมื่อกลับ
บานก็นําเชื้อดื้อยากลับมาดวย เชื้อดื้อยาจึงกระจายไปทั่วประเทศไทยหรืออาจกลาวไดวาที่ใดมี
เชื้อ P. falciparum ที่นัน่มีเชื้อดื้อยา Chloroquine ปะปนอยูดวย ซ่ึงจะมากหรือนอยเทานั้น 
(Congpuong, et al., 2005) 
               เชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine มีถ่ินกําเนิด 2 แหง คือ โคลัมเบียในทวีป
อเมริกาใต และประเทศไทยในชายแดนกมัพูชา ที่โคลัมเบียมีการแพรกระจายของเชื้อไปที่อเมริกา
กลางดานเหนอืจนถึงแถบตะวนัออกของคลองปานามา และกระจายลงลางทัว่ทวีปอเมรกิาใต 
ยกเวน อารเจนตินา ปารากวัย และเปรู ซ่ึงไมมีเชื้อ P. falciparum แพรกระจายอยูบริเวณดงักลาว 
(Abdoulaye, et al., 2001) 
                       ทางดานเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต การแพรกระจายของเชือ้ P. falciparum ที่ดื้อยา 
Chloroquine แพรกระจายไปรอบทิศจากชายแดนไทย-กัมพูชา กระจายลงใตเขามาเลเซีย ฟลิปปนส 
อินโดนีเซีย ถึงวานวัทูทางดานตะวันออก และเหนือเขาเวียดนาม ไปจนถึงเกาะไฮนานและตอนใต
ของจีนแผนดนิใหญ ทางตะวนัตกกระจายเขาพมา บังกลาเทศ อินเดีย ปากีสถาน อัฟกานิสถาน 
อิหราน และเขตรอนของทวีปแอฟริกา จะเห็นไดวาตัง้แตเร่ิมพบวาเชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา 
Chloroquine เชื้อกระจายไปทั่วโลก  
                    Sulfadoxine–Pyrimethamine (SP) เมื่อเชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine ก็ได
เปล่ียนไปใช SP แทน อัตราการหายขาดจาก SP 2 เม็ดมากกวา 90% จึงใช SP ในการรักษา จากนัน้
อัตราการหายคอยๆ ลดลง เหลือไมถึง 10% แตในบางทองถ่ินในทางเหนือ และใตของประเทศไทย
อัตราการหายยังคงสูงอยู สวนยา metakelfin ซ่ึงเปนยาผสมของ Sulfalene กับ Pyrimethamine ก็
ใหผลพอๆ กับประเทศอื่นๆ ในเอเชียตะวันออกเฉยีงใต เชน ลาว เวยีดนาม พมา มาเลเซีย ฟลิปปนส 
อินโดนีเซีย อเมริกาใต (บราซิล โคลัมเบีย และประเทศในกลุมน้าํอเมซอน) แอฟริกา (เคนยา 
แทนซาเนยี) พบวามีเชื้อดื้อตอยาผสมนี้ (Congpuong, et al., 2005) 
                    Quinine รายงานการดื้อยา Quinine เร่ิมพบที่บราซิล แตไมกอใหเกิดปญหา เพราะไม
มีการแพรกระจาย ประเทศไทยเริ่มใช Quinine ที่เชียงใหม การรักษาไดผลดี ไมมีรายงานการดื้อยา 
และตอมามีรายงานวาผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparium เร่ิมมีการดื้อยา การรักษาดวย Quinine ยังเปนยา
ที่มีประสิทธิภาพสูง อัตราการหายเกือบ 100% แตเมื่อใช Quinine มากขึ้น อัตราการหายก็คอยๆ 
ลดลงเหลือประมาณ 75% เทานั้น จึงใหยา Tetracycline อัตราการหายเพิ่มเปน 100% ปจจุบันก็ยังคง
มีประสิทธิภาพสูง อัตราการหายขาดมากกวา 90%  
                   Mefloquine จากการศึกษาประสิทธิภาพของยา Mefloquine พบวาอตัราการหายสงู
กวา 90% แตไมแนะนําใหใชยานี้ตวัเดยีว เพราะเชื้อมาลาเรียจะปรับตวัดื้อยาไดเร็ว จากผลการศึกษา
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ในหลอดทดลองพบวา ถาให SP รวมดวยจะชะลอการเกิดการดื้อยาได องคการอนามัยโลกแนะนาํ
ใหใชยา 3 ชนิดรวมกัน คอื Mefloquine , Sulfadoxine , Pyrimethamine มีอัตราการหาย 98% ใช
รักษาผูปวยทั่วประเทศ และตอมาอัตราการหายขาดลดลงอยางรวดเรว็เหลือเพียง 66% จะเห็นไดวา
เชื้อ P. falciparum ไดพัฒนาใหดื้อตอยาตานมาลาเรียทกุชนิด ตางกนัที่จะดื้อไดเร็วหรือชาเทานัน้ 
พวกยาที่มีฤทธิ์นาน เชน Chloroquine , Sulfadoxine , Pyrimethamine , Mefloquine การดื้อยาจะ
เกิดขึ้นเรว็ 5-6 ปก็ดื้อแลว เพราะเชื้อมีเวลาสัมผัสกับยานาน มีเวลาที่จะปรับตัว สวน Quinine มีฤทธิ์
ส้ัน เชื้อจะดื้อยาชา เพราะเชือ้มีเวลาสัมผัสกับยาสั้น ไมมเีวลาพอที่จะปรับตัว การใหยาพรํ่าเพรื่อ งด
กินยาโดยไมมกีารควบคุม ซ้ือยากินเอง ไดรับยาไมเต็มขนาด เชื้อตายไปบางเหลือรอดอยูบาง พวกที่
เหลือรอดเหลานี้จะปรับตวัใหดื้อยา เชื้อดื้อยานีจ้ะไปจบักับผูปวยเมื่อผูปวยยายถ่ิน และยุงจะชวย
แพรเชื้อดื้อยาไปยังคนอื่น การปองกันการแพรกระจายเชื้อดื้อยาจึงตองให gametocytocidal และ 
sporontocidal drug แกผูปวยมาลาเรียทุกคน (Congpuong, et al., 2005) 
 
 2.5  ความรูท่ัวไปเก่ียวกับยีน Pfmsp1 
           เนื่องจากโรคมาลาเรียที่เกิดจาก P. falciparum เปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขมากกวา
เชื้อมาลาเรียชนิดอืน่ ดังนัน้จึงมกีารศึกษาอณูชวีวิทยาของเชื้อมาลาเรยีชนิดนี้มากกวาชนิดอืน่ๆ จาก
การศกึษาพบวา P. falciparum ประกอบดวยโครโมโซมทัง้หมด 14 แทง โดยโครโมโซมแตละแทงมี
ขนาดแตกตางกัน และโครโมโซมแทงเดยีวกนัในเชื้อตางสายพนัธุกันมักมีขนาดแตกตางกนั ดงันัน้จึง
มีขนาด genome แตกตางกันดวย ลักษณะที่สําคัญประการหนึ่งใน genome ของ P. falciparum คือ การ
ที่ DNA ประกอบดวยเบส adenine (A) และ Thymine (T) สูงถึงรอยละ 80 ในขณะที่จุลชีพอ่ืน เชน 
Escherichia coli มีองคประกอบของ A และ T ใกลเคียงกับ Guanine (G) และ Cytosine (C) เปนตน 
สวน P. vivax มีปริมาณของ A และ T รวมกันประมาณ รอยละ70 โครโมโซมของ P. falciparum 
ตอนปลายสุดของโครโมโซมแตละดานของเชื้อประกอบดวยบริเวณที่เรียกวา telomere ซ่ึง
ประกอบดวยลําดับเบสที่เรียงซํ้ากัน (repeat) เปนชุดสั้นๆ โดยมีเบส G เปนองคประกอบจํานวนมาก 
เรียกวา G–rich repeats จากการศึกษา telomere ของเชื้อมาลาเรียหลายชนิดพบวาประกอบดวยลําดบั
เบส 7 ตัวซํ้ากนัเปนชุด สวนบริเวณที่ถัดเขามาจากบริเวณ telomere ดานใน  เรียกวา subtelomere ซ่ึง
ครอบคลุมความยาวประมาณ 20-40 กิโลเบส ประกอบดวย repeats ทั้งหมด 6 แบบไดแก (1). 
Repeats ที่มีเบส 7 ตัว (7-bp-repeats) (2). Repeats ที่มีเบส 164 ตัว (164-bp-repeats) (3). Repeats ที่มี
เบส 135 ตัว (135-bp-repeats) (4). Repeats ที่มีเบส 63 ตัว (63-bp-repeats) (5). Repeats ที่มีเบส 21 
ตัว (21-bp-repeats) (6). Repeats ที่มีเบส 105 ตัว (105-bp-repeats) โดย repeats เหลานี้พบในทุก
โครโมโซม เรียกวา telomere-associated repetitive elements (TARE) repeats ที่พบในยนีที่สราง
โปรตีนของเชื้อมาลาเรียมักมีขนาดสั้นกวา repeats ที่พบในสวนทีไ่มใชยีน เชน Merozoite surface 
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protein 1 ซ่ึง repeats มีเพียงชวงสั้นๆทางดาน 5′ ของยนีเรียกวา tripeptide repeats แบงได 3 กลุม
ใหญคือ MAD20 , K1 และ RO33 ซ่ึงการแทนที่ของนวิคลีโอไทดใน codon และจํานวนหนวยของ 
tripeptide repeats ของ 2 กลุมแรกมีความแตกตางกันระหวางสายพันธุของเชื้อมาลาเรีย สวนกลุมที่ 
3 ประกอบดวย repeats ในระดับนวิคลีโอไทด แตไมม ีrepeats ในระดบักรดอะมิโน (สมชาย จงวฒุิ
เวศยและอุษา ทิสยากร, 2549) 
            Merozoite surface protein 1 gene ( Pfmsp1) เปนยีนทีอ่ยูบนโครโมโซมคูที่ 9 และยีนนี้มี
ความผันแปรของลําดับเบสสูง โดยจากการวิเคราะหลําดับเบสของยีน Pfmsp1 ทําใหทราบ
โครงสรางพื้นฐานของยีนดังกลาวซึ่งแบงออกไดเปน 17 block (รูปภาพที่ 1.1) โดยแบงเปน 3 กลุม 
คือ กลุมที่มีความผันแปรของเบสระหวางสายพันธุสูง (variable block) จํานวน 7 block กลุมที่มี
ความผันแปรของลําดับเบสปานกลาง (semiconserved block) จํานวน 5 block และ กลุมที่มีความ
คลายคลึงของลําดับเบสสูง (conserved block) จํานวน 5 block ( Snounou, et al., 1999) 
 

 
รูปท่ี 1.1 แสดงโครงสรางของยีน msp1 ของเชื้อ P. falciparum ซ่ึงแบงเปน 17 block ประกอบดวย 
conserved block (สีขาว) จํานวน 5 block , variable block (สีดํา) จํานวน 7 block และ semi-
conserved block (สีเทา) จํานวน 5 block ซ่ึงใน block-2 จะมีรูปแบบของ family allele 3 รูปแบบ คือ 
MAD20 , K1 และ RO33 (Ngernngarmlert, et al., 2005)   
 
  กลไกสําคัญที่ทําใหเกิดความผันแปรของยีน Pfmsp-1 คือการเกิด Mieosis recombination 
ในยุงกนปลอง (Anopheles mosquito) โดยข้ึนอยูกับความหนาแนนของการระบาดของเชื้อ ซ่ึงการ
เกิด Recombination จะเกดิขึ้นในพืน้ที่ทีม่ีการระบาดสงู ( Kiwanuka, et al., 2009 ) จากการศึกษามี

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Run
gs

it U
niv

ers
ity

 



  9

การรายงานวา ความแตกตางของ block-2 ที่มีความผันแปรของลําดับเบสสูง แบง allelic variation 
ได 3 ชนิดที่สําคัญคือ MAD20 , K1 และ RO33 ซ่ึงบริเวณดังกลาวใชเปน genetic marker และเปน
ตัวบงบอก alleles type มากกวาบริเวณอ่ืนๆ แตความถี่ของการเกิด alleles family จะแตกตางกันตาม
พื้นที่ที่มีการระบาดของเชื้อ (Kiwanuka, et al., 2009)  
  ความสําคัญของยีน Pfmsp-1 เปนยีนทีก่ําหนดการสรางโปรตีนขึ้นมาบนผิวของ Merozoite 
เปน glycoprotein ที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก โดยมีน้ําหนักของโมเลกลุแตกตางไปตามสายพันธุของ
เชื้อประมาณ 185 ถึง 200 กิโลดาลตัน เรียกวา โปรตนีบนผิว merozoite ชนิดที ่ 1 (Merozoite 
surface protein 1) เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนที่อยูบนผิวของ 
merozoite มีหนาที่ในการยึดเกาะกับเม็ดเลอืดแดง เพื่อให merozoite ลุกลามเขาเม็ดแดงตวัใหมได 
(สมชาย จงวฒุิเวศย และอุษา ทิสยากร, 2549) นอกจากนี้ Merozoite surface protein 1 ยังมี
คุณสมบัติมีความเปน Antigen สูง จึงทําใหถูกนํามาใชเปนองคประกอบของวัคซีนปองกันมาลาเรีย 
(Aubouy, et al., 2003) 
  ความสําคัญในการศึกษา Genotype ของยีน Pfmsp-1 พบวาจากรายงานการวจิัยตางๆ ได
ศึกษาความหลากหลายของยนี Pfmsp-1 เพือ่ใชประโยชนในการแยกสายพันธุ (สมชาย จงวุฒิเวศย, 
2549) ทําใหทราบ และอธิบายขอมูลในการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อตามพื้นที่ตางๆ รวมกับปจจยั
ดานระบาดวิทยาของเชื้อ ความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 สามารถบอกถึงการติดเชื้อซํ้าได 
(recrudescence) (Brockman, et al., 1999) ซ่ึงอาจเกิดจากเชื้อมีการดื้อยาตานมาลาเรยี ซ่ึงทําใหรูถึง
ประสิทธิภาพของยาที่มีผลตอการรักษา 
 
 2.6  Genetic variation 
            Genetic variation คือ การตรวจเพื่อหาความแตกตางของพันธุกรรมระดับยนีในแตละสาย
พันธุ การศึกษาหา genotype สวนใหญเพื่อศึกษาการเกิด mutation ซ่ึงสามารถศึกษาไดหลายวิธี เชน 
Restriction Fragment length Polymorphism (RFLP), Single–Strand Conformation Polymorphism 
(SSCP), Heteroduplex Mobility Assay (HMA) เปนตน อยางไรก็ตาม วิธีที่ดทีี่สุดคือ DNA 
sequencing แตมีขอเสียคือมีราคาแพง  
  Heteroduplex Mobility Assay (HMA) เปนเทคนิคการตรวจสอบการกลายพันธุ และความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน (gene polymorphism) โดยอาศยัหลักการเคลื่อนที่ของโมเลกุล 
DNA สายคู (double standed DNA) ที่เรียกวา DNA mobility ตามขนาดและรปูรางของ DNA 
ขั้นตอนการตรวจสอบ คือ นํา Product ที่ไดจากการทํา PCR ไปผานความรอนหรือใช denaturing 
agent เพื่อให DNA สายคูแยกออกจากกนั เปน DNA สายเดีย่วโดยใชความรอนประมาณ 90-95 0C 
เพื่อทําลายพันธะ hydrogen ระหวางสายของ DNA ทําใหได DNA สายเดีย่วสองสาย และจากนัน้ก็
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เขาสูขั้นตอน reannealing โดยจะลดอณุหภูมิลงทําใหสายของ DNA เขาคูกันใหม (Nollau & 
Wagener, 1997) 
      สาย DNA ทั้งสองสายที่มีการเขาคูกันของลําดับเบสที่เปนเบสคูสมกันโดย
สมบูรณจะเรยีกวา homoduplex ซ่ึงเกิดลักษณะโครงสราง และรูปรางของ DNA (conformation 
structure) ที่เปนรูปแบบจําเพาะแบบหนึ่ง และจะเคลื่อนทีใ่น polyacrylamide gel ไปไดไกลกวาการ
เขาคูกันของ DNA ที่มีลําดับเบสคูสมไมสมบูรณ เชน การเกดิเบสผิดไป (mismatch) การเกิดเบส
หายไป (deletion) หรือเพิ่มขึ้น (insertion) จะทําให DNA สายปกติเขาคูกับ DNA ที่มีลําดับเบส
เปล่ียนไป เกดิเปน heteroduplex ทําใหลักษณะโครงสราง และรูปรางของ DNA เปล่ียนไป และมี
การเคลื่อนที่ชาลง โดยอัตราการเคลื่อนที่จะตางจาก DNA ที่ปกติมากหรือนอยขึน้อยูกับความตาง
ของลําดับเบส ทั้งในแงของจํานวน และตาํแหนงทีแ่ตกตางไป ยิ่งตางกันมากเทาไหรก็จะเห็นความ
ตางของตําแหนงการเคลื่อนตางกันมากเทานั้น โดยพบวาวิธีการนี้จะสามารถสังเกตเหน็ความตาง
ของแถบ DNA ไดชัดเจนเมือ่มีลําดับเบสที่ตางกันตั้งแต 2 เบสขึ้นไป และเปนวิธีที่สามารถศึกษาได
กับ DNA ขนาดเล็ก 200 bp จนถึงขนาด 600 bp ไดดี  
     หลักการนี้ถูกนํามาตรวจหาการกลายพันธุ (mutation) โดยการนํา DNA สาย
ปกติหรือ wild type ทําปฏิกิริยากับ DNA เปาหมายที่มีลําดับเบสผิดไป (mutant) หลังเกดิ 
renaturation แลว นําไปทํา polyacrylamide gel electrophoresis และตรวจแถบ (band) DNA โดย
การยอมดวย ethidium bromind หรือยอมดวย silver stain จะพบการเคลื่อนที่ของสาย DNA ที่
แตกตางกันระหวาง homoduplex (การเขาคูกันของสาย DNA wild type กับสาย DNA wild type 
หรือสายที่ mutant กับสายที่ mutant ) และโครงสราง Heteroduplex (การเขาคูกนัของสาย DNA 
wild type กับสาย DNA mutant) ดังรูปที่ 1.2 
                 เทคนิค Heteroduplex Mobility Assay มีความไวของวิธี ในการตรวจหา 
DNA ที่เกิดจากการกลายพันธุ (mutation) มากกวาการตรวจหาการ mutation ดวยวธีิอ่ืนๆ ที่มีอยูใน
ปจจุบัน ยกเวนวิธีการตรวจหาลําดับเบสของ DNA (DNA sequencing) heteroduplex mobility assay 
มีประสิทธิภาพสูงเนื่องจากเปนวิธีที่งาย รวดเร็ว ในการตรวจจํานวนมาก และเปนวิธีที่สามารถ
วิเคราะหแยกแยะตัวอยางตรวจที่มีหลายๆ strains อยูดวยกันได ทั้งยังสามารถศึกษาความ
หลากหลายของ species, strains และความผันแปรของลําดับเบสจากตวัอยางตรวจได  
                    การวัดหา Heteroduplex Mobility index (MI) หาไดจาก ระยะหางจากจุด
กึ่งกลางของแถบ heteroduplex / ระยะหางจากจุดกึ่งกลางของแถบ homoduplex (Heteroduplex 
mobility assay, คนเมื่อ 15 มีนาคม 2553)  
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รูปท่ี 1.2 ภาพแสดงหลักการการเขาคูกันของวิธี Heteroduplex 

