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บทคัดยอ 

 
 โรคมาลาเรียยังคงเปนปญหาสําคัญของประเทศไทยโดยเฉพาะบริเวณแนวชายแดนของ
ประเทศ งานวิจัยครั้งนี้ไดศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรม และการติดเชื้อสายพันธุผสม โดย
การพัฒนาวิธีตรวจดวยเทคนิค Nested PCR-Heteroduplex mobility assay (HMA) ใชตรวจวิเคราะห 
ยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนบนผิวเมอรโรซอยต (Pfmsp1) block2 ของเชื้อ Plasmodium 
falciparum จาก จากการตรวจตัวอยางเลือดจํานวน 79 ตัวอยาง ที่เก็บบนกระดาษกรองจากผูติดเชื้อ              
P. falciparum ในพื้นที่ระบาดของเชื้อมาลาเรียใน 3 ภูมิภาคของประเทศไทย  ผลการทดลองพบวา     
P. falciparum มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงถึง 23 สายพันธุ โดยพบมากที่สุดที่ภาคตะวันตก 
จํานวน 20 สายพันธุ พบนอยที่สุดที่ภาคใตจํานวน 7 สายพันธุ และพบผูติดเชื้อผสมมากกวา 1 สาย
พันธุ คิดเปน 35.44% โดย multiplicity of infection (MOI) เฉลี่ยเทากับ 1.35 จากผลการศึกษาครั้งนี้ 
แสดงใหเห็นวาวิธี HMA นี้สามารถนําไปประยุกตใชในดานระบาดวิทยา และการตรวจกรองการ
ติดเชื้อใหม และการติดเชื้อซํ้าของเชื้อ P. falciparum ซ่ึงเปนประโยชนตอการควบคุมปองกันและ
รักษาโรคมาลาเรีย  
 

คําสําคัญ ความหลากหลายทางพันธุกรรม, พลาสโมเดียมฟลซิพารัม,   
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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 กําจรวงศไพศาล สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ ที่ใหความอนุเคราะห DNA ของ P. falciparum สายพันธุ K1 และ ผศ.ดร.วารุณี เงินงามเลิศ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ใหความอนุเคราะห DNA ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 มาใชในการทําวิจัย
ครั้งนี้ ขอขอบคุณ ดร.สุเมธ วจนรจนา ผศ.รตท.หญิง ดร.อัจฉราวรรณ ทองมี ผศ.ดร.วนิดา พงศสถาพร 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรังสิต ที่ใหความอนุเคราะห และอํานวยความสะดวกในการใชเครื่อง 
vertical gel electrophoresis ที่ใชในการวิจัยครั้งนี้  

ขอขอบคุณนักเทคนิคการแพทยหญิงอุษณ ี สุทธิวงศ โรงพยาบาลพหลพลพยุหเสนา 
จังหวดักาญจนบุรี นักเทคนิคการแพทยศักดิ์ชัย เสตพนัธ โรงพยาบาลไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี 
นักเทคนิคการแพทยหญิงจันทนา สวนสวสัดิ์ โรงพยาบาลแมสะเรียง จังหวดัแมฮองสอน นักเทคนิค
การแพทยสุไลมาน อาแว โรงพยาบาลเบตง จังหวดัยะลา นักเทคนิคการแพทยฟามีละห มีดิง  
โรงพยาบาลบันนังสตา  จงัหวัดยะลา เจาหนาที่หองปฏิบัติการปรสิตวิทยา คณุจิราภรณ มัธยมกุล 
โรงพยาบาลกาญจนดิษฐ จังหวัดสุราษฎรธานี ที่เอื้อเฟอใหความอนุเคราะหในการเก็บสิง่สงตรวจ  

ขอขอบคุณ สถาบันวิจยั มหาวิทยาลัยรังสติที่สนับสนุนทุนวิจยั 
        
 
 
            ผูดําเนินการวิจัย 
     (รศ. ดร. กัญญนันทน  กฤษศริิวุฒินันท) 
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CSP = Sporozoite surface protein 
D = Aspartic acid 
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DW = Distilled water 
g = Gram 
G = Guanine 
HMA = Heteroduplex Mobility Assay 
K = Lysine 
Kb = Kilo base pair 
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MI = Mobility index 
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mM = Millimolar 
MOI = Multiplicity of infection 
MQ = Mefloquine 
MSP = Merozoite surface protein 
mRNA = messenger  Ribonucleic acid 
N = Asparagine 
°C = Degree celcious 
PCR = Polymerase chain reaction 
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Pfcrt  = Plasmodium falciparum choroquine drug resistance transporter 
Pfmdr1 =  Plasmodium falciparum multidrug  resistance 1 
Pfmsp1 = Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 
P.M = Plasmodium malariae 
P.V = Plasmodium vivax 
QN = Quinine 
RAPD = Random amplified Polymorphism of DNA 
RBC =  Red blood cell 
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism 
rpm = Round per minute 
RT-PCR = Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
SP = Sulfladoxine-Pyrimethamine 
SSCP = Single Stranded Conformation  Polymorphism 
T = Threonine 
T = Thymine 
Taq = Thermus aquaticus 
Tm = Melting temperature 
UV = Ultraviolet 
W = Wild type 
WBC = White blood cell 
Y = Tyrosine 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1. ที่มาของปญหา  
  ปจจุบันโรคมาลาเรียเปนปญหาสําคัญทางสาธารณะสุขระดับโลก โดยเฉพาะในเขตรอน
และกึ่งเขตรอน เชน เอเชีย อเมริกา ยุโรป และแอฟริกาเหนือ รวมทั้งประเทศไทย มีประชากร
จํานวนกวา 655,000 ราย ที่เสียชีวิตดวยโรคมาลาเรียตอป ผูเสียชีวิตสวนใหญเปนเดก็อายุต่ํากวา 5 ป 
(WHO, 2012) มาลาเรียทาํใหเกิดอาการไขจับส่ัน อาจมีอาการแทรกซอน ทําใหมาลาเรียข้ึน
สมองและทําใหเสียชีวติได (Kiwanuka, et al., 2009) สําหรับประเทศไทยมีผูติดเชื้อเฉลี่ยตอป
ประมาณ 0.19 ตอ 1,000 ประชากร (พ.ศ. 2552-2555) และพบวามีการติดเชือ้ Plasmodium 
falciparum มากที่สุดในเชื้อมาลาเรียที่กอโรคในคน 5 ชนิด คือ P. falciparu,  P. vivax , P. malariae, 
P. ovale และ P. knowlesi (กรมควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) จากการรายงานพบวา ปจจัย
หลายอยางที่มผีลตอการติดเชื้อมาลาเรีย เชน การอาศัยในที่ทีเ่ปนแหลงระบาดของเชื้อมาลาเรีย 
โดยเฉพาะบริเวณเขตชายแดน ซ่ึงมีปาไมเปนแหลงเพาะพนัธุยุง ผลกระทบจากการอพยพ
เคลื่อนยาย หรือลักลอบของแรงงานตางดาวเขาสูประเทศไทย ซ่ึงสวนใหญมาจากพื้นที่ชุกชุมโรค 
เชน พมา กมัพชูา และลาว ทําใหมกีารแพรกระจายของเชือ้มากขึน้ และปจจัยจากตวัเชื้อเองซึ่งมีกลไก
ลการสรางความหลากหลายของพันธุกรรม ทําใหเชื้อหลบหนีจากภูมคิุมกันของโฮสต และดื้อตอยา
ตานมาลาเรียมากขึ้น สงผลใหเปนอุปสรรคสําคัญในการควบคุมการแพรระบาด และการพัฒนา
วัคซีน 
  การศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรมของเชื้อ สามารถศึกษาจากความหลากหลายของ
ยีนตางๆ เชน ยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนในบางระยะของเชื้อ หรือโปรตีนที่ผิวของเชื้อที่            
มีคุณสมบัติเปนแอนติเจน เชน โปรตีนทีผิ่วของสปอโรซอยต (sporozoite surface protein; CSP) 
โปรตีนที่ผิวของเมอรโรซอยต (merozoite surface protein; MSP) เปนตน ในปจจุบันพบวายีน 
Pfmsp1 (P. falciparum merozoite surface protein 1) เปนยีนที่มีลําดับเบสใน block-2 ที่มีความผัน
แปรสูง ซ่ึงใชเปน genetic marker ในการแยกสายพันธุไดเปนอยางดี (Snounou, et al., 1993; 
Snounou & Beck, 1998; Ngernngarmlert, et al., 2005) และในปจจุบันมีการนําเทคนิค Nested 
PCR–Heteroduplex Mobility Assay (Nested PCR-HMA)  ใชตรวจกรองความหลากหลายของ
พันธุกรรมหรือการเกิด mutation เนื่องจากสามารถทําไดงาย รวดเร็ว และมีความไวสูง สามารถ
ตรวจสอบทั้งความตางของขนาด ความตางของลําดับเบส และโครงสรางรูปแบบของ DNA ได 
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อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการนําเทคนคิดังกลาวมาศกึษาในเชื้อ P. falciparum ดังนั้นผูวจิัยจึงมี
วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA เพื่อตรวจสอบความหลากหลาย (genetic variation) 
ของ Pfmsp1 gene โดยศึกษาในพื้นที่ที่มกีารระบาดของเชื้อมาลาเรีย เชน จังหวัดกาญจนบุรี จังหวัด
สุราษฏรธานี จังหวัดยะลา และจังหวัดแมฮองสอน การพฒันาวิธีดังกลาวสามารถนําไปใช
ประโยชน เชน การศึกษาความแตกตางของสายพันธุ การตรวจการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
การติดตามการรักษา และการตรวจกรองการติดเชื้อใหม (reinfection) และการติดเชื้อซํ้า 
(recrudescence) ซ่ึงจะเปนประโยชนในดานระบาดวิทยาและการรักษาตอไป  
 

2. ทบทวนเอกสาร  
 2.1 เชื้อกอโรคมาลาเรียและการติดตอ 
 โรคมาลาเรียหรือไขมาลาเรียเปนโรคติดตอที่มียุงกนปลอง (Anopheles spp.) เปนพาหะ 
โดยเชื้อมาลาเรียซ่ึงเปนโปรโตซัวใน Genus Plasmodium ชนิดที่ทําใหเกิดโรคในคนมี 5 ชนิด 
ไดแก P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale และ P. knowlesi เชื้อชนิดที่พบไดบอยในการ
ติดเชื้อมากที่สุด คือ P. falciparum มักทําใหเกิดอาการรุนแรงและถงึแกชีวิตไดมาก การติดเชื้อ
มาลาเรียมีการแพรกระจายไดทั่วไปในเอเชีย อเมริกาตอนกลางและตอนใต และแอฟริกาตอนเหนอื 
(จีรพัฒน ศิริชัยสินธพ, 2549) 
 เชื้อมาลาเรียในคนทั้ง 5 ชนิด มีวงจรชีวติของการเจรญิการเจริญเตบิโตแตละระยะ ซ่ึงแบง
ออกเปน 4 ขั้นตอนดังนี ้
 2.1.1 เชื้อมาลาเรียระยะผสมพันธุ เปนขั้นตอนที่เกิดขึ้นภายในยุงกนปลอง โดยเริ่มจากที่
ยุงกนปลองเพศเมียกัด และดูดเลือดผูปวยที่เปนไขมาลาเรีย เชื้อมาลาเรียที่ประกอบไปดวย
ระยะมีเพศและไมมีเพศก็จะเขาไปในกระเพาะอาหารของยุง เชื้อเพศผูจะเจริญเติบโตและเคลื่อนที่
ได เมื่อพบกับเซลลสืบพันธุตัวเมียจะปฏิสนธิ เกิดเปนตวัออน (zygote) กระบวนการดังกลาวใชเวลา
ประมาณ 1 ช่ัวโมง 
  2.1.2 การแบงตัวแบบไมมีเพศ ภายในตวัออนของเชื้อมาลาเรียจะแบงตวัเปนรูปรางคลาย
เข็มปลายแหลม เรียกวา สปอโรซอยต (sporozoite) มีนวิเคลียสอยูตรงกลาง มีการเจริญเติบโตเพิม่
ขนาดและจํานวนมากขึน้ จากนั้นผนังเชื้อมาลาเรียจะแตกออก sporozoite เคลื่อนสูชองวางภายใน
ลําตัวของยุง และเขาสูตอมน้ําลายของยุง เชื้อระยะนี้อยูในตอมน้ําลายของยุงและมอีายุไดนาน 59 
วัน    
  2.1.3 ระยะในตับ เปนระยะที่เชื้อมาลาเรียเจริญในคน เมื่อยุงที่มีเชื้อมาลาเรียในระยะ 
sporozoite มากัดคน กจ็ะปลอยเชื้อเขาสูกระแสโลหิต และ sporozoite จะเขาสูเซลลตับ ซ่ึงมีการเพิ่ม
ขนาดโดยการแบงตัวเพิ่มจํานวนขึน้เรื่อยๆ มีขนาดโตขึ้นจํานวนหลายพันตวั เรียกระยะนีว้า 
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merozoite ทั้งนี้ sporozoite ของเชื้อ P.falciparum เมื่อเขามาที่ตับจะแบงตัวทันท ีแต sporozoite ของ
เชื้อมาลาเรียชนิด P.vivax และ P.ovale บางสวนเมื่อเขาสูเซลลตับแลว จะมีการหยุดพกัการเจรญิ
ช่ัวขณะ ระยะเวลาที่หยดุพักนี้แตกตางกันไปตามสายพันธุและชนิดของมาลาเรีย เชื้อระยะหยดุพักนี้
เปนสาเหตุของการเกิดอาการไขกลับ (relapse) ในผูปวยมาลาเรียภายหลังได และเรียกเชื้อมาลาเรีย
ระยะนี้วา hypnozoite 
  2.1.4 เชื้อมาลาเรียระยะอยูในเม็ดเลือดแดง เปนระยะที่เชื้อมาลาเรียมีการเจริญแบงตัวเพิ่ม
จํานวนในเม็ดเลือดแดงของคน โดยเริ่มจากการแตกออกของเซลลตับมาเปนอิสระภายนอกชัว่ระยะ
ส้ันๆ แลวเขาสูเม็ดเลือดแดง โดยการเคลื่อนที่เขาไปเกาะติดเม็ดเลือดแดง แลวเคล่ือนตัวเขาสู
เม็ดเลือดแดง เชื้อมาลาเรียจะเจริญแบงตวัเพิ่มจํานวนและทําลายเม็ดเลือดแดง ระยะนี้เปนระยะที่
ใชตรวจวินจิฉัยเชื้อมาลาเรียในเลือดของผูปวย (สมชาย จงวุฒิเวศยและอุษา ทิสยากร, 2549) 
 
 2.2 อาการของโรคมาลาเรีย  
  อาการของโรคมาลาเรียจะปรากฏหลังจากไดรับเชื้อมาลาเรียเขาสูรางกาย โดยข้ึนกบัระยะ
ฟกตัว (Incubation period) ของเชื้อมาลาเรียในผูปวย ซ่ึงเปนระยะตั้งแตถูกยุงกดัจนผูปวยเร่ิมมี
อาการ โดยเฉลี่ยแลวใชเวลาประมาณ 10-14 วัน อาการจะแตกตางกันตามชนิดของเชือ้มาลาเรีย ใน
ระยะเริ่มแรกอาจมีอาการคลายไขหวดั คือ ปวดศีรษะ มีไขต่ําๆ คล่ืนไส ปวดเมื่อยตามตัว เบื่ออาหาร 
อาการเหลานีข้ึ้นกับระยะการเจริญของเชื้อในรางกายคน ระยะที่เชือ้เจริญเต็มที่แลวเม็ดเลือดแดง
แตกออกทําใหอาการจับไขเปนเวลา โดยทั่วไปจึงแบงอาการของโรคมาลาเรียเปน 3 ระยะ คือ 
  2.2.1 ระยะหนาวสัน่ (cool stage) ผูปวยมีอาการไขสูง หนาวสั่น ผิวหนังซดี อาเจยีน เปน
ระยะเวลา 5-60 นาที 
  2.2.2 ระยะรอน (hot stage) ผูปวยมีอาการปวดศีรษะ บางรายปวดศีรษะมาก อาจปวดลึก
เขาไปในกระบอกตา กระสับกระสาย เพอ กระหายน้ํา ชีพจรเตนเร็ว คล่ืนไสอาเจียน หนาแดง 
ผิวหนังแดงและแหง เปนระยะเวลา 2-6 ชั่วโมง 
 2.2.3 ระยะเหงื่อออก (sweating stage) ผูปวยมีเหงื่อออกชุมตวั อุณหภูมิรางกายลดลงอยาง
รวดเร็ว ออนเพลีย ระยะนีก้นิเวลา 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นผูปวยไมมีอาการจับไข รูสึกสบายดีอยู
ประมาณ 1-2 วัน แลวแตชนดิของเชื้อ แลวจึงจับไขอีก 
 
