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°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬¥â«¬‡∑§π‘§™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈

«’√–™—¬ ‡Õ◊ÈÕ ‘∑∏‘™—¬

∫∑§—¥¬àÕ

‚√§¡“≈“‡√’¬‡ªìπ‚√§∑’Ë°àÕ„Àâ‡°‘¥ªí≠À“ “∏“√≥ ÿ¢Õ¬à“ß¡“°‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß„πª√–‡∑»·∂∫‡¢µ√âÕπ√«¡∂÷ß
ª√–‡∑»‰∑¬ ºŸâªÉ«¬®–¡’Õ“°“√√ÿπ·√ß‰¥âÀ“°‰¡à “¡“√∂µ√«®«‘π‘®©—¬™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥âÕ¬à“ß∂Ÿ°µâÕß ‡π◊ËÕß®“°‡™◊ÈÕ
¡“≈“‡√’¬·µà≈–™π‘¥®–¡’§«“¡‰«µàÕ¬“∑’Ë„™â„π°“√√—°…“µà“ß°—π °“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬  “¡“√∂∑”‰¥â‚¥¬°“√
µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬„π‡≈◊Õ¥¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ÷́Ëß‡ªìπ«‘∏’¡“µ√∞“π∑’Ë„™â„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬ºŸâªÉ«¬√“¬∑’Ë ß —¬«à“µ‘¥‡™◊ÈÕ
¡“≈“‡√’¬ ·µà«‘∏’π’È¡’¢âÕ®”°—¥§◊Õ ®–µâÕß¡’®”π«π‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬„π‡≈◊Õ¥¡“°æÕ®÷ß®– “¡“√∂µ√«®æ∫‰¥â √«¡∑—ÈßµâÕß¡’
§«“¡‡™’Ë¬«™“≠„π°“√·¬°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬  °“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬«‘∏’«‘∑¬“¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π “¡“√∂∑”‰¥â∑—Èß°“√µ√«®À“
·Õπµ‘‡®π·≈–·Õπµ‘∫Õ¥’ ´÷Ëß„Àâ§«“¡‰«Õ¬Ÿà∑’Ë Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ ‡¡◊ËÕ∑”°“√µ√«®¥â«¬À≈—°°“√Õ‘¡¡Ÿ‚π
‚§√¡“‚µ°√“æøïò °“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬‡∑§π‘§™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈ “¡“√∂∑”‰¥âÀ≈“¬«‘∏’ ‡™àπ ‰Œ∫√‘‰¥‡´™—Ëπ Poly-
merase chain reaction (PCR) ·≈– Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ́ ÷Ëß„Àâ§à“§«“¡‰«Õ¬Ÿà∑’Ë
.Ù µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ ¥—ßπ—Èπ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬«‘∏’™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈®–‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’§«“¡
‰« Ÿß·≈–∂Ÿ°µâÕß·¡àπ¬” ·µà¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥§◊Õ ¡’√“§“·æß °“√æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬«‘∏’ LAMP ®÷ß‡ªìπ∑“ß‡≈◊Õ°
Õ’°∑“ßÀπ÷Ëß∑’ËπÕ°®“°„Àâº≈§«“¡‰«„°≈â‡§’¬ß°—∫ PCR ·≈â« ¬—ß®–¡’√“§“∂Ÿ°·≈–‰¡àµâÕß°“√‡§√◊ËÕß¡◊Õ∑’Ë¡’√“§“·æß „π
∫∑§«“¡ª√‘∑—»πåπ’È‰¥â∑”°“√ √ÿªÀ≈—°°“√·≈–‡Àµÿº≈„π°“√µ√«® √«¡∑—Èß ¢âÕ¥’ ¢âÕ‡ ’¬ ¢Õß·µà≈–«‘∏’‡æ◊ËÕ„™â‡ªìπ·π«∑“ß
„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬ ·≈–√—°…“‚√§¡“≈“‡√’¬µàÕ‰ª

§” ”§—≠: ¡“≈“‡√’¬, °“√µ√«®«‘π‘®©—¬, ™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈

‚§√ß°“√∫—≥±‘µ»÷°…“  “¢“™’«‡«™»“ µ√å §≥– À‡«™»“ µ√å ¡À“«‘∑¬“≈—¬∏√√¡»“ µ√å

∫∑§«“¡ª√‘∑—»πå

∫∑π”