        
 2.7 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 งานวิจยัที่ไดนาํวิธี HMA ไปใชศึกษา genotype ไดแก งานวจิัยของ Wang และ Hiruki 
(Wang & Hiruki, 2001) ไดใชวิธี HMA สําหรับใชแยก และหาความแตกตางของ phytoplasmas ใน 
Aster Yellows Group และ Clover Proliferation ซ่ึงพบวาวิธี HMA สามารถแยกความแตกตางได
มากกวาวิธี RFLP และสามารถตรวจสอบการเพิ่มขึ้น หรือลดลงของลําดับเบส เมื่อลําดับเบสมี
ขนาด 500 bp สามารถตรวจสอบไดอยางงายดาย สวนงานวจิัยของ Joanna และคณะ ในป 2001 
ผูวิจัยทําการวิเคราะหหาความแตกตางของไวรัส Influenza A ในสัตวสายพันธุตางๆ โดยใชเทคนคิ 
RT-PCR รวมกับ HMA เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ PCR จะพบไวรัสทั้งหมด 15 subtype และเมื่อวเิคราะห
ดวยวิธี HMA การศึกษาครั้งนี้พบวาสายพนัธุของเชื้อไวรัส Influenza A ที่มาจากสัตวปก แยกไดจาก
ประเทศ Hong Kong เปน H9N2 (HK/1073/99) ซ่ึงสายพันธุที่แยกไดมคีวามใกลเคยีงกับ 
Q9/HK/G1/97 referent PCR product มาก จากการศึกษาครั้งนี้พบวา HMA เปนวิธีทีง่ายและมีความ
ไวในการตรวจหา M gene ของเชื้อไวรัส Influenza A นอกจากนีว้ิธี RT-PCR Heteroduplex ยัง
สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหยีนอื่นๆ ของไวรัส Influenza ได (Ellis, et al., 2001) 
 ในปจจุบันการอาศัยเทคนิค PCR–HMA ยังไมพบวามีรายงานในการนํามาประยุกตใชกับ
การแยกสายพันธุของเชื้อ P. falciparum แตอยางไรก็ตาม มีการพัฒนานําวิธี HMA แตตรวจจับโดย
ใช DNA ตรวจสอบติดฉลากกับสารรังสีเพื่อตรวจหา genotype ของ P. falciparum โดยเรียกวิธีนี้วา 
Heteroduplex tacking assay (HTA) วารุณีและคณะ (Ngrenngarmleat, et al., 2005) ไดทําการศึกษา 
Genotyping เพื่อใชในการแยก subtype ของ P. falciparum โดยใชวิธี Heteroduplex tracking assay 
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(HTA) เปรียบเทียบกับวิธีที่ Nested PCR พบวา วิธี HTA สามารถวิเคราะหความหลากหลายของ 
Pfmsp1 ที่มีลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงได 47% และลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยได 18% 
และสามารถตรวจพบลําดับเบสที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงได 35% แสดงใหเห็นวา HTA มีความไวใน
การวิเคราะหหาความหลากหลายของ alleles Pfmsp1 มากกวาวิธี Nested PCR วธีิ HTA เปนวิธีที่งาย 
มีความละเอียดสูง และมีความไวในการศึกษาความหลากหลายของลําดับเบสไดมาก ซ่ึงสามารถ
นําไปใชศึกษาประสิทธิภาพของยาตานมาลาเรียตอไปได แตขอจํากัดของวิธี HTA คือ เปนวิธีที่ใช
สารกัมมันตรังสีในการตรวจสอบ ซ่ึงอาจจะมีการเปลี่ยนแปลงโดยใชสารเรืองแสงหรือสารชีวเคมี
ในการตรวจสอบตอไปในอนาคตได 
  การศึกษา Genotype ของ P. falciparum ถูกนํามาเชื่อมโยงใหเขาใจถึงการดื้อยา หรือการ
รักษาการเกิดการติดเชื้อซํ้าจากสายพันธุดื้อยา รวมทั้งเพื่อการใชขอมูลออกแบบวัคซีนใหครอบคลุม
ทุกสายพันธุ โดยอาศัยการศึกษาความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 เชน การศึกษาเพื่อประโยชนดาน
การใชยา การบอกถึง recrudescence หรือ reinfection ไดแก รายงานของ Brockman และคณะ ป 
ค.ศ.1999 (Brockman, et al., 1999) วิจัยเกี่ยวของกับการกลับมาเปนซ้ําของเชื้อซ่ึงมีความสัมพันธกับ
การดื้อยาที่พบในประเทศไทย พบวาผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียสวนใหญมีการดื้อยาตานมาลาเรีย โดย
ทําการศึกษาผลของยาตานมาลาเรียตอ msp-1,msp-2 และ glurp ทั้งกอนและหลังการรักษา เพื่อ
เปรียบเทียบการกลับมาเปนซ้ําและการติดเช้ือใหม ซ่ึงผูวิจัยใชวิธี PCR-RFLP ในการวิเคราะห
เปรียบเทียบขนาดยีนทั้ง 3 ชนิดของผูปวยทั้งกอนและหลังการรักษา พบวาสามารถตรวจแยกผูปวย
จํานวน 26 ราย จาก 69 ราย (38%) ที่มีการกลับมามีอาการอีกครั้งหนึ่งภายหลังการรักษาแลวเปน
เวลา 62 วัน ซ่ึงอาจแสดงถึงการรักษาที่ไมไดผล จะมีประโยชนในการเลือกใชยารักษาตอไป และมี
ผูปวยจํานวน 36 ราย จาก 69 ราย (52%) มีการติดเชื้อแบบใหมภายหลังการรักษา  
 ในป ค.ศ. 2003 Matsuo และคณะ (Matsuo, et al., 2003) ไดศึกษาถึงประสิทธิผลของ 
Mefloquine ตอการรักษาการติดเชื้อ P. falciparum ในชายแดนไทย-พมา เปนการศกึษา 
polymorphism ของยีน msp-1 พบรปูแบบ alleles 3 รูปแบบ คือ K1, MAD20 และ RO33 จากการ
สํารวจครั้งที่ 1 พบรูปแบบของ haplotype ทั้งสิ้น 89 แบบ และม ี haplotype ที่แตกตางกัน 12 
haplotype จากนั้นทาํการรักษาผูปวยดวยยา Mefloquine เมื่อทําการตรวจซ้าํพบรูปแบบของ 
haplotype ลดลงเหลือ 68 แบบ และม ีhaplotype ที่แตกตางกัน 8 haplotype จากการศึกษาแสดงให
เห็นวา ยา Mefloquine มีผลตอ haplotype ของยีน msp-1 คือ จํานวน haplotype มีการลดลงอยางมี
นัยสําคัญ และรูปแบบความถี่ของ haplotype ไมมีการเปลี่ยนแปลงภายหลังการรักษาดวยยา 
Mefloquine  
  การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุในถ่ินตางๆ ทั้งในตางประเทศและในประเทศไทย 
เชน จากงานวิจัยเร่ืองความแตกตางของยีน msp-1 และ msp-2 ในประชากรไทยของ Snounou และ

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Run
gs

it U
niv

ers
ity

 



  13

คณะ ในป (Snounou, et al., 1999) โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยที่เขามารับการรักษาที่
คลินิกชายแดนไทย-กัมพูชาทั้งหมด 4 ครั้ง ในชวงเวลา 3 เดือน วิเคราะหดวยวิธี PCR จากจํานวน
ผูปวย 133 ราย พบวาเปนยีน msp-1 allele K1จํานวน 51 ราย (38.35%) พบวาเปน allele MAD20 
จํานวน 124 ราย (93.23 %) และ allele RO33 9 ราย (6.77%) และพบวาเปนยีน msp-2 allele FC27 
จํานวน 101 ราย (75.94%) และ allele 3D7/IC จํานวน 117 ราย (87.96%) ซ่ึงจากการวิเคราะหพบวา
ยีน msp-2 มี polymorphism มากที่สุด และพบวา msp-1 ยีน MAD20-familiy allele C และ D มี
จํานวนมากกวา allele อ่ืนๆ ใน family เดียวกัน, msp-2 ยีน FC27-family allele B และ C มีจํานวน
มากและเปน allele ที่มีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย นอกจากนี้การศึกษาพันธุกรรม
ของเชื้อ P. falciparum ทางแถบตะวันออกและตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย โดย Joshi 
และคณะ (Joshi, et al., 2007) พบวาเปนพื้นที่ที่มีการแพรระบาดและมีอัตราการดื้อยาสูง (Dev, et 
al., 2001) โดยความหลากหลายของ msp-1 จะพบมากทางแถบตะวันออกเฉียงเหนือ สวน msp-2 จะ
พบมากทางแถบตะวันออกของประเทศ แสดงใหเห็นวาการแพรระบาดของเชื้อมาลาเรียในแตละ
พื้นที่ของประเทศมีความแตกตางกัน และการแพรระบาดที่แตกตางกันนี้มีผลตอการดื้อยาของเชื้อ
มาลาเรียในแตละพื้นที่ โดยพบวาเชื้อมาลาเรียที่มี alleles K1 จะมีอัตราการดื้อยาสูงมากกวาเชื้อ
มาลาเรียที่มี alleles อ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบวาความหลากหลายของยีน msp-1 และ msp-2 มีรูปแบบ
การกระจายตัวเหมือนทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต ละตินอเมริกาและปาปวนิวกินี (Paul, et al., 
1995; Paul, et al., 1998; Ariey, et al., 1999; Haddad, et al., 1999; Gomez, et al., 2002; Montoya, et 
al., 2003; Sharma, et al., 2006;) 
 จากการศึกษาสายพันธุของ P. falciparum ในประเทศปากีสถาน โดย Ghanchi และคณะ 
(Ghanchi, et al., 2010) ซ่ึงผูวิจัยไดทําการศึกษาตั้งแต ป ค.ศ. 2005-2007 พบวา gene ที่บงชี้ถึงสาย
พันธุของมาลาเรีย คือ msp-1 (ซ่ึงแยกเปน Allele K1  MAD20 และ RO33) และ msp-2 (ซ่ึงแยกเปน 
Allele FC27 และ 3DC 7/lC) ผูปวยสวนใหญติดเชื้อเพียงชนิดเดียว พบแบบแผนของ genotype ของ 
msp-1 25 แบบ นั่นคือ K1 จํานวน 12 แบบ, MAD20 จํานวน 8 แบบและ RO33 จํานวน 5 แบบ และ
จากจํานวน 236 ราย มี 51 ราย (22%) พบแบบแผนของ genotype ของ msp-2 33 แบบ นั่นคือ FC27 
จํานวน 14 แบบ และ 3D7/lC จํานวน 19 แบบ จากการศึกษาครั้งนี้ทําใหสามารถแยกความ
หลากหลายของสายพันธุของเชื้อ P. falciparum ไดหลายสายพันธุ 
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3. วัตถุประสงคของโครงการ 
 1. เพื่อแยกสายพันธุของเชื้อ P. falciparum โดยใชความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 ดวยวิธี 

Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น 

  2. เพื่อศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ P. falciparum สายพันธุตางๆ ในประเทศไทย 
 

4. ขอบเขตของการวิจัย 
เปนการพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA และนํามาศึกษาความหลากหลายของเชื้อ                

P. falciparum ในเขตพืน้ที่จงัหวัดกาญจนบุรี จังหวดัสุราษฏรธานี และจังหวัดแมฮองสอน ซ่ึงเปน

แหลงชุกชุมของโรค รวมทั้งสิ้นประมาณ 80 ตัวอยาง  

5.  ประโยชนที่ไดรับ 
   1. ทราบถึงประสิทธิภาพวธีิตรวจกรองความหลากหลายของเชื้อ P. falciparum ดวยวิธี Nested 
PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น 
 2.  ทราบถึงความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ P. falciparum ที่มีการระบาดในประเทศไทย 
 3. เปนขอมูลพื้นฐานดานระบาดวิทยา เพื่อประโยชนดานแนวทางการรักษา และปองกันการ
ระบาดตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Run
gs

it U
niv

ers
ity

 



  15

 
บทที่ 2 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
1. การออกแบบการวิจัย  
 การวิจัยคร้ังนี้เปนการวิจัยประยุกตใน สาขาวิชาปรสิตวิทยา โดยระเบียบวิจัยเชิงทดลอง 
ศึกษาพัฒนาการตรวจกรองความหลายหลายของเชื้อ P. falciparum โดย Nested PCR-HMA ที่แยก
ไดจากประเทศไทย จากยีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 โดยการเก็บตัวอยางดวยวิธี thick film, thin 
film และใช Whatman filter paper strip โดยการเก็บตัวอยางจาก จังหวัดกาญจนบุรี จังหวัดยะลา 
จังหวัดสุราษฎรธานี และจังหวัดแมฮองสอนโดยนําตัวอยางทั้งหมดมาทําการยอมดวยสี Giemsa 
และทําการคัดเลือกตัวอยางที่ติดเชื้อ P. falciparum เทานั้น ทําการตรวจศึกษายีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง 
block 2 ดวยวิธี Nested PCR-HMA และศึกษา genotype ของ Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 ดวยวิธี 
Multiplex nested PCR-RFLP (จารุวรรณ กรานเกตุและคณะ, 2552) 
    

2. เครื่องมือและอุปกรณ 
 2.1 เคร่ืองมือ 
 2.1.1 Microcentrifuge (Spectrafuge16M)/Nation Labnet Co.  Edison / USA.  
 2.1.2 Mini-Microcentrifuge (Tomos)/TOMOS Life Science Group /USA. 
 2.1.3 UV Translumination (Tfx-20.M)/Vilber Lourmat /France 

2.1.4 Vortex Mixer (VTX-3000L)/Laboratory& Medical Supplies/Japan 
2.1.5 Thermal cycler (TC-3000)/Chemoscience (Thailand) Co.LYD/USA. 
2.1.6 Hot Plate & Magnetic Stirrer (VS-130stl)/Vision Scienyific Co., LTD/ Korea 
2.1.7 Micropepette (Discovery Comfort), 2-20 μl, 20-200 μl, 100-1000/Pacific Science          

  Co., LTD/Poland 
2.1.8 Mini-Run Gel Electrophoresis sysem (GE-100)/Biure Technology Co., LYD/USA. 

             2.1.9 Water bath (W350t)/Memmert GmbH+Co.KG/Germany 
             2.1.10 Autoclave (H-8LL)/Enshinki/Japan 
             2.1.11 Hot air oven (USO)/Memmert/Germany 
             2.1.12 Electrophoresis chamber (AE-6100)/Atto Corporation/Japan 

  2.1.13 Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-RAD) /Scientific/ China 
2.1.14 Glass plate 0.75 mm 10x10 cm. (Bio-RAD) /Scientific /China 
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2.1.15 Sample Combs 0.75 mm 10x10 cm. (Bio-RAD)/Scientific /China 
 
 2.2 อุปกรณ 
 2.2.1 Pipette Tips, 1,000μl, 5-10μl/Scientific Co., /USA. 
 2.2.2 Micro tube, 0.2 ml, 1.5 ml/Bioscience Inc. /USA. 
 2.2.3 PCR tube/Bioscience Inc. /USA. 
 
 2.3 สารเคมี และน้ํายาทดสอบ 
 2.3.1 Agarose/Vivantis Ltd. /UK                         
 2.3.2 Boric Acid/Monteoison Group/USA. 
 2.3.3 Tris[Hydroxymethyl]amino-methan/Sigma Chemical.Co/USA. 
 2.3.4 Ethylenediaminetetra-acetic acid di-sodium salt (EDTA)/Ajax Finechem/  
 NewZealand 
 2.3.5 Oligonucleotide Primer/Ward Medic Ltd., Partnership/Thailand 
 2.3.6 Chelex®100 Molecular Biology Grade Resin/Bio-Rad Laboratories/ Cannda 
             2.3.7 Giemsa stain/Merck KGaA/Germany 
             2.3.8 KH2PO4/Merck KGaA/Germany 
             2.3.9 Na2HPO4/Merck KGaA/Germany 
             2.3.10 i-Taq™ DNA polymerase (5U/ μl)/iNtRON Biotechnology /Korea 
             2.3.11 10x PCR buffer (w/ 20mM Mgcl2)/ iNtRON Biotechnology /Korea 
             2.3.12 10x MgCl2 free PCR buffer/ iNtRON Biotechnology /Korea 
             2.3.13 10mM dNTPs (2.5 mM each)/ iNtRON Biotechnology /Korea 
             2.3.14 25 mM MgCl2/ iNtRON Biotechnology /Korea 
             2.3.15 100 bp DNA Ladder/invitrogen/USA 
  

3. วิธีการทดลอง 
 3.1 กลุมตัวอยาง 
 การคํานวณกลุมตัวอยาง 
             การประมาณตวัอยางเพื่อสํารวจหา Genotyping ของ Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 ของเชื้อ 
P. falciparum ในประเทศไทย ซ่ึงมีความชุกของยีน Pfmsp1 variation ประมาณรอยละ 25 (P = 
0.25) (Brockman, et al., 1999; Snounou, et al., 1999; Matsuo, et al., 2003) 
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จากสูตร            n      =      Z2
α /2P (1-P)  

                                                                            e2 
กําหนดคาความเชื่อมั่นที ่95% หรือ α      =      0.05 
                                                    Zα /2     =     1.96 
กําหนดให e = 0.1 (ยอมรับใหเกิดความคลาดเคลื่อนได 10%) 
    n          =   (1.96)2 x (0.25) x (0.75) 
                                    (0.1)2 

                       =    72 ตัวอยาง 
 3.2 การเก็บตัวอยาง 
 โดยเก็บจากหองปฏิบัติการในโรงพยาบาล ในจังหวัดกาญจนบุรี จังหวดัสุราษฎรธานี 
จังหวดัยะลา และจังหวัดแมฮองสอน โดยเก็บจากเลือดทีเ่จาะจากเสนเลอืดดําที่แขน ใสสารกันเลือด
แข็งชนิด EDTA แลวเก็บดวยวิธี thick film, thin film อยางละ 1 แผน และ หยดใส Whatman filter 
paper stirp ประมาณ 100 μl จํานวน 2 แผน รวบรวมใสถุง Zip lock ใสในกลองที่มสีารกันความชืน้
และกันกระแทกเก็บไวที่อุณหภูมิหองปราศจากความรอน นํากลับมาทําการทดลองที่หองปฏิบัติการ
คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยรังสิต 
 
