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บทคัดย่อ  ผู้ติดเชื้อมาลาเรียมีกว่า 300-500 ล้านคนต่อปี และมีผู้เสียชีวิตกว่า 1 ล้านคนทั่วโลก ประเทศไทยพบผู้ติดเชื้อใน
ปี พ.ศ. 2556 ประมาณ 29,317 คน  การตรวจการติดเชื้อในระดับสปีชีส์มีความส�ำคัญต่อการรักษาโรค  การศึกษานี้ได้พัฒนา
เทคนิค multiplex PCR ที่ดัดแปลงจากวิธีของ Snounou และคณะ โดยท�ำการหาสภาวะที่เหมาะสมและค่าต�่ำสุดในการตรวจ 
และน�ำมาประยกุต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือ  การตรวจประกอบด้วย 2 ปฏกิริยิา  ปฏกิริยิาแรกตรวจการตดิเชือ้ genus Plasmodium 
โดยใช้ human GAPDH เป็น internal control  ปฏิกิริยาที่ 2 ใช้จ�ำแนกเชื้อมาลาเรียในคนทั้ง 4 สปีชีส์คือ P. falciparum, 
P. vivax, P. malariae และ P. ovale พบว่าปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจพบ genus Plasmodium และ 
human GAPDH คือ 103 และ 10 copies ตามล�ำดับ สามารถตรวจการติดเชื้อร่วมในแต่ละสปีชีส์ได้ที่ 103 copies  และ
สามารถตรวจการติดเชื้อร่วม P. falciparum และ P. vivax  ที่มีสัดส่วนแตกต่างกันมากที่ 100 copies ต่อ 10,000 copies ได้  
ใช้ได้กับตัวอย่างบนกระดาษเก็บตัวอย่างเลือด การศึกษานี้พบว่าเทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจการ 
ติดเชื้อมาลาเรียได้อย่างแม่นย�ำถึงระดับสปีชีส์ ท�ำให้ผู้ป่วยได้รับการรักษาอย่างถูกต้อง ทั้งยังเป็นเทคนิคที่ง่ายต่อการน�ำไปใช้
ตรวจคัดกรองในกลุ่มประชากรขนาดใหญ่หรือใช้ในภาคสนามที่มีการระบาดของโรค 
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บทน�ำ

โรคมาลาเรียเกิดจากการติดเชื้อ Plasmodium ซึ่งเป็นปรสิตเซลล์เดียว  มียุงก้นปล่องเป็นพาหะ  ประชากร

ร้อยละ 36 ของประชากรจาก 90 ประเทศทั่วโลกอาศัยอยู่ในบริเวณที่มีการแพร่กระจายของโรคมาลาเรีย ส�ำหรับ

ประเทศไทยพบอัตราการป่วยและตายที่มีแนวโน้มสูงขึ้นตั้งแต่ปี พ.ศ.2539 เป็นต้นมา  โดยแหล่งของเชื้อมาลาเรียอยู่

บรเิวณป่าชายแดนของประเทศ จังหวัดท่ีพบผู้ป่วยจ�ำนวนมาก ได้แก่  แม่ฮ่องสอน ตาก กาญจนบรุ ีราชบรุ ีประจวบครีขีนัธ์ 

ระนอง สระแก้ว ตราด และจันทบุรี (1)   โดยทั่วไปเชื้อ Plasmodium ที่ก่อโรคในคนมี 4 สปีชีส์  ได้แก่ P. falciparum, 

P. vivax, P. malariae และ P. ovale ในประเทศไทยเช้ือที่พบมักเป็นชนิด P. falciparum และ P. vivax 

การรักษาโรคท่ีมีประสิทธิภาพต้องอาศัยผลการตรวจจ�ำแนกสปีชีส์จากห้องปฏิบัติการ เช่น การใช้ primaquine 

ในการรักษา P. vivax และ P. ovale นอกจากนี้หากติดเชื้อ P. falciparum ซึ่งมีความรุนแรงของโรค การตรวจ

จ�ำแนกสปีชีส์ท่ีฉับไวมีความส�ำคัญมาก(2)   การวินิจฉัยโดยทั่วไปใช้วิธีส่องกล้องจุลทรรศน์จ�ำแนก Plasmodium 

ทั้ง 4 สปีชีส์  แต่เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองแรงงานและต้องการผู้ที่มีทักษะสูง นอกจากนี้อาจเกิดความผิดพลาดในการจ�ำแนก

สปีชีส์กรณีที่ปรสิตมีจ�ำนวนน้อยหรือเกิดการติดเชื้อร่วมมากกว่า 1 สปีชีส์(3) จากปัญหาดังกล่าวจึงมีการพัฒนาเทคนิค 

polymerase chain reaction มาใช้ตรวจวิเคราะห์(4-7) ซึ่งพบว่ามีความไวและความจ�ำเพาะสูง แต่บางเทคนิค เช่น 

nested PCR และ hybridization มีความซับซ้อนและต้องใช้ระยะเวลา ในการศึกษานี้จึงได้พัฒนาเทคนิค 

multiplex PCR ขึ้นเพื่อตรวจการติดเชื้อและจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 ได้อย่างสะดวกรวดเร็วและมีความถูกต้องแม่นย�ำ 