‚√§¡“≈“‡√’¬‡ªìπ‚√§∑’Ë°àÕ„Àâ‡°‘¥ªí≠À“ “∏“√≥ ÿ¢

Õ¬à“ß¡“°‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß„πª√–‡∑»·∂∫‡¢µ√âÕπ (Tropi-

cal regions) „πªï §.». Ú¯ ¡’°“√√“¬ß“π«à“∑—Ë«‚≈°¡’

ºŸâªÉ«¬µ‘¥‡™◊ÈÕ ÚÙÛ ≈â“π§π (√âÕ¬≈– ¯ˆ „π·Õø√‘°“) ·≈–

æ∫«à“¡’°“√‡ ’¬™’«‘µ ¯ˆÛ, §π (√âÕ¬≈– ¯˘ „π

·Õø√‘°“)Ò ‚¥¬æ∫«à“¡’Õ—µ√“°“√‡ ’¬™’«‘µ Ÿß„π‡¥Á° ∑ÿ°Ê

Û «‘π“∑’ ®–¡’‡¥Á°Àπ÷Ëß§π‡ ’¬™’«‘µ®“°°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

‚¥¬ “‡Àµÿ„π°“√‡ ’¬™’«‘µ¡—°‡π◊ËÕß¡“®“°°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

„π ¡Õß (Cerebral malaria) ºŸâªÉ«¬¡“≈“‡√’¬

 à«π„À≠àÕ“°“√®–‰¡à√ÿπ·√ß æ∫«à“¡’‡æ’¬ß√âÕ¬≈– Ò-Ú ‡∑à“π—Èπ

∑’Ë¡’Õ“°“√√ÿπ·√ß  ¥—ßπ—Èπ°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬∑’Ë

∂Ÿ°µâÕß ·≈–·¡àπ¬”‡¡◊ËÕ¡’°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π√–¬–·√° ®÷ß¡’§«“¡

 ”§—≠Õ¬à“ß¡“°„π°“√∑’Ë®–∫àß™’È°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬·µà≈–™π‘¥

∑—Èßπ’È‡æ◊ËÕ„Àâ “¡“√∂∑”°“√√—°…“‰¥âÕ¬à“ß∂Ÿ°µâÕß·≈–∑—π∑à«ß∑’

·≈–ªÑÕß°—π‰¡à„Àâ‡°‘¥Õ“°“√√ÿπ·√ßÀ√◊Õ‡ ’¬™’«‘µ

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬ “¡“√∂∑”‰¥â‚¥¬°“√

µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬„π‡≈◊Õ¥¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå (micro-

scopic examination) ´÷Ëß‡ªìπ«‘∏’¡“µ√∞“π∑’Ë„™â„π°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬ºŸâªÉ«¬√“¬∑’Ë ß —¬«à“µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ·µà«‘∏’π’È¡’¢âÕ®”°—¥
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§◊Õ®–µâÕß¡’®”π«π‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬„π‡≈◊Õ¥¡“°æÕ®÷ß®– “¡“√∂

µ√«®æ∫‰¥â √«¡∑—ÈßµâÕß¡’§«“¡‡™’Ë¬«™“≠„π°“√·¬°™π‘¥

¢Õß‡™◊ÈÕ ´÷Ëß®–¡’§«“¡ ”§—≠„π°“√√—°…“‚√§ ‡π◊ËÕß®“°‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬·µà≈–™π‘¥ (Plasmodium falciparum, Plasmo-
dium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae)
®–¡’§«“¡‰«µàÕ¬“∑’Ë„™â„π°“√√—°…“µà“ß°—π ·≈–‚¥¬‡©æ“–®–

¡’ªí≠À“Õ¬à“ß¡“°„π°√≥’¡’°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¡“°°«à“Àπ÷Ëß

™π‘¥

°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå¡’

Ú «‘∏’„À≠àÊ §◊Õ øî≈å¡‡≈◊Õ¥™π‘¥Àπ“ (thick smear) °—∫

øî≈å¡‡≈◊Õ¥™π‘¥∫“ß (thin smear) ·≈–¬âÕ¡¥â«¬ ’¬‘¡´à“

(Giemsa stain) ´÷Ëß¢âÕ¥’¢Õß°“√µ√«®‡™◊ÈÕ¥â«¬øî≈å¡‡≈◊Õ¥

™π‘¥Àπ“§◊Õ∑”„Àâ‚Õ°“ „π°“√µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ Ÿß¢÷Èπ