 3.3 การทดสอบที่ใชในงานวิจัย 
 3.3.1 การยอม blood smears ดวย Giemsa stain 
                     3.3.1.1 การเตรียม stock สี Giemsa 
                                1) Giemsa powder 
                                  2) Glycerol 
                                  3) Absolute ethanol 
                                  วิธีการเตรียม 
                      บด Giemsa powder ดวยครกบดสี โดยเติม glycerol ในปริมาณเลก็กอน 
แลวคอยๆ เตมิ giemsa และเติม glycerol ตอไปโดยใช Giemsa 7.5 กรัม glycerol 250 ml บดจนเปน
เนื้อเดยีวกัน หลังจากนัน้เตมิ Absolute ethanol 750 ml ลางสีออกจากครกใหหมด เก็บใสขวดแลว
นําไปบมในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปดจุกทิ้งไวนาน 2-3 วนัจึงนําไปใชได กอนใชนําไป
ละลายใน Phosphate buffer โดยใชความเขมขนสี Giemsa 20% 
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                      3.3.1.2 การเตรียม Phosphate buffer pH 6.8 
                                   1) KH2PO4 
                                   2) Na2HPO4 
                                   3) Distilled water 
                                   วิธีการเตรียม 
                       สารละลาย A ชั่ง KH2PO4 9.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1,000 ml ละลายสาร 
B ชั่ง NaHPO4 9.5 กรัมละลายในน้ํากลั่น 1,000 ml เวลาใช นําสารละลาย A 50.8 ml ผสมกับสาร
ลาย B 49.2 ml เขยาใหเขากนัจะได Phosphate buffer ที่มี pH ประมาณ 6.8  
                      3.3.1.3 การเตรียม 20% Giemsa 
                       โดยการนํา Phosphate buffer pH 6.8 มา 80 ml เติม Stock สี Giemsa 20 ml 
ผสมใหเขากัน นําไปกรองดวยกระดาษกรองแลวนําไปใชได 
                     3.3.1.4 ขั้นตอนการยอมสี Giemsa  
                               การยอมสีฟลมเลือดชนิดบาง (Thin blood smear) 
                        1) ทําการตรึงฟลมเลือดดวย Absolute ethanol เปนเวลา 30 นาที 
                       2) เตรียมสียอมจาก Stock สี โดยใช PBS buffer pH 6.8 เปนตัวเจอืจาง 
เพื่อใหสารละลายมีความเขมขนรอยละ 20 โดยใชสี 20 สวน ใน PBS buffer 80 สวน ทําการผสมให
เขากัน สารละลายสีนี้ตองเตรียมใหมทกุครั้งเพื่อใหไดคณุภาพการยอมที่ดีที่สุด 
                        3) นําสไลดทีต่องการยอมแชลงในภาชนะที่บรรจุสารละลายสีในขอ 2 ทิ้ง
ไว 40 นาที 
                        4) ลางสีสวนเกินออกโดยใชประปาแลวทิ้งใหแหง 
                                   การยอมฟลมเลือดชนิดหนา (Thick blood film) 
                       คลายกับการยอมฟลมเลือดชนิดบาง ยกเวนไมตองตรึงดวย Absolute 
ethanol ในกรณีที่ตองการลดเวลาการยอมอาจเพิ่มความเขมขนของสารละลายสี  
                      3.3.1.5 การวินจิฉัยเชื้อ P. falciparum โดยวธีิ Microscopic examination 
                      รายงาน Negative เมื่อตรวจดใูน thick, thin blood film แลวไมพบเชื้อ 
                      รายงาน Positive เมื่อตรวจดใูน thick, thin blood film แลวพบเชื้อ 
                      จากนั้นนับจํานวนของเชื้อมาลาเรียแลวคํานวณเปน Parasites per μl 
               3.3.1.6 การนับจํานวนของเชื้อมาลาเรีย (parasites per μl) 
 นับจํานวนเชื้อมาลาเรียในเมด็เลือดแดง 100 เซลล (%) และคํานวณเพื่อ
รายงาน ผล เปน Parasites/μl ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี ้
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           RBC 100 cells นับ parasiteได      =    N 
           RBC 5 x106 cell นับ parasiteได  =    Nx5x106/μl 
                                        100 
        =    Nx5x104/μl 

                        (Kirsten, et.al, 2008) 
            3.3.2 การสกัด DNA จากกระดาษกรองโดยวิธี Chelex extraction (Kirsten, et.al, 2008) 
                      3.3.2.1 นํา Whatman filter paper strip 2 strip ตัดเปนชิ้นเล็กใสใน microtube 
          3.3.2.2 เติม DW sterile 300 μl พักไวทีอุ่ณหภูมิหอง 10 นาที แลวนําไป Mix 30 
วินาท ี
          3.3.2.3 ดูดสวนใส 300 μl ใสใน microtube ที่มี DW sterile 1,000 μl 
          3.3.2.4 พักไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไป Mix 30 วินาท ี
          3.3.2.5 นําไปปน 12,000 rpm 3 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 1,000 μl และเก็บตะกอนไว 
          3.3.2.6 นําตะกอนที่ได มาเติม Chelex 150 μl นําไป Incubate 56oC นาที แลวนําไป 
Vortex mix 10 วินาท ี
          3.3.2.7 นําไปตมในหมอเดือด (100oC) 8 นาที นําไป Vortex mix 10 วินาที 
           3.3.2.8 นําไปปน 12,000 rpm 3 นาที ดูดสวนใสไว เก็บไวที่ -20oC 

3.3.3 น้ํายาและสารเคมีสําหรับการทํา PCR-HMA  
 1.  Tris-Borate-EDTA (TBE, 10x) 

                           ละลาย Tris base 108 กรัม, Boric acid 55 กรัม และ EDTA 9.3 กรัม ในน้ํากลั่น
ปริมาตร 1 ลิตร เก็บสารเคมีที่เตรียมไดในอุณหภูมิหอง 
   2.  Tris-HCl (1M, pH 7.4) 
                   ละลาย Tris base 121.1 กรัม ในน้ํากลั่น 800 ml ปรับ pH 7.4 โดยเตมิ Conc.HCl 
70 ml และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น นําสารเคมีที่ไดไป autoclave และเก็บไวที่
อุณหภูมิหอง 

3. Annealing buffer (10x) 
   ละลาย NaCl 0.584 กรัม ในน้ํากล่ัน 5 ml เติม Tris-Cl (1M, pH 7.4) ลงไป 1 ml 
เติม EDTA (0.5M pH 8.0) 0.4 ml ลงไป จากนั้นปรับปริมาตรเปน 10 ml โดยน้ํากลั่น 
      4.  DNA loading Buffer (6x) 
                      0.25% (w/v) Bromphenol Blue 
                          0.25% (w/v) Xylene Cyanol FF 
                        30% (v/v) Glycerol in H2O 
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                        เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 °C 
  5.  Ethedium Bromide Stock Solution (10 mg/ml) 
                        ละลาย ethedium bromide 100 mg ในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อปริมาตร 10 ml ทํา
การเจือจางเปน 0.5 μg/ml เมื่อตองการใช และปดภาชนะที่ใส ethedium bromide ที่เตรียมไดใน
อุณหภูมิ 4°C 
           6.  Polyacrylamide gel solution (12% T) Total 5 ml 
                  30% (w/v) Acrylamide: 0.8% (w/v) Bis-Acrylamode                1.60  ml 
                  (10x) TBE buffer                                                                    0.50  ml 
                  Distilled water                                                                       2.90  ml 
                  25% ammonium persulphate (freshly prepared)                       14.0   μl 
                  TEMED                                                                                1.75   μl 
 3.3.4 การตรวจหา genotype ของยีนดื้อยา Pfmdr1 ตําแหนงที่ codon 86 และยีน Pfcrt ที่
ตําแหนง codon 76โดยวิธี Multiplex nested PCR (Maria, et.al, 2006)  
  Multiplex Nested PCR เปนการเพิ่มจํานวน Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene ในหลอด
เดียวกัน โดยทําปฏิกิริยา 2 คร้ัง เพื่อเพิ่มความไวและความจําเพาะ 
                      1.) การทํา PCR ครั้งที่ 1 ซ่ึงเปนการเพิ่มจํานวน gene รอบนอก โดยใช primer 2 คู 
โดยการเติมน้ํายาตางๆ ตามในตารางที่ 2.2 
ตารางที่ 2.1 ตารางน้ํายาและสารเคมีในการทํา Multiplex Nested PCR คร้ังที่ 1 

Reagents Final concentration Final volume (25μl) 
PCR Buffer(10x) 1x 2.0 μl 
DNA template  3.0 μl 
C1Fw (10μM)  
                                             Primer pfmdr1 
C1Rew (10μM)  

1.2 μM 3.0 μl 

M1Fw (10μM) 
                                             Primer pfcrt 
M1Rev(10μM) 

0.8 μM 2.0 μl 

Taq DNA polymerase (5U/ μl) 1.4 U 7.0 μl 
dNTPs (2mM) 0.4 mM 5.0 μl 
MgCl2 (25mM) 2.5 mM 2.5 μl 
DW  0.5 μl 

                                                                                                        (Maria, et al., 2006) 

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Run
gs

it U
niv

ers
ity

 



  21

                   PCR cycle condition 
              Initial Denaturation, 94oC 3 min 
              Amplification 45 cycles  
              Denaturation at 94oC, 30 sec 
              Annealing at 56oC, 30 sec 
              Extention at 60oC, 30 sec 
               Final extension at 60oC 3 min 
  PCR  Primer sequence (Maria, et al., 2006) 
 Pfcrt K76T 

  C1Fw 5′ ATTTCGTACCAATTCCTGAACT 3′ 
   C1Rev 5′ CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC 3′ 
 Pfmdr1 N86Y 

 M1Fw 5′ AAGAGGTTGAAAAAGAGTTGAAC 3′ 
 M1Rev 5′ CCGTTAATAATAAATACACGCAG 3′ 
 
 2.) การทํา PCR ครั้งที่ 2 ซ่ึงเปนการเพิ่มจํานวนเฉพาะ gene เปาหมาย (Pfmdr1 gene 
และ Pfcrt gene) โดยการเติมน้ํายาตางๆ ดังนี้ 
ตารางที่ 2.2 ตารางน้ํายาและสารเคมีในการทํา Multiplex Nested PCR คร้ังที่ 2 

Reagent Final concentration Final volume (25μl) 
PCR Buffer (10x) 1x 2.0 μl 
DNA template (1st Amplification)  2.0 μl 
C2Fw (10μM) 
                                        Primer pfcrt 
C2Rev (10μM) 

1.2 μM 3.0 μl 

M2Fw (10μM) 
                                        Primer pfmdr1 
M2Rev (10μM) 

0.6 μM 1.5 μl 

Taq DNA polymerase (5U/μl) 1.4 U 7.0 μl 
dNTPs (2mM) 0.4 mM 5.0 μl 
MgCl2 (25mM) 2.5 mM 2.5 μl 
DW  2.0 μl 

                                                                                                                (Maria, et.al., 2006) 
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                           PCR cycle condition 
              Initial Denaturation, 94oC 3 min 
              Amplification 40 cycles 
              Denaturation at 94oC, 30 sec 
 Annealing at 47oC, 30 sec 
               Extention at 68oC, 30 sec 
              Final extension at 64oC 3 min   
  PCR Primer sequence (Maria, et al., 2006) 
  Pfcrt K76T 

 C2Fw   5′ TGTGCTCATGTCTTTAAACTT 3′ 
 C2Rev 5′ CAAAACTATAGTTTACCAATTTTG 3′ 
 Pfmdr1 N86Y 

 M2Fw 5′ AGAGTACCGCTGAATTATTTAG 3′ 
 M2Rev 5′ CCTGAACTCACTTGTTCTAAAT 3′ 
 
 3.3.5 การศึกษา genotype ของ Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76โดยวิธี RFLP  
                    วิธี RFLP เปนการนํา PCR product ของยีน Pfmdr1 และยีน Pfcrt มาตัดดวย Enzyme 
ApoI โดยใชน้ํายาและสารเคมีในการทํา RFLP analysis ดังนี้ 
             
 ตารางที่ 2.3 ตารางน้ํายาและสารเคมีในการทํา RFLP 

Reagent Final volume(30μl) 

Water nuclease free (DW sterile) 8.5μl 
10X Fast Digest Buffer 1.0μl 
Fast Digest Enzyme 1.0μl 
Pfmdr1/pfcrt multiplex PCR product 7.0μl 

                                                                 (Pacific Science Co., LTD/Thailand) 
               Incubate ที่ 37°C 5 นาที 
               Incubate ที่ 80°C 5 นาที 
               ทํา  Gel electrophoresis      
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Enzyme ApoI ตัดตําแหนงที่จําเพาะของ DNA ที่มีลําดับเบสดังแสดง 
               5’…R|AATTY…3’ 
                3’…YTTAA|R…5’   (ลําดบัเบสที่เปน restriction site ของยีน Pfmdr1 86 และยนี 
Pfcrt 76 แสดงในภาคผนวก) 
                   3.3.5.1 การวิเคราะห PCR product โดย Agarose gel electrophoresis (Maria, et.al., 
2006) 
                       1.) เตรียม 5X TBS 
              1.1 Tris Base 27       g 
                1.2 Boric Acid  13.75   g 
              1.3 0.5 M EDTA 0.37 g 
               1.4 Distilled water 400  ml 
                        2.) เตรียม 1X TBS 500 ml 
               2.1 ปเปต 5X TBS                    100 ml 
                2.2 Distilled water               400  ml 
                                   3.) Run gel electrophoresis 
                            3.1 ละลายผง Agarose ใหมีความเขมขน 2% ใน 100 ml 1X TBS buffer 
                            3.2 นําไปหลอมในเตาไมโครเวฟจนวุนละลาย (ประมาณ 2 นาที) 
 3.3 จากนั้นรอใหเย็น จึงเทสารที่ไดลงใน sample comb และปลอยใหเย็น
ตามอุณหภูมิหอง หลังจากที่เจลแขง็ตัว เจลอยูในลักษณะที่คลายพลาสติก 
                            3.4 ดึงซี่หวี่ออก และยายเจลลงใน Chamber ที่เติม 1X TBS ทวม gel 
                            3.5 เตรียมตัวอยาง DNA โดยผสมสารตัวอยางกับ Loading dye ผสมให
เขากันบนแผนพาราฟลม และทําการ load ลงใน well ที่เตรียมไว 
                           3.6 ปดฝา Chamber แลวตอสายไฟใหดานของตัวอยางอยูดานขั้วลบ 
เนื่องจาก DNA จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกประมาณ 25 นาที 
                            3.7 เสร็จแลวเอาแผนเจลไปยอมในสารละลาย Ethidium bromide 
ประมาณ 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 5 นาที 
                            3.8 นําแผนเจลไปวางบนกลองที่แสงอัลตราไวโอเลต จะเห็นแถบ DNA 
เรืองแสงใตเครื่อง UV transluminator บันทึกภาพไวศึกษาตอ 
                      3.3.5.2 การอานผล Multiplex Nested PCR-RFLP 
                            หลังจากทํา Nested PCR ทั้ง 2 รอบแลว จะไดยีน Pfmdr1 ซ่ึงมีขนาด 418 bp 
และยีน Pfcrt ซ่ึงมีขนาด 145 bp จากนั้นใช enzyme ApoI ในการตัดยีน Pfmdr1 และยีน Pfcrt 
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Enzyme ApoI จะตัดยีน Pfmdr1 86 และPfcrt 76 ที่ไมมี mutation (wild type) PCR product จะถูก
ตัดเปน 2 ทอน จะเห็น DNA 2 band คือ ขนาด 239 bp และ 179 bp (Pfmdr1 86) และขนาด 98 bp 
และ 47 bp (Pfcrt 76) ถายีน Pfmdr1 86 และPfcrt 76 ที่มีการเกิด mutation Enzyme ApoI จะไม
สามารถตัด gene ทั้งสองได จึงเห็น DNA 1 band เทานั้น 
            3.3.6 การตรวจหายีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 โดยวิธี Nested PCR 
                       เปนการเพิ่มจํานวน gene Pfmsp1 2 รอบ โดยใช primer 2 คู ใช primer คูแรกเพื่อเพิ่ม 
gene Pfmsp1 ใน block 1-block 4 และใช primer คูที่สองเพื่อเพิ่ม gene Pfmsp1 ใน block 2 ซ่ึงเปน 
block ที่มีการผันแปรมากที่สุด 
 
ตารางที่ 2.4 แสดงน้ํายาและสารเคมีในการทํา Nested PCR คร้ังที่ 1 

Reagent Final concentration Final volume (20μl) 
(10x) PCR Buffer containing  
15 mM MgCl2  

1X 10 μl 

(10 nM) dNTPs 125 μM 1.25 μl 
Forward  Primer (5.0 uM, M1-OF) 250 μM 5 μl 
Reverse  Primer (4.18 uM, M1-OR) 250 μM 6 μl 

DW  70.35 μl 

(5U/ul) DNA polymerase 0.4 / 20 μl rxn 0.4 μl 

DNA  template  1μl 

                                                                                                 (Snounou, et al., 1999)   
                  PCR cycle condition 
              Initial Denaturation, 95oC 15 min 
              Amplification 25 cycles 
              Denaturation at 94oC 1 min 
              Annealing at 58oC 2 min 
              Extention at 72oC 1 min 
               Final extension at 72oC 2 min 
         PCR Primer Sequence (Snounou, et al., 1999)   
              msp1 gene 

              M1-OF                5′ CTAGAAGCTTTAGAAGATGCAGTATTG 3′ 
               M1-OR              5′ CTTAAATAGTATTCTAATTCAAGTGGATCA 3′ 
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 ตารางที่ 2.5 แสดงน้ํายาและสารเคมีในการทํา Nested PCR คร้ังที่ 2 (Snounou, et al., 1999) 
Reagent Final concentration Final volume (20μl) 

(10x) PCR Buffer containing 15 mM MgCl2 1X 10 μl 
(10 mM) dNTPs 125 μM 1.25 μl 
Forward  Primer (7.93 uM, C1F) 250 μM 5 μl 
Reverse  Primer (6.73 uM, C3R) 250 μM 6 μl 
DW  70.35 μl 
(5U/ul) DNA polymerase 0.4 / 20 μl rxn 0.4 μl 
DNA  template  1 μl 

 PCR cycle condition 
                          Initial Denaturation , 95oC  15 min 
              Amplification 24 cycles 
              Denaturation at, 94oC 1 min 
              Annealing at 50oC, 2 min 
              Extention at 72oC, 2 min 
              Final extension at, 72oC 2 min 
         PCR Primer Sequence (Ngernngarmlert, et al., 2005) 