สามารถน�ำมาประยุกต์ใช้ทางห้องปฏิบัติการได้ต่อไป 

 

วัสดุและวิธีการ

1.	 การเตรียม DNA ของ parasites

Panel parasites ซึ่งประกอบด้วยตัวอย่างเชื้อที่มีความหนาแน่นสูงและต�่ำ คือ 200 parasites/μl, 5,000 

parasites/μl และ 500 parasites/μl, 5,000 parasites/μl ของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax ตามล�ำดับ  

จากผู้ติดเชื้อในประเทศไทยซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากส�ำนักโรคติดต่อน�ำโดยแมลง  กรมควบคุมโรค  โดยการหาค่า

ความหนาแน่นของเชื้อท�ำโดยการนับจ�ำนวนเช้ือจากการท�ำสเมียร์เลือดฟิล์มหนาซึ่งย้อมด้วยสียิมซ่า โดยดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ที่ก�ำลังขยาย × 100 ใน field ต่างๆ ซึ่งมีเม็ดเลือดขาว (White Blood Cell: WBC) รวมกัน 

ไม่ต�่ำกว่า 200 ตัว  แล้วน�ำผลที่ได้มาค�ำนวณดังนี้

ท�ำการเตรียม DNA จาก panel parasites ของเชื้อ P. falciparum และ P. vivax ที่ความหนาแน่น 

สูงที่ 5,000 parasites/μl  ส่วน P. malariae และ P. ovale  เป็นกรณีที่พบการติดเชื้อน้อยมาก  จึงท�ำการสังเคราะห์

ยีนบริเวณ 18S small subunit ribosomal RNA genes และสร้าง recombinant plasmid DNA ทดแทน DNA 

ที่สกัดจากเลือดเพื่อเป็นตัวแทนในการศึกษา ส่วน negative control ได้จากเลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพด ี

ไม่มีประวัติติดเชื้อมาลาเรีย 

1.1	การสกัด DNA จากเลือดด้วยชุดสกัด 

	 สกัด DNA ของปรสิตจากตัวอย่างเลือด 200 μl โดยใช้ QIAamp blood kit (QIAGEN, CA) 

ขั้นตอนตามคู่มือของบริษัท จากนั้นละลาย DNA ที่สกัดได้ ด้วย AE buffer 200 μl เก็บตัวอย่าง DNA ที่ -20 ํ C 

จนกว่าจะน�ำไปใช้งาน

จ�ำนวน parasites ในระยะไม่มีเพศที่นับได้ × จ�ำนวน WBC/μl*

จ�ำนวนเม็ดเลือดขาวที่นับได้
=  parasites/μl

*จ�ำนวน WBC/μl ประมาณค่าเป็น 8,000 cells/ μl(8)
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1.2	การสกัด DNA จากกระดาษเก็บตัวอย่างเลือดชนิด FTA Elute Micro card (Whatman, 

GE Healthcare Bio-Sciences Corp., USA)

	 วิธีการเก็บตัวอย่างเลือดบนกระดาษท�ำโดยดูดตัวอย่างเลือดปริมาตร 20 μl ด้วยปิเปตแล้วหยดบน

กระดาษเก็บตัวอย่างเลือด ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งแล้วเก็บใส่ซองกันน�้ำที่สามารถเก็บรักษาตัวอย่างได้ที่อุณหภูมิห้อง 

เมื่อต้องการสกัด DNA จากกระดาษใช้หัวเจาะขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3 mm เจาะกระดาษตัวอย่างละ 5 วงใส่ลงใน

หลอด microcentrifuge tube  ล้างด้วยน�้ำกลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 500 μl โดยใช้เครื่อง vortex ครั้งละ 5 วินาที

จ�ำนวน 3 ครั้ง แล้วดูดน�้ำกลั่นทิ้ง ใส่น�้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 50 μl น�ำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 ํ C นาน 30 นาที  

DNA จะอยู่ในส่วนของน�้ำ ดูดตัวอย่าง DNA เก็บที่ -20 ํC

 

2.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของ primer ในการตรวจ genus Plasmodium และสปีชส์ีโดยวธิ ีsingle PCR

2.1	primer ที่ใช้ตรวจ genus Plasmodium และสปีชีส์ 

          ได้ใช้ primer จากการศึกษาของ Snounou G และคณะ(2, 9) มาใช้ในการศึกษา โดยน�ำ primers  

มาทดสอบความจ�ำเพาะต่อจีนัสและสปีชีส์ทั้ง 4 ของเชื้อ Plasmodium บนบริเวณ 18S small subunit ribosomal 

RNA genes โดยใช้ DNA template ที่ได้จาก panel parasites ที่ทราบสปีชีส์ที่ติดเชื้อส�ำหรับเชื้อ P. falciparum 

และ P. vivax  ส่วน P. malariae และ P. ovale  ใช้ recombinant plasmid DNA โดยข้อมูลของ  primers 

ที่ใช้แสดงดังตารางที่ 1

Genus for	 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG	 1100 bp	 18S rRNA gene/

Genus rev	 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC		  Plasmodium sp.

