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บทคััดย่่อ

	 โรคไข้้มาลาเรีียเป็็นโรคติิดเชื้้�อที่่�เกิิดจากโปรโตซััวในกลุ่่�มพลาสโมเดีียม (Plasmodium spp.) ถึงแม้้จะมีียารัักษาให้้หายขาด

ได้้ แต่่หากวิินิิจฉััยล่่าช้้าและรัักษาไม่่ทัันท่่วงทีี อาจทำำ�ให้้ผู้้�ป่วยเสีียชีีวิิตได้้ การศึึกษานี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพ

การตรวจหาเชื้้�อมาลาเรีียระหว่่างเทคนิิคอณููชีีวโมเลกุุล (Quantitative PCR; qPCR) กับการตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ โดยทำำ�การ

ศึึกษาในตััวอย่่างผู้้�ป่วยมาลาเรีียจำำ�นวน 198 ราย ที่่�เก็็บระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2563 จากโครงการเฝ้้าระวัังประสิิทธิิผลของยาต้้าน

มาลาเรีีย (Integrated Drug Efficacy Surveillance; iDES) ในพื้้�นที่่�ระบาดของ 14 จังหวััด ได้้แก่่ แม่่ฮ่่องสอน เชีียงราย เชีียงใหม่่ 

ตาก ศรีีสะเกษ อุบลราชธานีี ชลบุุรีี ระนอง ประจวบคีีรีีขัันธ์์ ชุมพร สุราษฎร์์ธานีี นครศรีีธรรมราช พังงา และยะลา ผลการศึึกษาพบ

ความสอดคล้้องของผลการตรวจทั้้�งสองวิิธีีร้้อยละ 94.95 (188 ตัวอย่่าง) และผลไม่่สอดคล้้องร้้อยละ 5.05 (10 ตัวอย่่าง) โดยส่่วน

ใหญ่่เป็็นการติิดเชื้้�อมาลาเรีียมากกว่่าหนึ่่�งชนิิดและการติิดเชื้้�อ P. knowlesi เมื่่�อเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพการตรวจ พบว่่า qPCR มี

ความถููกต้้อง ความไว และความจำำ�เพาะร้้อยละ 100 แม้้ว่่า qPCR จะมีีต้้นทุุนสููงกว่่า แต่่ความแม่่นยำำ�ของผลการตรวจสามารถนำำ�

ไปใช้้เป็็นข้้อมููลทางระบาดวิิทยาเพื่่�อการควบคุุมและป้้องกัันโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ
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บทคััดย่่อ

	 Malaria is an infectious disease caused by Plasmodium spp. Although treatable, delayed diagnosis and 

treatment can result in fatal outcomes. This study aimed to compare the effectiveness between quantitative 

Polymerase Chain Reaction (qPCR) and microscopic examination for malaria detection. A total of 198 malaria 

patient samples were collected during 2017-2020 under the Integrated Drug Efficacy Surveillance (iDES) program

from 14 malaria-endemic provinces in Thailand , including Mae Hong Son, Chiang Rai, Chiang Mai, Tak, Sisaket, 

Ubon Ratchathani, Chonburi, Ranong, Prachuap Khiri Khan, Chumphon, Surat Thani,  Nakhon Si Thammarat, 

Phang Nga, and Yala. The results showed 94.95% (188 samples) concordance between both methods, while 

5.05% (10 samples) showed discordant results, primarily in cases of mixed infections and P. knowlesi infection. 

The qPCR method demonstrated 100% accuracy, sensitivity, and specificity compared to microscopic exam-

ination. Although qPCR has a higher cost than microscopic examination, its precise results provide valuable 

epidemiological data for better malaria control and prevention strategies.
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บทนำำ�

	 โรคไข้้มาลาเรีียเป็็นโรคติิดเชื้้�อปรสิิตที่่�เกิิดจากโปรโตซััวใน

สกุุลพลาสโมเดีียม (Plasmodium spp.) ซึ่่�งติิดต่่อสู่่�คนผ่่านการ

กััดของยุงุก้้นปล่่องเพศเมียีที่่�มีเชื้้�อ แม้้จะมีียารัักษาให้ห้ายขาดได้้ 

แต่่หากวิินิิจฉััยล่่าช้้าและรัักษาไม่่ทัันท่่วงทีี อาจทำำ�ให้้ผู้้�ป่วยเสีีย

ชีีวิิตได้้ โรคนี้้�ติิดต่่อสู่่�คนโดยการกััดของยุุงก้้นปล่่องตััวเมีียที่่�ติิด

เชื้้�อ เชื้้�อมาลาเรีียที่่�ก่อโรคในมนุุษย์์มีี 5 ชนิิด ได้้แก่่ Plasmodium

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

knowlesi โดยในประเทศไทยพบผู้้�ป่วยติิดเชื้้�อ P. falciparum 

และ P. vivax เป็็นส่่วนใหญ่่ส่่วนชนิิด P. knowlesi ถึ งแม้้ยััง

ไม่่มีีรายงานยืืนยัันว่่าสามารถติิดเชื้้�อจากคนสู่่�คน นั บว่่าเป็็น 

Zoonotic malaria และพบมากในแถบเอเชีียตะวัันออกเฉีียง

ใต้้ (1) สถานการณ์์โรคไข้้มาลาเรีียในประเทศไทยมีีแนวโน้้มลด

ลงอย่่างชััดเจน จากที่่�เคยพบผู้้�ป่วยมากกว่่า 10,000 รายต่่อปีี 

เหลืือเพีียง 3,940 รายในปีี พ.ศ. 2563(2) การตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อ

มาลาเรีียที่่�ถูกต้้องและรวดเร็็วมีีความสำำ�คัญอย่่างยิ่่�งต่่อการควบคุุม

และกำำ�จัดโรค เนื่่�องจากช่ว่ยให้้ผู้้�ป่วยได้้รัับการรัักษาที่่�เหมาะสม

และทัันท่่วงทีี ซึ่่� งส่่งผลต่่อการลดอััตราการเสีียชีีวิิตการตรวจ

วิินิิจฉััยเชื้้�อมาลาเรีียมีีหลายวิิธีี ประกอบด้้วย การตรวจด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์ซึ่่�งยัังคงเป็็นวิิธีีมาตรฐาน (Gold standard) (3) 

การตรวจหาแอนติเิจนด้ว้ยวิิธีีทางภูมิูิคุ้้�มกัันวิิทยา และการตรวจ

หาสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี อณููชีีววิิทยา อย่่างไรก็็ตาม แต่่ละวิิธีีมีี

ข้้อจำำ�กัดที่่�แตกต่่างกัันแต่่ไม่่ว่่าการตรวจด้้วยวิิธีีใดก็็ตามล้้วนแต่่มีี

ข้้อจำำ�กัดทั้้�งสิ้้�น การตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์มีีข้้อดีีคืือสามารถ

จำำ�แนกชนิิดและระยะของเชื้้�อ รวมถึึงประเมิินความหนาแน่่น

ของเชื้้�อในผู้้�ป่วยได้้ และมีีต้้นทุุนต่ำำ�� อย่่างไรก็็ตาม ความแม่่นยำำ�

ของผลการตรวจขึ้้�นอยู่่�กับความเชี่่�ยวชาญของผู้้�ตรวจที่่�ต้องผ่่าน

การอบรมตามมาตรฐานและมีีประสบการณ์์สููง(4) นอกจากนี้้� ความ

หนาแน่่นของเชื้้�อมีีผลโดยตรงต่่อความแม่่นยำำ�ในการวิิเคราะห์์

ฟิิล์์มเลืือด โดยเฉพาะในกรณีีที่่�มีปริิมาณเชื้้�อต่ำำ��(3) การศึึกษาพบว่่า

โดยทั่่�วไปพบว่่าจุุลทััศนากรสามารถตรวจพบเชื้้�อได้้ที่่�ความหนา

แน่่นตั้้�งแต่่ 100 เซลล์์ติิดเชื้้�อต่่อไมโครลิิตร ในขณะที่่�ผู้้�เชี่่�ยวชาญ

ที่่�ผ่านการรัับรองจากองค์์การอนามััยโลกสามารถตรวจพบได้้ที่่�

ความหนาแน่่นต่ำำ��ถึึง 5-10 เซลล์์ต่่อไมโครลิิตร (5) การตรวจหา

แอนติิเจนด้้วยชุุดตรวจเร็็ว (Rapid Diagnostic Test; RDT) แม้้

จะมีีความสะดวกและรวดเร็็ว แต่่ประสิิทธิิภาพการตรวจขึ้้�นอยู่่�

กัับความไวและความจำำ�เพาะของแต่ล่ะชุุดตรวจ ตามรายงานการ

ประเมิินขององค์์การอนามััยโลก จึงแนะนำำ�ให้้เลืือกใช้้เฉพาะชุุด

ตรวจที่่�ผ่านการรัับรอง (WHO Pre-qualification) (6) นอกจาก

นี้้� RDT มีข้้อจำำ�กัดในการตรวจพบเชื้้�อ โดยต้้องมีีความหนาแน่่น

ของเม็็ดเลืือดแดงติิดเชื้้�อไม่่ต่ำำ��กว่่า 200 เซลล์์ต่่อไมโครลิิตร(5) การ
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ตรวจด้้วยวิิธีีอณููชีีววิิทยา แม้้จะมีีต้้นทุุนสููง แต่่มีีความไวและความ