              C1-F    5′ GAAGATGCAGTATTGACAGG 3′ 
              C3-R    3′ TGATTGGTTAAATCAAAGAG 5′ 
 
         M1-OF                       M1-OR    

          →                         ← 

 
             →     ← 
            C1F    C3R 
    
 3.3.6.1 การอานผล 
                      นํา PCR product รอบ 2 ไป run 1.8% agarose gel (วิธีทําหนา 40) จะได band ขนาด
ระหวาง 300-400 bp ของ Pfmsp1 gene 
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            3.3.7 การทํา genetic diversity โดย Nested PCR-HMA  
                      เปนการอาศัยหลักการการเคลื่อนที่ของ DNA สายคู ซ่ึงการเคลื่อนที่ของสาย DNA 
สายคูจะเปนสัดสวนโดยตรงกับระดับความแตกตางของลําดับเบสที่มีการเขาคูกัน และแสดงผลการ
เคล่ือนที่ของ DNA โดยนําไป run ใน polycrylamide gel และทําการยอมดวย Ethedium bromide 
เพื่ออานผลตอไป (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
   3.3.7.1 Known Sequence Control (Recombinant clones) ซ่ึงมีความจําเพาะตอ 
Pfmsp1 family MAD20 โดยไดจากการ cloning ของ insert specific base sequence ใน plasmid 
DNA และสกัด plasmid DNA นํามาเปน reference DNA (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
 3.3.7.2 K1 Control (K1 culture) เชื้อ P. falciparum สายพันธุเดี่ยวบริสุทธิ์ (K1) ที่ได
จากการ culture เปน control ในการตรวจสอบการเกิด heteroduplex กับ reference DNAสายพันธุ
MAD20 
 
Known Sequence Control (Recombinant clones) (Ngernngarmlert, et al., 2005)  
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3.3.8 วิธีทํา Nested PCR-HMA 
            นํา PCR product รอบที่ 2 มาทําปฏิกิริยาการเขาคูกันกับ reference DNA สายพันธุ 
MAD20 โดยใสน้ํายาและสารเคมี ดังตารางที่ 2.6 โดยใชปริมาตรเทากัน 2 แบบคอื อยางละ 2 μl 
และ 5 μl โดยใหเกิด denature ที่ 98º C 3 นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ reannealling ที่อุณหภูมิ 4 ºC 
นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run polyacrylamide gel electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% 
และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 mA  
 
ตารางที่ 2.6 น้ํายาและสารเคมีในการทํา PCR-HMA (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
 

Reagent Final volume (12μl) 
PCR product containing the block-2 of Pfmsp1ซ่ึงมีขนาด
ระหวาง 300-400 bp 

5 μl 

10X Annealing Buffer 1 μl 
Reference DNA ที่จําเพาะตอ MAD20 5 μl 
DNA loading Buffer (6X) 1 μl 
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ตัวอยางการแปลผลการทํา HMA 
      Reference DNA             Variant 
       Family MAD20                   Sample DNA 

                                     
           Denature    

                                      
          reanealing 

                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รูปท่ี 2.1 แสดงการอานผลการเคลื่อนที่ของ Homoduplex และ Heteroduplex 

    1         2 3

         MAD20       Sample  MAD20/Sample 

Homoduplex 

Heteroduplex 

ssDNA 
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 การอานผล HMA 
 หลังจากนํา PCR Product ที่ไดจาก sample ตางๆ หรือ DNA target ทําปฏิกิริยากับ 
reference DNA สายพันธุ MAD20 แลวนําไปยอมดวย Ethidium bromide จากนั้นตรวจสอบ band 
ของ DNAโดยใชเครื่อง UV Translumination อานผล band ของ DNA เทียบกับ band ของ reference 
DNA (MAD20 ) ตัวอยางเชน lane ที่ 1 จะเห็น homoduplex ของ MAD20 เพียง band เดียว สวน 
lane ที่ 2 เปน sample เพียงอยางเดียว และ lane ที่ 3 เปน sample ที่ผสมกับ reference DNA จะเห็น
วาพบแถบของ heteroduplex 1 band ที่ lane ที่ 1 และ 2 และพบ 2 bandใน lane ที่ 3 ในกรณีที่เชื้อมี 
mismatch กับ reference DNA กับ MAD20 จะเปน heteroduplex จะเห็นการเคลื่อนที่ชากวา 
homoduplex ที่เกิดจาก complete match เล็กนอย แสดงวาเชื้อในตัวอยางนี้อาจมี ลําดับเบสที่ตางไป
จากสายพันธุที่ใชเปน reference DNA (รูปที่ 2.1) จากนั้นทําการนับจํานวน band แลวจะทําการวัด
การเคลื่อนของ homoduplex และ heteroduplex เพื่อคํานวณหาคา Mobility index (MI) เพื่อ
วิเคราะห genetic diversity ตอไป 
 
                ระยะจากดานลางของหลุมถึงกึ่งกลางของแถบ Heteroduplex  
                              ระยะจากดานลางของหลุมถึงกึ่งกลางของแถบ Homoduplex  
 
 3.4 การวิเคราะหขอมูล 
   1.  ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ของเชื้อ P. falciparum กับความชุกของยีนดื้อ
ยา Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 โดยใชสถิติเชิงพรรณนา เชน คาเฉลี่ย รอยละ  
         2.  ศึกษาความสัมพันธของ parasitemia กับสายพันธุของเชื้อโดยใชสถิติ Mann-Whitney U 
test 
   3.  ศึกษาความสัมพันธของ parasitemia โดยแยกตามภูมิภาค และ allele variation โดยใช
สถิติ Kruskal-Wallis Test และ Mann-Whitney U test 
     4.  ศึกษาความสัมพันธระหวางการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ หรือ Multiplicity of 
infection (MOI) กับการติดเชื้อในแตละภมูิภาค โดยใชสถิติ Fisher’s exact test 
 5.  กําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) 
 
 

   
 

 

 Mobility index (MI) = 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
  งานวิจยัในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา genetic diversity ของเชื้อ P. falciparum โดย
ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR-HMA ซ่ึงจะทําการสกัด DNA จาก
ตัวอยางเลือดเพื่อ amplify Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR จากนั้นนํา PCR product ไปตรวจ 
genetic diversity ดวยวิธี Heteroduplex Mobility Assay (HMA) ที่ไดพฒันาขึ้น ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้ 
ไดรับตัวอยางตรวจจากเลือดที่เก็บดวยวิธี thick film, thin film และ Whatman filter paper 
strip โดยการเก็บตัวอยางทั้งส้ิน 79 ตัวอยางจาก 4 จังหวัดใน 3 ภูมิภาค คือภาคเหนือ (จังหวัด
แมฮองสอน), ภาคตะวันตก (จังหวดักาญจนบุรี) และภาคใต (จังหวัดสุราษฏรธานี และจังหวัด
ยะลา) การเก็บตัวอยางทั้งหมดอยูในชวง เดอืนมีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2553 

 
1.  ขอมูลท่ัวไปของตัวอยางตรวจ 
  จากตารางที ่ 3.1 แสดงขอมูลจํานวนตวัอยางที่เก็บทั้งหมด 79 ตัวอยาง โดยไดรับตวัอยาง
ตรวจจากภาคตะวนัตกมากที่สุด คือ 51 ตัวอยาง (64.60%) จากภาคใต 17 ตัวอยาง (21.50%) และ
ภาคเหนือนอยที่สุด คือ 11 ตัวอยาง (13.90%) ในจํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยางที่ไดจาก
ผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum เปนผูปวยที่มสัีญชาติไทยมากที่สุดจํานวน 61 ราย (77.22%) รองลงมา
คือ สัญชาตกิะเหรี่ยง จํานวน 10 ราย (12.66%), สัญชาติพมาจํานวน 5 ราย (6.33%) และสัญชาติลาว
กับสัญชาติมอญรวมแลวจํานวน 3 ราย ตามลําดับ 
  การศึกษาครั้งนี้ไดนําตวัอยาง thick และ thin blood film ทั้งหมดมาทําการยอมดวยสี 
Giemsa จากนั้นทําการตรวจยืนยันวาเปนเชื้อ P .falciparum และนับจํานวน parasitemia รายงาน
เปน parasite/μl จากตารางที่ 3.2 พบวาจํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง เมื่อคํานวณ 
parasitemia เฉลี่ย โดยคํานวณคา median  พบวาภาคเหนือมีคาเฉลี่ยของ parasitemia สูงที่สุดคือ 
33.75 x103 parasite/μl รองลงมาเปนภาคตะวนัตกคือ 25.00 x103 parasite/μl ตามลําดับ สวนภาคใต
มีคา parasitemia ต่ําที่สุด คือ 17.50 x103 parasite/μl โดยรวมทัง้หมด 79 ตัวอยางพบวามคีา 
parasitemia เฉลี่ยเทากับ 23.75 x103 parasite/μl คาสูงสุดเทากับ 128.22x103 parasite/μl  และคา 
parasitemia ต่ําสุดเทากับ 2.50x103 parasite/μl  โดยมีคาเบี่ยงแบนมาตรฐานเทากับ 11.26 x103 

parasite/μl  จากการทดสอบทางสถิติ (Kruskal-Wallis Test) พบวาคา parasitemia ในแตละภูมิภาค
ไมแตกตางกัน(P>0.05)  
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ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลทั่วไปตัวอยางตรวจแยกตามภูมภิาค  

สัญชาติ  

ภูมิภาคท่ีสํารวจ N, (%) 

รวม 

North West South 

แมฮองสอน กาญจนบุรี สุราษฎรธานี ยะลา รวม 

ไทย 11 , (100.00) 34 , (66.70) 7 , (87.50) 9 , (100) 16 , (94.12) 61 , (77.22) 

กะเหรี่ยง 0 , (0.00) 10 , (19.60) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 10 , (12.66) 

พมา 0 , (0.00) 4 , (7.80) 1 , (12.50) 0 , (0.00) 1 , (5.88) 5 , (6.33) 

ลาว 0 , (0.00) 1 , (2.00) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 1 , (1.27) 

มอญ 0 , (0.00) 2 , (3.90) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 0 , (0.00) 2 , (2.53) 

รวม 11, (13.90) 51, (64.60) 8, (10.10) 9, (11.40) 17,(21.50) 79, (100) 

 

 
ตารางที่ 3.2 แสดงตัวอยางตรวจแยกตามความหนาแนนของ parasitemia (parasite/μl) โดยแบงตาม
ภูมิภาค 

ขอมูลตัวอยางตรวจ  
ภูมิภาคที่สํารวจ 

รวม P-value 
North West South 

จํานวนตัวอยางตรวจ N, (%) 11 , (13.9) 51 , (64.6) 17 , (21.5) 79 , (100)  

คา parasitemia เฉลี่ย (parasite/μl x103)  33.75 25.00 17.50 23.75 0.058 

คา parasitemia สูงสุด (parasite/μl x103) 40.38 79.75 8.50 79.75 

 

คา parasitemia ตํ่าสุด (parasite/μl x103)  10.00 2.50 7.50 2.50 

SD (parasite/μl x103) 11.53 12.82 1.99 11.26 

หมายเหตุ คา parasitemia เฉลี่ย ที่แสดงเปนคา median 
 
   จากการจดักลุมตามระดับความหนาแนนของ parasitemia เปน 3 ระดับคือ ระดับต่ํา 

(<10,000 parasite/μl), ระดับกลาง (10,000-100,000 parasite/μl) และ ระดับสูง (>100,000 
parasite/μl), โดยแยกตามภูมภิาค ดังแสดงในตารางที ่ 3.3 พบวาตวัอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง 
สวนใหญมีคา parasitemia อยูในระดับกลาง คือจาํนวน 55 ตัวอยาง (69.62%) และในทุกภูมภิาค
พบวาสวนใหญมีคา parasitemia อยูในระดับกลาง คิดเปน 63.64%, 68.62%  และ 76.47% ใน
ภาคเหนือ, ภาคตะวนัตก และภาคใต ตามลําดับ ในภาคเหนือพบผูตดิเชื้อที่มีคา parasitemia ใน
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ระดับต่ําเพยีง 1 ราย (9.09%) ในขณะที่ในภาคใตมีผูติดเชื้อที่ติดเชื้อในระดับต่ําจํานวนมากคือ 4 ราย 
(23.25%) และไมพบผูติดเชื้อที่มี parasitemia ในระดับสูง  
 
ตารางที่ 3.3 แสดงจํานวนตัวอยางตรวจ จัดกลุมตามระดบัความหนาแนนของ parasitemia 

Parasitemia 
จํานวนตัวอยางตรวจของภูมิภาคท่ีสํารวจ N, 

(%) รวม 

(parasite/μl) North West South N, (%) 
< 10,000 (Low) 1 , (9.09) 8 , (15.69) 4 , (23.53) 13 , (16.46) 

10,000 - 100,000 (Medium) 7 , (63.64) 35 , (68.62) 13 , (76.47) 55 , (69.62) 

> 100,000 (High) 3 , (27.27) 8 , (15.69) 0 , (0.00) 11 , (13.92) 

รวม 11 , (100.00) 51 , (100.00) 17 , (100.00) 79 , (100.00) 

 
2. การพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA 
 2.1 ผลการ amplify Pfmsp1 geneโดยวิธี Nested PCR    
 การศึกษา Pfmsp1 gene ทําการเก็บตวัอยางเลือดดวยวิธี Whatman filter paper strip จาก
ตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง ทําการสกัด DNA โดยวิธี Chelex (Kirsten, et.al., 2008) จากนั้น
นํา DNA มาทํา Nested PCR โดย amplify Pfmsp1 gene ในตําแหนง block 2 (Snounou, et al., 
1999) และติดตามผล PCR product โดยการทํา 1.8% agarose gel electrophoresis ซ่ึงจะได PCR 
product ที่มีขนาดประมาณ 300-400 bp  จากการศึกษาครั้งนี้พบวา ตัวอยางเลือดของผูปวยที่ติด
เชื้อ P. falciparum เมื่อทํา Nested PCR จะได PCR product ที่มี Pfmsp1 gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 
300-400 bp ครบทั้ง 79 ตัวอยาง จึงประสบความสําเร็จในการ amplify Pfmsp1 gene คิดเปน 100% 
และพบวาวิธีนี้สามารถ amplify gene จากตัวอยางเลือดที่มี parasitemia ต่ําทีสุ่ดคือ 2.5 x103 
parasite/μl (หรือเทากับ 0.05% infected RBC) 
   เนื่องจาก Pfmsp1 gene บริเวณ block 2 มีความผันแปรของลําดับเบสสูง จึงทําใหมีขนาด
ของ PCR product ที่แตกตางกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถตรวจหา genetic variation ได
หลากหลาย ซ่ึงจากทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาสามารถสังเกตความตางของ band ใน 3 ตําแหนง
เทานั้นและอยูระหวาง 300-400 bp ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
   ขอจํากัดนีเ้กิดเนื่องจากการตดิตามผล PCR productโดยการทํา agarose gel electrophoresis 
ศึกษาไดเฉพาะขนาดของ DNA เทานั้น และขนาดของ DNA ที่มีจํานวนเบสตางกนัเล็กนอยเชน 1-5 
bases จะแยกความแตกตางของตําแหนงของ band ไมได รวมทั้งหากมีลําดับของเบสแตกตางกนัแต
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จํานวนเบสเทากันก็ไมสามารถแยกความแตกตางไดเชนกัน จึงไดนํา PCR product ดังกลาวไปศึกษา

ความหลากหลายของสายพนัธุตอดวยวิธี HMA ที่ไดพฒันาขึ้น 
 
 
                           
 
                        
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 แสดงผล PCR product ของ Pfmsp1 gene โดยวิธี Nested PCR 
 M คือ DNA marker (100 bp)  

Lane ที่ 1-4 คือ ตัวอยางตรวจที่พบ Pfmsp1 gene 
Lane ที่ 5     คือ Negative control (ใส DW แทน DNA template) 

 
 2.2  การหาสภาวะเหมาะสมของวิธี HMA 
              ในการทํา HMA คร้ังนี้ไดเลือก Pfmsp1 gene ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 เปน 
reference DNA ซ่ึงมีขนาด 344 bp (ลําดับเบสแสดงในหนาที่ 43) โดย reference DNA ไดจากการ 
insert specific base sequence clone ใน plasmid DNA ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก        
ผศ.ดร.วารุณี เงินงามเลิศ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยมหิดล และเชื้อ P. falciparum        
สายพันธุเดีย่วบริสุทธิ์ (K1) ที่ไดจากการ culture เปน control ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก          
ดร.สุมาลี กําจรวงศไพศาล สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ เมื่อทําการสกดั 
DNA แลว นํา DNA ของ reference DNA (Ref.) สายพันธุ MAD20 และ K1 มา amplify Pfmsp1 
gene โดยวิธี Nested PCR จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาเขาคูกันโดยวิธี HMA โดยใชปริมาตรเทากัน 2 
แบบคือ อยางละ 2 μl และ 5 μl โดยใหเกิด denature ที ่ 98º C 3 นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ 
reannealling ที่อุณหภูมิ 4ºC นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run polyacrylamide gel 
electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 mA  
 

M             1             2               3       4              5

400 bp
300 bp

M             1             2               3       4              5

400 bp
300 bp
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    M            Ref            K1         Ref/K1 

  
 
รูปท่ี 3.2 แสดงผล Heteroduplex Mobility assay (HMA) พบ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ 
MAD20 (Ref) กับสายพันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 12% polyacrymide gel และใช
กระแสไฟฟา 10 mA ใชเวลาประมาณ 1 ชั่งโมง 30 นาที  
 
      ผลการทดลองพบวา reference DNA และ P. falciparum สายพันธุ K1 เกิด heteroduplex 
band ใหเห็น 1 band (รูปที่ 3.2) แสดงถึงความถูกตองของวิธี HMA ในการตรวจเชือ้ control 1 สาย
พันธุที่มลํีาดับเบสแตกตางจาก reference DNA และเกิด homoduplex เพียง 1 band ไมพบ 
heteroduplex band ใน lane Ref และ lane K1 ซ่ึงเปนการใส DNA ของเชื้อเพียงชนดิเดียวในแตละ 
lane ดังกลาว และจากการทดสอบพบวาจะเกิด heteroduplex band ไดชัดที่สุดเมื่อใชปริมาตรของ 
reference และ K1 PCR product อยางละ 5 μl ใชเวลา denature 3 นาที ดังแสดงในรูปที่ 3.2 (ใชเวลา 
5 นาที ไดผลเชนเดียวกนั) ใช 12% polyacrylamide gel ดวยกระแสไฟฟา 10 mA และใชเวลา 1 
ช่ัวโมง 30 นาที (ผลการทดลองในสภาวะอื่นๆ แสดงในภาคผนวก) 
  2.3 การอานผล Genetic diversity ของ Pfmsp1 gene โดย Heteroduplex Mobility assay 
(HMA) ซ่ึงใช reference DNA สายพันธุ MAD20 
                    จากรูปที่ 3.3 แสดงลักษณะของ band ที่เกดิขึ้น 3 แบบ คือ homoduplex คือ band ที่
เคลื่อนที่เร็วทีสุ่ดเกิดจากการเขาคูกันของ reference DNA เอง หรือ DNA ของตัวอยางตรวจเอง 
hetroduplex คือ band ที่เคลื่อนที่ชาที่สุดเกิดจากการเขาคูกันระหวาง reference DNA กับ DNA ของ
ตัวอยางตรวจ และ single stranded DNA ซ่ึงเกิดขึ้นในขัน้ตอน reannealling ที่มีการเขาคูกันอยาง