Pf for	 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT	 206 bp	 18S rRNA gene/

Pf rev	 ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC		  P. falciparum

Pv for	 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC	 120 bp	 18S rRNA gene/

Pv rev	 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA		  P. vivax

Pm for	 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC	 145 bp	 18S rRNA gene/

Pm rev	 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA		  P. malariae

Po for	 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA	 787 bp	 18S rRNA gene/

Po rev	 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG		  P. ovale

GAPDH for	 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC	 226 bp	 Human GAPDH

GAPDH rev	 GAAGATGGTGATGGGATTTC		

ตารางที่ 1 PCR primers ในการตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย  จาก Snounou และคณะ(2, 9)

	 Primer	 Sequence (5'  3')	 Amplicon size	 Target gene/species
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2.2	การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

         ส่วนประกอบของปฏิกิริยาปริมาตร 25 μl ประกอบด้วย 10X PCR buffer 2.5 μl, dNTP mix 

0.2 mM each, forward primer 0.25 μM, reverse primer 0.25 μM, MgCl2 2 mM, template DNA 5 μl 

และ High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas) 1.25 units น�ำเข้าเครือ่งเพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรม (PTC-

200, MJ Research) โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยา ดังนี้ 95 ํ C 10 นาที 1 รอบ เข้าสู่ 35 รอบของ 95 ํ C 

30 วินาที, 58 ํ C 1 นาที และ 72 ํ C 1 นาที ตามด้วย 72 ํ C 10 นาที วิเคราะห์ผลด้วย 2.5% agarose gel 

electrophoresis  และย้อมด้วย ethidium bromide

3.	 การพัฒนาเทคนิค multiplex PCR 

3.1	การเตรียมรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

	 ท�ำการเตรยีม PCR product จากการใช้คู ่primer ทีจ่�ำเพาะต่อ genus Plasmodium, P. falciparum, 

P. vivax และ human GAPDH (ตารางที่ 1) น�ำมาเชื่อมกับ pGEM-T easy vector (Promega; 

Medison, WI) และถ่ายเข้าสู่ E. coli  คัดเลือกโคลนโดยวิธี Ampicillin positive selection system และวิธี 

colony PCR สกัด recombinant plasmid DNA จากโคลนที่คัดเลือกได้ด้วย QIAprep Spin Miniprep kit 

(Qiagen, Germany) ขั้นตอนตามคู่มือของบริษัท ในกรณีของ P. malariae และ P. ovale ได้จากการสั่งสังเคราะห์ 

DNAในส่วนของ 18S rRNA gene ที่จ�ำเพาะต่อสปีชีส์โดยเชื่อมอยู่ใน pBSK vector  

3.2	การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจการติดเชื้อ Plasmodium sp. 

	 ท�ำการทดลองเพื่อหา annealing temperature ที่เหมาะสมโดยใช้   genus Plasmodium- 

recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid ที ่104 copies เป็น templateในปฏิกริิยา  

25 μl  ส่วนประกอบและสภาวะปฏิกิริยาดังวิธีการข้อ 2.2  ทดสอบอุณหภูมิช่วง annealing temperature ระหว่าง 

49.4-66.1 ํ C โดยรวม genus-specific primer และ human GAPDH specific primer ไว้ในหลอดปฏิกิริยา

เดียวกัน

3.3	การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเชื้อ

	 ท�ำการหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพือ่การตรวจหาสปีชีส์  โดยการใช้ recombinant plasmid DNA ทีม่ส่ีวน

เฉพาะของสปีชส์ีทัง้ 4 (P. falciparum, P. vivax, P. malariae และ P. ovale) อย่างละ 104 copies เป็น template 

ในปฏิกิริยา 25 μl โดยรวม species-specific primer ทั้ง 4 สปีชีส์ ไว้ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน และหาสภาวะ 

ที่เหมาะสมโดยการทดลองปรับส่วนประกอบและสภาวะของปฏิกิริยาจากเทคนิค PCR ที่แสดงดังข้อ 2.2  โดยปรับใช้

ปริมาณ MgCl2  ที่ 0- 4 mM  ปรับใช้อุณหภูมิช่วง annealing temperature ที่ 49.4 - 66.1 ํC  และปรับปริมาณ 

primer ที่ 0.25 - 0.6 μM   แล้วคัดเลือกส่วนประกอบและสภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลอง 

4.	 การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบ (Limit of detection)

ท�ำการเตรียม recombinant plasmid DNA เพื่อใช้ในการทดสอบโดยการน�ำ recombinant plasmid  