จำำ�เพาะสูงูกว่่าการตรวจด้ว้ยกล้อ้งจุุลทรรศน์์ (7) โดยสามารถตรวจ

พบเชื้้�อได้้แม้้มีีความหนาแน่่นต่ำำ��เพีียง 0.5-5 เซลล์์ต่่อไมโครลิิตร (5) 

ซึ่่�งเหมาะสำำ�หรัับการตรวจคััดกรองในพื้้�นที่่�ที่่�มีการแพร่่เชื้้�อต่ำำ�� (5)

	 ประเทศไทยมีีอััตราป่่วยด้้วยโรคไข้้มาลาเรีียต่่อประชากร

พัันคน (Annual Parasite Incidence; API) ต่ำำ��กว่่า 1 ตั้้�งแต่่ปีี 

พ.ศ. 2550 ส่งผลให้้มีีการปรัับยุุทธศาสตร์์จาก 'การควบคุุมโรค' 

เป็็น 'การกำำ�จัดโรคไข้้มาลาเรีีย' ในปีี พ.ศ. 2558 โดยมีีเป้้าหมาย

กำำ�จัดโรคให้้สำำ�เร็็จภายในปีี พ.ศ. 2567 โดยดำำ�เนิินโครงการกำำ�จัด

โรคไข้้มาลาเรีีย (Malaria eliminate)  ซึ่่�งมีีเป้้าหมายเพื่่�อลดอุุบััติิ

การณ์์ของการแพร่่และยัับยั้้�งการแพร่่เชื้้�อมาลาเรีีย ในขอบเขตที่่�

กำำ�หนด ลดการเกิิดการแพร่่เชื้้�อในพื้้�นที่่� แต่่ไม่่ได้้หมายรวมถึึงไม่่มีี

ผู้้�ป่วยในพื้้�นที่่�หรืือต้้องทำำ�ลายยุงุพาหะให้้หมดจากพื้้�นที่่� แต่่หากมีี

ผู้้�ป่วยมาลาเรีียเข้้ามาในพื้้�นที่่� (Imported case) ต้อ้งมีีมาตรการ

ที่่�ดีพอ เพื่่�อสามารถค้้นหาผู้้�ป่วย ป้องกัันและหยุดุการแพร่่เชื้้�อได้้ 

โดยประเทศไทยมีีเป้้าหมายที่่�จะมุ่่�งสู่่�การกำำ�จัดมาลาเรีียให้้สำำ�เร็็จ

ในปี ีพ.ศ. 2567 (8) การตรวจโดยใช้้กล้้องจุุลทรรศน์แ์ละชุุดตรวจ

อย่่างรวดเร็็วอาจจะตรวจได้้ผลลบปลอมในกรณีีที่่�ความหนาแน่่น

ของเชื้้�อมาลาเรีียต่ำำ�� การนำำ�เทคนิคิทางด้้านอนููชีีววิิทยามาใช้้ในพื้้�นที่่�

ที่่�มีการแพร่่เชื้้�อต่ำำ�� (low-transmission area) จะเป็็นประโยชน์์

ในการระบุุพื้้�นที่่�แพร่่โรคได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น ช่ วยให้้การดำำ�เนิินการตาม

มาตรการการกำำ�จัดโรคไข้้มาลาเรีียมีีประสิิทธิิภาพมากยิ่่�งขึ้้�น (9)

	 แม้้การตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์จะเป็็นวิิธีีมาตรฐานที่่�มี