Heteroduplex 

Single stranded DNA 
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อิสระของ reference DNA กับ DNA ของตัวอยางตรวจโดยการลดอณุหภูมิ ทําใหเหลือ DNA สาย
เดี่ยวบางสวนไมไดกลับเขาคูจึงเหลือเปน band ของ single stranded DNA 
 จากการใช reference DNA นํามาทํา HMA ใน lane R จะใส reference DNA เพียง
อยางเดยีว เปน control reference DNA ใน lane S1 ใสตัวอยางตรวจ S1 เพียงอยางเดียวเปน control 
ตัวอยางตรวจ S1 สวน lane RS1 ใส reference DNA และตัวอยางตรวจผสมกัน เมื่อ run 
polyacrymide gel อานผลโดยเทียบกับ lane ที่ 1 และ lane ที่ 2 ซ่ึงจะเหน็ band ของ herteroduplex 2 
bands เกิดขึ้น สวนตวัอยางตรวจ S2 เห็น band ของ heteroduplex 1 band, ตัวอยางตรวจ S3 เห็น 
band ของ heteroduplex 2 bands และตัวอยางตรวจ S4 เห็น band ของ heteroduplex 1 band (รูปที่ 
3.3) เมื่ออานผลโดยการนับจํานวน band แลวจะทําการวัดการเคลื่อนของ homoduplex และ 
heteroduplex เพื่อคํานวณหาคา Mobility index (MI) เพื่อนําไปวิเคราะห genetic diversity ตอไป 

M         R         S1        RS1      S2       RS2       S3    RS3 S4       RS4
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รูปท่ี 3.3 แสดงผล Heteroduplex Mobility assay (HMA) ระหวาง ตัวอยางตรวจ กับ reference DNA  
  M คือ DNA marker (100 bp) 
  R  คือ Reference DNA  
  S1 คือ ตัวอยางที่ 1 
  RS1 คือ ตัวอยางตรวจที่ 1 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S2 คือ ตัวอยางที่ 2 
  RS2 คือ ตัวอยางตรวจที่ 2 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S3 คือ ตัวอยางที่ 3 
  RS3 คือ ตัวอยางตรวจที่ 3 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S4 คือ ตัวอยางที่ 4 
  RS4 คือ ตัวอยางตรวจที่ 4 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA 
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รูปท่ี 3.4 แสดงผล Heteroduplex Mobility assay (HMA) ระหวาง reference DNA กับตัวอยางตรวจ
ในตําแหนงการเคลื่อนที่ตางๆกัน 
    M คือ DNA marker (100 bp) 
  R คือ Reference DNA  
  H14 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H18 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H21 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H22 คือ ตัวอยางตรวจที่ 4 ที่เกิด Homoduplex 2 bands 
  H24 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  G3 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกดิ Heteroduplex กับ reference DNA 
  G6 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกดิ Homoduplex เหมือน reference DNA 
  G11 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA   
  
 จากรูปที่ 3.4 แสดงใหเห็นการเกิด heteroduplex แตละ band ระหวาง reference 
DNA กับตัวอยางตรวจทีเ่ลือกมาทําปฏิกิริยา เพื่อแสดงถงึความแตกตางกันของ P. falciparum ใน
ตัวอยางตรวจในการ run polyacrylamide gel ใน gel เดยีวกัน จะเหน็วาตัวอยางตรวจ H14, H18 จะ
เห็น band ของ heteroduplex 2 bands มีตําแหนงตางกันทั้ง 4 bands ตัวอยางตรวจ H24, G3, G11 
เห็น band ของ heteroduplex 1 band ในตาํแหนงตางกัน แสดงวาเปน P. falciparum ที่แตกตางกัน 
อาจเนื่องจากการที่เชื้อมลํีาดับเบส หรือจาํนวนเบสตางกันจึงเกิดการสราง heteroduplex รูปแบบ
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ตางๆ กัน ทําใหมีการเคลื่อนที่ตางๆ กัน สวนตวัอยางตรวจ H22 ไมเหน็ band ของ heteroduplex แต
เห็น band ของ homoduplex 2 bands (shift จากตําแหนง heteroduplex ของ Reference) แสดงวาเชื้อ
มีลําดับเบสที่ตางกันมากระหวาง reference DNA กับตัวอยางตรวจ จึงไมสามารถจับกันไดจึงไมเกดิ 
heteroduplex และตัวอยางตรวจ G6 ไมเกดิ heteroduplex ระหวางตัวอยางตรวจกับ reference DNA 
และเกดิ homoduplex เพียง 1 band เทานั้น (ไมมี shift) แสดงวามีความเหมือนกับ reference DNA  
  2.4 Method validation 
   2.4.1 ความแมนยํา (precision) เพื่อตรวจสอบคา MI ของการทดสอบ HMA 
             ทดสอบโดยใชเชื้อ P. falciparum ที่ไดจากการ culture ซ่ึงเปนสายพันธุ K1 
นํามาสกัด DNA ดวยวิธี Chelex จากนัน้นํามาทํา Nested PCR ซ่ึงจะได PCR product ที่มี Pfmsp1 

gene และทําการทดสอบ HMA โดยใช MAD Reference DNA ทําซ้ําทั้งหมด 10 คร้ัง พบวาคา 

MI (%) ของ heteroduplex band ที่ไดมีความแปรปรวนในระดบัที่ยอมรับไดคือ CV < 10% โดยมี 
CV เทากับ 5.59% ดังแสดงในตารางที่ 3.4 แสดงวาการทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง และ
การตรวจสอบการเคลื่อนที่ของ ssDNA ของ reference DNA (MAD20) ทําการทดสอบซ้ํา 20 ครั้ง 
พบวาไดคา MI (%) ที่มีความแปรปรวนทีย่อมรับไดเชนกันคือ CV < 10% (CV=8.26%) ดังตารางที่ 
3.5   
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ตารางที่ 3.4 ผลการทดสอบความแมนยําของคา Mobility index (MI) ของ Ref/K1 heteroduplex 
โดยวิธี Nested PCR-HMA 
 

คร้ังที่ MI(%) ของ heteroduplex ของ Ref/K1 

1 13.98 

2 14.76 

3 13.49 

4 15.22 

5 13.22 

6 14.26 

7 13.43 

8 15.45 

9 14.99 

10 14.86 

X 14.36 

SD 0.80 

CV 5.59 % 
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ตารางที่ 3.5 ผลการทดสอบความแมนยําของคา Mobility index (MI) ที่ตําแหนงการเคลื่อนที่ single 
stranded reference DNA โดยวิธี Nested PCR-HMA 
 

ทดสอบครั้งที่ MI (single stranded of MAD20), (%) 

1 38.74 

2 51.01 

3 42.99 

4 47.80 

5 45.00 

6 43.37 

7 45.35 

8 45.45 

9 45.71 

10 39.74 

11 46.05 

12 39.47 

13 44.29 

14 51.00 

15 43.37 

16 45.35 

17 46.45 

18 45.71 

19 44.71 

20 53.71 

 
X 

 
45.27 

SD 3.74 

CV 8.26% 
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   2.4.2 ความแมนยํา (precision) เพื่อตรวจสอบจํานวน heteroduplex band และ allele 
variation No. 
         จากตัวอยางทั้งหมด 10 ตัวอยาง ตรวจสอบวาการจัด allele variation No. ตาม
เงื่อนไขที่กําหนดขึ้น (ตารางที่ 3.7) จะไดผลเหมือนเดิมหรือไม และตรวจ reproducibility ของการ
เกิดจํานวน heteroduplex band โดยการตรวจตัวอยางซ้าํดวยวิธี HMA ในแตละตวัอยางจํานวน 3 
คร้ัง ตรวจทั้งหมด 10 ตัวอยาง ผลการทดสอบมีคา MI (%) จัดอยูใน alleles variation No. เดมิ
ทั้งหมด และไดจํานวน band ของ heteroduplex จํานวนเทาเดิมทุกตัวอยาง (100%) ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.6 
  2.4.3 การทดสอบความถูกตอง Accuracy 
        ในที่นี้นําเชือ้ที่ทราบวาเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และทราบลําดับเบส 1 ตัวอยางคือ 
P. falciparum (K1) ซ่ึงมีลําดับเบสตางจาก reference DNA (similarity 77%) เมื่อทดสอบ HMA 
พบวาเกิด heteroduplex เพียง 1 band และพบ homoduplex 1 band เมื่อทดสอบกับ Reference DNA 
อยางเดยีว หรือ K1 DNA อยางเดยีว ซ่ึงเปนไปตามทฤษฏีของหลักการ HMA จึงใหคาความถูกตอง
ของการทดสอบเทากับ 100% แสดงวาการทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง และความถูกตอง
สูง เชื่อถือได 
 
ตารางที่ 3.6 แสดงการทดสอบเพื่อประเมนิคุณภาพของการศึกษา Genetic diversity โดยวิธี Nested 
PCR- HMA จากการทดสอบซ้ํา 3 คร้ัง ในเชื้อจากผูปวย 10 ตัวอยาง  
ทดสอบ
ครั้งที่ 

ตัวอยาง
ตรวจ  No 

จํานวน 
band 

MI (%)  
Band 1 

allele variation 
No, Band 1 

MI (%) 
Band 2 

allele variation 
No, Band 2 

1 H14 2 16.52 17 17.37 18 
2 H14 2 15.97 17 16.96 18 
3 H14 2 16.21 17 17.29 18 
1 H18 2 8.70 8 8.82 10 
2 H18 2 9.40 8 9.35 10 
3 H18 2 8.89 8 9.05 10 
1 H25 2 7.09 6 15.18 16 
2 H25 2 7.69 6 15.74 16 
3 H25 2 7.12 6 15.42 16 
1 G3 1 5.48 4 - - 

2 G3 1 6.18 4 - - 

3 G3 1 5.78 4 - - 
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ตารางที่ 3.6 แสดงการทดสอบเพื่อประเมนิคุณภาพของการศึกษา Genetic diversity โดยวิธี 
Nested PCR- HMA จากการทดสอบซ้ํา 3 คร้ัง ในเชื้อจากผูปวย 10 ตัวอยาง (ตอ) 
ทดสอบ
ครั้งที่ 

ตัวอยาง
ตรวจ  No 

จํานวน 
band 

MI (%)  
Band 1 

allele variation 
No Band 1 

MI (%) 
Band 2 

allele variation 
No Band 2 

1 G11 1 5.32 3 - - 

2 G11 1 4.72 3 - - 

3 G11 1 5.02 3 - - 

1 P61 0 0.00 25 - - 

2 P61 0 0.00 25 - - 

3 P61 0 0.00 25 - - 

1 S48 2 5.13 3 14.48 15 
2 S48 2 5.43 3 15.00 15 
3 S48 2 4.93 3 14.31 15 
1 BT16 0 0.00 26 - - 

2 BT16 0 0.00 26 - - 

3 BT16 0 0.00 26 - - 

1 P8 2 8.25 7 5.99 4 

2 P8 2 7.95 7 5.49 4 

3 P8 2 8.45 7 6.05 4 

1 S68 0 0.00 25 0.00 - 

2 S68 0 0.00 25 1.00 - 

3 S68 0 0.00 25 2.00 - 

 

3. ผลการตรวจหา genetic diversity ของ Pfmsp1 gene ของ P. falciparum โดยวิธี 
Nested PCR-HMA  
 3.1 Genetic diversity 

P. falciparum ที่ศึกษาโดยวธีิ Nested PCR-HMA ถูกจําแนกความหลากหลายของสายพันธุ
ของเชื้อ (genetic diversity) โดยอาศัยคา MI ของการเคลื่อนที่ของ heteroduplex ซ่ึงถูกจัดแบงเปน 
MI range (%) เพื่อจัดเปน allele variation No.โดยแตละชวงของคา MI (%) ดังกลาว ถูกกําหนดโดย
สมมุติฐานที่วาความคลาดเคลื่อนใดๆ ในการทดสอบแตละครั้ง เชน การเคลื่อนที่ของ heteroduplex
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ในการ run gel แตละครั้ง การวัดระยะทาง     หรือการเปลี่ยนแปลงของการเตรียมน้ํายา สารเคมีใดๆ 
จะถูกกําหนดใหอยูในชวงทีย่อมรับได โดยใชคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เปนคากําหนดแตละชวง  

ดังนั้นจึงใชการวัดตําแหนงของ heteroduplex ของ reference DNA กับ K1 DNA และ
คํานวณคา MI (%)ในการทํา HMA ซํ้า 10 คร้ัง (ตารางที่ 3.4) เพื่อหาความแปรปรวนของผลการ
ทดสอบ โดยคํานวณหาคา X, SD ซ่ึงไดคา SD เทากับ 0.8 และนําคา 0.8 มากําหนด MI range ในแตละ
ชวง และเรยีกชื่อเปน allele variation No 1-26 ดังตารางที ่3.7 
  สําหรับความหมายของคา MI คือ คา MI ต่ํา แสดงวา P. falciparum สายพันธุนั้นมี 
heteroduplex เคลื่อนที่ชา (slow migration) ซ่ึงจะเปนสายพันธุที่มีลําดบัเบสแตกตางจาก reference 
DNA มากที่สุด ในทางตรงกันขาม heteroduplex ที่เคลื่อนที่เร็ว (rapid migration) จะมีคา MI สูง ซ่ึง
แสดงวา P. falciparum สายพันธุนั้นมีลําดบัเบสใกลเคียงกับ reference DNA มาก หมายความวา MI 
(%) แปรผันตรงกับ similarity ของ base homology ระหวาง reference กับ ตัวอยางตรวจ 
 ในการศึกษา HMA ของ Pfmsp1 gene ทั้งหมด 79 ตัวอยาง ในครั้งนี้พบวา heteroduplex มี
ระยะทางในการเคลื่อนที่ที่มีคา MI (%) ระหวาง 3.95-21.84 และตรวจพบทั้งหมด 108 isolates สวน 
single stranded DNA จะเคลื่อนที่มาประมาณครึ่งหนึ่งของระยะทางเคลื่อนที่ของ homoduplex โดย
มีคา MI  (%) ประมาณ 45 เมื่อนําผลการตรวจ HMA มาจัดกลุม allele variation ตามคา MI (%) 
range ที่กําหนดขางตน พบวาการศึกษาโดยการพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA และใช P. falciparum 
MAD20 เปน reference DNA คร้ังนี้ สามารถตรวจพบ allele variation ของ Pfmsp1 block 2ได
ทั้งสิ้น 23 variants และพบวา allele variation No. 25 (No heteroduplex band, same homoduplex 
migration) พบมากที่สุดคือ 22 isolates (20.36%) รองลงมาคือ allele variation No. 6 (9.26%) และ
กลุมที่พบนอยที่สุดคือ allele variation No. 12, 18 และ 19 ซ่ึงจํานวนที่ตรวจพบมีเพียงกลุมละ 1 
isolates เทานั้น (0.93%) (ตาราง ที่ 3.7) 

จากตารางที่ 3.7 แสดงผลการศึกษา genetic diversityโดยแยกตามภูมิภาคและจังหวัด จาก
จํานวนที่ตรวจพบทั้งหมด 108 isolates พบวาภาคตะวนัตกตรวจพบเชื้อ 73 isolates (67.59%)  ซ่ึงมี 
allele variation มากที่สุดถึง 20 variants สวนภาคเหนอืจํานวนที่ตรวจพบทั้งหมด  17 isolates 
(15.74%)  มี allele variation เทากับ 11 variants และ ภาคใตจํานวนที่ตรวจพบเชื้อทั้งหมด  18  
isolates (16.67) มี allele variation เทากับ 7  variants โดยกลุมของ allele variation ภูมิภาคตางๆ
แสดงไวในตารางที่ 3.8 จากการศึกษาพบวาเชื้อที่มี allele variation No. 4, 6 และ26 พบรวมกันใน
ทุกภูมภิาค และพบวาสายพนัธุที่พบบอยในแตละภูมิภาคแตกตางกนั คือ ภาคเหนือพบ allele 
variation No. 10 มากที่สุด สวนภาคตะวันตกและภาคใต พบ allele variation No.25 มากที่สุด  
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ตารางที่ 3.7 แสดงผลของ Allele variation No.ของ P. falciparum โดยวธีิ Nested PCR-HMA 
Allele 

variation  
No. 

MI  range 
จํานวนที่ตรวจพบ  (N) จํานวนที่ 

ตรวจพบ North  West  South  
  (%) แมฮองสอน กาญจนบุรี สุราษฎรธานี ยะลา รวม รวม (%) 

1   3.00-3.80 0 0 0 0 0 0 , (0.00) 
2   3.81-4.60 0 3 0 0 0 3 , (2.78) 
3   4.61-5.40 0 1 1 0 1 2 , (1.85) 
4   5.41-6.20 1 2 3 0 3 6 , (5.56) 
5   6.21-7.00 1 3 0 0 0 4, (3.70) 
6   7.01-7.80 2 7 1 0 1 10 , (9.26) 
7   7.81-8.60 0 7 0 0 0 7 , (6.48) 
8   8.61-9.40 1 7 0 0 0 8 , (7.40) 
9   9.41-10.20 0 2 0 0 0 2 , (1.85) 

10  10.21-11.00 5 4 0 0 0 9 , (8.33) 
11  11.01-11.80 0 6 0 0 0 6 , (5.56) 
12  11.81-12.60 0 0 1 0 1 1 , (0.93) 
13  12.61-13.40 0 2 0 0 0 2 , (1.85) 
14  13.41-14.20 0 2 0 0 0 2 , (1.85) 
15  14.21-15.00 1 5 1 0 1 8 , (7.40) 
16 15.01-15.80 1 2 0 0 0 3 , (2.78) 
17  15.81-16.60 1 3 0 0 0 4 , (3.70) 
18  16.61-17.40 1 0 0 0 0 1 , (0.93) 
19  17.41-18.20 0 1 0 0 0 1 , (0.93) 
20  18.21-19.00 0 0 0 0 0 0 , (0.00) 
21 19.01-19.80 2 0 0 0 0 2 , (1.85) 
22  19.81-20.60 0 2 0 0 0 2 , (1.85) 
23  20.61-21.40 0 0 0 0 0 0 , (0.00) 
24  21.41-22.20 0 1 0 0 0 1 , (1.85) 

25 0 with same homo- 
duplex migration 

0 12 2 8 10 
22 , 

(20.36) 

26 0 with  
homoduplex shift 1 1 0 1 1 3,(2.78) 

Total 17,(15.74) 73,(67.59) 9,( 8.33) 9,(8.33) 18(16.67) 108,(100.00) 

variants 11 20 6   2 7 23 
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ตารางที่ 3.8 จาํนวน allele variation ของ P. falciparum ในการศึกษาโดยวิธี  Nested PCR-HMA 

ภูมิภาคท่ีสํารวจ จํานวน Alleles variation Allelic variation No.  