DNA แต่ละชนิดมาเจือจางให้มีความเข้มข้นระหว่าง 101-107 copies/μl เพื่อใช้เป็น template ในการหาปริมาณสาร

พันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ ในการตรวจ genus Plasmodium และ human GAPDH   การตรวจหา

เชื้อทั้ง 4 สปีชีส์  และการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax  ในสัดส่วนที่แตกต่างกัน โดยใช้ปฏิกิริยา 

multiplex PCR  ในสภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลองในข้อ 3.2 และ 3.3 
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5.	 การตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ในตัวอย่างเลือด

น�ำ panel parasites ของ P. falciparum  และ P. vivax ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากส�ำนักโรคติดต่อ

น�ำโดยแมลง  ที่มีความหนาแน่นของเชื้อค่าต�่ำคือ 200 parasites/μl และ 500 parasites/μl ตามล�ำดับ มาทดลอง

เก็บบนกระดาษ FTA Elute Micro card ทั้งในแบบแยกกัน และผสมกันเพื่อทดสอบการติดเชื้อร่วมระหว่าง  

P. falciparum และ P. vivax  และท�ำการสกัด DNA จากกระดาษซับดังข้อ 1.2 ตัวอย่างละ 3 ซ�้ำ  แล้วน�ำ DNA 

ที่สกัดได้มาตรวจหาเชื้อโดยวิธี multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้น

ผล

1.	 ทดสอบความจ�ำเพาะของ primer ในการตรวจ genus Plasmodium และสปีชีส์โดยวิธี single PCR

จากการตรวจการติดเชื้อมาลาเรียโดย single PCR โดยใช้ primer ตามตารางที่ 1 พบว่า  PCR product 

จากการใช้ Plasmodium genus-specific primer ซึ่งแสดงถึงการติดเชื้อ Plasmodium sp. มีขนาด 1100 bp และ

สามารถจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 ได้โดยใช้ species-specific primer ซึ่งแสดงขนาด PCR product ที่แตกต่างกันคือ 

P. falciparum ขนาด 206 bp, P. vivax ขนาด 120 bp, P. malariae ขนาด 145 bp และ P. ovale ขนาด 787 bp 

(ภาพที่ 1)

ภาพที ่1  PCR product ทีเ่พิม่จ�ำนวนจาก DNA สกดัจากตวัอย่างเลอืดทีท่ราบสปีชส์ีทีต่ดิเชือ้ในการตรวจหา  genus 

Plasmodium (genus), P. falciparum (Pf) และ P. vivax (Pv) และ recombinant plasmid DNA ของ 

P. malariae (Pm)  และ P. ovale (Po)  โดยช่องที ่1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที ่2-6 คือ PCR product 

ของ genus Plasmodium (genus), P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv), P. malariae (Pm) และ 

P. ovale (Po)  ตามล�ำดับ
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2.	 การพัฒนาเทคนิค multiplex PCR

2.1	 การเตรียมรีคอมบิแนนท์พลาสมิด

	 จากการโคลน PCR product ส่วนของ 18S rRNA gene ที่จ�ำเพาะต่อ genus Plasmodium, 

P. falciparum, P. vivax  และ human GAPDH โดยการเชื่อมกับ pGEM-T easy vector มีขนาด 

recombinant plasmid DNA เท่ากับ 4115 bp, 3221 bp, 3135 bp และ 3241 bp ตามล�ำดับ ส่วน P. malariae 

และ P. ovale เชื่อมอยู่ใน pBSK vector มีขนาด 3008 bp และ 3647 bp ตามล�ำดับ ซึ่งท�ำให้ได้ recombinant 

plasmid  DNA เพื่อใช้เป็น template ในการพัฒนา multiplex PCR  (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 recombinant plasmid DNA ที่ใช้เป็นตัวแทนในการศึกษา   เมื่อช่องที่ 1 คือ 1 kb DNA marker 

ช่องที่ 2-7 คือ genus Plasmodium-recombinant plasmid (pGEMT::genus), P. falciparum- recom-

binant plasmid (pGEMT::Pf), P. vivax- recombinant plasmid (pGEMT::Pv), P. malariae- recom-

binant plasmid (pBSK::Pm), P. ovale- recombinant plasmid (pBSK::Po) และ human GAPDH- 

recombinant plasmid (pGEMT::GAPDH) ตามล�ำดับ

2.2	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจการติดเชื้อ Plasmodium sp. 