ต้้นทุุนต่ำำ��และสามารถทำำ�ได้้ในห้้องปฏิิบััติิการทั่่�วไป แต่่ประสิิทธิิภาพ

ของการตรวจขึ้้�นอยู่่�กับความเชี่่�ยวชาญของผู้้�ตรวจ แต่่วิิธีีนี้้�ยังมีีข้้อ

จำำ�กัดเนื่่�องจากต้อ้งอาศััยความเชี่่�ยวชาญของจุุลทััศนากรในการ

ตรวจหาและจำำ�แนกชนิิดเชื้้�อ และเทคนิิคในการเตรีียมและย้้อม

สีีฟิิล์์มเลืือด การศึึกษาที่่�ผ่านมาพบว่่า วิธีี PCR มีประสิิทธิิภาพ

สููงในการตรวจจัับการติิดเชื้้�อแบบผสมและการจำำ�แนกชนิิดเชื้้�อ 

P. malariae เมื่่�อเทีียบกัับการตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ (10) 

นอกจากนี้้� วิธีี PCR, qPCR และ nested PCR ยัังมีีความไวและ

ความจำำ�เพาะสููงกว่่าวิิธีี Immunochromatography(11) เมื่่�อเปรีียบ

เทีียบกัับ conventional PCR แม้้จะมีีความไวสููง แต่่มีีข้้อจำำ�กัด

ด้้านระยะเวลาการตรวจและความเสี่่�ยงต่่อการปนเปื้้�อนในขั้้�น

ตอนการวิิเคราะห์์ด้้วย gel electrophoresis ซึ่่�งอาจทำำ�ให้้เกิิด

ผลบวกปลอม(12) ในขณะที่่� qPCR สามารถตรวจวััดปริิมาณเชื้้�อ

ได้้โดยตรงจากสััญญาณการเรืืองแสง ช่ วยลดเวลาการตรวจ 

ลดความเสี่่�ยงการปนเปื้้�อน และให้้ผลที่่�มีความไวและความ

จำำ�เพาะสููง(13-18)

	 การศึึกษานี้้�จึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อเปรีียบเทีียบประสิิทธิิภาพ

การตรวจหาเชื้้�อมาลาเรีียระหว่่างวิิธีี qPCR กั ับการตรวจด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์ ในตััวอย่า่งผู้้�ป่วยมาลาเรีีย 198 ราย จากโครงการ

เฝ้้าระวัังประสิิทธิิผลของยาต้้านมาลาเรีีย ในพื้้�นที่่�ระบาด 14 จังหวััด

ของประเทศไทย ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2563 เพื่่�อใช้้ประโยชน์์

และเป็น็ข้้อมููลทางด้้านระบาดวิทิยาช่่วยให้้การควบคุมุและป้้องกััน

การแพร่่เชื้้�อมาลาเรีีย ได้้ดีีมากขึ้้�น 

วััสดุุและวิิธีีการศึึกษา

1.	 ลงทะเบีียนรัับตััวอย่่างที่่�ส่งมาจากแต่่ละพื้้�นที่่�  โดยคััด

เลืือกตััวอย่่างตามเกณฑ์์ดัังนี้้�เป็็นตััวอย่่างที่่�มีทั้้�งการรายงานผล

ตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์จากเจ้้าหน้้าที่่�ปฏิิบััติิการในพื้้�นที่่� และมีี

กระดาษกรองซัับเลืือดที่่�ได้้เก็็บตััวอย่่าง ณ วันที่่�ผู้้�ป่วยเข้้ารัับการ

ตรวจวิินิิจฉััย 

2. เตรีียมวััสดุุอุุปกรณ์์ สารเคมีี และเครื่่�องมืือที่่�จำำ�เป็็นในการ

    ตรวจวิิเคราะห์์ให้้พร้้อมใช้้งาน 

    2.1	 วััสดุุอุุปกรณ์์และสารเคมีี

	 -   กรรไกรสแตนเลสสำำ�หรัับตััดกระดาษกรอง

	 -   กระดาษทิิชชูู

	 -   หลอดทดลองขนาด 1.5 มล.

	 -   ที่่�วางหลอดทดลองขนาด 1.5 – 2.0 มล.

	 -   นาฬิิกาจัับเวลา

	 -   ถุงมืือยางแบบไร้้แป้้ง

	 -   ไมโครปิิเปตอััตโนมััติิ ขนาด 2, 20, 100 และ 1,000 

	     ไมโครลิิตร

	 -   Filter tip 

	 -   Nuclease free water

	 -   หลอด real-time PCR ชนิิดติิดกัันเป็็น strip 8 

	     หลอด ขนาด 200 ไมโครลิิตร

	 -    Isofreeze PCR ack 

	 -    ชุดน้ำำ��ยาสกััดสารพัันธุุกรรม QIAsymphony DSP 

	     DNA Kits (Qiagen, Hilden, Germany)

	 -   Primer (รายละเอีียดในตารางที่่� 1)

	 -   Probe (รายละเอีียดในตารางที่่� 2)

	 -   FastStartTM Essential DNA Probe Master 

	     (Roche diagnostics GmbH, Germany)
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2.2    เครื่่�องมืือ

	 -   ตู้้�เย็็น -20 ºC

	 -   Vortex mixer

	 -   Centrifuge

	 -   Heat Block

	 -   Thermocycle (Bio-Rad CFX96)

3.   เตรีียมสารพัันธุุกรรม โดยการสกััด DNA ของเชื้้�อมาลาเรีีย 

จากกระดาษกรองซัับเลืือด โดยใช้้ชุุดน้ำำ��ยา QIAsymphony DSP 

DNA Kits (Qiagen, Hilden, Germany) 