North (N=11) 11 4,5,6,8,10,15,16,17,18,21,26 

West (N=51) 20 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,13,14,15,16,17,19,22,24,25,26 

South (N=17) 7 3,4,6,12,15,25,26 
 

 3.2 Multiplicity of infection (MOI) 
 จากการนับจํานวน heteroduplex band ที่เกิดขึ้นในแตละตัวอยางตรวจ พบวามี band มาก
ที่สุด 3 bands ซ่ึงพบเพียง 1 ตัวอยาง และจากผลของการทดสอบ HMA ไดจัดกลุมของผูติดเชื้อ
ออกเปน 2 กลุม ดังแสดงตารางที่ 3.9 คือ กลุมที่ติดเชื้ออยางนอย 1 สายพันธุ ซ่ึงหมายถึงพวกทีพ่บ 
heteroduplex 1 bands และพวกที่ไมพบ band (ซ่ึงหมายถึงติดเชื้ออยางนอย 1 สายพันธุ ที่เปน 
homoduplex) ทั้งนี้การทดสอบนี้ไมอาจสรุปไดวาการพบ heteroduplex 1 band หมายความวามีเพยีง 
1 สายพันธุเทานั้น เพราะอาจมีการติดเชือ้ที่เหมือนกับ Reference DNA จึงมีเฉพาะ band ซอน
ตําแหนงเดยีวกับ homoduplex อีกหนึ่งสายพันธุกไ็ด อีกกลุมหนึ่งคือพวกที่ตดิเชื้อมากกวา 1 สาย
พันธุ (อยางนอย 2 สายพนัธุหรืออาจมากกวา 2 สายพนัธุ) ซ่ึงหมายถึงพวกที่พบ hetreoduplex 2 
bands หรือ 3 bands  
 จากผลสํารวจ Multiplicity of infection (MOI) ของการติดเชื้อ P. falciparum ในการตรวจ
คร้ังนี้ ตัวอยางทั้งหมดในทุกภูมิภาคที่มกีารติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ (2 สายพันธุหรืออาจมากกวา 
2 สายพันธุ) เทากับ 28 ตัวอยาง คิดเปน 35.44% ดังแสดงตารางที่ 3.9 และพบวา ผูติดเชื้อใน
ภาคเหนือ พบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ มากกวาการติดเชื้อ 1 สายพันธุ (54.55% vs 45.45%) 
แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ภาคตะวันตกพบการติดเชื้อ 1 สายพันธุ มากกวาการติดเชื้อ
มากกวา 1 สายพันธุ (56.86% vs 41.18%) แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) และภาคใตพบวาผูตดิ
เชื้อเกือบทั้งหมด (94.11%) พบการติดเชือ้ 1 สายพันธุ มีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อทดสอบ
สถิติหาความสัมพันธของจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อ เปรียบเทยีบระหวางผูตดิเชื้อในภาคเหนือ
กับภาคตะวนัตกพบวา จํานวนสายพนัธุของการติดเชื้อไมแตกตางกันใน 2 ภูมิภาคขางตน (P>0.05) 
แตพบวาเมื่อเปรียบเทียบระหวางผูติดเชื้อในภาคเหนือกบัภาคใต และภาคตะวันตกกับภาคใต พบวา
วาจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 การคํานวณคาเฉลี่ย MOI เพื่อแสดงจาํนวนของสายพันธุของเชื้อที่พบในการตดิเชื้อใน
ผูปวย 1 คน คํานวณโดย จาํนวนผูปวยทีต่ิดเชื้อแตละแบบคือ 1, 2, 3 สายพันธุ คณูกับจํานวนสาย
พันธุที่ตรวจพบ (1,2,3) แลวหารดวยผูปวยทั้งหมด ซ่ึงการสํารวจครั้งนี้พบวา ภาคเหนือมีคา MOI 
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เฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 1.55 รองมาคือภาคตะวนัตก MOI เฉลี่ยเทากับ 1.41 และภาคใตพบวามีคา 
MOI เฉลี่ยนอยที่สุดเทากับ 1.06 และพบวาผูปวยทั้งหมด 79 ราย มีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 1.35 แสดง
ใหเห็นวาวาผูปวยในประเทศไทย 1 รายมีอัตราการติดเชือ้ P. falciparum มากกวา 1 สายพันธุ 
 
ตารางที่ 3.9 ผลการสํารวจ Multiplicity of P. falciparum infection โดยวิธี Nested PCR-HMA 

ภูมิภาคที่สํารวจ 
MOI เฉลี่ย 

จํานวนเชื้อ(สายพันธุ) 
ในแตละตัวอยางตรวจ  

P-value ทดสอบ
ระหวางภูมิภาค 

N, (%) 1 >1 P-value 

North, แมอองสอน(N=11) 1.55 5,(45.45) 6,(54.55) 0.139 North vs West 
=0.315 

North vs South 

=0.007* 

South vs West 

=0.005* 

West, กาญจนบุรี(N=51) 1.41 30,(58.83) 21,(41.18) 0.116 

South, สุราษฏรธานี(N=8) 1.12 7,(87.50) 1,(12.50) NC 

South, ยะลา(N=9) 1.00 9,(100.00) 0,(0.00) NC 

South,รวม (N=17) 1.06 16, (94.11) 1,(5.88) 0.003* 

รวม ,(N=79) 1.35 51,(64.56) 28,(35.44) - 

*Significant value, p<0.05 (Fisher’s exact test) 
 

 เมื่อเปรียบเทียบจํานวน parasitemia กับจํานวนสายพนัธุของการติดเชื้อ (MOI) พบวา
จํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาผูที่ติดเชื้อ 1 สายพันธุ มคีาเฉลี่ยของ parasitemia สูง
กวากลุมที่ตดิเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ เล็กนอย (25.00 vs. 21.88 parasite/μl x103) แสดงในตารางที่ 
3.10 แตจากการทดสอบทางสถิติพบวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (Mann Whitney U test) 
 
ตารางที่ 3.10 แสดงจํานวน parasitemia ของ P. falciparum (parasite/μl) กับจํานวนของสายพันธุ
ของเชื้อ จากการศึกษาโดยวธีิ Nested PCR-HMA 
จํานวนเชื้อในแตละ 
ตัวอยางตรวจ 

(สายพันธุ)  

Parasitemia (Parasite/μlx103)  
P-value 

Median Max Min SD 

1  25.00 797.50 5.00 122.05 0.670 

มากกวา 1   21.88 403.75 2.50 95.05 

รวม 23.75 797.50 5.00 112.64  
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 3.3 Allele variation และ ปจจัยตางๆ 
 การศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene โดยวธีิ Nested PCR- HMA กับความ
เกี่ยวของกับปจจัยตางๆ ทําโดยการจดักลุมของ allele variation เปนกลุมใหญๆ โดยแบงออกเปน 5 
กลุมตามการเคลื่อนที่ของ heteroduplex ซ่ึงสอดคลองกับการมีลําดบัเบสเหมือนหรือแตกตางจาก 
reference DNA มากนอยเพยีงใด คือ กลุม I (mostly different) เปนพวกที่แตกตางจาก reference 
DNA มากที่สุด, กลุม II (highly different) เปนพวกที่แตกตางจาก reference DNA มาก, กลุม III 
(moderate different) เปนพวกทีแ่ตกตางจาก reference DNA ปานกลาง, กลุม IV (highly related) 
เปนพวกที่คลายกับ reference DNA และกลุม V (mostly similar) เปนพวกที่เหมือนกับ reference 
DNA มากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 3.11 และตารางที ่3.12 
 จากการแบงกลุมดังกลาว เมือ่เปรียบเทียบ genetic variation ของ Pfmsp1 gene จากจาํนวน
ที่ตรวจพบทั้งหมด 108 isolates (ตารางที่ 3.11) สวนใหญเชื้อจัดอยูในกลุม II  จํานวน 41 isolates 
รองลงมาคือกลุม III จํานวน 31 isolates และพบนอยที่สุดคือกลุม I พบเพียง 3 isolates (2.80%) 
โดยพบวาภาคเหนือพบเชื้อทีจั่ดอยูในกลุม III มากที่สุดจาํนวน 7 isolates (41.20%) รองลงมาคือ
กลุม II จํานวน 5 isolates (29.40%) และไมพบเชื้อในกลุม V สวนภาคตะวันตกพบเชื้อที่จัดอยูใน
กลุม II มากที่สุดจํานวน 31 isolates (42.50%) รองลงมาคือกลุม III จํานวน 22 isolates (30.10%) 
และภาคใตพบเชื้อที่จัดอยูในกลุม V มากที่สุด จํานวน 10 isolates (55.50%) รองลงมาคือกลุม II 
จํานวน 5 isolates (27.80%) แตไมพบเชื้อในกลุม IV  
  
ตารางที่ 3.11 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V แยกตามภูมภิาค  

Group MI range (%) Mean MI 

จํานวนที่พบรวม N, (%) 

รวม North West South 

I (Mostly different) 0 (with homoduplex shift) 0.00 1 , (5.90) 1 , (1.40) 1 , (5.60) 3 , (2.80) 

II (Highly different) 3.00-9.40 6.20 5 , (29.40) 31 , (42.50) 5 , (27.80) 41 , (38.00) 

III (Moderate different) 9.41-15.80 12.61 7 , (41.20) 22 , (30.10) 2 , (11.10) 31 , (28.70) 

IV (Highly related) 15.81-22.20 19.01 4 , (23.50) 7 , (9.60) 0 , (0.00) 11 , (10.20) 

V (Mostly similar) 0 (with homoduplex same migration) 0.00 0 , (0.00) 12 , (16.40) 10 , (55.50) 22 , (20.30) 

รวม 17,(100.00) 73,(100.00) 18,(100.00) 108,(100.00) 
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 เมื่อเปรียบเทียบ genetic variation โดยจัดกลุม I–V กับสัญชาติของผูติดเชื้อ พบวาผูติดเชื้อ
ที่มีสัญชาติไทยตรวจพบ 81 isolates สวนใหญเปนเชื้อในกลุม II จํานวน 31 isolates (38.30%) และ
รองลงมาอยูในกลุม III จํานวน 20 isolates (24.70%) สัญชาติกระเหรี่ยงติดเชื้อทีจ่ัดอยูในกลุม II 
และกลุม III  เทากัน จํานวนกลุมละ 6 isolates (40.00%) สัญชาติพมาพบเชื้อ 8 isolate โดยติดเชื้อที่
จัดอยูในกลุม II มากที่สุด จาํนวน 4 isolates (50.00%) รองลงมาคือกลุม III (25.00%) สัญชาติมอญ
และสัญชาติลาวติดเชื้อทีจ่ัดอยูในกลุม III และ กลุม V จาํนวน 3 และ 1 isolate ตามลําดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 3.12 
 จากตาราง 3.13 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V เทียบกับปริมาณ 
parasitemia (median) พบวาในกลุม III มคีา parasitemia เฉลี่ยสูงสุดเทากับ 30.00 x103 parasite/μl 
รองลงมาคือ กลุม II มีคา parasitemia เฉลี่ยเทากับ 25.00 x103 parasite/μl สวนกลุมที่มีคา 
parasitemia เฉลี่ยต่ําสุดคือ กลุม V มีคา parasitemia เทากับ 16.88 x103 parasite/μl 
 
ตารางที่ 3.12 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V แยกตามสัญชาติ  

Group of genetic 
diversity 

 

MI range 
(%) 

Mean แยกตามสัญชาต ิN, (%) 
รวม MI 

(%) 
ไทย กะเหรี่ยง พมา ลาว มอญ 

I (Mostly different) 
0 

(with homoduplex 
shift) 

0.00 
3  

(3.70) 
0  

 (0.00) 
0  

(0.00) 
0  

(0.00) 
0  

(0.00) 
3 

 (2.80) 

II (Highly different) 3.00-9.40 6.20 
31  

(38.30) 
6  

(40.00) 
4   

(50.00) 
0  

 (0.00) 
0  

(0.00) 
41 

(38.00) 

III (Moderate different) 9.41-15.80 12.61 
20  

(24.70) 
6  

 (40.00) 
2  

(25.00) 
0 

(0.00) 
3  

(100.00) 
31  

(28.60) 

IV (Highly related) 15.81-22.20 19.01 
8  

(9.80) 
2  

 (13.30) 
1  

(12.50) 
0  

(0.00) 
0  

(0.00) 
11  

(10.20) 

V (Mostly similar) 
0 (with homoduplex 

same migration) 
0.00 

19  
(23.50) 

1  
 (6.70) 

1   
(12.50) 

1  
(100.00) 

0 
 (0.00) 

22  
(20.40) 

รวม 
81 

(100.00) 
15 

(100.00) 
8 

(100.00) 
1 

(100.00) 
3 

(100.00) 
108 

(100.00) 
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ตารางที่ 3.13 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V เทียบกับปริมาณ Parasitemia  
Group of genetic 

diversity 
MI range (%) Mean MI (%) Median 

(parasite/μl x103) 
Max Min SD 

I (N= 3) 
(Mostly different) 

0 
(with homoduplex shift) 

0.00 17.50 13.13 1.75 65.67 

II (N= 41) 
(Highly different) 

3.00-9.40 6.20 25.00 79.75 0.63 137.66 

III (N= 31) 
(Moderate different) 

9.41-15.80 12.61 30.00 40.38 0.25 80.73 

IV (N= 11) 
(Highly related) 

15.81-22.20 19.01 20.61 40.38 0.63 136.09 

V (N= 22) 
(Mostly similar) 

0 
(with homoduplex 
same migration) 

0.00 16.88 13.00 0.75 27.27 

 

4. วิธี Multiplex nested PCR-RFLP สําหรับศึกษายีนดื้อยา Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76   
 4.1 ผลการศึกษายนีดื้อยา Pfmdr1 ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt ที่ตําแหนง codon 76 
  การศึกษาการเกิด mutation ของ Pfmdr1 gene ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt gene ที่
ตําแหนง codon 76 ของเชื้อ P. falciparum โดยทําการสุมตัวอยางจาก 2 จังหวดั คือ จังหวดั
กาญจนบุรี และจังหวัดสุราษฏรธานี จํานวน 43 ตัวอยาง และทําการสกดั DNA จาก Whatman filter 
paper โดยใชวิธี Chelex จากนั้นนาํ DNA ที่ไดมาทํา Multiplex nested PCR และติดตามผลผลิต 
PCR product โดยทํา gel electroporesis ผลการทํา Multiplex nested PCR ของ Pfmdr1 gene ได
ขนาดเทากับ 418 bp และ pfcrt gene ขนาดเทากับ 145 bp ดังแสดงในรูปที่ 3.5  
             จากการสุมตัวอยางมา 43 ตัวอยาง จากจังหวัดกาญจนบุรี และจังหวัดสุราษฏรธานี ผลการ
ทํา Multiplex nested PCR พบวาสามารถ amplify Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene สําเร็จจํานวน 25 
ตัวอยาง คิดเปน 58.14 % ทั้งนี้ไดคัดตวัอยางที่ amplify Pfmdr1 gene หรือ Pfcrt gene ไมได ออก
จากการวิเคราะหขอมูลในตอนตอไป 
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รูปท่ี 3.5 แสดงผล PCR product ของ Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene 
  M คือ DNA marker (100 bp) 
  Laneที่1-15 คือ ตัวอยางตรวจที่พบ Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene 
  Lane ที่ 16 คือ Positive control (P. falciparum สายพันธ K1ซ่ึงเปนสายพันธุที่ดื้อ
   ยา Choroqine) 
  Lane ที่ 17 คือ Negative control (Human blood DNA) 

   
  จากตัวอยางเลอืดผูปวยที่ตดิเชื้อ P. falciparum จํานวน 25 ตัวอยาง เมื่อทํา multiplex nested 
PCR จะได DNA ที่มีขนาดของ Pfmdr1 gene 418 bp และ Pfcrt gene ขนาด 145 bp และนํา PCR 
product ที่ไดมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ ApoI หรือการทํา restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ซ่ึง PCR product ที่ไดจากการตดัดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ หากเปน wild type 
ของ Pfmdr1 geneที่ตําแหนง condon 86 (N86) จะถูกตดัใหมีขนาด 239 bp และ 179 bp หากเปน 
mutant จะมีขนาด DNA 418 bp (รูปที่ 3.6) สวน Pfcrt gene ที่ตําแหนง codon 76 (76T) หากเปน 
wild type จะถูกตัดใหมีขนาด 98 bp และ 47 bp ถาหากเปน mutant จะมีขนาด DNA 145 bp โดยผล
การตรวจสามารถอานผลไดชัดเจนทั้ง 25 ตัวอยาง 

  M      1       2        3       4        5        6       7          8        9      10     11      12      13      14     15    16    17 

418 bp 

145 bp 
100 

200 

300 
400 
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รูปท่ี 3.6 แสดงผล PCR product ของ Multiplex nested PCR –RFLP ของ Pfmdr1 geneที่ตําแหนง 
codon 86 และ Pfcrt gene ที่ตําแหนง codon 76 (แสดงผลการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะบางสวน) 
 M คือ DNA marker (100 bp) 
 BS1 คือ ตัวอยางที่ 1 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS1 คือ ตัวอยางที่ 1 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน pfmdr1(86Y)/ Pfcrt
  (76T), (M/M) 
 BS2 คือ ตัวอยางที่ 2 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS2 คือ ตัวอยางที่ 2 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน Pfmdr1  (N86)/ Pfcrt
  (76T), (W/M) 
 BS3 คือ ตัวอยางที่ 3 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS3 คือ ตัวอยางที่ 3 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน Pfmdr1 (N86)/ Pfcrt
  (76T), (W/M) 
  หมายเหตุ W = Wild type     M = Mutant 
 
 4.2 การเปรียบเทยีบ Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 drug resistant marker กับ genetic variation ของ 
Pfmsp1 gene 

  จากตารางที ่ 3.14 แสดงการศึกษา genotype ของยีนดื้อยาที่สุมเลือกมาจาก 2 จังหวดั คือ 
จังหวดักาญจนบุรีและสุราษฎรธานี จํานวนทั้งหมด 25 ตัวอยาง ตรวจพบวามีสายพันธุที่เปนชนิด 
mutant ของ Pfmdr1 86 gene จํานวนทัง้หมด 10 ตัวอยาง (40%) โดยพบในจังหวัดกาญจนบรีุ 5 
ตัวอยาง (20%) และจังหวดัสุราษฎรธานี 5 ตัวอยาง (20%) สวนสายพันธุที่เปนชนิด wilde type 
จํานวนทั้งหมด 15 ตัวอยาง (60%) และพบวาเปนสายพนัธุที่เปนชนิด mutant ของ Pfcrt 76 gene ทุก
ตัวอยาง (100%) 

500 bp 
400 bp 
300 bp 
200 bp 

 

100 bp 

418 bp 
 
239 bp 
175 bp 
145 bp 

 