 2.3  สถานการณการติดเชื้อในประเทศไทย 
  จากรายงานผูติดเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยในป พ.ศ. 2552-255 เฉลี่ย 0.19 ตอ 1000 คน 
สวนในป พ.ศ. 2555 พบผูปวยมาลาเรียทั้งประเทศจํานวน 676 ราย คิดเปนอัตราปวย 0.02 ตอ
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ประชากร 1000 คน อัตราสวนการติดเชื้อระหวางเชื้อมาลาเรียชนิด   P. falciparum และเชื้อมาลาเรีย
ชนิด P. vivax เทากับ 1:1.6 (สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนผูปวยโรคมาลาเรียในชวง 2 เดือนของป พ.ศ. 2555 และป พ.ศ. 
2554 พบวาจํานวนผูปวยไทยมีอัตราการติดเชื้อมาลาเรียลดลงรอยละ 27.25 และผูปวยตางชาติลดลง
รอยละ 47.64 ทั้งนี้แนวโนมของโรคมาลาเรียในบางที่มีโอกาสสูงขึ้นได เนื่องจากพบแรงงาน
ตางชาติเพิ่มสูงขึ้นในจังหวัดจันทบุรี จึงตองมีการเฝาระวังผูปวยมาลาเรียในพื้นที่ดังกลาวใหมากขึ้น 
(สํานักโรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  จังหวัดที่มีผูปวยมาลาเรียชาวไทยสูงสิบอันดับแรก ไดแกจังหวัดตากจํานวน 443 ราย คิด
เปนรอยละ 40.02 แมฮองสอน 119 ราย คิดเปนรอยละ 10.75 สุราษฎรธานี 84 ราย  คิดเปนรอยละ 
7.59 อุบลราชธานี 81 ราย คิดเปนรอยละ 7.32 กาญจนบุรี 80 ราย คิดเปนรอยละ 7.23 ศรีสะเกษ 77 
ราย คิดเปนรอยละ 6.96 จันทบุรี 70 ราย คิดเปนรอยละ 6.32 ยะลา 60 ราย คิดเปน   รอยละ 5.42 
ระนอง 49 ราย คิดเปนรอยละ 4.42 และตราด 44 ราย คิดเปนรอยละ 3.97 (ตารางที่ 1.6) (สํานัก
โรคติดตอนําโดยแมลง, 2555) 
  สถานการณโรคมาลาเรียในประเทศไทย ตามการรายงานของสํานักโรคติดตอนําโดยแมลง 
กรมควบคุมโรคพบวา จํานวนผูปวยมาลาเรียของไทยระหวางป พ.ศ. 2552–2555 มีการติดเชือ้
มาลาเรียลดลงอยางตอเนื่อง ซ่ึงเปนเพราะประเทศไทยสามารถดําเนนิการควบคุมปองกันการแพร
เชื้อมาลาเรียตามนโยบายองคการอนามัยโลกไดอยางมีศกัยภาพ จากเดิมเมื่อ 10 ปกอน ผูปวยโรค
มาลาเรียในประเทศไทยจะมมีากถึงปละกวา 1 แสนคน แตปจจุบนัเหลือเพียงปละกวา 2 หมื่นคน
เทานั้น และมถึีง 29 จังหวัด ในภาคกลางที่กลายเปนพืน้ที่ปลอดการระบาดของโรคมาลาเรีย 
   แมวาประเทศไทยจะประสบความสําเร็จในการควบคุมปองกันโรคมาลาเรีย แตยงัมีบาง
พื้นที่ ที่การระบาดของโรคอาจมีโอกาสสูงขึ้นเนื่องจากการเขามาของผูอพยพ และแรงงานตางชาติ
ที่มีจํานวนมาก ไดแก จังหวัดกาญจนบุรี แมฮองสอน เพชรบุรี และตราด โดยเฉพาะคนแรงงาน
ตางชาติ ที่ไมไดขึ้นทะเบียนซึ่งมีอยูมากกวา 2 ลานคนซึ่งจะไมมีสวัสดกิารรักษาพยาบาล และไมได
รับการฉีดวัคซีนปองกันจึงอาจจะกลายเปนตนตอของการแพรเชื้อไดทําใหตองมีการเฝาระวังผูปวย
มาลาเรียในพืน้ที่ดังกลาวใหมากขึ้น และยังคงตองอาศัยความรวมมือในการดําเนินงานกับประเทศ
เพื่อนบานในการแกปญหามาลาเรียชายแดนรวมกัน โดยเฉพาะปญหาการเคลื่อนยายของประชากร
นอกจากปญหาแรงงานตางชาติแลวยังมีปญหาเรงดวนทีต่องไดรับการแกไข คือ ปญหาเชื้อมาลาเรีย
ดื้อยา และการระบาดของยาปลอม บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา แนวทางการควบคุมโรคมาลาเรีย
จึงตองอาศัยระบบการเฝาระวังที่เขมแข็ง และตอเนื่องตลอดจนการพฒันาบุคลากรใหมีความรู และ
ทักษะในการดาํเนินงานปองกันควบคุมโรคมาลาเรียรวมท้ังการกระจายอํานาจเพื่อใหหนวยงาน
ระดับทองถ่ินมีบทบาทดําเนนิงานปองกันควบคุมมาลาเรียที่ตองดําเนินงานควบคูไปกับการจัดทํา
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มาตรฐานงาน เพื่อใหหนวยงานระดับทองถ่ินสามารถดําเนินงานไดดวยตนเอง (กรมควบคุมโรค, 
2555) 
   นอกจากนี้จากรายงานตางๆ ชี้ใหเห็นวาประเทศไทย และประเทศเพื่อนบานไดแก พมา 
กัมพูชา ลาว และมาเลเซีย ยังคงตองเฝาระวัง และควบคุมการแพรระบาดของเชื้อมาลาเรีย 
นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อมีการดื้อยาที่ใชรักษามากขึ้น โดยเฉพาะในประเทศ พมา ซ่ึงมีผูปวยสูงขึ้น
โดยลําดับ ทําใหมีการรักษาที่ยุงยากซับซอนมากขึ้น และมโีอกาสการแพรกระจายของการติดเชือ้
มากขึ้นดวย (Chaijaroenkul et al., 2010) 
              
 2.4  สถานการณการดื้อยา  
           การดื้อยาของเชื้อมาลาเรีย หมายถึง ความสามารถของเชื้อในการดํารงชีวิต หรือเพิม่จํานวน
ได หลังจากทีผู่ปวยไดรับยาตานมาลาเรียในขนาดที่เคยกาํจัดเชื้อได หรือขนาดสูงกวาที่ผูปวยทนยา
ขนาดนั้นได คํานิยามนีใ้ชมากกับปรากฏการณเชื้อ P. falciparum ระยะไรเพศที่อยูในเม็ดเลือดแดง
ผูปวยที่ดื้อตอยา 
  2.4.1 การประเมินการดื้อยาของเชือ้มาลาเรีย 
                     การดื้อยามีระดับแตกตางกนัตั้งแตดื้อนอยๆ ดื้อปานกลาง จนถึงดื้อมาก ไดกําหนด
มาตรฐาน และแบงชนดิการดื้อยาดังตอไปนี้ 
 Sensitive (S) = เชื้อมาลาเรียหมดภายใน 7 วันหลังผูปวยไดรับยา และเชื้อไมกลับมา
ภายใน 28 วัน 
                     Resistance (R1) = เชื้อมาลาเรียหมดไปภายใน 7 วัน แตกลับตรวจพบเชื้ออีกภายใน 
28 วัน 
                     Resistance (R2) = เชื้อลดลงมากแตไมหมดใน 7 วัน 
                     Resistance (R3) = เชื้อกลับมีมากขึ้นหรือไมลดลงหรือลดลงเพียงเล็กนอยไมถึง 25% 
ของจํานวนเชือ้กอนการรักษาหลังใหยา 48 ชั่วโมง (ตระหนักจิต หะริณสุต และคณะ, 2534) 
 
            2.4.2 ปญหาที่เกิดจากการดื้อยา 
                     ทําใหคาใชจายในการรักษาผูปวยมาลาเรียเพิ่มมากขึ้น เพราะผูปวยตองกลับมารักษา
ซํ้าอีกหลายครั้ง และมีการแพรกระจายของเชื้อดื้อยาเพิ่มมากขึ้น 
  2.4.3 อุบัติการณการดื้อยาของเชื้อ P. falciparum 
   เชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine พบทั่วประเทศไทยทางแถบตะวนัออก
บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา (ตราด จันทบรีุ ปราจีนบุรี ระยอง) เชื้อดื้อยามาก ไมเฉพาะตอ 
Chloroquine เทานั้น แตกับ Blood schizontocide ทุกชนิด สวนทางแถบตะวนัตก (ตาก กาญจนบุรี) 
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เชื้อดื้อนอย เชือ้ P. falciparum ที่ดื้อยามักจะเกิดบริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา ที่มีไพลินและทับทมิ
สยาม คนจากทุกภาคของประเทศเดินทางไปบริเวณนั้น และเกือบทุกคนเปนมาลาเรีย เมื่อกลับ
บานก็นําเชื้อดื้อยากลับมาดวย เชื้อดื้อยาจึงกระจายไปทั่วประเทศไทยหรืออาจกลาวไดวาที่ใดมี
เชื้อ P. falciparum ที่นัน่มีเชื้อดื้อยา Chloroquine ปะปนอยูดวย ซ่ึงจะมากหรือนอยเทานั้น 
(Congpuong, et al., 2005) 
               เชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine มีถ่ินกําเนิด 2 แหง คือ โคลัมเบียในทวีป
อเมริกาใต และประเทศไทยในชายแดนกมัพูชา ที่โคลัมเบียมีการแพรกระจายของเชื้อไปที่อเมริกา
กลางดานเหนอืจนถึงแถบตะวนัออกของคลองปานามา และกระจายลงลางทัว่ทวีปอเมรกิาใต 
ยกเวน อารเจนตินา ปารากวัย และเปรู ซ่ึงไมมีเชื้อ P. falciparum แพรกระจายอยูบริเวณดงักลาว 
(Abdoulaye, et al., 2001) 
                       ทางดานเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต การแพรกระจายของเชือ้ P. falciparum ที่ดื้อยา 
Chloroquine แพรกระจายไปรอบทิศจากชายแดนไทย-กัมพูชา กระจายลงใตเขามาเลเซีย ฟลิปปนส 
อินโดนีเซีย ถึงวานวัทูทางดานตะวันออก และเหนือเขาเวียดนาม ไปจนถึงเกาะไฮนานและตอนใต
ของจีนแผนดนิใหญ ทางตะวนัตกกระจายเขาพมา บังกลาเทศ อินเดีย ปากีสถาน อัฟกานิสถาน 
อิหราน และเขตรอนของทวีปแอฟริกา จะเห็นไดวาตัง้แตเร่ิมพบวาเชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา 
Chloroquine เชื้อกระจายไปทั่วโลก  
                    Sulfadoxine–Pyrimethamine (SP) เมื่อเชื้อ P. falciparum ดื้อตอยา Chloroquine ก็ได
เปล่ียนไปใช SP แทน อัตราการหายขาดจาก SP 2 เม็ดมากกวา 90% จึงใช SP ในการรักษา จากนัน้
อัตราการหายคอยๆ ลดลง เหลือไมถึง 10% แตในบางทองถ่ินในทางเหนือ และใตของประเทศไทย
อัตราการหายยังคงสูงอยู สวนยา metakelfin ซ่ึงเปนยาผสมของ Sulfalene กับ Pyrimethamine ก็
ใหผลพอๆ กับประเทศอื่นๆ ในเอเชียตะวันออกเฉยีงใต เชน ลาว เวยีดนาม พมา มาเลเซีย ฟลิปปนส 
อินโดนีเซีย อเมริกาใต (บราซิล โคลัมเบีย และประเทศในกลุมน้าํอเมซอน) แอฟริกา (เคนยา 
แทนซาเนยี) พบวามีเชื้อดื้อตอยาผสมนี้ (Congpuong, et al., 2005) 
                    Quinine รายงานการดื้อยา Quinine เร่ิมพบที่บราซิล แตไมกอใหเกิดปญหา เพราะไม
มีการแพรกระจาย ประเทศไทยเริ่มใช Quinine ที่เชียงใหม การรักษาไดผลดี ไมมีรายงานการดื้อยา 
และตอมามีรายงานวาผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparium เร่ิมมีการดื้อยา การรักษาดวย Quinine ยังเปนยา
ที่มีประสิทธิภาพสูง อัตราการหายเกือบ 100% แตเมื่อใช Quinine มากขึ้น อัตราการหายก็คอยๆ 
ลดลงเหลือประมาณ 75% เทานั้น จึงใหยา Tetracycline อัตราการหายเพิ่มเปน 100% ปจจุบันก็ยังคง
มีประสิทธิภาพสูง อัตราการหายขาดมากกวา 90%  
                   Mefloquine จากการศึกษาประสิทธิภาพของยา Mefloquine พบวาอตัราการหายสงู
กวา 90% แตไมแนะนําใหใชยานี้ตวัเดยีว เพราะเชื้อมาลาเรียจะปรับตวัดื้อยาไดเร็ว จากผลการศึกษา
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ในหลอดทดลองพบวา ถาให SP รวมดวยจะชะลอการเกิดการดื้อยาได องคการอนามัยโลกแนะนาํ
ใหใชยา 3 ชนิดรวมกัน คอื Mefloquine , Sulfadoxine , Pyrimethamine มีอัตราการหาย 98% ใช
รักษาผูปวยทั่วประเทศ และตอมาอัตราการหายขาดลดลงอยางรวดเรว็เหลือเพียง 66% จะเห็นไดวา
เชื้อ P. falciparum ไดพัฒนาใหดื้อตอยาตานมาลาเรียทกุชนิด ตางกนัที่จะดื้อไดเร็วหรือชาเทานัน้ 
พวกยาที่มีฤทธิ์นาน เชน Chloroquine , Sulfadoxine , Pyrimethamine , Mefloquine การดื้อยาจะ
เกิดขึ้นเรว็ 5-6 ปก็ดื้อแลว เพราะเชื้อมีเวลาสัมผัสกับยานาน มีเวลาที่จะปรับตัว สวน Quinine มีฤทธิ์
ส้ัน เชื้อจะดื้อยาชา เพราะเชือ้มีเวลาสัมผัสกับยาสั้น ไมมเีวลาพอที่จะปรับตัว การใหยาพรํ่าเพรื่อ งด
กินยาโดยไมมกีารควบคุม ซ้ือยากินเอง ไดรับยาไมเต็มขนาด เชื้อตายไปบางเหลือรอดอยูบาง พวกที่
เหลือรอดเหลานี้จะปรับตวัใหดื้อยา เชื้อดื้อยานีจ้ะไปจบักับผูปวยเมื่อผูปวยยายถ่ิน และยุงจะชวย
แพรเชื้อดื้อยาไปยังคนอื่น การปองกันการแพรกระจายเชื้อดื้อยาจึงตองให gametocytocidal และ 
sporontocidal drug แกผูปวยมาลาเรียทุกคน (Congpuong, et al., 2005) 
 
 2.5  ความรูท่ัวไปเก่ียวกับยีน Pfmsp1 
           เนื่องจากโรคมาลาเรียที่เกิดจาก P. falciparum เปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขมากกวา
เชื้อมาลาเรียชนิดอืน่ ดังนัน้จึงมกีารศึกษาอณูชวีวิทยาของเชื้อมาลาเรยีชนิดนี้มากกวาชนิดอืน่ๆ จาก
การศกึษาพบวา P. falciparum ประกอบดวยโครโมโซมทัง้หมด 14 แทง โดยโครโมโซมแตละแทงมี
ขนาดแตกตางกัน และโครโมโซมแทงเดยีวกนัในเชื้อตางสายพนัธุกันมักมีขนาดแตกตางกนั ดงันัน้จึง
มีขนาด genome แตกตางกันดวย ลักษณะที่สําคัญประการหนึ่งใน genome ของ P. falciparum คือ การ
ที่ DNA ประกอบดวยเบส adenine (A) และ Thymine (T) สูงถึงรอยละ 80 ในขณะที่จุลชีพอ่ืน เชน 
Escherichia coli มีองคประกอบของ A และ T ใกลเคียงกับ Guanine (G) และ Cytosine (C) เปนตน 
สวน P. vivax มีปริมาณของ A และ T รวมกันประมาณ รอยละ70 โครโมโซมของ P. falciparum 
ตอนปลายสุดของโครโมโซมแตละดานของเชื้อประกอบดวยบริเวณที่เรียกวา telomere ซ่ึง
ประกอบดวยลําดับเบสที่เรียงซํ้ากัน (repeat) เปนชุดสั้นๆ โดยมีเบส G เปนองคประกอบจํานวนมาก 
เรียกวา G–rich repeats จากการศึกษา telomere ของเชื้อมาลาเรียหลายชนิดพบวาประกอบดวยลําดบั
เบส 7 ตัวซํ้ากนัเปนชุด สวนบริเวณที่ถัดเขามาจากบริเวณ telomere ดานใน  เรียกวา subtelomere ซ่ึง
ครอบคลุมความยาวประมาณ 20-40 กิโลเบส ประกอบดวย repeats ทั้งหมด 6 แบบไดแก (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 เหลานี้พบในทุก
โครโมโซม เรียกวา telomere-associated repetitive elements (TARE) repeats ที่พบในยนีที่สราง
โปรตีนของเชื้อมาลาเรียมักมีขนาดสั้นกวา repeats ที่พบในสวนทีไ่มใชยีน เชน Merozoite surface 
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protein 1 ซ่ึง repeats มีเพียงชวงสั้นๆทางดาน 5′ ของยนีเรียกวา tripeptide repeats แบงได 3 กลุม
ใหญคือ MAD20 , K1 และ RO33 ซ่ึงการแทนที่ของนวิคลีโอไทดใน codon และจํานวนหนวยของ 
tripeptide repeats ของ 2 กลุมแรกมีความแตกตางกันระหวางสายพันธุของเชื้อมาลาเรีย สวนกลุมที่ 
3 ประกอบดวย repeats ในระดับนวิคลีโอไทด แตไมม ีrepeats ในระดบักรดอะมิโน (สมชาย จงวฒุิ
เวศยและอุษา ทิสยากร, 2549) 
            Merozoite surface protein 1 gene ( Pfmsp1) เปนยีนทีอ่ยูบนโครโมโซมคูที่ 9 และยีนนี้มี
ความผันแปรของลําดับเบสสูง โดยจากการวิเคราะหลําดับเบสของยีน Pfmsp1 ทําใหทราบ
โครงสรางพื้นฐานของยีนดังกลาวซึ่งแบงออกไดเปน 17 block (รูปภาพที่ 1.1) โดยแบงเปน 3 กลุม 
คือ กลุมที่มีความผันแปรของเบสระหวางสายพันธุสูง (variable block) จํานวน 7 block กลุมที่มี
ความผันแปรของลําดับเบสปานกลาง (semiconserved block) จํานวน 5 block และ กลุมที่มีความ
คลายคลึงของลําดับเบสสูง (conserved block) จํานวน 5 block ( Snounou, et al., 1999) 
 