4.   ตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างเพื่่�อหาสารพันัธุุกรรมของมาลาเรีียด้้วย

วิิธีี qPCR Primer และ probe ที่่�ใช้้ในการทดสอบหาชนิดิของเชื้้�อ

มาลาเรีีย ทั้้�ง 5 ชนิิด สำำ�หรัับเชื้้�อมาลาเรีียชนิิด P. falciparum, 

P. vivax, P. ovalae และ P. malariae มีความจำำ�เพาะต่่อ บริิเวณ

ยีีน 18S ribosomal DNA ส่วนเชื้้�อมาลาเรีียชนิิด P. knowlesi

มีีความจำำ�เพาะต่่อบริิเวณยีนี 18S ribosomal RNA มีลำำ�ดับเบส 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1 และ 2 ตามลำำ�ดับ

4

ลำ�ดับ primer ลำ�ดับเบส (5’-3’) อ้างอิง

1 PF18sF ATT GCT TTT GAG AGG TTT TGT TAC TTT (19)

2 PF18sR GCT GTA GTA TTC AAA CAC ATT GAA CTC AA (19)

3 PV18sF CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TG (20, 21)

4 PV18sR AAT TTA CTC AAA GTA ACA AGG ACT TCC AAG (20, 21)

5 PO18sF CCG ACT AGG TTT TGG ATG AAA GAT TTT T (19)

6 PO18sR CAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA TAA (19)

7 PM18sF AGT TAA GGG AGT GAA GAC GAT CAG A	 (19)

8 PM18sR CAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA TAA (19)

9 Plasmo1_PK GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA (22)

10 Plasmo2_PK AAC CCA AAG ACT TTG ATT TCT CAT AA (22)

ลำ�ดับ Probe ลำ�ดับเบส (5’-3’) อ้างอิง

1 PF18sP FAM-CAT AAC AGA CGG GTA GTC AT-MGBNFQ (19)

2 PV18sP VIC-CGC ATT TTG CTA TTA TGT-MGBNFQ (20, 21)

3 PO18sP VIC-CGA AAG GAA TTT TCT TAT T-MGBNFQ (19, 22)

4 PM18sP FAM-ATG AGT GTT TCT TTT AGA TAG C-MGBNFQ (19)

5 PKP FAM-CTC TCC GGA GAT TAG AAC TCT TAG ATT GCT-QSY (22,23)

ตารางที่ 1 PCR primer ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อมาลาเรีย 5 ชนิด

ตารางที่ 2  PCR probe ที่ใช้ในการตรวจหาเชื้อมาลาเรีย 5 ชนิด
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ขัน้ตอนการทำ� qPCR ในแตล่ะตวัอยา่งจะทำ�แบบ Duplex qPCR 

โดยทำ�ปฏิกิริยา 3 คู่ ได้แก่ 

	 - P. falciparum และ P. vivax

	 - P. ovalae และ P. malariae

	 - P. knowlesi และ P. vivax

	 ส่วนประกอบของหนึ่งปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 25 µl 

ประกอบด้วยสว่นผสมดังตารางที ่3 ใช ้DNA ของเชือ้มาลาเรยีที่

ไดร้บัการตรวจดว้ยวธีิ qPCR จากศนูยอ์า้งอิงทางหอ้งปฏบิตักิาร 

เป็นตัวอย่างควบคุมบวก และใช้น้ำ�กลั่นที่ปราศจาก DNA และ 

RNA เปน็ตวัอยา่งควบคมุลบ จากนัน้นำ�สารทีเ่ตรยีมผสมเขา้กัน

ดีแลว้ ไปใสใ่นเครือ่งควบคมุอณุหภมู ิหรอื Thermal cycler รุน่ 

Bio-Rad CFX96 และใช้ PCR condition ดังแสดงในตารางท่ี 4

น้ำำ��ยา ความเข้้มข้้น ปริิมาตร (µl)

FastStart Taq DNA Polymerase Master Mix 2x 12.5

Forward Primer-1 20 µM 0.375

Reverse Primer-1 20 µM 0.375

Forward Primer-2 20 µM 0.375

Reverse Primer-2 20 µM 0.375

Probe-1 10 µM 0.5

Probe-2 10 µM 0.5

Nuclease-Free Water - 8.0

DNA Template - 2

Total 25

ตารางที่ 3  ส่วนประกอบของปฏิกิริยา qPCR 

ตารางที่ 4  PCR condition 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา (นาที) จำ�นวนรอบ