	 จากการหาสภาวะทีเ่หมาะสมโดยทดสอบอุณหภูมช่ิวง annealing temperature ระหว่าง 49.4-66.1 ํ C 

ผลพบว่าอุณหภูมิที่เพิ่มจาก 49.4 ํC  ถึง 58.8 ํC ท�ำให้ตรวจพบ PCR product ที่ระบุทั้ง genus Plasmodium และ 

human GAPDH ที่เข้มชัดเจนขึ้นและชัดเจนที่สุดที่อุณหภูมิ 56.1-58.8 ํ C แต่เมื่ออุณหภูมิสูงถึง 64 ํ C เป็นต้นไป 

จะตรวจไม่พบ PCR product ของ Plasmodium genus-specific primer หรือตรวจไม่พบการติดเช้ือ ขณะท่ี

อุณหภูมิ 66.1 ํ C จะตรวจไม่พบ PCR product ของ human GAPDH- specific primer (ภาพที่ 3 A) ดังนั้น 

การทดลองจึงเลือกอุณหภูมิช่วง annealing temperature ที่ 58 ํ C มาใช้ส�ำหรับตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย โดยมี 

human GAPDH เป็น internal control 
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2.3	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเชื้อ

	 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหาสปีชีส์ที่ติดเช้ือได้ทดสอบความเข้มข้นของ MgCl2 ระหว่าง 

0-4 mM ผลการทดลองพบว่าปฏิกิริยาท่ีใช้ MgCl2 ความเข้มข้น 3 mM สามารถเพิ่มจ�ำนวน PCR product 

ทั้ง 4 สปีชีส์ได้ในหลอดเดียว (ภาพที่ 3 B) และเมื่อทดลองปรับ annealing temperature ระหว่าง 49.4-66.1 ํC 

เมื่อใช้ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM พบว่าที่อุณหภูมิ 61 ํC ให้ species- specific band ทั้ง 4 ที่ชัดเจนขึ้น  ขณะที่

การทดลองปรับปริมาณ primer ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0.25-0.6 μM เมื่อใช้ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM และ 

annealing temperature ที่ 61 ํC นั้น ไม่เห็นผลการทดลองที่แตกต่าง (ไม่แสดงผลการทดลอง)

ภาพที่ 3  การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา multiplex PCR   เมื่อ A คือการทดสอบอุณหภูมิช่วง  

annealing temperature ในปฏิกิริยาตรวจการติดเชื้อ genus Plasmodium ที่มี human GAPDH เป็น  

internal control โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-9 คือ annealing temperature ที่ 49.4 ํC, 

51.2 ํC, 53.5 ํC, 56.1 ํC, 58.8 ํC, 61.5 ํC, 64 ํC และ 66.1 ํC ตามล�ำดับ  และ B คือการทดสอบปริมาณ MgCl2 
ในปฏิกิริยาการตรวจสปีชีส์  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-9 คือ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 0 mM, 

1 mM, 1.5 mM, 1.75 mM, 2 mM, 2.5 mM, 3 mM และ 4 mM ตามล�ำดับ
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3.	 การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบ

เมื่อท�ำการหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR ตรวจพบได้ โดยการเจือจาง genus 

Plasmodium-recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid พบว่าเมื่อใช้อุณหภูมิ 

annealing temperature ท่ีเหมาะสมที่ 58 ํ C ปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ genus 

Plasmodium และ human GAPDH คือ 103 copies และ 10 copies ตามล�ำดับ  (ภาพที่ 4 A) และ multiplex 

PCR ในการตรวจสปีชีส์ โดยการใช้สภาวะที่เหมาะสม คือ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 3 mM และ annealing 

temperature ท่ี 61 ํ C พบว่าปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจสอบทั้ง 4 สปีชีส์ได้คือที่ 103 copies 

ในแต่ละสปีชีส์ (ภาพที่ 4 B)  

ภาพที่ 4  การหาปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่วิธี multiplex PCR สามารถตรวจได้  เมื่อ A คือปฏิกิริยาตรวจ

หา genus Plasmodium และ human GAPDH  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-7 คือ genus 

Plasmodium-recombinant plasmid และ human GAPDH- recombinant plasmid ปริมาณ 1, 10, 50, 

102, 103 และ 104 copies ตามล�ำดับ   และ B คือปฏิกิริยาการตรวจสปีชีส์ทั้ง 4 ของเช้ือ Plasmodium คือ 

P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv), P. malariae (Pm) และ P. ovale (Po)  โดยช่องที่ 1 คือ 100 bp DNA 

marker  ช่องที่ 2-6 คือ recombinant plasmid DNA ทั้ง 4 สปีชีส์ ที่มีปริมาณสปีชีส์ละ 1, 10, 102, 103 และ 104 

copies ตามล�ำดับ
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นอกจากนี้ได้ทดสอบในกรณีเกิดการติดเช้ือร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax ซึ่งเป็นสปีชีส์ 

ที่ระบาดในประเทศไทย การทดลองใช้ P. falciparum-recombinant plasmid ที่ 104 copies โดยเพิ่มจ�ำนวน 

P. vivax- recombinant plasmid ตั้งแต่ 1-104 copies และใช้ P. vivax- recombinant plasmid ที่ 104 

copies โดยเพิ่มจ�ำนวน P. falciparum- recombinant plasmid ตั้งแต่ 1-104 copies   ผลการทดลองแสดง 

ให้เห็นว่าเทคนิค multiplex PCR สามารถตรวจพบทั้ง 2 สปีชีส์ แม้มีปริมาณการติดเชื้อแตกต่างกัน  ดังการทดลอง