     M            BS1          AS1          BS2            AS2             BS3           AS3 
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 เมื่อนํามาศึกษาความสัมพันธของเชื้อสายพันธุที่เปน Pfmdr1 86 mutation กับการตดิเชื้อ
มากกวา 1 สายพันธุ พบวาผูที่ติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ พบวาเปน Pfmdr1 86 ชนิด Wilde type 
มากกวา mutant แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 3.15) 
 
ตารางที่ 3.14 แสดงผลการศึกษา Genotype ของ Pfmdr1 gene ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt gene 
ที่ตําแหนง codon 76 ใน P. falciparum ที่แยกไดในจงัหวัดกาญจนบุรีและสุราษฎรธานี โดยวธีิ 
Multiplex nested  PCR-RFLP 

จังหวัด 

Genotyping of Pfmdr1 codon 86 / Pfcrt codon 76 N, (%) 

Pfmdr1 codon 86   Pfcrt codon 76 

W (Wilde type) M (Mutant) W (Wilde type) M (Mutant) 

กาญจนบุรี  (N=17) 12 , (48.00) 5 , (20.00) 0 , (0.00) 17 , (68.00) 

สุราษฎรธาน ี (N=8) 3 , (12.00) 5 , (20.00) 0 , (0.00) 8 , (32.00) 

รวม (N=25) 15 , (60.00) 10 , (40.00) 0 , (0.00) 25 , (100.00) 

 
ตารางที่ 3.15 แสดงผลการศึกษา Genotype ของ Pfmdr1 86 ใน P. falciparum และ Multiplicity 
 

การติดเชื้อ Pfmdr1 86 mutant Pfmdr1 86 wilde type P-value 

  1  สายพันธุ 7 7 0.231 
>1  สายพันธุ 3 8 

รวม 10 15  
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ตารางที่ 3.16 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดบัสัมพันธกับการเกิด mutant 
Pfmdr1 86 gene และ Pfcrt 76 gene 

Group of genetic 
diversity 

 

MI range 
 

Mean  Pfmdr1 gene Pfcrt gene Co mutation 

MI  Mutant Wild type  Mutant 
of  

Pfmdr1/Pfcrt 

I (N= 3) 
(Mostly different) 

0 
( with homoduplex 

shift) 
0.00 0, (0.00) 0, (00.00) 0, (0.00) 0, (0.00) 

II (N= 41) 
(Highly different) 

3.00-9.40 6.20 4, (30.76) 14, (60.86) 18, (50.00) 4, (30.76) 

III (N= 31) 
(Moderate different) 

9.41-15.80 12.61 2, (15.39) 3, (13.04) 5, (13.89) 2, (15.38) 

IV (N= 11) 
(Highly related) 

15.81-22.20 19.01 2, (15.39) 4, (17.39) 6, (16.67) 2, (15.38) 

V (N= 22) 
(Mostly similar) 

0 
(with homoduplex 
same migration) 

0.00 5, (38.46) 2, (8.69)  7, (19.44) 5, (38.76) 

รวม 
13 

(100.00) 
23 

 (100.00) 
36 

(100.00) 
13 

(100.00) 

 

 จากตารางที่ 3.16 เปรียบเทียบ Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 drug resistant marker กับ genetic 
variation โดยการจัดกลุม จากตัวอยางตรวจ 25 ตัวอยาง ตรวจพบเชือ้ดวย PCR-HMA ทั้งหมด 36 
isolates ไมพบสายพันธุที่อยูในกลุม I และเปนเชื้อที่มี Pfmdr1 86 mutation 13 isolates wilde type 
23 isolates การเกิด co-mutation ระหวาง Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 พบ 13 isolates ในจํานวน13 
isolates ที่ Pfmdr1 86 เกิด mutation เชือ้สวนใหญอยูในกลุม V จํานวน 5 isolates (38.46%) 
รองลงมาคือ กลุม II จํานวน 4 isolates (30.76%) 
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  บทที่ 4 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 การศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรม (genetic diversity) ของเชื้อ P. falciparum 
สามารถศึกษาจาก ความหลากหลายของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนในบางระยะของเชื้อ หรือ
โปรตีนที่ผิวของเชื้อที่มีคุณสมบัติเปน antigen เชน โปรตีนบนผิวเมอรโรซอยต (merozoite surface 
protein) ซ่ึงปจจุบันพบวา Pfmsp1 gene ในตําแหนง block 2 เปนยีนที่มีลําดับเบสที่มีความผันแปร
สูง ซ่ึงใชเปน genetic marker ในการแยกความหลากหลายของสายพันธุไดเปนอยางดี (Snounou & 
Snounou, et al., 1993; Beck, 1998; Ngernngarmlert, et al., 2005) ในการศึกษาความผันแปรของ 
Pfmsp1 gene  ในงานวิจยัตางๆ ไดใชวธีิ Nested PCR ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานในการแยกสายพันธุ 
(Snounou, et al., 1999; Ghanchi, et al., 2010; Kang, et al.,2010 ) ซ่ึงวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดอยู เชน 
ถาขนาดของ DNA ที่มีจํานวนเบสตางกนัเล็กนอยจะแยกความตางของ band ไมได หรือหากมีลําดับ
เบสที่ตางกันแตจํานวนเบสเทากันก็ไมสามารถแยกความตางไดเชนกนั หรือในขัน้ตอนการ amplify 
Pfmsp1 gene จะตองแยก specific primer เปน 3 หลอดในการทํา PCR รอบที่ 2 ซ่ึงจะตองใชหลอด
จํานวนมากในการทําแตละครั้ง ทําใหส้ินเปลืองเวลา และคาใชจาย วิธี Heteroduplex Mobility 
Assay (HMA) ซ่ึงเปนวิธีที่งายและราคาถูก จึงถูกนํามาศึกษาความแตกตางของสายพันธุของเชือ้
ไวรัสชนิดตางๆ ไดเปนอยางดี (Zou, et al., 1998; Wang, & Hiruki, 2001; Kuroiwa, et al., 2004; 
Soares, et al., 2004) และมีรายงานวจิัยแสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่สามารถตรวจพบความแตกตางของ 
DNA ทั้งจํานวนเบส แมเพยีง 1 เบส การเกิดเบสเพิ่มขึ้น (insertion) หรือลดลง (deletion) หรือแมแต
การเปลี่ยนไปของเบสในตําแหนงตางๆได (Zou, et al., 1998)  
 ในการวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวธีิ Nested PCR-Heteroduplex Mobility Assay (Nested PCR-
HMA) เพื่อศึกษา genetic variation ของ P. falciparum ในประเทศไทย ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานมา
กอน พบวาตัวอยางเลือดของผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum เมื่อทํา Nested PCR จะได PCR product 
ที่มี Pfmsp1 gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 300-400 bp ครบทั้ง 79 ตัวอยาง ซ่ึงประสบความสําเร็จในการ 
amplify Pfmsp1 gene คิดเปน 100% แสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่มีความไวสูง (100%) ในการ amplify 
gene เปาหมาย Pfmsp1  
 สวนในการศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene โดยพัฒนาการตรวจหาความ
หลากหลายดวยวิธี HMA ซ่ึงยังไมเคยมีการศึกษาใน P. falciparum มากอน ผูวิจยัไดทดสอบสภาวะ
อันเหมาะสมโดยใช DNA ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 มาเปน reference DNA ทํา
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ปฏิกิริยากับ DNA ของ P. falciparum สายพันธุ K1 ที่ไดจากการ culture และตรวจสอบ band ของ 

heteroduplex พบวาการใช PCR product อยางละ 5 μl denature ที่ 98 °C 3 นาที reannealling อยาง
นอย 15 นาท ีrun ใน polyacrylamide gel 12% และใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 mA ใชเวลาประมาณ 1 
ช่ัวโมง 30 นาที สามารถแยกความตางของ homoduplex และ heteroduplex ที่เกิดไดชัดเจน จะเหน็
วาสามารถใชการแยกสายพนัธุหรือความหลากหลายของเชื้อ P. falciparum ไดสะดวกรวดเร็ว 
เหมาะกับการตรวจตวัอยางตรวจจํานวนมากมากพรอมๆ กัน 
 เมื่อเทียบกับงานวิจยัอ่ืนๆ ใชเวลานานกวา เชน Kuroiwa และคณะใน ป 2004 (Kuroiwa, et 
al., 2004) ที่สามารถแยกสายพันธุของ Respriratory Syncytial Virus group A strian ซ่ึงแยกได 31 
pattern โดยใช 5% polyacrylamide gel ความตางศักย 150 V เวลา 3 ช่ัวโมง และจากงานวจิัยของ 
Wang และ Hiruki (Wang & Hiruki, 2001) ไดใชวิธี HMA สําหรับใชแยก และหาความแตกตางของ 
phytoplasmas ใน Aster Yellows Group และ Clover Proliferation ซ่ึงใชวิธี HMAโดยใช 5% 
polyacrylamide gel  ใชความตางศักย 200 ถึง 250 V ใชเวลา 3 ถึง 4 ชั่งโมง แตก็มีงานที่ใชเวลานอย
กวาการศกึษาครั้งนี้ เชน งานวิจยัของ Soares และคณะใน ป 2004 (Soares, et al., 2004) ศึกษาความ
แตกตางของสายพันธุ Enteric Adenoviruses โดยวิธี HMA พบวาตรวจพบ 22 isolate ใช 6% 
polyacrylamide gel ความตางศักย 110 V เวลารวดเรว็เพยีง 75 นาท ี
 ซ่ึงความแตกตางของการใช % gel และเวลาในการ run gel อาจขึ้นอยูกับขนาดของ PCR 
product ที่นํามาทดสอบ HMA กระแสไฟฟาที่ใช และขนาดของแผน gel อยางไรก็ตามในการศึกษา
คร้ังนี้พบวาการใช gel 12% ในขนาด gel 0.75 mm 10×10 cm. และใชเวลาเพียง 1 ชั่วโมง 30 นาที ก็
สามารถแยกความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ได จึงจดัวาเปนการทดสอบที่สะดวกรวดเรว็ และ
ราคาประหยัด  
 การตรวจสอบคุณภาพของการทดสอบดวย HMA ที่พัฒนาขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 3.4-3.5 
พบวา การทดสอบมีความแมนยําสูง แสดงจากการตรวจวัดคา MI สําหรับ heteroduplex band ซ่ึงให
คาความแปรปรวนหรือ CV เทากับ 5.59% และในการตรวจวัดคา MI สําหรับ single stranded DNA 