 1. Initial denature 95 10 1

 2. Denature 94 1 35

 3. Annealing 54 1

 4. Extension 72 2

 5. Final extension 72 1 1
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5.   ตรวจวิเคราะห์หาเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี qPCR 

6.    รวบรวมข้อมูลผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียโดยการตรวจด้วย

     กล้องจุลทรรศน์และตรวจด้วยวิธี qPCR เพ่ือเปรียบเทียบผล

      ของทั้งสองวิธี จากนั้นนำ�ผลที่ได้มาคำ�นวณหาค่าเพื่อหาค่า

     ต่างๆดังน้ี

     6.1	 ความไวของการตรวจ (sensitivity)

     6.2	 ความจำ�เพาะของการตรวจ (specificity)

     6.3	 ความถูกต้อง (accuracy)

     6.4	 Positive predictive value

     6.5	 Negative predictive value

ผลการศึกษา

	 การศึกษาน้ีเป็นการตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยวิธี qPCR 

เปรียบเทียบกับการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ จากกลุ่มตัวอย่างของ

ผู้ป่วยมาลาเรีย จำ�นวนท้ังส้ิน 198 ตัวอย่าง จากการตรวติดตาม

การรักษา เพ่ือเฝ้าระวังประสิทธิภาพของยารักษามาลาเรีย (iDES) 

จากพ้ืนท่ีท่ีมีการแพร่ระบาดของไข้มาลาเรียในระหว่างปี พ.ศ. 

2560 – พ.ศ. 2563 ใน 14 จังหวัด ได้แก่ ชลบุรี ตาก สุราษฎร์ธานี 

ระนอง ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร ยะลา นครศรีธรรมราช แม่ฮ่องสอน 

เชียงราย เชียงใหม่ พังงา ศรีสะเกษ และ อุบลราชธานี พบว่า 

จำ�นวนตัวอย่างท่ีทำ�การศึกษาในปี พ.ศ. 2561 มีจำ�นวนมาก

ท่ีสุด คือ 92 ตัวอย่าง (46.46%) ลำ�ดับท่ี 2 คือปี 2562 จำ�นวน 

87 ตัวอย่าง (43.94%) ในปี 2560 และ 2563 มีจำ�นวน 13 และ 

6 ตัวอย่าง คิดเป็น 6.57% และ 3.03% ตามลำ�ดับ ส่วนจำ�นวน

ตัวอย่างท่ีได้ทำ�การศึกษาได้ส่งมาจากจังหวัด 3 อันดับแรก คือ 

แม่ฮ่องสอน ตาก และ ยะลา (ตารางท่ี 1) 

	

	 ทำ�การวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี qPCR ในตัวอย่าง โดย

ใช้ primer และ probe ตามผลงานวิจัยต่างๆ ท่ีได้ตีพิมพ์เผย

แพร่ (ตารางท่ี 1 และ 2) และใช้น้ำ�ยาดังรายละเอียดท่ีแสดงใน

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี การทดลองทำ�  duplex qPCR เพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมของเช้ือ และตรวจติดตามโดยใส่ primer 

และ probe ของยีนท้ังสองเช้ือในหลอดเดียวกัน ในน้ำ�ยาปริมาตร

รวม 25 µl ประกอบด้วยเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอร์เรส ในบัฟเฟอร์

สำ�เร็จรูป FastStart Taq DNA Polymerase Master Mix (Roche 

diagnostics GmbH, Germany) ท่ี primer แต่ละเส้นความเข้ม

ข้น 20 µM และตัวอย่างดีเอ็นเอ 2 µl ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ 

Thermocycle (Bio-Rad CFX96) ท่ีอุณหภูมิ 95 ºC นาน 10 

นาที ตามด้วยการทำ�ปฏิกิริยา 35 รอบท่ี 94 ºC นาน 1 นาที 54  

ºC 1 นาที 72 ºC 2 นาที และท่ี 72 ºC 1 นาที ตรวจผลผลิตพี

ซีอาร์โดยใช้โปรแกรม Bio-Rad CFX Maestro อ่านค่า Cycle 

threshold (Ct) โดยใช้ค่า cut-off ท่ี Ct=40 (ภาพท่ี 1)

ภาพที่ 1 แสดงผล duplex qPCR ด้วยคู่ primer PF18sF และ PF18sR เพื่อตรวจหาเชื้อ P. falciparum  

            และคู่ primer PV18sF เพื่อตรวจหาเชื้อ P. vivax
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	 เมื่อทำ�การวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี qPCR ในตัวอย่าง

ท้ังหมด และเปรียบเทียบผลกับการตรวจหาเช้ือมาลาเรียด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ พบว่ามีผลสอดคล้องกัน จำ�นวน 188 ตัวอย่าง (94.95%)