ตรวจพบสปีชีส์ที่เป็นส่วนน้อยตั้งแต่ 102 copies เมื่อใช้สปีชีส์ที่มีสัดส่วนมากที่ 104 copies (ภาพที่ 5) 

4.	 การตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ในตัวอย่างเลือด

จากการน�ำเทคนิค multiplex PCR ทั้ง 2 ปฏิกิริยามาใช้กับตัวอย่างเลือดที่ทดลองเก็บบนกระดาษ  FTA 

Elute Micro card ทั้งในแบบแยกสปีชีส์ และผสมกันระหว่าง P. falciparum และ P. vivax ผลการตรวจพบ 

การติดเชื้อ genus Plasmodium ในหลอดปฏิกิริยาแรกทั้ง 3 ตัวอย่างและจ�ำแนกสปีชีส์ได้อย่างถูกต้องด้วยหลอด

ปฏิกิริยาที่ 2 ซึ่งตรวจพบ PCR product ขนาด 206 bp แสดงถึงการติดเช้ือ P. falciparum, PCR product 

ขนาด 120 bp แสดงถึงการติดเชื้อ P. vivax  และตัวอย่างที่ตรวจพบ PCR product ทั้งขนาด 206 bp และ 120 bp 

บ่งบอกถึงการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ P. vivax  (ภาพที่ 6)  ซึ่งได้ท�ำการทดลองจ�ำนวน 3 ซ�้ำโดย

ผลการทดลองที่ได้ไม่แตกต่างกัน

ภาพที่ 5  การทดสอบความไวของเทคนิค multiplex PCR ในการตรวจการติดเชื้อร่วมระหว่าง P. falciparum และ 

P. vivax  เมื่อ ช่องที่ 1, 7  คือ 100 bp DNA marker  ช่องที่ 2-6 คือ P. vivax-recombinant plasmid (Pv) 

ที่ 1, 10, 102, 103 และ 104 copies ตามล�ำดับ เมื่อ P. falciparum-recombinant plasmid (Pf) เท่ากับ 

104 copies และช่องท่ี 8-12 คอื P. falciparum-recombinant plasmid (Pf) ที ่1, 10, 102, 103 และ 104 copies 

ตามล�ำดับ  เมื่อ P. vivax- recombinant plasmid (Pv) เท่ากับ 104 copies  
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วิจารณ์

ในอดีตการใช้เทคนิค polymerase chain reaction ตรวจการติดเช้ือ Plasmodium ถูกน�ำมาใช้เม่ือ 

การตรวจด้วยวิธีส่องกล้องให้ผลลบ เนื่องจากเทคนิค PCR เป็นวิธีที่มีความแม่นย�ำสูง แต่มีข้อจ�ำกัดหลายอย่างคือ  

เทคนคิมคีวามซับซ้อน  อปุกรณ์และน�ำ้ยามีราคาสงู  รวมทัง้ความไม่สะดวกในการขนส่งตวัอย่างเลอืดไปยงัห้องปฏบิตักิาร 

แต่ปัจจุบันอุปกรณ์และน�้ำยามีราคาถูกลง  บุคลากรมีความรู้ด้านชีวโมเลกุลมากขึ้นท�ำให้ PCR ไม่ใช่เทคนิคที่ซับซ้อน

อีกต่อไป  โดยการวิจัยนี้ได้พัฒนาการตรวจที่สามารถตรวจตัวอย่างเลือดที่เก็บบนกระดาษเก็บเลือดชนิด FTA Elute 

Micro card ได้  จึงสะดวกต่อการเก็บรักษาและขนส่งตัวอย่าง  

จากเทคนิคทาง PCR ที่หลากหลายนั้น   real-time PCR เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจมาลาเรียที่ 

ให้ผลรวดเรว็ สามารถทราบถงึระดบั DNA copy number ได้ และไม่ต้องตรวจผลด้วย gel electrophoresis แต่เทคนคินี้

อุปกรณ์เครื่องมือมีราคาสูงมากและน�้ำยาราคาแพงเมื่อเทียบกับเทคนิค PCR อื่น นอกจากนี้ Lee PC และคณะ(10) 

พบว่าเทคนิค multiplex PCR ที่ได้พัฒนาขึ้นมีความแม่นย�ำกว่า real-time PCR ในการตรวจจ�ำแนกสปีชีส์ทั้งกรณี

ภาพที่ 6	  ผลตรวจการติดเชื้อ Plasmodium และจ�ำแนกสปีชีส์ด้วยเทคนิค multiplex PCR ในตัวอย่างเลือดที่เก็บ 

	 บนกระดาษ FTA Elute Micro card  โดย

ช่องที่ 1	 คือ	 100 bp DNA marker

ช่องที่ 2	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus  

		  Plasmodium

ช่องที่ 3	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์

ช่องที่ 4	 คือ	 panel parasites ของ P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus Plasmodium