 
รูปท่ี 1.1 แสดงโครงสรางของยีน msp1 ของเชื้อ P. falciparum ซ่ึงแบงเปน 17 block ประกอบดวย 
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)   
 
  กลไกสําคัญที่ทําใหเกิดความผันแปรของยีน Pfmsp-1 คือการเกิด Mieosis recombination 
ในยุงกนปลอง (Anopheles mosquito) โดยข้ึนอยูกับความหนาแนนของการระบาดของเชื้อ ซ่ึงการ
เกิด Recombination จะเกดิขึ้นในพืน้ที่ทีม่ีการระบาดสงู ( Kiwanuka, et al., 2009 ) จากการศึกษามี
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การรายงานวา ความแตกตางของ block-2 ที่มีความผันแปรของลําดับเบสสูง แบง allelic variation 
ได 3 ชนิดที่สําคัญคือ MAD20 , K1 และ RO33 ซ่ึงบริเวณดังกลาวใชเปน genetic marker และเปน
ตัวบงบอก alleles type มากกวาบริเวณอ่ืนๆ แตความถี่ของการเกิด alleles family จะแตกตางกันตาม
พื้นที่ที่มีการระบาดของเชื้อ (Kiwanuka, et al., 2009)  
  ความสําคัญของยีน Pfmsp-1 เปนยีนทีก่ําหนดการสรางโปรตีนขึ้นมาบนผิวของ Merozoite 
เปน glycoprotein ที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก โดยมีน้ําหนักของโมเลกลุแตกตางไปตามสายพันธุของ
เชื้อประมาณ 185 ถึง 200 กิโลดาลตัน เรียกวา โปรตนีบนผิว merozoite ชนิดที ่ 1 (Merozoite 
surface protein 1) เปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนที่อยูบนผิวของ 
merozoite มีหนาที่ในการยึดเกาะกับเม็ดเลอืดแดง เพื่อให merozoite ลุกลามเขาเม็ดแดงตวัใหมได 
(สมชาย จงวฒุิเวศย และอุษา ทิสยากร, 2549) นอกจากนี้ Merozoite surface protein 1 ยังมี
คุณสมบัติมีความเปน Antigen สูง จึงทําใหถูกนํามาใชเปนองคประกอบของวัคซีนปองกันมาลาเรีย 
(Aubouy, et al., 2003) 
  ความสําคัญในการศึกษา Genotype ของยีน Pfmsp-1 พบวาจากรายงานการวจิัยตางๆ ได
ศึกษาความหลากหลายของยนี Pfmsp-1 เพือ่ใชประโยชนในการแยกสายพันธุ (สมชาย จงวุฒิเวศย, 
2549) ทําใหทราบ และอธิบายขอมูลในการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อตามพื้นที่ตางๆ รวมกับปจจยั
ดานระบาดวิทยาของเชื้อ ความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 สามารถบอกถึงการติดเชื้อซํ้าได 
(recrudescence) (Brockman, et al., 1999) ซ่ึงอาจเกิดจากเชื้อมีการดื้อยาตานมาลาเรยี ซ่ึงทําใหรูถึง
ประสิทธิภาพของยาที่มีผลตอการรักษา 
 
 2.6  Genetic variation 
            Genetic variation คือ การตรวจเพื่อหาความแตกตางของพันธุกรรมระดับยนีในแตละสาย
พันธุ การศึกษาหา genotype สวนใหญเพื่อศึกษาการเกิด mutation ซ่ึงสามารถศึกษาไดหลายวิธี เชน 
Restriction Fragment length Polymorphism (RFLP), Single–Strand Conformation Polymorphism 
(SSCP), Heteroduplex Mobility Assay (HMA) เปนตน อยางไรก็ตาม วิธีที่ดทีี่สุดคือ DNA 
sequencing แตมีขอเสียคือมีราคาแพง  
  Heteroduplex Mobility Assay (HMA) เปนเทคนิคการตรวจสอบการกลายพันธุ และความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีน (gene polymorphism) โดยอาศยัหลักการเคลื่อนที่ของโมเลกุล 
DNA สายคู (double standed DNA) ที่เรียกวา DNA mobility ตามขนาดและรปูรางของ DNA 
ขั้นตอนการตรวจสอบ คือ นํา Product ที่ไดจากการทํา PCR ไปผานความรอนหรือใช denaturing 
agent เพื่อให DNA สายคูแยกออกจากกนั เปน DNA สายเดีย่วโดยใชความรอนประมาณ 90-95 0C 
เพื่อทําลายพันธะ hydrogen ระหวางสายของ DNA ทําใหได DNA สายเดีย่วสองสาย และจากนัน้ก็
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เขาสูขั้นตอน reannealing โดยจะลดอณุหภูมิลงทําใหสายของ DNA เขาคูกันใหม (Nollau & 
Wagener, 1997) 
      สาย DNA ทั้งสองสายที่มีการเขาคูกันของลําดับเบสที่เปนเบสคูสมกันโดย
สมบูรณจะเรยีกวา homoduplex ซ่ึงเกิดลักษณะโครงสราง และรูปรางของ DNA (conformation 
structure) ที่เปนรูปแบบจําเพาะแบบหนึ่ง และจะเคลื่อนทีใ่น polyacrylamide gel ไปไดไกลกวาการ
เขาคูกันของ DNA ที่มีลําดับเบสคูสมไมสมบูรณ เชน การเกดิเบสผิดไป (mismatch) การเกิดเบส
หายไป (deletion) หรือเพิ่มขึ้น (insertion) จะทําให DNA สายปกติเขาคูกับ DNA ที่มีลําดับเบส
เปล่ียนไป เกดิเปน heteroduplex ทําใหลักษณะโครงสราง และรูปรางของ DNA เปล่ียนไป และมี
การเคลื่อนที่ชาลง โดยอัตราการเคลื่อนที่จะตางจาก DNA ที่ปกติมากหรือนอยขึน้อยูกับความตาง
ของลําดับเบส ทั้งในแงของจํานวน และตาํแหนงทีแ่ตกตางไป ยิ่งตางกันมากเทาไหรก็จะเห็นความ
ตางของตําแหนงการเคลื่อนตางกันมากเทานั้น โดยพบวาวิธีการนี้จะสามารถสังเกตเหน็ความตาง
ของแถบ DNA ไดชัดเจนเมือ่มีลําดับเบสที่ตางกันตั้งแต 2 เบสขึ้นไป และเปนวิธีที่สามารถศึกษาได
กับ DNA ขนาดเล็ก 200 bp จนถึงขนาด 600 bp ไดดี  
     หลักการนี้ถูกนํามาตรวจหาการกลายพันธุ (mutation) โดยการนํา DNA สาย
ปกติหรือ wild type ทําปฏิกิริยากับ DNA เปาหมายที่มีลําดับเบสผิดไป (mutant) หลังเกดิ 
renaturation แลว นําไปทํา polyacrylamide gel electrophoresis และตรวจแถบ (band) DNA โดย
การยอมดวย ethidium bromind หรือยอมดวย silver stain จะพบการเคลื่อนที่ของสาย DNA ที่
แตกตางกันระหวาง homoduplex (การเขาคูกันของสาย DNA wild type กับสาย DNA wild type 
หรือสายที่ mutant กับสายที่ mutant ) และโครงสราง Heteroduplex (การเขาคูกนัของสาย DNA 
wild type กับสาย DNA mutant) ดังรูปที่ 1.2 
                 เทคนิค Heteroduplex Mobility Assay มีความไวของวิธี ในการตรวจหา 
DNA ที่เกิดจากการกลายพันธุ (mutation) มากกวาการตรวจหาการ mutation ดวยวธีิอ่ืนๆ ที่มีอยูใน
ปจจุบัน ยกเวนวิธีการตรวจหาลําดับเบสของ DNA (DNA sequencing) heteroduplex mobility assay 
มีประสิทธิภาพสูงเนื่องจากเปนวิธีที่งาย รวดเร็ว ในการตรวจจํานวนมาก และเปนวิธีที่สามารถ
วิเคราะหแยกแยะตัวอยางตรวจที่มีหลายๆ strains อยูดวยกันได ทั้งยังสามารถศึกษาความ
หลากหลายของ species, strains และความผันแปรของลําดับเบสจากตวัอยางตรวจได  
                    การวัดหา Heteroduplex Mobility index (MI) หาไดจาก ระยะหางจากจุด
กึ่งกลางของแถบ heteroduplex / ระยะหางจากจุดกึ่งกลางของแถบ homoduplex (Heteroduplex 
mobility assay, คนเมื่อ 15 มีนาคม 2553)  
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รูปท่ี 1.2 ภาพแสดงหลักการการเขาคูกันของวิธี Heteroduplex 

        
 2.7 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 งานวิจยัที่ไดนาํวิธี HMA ไปใชศึกษา genotype ไดแก งานวจิัยของ Wang และ Hiruki 
(Wang & Hiruki, 2001) ไดใชวิธี HMA สําหรับใชแยก และหาความแตกตางของ phytoplasmas ใน 
Aster Yellows Group และ Clover Proliferation ซ่ึงพบวาวิธี HMA สามารถแยกความแตกตางได
มากกวาวิธี RFLP และสามารถตรวจสอบการเพิ่มขึ้น หรือลดลงของลําดับเบส เมื่อลําดับเบสมี
ขนาด 500 bp สามารถตรวจสอบไดอยางงายดาย สวนงานวจิัยของ Joanna และคณะ ในป 2001 
ผูวิจัยทําการวิเคราะหหาความแตกตางของไวรัส Influenza A ในสัตวสายพันธุตางๆ โดยใชเทคนคิ 
RT-PCR รวมกับ HMA เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ PCR จะพบไวรัสทั้งหมด 15 subtype และเมื่อวเิคราะห
ดวยวิธี HMA การศึกษาครั้งนี้พบวาสายพนัธุของเชื้อไวรัส Influenza A ที่มาจากสัตวปก แยกไดจาก
ประเทศ Hong Kong เปน H9N2 (HK/1073/99) ซ่ึงสายพันธุที่แยกไดมคีวามใกลเคยีงกับ 
Q9/HK/G1/97 referent PCR product มาก จากการศึกษาครั้งนี้พบวา HMA เปนวิธีทีง่ายและมีความ
ไวในการตรวจหา M gene ของเชื้อไวรัส Influenza A นอกจากนีว้ิธี RT-PCR Heteroduplex ยัง
สามารถนําไปประยุกตใชในการตรวจวิเคราะหยีนอื่นๆ ของไวรัส Influenza ได (Ellis, et al., 2001) 
 ในปจจุบันการอาศัยเทคนิค PCR–HMA ยังไมพบวามีรายงานในการนํามาประยุกตใชกับ
การแยกสายพันธุของเชื้อ P. falciparum แตอยางไรก็ตาม มีการพัฒนานําวิธี HMA แตตรวจจับโดย
ใช DNA ตรวจสอบติดฉลากกับสารรังสีเพื่อตรวจหา genotype ของ P. falciparum โดยเรียกวิธีนี้วา 
Heteroduplex tacking assay (HTA) วารุณีและคณะ (Ngrenngarmleat, et al., 2005) ไดทําการศึกษา 
Genotyping เพื่อใชในการแยก subtype ของ P. falciparum โดยใชวิธี Heteroduplex tracking assay 
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(HTA) เปรียบเทียบกับวิธีที่ Nested PCR พบวา วิธี HTA สามารถวิเคราะหความหลากหลายของ 
Pfmsp1 ที่มีลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงได 47% และลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยได 18% 
และสามารถตรวจพบลําดับเบสที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงได 35% แสดงใหเห็นวา HTA มีความไวใน
การวิเคราะหหาความหลากหลายของ alleles Pfmsp1 มากกวาวิธี Nested PCR วธีิ HTA เปนวิธีที่งาย 
มีความละเอียดสูง และมีความไวในการศึกษาความหลากหลายของลําดับเบสไดมาก ซ่ึงสามารถ
นําไปใชศึกษาประสิทธิภาพของยาตานมาลาเรียตอไปได แตขอจํากัดของวิธี HTA คือ เปนวิธีที่ใช
สารกัมมันตรังสีในการตรวจสอบ ซ่ึงอาจจะมีการเปลี่ยนแปลงโดยใชสารเรืองแสงหรือสารชีวเคมี
ในการตรวจสอบตอไปในอนาคตได 
  การศึกษา Genotype ของ P. falciparum ถูกนํามาเชื่อมโยงใหเขาใจถึงการดื้อยา หรือการ
รักษาการเกิดการติดเชื้อซํ้าจากสายพันธุดื้อยา รวมทั้งเพื่อการใชขอมูลออกแบบวัคซีนใหครอบคลุม
ทุกสายพันธุ โดยอาศัยการศึกษาความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 เชน การศึกษาเพื่อประโยชนดาน
การใชยา การบอกถึง recrudescence หรือ reinfection ไดแก รายงานของ Brockman และคณะ ป 
ค.ศ.1999 (Brockman, et al., 1999) วิจัยเกี่ยวของกับการกลับมาเปนซ้ําของเชื้อซ่ึงมีความสัมพันธกับ
การดื้อยาที่พบในประเทศไทย พบวาผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียสวนใหญมีการดื้อยาตานมาลาเรีย โดย
ทําการศึกษาผลของยาตานมาลาเรียตอ msp-1,msp-2 และ glurp ทั้งกอนและหลังการรักษา เพื่อ
เปรียบเทียบการกลับมาเปนซ้ําและการติดเช้ือใหม ซ่ึงผูวิจัยใชวิธี PCR-RFLP ในการวิเคราะห
เปรียบเทียบขนาดยีนทั้ง 3 ชนิดของผูปวยทั้งกอนและหลังการรักษา พบวาสามารถตรวจแยกผูปวย
จํานวน 26 ราย จาก 69 ราย (38%) ที่มีการกลับมามีอาการอีกครั้งหนึ่งภายหลังการรักษาแลวเปน
เวลา 62 วัน ซ่ึงอาจแสดงถึงการรักษาที่ไมไดผล จะมีประโยชนในการเลือกใชยารักษาตอไป และมี
ผูปวยจํานวน 36 ราย จาก 69 ราย (52%) มีการติดเชื้อแบบใหมภายหลังการรักษา  
 ในป ค.ศ. 2003 Matsuo และคณะ (Matsuo, et al., 2003) ไดศึกษาถึงประสิทธิผลของ 
Mefloquine ตอการรักษาการติดเชื้อ P. falciparum ในชายแดนไทย-พมา เปนการศกึษา 
polymorphism ของยีน msp-1 พบรปูแบบ alleles 3 รูปแบบ คือ K1, MAD20 และ RO33 จากการ
สํารวจครั้งที่ 1 พบรูปแบบของ haplotype ทั้งสิ้น 89 แบบ และม ี haplotype ที่แตกตางกัน 12 
haplotype จากนั้นทาํการรักษาผูปวยดวยยา Mefloquine เมื่อทําการตรวจซ้าํพบรูปแบบของ 
haplotype ลดลงเหลือ 68 แบบ และม ีhaplotype ที่แตกตางกัน 8 haplotype จากการศึกษาแสดงให
เห็นวา ยา Mefloquine มีผลตอ haplotype ของยีน msp-1 คือ จํานวน haplotype มีการลดลงอยางมี
นัยสําคัญ และรูปแบบความถี่ของ haplotype ไมมีการเปลี่ยนแปลงภายหลังการรักษาดวยยา 
Mefloquine  
  การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุในถ่ินตางๆ ทั้งในตางประเทศและในประเทศไทย 
เชน จากงานวิจัยเร่ืองความแตกตางของยีน msp-1 และ msp-2 ในประชากรไทยของ Snounou และ
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คณะ ในป (Snounou, et al., 1999) โดยทําการเก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยที่เขามารับการรักษาที่
คลินิกชายแดนไทย-กัมพูชาทั้งหมด 4 ครั้ง ในชวงเวลา 3 เดือน วิเคราะหดวยวิธี PCR จากจํานวน
ผูปวย 133 ราย พบวาเปนยีน msp-1 allele K1จํานวน 51 ราย (38.35%) พบวาเปน allele MAD20 
จํานวน 124 ราย (93.23 %) และ allele RO33 9 ราย (6.77%) และพบวาเปนยีน msp-2 allele FC27 
จํานวน 101 ราย (75.94%) และ allele 3D7/IC จํานวน 117 ราย (87.96%) ซ่ึงจากการวิเคราะหพบวา
ยีน msp-2 มี polymorphism มากที่สุด และพบวา msp-1 ยีน MAD20-familiy allele C และ D มี
จํานวนมากกวา allele อ่ืนๆ ใน family เดียวกัน, msp-2 ยีน FC27-family allele B และ C มีจํานวน
มากและเปน allele ที่มีความสําคัญตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย นอกจากนี้การศึกษาพันธุกรรม
ของเชื้อ P. falciparum ทางแถบตะวันออกและตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย โดย Joshi 
และคณะ (Joshi, et al., 2007) พบวาเปนพื้นที่ที่มีการแพรระบาดและมีอัตราการดื้อยาสูง (Dev, et 
al., 2001) โดยความหลากหลายของ msp-1 จะพบมากทางแถบตะวันออกเฉียงเหนือ สวน msp-2 จะ
พบมากทางแถบตะวันออกของประเทศ แสดงใหเห็นวาการแพรระบาดของเชื้อมาลาเรียในแตละ
พื้นที่ของประเทศมีความแตกตางกัน และการแพรระบาดที่แตกตางกันนี้มีผลตอการดื้อยาของเชื้อ
มาลาเรียในแตละพื้นที่ โดยพบวาเชื้อมาลาเรียที่มี alleles K1 จะมีอัตราการดื้อยาสูงมากกวาเชื้อ
มาลาเรียที่มี alleles อ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบวาความหลากหลายของยีน msp-1 และ msp-2 มีรูปแบบ
การกระจายตัวเหมือนทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต ละตินอเมริกาและปาปวนิวกินี (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;) 
 จากการศึกษาสายพันธุของ P. falciparum ในประเทศปากีสถาน โดย Ghanchi และคณะ 
(Ghanchi, et al., 2010) ซ่ึงผูวิจัยไดทําการศึกษาตั้งแต ป ค.ศ. 2005-2007 พบวา gene ที่บงชี้ถึงสาย
พันธุของมาลาเรีย คือ msp-1 (ซ่ึงแยกเปน Allele K1  MAD20 และ RO33) และ msp-2 (ซ่ึงแยกเปน 
Allele FC27 และ 3DC 7/lC) ผูปวยสวนใหญติดเชื้อเพียงชนิดเดียว 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 จากการศึกษาครั้งนี้ทําใหสามารถแยกความ
หลากหลายของสายพันธุของเชื้อ P. falciparum ไดหลายสายพันธุ 
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3. วัตถุประสงคของโครงการ 
 1. เพื่อแยกสายพันธุของเชื้อ P. falciparum โดยใชความหลากหลายของยีน Pfmsp-1 ดวยวิธี 

Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น 

  2. เพื่อศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ P. falciparum สายพันธุตางๆ ในประเทศไทย 
 

4. ขอบเขตของการวิจัย 
เปนการพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA และนํามาศึกษาความหลากหลายของเชื้อ                

P. falciparum ในเขตพืน้ที่จงัหวัดกาญจนบุรี จังหวดัสุราษฏรธานี และจังหวัดแมฮองสอน ซ่ึงเปน

แหลงชุกชุมของโรค รวมทั้งสิ้นประมาณ 80 ตัวอยาง  

5.  ประโยชนที่ไดรับ 
   1. ทราบถึงประสิทธิภาพวธีิตรวจกรองความหลากหลายของเชื้อ P. falciparum ดวยวิธี Nested 
PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น 
 2.  ทราบถึงความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ P. falciparum ที่มีการระบาดในประเทศไทย 
 3. เปนขอมูลพื้นฐานดานระบาดวิทยา เพื่อประโยชนดานแนวทางการรักษา และปองกันการ
ระบาดตอไป 
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บทที่ 2 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
1. การออกแบบการวิจัย  
 การวิจัยคร้ังนี้เปนการวิจัยประยุกตใน สาขาวิชาปรสิตวิทยา โดยระเบียบวิจัยเชิงทดลอง 
ศึกษาพัฒนาการตรวจกรองความหลายหลายของเชื้อ P. falciparum โดย Nested PCR-HMA ที่แยก
ไดจากประเทศไทย จากยีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 โดยการเก็บตัวอยางดวยวิธี thick film, thin 
film และใช Whatman filter paper strip โดยการเก็บตัวอยางจาก จังหวัดกาญจนบุรี จังหวัดยะลา 
จังหวัดสุราษฎรธานี และจังหวัดแมฮองสอนโดยนําตัวอยางทั้งหมดมาทําการยอมดวยสี Giemsa 
และทําการคัดเลือกตัวอยางที่ติดเชื้อ P. falciparum เทานั้น ทําการตรวจศึกษายีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง 
block 2 ดวยวิธี Nested PCR-HMA และศึกษา genotype ของ Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 ดวยวิธี 
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 กลุมตัวอยาง 
 การคํานวณกลุมตัวอยาง 
             การประมาณตวัอยางเพื่อสํารวจหา Genotyping ของ Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 ของเชื้อ 
P. falciparum ในประเทศไทย ซ่ึงมีความชุกของยีน Pfmsp1 variation ประมาณรอยละ 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 
กําหนดคาความเชื่อมั่นที ่95% หรือ α      =      0.05 
                                                    Zα /2     =     1.96 
กําหนดให e = 0.1 (ยอมรับใหเกิดความคลาดเคลื่อนได 10%) 
    n          =   (1.96)2 x (0.25) x (0.75) 
                                    (0.1)2 

                       =    72 ตัวอยาง 
 3.2 การเก็บตัวอยาง 
 โดยเก็บจากหองปฏิบัติการในโรงพยาบาล ในจังหวัดกาญจนบุรี จังหวดัสุราษฎรธานี 
จังหวดัยะลา และจังหวัดแมฮองสอน โดยเก็บจากเลือดทีเ่จาะจากเสนเลอืดดําที่แขน ใสสารกันเลือด
แข็งชนิด EDTA แลวเก็บดวยวิธี thick film, thin film อยางละ 1 แผน และ หยดใส Whatman filter 
paper stirp ประมาณ 100 μl จํานวน 2 แผน รวบรวมใสถุง Zip lock ใสในกลองที่มสีารกันความชืน้
และกันกระแทกเก็บไวที่อุณหภูมิหองปราศจากความรอน นํากลับมาทําการทดลองที่หองปฏิบัติการ
คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยรังสิต 
 
 3.3 การทดสอบที่ใชในงานวิจัย 
 3.3.1 การยอม blood smears ดวย Giemsa stain 
                     3.3.1.1 การเตรียม stock สี Giemsa 
                                1) Giemsa powder 
                                  2) Glycerol 
                                  3) Absolute ethanol 
                                  วิธีการเตรียม 
                      บด Giemsa powder ดวยครกบดสี โดยเติม glycerol ในปริมาณเลก็กอน 
แลวคอยๆ เตมิ giemsa และเติม glycerol ตอไปโดยใช Giemsa 7.5 กรัม glycerol 250 ml บดจนเปน
เนื้อเดยีวกัน หลังจากนัน้เตมิ Absolute ethanol 750 ml ลางสีออกจากครกใหหมด เก็บใสขวดแลว
นําไปบมในตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปดจุกทิ้งไวนาน 2-3 วนัจึงนําไปใชได กอนใชนําไป
ละลายใน Phosphate buffer โดยใชความเขมขนสี 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 เขยาใหเขากนัจะได 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 
ผสมใหเขากัน นําไปกรองดวยกระดาษกรองแลวนําไปใชได 
                     3.3.1.4 ขั้นตอนการยอมสี Giemsa  
                               การยอมสีฟลมเลือดชนิดบาง (Thin blood smear) 
                        1) ทําการตรึงฟลมเลือดดวย Absolute ethanol เปนเวลา 30 นาที 
                       2) เตรียมสียอมจาก Stock สี โดยใช PBS buffer pH 6.8 เปนตัวเจอืจาง 
เพื่อใหสารละลายมีความเขมขนรอยละ 20 โดยใชสี 20 สวน ใน PBS buffer 80 สวน ทําการผสมให
เขากัน สารละลายสีนี้ตองเตรียมใหมทกุครั้งเพื่อใหไดคณุภาพการยอมที่ดีที่สุด 
                        3) นําสไลดทีต่องการยอมแชลงในภาชนะที่บรรจุสารละลายสีในขอ 2 ทิ้ง
ไว 40 นาที 
                        4) ลางสีสวนเกินออกโดยใชประปาแลวทิ้งใหแหง 
                                   การยอมฟลมเลือดชนิดหนา (Thick blood film) 
                       คลายกับการยอมฟลมเลือดชนิดบาง ยกเวนไมตองตรึงดวย Absolute 
ethanol ในกรณีที่ตองการลดเวลาการยอมอาจเพิ่มความเขมขนของสารละลายสี  
                      3.3.1.5 การวินจิฉัยเชื้อ P. falciparum โดยวธีิ Microscopic examination 
                      รายงาน Negative เมื่อตรวจดใูน thick, thin blood film แลวไมพบเชื้อ 
                      รายงาน Positive เมื่อตรวจดใูน thick, thin blood film แลวพบเชื้อ 
                      จากนั้นนับจํานวนของเชื้อมาลาเรียแลวคํานวณเปน Parasites per μl 
               3.3.1.6 การนับจํานวนของเชื้อมาลาเรีย (parasites per μl) 
 นับจํานวนเชื้อมาลาเรียในเมด็เลือดแดง 100 เซลล (%) และคํานวณเพื่อ
รายงาน ผล เปน 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 ตัดเปนชิ้นเล็กใสใน microtube 
          3.3.2.2 เติม DW sterile 300 μl พักไวทีอุ่ณหภูมิหอง 10 นาที แลวนําไป Mix 30 
วินาท ี
          3.3.2.3 ดูดสวนใส 300 μl ใสใน microtube ที่มี DW sterile 1,000 μl 
          3.3.2.4 พักไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไป Mix 30 วินาท ี
          3.3.2.5 นําไปปน 12,000 rpm 3 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 1,000 μl และเก็บตะกอนไว 
          3.3.2.6 นําตะกอนที่ได มาเติม Chelex 150 μl นําไป Incubate 56oC นาที แลวนําไป 
Vortex mix 10 วินาท ี
          3.3.2.7 นําไปตมในหมอเดือด (100oC) 8 นาที นําไป Vortex mix 10 วินาที 
           3.3.2.8 นําไปปน 12,000 rpm 3 นาที ดูดสวนใสไว เก็บไวที่ -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 เก็บสารเคมีที่เตรียมไดในอุณหภูมิหอง 
   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 และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น นําสารเคมีที่ไดไป autoclave และเก็บไวที่
อุณหภูมิหอง 

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 จากนั้นปรับปริมาตรเปน 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
การเจือจางเปน 0.5 μg/ml เมื่อตองการใช และปดภาชนะที่ใส ethedium bromide ที่เตรียมไดใน
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 ตําแหนงที่ codon 86 และยีน Pfcrt ที่
ตําแหนง codon 76โดยวิธี Multiplex nested PCR (Maria, et.al, 2006)  
  Multiplex Nested PCR เปนการเพิ่มจํานวน Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene ในหลอด
เดียวกัน โดยทําปฏิกิริยา 2 คร้ัง เพื่อเพิ่มความไวและความจําเพาะ 
                      1.) การทํา PCR ครั้งที่ 1 ซ่ึงเปนการเพิ่มจํานวน gene รอบนอก โดยใช primer 2 คู 
โดยการเติมน้ํายาตางๆ 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) 
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                   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 ซ่ึงเปนการเพิ่มจํานวนเฉพาะ gene เปาหมาย (Pfmdr1 gene 
และ Pfcrt gene) โดยการเติมน้ํายาตางๆ 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 เปนการนํา PCR product ของยีน Pfmdr1 และยีน Pfcrt มาตัดดวย Enzyme 
ApoI โดยใชน้ํายาและสารเคมีในการทํา 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 ตัดตําแหนงที่จําเพาะของ DNA ที่มีลําดับเบสดังแสดง 
               5’…R|AATTY…3’ 
                3’…YTTAA|R…5’   (ลําดบัเบสที่เปน 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 ปเปต 5X TBS                    100 ml 
                2.2 Distilled water               400  ml 
                                   3.) Run gel electrophoresis 
                            3.1 ละลายผง Agarose ใหมีความเขมขน 2% ใน 100 ml 1X TBS buffer 
                            3.2 นําไปหลอมในเตาไมโครเวฟจนวุนละลาย (ประมาณ 2 นาที) 
 3.3 จากนั้นรอใหเย็น จึงเทสารที่ไดลงใน sample comb และปลอยใหเย็น
ตามอุณหภูมิหอง หลังจากที่เจลแขง็ตัว เจลอยูในลักษณะที่คลายพลาสติก 
                            3.4 ดึงซี่หวี่ออก และยายเจลลงใน Chamber ที่เติม 1X TBS ทวม gel 
                            3.5 เตรียมตัวอยาง DNA โดยผสมสารตัวอยางกับ Loading dye ผสมให
เขากันบนแผนพาราฟลม และทําการ load ลงใน well ที่เตรียมไว 
                           3.6 ปดฝา Chamber แลวตอสายไฟใหดานของตัวอยางอยูดานขั้วลบ 
เนื่องจาก DNA จะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวกประมาณ 25 นาที 
                            3.7 เสร็จแลวเอาแผนเจลไปยอมในสารละลาย Ethidium bromide 
ประมาณ 10 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 5 นาที 
                            3.8 นําแผนเจลไปวางบนกลองที่แสงอัลตราไวโอเลต จะเห็นแถบ DNA 
เรืองแสงใตเครื่อง UV transluminator บันทึกภาพไวศึกษาตอ 
                      3.3.5.2 การอานผล Multiplex Nested PCR-RFLP 
                            หลังจากทํา Nested PCR ทั้ง 2 รอบแลว จะไดยีน 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 ที่ไมมี mutation (wild type) PCR product จะถูก
ตัดเปน 2 ทอน จะเห็น DNA 2 band คือ ขนาด 239 bp และ 179 bp (Pfmdr1 86) และขนาด 98 bp 
และ 47 bp (Pfcrt 76) ถายีน Pfmdr1 86 และPfcrt 76 ที่มีการเกิด mutation Enzyme ApoI จะไม
สามารถตัด gene ทั้งสองได จึงเห็น DNA 1 band เทานั้น 
            3.3.6 การตรวจหายีน Pfmsp1 ที่ตําแหนง block 2 โดยวิธี Nested PCR 
                       เปนการเพิ่มจํานวน gene Pfmsp1 2 รอบ โดยใช primer 2 คู ใช primer คูแรกเพื่อเพิ่ม 
gene Pfmsp1 ใน block 1-block 4 และใช primer คูที่สองเพื่อเพิ่ม gene Pfmsp1 ใน block 2 ซ่ึงเปน 
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 การอานผล 
                      นํา PCR product รอบ 2 ไป run 1.8% agarose gel (วิธีทําหนา 40) จะได band ขนาด
ระหวาง 300-400 bp ของ Pfmsp1 gene 
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            3.3.7 การทํา genetic diversity โดย Nested PCR-HMA  
                      เปนการอาศัยหลักการการเคลื่อนที่ของ DNA สายคู ซ่ึงการเคลื่อนที่ของสาย DNA 
สายคูจะเปนสัดสวนโดยตรงกับระดับความแตกตางของลําดับเบสที่มีการเขาคูกัน และแสดงผลการ
เคล่ือนที่ของ DNA โดยนําไป run ใน polycrylamide gel และทําการยอมดวย Ethedium bromide 
เพื่ออานผลตอไป (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
   3.3.7.1 Known Sequence Control (Recombinant clones) ซ่ึงมีความจําเพาะตอ 
Pfmsp1 family MAD20 โดยไดจากการ cloning ของ insert specific base sequence ใน plasmid 
DNA และสกัด plasmid DNA นํามาเปน reference DNA (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
 3.3.7.2 K1 Control (K1 culture) เชื้อ P. falciparum สายพันธุเดี่ยวบริสุทธิ์ (K1) ที่ได
จากการ culture เปน 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 มาทําปฏิกิริยาการเขาคูกันกับ reference DNA สายพันธุ 
MAD20 โดยใสน้ํายาและสารเคมี ดังตารางที่ 2.6 โดยใชปริมาตรเทากัน 2 แบบคอื อยางละ 2 μl 
และ 5 μl โดยใหเกิด denature ที่ 98º C 3 นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ reannealling ที่อุณหภูมิ 4 ºC 
นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run polyacrylamide gel electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% 
และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 mA  
 
ตารางที่ 2.6 น้ํายาและสารเคมีในการทํา PCR-HMA (Ngernngarmlert, et al., 2005) 
 

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

5 μl 

10X Annealing Buffer 1 μl 
Reference DNA ที่จําเพาะตอ MAD20 5 μl 
DNA loading Buffer (6X) 1 μl 
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ตัวอยางการแปลผลการทํา HMA 
      Reference DNA             Variant 
       Family MAD20                   Sample DNA 

                                     
           Denature    

                                      
          reanealing 

                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รูปท่ี 2.1 แสดงการอานผลการเคลื่อนที่ของ Homoduplex และ Heteroduplex 

    1         2 3

         MAD20       Sample  MAD20/Sample 

Homoduplex 

Heteroduplex 

ssDNA 
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 การอานผล HMA 
 หลังจากนํา PCR Product ที่ไดจาก sample ตางๆ หรือ DNA target ทําปฏิกิริยากับ 
reference DNA สายพันธุ MAD20 แลวนําไปยอมดวย Ethidium bromide จากนั้นตรวจสอบ band 
ของ DNAโดยใชเครื่อง UV Translumination อานผล band ของ DNA เทียบกับ band ของ reference 
DNA (MAD20 ) ตัวอยางเชน lane ที่ 1 จะเห็น homoduplex ของ MAD20 เพียง band เดียว สวน 
lane ที่ 2 เปน sample เพียงอยางเดียว และ lane ที่ 3 เปน sample ที่ผสมกับ reference DNA จะเห็น
วาพบแถบของ heteroduplex 1 band ที่ lane ที่ 1 และ 2 และพบ 2 bandใน lane ที่ 3 ในกรณีที่เชื้อมี 
mismatch กับ reference DNA กับ MAD20 จะเปน heteroduplex จะเห็นการเคลื่อนที่ชากวา 
homoduplex ที่เกิดจาก complete match เล็กนอย แสดงวาเชื้อในตัวอยางนี้อาจมี ลําดับเบสที่ตางไป
จากสายพันธุที่ใชเปน reference DNA (รูปที่ 2.1) จากนั้นทําการนับจํานวน band แลวจะทําการวัด
การเคลื่อนของ homoduplex และ heteroduplex เพื่อคํานวณหาคา Mobility index (MI) เพื่อ
วิเคราะห genetic diversity ตอไป 
 
                ระยะจากดานลางของหลุมถึงกึ่งกลางของแถบ Heteroduplex  
                              ระยะจากดานลางของหลุมถึงกึ่งกลางของแถบ Homoduplex  
 
 3.4 การวิเคราะหขอมูล 
   1.  ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ของเชื้อ P. falciparum กับความชุกของยีนดื้อ
ยา Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 โดยใชสถิติเชิงพรรณนา เชน คาเฉลี่ย รอยละ  
         2.  ศึกษาความสัมพันธของ parasitemia กับสายพันธุของเชื้อโดยใชสถิติ Mann-Whitney U 
test 
   3.  ศึกษาความสัมพันธของ parasitemia โดยแยกตามภูมิภาค และ allele variation โดยใช
สถิติ Kruskal-Wallis Test และ Mann-Whitney U test 
     4.  ศึกษาความสัมพันธระหวางการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ หรือ Multiplicity of 
infection (MOI) กับการติดเชื้อในแตละภมูิภาค โดยใชสถิติ Fisher’s exact test 
 5.  กําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) 
 