ในตัวอย่างที่ไม่พบเชื้อมีผลสอดคล้องกันทั้งหมด 28 ตัวอย่าง 

ส่วนตัวอย่างท่ีผลไม่สอดคล้องกันมีจำ�นวน 10 ตัวอย่าง (5.05%)

ซึ่งส่วนใหญ่เป็นการติดเชื้อมาลาเรียมากกว่าหนึ่งชนิด และการ

ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. knowlesi (ตารางที่ 5)

7

ตารางที่ 5 การตรวจเชื้อมาลาเรียและผลเปรียบเทียบความสอดคล้องระหว่างวิธีตรวจหาเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์และการตรวจ

 	    ด้วยวิธี qPCR 

หมายเหตุ: N = No malaria parasite seen, PF = P. falciparum, PV = P. vivax, PM = P. malariae, 

	    PK = P. knowlesi

ลำ�ดับ จังหวัด
ผลการตรวจ ผลการเปรียบเทียบ

รวม
กล้องจุลทรรศน์ qPCR สอดคล้อง ไม่สอดคล้อง

1 แม่ฮ่องสอน N=2

PV=64

PF=13

PF+PV=2

N=2

PV=64

PF=12

PF+PV=1

PF=1, PV=1

78 3 81

2 เชียงใหม่ PV=9

PF=1

PV=9

PF=1

10 0 10

3 เชียงราย PV=14 PV=14 14 0 14

4 ตาก N=4

PV=22

PF=2

N=4

PV=22

PF=2

28 0 28

5 ชลบุรี PV=10 PV=10 10 0 10

6 ศรีสะเกษ N=3 N=3 3 0 3

7 อุบลราชธานี N=5 N=5 5 0 5

8 สุราษฎร์ธานี PM=1 PK=1 0 1 1

9 ชุมพร N=4

PM/PK=1

PM=1

N=4

PK=1

PK=1

4 2 6

10 ระนอง PV=7 PV=6, PK=1 6 1 7

11 พังงา N=1

PK=1

N=1

PK=1

2 0 2

12 นครศรีธรรมราช PM=1 PK=1 0 1 1

13 ประจวบคีรีขันธ์ PV=2 PK=2 0 2 2

14 ยะลา N=9

PV=17

PF=2

N=9

PV=17

PF=2

28 0 28

รวม 188 10 198

% 94.95 5.05 100.00
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จากนั้นนำ�ผลที่ได้มาแจกแจงในตาราง 6 เพื่อเปรียบเทียบ

ผลบวกและผลลบเพื่อประเมิน แล้วนำ�มาคำ�นวณเพื่อหาค่า 

ความไวของการตรวจ (sensitivity) ความจำ�เพาะของการ

ตรวจ (specificity) ความถูกต้อง (accuracy) Positive 

predictive value และ Negative predictive value 

(ตารางที่ 6) และมีวิธีการคำ�นวนดังแสดงต่อไปนี้

ตารางที่ 6 การเปรียบเทียบผลการตรวจพบเชื้อมาลาเรียด้วยวิธี  qPCR และการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์

จากตารางพบว่าให้ผลดังนี้

	 	 ผลบวกจริง (true positive; a)	 = 170

	 	 ผลบวกเท็จ (false positive; b)	 = 0

	 	 ผลลบเท็จ (false negative; c)	 = 0

	 	 ผลลบจริง (true negative; d)	 = 28

เมื่อนำ�ค่ามาคำ�นวณ ได้ผลดังนี้

     1.	 ความไวของการตรวจ (sensitivity)	 = [a/(a+c)] x 100

	 	 	 	 	 	 = [170/(170+0)] x 100

	 	 	 	 	 	 = 100 %

     2.	 ความจำ�เพาะของการตรวจ (specificity)	 = [d/(b+d)] x 100

	 	 	 	 	 	 = [28/(0+28)] x 100

	 	 	 	 	 	 = 100 %

     3.	 ความถูกต้อง (accuracy)		 	 = [(a+d) x 100] / (a+b+c+d)

	 	 	 	 	 	 = [(170+28) x 100] / (170+0+0+28)                      

	 	 	 	 	 	 = (198 x 100) / 198

	 	 	 	 	 	 = 100 %

     4.	 Positive predictive value	 	 = [a/(a+b)] x 100

	 	 	 	 	 	 = [170/(170+0)] x 100

	 	 	 	 	 	 = 100 %

     5.	 Negative predictive value	 	 = [d/(c+d)] x 100

	 	 	 	 	 	 = [28/(0+28)] x 100

	 	 	 	 	 	 = 100 %

Method
Microscopic

Total
Positive Negative

qPCR
Positive 170 (a) 0 (b) 170 (a+b)