ช่องที่ 5	 คือ	 panel parasites ของ P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์

ช่องที่ 6	 คือ	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv) ที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา 

		  genus Plasmodium

ช่องที ่7	 คอื	 panel parasites ของ P. falciparum (Pf), P. vivax (Pv) ทีต่รวจโดยหลอดปฏกิิรยิาตรวจหาสปีชส์ี

ช่องที่ 8	 คือ	 เลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพดีที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหา genus Plasmodium

ช่องที่ 9	 คือ	 เลือดของผู้บริจาคโลหิตที่มีสุขภาพดีที่ตรวจโดยหลอดปฏิกิริยาตรวจหาสปีชีส์
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ติดเชื้อสปีชีส์เดียวหรือมากกว่า 1 สปีชีส์  อีกทั้งยังมีรายงานการเกิด false negative ในปฏิกิริยา real-time PCR 

ที่ใช้ตรวจมาลาเรียเนื่องจาก sequence variation และ competitive inhibition(11)  ส่วนเทคนิค nested PCR นั้น

มีขั้นตอนที่ต้องใช้ระยะเวลามากกว่า multiplex PCR

การศึกษานี้ได้ดัดแปลงจากเทคนิค nested PCR ในการตรวจมาลาเรียของ Snounou G และคณะ(9) 

ซึ่งได้ถูกอ้างอิงและน�ำมาใช้อย่างกว้างขวางทั้งในการศึกษาวิจัย   การตรวจทางคลินิกและใช้เป็นวิธีตรวจอ้างอิงทาง 

ห้องปฏิบัติการของสหรัฐอเมริกา(2, 12, 13, 14, 15) โดยคณะผู้วิจัยน�ำมาพัฒนาเป็นเทคนิค multiplex PCR ที่ง่าย รวดเร็ว 

แปลผลตรวจจากขนาด PCR product ที่มีความจ�ำเพาะ  ตรวจการติดเชื้อ Plasmodium ในหลอดปฏิกิริยาแรกและ

สามารถจ�ำแนกสปีชีส์ทั้ง 4 รวมทั้งตรวจการติดเชื้อร่วมได้ด้วยหลอดปฏิกิริยาที่ 2 ซึ่งกรณีการติดเชื้อร่วมมากกว่า 

1 สปีชีส์นั้น การใช้วิธีส่องกล้องอาจเกิดความผิดพลาดได้เนื่องจากจ�ำนวนเชื้อของสปีชีส์หนึ่งมีจ�ำนวนมากกว่า 

จึงตรวจไม่พบสปีชีส์อื่น(5, 16) และหากสปีชีส์ที่มีจ�ำนวนน้อยกว่าคือ P. falciparum  การตรวจที่ผิดพลาดเป็นอันตราย

ต่อผู้ป่วยมากเพราะ falciparum หลายสายพันธุ์ดื้อต่อยาที่ใช้รักษาการติดเชื้อสปีชีส์อื่น(17)

ในการศกึษาได้น�ำเทคนิค multiplex PCR ทีพ่ฒันาขึน้มาทดสอบปรมิาณสารพนัธกุรรมทีน้่อยทีส่ดุทีส่ามารถ

ตรวจพบได้ในระดบัของ DNA copy number  ทีช่ดัเจน  ต่างจากรายงานอืน่ทีส่่วนใหญ่มกัตรวจสอบในรปูของจ�ำนวน 

parasites โดยเทคนิคนี้มีปริมาณสารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่สามารถตรวจพบ genus Plasmodium และ human 

GAPDH เท่ากับ 103 copies และ 10 copies ตามล�ำดับ และเมื่อทดสอบการติดเชื้อร่วมทั้ง 4 สปีชีส์ พบว่าสามารถ

ตรวจพบทุกสปีชีส์ที่ 103 copies  ซึ่งอาจเกิดจาก competition ในปฏิกิริยา  ขณะที่ Kho WG และคณะ(17) รายงาน

การใช้เทคนิค multiplex PCR ตรวจจ�ำแนกมาลาเรีย 2 สปีชีส์ คือ P. falciparum และ P. vivax โดยปริมาณ 

สารพันธุกรรมที่น้อยที่สุดที่ตรวจพบเมื่อมีเชื้อเพียงสปีชีส์เดียวเท่ากับ 4 copies แต่ไม่ได้ทดสอบกรณีการติดเชื้อร่วม

ทั้ง 2 สปีชีส์ในรูปแบบของ DNA copy number  และได้รายงาน sensitivity เท่ากับ 0.1 parasites/μl ในแต่ละ

สปีชส์ี  ส่วน Padley D และคณะ(18) พัฒนาเทคนคิ multiplex PCR ทีร่ะบวุ่าตรวจได้ทัง้ 4 สปีชีส์  โดยม ีsensitivity 

ในการตรวจ P. falciparum และ P. ovale เท่ากับ 0.02 และ 0.004 parasites/μl ตามล�ำดับ แต่ไม่ได้ทดสอบ 

sensitivity ของ P. vivax และ P. malariae ทั้งยังแสดงผลตรวจการติดเชื้อร่วมเพียงแค่ P. falciparum และ 