(ı-Ú µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√) À√◊Õ‡æ‘Ë¡§«“¡‰«„π°“√

µ√«®«‘π‘®©—¬ ·µà¡’¢âÕ‡ ’¬§◊Õ®–·¬°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â

¬“°‡π◊ËÕß®“°®–‡ÀÁπ√Ÿª√à“ß¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â‰¡à™—¥‡®π ÷́Ëß

·µ°µà“ß®“°°“√µ√«®·∫∫øî≈å¡‡≈◊Õ¥™π‘¥∫“ß´÷Ëß®–¡’‚Õ°“ 

„π°“√µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ‰¥âπâÕ¬°«à“·µà “¡“√∂·¬°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬‰¥â·¡àπ¬”°«à“

°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå¬—ß¡’

¢âÕ‡ ’¬Õ¬Ÿà¡“° ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß‡√◊ËÕß¢Õß§«“¡‰«„π°“√

∑¥ Õ∫ (sensitivity) ®÷ß‰¥â¡’π—°«‘®—¬À≈“¬°≈ÿà¡æ¬“¬“¡

æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚¥¬«‘∏’Õ◊ËπÊ ‡æ◊ËÕ„Àâ°“√µ√«®«‘π‘®©—¬

‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¡’§«“¡∂Ÿ°µâÕß ·¡àπ¬”¡“°¢÷Èπ ‚¥¬π”‡∑§π‘§

∑“ß¥â“π«‘∑¬“¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π¡“ª√–¬ÿ°µå„™â„π°“√µ√«®À“·Õπµ‘‡®π

‡æ◊ËÕ∫àß™’È°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¥â«¬‡∑§π‘§µà“ßÊ ‡™àπ radio-immu-

noassay (RIA), fluorescence-immunoassay (FIA)

enzyme-immunoassay (EIA) ·≈– immuno-chroma-

tography (ICT) ‡ªìπµâπ ·µà«‘∏’∑’Ë‡ªìπ∑’Ëπ‘¬¡¡“°∑’Ë ÿ¥§◊Õ

EIA ·≈– ICT ‡π◊ËÕß®“°‡ªìπ«‘∏’∑’Ëßà“¬·≈–‰¡àµâÕß„™â “√

‰Õ‚ ‚́∑ª ÷́Ëß‡ªìπÕ—πµ√“¬ ·≈–√“§“‰¡à·æß ÷́Ëß§«“¡‰«·≈–

§«“¡®”‡æ“–¢Õß°“√∑¥ Õ∫®–¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ë„™â„π

°“√µ√«®®—∫·Õπµ‘‡®π¢Õß‡™◊ÈÕ

πÕ°®“°π’È¬—ß “¡“√∂µ√«®À“·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ë®”‡æ“–

µàÕ‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â¥â«¬À≈—°°“√ immunoassay ¢âÕ¥’§◊Õ

‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ·µà®– “¡“√∂µ√«®

æ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ‰¥â™â“°«à“°“√µ√«®À“·Õπµ‘‡®π ‡π◊ËÕß®“°®–

 “¡“√∂µ√«®æ∫·Õπµ‘∫Õ¥’µàÕ‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥âÕ¬à“ßπâÕ¬

Ò-Ú  —ª¥“Àå À≈—ß°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ ´÷ËßÀ“°ºŸâªÉ«¬Õ¬Ÿà„π√–¬–∑’Ë

‡™◊ÈÕ¬—ßÕ¬Ÿà„πµ—∫ (liver stage) ‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡®”π«π·≈–¬—ß‰¡à

·æ√à°√–®“¬‡¢â“ Ÿà°√–· ‡≈◊Õ¥ (blood stage) ®–‰¡à “¡“√∂

µ√«®æ∫‰¥â„π°√–· ‡≈◊Õ¥¥â«¬«‘∏’∑“ß°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ∫“ß

°√≥’∑’Ë‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬Õ“»—¬Õ¬Ÿà„πµ—∫‡ªìπ‡«≈“π“π‚¥¬‰¡à‡¢â“ Ÿà