 

   
 

 

 Mobility index (MI) = 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
  งานวิจยัในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา genetic diversity ของเชื้อ P. falciparum โดย
ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR-HMA ซ่ึงจะทําการสกัด DNA จาก
ตัวอยางเลือดเพื่อ amplify Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR จากนั้นนํา PCR product ไปตรวจ 
genetic diversity ดวยวิธี Heteroduplex Mobility Assay (HMA) ที่ไดพฒันาขึ้น ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้ 
ไดรับตัวอยางตรวจจากเลือดที่เก็บดวยวิธี thick film, thin film และ Whatman filter paper 
strip โดยการเก็บตัวอยางทั้งส้ิน 79 ตัวอยางจาก 4 จังหวัดใน 3 ภูมิภาค คือภาคเหนือ (จังหวัด
แมฮองสอน), ภาคตะวันตก (จังหวดักาญจนบุรี) และภาคใต (จังหวัดสุราษฏรธานี และจังหวัด
ยะลา) การเก็บตัวอยางทั้งหมดอยูในชวง เดอืนมีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2553 

 
1.  ขอมูลท่ัวไปของตัวอยางตรวจ 
  จากตารางที ่ 3.1 แสดงขอมูลจํานวนตวัอยางที่เก็บทั้งหมด 79 ตัวอยาง โดยไดรับตวัอยาง
ตรวจจากภาคตะวนัตกมากที่สุด คือ 51 ตัวอยาง (64.60%) จากภาคใต 17 ตัวอยาง (21.50%) และ
ภาคเหนือนอยที่สุด คือ 11 ตัวอยาง (13.90%) ในจํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยางที่ไดจาก
ผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum เปนผูปวยที่มสัีญชาติไทยมากที่สุดจํานวน 61 ราย (77.22%) รองลงมา
คือ สัญชาตกิะเหรี่ยง จํานวน 10 ราย (12.66%), สัญชาติพมาจํานวน 5 ราย (6.33%) และสัญชาติลาว
กับสัญชาติมอญรวมแลวจํานวน 3 ราย ตามลําดับ 
  การศึกษาครั้งนี้ไดนําตวัอยาง thick และ thin blood film ทั้งหมดมาทําการยอมดวยสี 
Giemsa จากนั้นทําการตรวจยืนยันวาเปนเชื้อ P .falciparum และนับจํานวน parasitemia รายงาน
เปน parasite/μl จากตารางที่ 3.2 พบวาจํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง เมื่อคํานวณ 
parasitemia เฉลี่ย โดยคํานวณคา median  พบวาภาคเหนือมีคาเฉลี่ยของ parasitemia สูงที่สุดคือ 
33.75 x103 parasite/μl รองลงมาเปนภาคตะวนัตกคือ 25.00 x103 parasite/μl ตามลําดับ สวนภาคใต
มีคา parasitemia ต่ําที่สุด คือ 17.50 x103 parasite/μl โดยรวมทัง้หมด 79 ตัวอยางพบวามคีา 
parasitemia เฉลี่ยเทากับ 23.75 x103 parasite/μl คาสูงสุดเทากับ 128.22x103 parasite/μl  และคา 
parasitemia ต่ําสุดเทากับ 2.50x103 parasite/μl  โดยมีคาเบี่ยงแบนมาตรฐานเทากับ 11.26 x103 

parasite/μl  จากการทดสอบทางสถิติ (Kruskal-Wallis Test) พบวาคา parasitemia ในแตละภูมิภาค
ไมแตกตางกัน(P>0.05)  
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ตารางที่ 3.1 แสดงขอมูลทั่วไปตัวอยางตรวจแยกตามภูมภิาค  

สัญชาติ  

ภูมิภาคท่ีสํารวจ N, (%) 

รวม 

North West South 

แมฮองสอน กาญจนบุรี สุราษฎรธานี 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) 

พมา 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 แสดงตัวอยางตรวจแยกตามความหนาแนนของ parasitemia (parasite/μl) โดยแบงตาม
ภูมิภาค 

ขอมูลตัวอยางตรวจ  
ภูมิภาคที่สํารวจ 

รวม P-value 
North West South 

จํานวนตัวอยางตรวจ N, (%) 11 , (13.9) 51 , (64.6) 17 , (21.5) 79 , (100)  

คา parasitemia เฉลี่ย (parasite/μl x103)  33.75 25.00 17.50 23.75 0.058 

คา parasitemia สูงสุด (parasite/μl x103) 40.38 79.75 8.50 79.75 

 

คา 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 คา parasitemia เฉลี่ย ที่แสดงเปนคา median 
 
   จากการจดักลุมตามระดับความหนาแนนของ parasitemia เปน 3 ระดับคือ ระดับต่ํา 

(<10,000 parasite/μl), ระดับกลาง (10,000-100,000 parasite/μl) และ ระดับสูง (>100,000 
parasite/μl), โดยแยกตามภูมภิาค ดังแสดงในตารางที ่ 3.3 พบวาตวัอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง 
สวนใหญมีคา parasitemia อยูในระดับกลาง คือจาํนวน 55 ตัวอยาง (69.62%) และในทุกภูมภิาค
พบวาสวนใหญมีคา parasitemia อยูในระดับกลาง คิดเปน 63.64%, 68.62%  และ 76.47% ใน
ภาคเหนือ, ภาคตะวนัตก และภาคใต ตามลําดับ ในภาคเหนือพบผูตดิเชื้อที่มีคา parasitemia ใน
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ระดับต่ําเพยีง 1 ราย (9.09%) ในขณะที่ในภาคใตมีผูติดเชื้อที่ติดเชื้อในระดับต่ําจํานวนมากคือ 4 ราย 
(23.25%) และไมพบผูติดเชื้อที่มี parasitemia ในระดับสูง  
 
ตารางที่ 3.3 แสดงจํานวนตัวอยางตรวจ จัดกลุมตามระดบัความหนาแนนของ parasitemia 

Parasitemia 
จํานวนตัวอยางตรวจของภูมิภาคท่ีสํารวจ 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 ทําการเก็บตวัอยางเลือดดวยวิธี Whatman filter paper strip จาก
ตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง ทําการสกัด DNA โดยวิธี Chelex (Kirsten, et.al., 2008) จากนั้น
นํา DNA มาทํา Nested PCR โดย amplify Pfmsp1 gene ในตําแหนง block 2 (Snounou, et al., 
1999) และติดตามผล PCR product โดยการทํา 1.8% agarose gel electrophoresis ซ่ึงจะได PCR 
product ที่มีขนาดประมาณ 300-400 bp  จากการศึกษาครั้งนี้พบวา ตัวอยางเลือดของผูปวยที่ติด
เชื้อ P. falciparum เมื่อทํา Nested PCR จะได PCR product ที่มี Pfmsp1 gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 
300-400 bp ครบทั้ง 79 ตัวอยาง จึงประสบความสําเร็จในการ amplify Pfmsp1 gene คิดเปน 100% 
และพบวาวิธีนี้สามารถ amplify gene จากตัวอยางเลือดที่มี parasitemia ต่ําทีสุ่ดคือ 2.5 x103 
parasite/μl (หรือเทากับ 0.05% infected RBC) 
   เนื่องจาก Pfmsp1 gene บริเวณ block 2 มีความผันแปรของลําดับเบสสูง จึงทําใหมีขนาด
ของ PCR product ที่แตกตางกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถตรวจหา genetic variation ได
หลากหลาย ซ่ึงจากทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาสามารถสังเกตความตางของ band ใน 3 ตําแหนง
เทานั้นและอยูระหวาง 300-400 bp ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
   ขอจํากัดนีเ้กิดเนื่องจากการตดิตามผล PCR productโดยการทํา agarose gel electrophoresis 
ศึกษาไดเฉพาะขนาดของ DNA เทานั้น และขนาดของ DNA ที่มีจํานวนเบสตางกนัเล็กนอยเชน 1-5 
bases จะแยกความแตกตางของตําแหนงของ band ไมได รวมทั้งหากมีลําดับของเบสแตกตางกนัแต
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จํานวนเบสเทากันก็ไมสามารถแยกความแตกตางไดเชนกัน จึงไดนํา PCR product ดังกลาวไปศึกษา

ความหลากหลายของสายพนัธุตอดวยวิธี HMA ที่ไดพฒันาขึ้น 
 
 
                           
 
                        
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 แสดงผล PCR product ของ Pfmsp1 gene โดยวิธี Nested PCR 
 M คือ DNA marker (100 bp)  

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

 
 2.2  การหาสภาวะเหมาะสมของวิธี HMA 
              ในการทํา HMA คร้ังนี้ไดเลือก Pfmsp1 gene ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 เปน 
reference DNA ซ่ึงมีขนาด 344 bp (ลําดับเบสแสดงในหนาที่ 43) โดย reference DNA ไดจากการ 
insert specific base sequence clone ใน plasmid DNA ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก        
ผศ.ดร.วารุณี เงินงามเลิศ คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยมหิดล และเชื้อ P. falciparum        
สายพันธุเดีย่วบริสุทธิ์ (K1) ที่ไดจากการ culture เปน control ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก          
ดร.สุมาลี กําจรวงศไพศาล สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ เมื่อทําการสกดั 
DNA แลว นํา DNA ของ reference DNA (Ref.) สายพันธุ MAD20 และ K1 มา amplify Pfmsp1 
gene โดยวิธี Nested PCR จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาเขาคูกันโดยวิธี HMA โดยใชปริมาตรเทากัน 2 
แบบคือ อยางละ 2 μl และ 5 μl โดยใหเกิด denature ที ่ 98º C 3 นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ 
reannealling ที่อุณหภูมิ 4ºC นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run polyacrylamide gel 
electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 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 ระหวาง สายพันธุ 
MAD20 (Ref) กับสายพันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 12% polyacrymide gel และใช
กระแสไฟฟา 10 mA ใชเวลาประมาณ 1 ชั่งโมง 30 นาที  
 
      ผลการทดลองพบวา reference DNA และ P. falciparum สายพันธุ K1 เกิด heteroduplex 
band ใหเห็น 1 band (รูปที่ 3.2) แสดงถึงความถูกตองของวิธี HMA ในการตรวจเชือ้ control 1 สาย
พันธุที่มลํีาดับเบสแตกตางจาก reference DNA และเกิด homoduplex เพียง 1 band ไมพบ 
heteroduplex band ใน lane Ref และ lane K1 ซ่ึงเปนการใส DNA ของเชื้อเพียงชนดิเดียวในแตละ 
lane ดังกลาว และจากการทดสอบพบวาจะเกิด heteroduplex band ไดชัดที่สุดเมื่อใชปริมาตรของ 
reference และ K1 PCR product อยางละ 5 μl ใชเวลา denature 3 นาที ดังแสดงในรูปที่ 3.2 (ใชเวลา 
5 นาที ไดผลเชนเดียวกนั) ใช 12% polyacrylamide gel ดวยกระแสไฟฟา 10 mA และใชเวลา 1 
ช่ัวโมง 30 นาที (ผลการทดลองในสภาวะอื่นๆ แสดงในภาคผนวก) 
  2.3 การอานผล 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
เคลื่อนที่เร็วทีสุ่ดเกิดจากการเขาคูกันของ reference DNA เอง หรือ DNA ของตัวอยางตรวจเอง 
hetroduplex คือ band ที่เคลื่อนที่ชาที่สุดเกิดจากการเขาคูกันระหวาง reference DNA กับ DNA ของ
ตัวอยางตรวจ และ single stranded DNA ซ่ึงเกิดขึ้นในขัน้ตอน reannealling ที่มีการเขาคูกันอยาง

Heteroduplex 

Single stranded DNA 
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อิสระของ reference DNA กับ DNA ของตัวอยางตรวจโดยการลดอณุหภูมิ ทําใหเหลือ DNA สาย
เดี่ยวบางสวนไมไดกลับเขาคูจึงเหลือเปน band ของ single stranded DNA 
 จากการใช reference DNA นํามาทํา HMA ใน lane R จะใส reference DNA เพียง
อยางเดยีว เปน control reference DNA ใน lane S1 ใสตัวอยางตรวจ S1 เพียงอยางเดียวเปน control 
ตัวอยางตรวจ S1 สวน lane RS1 ใส reference DNA และตัวอยางตรวจผสมกัน เมื่อ run 
polyacrymide gel อานผลโดยเทียบกับ lane ที่ 1 และ lane ที่ 2 ซ่ึงจะเหน็ band ของ herteroduplex 2 
bands เกิดขึ้น สวนตวัอยางตรวจ S2 เห็น band ของ heteroduplex 1 band, ตัวอยางตรวจ S3 เห็น 
band ของ heteroduplex 2 bands และตัวอยางตรวจ S4 เห็น band ของ heteroduplex 1 band (รูปที่ 
3.3) เมื่ออานผลโดยการนับจํานวน band แลวจะทําการวัดการเคลื่อนของ homoduplex และ 
heteroduplex เพื่อคํานวณหาคา Mobility index (MI) เพื่อนําไปวิเคราะห genetic diversity ตอไป 

M         R         S1        RS1      S2       RS2       S3    RS3 S4       RS4
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รูปท่ี 3.3 แสดงผล Heteroduplex Mobility assay (HMA) ระหวาง ตัวอยางตรวจ กับ reference DNA  
  M คือ DNA marker (100 bp) 
  R  คือ Reference DNA  
  S1 คือ ตัวอยางที่ 1 
  RS1 คือ ตัวอยางตรวจที่ 1 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S2 คือ ตัวอยางที่ 2 
  RS2 คือ ตัวอยางตรวจที่ 2 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S3 คือ ตัวอยางที่ 3 
  RS3 คือ ตัวอยางตรวจที่ 3 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  S4 คือ ตัวอยางที่ 4 
  RS4 คือ ตัวอยางตรวจที่ 4 ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA 
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รูปท่ี 3.4 แสดงผล Heteroduplex Mobility assay (HMA) ระหวาง reference DNA กับตัวอยางตรวจ
ในตําแหนงการเคลื่อนที่ตางๆกัน 
    M คือ DNA marker (100 bp) 
  R คือ Reference DNA  
  H14 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H18 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H21 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  H22 คือ ตัวอยางตรวจที่ 4 ที่เกิด Homoduplex 2 bands 
  H24 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA  
  G3 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกดิ Heteroduplex กับ reference DNA 
  G6 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกดิ Homoduplex เหมือน reference DNA 
  G11 คือ ตัวอยางตรวจ ที่เกิด Heteroduplex กับ reference DNA   
  
 จากรูปที่ 3.4 แสดงใหเห็นการเกิด heteroduplex แตละ band ระหวาง reference 
DNA กับตัวอยางตรวจทีเ่ลือกมาทําปฏิกิริยา เพื่อแสดงถงึความแตกตางกันของ P. falciparum ใน
ตัวอยางตรวจในการ run polyacrylamide gel ใน gel เดยีวกัน จะเหน็วาตัวอยางตรวจ H14, H18 จะ
เห็น band ของ heteroduplex 2 bands มีตําแหนงตางกันทั้ง 4 bands ตัวอยางตรวจ H24, G3, G11 
เห็น band ของ heteroduplex 1 band ในตาํแหนงตางกัน แสดงวาเปน P. falciparum ที่แตกตางกัน 
อาจเนื่องจากการที่เชื้อมลํีาดับเบส หรือจาํนวนเบสตางกันจึงเกิดการสราง heteroduplex รูปแบบ
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ตางๆ กัน ทําใหมีการเคลื่อนที่ตางๆ กัน สวนตวัอยางตรวจ H22 ไมเหน็ band ของ heteroduplex แต
เห็น band ของ homoduplex 2 bands (shift จากตําแหนง heteroduplex ของ Reference) แสดงวาเชื้อ
มีลําดับเบสที่ตางกันมากระหวาง reference DNA กับตัวอยางตรวจ จึงไมสามารถจับกันไดจึงไมเกดิ 
heteroduplex และตัวอยางตรวจ G6 ไมเกดิ heteroduplex ระหวางตัวอยางตรวจกับ reference DNA 
และเกดิ homoduplex เพียง 1 band เทานั้น (ไมมี shift) แสดงวามีความเหมือนกับ reference DNA  
  2.4 Method validation 
   2.4.1 ความแมนยํา (precision) เพื่อตรวจสอบคา MI ของการทดสอบ HMA 
             ทดสอบโดยใชเชื้อ P. falciparum ที่ไดจากการ culture ซ่ึงเปนสายพันธุ K1 
นํามาสกัด DNA ดวยวิธี Chelex จากนัน้นํามาทํา Nested PCR ซ่ึงจะได PCR product ที่มี Pfmsp1 

gene และทําการทดสอบ HMA โดยใช MAD Reference DNA ทําซ้ําทั้งหมด 10 คร้ัง พบวาคา 

MI (%) ของ heteroduplex band ที่ไดมีความแปรปรวนในระดบัที่ยอมรับไดคือ CV < 10% โดยมี 
CV เทากับ 5.59% ดังแสดงในตารางที่ 3.4 แสดงวาการทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง และ
การตรวจสอบการเคลื่อนที่ของ ssDNA ของ reference DNA (MAD20) ทําการทดสอบซ้ํา 20 ครั้ง 
พบวาไดคา MI (%) ที่มีความแปรปรวนทีย่อมรับไดเชนกันคือ CV < 10% (CV=8.26%) ดังตารางที่ 
3.5   
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ตารางที่ 3.4 ผลการทดสอบความแมนยําของคา 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 ผลการทดสอบความแมนยําของคา Mobility index (MI) ที่ตําแหนงการเคลื่อนที่ 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 ความแมนยํา (precision) เพื่อตรวจสอบจํานวน heteroduplex band และ allele 
variation No. 
         จากตัวอยางทั้งหมด 10 ตัวอยาง ตรวจสอบวาการจัด allele variation No. ตาม
เงื่อนไขที่กําหนดขึ้น (ตารางที่ 3.7) จะไดผลเหมือนเดิมหรือไม และตรวจ reproducibility ของการ
เกิดจํานวน heteroduplex band โดยการตรวจตัวอยางซ้าํดวยวิธี HMA ในแตละตวัอยางจํานวน 3 
คร้ัง ตรวจทั้งหมด 10 ตัวอยาง ผลการทดสอบมีคา MI (%) จัดอยูใน alleles variation No. เดมิ
ทั้งหมด และไดจํานวน band ของ heteroduplex จํานวนเทาเดิมทุกตัวอยาง (100%) ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.6 
  2.4.3 การทดสอบความถูกตอง Accuracy 
        ในที่นี้นําเชือ้ที่ทราบวาเปนสายพันธุบริสุทธิ์ และทราบลําดับเบส 1 ตัวอยางคือ 
P. falciparum (K1) ซ่ึงมีลําดับเบสตางจาก reference DNA (similarity 77%) เมื่อทดสอบ HMA 
พบวาเกิด heteroduplex เพียง 1 band และพบ homoduplex 1 band เมื่อทดสอบกับ Reference DNA 
อยางเดยีว หรือ K1 DNA อยางเดยีว ซ่ึงเปนไปตามทฤษฏีของหลักการ HMA จึงใหคาความถูกตอง
ของการทดสอบเทากับ 100% แสดงวาการทดสอบที่พัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง และความถูกตอง
สูง เชื่อถือได 
 