Negative 0 (c) 28 (d) 28 (c+d)
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สรุปและวิจารณ์ผล

       การศึกษานี้พบว่าการตรวจวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียด้วย
เทคนิค qPCR เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
มีประสิทธิภาพสูง โดยมีความถูกต้อง ความไว และความจำ�เพาะ
ร้อยละ 100 ผลการตรวจสอดคล้องกันร้อยละ 94.95 (188 จาก 
198 ตัวอย่าง) และพบผลไม่สอดคล้องร้อยละ 5.05 (10 ตัวอย่าง)
ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Coleman et al. 
(2006) (24) ท่ีพบว่า qPCR มีความไวและความจำ�เพาะสูงกว่า
ร้อยละ 96 ในการตรวจเช้ือมาลาเรีย และการศึกษาของ Swan
et al. (2005) (25) ได้รายงานความสามารถของ qPCR ในการตรวจ
จับการติดเช้ือแบบผสมได้ดีกว่าการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
นอกจากนี้ Tan et al. (2022) (26) ได้รวบรวมผลการศึกษาที่
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใช้ qPCR และวิธีอื่นๆ ในการ
ตรวจวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียชนิด P. knowlesi และเห็นว่าควร
นำ�วิธี qPCR ซึ่งเป็นวิธีที่ให้ผลการตรวจที่มีประสิทธิภาพดี 
มาใช้จำ�แนกเชื้อ P. knowlesi จุดเด่นของการศึกษานี้คือความ
สามารถในการจำ�แนกการติดเช้ือชนิด P. knowlesi ได้ถึง 8 ตัวอย่าง
ซึ่งไม่สามารถทำ�ได้ด้วยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์เนื่องจาก
ความคล้ายคลึงทางสัณฐานวิทยากับเชื้อ P. falciparum และ
P. malariae นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบการติดเชื้อแบบ
ผสมได้แม่นยำ�กว่าการศึกษานี้มีข้อจำ�กัดที่ควรพิจารณา ได้แก่ 
ข้อจำ�กัดด้านต้นทุนของการตรวจด้วยวิธี qPCR ที่สูงกว่าการ
ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ระยะเวลาในการรายงานผลที่อาจ
นานกว่าการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ความต้องการบุคลากร
ท่ีมีความเช่ียวชาญและเคร่ืองมือเฉพาะ และข้อจำ�กัดในการเก็บ
และขนส่งตัวอย่างท่ีต้องควบคุมอุณหภูมิ ถึงแม้ว่าวิธีน้ีจะมีต้นทุน
ที่สูงแต่คาดว่าน่าจะเป็นประโยชน์ในการนำ�วิธี qPCR มาใช้
ในการเฝ้าระวังเชื้อชนิด P. knowlesi ในอนาคต ประเทศไทย
มีเป้าหมายปลอดจากโรคไข้มาลาเรีย (Malaria elimination) 
ภายในปี พ.ศ. 2567 เพื่อสนับสนุนการดำ�เนินงานในการกำ�จัด
การแพร่เชื้อมาลาเรียโดยไม่ให้มีผู้ติดเชื้อมาลาเรียที่ได้รับเชื้อ
ภายในพ้ืนท่ีน้ันๆ (Indigenous case) จึงจำ�เป็นต้องมีมาตรการค้นหา
เพ่ือป้องกันการแพร่เช้ืออย่างต่อเน่ือง ดังน้ันจึงควรนำ�เทคโนโลยี
มาตรการท่ีเหมาะสมมาใช้ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ การประยุกต์ใช้ 
qPCR ในระบบเฝ้าระวัง ใช้เป็นวิธีตรวจยืนยัน ในกรณีที่สงสัย
การติดเชื้อแบบผสม ใช้ในการเฝ้าระวังเชื้อ P. knowlesi ใน
พ้ืนท่ีเส่ียง ใช้ในการติดตามประสิทธิผลของการรักษา จัดต้ังเครือข่าย
ห้องปฏิบัติการ qPCR ในระดับภูมิภาค พัฒนาระบบการขนส่ง
ตัวอย่างท่ีมีประสิทธิภาพ ฝ กอบรมบุคลากร ให้มีความเช่ียวชาญ 

จัดสรรงบประมาณสำ�หรับการตรวจด้วย qPCR อย่างมีประสิทธิภาพ
ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียจึงมีประโยชน์เพื่อใช้เป็น
ข้อมูลด้านระบาดวิทยาในการควบคุมและป้องกันการแพร่เชื้อ
มาลาเรียได้ดีมากขึ้น
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