band ใหคา CV เทากับ 8.26% จัดวามีความคลาดเคลื่อนอยูในระดับทีย่อมรับได (<10%) นอกจากนี้
การทดสอบซ้ํา ยังแสดงใหเห็นวาผลการตรวจซ้ํา 3 คร้ัง ในตัวอยางตรวจเดียวกันจํานวน 10 
ตัวอยาง ใหผลของ MI ที่จัดเปน allelic variation No. เหมือนเดิม รวมทั้งการตรวจสอบ 
heteroduplex band ที่เกิดขึน้ไดจํานวน band เทาเดิมทกุตัวอยางตรวจ แสดงใหเหน็วาการทดสอบ 
HMA ที่พัฒนาขึ้น มีความถูกตองแมนยําเชื่อถือได 
 จากการทดสอบ HMA ที่พัฒนาขึ้น ระหวาง reference DNA สายพนัธุ MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ซ่ึงเปนสายพันธุเดี่ยวที่เพาะเลี้ยงไว พบวาเกิด heterodulpex 1 band จะสามารถบงชี้วามี
เชื้อ 1 สายพันธุในตัวอยางตรวจ นอกจาก reference MAD20 นอกจากนี้การทดสอบแสดงใหเห็นวา
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หากทดสอบสายพันธุเดยีวกนัเชน reference MAD20 กับ reference MAD20 หรือ K1 กับ K1 จะไม
เกิด heteroduplex band ขึ้น แตจะพบเพียง homoduplex band อยางเดยีว แสดงใหเห็นถึงความ
ถูกตองของวิธี HMA ที่พัฒนาขึ้นในครัง้นี้ (accuracy 100%) และพบวาจากการทํา nucleotide 
sequencing สายพันธุ K1 มีลําดับเบสแตกตางจาก reference DNA ทั้งนี้เมื่อเทียบลําดับเบสของ 
Pfmsp1 reference DNA กับ K1 culture พบวามีขนาดตางกนั 82 bp และมคีวามเหมือนกนั 
(similarity) เพียง 77 % (โดย BLAST Assembled RefSeq Genomes) ซ่ึงสอดคลองกับการจัดกลุม
ของ K1 ตามคา MI ที่มีคาในกลุม II (highly different)  
 จากการทดสอบความถูกตองแมนยําทั้งหมดดังกลาว แสดงใหเห็นวาการทดสอบ HMA ที่
พัฒนาขึ้น มคีวามถูกตองแมนยําเชื่อถือได อยางไรกต็ามการศึกษาครั้งนี้ยังไมไดทํา nucleotide 
sequencing ของเชื้อที่แยกได เพื่อเปนการยืนยนัผล จึงควรศึกษาดวยลําดับเบสของสายพันธุของเชือ้
ตอไป 
 การนํา Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้นนี้ ทดสอบกับตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง 
พบวา โดยวิธีนี้สามารถตรวจพบเชื้อ P. falciparum จํานวน 108 isolate และจดั allelic variation No. 
ตางๆ ตามคา MI พบวาการศึกษาจากการพัฒนาวิธี HMA และใช MAD20 เปน reference DNA 
สามารถตรวจพบ allele variation ไดทั้งสิ้น 23 variants แสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่สามารถตรวจหา
ความหลากหลายของ P. falciparum ไดเปนอยางดี ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อที่พบในประเทศไทยสวน
ใหญอยูใน family MAD20 และมีความผนัแปรทางพันธุกรรมสูง จึงตรวจพบความหลากหลายของ
เชื้อจํานวนมาก ซึ่งสอดคลองกับจากงานวจิัยที่ผานมาพบวา ความถี่ของ family MAD20 จะพบมาก
ในประเทศไทย พมา อิหราน ปากีสถาน และ โคลอมเบีย (Snounou, et al., 1999; Gomez, et al., 
2002; Kang et al., 2010) ในขณะที่ประเทศฝรั่งเศส กัวนา และเปรู จะพบความถี่ของ family K1 
มากกวา (Ariey, et al., 1999; Takala, et al., 2002) อยางไรก็ตามเปนไปไดวาหากพฒันาวิธี HMA 
โดยเพิ่ม reference DNA ทั้ง 3 family อาจชวยแยกสายพนัธุไดละเอยีดมากยิ่งขึ้น และอาจพัฒนาให
สามารถระบุ family และ subfamily ไดดวย 
 ผลการศึกษาโดยเทคนิค Nested PCR-HMA ในครั้งนี ้ พบความหลากหลายของสายพันธุ
ของ P. falciparum มากกวาที่เคยศกึษาในประเทศไทย เชน การศึกษา genetic variation ของ 
Pfmsp1 gene ดวยวิธีอ่ืนๆ พบวา จากงานวจิัย ของ Snounou และคณะ ในป 1999 (Snounou, et al., 
1999) ศึกษาความแตกตางของยีน Pfmsp1 ในประชากรไทย วิเคราะหดวยวิธี Nested PCR โดย
ศึกษาทั้ง 3 family คือ family allele K1, MAD20 และ RO33 พบวาม ีalleles variation 10 variants 
อยางไรก็ตามอาจแตกตางในชวงเวลาในการศึกษา สถานที่ศึกษา และจํานวนตวัอยางตรวจ ดังนั้น
ควรทําการศึกษาทั้งสองวิธีในกลุมตัวอยางเดียวกัน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของทั้งสองวิธีใน
การแยกความหลากหลายของสายพันธุที่แทจริงตอไป 
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 อยางไรก็ตามการพบ allele variation จํานวนมากในครั้งนี้ อาจเปนไปไดเชนกันวา เชื้อ P. 
falciparum ในประเทศไทยมีความหลากหลายของสายพันธุเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมา 
(Zwetyenga, et al.,1998; Farnert, et al., 1999; Hoffmann, et al., 2001; Aubouy, et al., 2003; 
Aliehsan, et al., 2007;) รายงานวา ในพื้นทีท่ี่มีความหลากหลายของสายพันธุมาก อาจหมายถึงมกีาร
แพรกระจายการติดเชื้อมาก ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับเชื้อดื้อยา และการเคลื่อนยายของผูคนจากแหลง
ระบาด ซ่ึงสอดคลองกับสภาวะของประเทศไทยที่พบเชื้อที่ดื้อตอยามากขึ้น และมีการเคลื่อนยาย
แรงงานตางดาวเขาสูปะเทศไทยมากขึ้น (กรมการจัดหางาน สํานักบรหิารแรงงานตางดาว, 2552) จึง
สมควรศึกษาเพิ่มเติมและเฝาระวังการแพรกระจายเชื้อตอไป 
 จากงานวิจยัในตางประเทศที่ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR 
ตอการตรวจหา allele variation ทั้ง 3 family ของ P. falciparum พบความหลากหลายของสายพันธุ
แตกตางไปในแตละประเทศ เชน งานวิจยัของ Aubouy และคณะ (Aubouy, et al., 2003) ในป ค.ศ 
2003 ไดศึกษา polymorphism ใน Pfmsp1 ในประเทศการบอลน ดวยวธีิ Nested PCR พบวา allele 
variation ทั้งหมด 25 variants จากการศึกษาของ Aliehsan และคณะ (Aliehsan, et al., 2007) โดยได
ศึกษาจาก polymorphism ของยีน Pfmsp1 ที่แยกไดจากประเทศอิหราน ในป ค.ศ 2007 ดวยวธีิ 
Nested PCR พบ allele variation ทั้งหมด 9 variants จากการศึกษาสายพันธุของ P. falciparum ใน
ประเทศปากีสถาน โดย Ghanchi และคณะ (Ghanchi, et al., 2010) ซ่ึงผูวิจัยไดทําการศึกษาตั้งแต ป 
ค.ศ. 2005-2007 พบแบบแผนของ allele variation ของ Pfmsp1 ทั้งหมด 25 variants และจาก
รายงานการวิจยัของ Kang และคณะ (Kang, et al., 2010) ในป ค.ศ. 2010 ทําการศึกษาถึงความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน Pfmsp1 ในประเทศพมา โดยวิธี Nested PCR พบ allele variation 
ทั้งหมด 15 variants 
 เมื่อแยก allele variation ของ P. falciparum ที่พบในแตละภูมิภาค พบวาภาคตะวนัตกพบ 
allele variation มากที่สุดจํานวน 20 variants รองมาคือ ภาคเหนือ พบจํานวน 11 variants และ
ภาคใตพบนอยที่สุดจํานวน 7 variants ในภาคตะวันตกพบ genetic diversity มากกวาภาคอื่นๆ อาจ
สอดคลองกับการอยูอาศัย การเคลื่อนยายเดินทางระหวางชายแดนไทยที่ติดตอกับเพื่อนบาน โดย
ทางภาคตะวันตกเปนเขตตดิตอกับประเทศพมา ซ่ึงจะมีการเคลื่อนยายเขามาอาศัยทํางาน หรือ
เดินทางไปมาระหวางทั้งสองประเทศ (กรมการจัดหางาน สํานักบริหารแรงงานตางดาว, 2552) ซ่ึง
เขตพื้นที่ดังกลาวจัดเปนพื้นที่ระบาดของมาลาเรีย และพบเชื้อดื้อยาเปนจํานวนมาก (Mutsuo, et.al., 
2003) อาจเปนปจจัยการแพรระบาดของเชือ้ตางสายพันธุในบริเวณดังกลาวไดงายขึ้น 
 จากการสํารวจการติดเชื้อ P. falciparum มากกวา 1 สายพันธุ หรือ multiplicity of infection 
(MOI) พบวาภาคเหนือมีคา MOI เฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 1.55 รองมาคือภาคตะวันตก MOI เฉลี่ย
เทากับ 1.41 และภาคใตพบวามีคา MOI เฉลี่ยนอยที่สุดเทากับ 1.06 โดยมีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 1.35 
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ซ่ึงแสดงวามีอัตราการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุในผูติดเชื้อ 1 คน ทั้งนี้ใกลเคียงกับงานวิจยัตางๆ 
เชน เมื่อเทียบกับงานวจิัยของ Snounou และคณะ ในป 1999 (Snounou, et al., 1999) การติดเชือ้
มากกวา 1 สายพันธุ ในประเทศไทยซึ่งทําการสํารวจ 4 คร้ัง พบวา คา MOI เทากับ 1.87, 1.55, 1.83 
และ 1.59 ตามลําดับ จากงานวิจัยของ Ghanchi และคณะ (Ghanchi, et al., 2010) ไดทําการศึกษาการ
ติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุใน 3 พื้นที่ของประเทศปากีสถาน พบวามีคา MOI เฉลี่ย 1.26, 1.23 และ 
1.11 ตามลําดับ การวิจยัของ Kang และคณะ (Kang, et al., 2010) ในป ค.ศ. 2010 ทําการศึกษาใน
ประเทศพมาพบวา คา MOI เทากับ 2.03 แตแตกตางกบัวิจัยที่ของ Baruah และคณะในป 2009 
(Baruah, et al., 2009) ในประเทศอินเดยี พบวามีอัตราการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ ที่สูงกวา
งานวิจยัคร้ังนี้ โดยมีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 3.31, 3.52 และ 4.12 ตามลําดับ 
 จากตารางที่ 3.9 พบวาผูติดเชื้อในภาคเหนอืมีแนวโนมพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
มากกวาภาคอืน่ๆ และภาคใตพบวาผูติดเชือ้เกือบทั้งหมด (94.11%) พบการติดเชื้อ 1 สายพันธุ และ
จากผลการวิจยัรายงานวา การติดเชื้อผสมมากวา 1 สายพันธุเกี่ยวของกับการดื้อยาของเชื้อ (Raj, et 
al., 2004; Heidari, et al., 2007) ผูติดเชื้อในภาคเหนือมแีนวโนมพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
อาจสอดคลองกับรายงานการรักษาผูติดเชือ้ในภาคเหนือ ซ่ึงมีอัตราการรักษาหายต่ํากวาภาคอื่นๆ 
โดยเฉพาะเมื่อเทียบกับภาคใตซ่ึงมีอัตราการรักษาหายสูงที่สุด (Chaijaroenkul, et al., 2005)  
 ทั้งนี้จากการตรวจพบการตดิเชื้อมากกวา 1 สายพันธุดังกลาว อาจมหีลายปจจัยทีเ่กีย่วของ 
เชน ตัวเชือ้เองซึ่งมีกลไกลการสรางความหลากหลายของพันธุกรรม ทําใหเชื้อหลบหนีจาก
ภูมิคุมกันของรางกาย หรือภาวะภูมิคุมกนัของผูติดเชื้อเอง และเชื้อมีการดื้อตอยาตานมาลาเรียมาก
ขึ้น รวมทั้งการอพยพเคลื่อนยาย การเดินทางระหวางประเทศจากแหลงระบาดเพิ่มมากขึ้น (Ntoumi, 
et al., 1995; Bendixen, et al., 2001; Hoffman, et al., 2001; Aubouy, et al., 2003) หรืออาจเกิดจาก
การ cross fertilization meiotic recombination ระหวางมกีารเจริญในยุง (Snounou, et al., 1999; Raj 
et al., 2004)  
 เมื่อเปรียบเทียบจํานวน parasitemia กับจํานวนการติดเชื้อ (MOI) พบวาจํานวนตัวอยาง
ตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาผูที่ติดเชื้อมากกกวา 1 สายพันธุ มีคาเฉลี่ยของ parasitemia ต่ํากวา
กลุมที่ติดเชื้อ 1 สายพันธุ เล็กนอย (21.88 vs. 25.00 Parasite/μlx103) แสดงในตารางที่ 3.10 แตไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) แสดงใหเหน็วาจํานวนของสายพันธุของการติดเชื้ออาจไมเกี่ยวของกบั
จํานวน parasitemia ซ่ึงไดผลเชนเดียวกับงานวิจยัของ Aubouy และคณะใน ป 2003 (Aubouy et al., 
2003) แตตางจากงานวิจยัของ Mutsuo และคณะใน ป 2003 (Mutsuo, et.al 2003) 
 ในการศึกษาครั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับปจจัยที่เกี่ยวของกับสายพันธุของเชื้อ พบวาจากการ
แบงกลุมดังกลาวเมื่อเปรียบเทียบ genetic variation ของ Pfmsp1 gene ในแตละภูมภิาค พบวา 
ภาคเหนือจัดอยูในกลุม III (Moderate different) มากที่สุดจํานวน 7 isolates (41.20%) ภาคตะวันตก
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จัดอยูในกลุม II (Highly different) มากที่สุดจํานวน 30 isolates (41.50%) และภาคใตจัดอยูในกลุม 
V (Mostly similar) มากที่สุด จํานวน 10 isolates (55.50%) แสดงใหเห็นวาสายพนัธุของเชื้อมีการ
แพรระบาดในบริเวณทีแ่ตกตางกัน อยางไรก็ตามควรศึกษาตวัอยางในแตละภูมภิาคใหมากขึ้นเพือ่
วิเคราะหนัยสําคัญทางสถิติ 
 ในดานสัญชาติพบวาผูติดเชือ้ที่มีสัญชาติไทย และสัญชาติพมาติดเชือ้ที่จัดอยูในกลุม II 
มากที่สุด จํานวน 31 isolates, 4 isolates (38.27% vs 50.00%) ตามลําดับ สัญชาติกระเหรี่ยง ติดเชื้อที่
จัดอยูในกลุม III มากที่สุด ผูติดเชื้อที่มีช้ือชาติมอญและสัญชาติลาว ติดเชื้อที่จัดอยูในกลุม III และ 
กลุม V ตามลําดับ โดยการติดเชื้อในสัญชาติไทย กะเหรี่ยง และพมาสวนใหญจัดอยูกลุมเดยีวกนั 
(II,III) อาจแสดงวาเชื้อในกลุมนี้เปนสาเหตุในการติดตอระหวางประเทศดังกลาว ซ่ึงจากรายงาน
สถานการณ ของผูติดเชื้อพบวา ผูปวยไทยติดเชื้อจํานวน 4,715 ราย และผูปวยตางชาติติดเชื้อจํานวน 
4,747 ราย (สํานักงานโรคตดิตอนําโดยแมลง, 2553) โดยอัตราการติดเชื้อที่เพิ่มมากขึน้อาจมีสาเหตุ
จากในปจจุบนัมีการติดตอและอพยพของแรงงานตางชาติเขามาในประเทศไทยมากขึ้น และจาก
รายงานสถานการณการเคลือ่นยายแรงงานตางชาติเขาสูประเทศไทยพบวา สวนใหญแรงงานตาง
ดาวที่เขามาจะเปนกลุมคนจากประเทศพมา (82%) ประเทศลาว (8%) และประเทศกัมพูชา (10%) 
(กรมการจดัหางาน สํานักบริหารแรงงานตางดาว, 2552) อยางไรก็ตามควรเพิ่มจํานวนตวัอยางของ
คนตางสัญชาติใหมากขึน้เพือ่วิเคราะหนัยสําคัญทางสถิติ 
 จากการศึกษาความสัมพันธของปริมาณ parasitemia พบวาในกลุม V มีคา parasitemia 
เฉลี่ยต่ําที่สุด เทากับ 18.09 x103 parasite/μl สอดคลองกับการพบเชื้อกลุมนี้มากในภาคใต ซ่ึงเปน
พื้นที่ที่มีการรกัษาหายมากทีสุ่ด จึงอาจเกีย่วของกับการที่ทําใหพบความรุนแรงของเชื้อนอย จึงมี
จํานวน parasitemia ต่ําในผูที่ติดเชื้อกลุมนี้ และสอดคลองกับรายงานการศึกษายีนดื้อยา ของจารุ
วรรณ กรานเกตุและคณะ, 2552 (Chaijaroenkul, et al., 2005, จารุวรรณ กรานเกตแุละคณะ, 2552) 
พบวามี mutation ของ Pfmdr1 นอยที่สุดในภาคใต 
 จากการศึกษาปจจัยดานการดื้อยากับ genetic variation พบวา Pfmdr1 86 ที่เปน mutant พบ
ในกลุม V มากที่สุด รองลงมาคือ กลุม II และการเกิด co-mutation ระหวาง Pfmdr186 และ Pfcrt  
76 พบในกลุม V และกลุม II มากที่สุดเชนเดียวกนั ซ่ึงขอมูลยังไมสามารถชี้ใหเห็นถึงความตางได
ชัดเจน เนื่องจากตัวอยางตรวจที่ใชในการศึกษานอยเพยีง 25 ตัวอยาง และในแตละกลุมมีตัวอยางไม
เทากัน หรือบางกลุมไมมีตัวอยางตรวจ จึงควรเพิ่มตัวอยางตรวจใหมากเพื่อศึกษาความสัมพันธของ
สายพันธุของเชื้อกับอัตราการดื้อยาตอไป 
 สวนการพบยนีดื้อยาของเชือ้ P. falciparum กับจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อพบวาไมมี
ความสัมพันธกัน (P<0.05) อาจเปนไปไดวา การติดเชื้อมากกวา 1 มากกวา 1 สายพนัธุ ไมเกี่ยวของ
กับปจจยัการดือ้ยาของเชื้อ 
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 ขอจํากัดอีกอยางของการศึกษาเรื่องปจจยัการดื้อยาของเชื้อคือ วิธี Multiplex nested PCR-
RFLP ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีปญหาในการ amplify gene Pfmdr1 และ Pfcrt ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้
พบวาสามารถ amplify geneไดสําเร็จเพยีง 58.14% (25 ตัวอยาง จาก 43 ตัวอยาง) จงึทําใหจํานวน
ตัวอยางเกี่ยวกบั mutation ของยีนดื้อยาไมเพยีงพอตอการวิเคราะหความสัมพันธของ allele 
variation ซ่ึงอาจปญหาดังกลาวเกิดไดหลายสาเหตุ ไดแก เกิดจากการที่ตองใช primer ถึง 2 คูใน
รอบเดียวกัน อาจมีปญหาหรือความสมดุลยของ template และ primer หรือ Tmไมพอเหมาะกัน 
หรืออาจมีสาเหตุจากการปนเปอนของ enzyme หรือมีสารรบกวนปฏิกริิยาของ PCR  
 สรุปวาจากงานวิจยัคร้ังนี้ไดทําการศึกษา genetic diversity ของเชื้อ P. falciparum โดย
การศึกษา Pfmsp1 blok2 ดวยวิธี Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น ซ่ึงใช P. falciparum MAD20 เปน 
reference DNA พบวาวิธีทีพ่ัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง (CV= 5.59%), ความถูกตองสูง (accuracy 
เทากับ 100%) จึงเปนวิธีที่มปีระสิทธิภาพสูง และสามารถทําไดงาย ตรวจตัวอยางจํานวนมากไดใน
เวลารวดเรว็ ราคาประหยัด เมื่อนํา Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้นไปตรวจในตัวอยางเลือด 79 
ตัวอยาง พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ P. falciparum จํานวน 108 isolates สามารถจําแนก allele 
variation ไดหลากหลายถึง 23 variants และตรวจพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ คิดเปน 35.44% 
โดยมีคา MOI เฉลี่ย 1.35 และพบวาผูติดเชื้อในภาคตะวนัตกมี genetic diversity มากกวาภาคอื่นๆ 
โดยปจจยัที่อาจเกี่ยวของกับชนิดของสายพันธุ และความหลากหลายของสายพันธุ ไดแก ภูมิภาค
หรือพื้นที่ที่อาศัย สัญชาติของผูติดเชื้อ การดื้อยา และ parasitemia ควรตองทําการทดสอบเพิ่มเติม
ใหมีจํานวนตวัอยางในแตละกลุมเพิ่มมากขึ้น เพื่อการทดสอบทางสถิติที่ถูกตองมากขึ้น 
 ดังนั้นการพัฒนา Nested PCR-HMA ขึ้นในครั้งนี้ เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว มีความถูกตอง
แมนยําสูง สามารถนําไปตรวจกรองเพื่อศึกษาความหลากหลายของพนัธุกรรมของ P. falciparum 
Pfmsp1 อันเปนพื้นฐานสําคัญของระบาดวิทยาของเชือ้ และมีประโยชนในการออกแบบวัคซีนให
ครอบคลุมทุกสายพันธุ รวมทั้งประโยชนในการวินจิฉัย และติดตามสายพันธุทีม่ีการระบาดในแต
ละพื้นที่ อีกทัง้สามารถนําไปใชตรวจกรองเพื่อบงชี้ถึงการติดเชื้อซํ้าได (recrudescence) หรือการติด
เชื้อใหม (new infection) หรือการติดเชือ้มากกวา 1 สายพันธุ ไดอยางรวดเรว็ เพื่อประโยชนใน
การศึกษาประสิทธิภาพของยาที่จะมีผลตอการกําหนดแนวทางรักษาตอไป อยางไรก็ตามการศึกษา
คร้ังนี้ยังไมไดทํา nucleotide sequencing ของเชื้อที่แยกไดเพื่อเปนการยืนยนัผล จึงควรศึกษาดวย
ลําดับเบสของสายพันธุตอไป 
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1.  การทดสอบความเหมาะสมของปริมาตร DNA และความเขมขนของ polyacrylamide gel  
 โดยใชปริมาตรเทากัน 2 แบบคือ อยางละ 2 μl และ 5 μl โดยใหเกดิ denature ที่ 98º C 3 
นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ reannealling ที่อุณหภูมิ 4 ºC นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run 
polyacrylamide gel electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 
mA  ดังรูป 

   
 
 แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับ
สายพันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 6% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA  
 

                         
 
แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 8% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA 
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แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 8% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA  
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2.  แสดงขอมูลจํานวน  heteroduplex และคา Mobility index (MI%) ท้ัง 3 ภูมิภาค จํานวน 79 
ตัวอยาง 

Region 
 

Sample 
No. 

Numbers of 
Heteroduplexs 

MI % Pattern of 
Homoduplex 

Band 1 Band 2 Band 3 Shift No shift 
North 

(N=11) 
 
 
 
 
 
 

H9 
H13 
H14 
H18 
H19 
H21 
H22 
H24 
H25 
H27 
H28 

1 
2 
2 
2 
2 
1 
0 
1 
2 
2 
1 

10.45 
10.45 
16.52 
8.70 

10.45 
14.29 

- 
7.69 
7.69 
6.54 
5.48 

- 
19.40 
17.39 
10.43 
19.40 

- 
- 
- 

15.38 
10.28 

- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

South 
(N=17) 

 
 
 
 
 
 
 
 

G1 
G2 
G3 
G6 
G7 
G8 
G10 
G11 
BT7 
BT10 
BT15 
BT16 
BT17 
BT18 
BT19 

1 
1 
1 
0 
0 
1 
2 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

5.48 
5.48 
5.48 

- 
- 

11.94 
7.46 
5.32 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

14.93 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
1 
1 
- 
- 
- 
1 
1 
1 
- 
1 
1 
1 
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BT21 
BT22 

0 
0 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

1 
1 

West 
(N=51) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P1 
P2 
P3 
P5 
P6 
P8 
P13 
P26 
P27 
P35 
P37 
P40 
P43 
P44 
P45 
P46 
P49 
P61 
P65 
P66 
P67 
P68 
P69 
P78 
P82 
S22 
S23 
S24 
S25 

0 
2 
2 
2 
2 
2 
1 
2 
0 
1 
1 
0 
2 
2 
2 
2 
0 
0 
1 
0 
2 
2 
1 
0 
2 
1 
1 
0 
0 

- 
7.59 
8.75 
8.75 
7.50 
8.25 
8.47 
7.59 

- 
8.77 
8.82 

- 
7.41 
9.20 
9.20 
7.14 

- 
- 

8.75 
- 

8.57 
7.84 
7.69 

- 
6.33 
6.33 

11.00 
- 
- 

- 
12.66 
16.25 
16.25 
20.00 
6.19 

- 
17.72 

- 
- 
- 
- 

14.81 
21.84 
16.09 
10.00 

- 
- 
- 
- 

10.48 
12.75 

- 
- 

11.39 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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- 
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S38 
S43 
S46 
S48 
S49 
S50 
S52 
S53 
S55 
S60 
S63 
S64 
S65 
S66 
S67 
S68 
S70 
S71 
S72 
S73 
S74 
S76 

2 
2 
2 
2 
1 
2 
1 
1 
3 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
0 
0 
1 
2 
0 
0 
2 

8.57 
10.53 
7.50 
5.13 

11.54 
14.53 
6.78 

14.10 
3.95 
3.95 
3.95 

11.76 
11.76 
11.54 
11.11 

- 
- 

13.46 
10.58 

- 
- 

5.88 

14.29 
- 

20.00 
14.10 

- 
15.38 

- 
- 

7.89 
7.89 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

15.38 
- 
- 

9.80 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

14.47 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
1 
- 
- 
1 
- 
- 
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3. Restriction site ของ ApoI 
 

 
 

 
 แสดงลําดับเบสของ Pfmdr1  สายพันธุ  3D7 (wild type) ( สีน้ําเงินคือตําแหนงจับของ 
Nested PCR primer, สีแดงเปนตําแหนงของ ApoI restriction site ) 
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 แสดงลําดับเบสของ Pfcrt  สายพันธุ  3D7 (wild type) (สีน้ําเงินคือตําแหนงจับของ Nested 
PCR primer, สีแดงเปนตําแหนงของ ApoI restriction site) 
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ประวัติผูวิจัย 

 
ชื่อ   นางกัญญนันทน กฤษศิริวฒุินันท 
วัน  เดือน  ปเกิด  7 พฤศจิกายน 2505 
สถานที่เกิด  จังหวดัชัยภูมิ  ประเทศไทย 
ท่ีอยูปจจุบัน 55/341 เมืองเอก   อําเภอเมอืง  

จังหวดัปทุมธานี 12000 
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