ตารางที่ 3.6 แสดงการทดสอบเพื่อประเมนิคุณภาพของการศึกษา Genetic diversity โดยวิธี Nested 
PCR- HMA จากการทดสอบซ้ํา 3 คร้ัง ในเชื้อจากผูปวย 10 ตัวอยาง  
ทดสอบ
ครั้งที่ 

ตัวอยาง
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 ในเชื้อจากผูปวย 10 ตัวอยาง (ตอ) 
ทดสอบ
ครั้งที่ 

ตัวอยาง
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) โดยอาศัยคา MI ของการเคลื่อนที่ของ heteroduplex ซ่ึงถูกจัดแบงเปน 
MI range (%) เพื่อจัดเปน allele variation No.โดยแตละชวงของคา MI (%) ดังกลาว ถูกกําหนดโดย
สมมุติฐานที่วาความคลาดเคลื่อนใดๆ ในการทดสอบแตละครั้ง เชน การเคลื่อนที่ของ heteroduplex
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ในการ run gel แตละครั้ง การวัดระยะทาง     หรือการเปลี่ยนแปลงของการเตรียมน้ํายา สารเคมีใดๆ 
จะถูกกําหนดใหอยูในชวงทีย่อมรับได โดยใชคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) เปนคากําหนดแตละชวง  

ดังนั้นจึงใชการวัดตําแหนงของ heteroduplex ของ reference DNA กับ K1 DNA และ
คํานวณคา MI (%)ในการทํา HMA ซํ้า 10 คร้ัง (ตารางที่ 3.4) เพื่อหาความแปรปรวนของผลการ
ทดสอบ โดยคํานวณหาคา X, SD ซ่ึงไดคา SD เทากับ 0.8 และนําคา 0.8 มากําหนด MI range ในแตละ
ชวง และเรยีกชื่อเปน allele variation No 1-26 ดังตารางที ่3.7 
  สําหรับความหมายของคา MI คือ คา MI ต่ํา แสดงวา P. falciparum สายพันธุนั้นมี 
heteroduplex เคลื่อนที่ชา (slow migration) ซ่ึงจะเปนสายพันธุที่มีลําดบัเบสแตกตางจาก reference 
DNA มากที่สุด ในทางตรงกันขาม heteroduplex ที่เคลื่อนที่เร็ว (rapid migration) จะมีคา MI สูง ซ่ึง
แสดงวา P. falciparum สายพันธุนั้นมีลําดบัเบสใกลเคียงกับ reference DNA มาก หมายความวา MI 
(%) แปรผันตรงกับ similarity ของ base homology ระหวาง reference กับ ตัวอยางตรวจ 
 ในการศึกษา HMA ของ Pfmsp1 gene ทั้งหมด 79 ตัวอยาง ในครั้งนี้พบวา heteroduplex มี
ระยะทางในการเคลื่อนที่ที่มีคา MI (%) ระหวาง 3.95-21.84 และตรวจพบทั้งหมด 108 isolates สวน 
single stranded DNA จะเคลื่อนที่มาประมาณครึ่งหนึ่งของระยะทางเคลื่อนที่ของ homoduplex โดย
มีคา MI  (%) ประมาณ 45 เมื่อนําผลการตรวจ HMA มาจัดกลุม allele variation ตามคา MI (%) 
range ที่กําหนดขางตน พบวาการศึกษาโดยการพัฒนาวิธี Nested PCR-HMA และใช P. falciparum 
MAD20 เปน reference DNA คร้ังนี้ สามารถตรวจพบ allele variation ของ Pfmsp1 block 2ได
ทั้งสิ้น 23 variants และพบวา allele variation No. 25 (No heteroduplex band, same homoduplex 
migration) พบมากที่สุดคือ 22 isolates (20.36%) รองลงมาคือ allele variation No. 6 (9.26%) และ
กลุมที่พบนอยที่สุดคือ allele variation No. 12, 18 และ 19 ซ่ึงจํานวนที่ตรวจพบมีเพียงกลุมละ 1 
isolates เทานั้น (0.93%) (ตาราง ที่ 3.7) 

จากตารางที่ 3.7 แสดงผลการศึกษา genetic diversityโดยแยกตามภูมิภาคและจังหวัด จาก
จํานวนที่ตรวจพบทั้งหมด 108 isolates พบวาภาคตะวนัตกตรวจพบเชื้อ 73 isolates (67.59%)  ซ่ึงมี 
allele variation มากที่สุดถึง 20 variants สวนภาคเหนอืจํานวนที่ตรวจพบทั้งหมด  17 isolates 
(15.74%)  มี allele variation เทากับ 11 variants และ ภาคใตจํานวนที่ตรวจพบเชื้อทั้งหมด  18  
isolates (16.67) มี allele variation เทากับ 7  variants โดยกลุมของ allele variation ภูมิภาคตางๆ
แสดงไวในตารางที่ 3.8 จากการศึกษาพบวาเชื้อที่มี allele variation No. 4, 6 และ26 พบรวมกันใน
ทุกภูมภิาค และพบวาสายพนัธุที่พบบอยในแตละภูมิภาคแตกตางกนั คือ ภาคเหนือพบ allele 
variation No. 10 มากที่สุด สวนภาคตะวันตกและภาคใต 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  
  (%) แมฮองสอน กาญจนบุรี สุราษฎรธานี 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 ที่เกิดขึ้นในแตละตัวอยางตรวจ พบวามี band มาก
ที่สุด 3 bands ซ่ึงพบเพียง 1 ตัวอยาง และจากผลของการทดสอบ HMA ไดจัดกลุมของผูติดเชื้อ
ออกเปน 2 กลุม ดังแสดงตารางที่ 3.9 คือ กลุมที่ติดเชื้ออยางนอย 1 สายพันธุ ซ่ึงหมายถึงพวกทีพ่บ 
heteroduplex 1 bands และพวกที่ไมพบ band (ซ่ึงหมายถึงติดเชื้ออยางนอย 1 สายพันธุ ที่เปน 
homoduplex) ทั้งนี้การทดสอบนี้ไมอาจสรุปไดวาการพบ heteroduplex 1 band หมายความวามีเพยีง 
1 สายพันธุเทานั้น เพราะอาจมีการติดเชือ้ที่เหมือนกับ Reference DNA จึงมีเฉพาะ band ซอน
ตําแหนงเดยีวกับ homoduplex อีกหนึ่งสายพันธุกไ็ด อีกกลุมหนึ่งคือพวกที่ตดิเชื้อมากกวา 1 สาย
พันธุ (อยางนอย 2 สายพนัธุหรืออาจมากกวา 2 สายพนัธุ) ซ่ึงหมายถึงพวกที่พบ hetreoduplex 2 
bands หรือ 3 bands  
 จากผลสํารวจ Multiplicity of infection (MOI) ของการติดเชื้อ P. falciparum ในการตรวจ
คร้ังนี้ ตัวอยางทั้งหมดในทุกภูมิภาคที่มกีารติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ (2 สายพันธุหรืออาจมากกวา 
2 สายพันธุ) เทากับ 28 ตัวอยาง คิดเปน 35.44% ดังแสดงตารางที่ 3.9 และพบวา ผูติดเชื้อใน
ภาคเหนือ พบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ มากกวาการติดเชื้อ 1 สายพันธุ (54.55% vs 45.45%) 
แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ภาคตะวันตกพบการติดเชื้อ 1 สายพันธุ มากกวาการติดเชื้อ
มากกวา 1 สายพันธุ (56.86% vs 41.18%) แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) และภาคใตพบวาผูตดิ
เชื้อเกือบทั้งหมด (94.11%) พบการติดเชือ้ 1 สายพันธุ มีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อทดสอบ
สถิติหาความสัมพันธของจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อ เปรียบเทยีบระหวางผูตดิเชื้อในภาคเหนือ
กับภาคตะวนัตกพบวา จํานวนสายพนัธุของการติดเชื้อไมแตกตางกันใน 2 ภูมิภาคขางตน (P>0.05) 
แตพบวาเมื่อเปรียบเทียบระหวางผูติดเชื้อในภาคเหนือกบัภาคใต และภาคตะวันตกกับภาคใต พบวา
วาจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 การคํานวณคาเฉลี่ย MOI เพื่อแสดงจาํนวนของสายพันธุของเชื้อที่พบในการตดิเชื้อใน
ผูปวย 1 คน คํานวณโดย จาํนวนผูปวยทีต่ิดเชื้อแตละแบบคือ 1, 2, 3 สายพันธุ คณูกับจํานวนสาย
พันธุที่ตรวจพบ (1,2,3) แลวหารดวยผูปวยทั้งหมด ซ่ึงการสํารวจครั้งนี้พบวา ภาคเหนือมีคา MOI 
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เฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 1.55 รองมาคือภาคตะวนัตก MOI เฉลี่ยเทากับ 1.41 และภาคใตพบวามีคา 
MOI เฉลี่ยนอยที่สุดเทากับ 1.06 และพบวาผูปวยทั้งหมด 79 ราย มีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 1.35 แสดง
ใหเห็นวาวาผูปวยในประเทศไทย 1 รายมีอัตราการติดเชือ้ P. falciparum มากกวา 1 สายพันธุ 
 
ตารางที่ 3.9 ผลการสํารวจ Multiplicity of P. falciparum infection โดยวิธี Nested PCR-HMA 

ภูมิภาคที่สํารวจ 
MOI เฉลี่ย 

จํานวนเชื้อ(สายพันธุ) 
ในแตละตัวอยางตรวจ  

P-value ทดสอบ
ระหวางภูมิภาค 

N, (%) 1 >1 P-value 

North, แมอองสอน(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, สุราษฏรธานี(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 กับจํานวนสายพนัธุของการติดเชื้อ (MOI) พบวา
จํานวนตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาผูที่ติดเชื้อ 1 สายพันธุ มคีาเฉลี่ยของ parasitemia สูง
กวากลุมที่ตดิเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ เล็กนอย (25.00 vs. 21.88 parasite/μl x103) แสดงในตารางที่ 
3.10 แตจากการทดสอบทางสถิติพบวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (Mann Whitney U test) 
 
ตารางที่ 3.10 แสดงจํานวน parasitemia ของ P. falciparum (parasite/μl) กับจํานวนของสายพันธุ
ของเชื้อ จากการศึกษาโดยวธีิ Nested PCR-HMA 
จํานวนเชื้อในแตละ 
ตัวอยางตรวจ 

(สายพันธุ)  

Parasitemia (Parasite/μlx103)  
P-value 

Median Max Min SD 

1  25.00 797.50 5.00 122.05 0.670 

มากกวา 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 ปจจัยตางๆ 
 การศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene โดยวธีิ Nested PCR- HMA กับความ
เกี่ยวของกับปจจัยตางๆ ทําโดยการจดักลุมของ allele variation เปนกลุมใหญๆ โดยแบงออกเปน 5 
กลุมตามการเคลื่อนที่ของ heteroduplex ซ่ึงสอดคลองกับการมีลําดบัเบสเหมือนหรือแตกตางจาก 
reference DNA มากนอยเพยีงใด คือ กลุม I (mostly different) เปนพวกที่แตกตางจาก reference 
DNA มากที่สุด, กลุม II (highly different) เปนพวกที่แตกตางจาก reference DNA มาก, กลุม III 
(moderate different) เปนพวกทีแ่ตกตางจาก reference DNA ปานกลาง, กลุม IV (highly related) 
เปนพวกที่คลายกับ reference DNA และกลุม V (mostly similar) เปนพวกที่เหมือนกับ reference 
DNA มากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 3.11 และตารางที ่3.12 
 จากการแบงกลุมดังกลาว เมือ่เปรียบเทียบ genetic variation ของ Pfmsp1 gene จากจาํนวน
ที่ตรวจพบทั้งหมด 108 isolates (ตารางที่ 3.11) สวนใหญเชื้อจัดอยูในกลุม II  จํานวน 41 isolates 
รองลงมาคือกลุม III จํานวน 31 isolates และพบนอยที่สุดคือกลุม I พบเพียง 3 isolates (2.80%) 
โดยพบวาภาคเหนือพบเชื้อทีจั่ดอยูในกลุม III มากที่สุดจาํนวน 7 isolates (41.20%) รองลงมาคือ
กลุม II จํานวน 5 isolates (29.40%) และไมพบเชื้อในกลุม V สวนภาคตะวันตกพบเชื้อที่จัดอยูใน
กลุม II มากที่สุดจํานวน 31 isolates (42.50%) รองลงมาคือกลุม III จํานวน 22 isolates (30.10%) 
และภาคใตพบเชื้อที่จัดอยูในกลุม V มากที่สุด จํานวน 10 isolates (55.50%) รองลงมาคือกลุม II 
จํานวน 5 isolates (27.80%) แตไมพบเชื้อในกลุม IV  
  
ตารางที่ 3.11 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ 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 โดยจัดกลุม I–V กับสัญชาติของผูติดเชื้อ พบวาผูติดเชื้อ
ที่มีสัญชาติไทยตรวจพบ 81 isolates สวนใหญเปนเชื้อในกลุม II จํานวน 31 isolates (38.30%) และ
รองลงมาอยูในกลุม III จํานวน 20 isolates (24.70%) สัญชาติกระเหรี่ยงติดเชื้อทีจ่ัดอยูในกลุม II 
และกลุม III  เทากัน จํานวนกลุมละ 6 isolates (40.00%) สัญชาติพมาพบเชื้อ 8 isolate โดยติดเชื้อที่
จัดอยูในกลุม II มากที่สุด จาํนวน 4 isolates (50.00%) รองลงมาคือกลุม III (25.00%) สัญชาติมอญ
และสัญชาติลาวติดเชื้อทีจ่ัดอยูในกลุม III และ กลุม V จาํนวน 3 และ 1 isolate ตามลําดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 3.12 
 จากตาราง 3.13 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V เทียบกับปริมาณ 
parasitemia (median) พบวาในกลุม III มคีา parasitemia เฉลี่ยสูงสุดเทากับ 30.00 x103 parasite/μl 
รองลงมาคือ กลุม II มีคา parasitemia เฉลี่ยเทากับ 25.00 x103 parasite/μl สวนกลุมที่มีคา 
parasitemia เฉลี่ยต่ําสุดคือ กลุม V มีคา parasitemia เทากับ 16.88 x103 parasite/μl 
 
ตารางที่ 3.12 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ I-V แยกตามสัญชาติ  

Group of genetic 
diversity 

 

MI range 
(%) 

Mean แยกตามสัญชาต ิN, (%) 
รวม MI 

(%) 
ไทย กะเหรี่ยง พมา 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 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดับ 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 ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt ที่ตําแหนง codon 76 
  การศึกษาการเกิด mutation ของ Pfmdr1 gene ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt gene ที่
ตําแหนง codon 76 ของเชื้อ P. falciparum โดยทําการสุมตัวอยางจาก 2 จังหวดั คือ จังหวดั
กาญจนบุรี และจังหวัดสุราษฏรธานี จํานวน 43 ตัวอยาง และทําการสกดั DNA จาก Whatman filter 
paper โดยใชวิธี Chelex จากนั้นนาํ DNA ที่ไดมาทํา Multiplex nested PCR และติดตามผลผลิต 
PCR product โดยทํา gel electroporesis ผลการทํา Multiplex nested PCR ของ Pfmdr1 gene ได
ขนาดเทากับ 418 bp และ pfcrt gene ขนาดเทากับ 145 bp ดังแสดงในรูปที่ 3.5  
             จากการสุมตัวอยางมา 43 ตัวอยาง จากจังหวัดกาญจนบุรี และจังหวัดสุราษฏรธานี ผลการ
ทํา Multiplex nested PCR พบวาสามารถ amplify Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene สําเร็จจํานวน 25 
ตัวอยาง คิดเปน 58.14 % ทั้งนี้ไดคัดตวัอยางที่ amplify Pfmdr1 gene หรือ Pfcrt gene ไมได ออก
จากการวิเคราะหขอมูลในตอนตอไป 
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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 ตัวอยางตรวจที่พบ Pfmdr1 gene และ Pfcrt gene 
  Lane ที่ 16 คือ Positive control (P. falciparum สายพันธ K1ซ่ึงเปนสายพันธุที่ดื้อ
   ยา Choroqine) 
  Lane ที่ 17 คือ Negative control (Human blood DNA) 