°√–· ‡≈◊Õ¥ ·Õπµ‘‡®π¢Õß‡™◊ÈÕ®–∂Ÿ°§—¥À≈—Ëß·≈–¢—∫ÕÕ°¡“

Õ¬Ÿà„π°√–· ‡≈◊Õ¥ ´÷Ëß√à“ß°“¬¢ÕßºŸâªÉ«¬®– √â“ß·Õπµ‘∫Õ¥’

¢÷Èπ‡æ◊ËÕ¡“µàÕµâ“π‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ∑”„Àâ§«“¡‰«„π°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ·µà°“√µ√«®À“·Õπµ‘∫Õ¥’®–¡’¢âÕ‡ ’¬§◊Õ‰¡à

 “¡“√∂·¬°‰¥â«à“‡ªìπ°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ·∫∫‡©’¬∫æ≈—π (acute)

‡√◊ÈÕ√—ß (chronic) ‰¢â°≈—∫®“°√–¬–´àÕπµ—« hypnozoite

(relapse) °“√°≈—∫¡’‡™◊ÈÕ„π°√–· ‡≈◊Õ¥Õ’°§√—Èß (recrudes-

cence) À√◊Õ„π√“¬∑’Ë‡§¬µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“°àÕπ ·≈–‚¥¬‡©æ“–

Õ¬à“ß¬‘Ëß°“√µ√«®ºŸâªÉ«¬„π·À≈àß√–∫“¥ (endemic area) ́ ÷Ëß

¡’°“√µ‘¥‡™◊ÈÕµ≈Õ¥‡«≈“·µàÕ“®‰¡à· ¥ßÕ“°“√Õ“®®–¡’

·Õπµ‘∫Õ¥’Õ¬Ÿàµ≈Õ¥‡«≈“

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’∑“ß«‘∑¬“

¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π·¡â«à“®–„Àâ¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ·µà°Á¡’

¢âÕ‡ ’¬∑’Ë ”§—≠§◊Õ °“√∑¥ Õ∫¡’À≈“¬¢—ÈπµÕπ „π·µà≈–¢—Èπ

µÕπµâÕß„™â‡«≈“‡æ◊ËÕ„Àâ·Õπµ‘‡®π·≈–·Õπµ‘∫Õ¥’∑”ªØ‘°‘√‘¬“

°—π ªí®®ÿ∫—π®÷ß‰¥â¡’°“√æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬·∫∫√«¥‡√Á«

(rapid diagnostic test, RDT) ‚¥¬π”À≈—°°“√∑“ß«‘∑¬“

¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π·≈–‚§√¡“‚µ√°√“æøïò¡“√«¡°—π·≈–æ—≤π“‡ªìπ«‘∏’

Õ‘¡¡Ÿ‚π‚§√¡“‚µ√°√“æøïò (immuno-chromatography,

ICT) ‡æ◊ËÕµ√«®À“·Õπµ‘‡®π¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ‚¥¬„™â·Õπµ‘-

∫Õ¥’∑’Ë®”‡æ“–°—∫·Õπµ‘‡®π¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ‰¥â·°à histidine

rich protein (HRP)Ú ·≈– lactate dehydrogenase

(LDH)Û, Ù ‡ªìπµâπ ‡ªìπµ—«¥—°®—∫·Õπµ‘‡®π„πµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥

®“°π—Èπ·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ëµ‘¥©≈“°¥â«¬‚≈À–Àπ—°À√◊Õ ’ ´÷Ëß¡—°

®–„Àâº ¡°—∫µ—«Õ¬à“ß∑’ËµâÕß°“√∑¥ Õ∫„π¢—ÈπµÕπ·√°  °àÕπ

∑’Ë®–∑”°“√À¬Õ¥≈ß∫π·∂∫∑¥ Õ∫  ‚¥¬·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ëµ‘¥

©≈“°®–®—∫°—∫·Õπµ‘‡®π„πµ—«Õ¬à“ß∑¥ Õ∫·≈–®–«‘Ëß‰ª

æ√âÕ¡Ê °—π„π√Ÿª¢Õß·Õπµ‘‡®π-·Õπµ‘∫Õ¥’§Õ¡‡æ≈Á°´å

°àÕπ∑’Ë®–∂Ÿ°¥—°®—∫¥â«¬·Õπµ‘∫Õ¥’Õ’°µ—«Àπ÷Ëß∑’Ë‡§≈◊Õ∫Õ¬Ÿà

∫π·∂∫∑¥ Õ∫ ·≈–√«¡µ—«°—π®π‡°‘¥‡ªìπ·∂∫¢÷Èπ ¢âÕ¥’