P. vivax เท่านัน้(12) นอกจากนี ้Chew CH และคณะ(19)  ได้พฒันาชุดตรวจมาลาเรยีทางการค้าทีช่ื่อ PlasmoNexTM(10) 

จากเทคนิค multiplex PCR โดยมี detection  limit ของแต่ละสปีชีส์ระหว่าง 0.025-0.27 parasites/μl  

ในประเทศไทยพบการระบาดสูงของ P. falciparum และ P. vivax ซึ่งเทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนา

ข้ึนสามารถตรวจการติดเชื้อร่วมทั้ง 2 สปีชีส์ แม้กรณีที่เชื้อมีสัดส่วนแตกต่างกัน   โดยตรวจพบการติดเชื้อร่วมเมื่อ 

สปีชีส์ที่สัดส่วนน้อยกว่ามีจ�ำนวนตั้งแต่ 100 copies ขณะที่การทดลองใช้สปีชีส์ที่มีสัดส่วนมากที่ 10,000 copies ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ โดยการศึกษาขั้นต่อไปจะได้ด�ำเนินการศึกษากับตัวอย่างจริงในภาคสนาม เพื่อให้ได้ค่าความไว

และความจ�ำเพาะในการน�ำมาใช้งานต่อไป 

จากการน�ำตัวอย่างเลือดที่เก็บบนกระดาษ FTA Elute Micro card ซึ่งเก็บแบบที่ติดเชื้อเฉพาะ  

P. falciparum, P. vivax และแบบติดเชื้อร่วมทั้ง 2 สปีชีส์ มาตรวจด้วยเทคนิคนี้ พบว่าให้ผลการตรวจที่ถูกต้องและ

แม่นย�ำ    แสดงให้เห็นถึงความจ�ำเพาะและเชื่อถือได้ของวิธี multiplex PCR ที่สามารถตรวจการติดเชื้อมาลาเรีย 

โดยเฉพาะการติดเชื้อร่วมได้อย่างมีประสิทธิภาพ

สรุป

การตรวจเชือ้มาลาเรยีด้วยเทคนิค multiplex PCR  ถูกพฒันาขึน้เพือ่ความสะดวกรวดเรว็ในการวเิคราะห์ผล  

โดยสามารถตรวจตัวอย่างเลือดที่สกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูปหรือสกัดสารพันธุกรรมจากกระดาษ 

เก็บตัวอย่างเลือดได้  ซึ่งเทคนิคนี้แบ่งเป็น 2 หลอดปฏิกิริยา  คือ ตรวจการติดเชื้อ genus Plasmodium ในหลอด
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ปฏิกิริยาแรกโดยใช้ human GAPDH เป็น internal control และตรวจสปีชีส์ในหลอดปฏิกิริยาที่ 2 โดยให้ผล 

การตรวจทีถ่กูต้องแม้ตดิเชือ้ร่วมมากกว่า 1 สปีชส์ี และจ�ำนวนเชือ้มสีดัส่วนทีแ่ตกต่างกนั  ซึง่หากตรวจด้วยวธิส่ีองกล้อง

อาจให้ผลที่ผิดพลาดได้  เทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นจึงมีความแม่นย�ำสูงกว่าในกรณีการติดเชื้อร่วม  และ

เป็นเทคนิคที่เหมาะกับพื้นที่ระบาดของโรคที่มีข้อจ�ำกัดด้านจ�ำนวนและประสบการณ์ของผู้ส่องกล้อง
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ABSTRACT  Malaria affects 300 to 500 million people annually worldwide and causes over 1 million 
deaths. In 2013, approximately 29,317 cases of malaria were reported in Thailand. Identification of the 
human malaria parasite species is important for early treatment of disease. In this study, multiplex 
PCR was developed by modification of technique described by Snounou et. al. The PCR reactions were 
optimized and  determined for limit of detection. Then the developed method was applied for detection of 
parasites in sample with mix infection and  eluted  sample from collection card. The optimized condition 
had the first reaction for detection of genus Plasmodium using GAPDH as an internal control, 
the second reaction for identification of Plasmodium species, P. falciparum, P. vivax, P. malariae and P. ovale. 
The results showed  the limit of detection for genus Plasmodium and human GAPDH at 103 copies and 
10 copies, respectively. And the limit of detection for all four species  was 103 copies per Plasmodium 
species. Furthermore, the multiplex PCR has shown ability to detect mixed infection of  P. falciparum and 
P. vivax at detection threshold of 100 per 10,000 copies for the minority species of infection. In addition, 
this technique can be applied to blood sample on collection card. The results indicated that the developed 
multiplex PCR was a useful tool for species identification resulted in correct  treatment. Furthermore, 
the method could easily be developed for mass screening and field surveillance.

Key words: multiplex PCR, Plasmodium sp., malaria detection, recombinant plasmid DNA