   
  จากตัวอยางเลอืดผูปวยที่ตดิเชื้อ P. falciparum จํานวน 25 ตัวอยาง เมื่อทํา multiplex nested 
PCR จะได DNA ที่มีขนาดของ Pfmdr1 gene 418 bp และ Pfcrt gene ขนาด 145 bp และนํา PCR 
product ที่ไดมาตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ ApoI หรือการทํา restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) ซ่ึง PCR product ที่ไดจากการตดัดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ หากเปน wild type 
ของ Pfmdr1 geneที่ตําแหนง condon 86 (N86) จะถูกตดัใหมีขนาด 239 bp และ 179 bp หากเปน 
mutant จะมีขนาด DNA 418 bp (รูปที่ 3.6) สวน Pfcrt gene ที่ตําแหนง codon 76 (76T) หากเปน 
wild type จะถูกตัดใหมีขนาด 98 bp และ 47 bp ถาหากเปน mutant จะมีขนาด DNA 145 bp โดยผล
การตรวจสามารถอานผลไดชัดเจนทั้ง 25 ตัวอยาง 

  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 geneที่ตําแหนง 
codon 86 และ Pfcrt gene ที่ตําแหนง codon 76 (แสดงผลการตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะบางสวน) 
 M คือ DNA marker (100 bp) 
 BS1 คือ ตัวอยางที่ 1 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS1 คือ ตัวอยางที่ 1 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน pfmdr1(86Y)/ Pfcrt
  (76T), (M/M) 
 BS2 คือ ตัวอยางที่ 2 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS2 คือ ตัวอยางที่ 2 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน Pfmdr1  (N86)/ Pfcrt
  (76T), (W/M) 
 BS3 คือ ตัวอยางที่ 3 กอนตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ 
 AS3 คือ ตัวอยางที่ 3 หลังตัดดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ มี genotype เปน 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 ของยีนดื้อยาที่สุมเลือกมาจาก 2 จังหวดั คือ 
จังหวดักาญจนบุรีและสุราษฎรธานี จํานวนทั้งหมด 25 ตัวอยาง ตรวจพบวามีสายพันธุที่เปนชนิด 
mutant ของ Pfmdr1 86 gene จํานวนทัง้หมด 10 ตัวอยาง (40%) โดยพบในจังหวัดกาญจนบรีุ 5 
ตัวอยาง (20%) และจังหวดัสุราษฎรธานี 5 ตัวอยาง (20%) สวนสายพันธุที่เปนชนิด wilde type 
จํานวนทั้งหมด 15 ตัวอยาง (60%) และพบวาเปนสายพนัธุที่เปนชนิด mutant ของ Pfcrt 76 gene ทุก
ตัวอยาง (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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 เมื่อนํามาศึกษาความสัมพันธของเชื้อสายพันธุที่เปน Pfmdr1 86 mutation กับการตดิเชื้อ
มากกวา 1 สายพันธุ พบวาผูที่ติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ พบวาเปน Pfmdr1 86 ชนิด Wilde type 
มากกวา mutant แตไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 3.15) 
 
ตารางที่ 3.14 แสดงผลการศึกษา Genotype ของ Pfmdr1 gene ที่ตําแหนง codon 86 และ Pfcrt gene 
ที่ตําแหนง codon 76 ใน P. falciparum ที่แยกไดในจงัหวัดกาญจนบุรีและสุราษฎรธานี 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) 

สุราษฎรธาน ี (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 จัดกลุมของ Genetic diversity ตามคา MI เปนระดบัสัมพันธกับการเกิด 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 โดยการจัดกลุม จากตัวอยางตรวจ 25 ตัวอยาง ตรวจพบเชือ้ดวย PCR-HMA ทั้งหมด 36 
isolates ไมพบสายพันธุที่อยูในกลุม I และเปนเชื้อที่มี Pfmdr1 86 mutation 13 isolates wilde type 
23 isolates การเกิด co-mutation ระหวาง Pfmdr1 86 และ Pfcrt 76 พบ 13 isolates ในจํานวน13 
isolates ที่ Pfmdr1 86 เกิด mutation เชือ้สวนใหญอยูในกลุม V จํานวน 5 isolates (38.46%) 
รองลงมาคือ กลุม II จํานวน 4 isolates (30.76%) 
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  บทที่ 4 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 การศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรม (genetic diversity) ของเชื้อ P. falciparum 
สามารถศึกษาจาก ความหลากหลายของยีนที่กําหนดการสรางโปรตีนในบางระยะของเชื้อ หรือ
โปรตีนที่ผิวของเชื้อที่มีคุณสมบัติเปน antigen เชน โปรตีนบนผิวเมอรโรซอยต (merozoite surface 
protein) ซ่ึงปจจุบันพบวา Pfmsp1 gene ในตําแหนง block 2 เปนยีนที่มีลําดับเบสที่มีความผันแปร
สูง ซ่ึงใชเปน genetic marker ในการแยกความหลากหลายของสายพันธุไดเปนอยางดี (Snounou & 
Snounou, et al., 1993; Beck, 1998; Ngernngarmlert, et al., 2005) ในการศึกษาความผันแปรของ 
Pfmsp1 gene  ในงานวิจยัตางๆ ไดใชวธีิ Nested PCR ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานในการแยกสายพันธุ 
(Snounou, et al., 1999; Ghanchi, et al., 2010; Kang, et al.,2010 ) ซ่ึงวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดอยู เชน 
ถาขนาดของ DNA ที่มีจํานวนเบสตางกนัเล็กนอยจะแยกความตางของ band ไมได หรือหากมีลําดับ
เบสที่ตางกันแตจํานวนเบสเทากันก็ไมสามารถแยกความตางไดเชนกนั หรือในขัน้ตอนการ amplify 
Pfmsp1 gene จะตองแยก specific primer เปน 3 หลอดในการทํา PCR รอบที่ 2 ซ่ึงจะตองใชหลอด
จํานวนมากในการทําแตละครั้ง ทําใหส้ินเปลืองเวลา และคาใชจาย วิธี Heteroduplex Mobility 
Assay (HMA) ซ่ึงเปนวิธีที่งายและราคาถูก จึงถูกนํามาศึกษาความแตกตางของสายพันธุของเชือ้
ไวรัสชนิดตางๆ ไดเปนอยางดี (Zou, et al., 1998; Wang, & Hiruki, 2001; Kuroiwa, et al., 2004; 
Soares, et al., 2004) และมีรายงานวจิัยแสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่สามารถตรวจพบความแตกตางของ 
DNA ทั้งจํานวนเบส แมเพยีง 1 เบส การเกิดเบสเพิ่มขึ้น (insertion) หรือลดลง (deletion) หรือแมแต
การเปลี่ยนไปของเบสในตําแหนงตางๆได (Zou, et al., 1998)  
 ในการวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวธีิ Nested PCR-Heteroduplex Mobility Assay (Nested PCR-
HMA) เพื่อศึกษา genetic variation ของ P. falciparum ในประเทศไทย ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานมา
กอน พบวาตัวอยางเลือดของผูปวยที่ติดเชื้อ P. falciparum เมื่อทํา Nested PCR จะได PCR product 
ที่มี Pfmsp1 gene ซ่ึงมีขนาดประมาณ 300-400 bp ครบทั้ง 79 ตัวอยาง ซ่ึงประสบความสําเร็จในการ 
amplify Pfmsp1 gene คิดเปน 100% แสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่มีความไวสูง (100%) ในการ amplify 
gene เปาหมาย Pfmsp1  
 สวนในการศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene โดยพัฒนาการตรวจหาความ
หลากหลายดวยวิธี HMA ซ่ึงยังไมเคยมีการศึกษาใน P. falciparum มากอน ผูวิจยัไดทดสอบสภาวะ
อันเหมาะสมโดยใช DNA ของ P. falciparum สายพันธุ MAD20 มาเปน reference DNA ทํา
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ปฏิกิริยากับ DNA ของ P. falciparum สายพันธุ K1 ที่ไดจากการ culture และตรวจสอบ band ของ 

heteroduplex พบวาการใช PCR product อยางละ 5 μl denature ที่ 98 °C 3 นาที reannealling อยาง
นอย 15 นาท ีrun ใน polyacrylamide gel 12% และใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 mA ใชเวลาประมาณ 1 
ช่ัวโมง 30 นาที สามารถแยกความตางของ homoduplex และ heteroduplex ที่เกิดไดชัดเจน จะเหน็
วาสามารถใชการแยกสายพนัธุหรือความหลากหลายของเชื้อ P. falciparum ไดสะดวกรวดเร็ว 
เหมาะกับการตรวจตวัอยางตรวจจํานวนมากมากพรอมๆ กัน 
 เมื่อเทียบกับงานวิจยัอ่ืนๆ ใชเวลานานกวา เชน Kuroiwa และคณะใน ป 2004 (Kuroiwa, et 
al., 2004) ที่สามารถแยกสายพันธุของ Respriratory Syncytial Virus group A strian ซ่ึงแยกได 31 
pattern โดยใช 5% polyacrylamide gel ความตางศักย 150 V เวลา 3 ช่ัวโมง และจากงานวจิัยของ 
Wang และ Hiruki (Wang & Hiruki, 2001) ไดใชวิธี HMA สําหรับใชแยก และหาความแตกตางของ 
phytoplasmas ใน Aster Yellows Group และ Clover Proliferation ซ่ึงใชวิธี HMAโดยใช 5% 
polyacrylamide gel  ใชความตางศักย 200 ถึง 250 V ใชเวลา 3 ถึง 4 ชั่งโมง แตก็มีงานที่ใชเวลานอย
กวาการศกึษาครั้งนี้ เชน งานวิจยัของ Soares และคณะใน ป 2004 (Soares, et al., 2004) ศึกษาความ
แตกตางของสายพันธุ Enteric Adenoviruses โดยวิธี HMA พบวาตรวจพบ 22 isolate ใช 6% 
polyacrylamide gel ความตางศักย 110 V เวลารวดเรว็เพยีง 75 นาท ี
 ซ่ึงความแตกตางของการใช % gel และเวลาในการ run gel อาจขึ้นอยูกับขนาดของ PCR 
product ที่นํามาทดสอบ HMA กระแสไฟฟาที่ใช และขนาดของแผน gel อยางไรก็ตามในการศึกษา
คร้ังนี้พบวาการใช gel 12% ในขนาด gel 0.75 mm 10×10 cm. และใชเวลาเพียง 1 ชั่วโมง 30 นาที ก็
สามารถแยกความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ได จึงจดัวาเปนการทดสอบที่สะดวกรวดเรว็ และ
ราคาประหยัด  
 การตรวจสอบคุณภาพของการทดสอบดวย HMA ที่พัฒนาขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 3.4-3.5 
พบวา การทดสอบมีความแมนยําสูง แสดงจากการตรวจวัดคา MI สําหรับ heteroduplex band ซ่ึงให
คาความแปรปรวนหรือ CV เทากับ 5.59% และในการตรวจวัดคา MI สําหรับ single stranded DNA 

band ใหคา CV เทากับ 8.26% จัดวามีความคลาดเคลื่อนอยูในระดับทีย่อมรับได (<10%) นอกจากนี้
การทดสอบซ้ํา ยังแสดงใหเห็นวาผลการตรวจซ้ํา 3 คร้ัง ในตัวอยางตรวจเดียวกันจํานวน 10 
ตัวอยาง ใหผลของ MI ที่จัดเปน allelic variation No. เหมือนเดิม รวมทั้งการตรวจสอบ 
heteroduplex band ที่เกิดขึน้ไดจํานวน band เทาเดิมทกุตัวอยางตรวจ แสดงใหเหน็วาการทดสอบ 
HMA ที่พัฒนาขึ้น มีความถูกตองแมนยําเชื่อถือได 
 จากการทดสอบ HMA ที่พัฒนาขึ้น ระหวาง reference DNA สายพนัธุ MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ซ่ึงเปนสายพันธุเดี่ยวที่เพาะเลี้ยงไว พบวาเกิด heterodulpex 1 band จะสามารถบงชี้วามี
เชื้อ 1 สายพันธุในตัวอยางตรวจ นอกจาก reference MAD20 นอกจากนี้การทดสอบแสดงใหเห็นวา

มหาว
ิทยา

ลัยร
ังส

ิต

Run
gs

it U
niv

ers
ity

 