¢Õß°“√∑¥ Õ∫¥â«¬«‘∏’ ICT §◊Õ √«¥‡√Á« ·≈–‰¡àµâÕß°“√

‡§√◊ËÕß¡◊Õæ‘‡»…À√◊Õ¡’√“§“·æß„π°“√∑¥ Õ∫  “¡“√∂π”

‰ªª√–¬ÿ°µå„™â„πæ◊Èπ∑’Ë∑’Ë¡’°“√√–∫“¥‰¥â ´÷Ëß¡—°®–‡ªìπ∂‘Ëπ

∑ÿ√°—π¥“√·≈–‰¡à¡’‰øøÑ“„™â ·µà¡’¢âÕ‡ ’¬§◊Õ§«“¡‰« «‘∏’ ICT

®– “¡“√∂µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â‡¡◊ËÕ¡’‡™◊ÈÕ„πµ—«Õ¬à“ß

µ√«®¡“°°«à“ Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ πÕ°®“°π’È

¬—ß¡’ªí≠À“„π‡√◊ËÕß§«“¡®”‡æ“– (specificity) ÷́ËßÕ“®„Àâ

º≈∫«°ª≈Õ¡ À√◊Õ≈∫ª≈Õ¡‰¥â ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘ËßºŸâªÉ«¬

rheumatitis ´÷Ëß¡’ rheumatoid factorı, ˆ ∑’Ë “¡“√∂∑”
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ªØ‘°‘√‘¬“¢â“¡™π‘¥°—∫·Õπµ‘∫Õ¥’∑’Ë„™â¥—°®—∫‰¥â Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡

«‘∏’ ICT ¬—ß§ß‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’ª√–‚¬™πå„π°“√µ√«®‡æ◊ËÕ√—°…“

‡∫◊ÈÕßµâπ ‡π◊ËÕß®“°√«¥‡√Á«·µà®”‡ªìπµâÕß¡’°“√æ—≤π“µàÕ‰ª

À√◊Õ„™â‡ªìπ«‘∏’µ√«®¬◊π¬—π§«∫§Ÿà‰ª°—∫«‘∏’°“√µ√«®¥â«¬°≈âÕß

®ÿ≈∑√√»πå™π‘¥øî≈å¡Àπ“·≈–øî≈å¡∫“ß°Á®–™à«¬≈¥Õ—µ√“°“√

„Àâº≈≈∫ª≈Õ¡·≈–∫«°ª≈Õ¡‰¥â√–¥—∫Àπ÷Ëß

®–‡ÀÁπ‰¥â«à“ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§

¡“≈“‡√’¬¥â«¬‡∑§π‘§°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

À√◊Õ‡∑§π‘§∑“ß¥â“π«‘∑¬“¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π¥—ß∑’Ë°≈à“«¡“·≈â«¢â“ßµâπ

¬—ß‰¡à “¡“√∂∑’Ë®–§√Õ∫§≈ÿ¡§«“¡µâÕß°“√·≈–§«“¡‡À¡“– ¡

°—∫æ◊Èπ∑’Ë∑’Ë¡’°“√√–∫“¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â ®÷ß‰¥â¡’°“√π”

‡∑§π‘§∑“ß¥â“π™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈¡“ª√–¬ÿ°µå„™â‡æ◊ËÕµ√«®

«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ‚¥¬°“√µ√«®À“ “√æ—π∏ÿ°√√¡·∑π

°“√µ√«®À“·Õπµ‘‡®πÀ√◊Õ·Õπµ‘∫Õ¥’ ´÷Ëß§“¥«à“®– “¡“√∂

‡æ‘Ë¡§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–¢Õß«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‰¥â

‡∑§π‘§  DNA  hybridization  ‡ªìπ«‘∏’∑’Ë∂Ÿ°π”¡“ª√–¬ÿ°µå

„™â„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬ ·¡â«à“®–„Àâº≈°“√∑¥ Õ∫∑’Ë¥’·µà¬—ß¡’

¢âÕ®”°—¥∫“ßª√–°“√„π°“√∑’Ëπ”‰ª„™â∑¥ Õ∫„π·À≈àß√–∫“¥

‡∑§π‘§ polymerase chain reaction (PCR) ‡ªìπ«‘∏’