  55

หากทดสอบสายพันธุเดยีวกนัเชน reference MAD20 กับ reference MAD20 หรือ K1 กับ K1 จะไม
เกิด heteroduplex band ขึ้น แตจะพบเพียง homoduplex band อยางเดยีว แสดงใหเห็นถึงความ
ถูกตองของวิธี HMA ที่พัฒนาขึ้นในครัง้นี้ (accuracy 100%) และพบวาจากการทํา nucleotide 
sequencing สายพันธุ K1 มีลําดับเบสแตกตางจาก reference DNA ทั้งนี้เมื่อเทียบลําดับเบสของ 
Pfmsp1 reference DNA กับ K1 culture พบวามีขนาดตางกนั 82 bp และมคีวามเหมือนกนั 
(similarity) เพียง 77 % (โดย BLAST Assembled RefSeq Genomes) ซ่ึงสอดคลองกับการจัดกลุม
ของ K1 ตามคา MI ที่มีคาในกลุม II (highly different)  
 จากการทดสอบความถูกตองแมนยําทั้งหมดดังกลาว แสดงใหเห็นวาการทดสอบ HMA ที่
พัฒนาขึ้น มคีวามถูกตองแมนยําเชื่อถือได อยางไรกต็ามการศึกษาครั้งนี้ยังไมไดทํา nucleotide 
sequencing ของเชื้อที่แยกได เพื่อเปนการยืนยนัผล จึงควรศึกษาดวยลําดับเบสของสายพันธุของเชือ้
ตอไป 
 การนํา Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้นนี้ ทดสอบกับตัวอยางตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง 
พบวา โดยวิธีนี้สามารถตรวจพบเชื้อ P. falciparum จํานวน 108 isolate และจดั allelic variation No. 
ตางๆ ตามคา MI พบวาการศึกษาจากการพัฒนาวิธี HMA และใช MAD20 เปน reference DNA 
สามารถตรวจพบ allele variation ไดทั้งสิ้น 23 variants แสดงใหเห็นวาเปนวิธีที่สามารถตรวจหา
ความหลากหลายของ P. falciparum ไดเปนอยางดี ทั้งนี้อาจเนื่องจากเชื้อที่พบในประเทศไทยสวน
ใหญอยูใน family MAD20 และมีความผนัแปรทางพันธุกรรมสูง จึงตรวจพบความหลากหลายของ
เชื้อจํานวนมาก ซึ่งสอดคลองกับจากงานวจิัยที่ผานมาพบวา ความถี่ของ family MAD20 จะพบมาก
ในประเทศไทย พมา อิหราน ปากีสถาน และ โคลอมเบีย (Snounou, et al., 1999; Gomez, et al., 
2002; Kang et al., 2010) ในขณะที่ประเทศฝรั่งเศส กัวนา และเปรู จะพบความถี่ของ family K1 
มากกวา (Ariey, et al., 1999; Takala, et al., 2002) อยางไรก็ตามเปนไปไดวาหากพฒันาวิธี HMA 
โดยเพิ่ม reference DNA ทั้ง 3 family อาจชวยแยกสายพนัธุไดละเอยีดมากยิ่งขึ้น และอาจพัฒนาให
สามารถระบุ family และ subfamily ไดดวย 
 ผลการศึกษาโดยเทคนิค Nested PCR-HMA ในครั้งนี ้ พบความหลากหลายของสายพันธุ
ของ P. falciparum มากกวาที่เคยศกึษาในประเทศไทย เชน การศึกษา genetic variation ของ 
Pfmsp1 gene ดวยวิธีอ่ืนๆ พบวา จากงานวจิัย ของ Snounou และคณะ ในป 1999 (Snounou, et al., 
1999) ศึกษาความแตกตางของยีน Pfmsp1 ในประชากรไทย วิเคราะหดวยวิธี Nested PCR โดย
ศึกษาทั้ง 3 family คือ family allele K1, MAD20 และ RO33 พบวาม ีalleles variation 10 variants 
อยางไรก็ตามอาจแตกตางในชวงเวลาในการศึกษา สถานที่ศึกษา และจํานวนตวัอยางตรวจ ดังนั้น
ควรทําการศึกษาทั้งสองวิธีในกลุมตัวอยางเดียวกัน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของทั้งสองวิธีใน
การแยกความหลากหลายของสายพันธุที่แทจริงตอไป 
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 อยางไรก็ตามการพบ allele variation จํานวนมากในครั้งนี้ อาจเปนไปไดเชนกันวา เชื้อ P. 
falciparum ในประเทศไทยมีความหลากหลายของสายพันธุเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมา 
(Zwetyenga, et al.,1998; Farnert, et al., 1999; Hoffmann, et al., 2001; Aubouy, et al., 2003; 
Aliehsan, et al., 2007;) รายงานวา ในพื้นทีท่ี่มีความหลากหลายของสายพันธุมาก อาจหมายถึงมกีาร
แพรกระจายการติดเชื้อมาก ซ่ึงอาจเกี่ยวของกับเชื้อดื้อยา และการเคลื่อนยายของผูคนจากแหลง
ระบาด ซ่ึงสอดคลองกับสภาวะของประเทศไทยที่พบเชื้อที่ดื้อตอยามากขึ้น และมีการเคลื่อนยาย
แรงงานตางดาวเขาสูปะเทศไทยมากขึ้น (กรมการจัดหางาน สํานักบรหิารแรงงานตางดาว, 2552) จึง
สมควรศึกษาเพิ่มเติมและเฝาระวังการแพรกระจายเชื้อตอไป 
 จากงานวิจยัในตางประเทศที่ศึกษาความหลากหลายของ Pfmsp1 gene ดวยวิธี Nested PCR 
ตอการตรวจหา allele variation ทั้ง 3 family ของ P. falciparum พบความหลากหลายของสายพันธุ
แตกตางไปในแตละประเทศ เชน งานวิจยัของ Aubouy และคณะ (Aubouy, et al., 2003) ในป ค.ศ 
2003 ไดศึกษา polymorphism ใน Pfmsp1 ในประเทศการบอลน ดวยวธีิ Nested PCR พบวา allele 
variation ทั้งหมด 25 variants จากการศึกษาของ Aliehsan และคณะ (Aliehsan, et al., 2007) โดยได
ศึกษาจาก polymorphism ของยีน Pfmsp1 ที่แยกไดจากประเทศอิหราน ในป ค.ศ 2007 ดวยวธีิ 
Nested PCR พบ allele variation ทั้งหมด 9 variants จากการศึกษาสายพันธุของ P. falciparum ใน
ประเทศปากีสถาน โดย Ghanchi และคณะ (Ghanchi, et al., 2010) ซ่ึงผูวิจัยไดทําการศึกษาตั้งแต 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 ในประเทศพมา โดยวิธี Nested PCR พบ allele variation 
ทั้งหมด 15 variants 
 เมื่อแยก allele variation ของ P. falciparum ที่พบในแตละภูมิภาค พบวาภาคตะวนัตกพบ 
allele variation มากที่สุดจํานวน 20 variants รองมาคือ ภาคเหนือ พบจํานวน 11 variants และ
ภาคใตพบนอยที่สุดจํานวน 7 variants ในภาคตะวันตกพบ genetic diversity มากกวาภาคอื่นๆ อาจ
สอดคลองกับการอยูอาศัย การเคลื่อนยายเดินทางระหวางชายแดนไทยที่ติดตอกับเพื่อนบาน โดย
ทางภาคตะวันตกเปนเขตตดิตอกับประเทศพมา ซ่ึงจะมีการเคลื่อนยายเขามาอาศัยทํางาน หรือ
เดินทางไปมาระหวางทั้งสองประเทศ (กรมการจัดหางาน สํานักบริหารแรงงานตางดาว, 2552) ซ่ึง
เขตพื้นที่ดังกลาวจัดเปนพื้นที่ระบาดของมาลาเรีย และพบเชื้อดื้อยาเปนจํานวนมาก (Mutsuo, et.al., 
2003) อาจเปนปจจัยการแพรระบาดของเชือ้ตางสายพันธุในบริเวณดังกลาวไดงายขึ้น 
 จากการสํารวจการติดเชื้อ P. falciparum มากกวา 1 สายพันธุ หรือ multiplicity of infection 
(MOI) พบวาภาคเหนือมีคา MOI เฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 1.55 รองมาคือภาคตะวันตก MOI เฉลี่ย
เทากับ 1.41 และภาคใตพบวามีคา MOI เฉลี่ยนอยที่สุดเทากับ 1.06 โดยมีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 1.35 
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ซ่ึงแสดงวามีอัตราการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุในผูติดเชื้อ 1 คน ทั้งนี้ใกลเคียงกับงานวิจยัตางๆ 
เชน เมื่อเทียบกับงานวจิัยของ Snounou และคณะ ในป 1999 (Snounou, et al., 1999) การติดเชือ้
มากกวา 1 สายพันธุ ในประเทศไทยซึ่งทําการสํารวจ 4 คร้ัง พบวา คา MOI เทากับ 1.87, 1.55, 1.83 
และ 1.59 ตามลําดับ จากงานวิจัยของ Ghanchi และคณะ (Ghanchi, et al., 2010) ไดทําการศึกษาการ
ติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุใน 3 พื้นที่ของประเทศปากีสถาน พบวามีคา MOI เฉลี่ย 1.26, 1.23 และ 
1.11 ตามลําดับ การวิจยัของ Kang และคณะ (Kang, et al., 2010) ในป ค.ศ. 2010 ทําการศึกษาใน
ประเทศพมาพบวา คา MOI เทากับ 2.03 แตแตกตางกบัวิจัยที่ของ Baruah และคณะในป 2009 
(Baruah, et al., 2009) ในประเทศอินเดยี พบวามีอัตราการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ ที่สูงกวา
งานวิจยัคร้ังนี้ โดยมีคา MOI เฉลี่ยเทากับ 3.31, 3.52 และ 4.12 ตามลําดับ 
 จากตารางที่ 3.9 พบวาผูติดเชื้อในภาคเหนอืมีแนวโนมพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
มากกวาภาคอืน่ๆ และภาคใตพบวาผูติดเชือ้เกือบทั้งหมด (94.11%) พบการติดเชื้อ 1 สายพันธุ และ
จากผลการวิจยัรายงานวา การติดเชื้อผสมมากวา 1 สายพันธุเกี่ยวของกับการดื้อยาของเชื้อ (Raj, et 
al., 2004; Heidari, et al., 2007) ผูติดเชื้อในภาคเหนือมแีนวโนมพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ 
อาจสอดคลองกับรายงานการรักษาผูติดเชือ้ในภาคเหนือ ซ่ึงมีอัตราการรักษาหายต่ํากวาภาคอื่นๆ 
โดยเฉพาะเมื่อเทียบกับภาคใตซ่ึงมีอัตราการรักษาหายสูงที่สุด (Chaijaroenkul, et al., 2005)  
 ทั้งนี้จากการตรวจพบการตดิเชื้อมากกวา 1 สายพันธุดังกลาว อาจมหีลายปจจัยทีเ่กีย่วของ 
เชน ตัวเชือ้เองซึ่งมีกลไกลการสรางความหลากหลายของพันธุกรรม ทําใหเชื้อหลบหนีจาก
ภูมิคุมกันของรางกาย หรือภาวะภูมิคุมกนัของผูติดเชื้อเอง และเชื้อมีการดื้อตอยาตานมาลาเรียมาก
ขึ้น รวมทั้งการอพยพเคลื่อนยาย การเดินทางระหวางประเทศจากแหลงระบาดเพิ่มมากขึ้น (Ntoumi, 
et al., 1995; Bendixen, et al., 2001; Hoffman, et al., 2001; Aubouy, et al., 2003) หรืออาจเกิดจาก
การ cross fertilization meiotic recombination ระหวางมกีารเจริญในยุง (Snounou, et al., 1999; Raj 
et al., 2004)  
 เมื่อเปรียบเทียบจํานวน parasitemia กับจํานวนการติดเชื้อ (MOI) พบวาจํานวนตัวอยาง
ตรวจทั้งหมด 79 ตัวอยาง พบวาผูที่ติดเชื้อมากกกวา 1 สายพันธุ มีคาเฉลี่ยของ parasitemia ต่ํากวา
กลุมที่ติดเชื้อ 1 สายพันธุ เล็กนอย (21.88 vs. 25.00 Parasite/μlx103) แสดงในตารางที่ 3.10 แตไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) แสดงใหเหน็วาจํานวนของสายพันธุของการติดเชื้ออาจไมเกี่ยวของกบั
จํานวน parasitemia ซ่ึงไดผลเชนเดียวกับงานวิจยัของ Aubouy และคณะใน ป 2003 (Aubouy et al., 
2003) แตตางจากงานวิจยัของ Mutsuo และคณะใน ป 2003 (Mutsuo, et.al 2003) 
 ในการศึกษาครั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับปจจัยที่เกี่ยวของกับสายพันธุของเชื้อ พบวาจากการ
แบงกลุมดังกลาวเมื่อเปรียบเทียบ genetic variation ของ Pfmsp1 gene ในแตละภูมภิาค พบวา 
ภาคเหนือจัดอยูในกลุม III (Moderate different) มากที่สุดจํานวน 7 isolates (41.20%) ภาคตะวันตก
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จัดอยูในกลุม II (Highly different) มากที่สุดจํานวน 30 isolates (41.50%) และภาคใตจัดอยูในกลุม 
V (Mostly similar) มากที่สุด จํานวน 10 isolates (55.50%) แสดงใหเห็นวาสายพนัธุของเชื้อมีการ
แพรระบาดในบริเวณทีแ่ตกตางกัน อยางไรก็ตามควรศึกษาตวัอยางในแตละภูมภิาคใหมากขึ้นเพือ่
วิเคราะหนัยสําคัญทางสถิติ 
 ในดานสัญชาติพบวาผูติดเชือ้ที่มีสัญชาติไทย และสัญชาติพมาติดเชือ้ที่จัดอยูในกลุม II 
มากที่สุด จํานวน 31 isolates, 4 isolates (38.27% vs 50.00%) ตามลําดับ สัญชาติกระเหรี่ยง ติดเชื้อที่
จัดอยูในกลุม III มากที่สุด ผูติดเชื้อที่มีช้ือชาติมอญและสัญชาติลาว ติดเชื้อที่จัดอยูในกลุม III และ 
กลุม V ตามลําดับ โดยการติดเชื้อในสัญชาติไทย กะเหรี่ยง และพมาสวนใหญจัดอยูกลุมเดยีวกนั 
(II,III) อาจแสดงวาเชื้อในกลุมนี้เปนสาเหตุในการติดตอระหวางประเทศดังกลาว ซ่ึงจากรายงาน
สถานการณ ของผูติดเชื้อพบวา ผูปวยไทยติดเชื้อจํานวน 4,715 ราย และผูปวยตางชาติติดเชื้อจํานวน 
4,747 ราย (สํานักงานโรคตดิตอนําโดยแมลง, 2553) โดยอัตราการติดเชื้อที่เพิ่มมากขึน้อาจมีสาเหตุ
จากในปจจุบนัมีการติดตอและอพยพของแรงงานตางชาติเขามาในประเทศไทยมากขึ้น และจาก
รายงานสถานการณการเคลือ่นยายแรงงานตางชาติเขาสูประเทศไทยพบวา สวนใหญแรงงานตาง
ดาวที่เขามาจะเปนกลุมคนจากประเทศพมา (82%) ประเทศลาว (8%) และประเทศกัมพูชา (10%) 
(กรมการจดัหางาน สํานักบริหารแรงงานตางดาว, 2552) อยางไรก็ตามควรเพิ่มจํานวนตวัอยางของ
คนตางสัญชาติใหมากขึน้เพือ่วิเคราะหนัยสําคัญทางสถิติ 
 จากการศึกษาความสัมพันธของปริมาณ parasitemia พบวาในกลุม V มีคา parasitemia 
เฉลี่ยต่ําที่สุด เทากับ 18.09 x103 parasite/μl สอดคลองกับการพบเชื้อกลุมนี้มากในภาคใต ซ่ึงเปน
พื้นที่ที่มีการรกัษาหายมากทีสุ่ด จึงอาจเกีย่วของกับการที่ทําใหพบความรุนแรงของเชื้อนอย จึงมี
จํานวน parasitemia ต่ําในผูที่ติดเชื้อกลุมนี้ และสอดคลองกับรายงานการศึกษายีนดื้อยา ของจารุ
วรรณ กรานเกตุและคณะ, 2552 (Chaijaroenkul, et al., 2005, จารุวรรณ กรานเกตแุละคณะ, 2552) 
พบวามี mutation ของ Pfmdr1 นอยที่สุดในภาคใต 
 จากการศึกษาปจจัยดานการดื้อยากับ genetic variation พบวา Pfmdr1 86 ที่เปน mutant พบ
ในกลุม V มากที่สุด รองลงมาคือ กลุม II และการเกิด co-mutation ระหวาง Pfmdr186 และ Pfcrt  
76 พบในกลุม V และกลุม II มากที่สุดเชนเดียวกนั ซ่ึงขอมูลยังไมสามารถชี้ใหเห็นถึงความตางได
ชัดเจน เนื่องจากตัวอยางตรวจที่ใชในการศึกษานอยเพยีง 25 ตัวอยาง และในแตละกลุมมีตัวอยางไม
เทากัน หรือบางกลุมไมมีตัวอยางตรวจ จึงควรเพิ่มตัวอยางตรวจใหมากเพื่อศึกษาความสัมพันธของ
สายพันธุของเชื้อกับอัตราการดื้อยาตอไป 
 สวนการพบยนีดื้อยาของเชือ้ P. falciparum กับจํานวนสายพันธุของการติดเชื้อพบวาไมมี
ความสัมพันธกัน (P<0.05) อาจเปนไปไดวา การติดเชื้อมากกวา 1 มากกวา 1 สายพนัธุ ไมเกี่ยวของ
กับปจจยัการดือ้ยาของเชื้อ 
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 ขอจํากัดอีกอยางของการศึกษาเรื่องปจจยัการดื้อยาของเชื้อคือ วิธี Multiplex nested PCR-
RFLP ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ มีปญหาในการ amplify gene Pfmdr1 และ Pfcrt ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้
พบวาสามารถ amplify geneไดสําเร็จเพยีง 58.14% (25 ตัวอยาง จาก 43 ตัวอยาง) จงึทําใหจํานวน
ตัวอยางเกี่ยวกบั mutation ของยีนดื้อยาไมเพยีงพอตอการวิเคราะหความสัมพันธของ allele 
variation ซ่ึงอาจปญหาดังกลาวเกิดไดหลายสาเหตุ ไดแก เกิดจากการที่ตองใช primer ถึง 2 คูใน
รอบเดียวกัน อาจมีปญหาหรือความสมดุลยของ template และ primer หรือ Tmไมพอเหมาะกัน 
หรืออาจมีสาเหตุจากการปนเปอนของ enzyme หรือมีสารรบกวนปฏิกริิยาของ PCR  
 สรุปวาจากงานวิจยัคร้ังนี้ไดทําการศึกษา genetic diversity ของเชื้อ P. falciparum โดย
การศึกษา Pfmsp1 blok2 ดวยวิธี Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้น ซ่ึงใช P. falciparum MAD20 เปน 
reference DNA พบวาวิธีทีพ่ัฒนาขึ้นมีความแมนยําสูง (CV= 5.59%), ความถูกตองสูง (accuracy 
เทากับ 100%) จึงเปนวิธีที่มปีระสิทธิภาพสูง และสามารถทําไดงาย ตรวจตัวอยางจํานวนมากไดใน
เวลารวดเรว็ ราคาประหยัด เมื่อนํา Nested PCR-HMA ที่พัฒนาขึ้นไปตรวจในตัวอยางเลือด 79 
ตัวอยาง พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ P. falciparum จํานวน 108 isolates สามารถจําแนก allele 
variation ไดหลากหลายถึง 23 variants และตรวจพบการติดเชื้อมากกวา 1 สายพันธุ คิดเปน 35.44% 
โดยมีคา MOI เฉลี่ย 1.35 และพบวาผูติดเชื้อในภาคตะวนัตกมี genetic diversity มากกวาภาคอื่นๆ 
โดยปจจยัที่อาจเกี่ยวของกับชนิดของสายพันธุ และความหลากหลายของสายพันธุ ไดแก ภูมิภาค
หรือพื้นที่ที่อาศัย สัญชาติของผูติดเชื้อ การดื้อยา และ parasitemia ควรตองทําการทดสอบเพิ่มเติม
ใหมีจํานวนตวัอยางในแตละกลุมเพิ่มมากขึ้น เพื่อการทดสอบทางสถิติที่ถูกตองมากขึ้น 
 ดังนั้นการพัฒนา Nested PCR-HMA ขึ้นในครั้งนี้ เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว มีความถูกตอง
แมนยําสูง สามารถนําไปตรวจกรองเพื่อศึกษาความหลากหลายของพนัธุกรรมของ P. falciparum 
Pfmsp1 อันเปนพื้นฐานสําคัญของระบาดวิทยาของเชือ้ และมีประโยชนในการออกแบบวัคซีนให
ครอบคลุมทุกสายพันธุ รวมทั้งประโยชนในการวินจิฉัย และติดตามสายพันธุทีม่ีการระบาดในแต
ละพื้นที่ อีกทัง้สามารถนําไปใชตรวจกรองเพื่อบงชี้ถึงการติดเชื้อซํ้าได (recrudescence) หรือการติด
เชื้อใหม (new infection) หรือการติดเชือ้มากกวา 1 สายพันธุ ไดอยางรวดเรว็ เพื่อประโยชนใน
การศึกษาประสิทธิภาพของยาที่จะมีผลตอการกําหนดแนวทางรักษาตอไป อยางไรก็ตามการศึกษา
คร้ังนี้ยังไมไดทํา nucleotide sequencing ของเชื้อที่แยกไดเพื่อเปนการยืนยนัผล จึงควรศึกษาดวย
ลําดับเบสของสายพันธุตอไป 
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1.  การทดสอบความเหมาะสมของปริมาตร DNA และความเขมขนของ polyacrylamide gel  
 โดยใชปริมาตรเทากัน 2 แบบคือ อยางละ 2 μl และ 5 μl โดยใหเกดิ denature ที่ 98º C 3 
นาที และ 5 นาที ใชสภาวะ reannealling ที่อุณหภูมิ 4 ºC นานอยางนอย 15 นาที และนําไป run 
polyacrylamide gel electrophoresis ที่ความเขมขน 6%, 8% และ 12% โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ 10 
mA  ดังรูป 

   
 
 แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับ
สายพันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 6% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA  
 

                         
 
แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 8% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA 
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แสดงผล HMA โดยไมพบ homoduplex และ heteroduplex ระหวาง สายพันธุ  MAD20 กับสาย
พันธุ K1 ที่ไดจากการ cultureโดยใช 8% polyacrymide gel  และใชกระแสไฟฟา 10 mA  
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2.  แสดงขอมูลจํานวน  heteroduplex และคา Mobility index (MI%) ท้ัง 3 ภูมิภาค จํานวน 79 
ตัวอยาง 

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 
- 
- 
- 
- 

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

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

1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
- 
1 
1 
- 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
1 
1 
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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) ( สีน้ําเงินคือตําแหนงจับของ 
Nested PCR primer, สีแดงเปนตําแหนงของ ApoI restriction site ) 
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 แสดงลําดับเบสของ Pfcrt  สายพันธุ  3D7 (wild type) (สีน้ําเงินคือตําแหนงจับของ Nested 
PCR primer, สีแดงเปนตําแหนงของ ApoI restriction site) 
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ประวัติผูวิจัย 

 
ชื่อ   นางกัญญนันทน กฤษศิริวฒุินันท 
วัน  เดือน  ปเกิด  7 พฤศจิกายน 2505 
สถานที่เกิด  จังหวดัชัยภูมิ  ประเทศไทย 
ท่ีอยูปจจุบัน 55/341 เมืองเอก   อําเภอเมอืง  

จังหวดัปทุมธานี 12000 
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