∑’Ëπ‘¬¡π”¡“„™â„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§µà“ßÊ √«¡∂÷ß‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬ ‡π◊ËÕß®“°¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ‚¥¬¡’°“√

»÷°…“·≈–æ—≤π“«‘∏’ PCR ¡“ª√–¬ÿ°µå„™â°—∫°“√µ√«®‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬ ‡™àπ conventional PCR, reverse transcription

PCR, nested PCR, Real time PCR, multiplex PCR

‡ªìπµâπ πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§ Loop-mediated isothermal

amplification (LAMP) ‡ªìπÕ’°Àπ÷Ëß«‘∏’∑’Ëπà“ π„® ‡π◊ËÕß®“°

‡ªìπ«‘∏’∑’Ëßà“¬·≈–‰¡àµâÕß°“√‡§√◊ËÕß¡◊Õ∑’Ë¡’√“§“·æß‡À¡◊Õπ°—∫

PCR ‚¥¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë„™â„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬

‡∑§π‘§ PCR À√◊Õ LAMP ¡’À≈“¬¬’π·µà∑’Ëπ‘¬¡·≈–„Àâº≈

°“√∑¥ Õ∫¥’ ‰¥â·°à ¬’π small subunit 18S ribosomal

RNA˜, ¯ ‡π◊ËÕß®“°¡’ª√‘¡“≥¡“°„π “√æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬ ·≈– “¡“√∂‡æ‘Ë¡§«“¡‰«„π°“√∑¥ Õ∫ ‚¥¬¡’§à“

§«“¡‰«Õ¬Ÿà∑’Ë .Ù-Û µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√˘

°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß ”À√—∫°“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬‡∑§π‘§

™’««‘∑¬“√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈

°“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß®–‡ªìπ à«π ”§—≠¡“°„π°“√

µ√«®«‘π‘®©—¬  “√æ—π∏ÿ°√√¡∑’Ë„™â„π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬¥â«¬«‘∏’

PCR  “√æ—π∏ÿ°√√¡π—ÈπÕ“®®–‡ªìπÕ“√å‡ÕÁπ‡ÕÀ√◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ

´÷Ëß®–¡’«‘∏’ °—¥·µ°µà“ß°—π‰ª·≈–®–µâÕßª√“»®“° DNase

·≈– RNase ‡æ◊ËÕªÑÕß°—π°“√¬àÕ¬ ≈“¬¢Õß “√æ—π∏ÿ°√√¡ ‚¥¬

µ—«Õ¬à“ß∑¥ Õ∫Õ“®®–‰¥â¡“®“°°“√‡®“–‡≈◊Õ¥®“°ª≈“¬π‘È«

À√◊Õ‡ âπ‡≈◊Õ¥¥”¢ÕßºŸâªÉ«¬ À√◊ÕÕ“®„™âµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥∑’ËÀ¬¥

≈ß∫π°√–¥“…°√Õß °“√µ√«®°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π¬ÿß “¡“√∂∑”‰¥â

‚¥¬°“√µ—¥ à«πªï°·≈– à«π¢“¢Õß¬ÿßÕÕ°Ò °“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß

„π∑’Ë‡¬Áπ (-Ú Õß»“‡´≈‡´’¬ ) ·≈–·Àâß®–™à«¬≈¥‚Õ°“ 

°“√¬àÕ¬ ≈“¬¢Õß “√æ—π∏ÿ°√√¡‰¥â À√◊Õ„π°√≥’∑’ËµâÕß àß

µ√«®‡ªìπ√–¬–∑“ß‰°≈°ÁÕ“®„™â transport media ‡æ◊ËÕ™à«¬

„π°“√§ß ¿“æ¢Õß “√æ—π∏ÿ°√√¡‰«â À“°‰¡à “¡“√∂∑”°“√

‡µ√’¬¡ “√æ—π∏ÿ°√√¡‰¥â∑—π∑’ „π°√≥’∑’Ëµ—«Õ¬à“ß∑¥ Õ∫‡ªìπ

‡≈◊Õ¥µâÕß„ à “√°—π‡≈◊Õ¥·¢Áß ‡™àπ EDTA À√◊Õ heparin

·µàµâÕß„™â„πª√‘¡“≥∑’Ë‡À¡“– ¡°—∫ª√‘¡“≥‡≈◊Õ¥ ‰¡à‡™àππ—Èπ

®–¡’°“√ªπ‡ªóôÕπ„πµ—«Õ¬à“ß∑¥ Õ∫ ‡π◊ËÕß®“° “√°—π‡≈◊Õ¥

·¢Áß‡À≈à“π’È “¡“√∂¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å DNA poly-

merase ‰¥â

°“√‡µ√’¬¡ “√æ—π∏ÿ°√√¡

°“√ °—¥ “√æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ “¡“√∂

∑”‰¥â∑—Èß°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡ÕÀ√◊ÕÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ  ‚¥¬æ∫«à“„πªí®®ÿ∫—π

¡’™ÿ¥ °—¥ ”‡√Á®√Ÿª¡“°¡“¬ ‡æ◊ËÕ™à«¬„π°“√ °—¥„Àâ‰¥â “√

æ—π∏ÿ°√√¡∑’Ë¡’§ÿ≥¿“æ¥’ ª√“»®“°°“√ªπ‡ªóôÕπµ—«¬—∫¬—Èß

·≈–¡’§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï Ÿß ·µà¡—°¡’√“§“·æß∑”„Àâ°“√∑¥ Õ∫¡’

√“§“ Ÿß¢÷Èπ´÷ËßÕ“®®–‰¡à‡À¡“–°—∫∫“ßª√–‡∑»  ‡π◊ËÕß®“°

ºŸâªÉ«¬¡“≈“‡√’¬ à«π„À≠à®–¡’∞“π–∑“ß‡»√…∞°‘®‰¡à¥’ ∑”„Àâ

‰¡à “¡“√∂‡¢â“∂÷ß«‘∏’°“√∑¥ Õ∫‰¥â ¥—ßπ—Èπ«‘∏’∑’Ë‡À¡“–°—∫°“√

 °—¥ “√æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬§«√®–¡’√“§“‰¡à·æß·µà

„Àâ “√æ—π∏ÿ°√√¡∑’Ë¡’§ÿ≥¿“æ·≈–¡’°“√ªπ‡ªóôÕππâÕ¬ ‡™àπ

°“√µâ¡À√◊Õ°“√„™âπÈ”∑”„Àâ‡´≈≈å‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß·µ°ÕÕ° ·≈–

„™â “√øïπÕ≈-§≈Õ‚√øÕ√å¡ °—¥‚ª√µ’πÕÕ° °àÕπ∑’Ë®–µ°

µ–°Õπ “√æ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬·Õ≈°ÕŒÕ≈åÒ ´÷Ëßæ∫«à“ “¡“√∂

π”‰ª„™â‡ªìπµ—«Õ¬à“ß„π°“√∑¥ Õ∫¥â«¬«‘∏’∑“ß™’««‘∑¬“√–¥—∫

‚¡‡≈°ÿ≈‰¥â

Hybridization

‡∑§π‘§ hybridization ‡ªìπ«‘∏’∑’Ë„™â‚æ√∫ (probe)

∑’Ëµ‘¥©≈“°¥â«¬ “√°—¡¡—πµ¿“æ√—ß ’ ‡Õπ‰´¡å  “√ø≈Ÿ‚Õ‡√ 

‡´π∑å À√◊Õ‚ª√µ’π∫“ß™π‘¥ ‡™àπ digoxigenin À√◊Õ biotin

‡ªìπµ—«µ‘¥µ“¡ ‡æ◊ËÕ„Àâ‚æ√∫®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬ (com-

plementary) ‚¥¬‚æ√∫∑’Ë„™âÕ“®‡ªìπ‚æ√∫™π‘¥¥’‡ÕÁπ‡ÕÀ√◊Õ

Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ‰¥â  ‚¥¬À≈—°°“√‚æ√∫™π‘¥Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ®–®—∫°—∫

¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬‰¥â¥’°«à“‚æ√∫™π‘¥¥’‡ÕÁπ‡Õ ‡π◊ËÕß®“°Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ

®–®—∫°—∫Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥ Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ-¥’‡ÕÁπ‡Õ ·≈–¥’‡ÕÁπ‡Õ-
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¥’‡ÕÁπ‡Õ ®–®—∫°—π‰¡à¥’√Õß≈ß¡“µ“¡≈”¥—∫ ¥—ßπ—Èπ °“√„™â

‚æ√∫™π‘¥Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ‡æ◊ËÕµ√«®À“Õ“√å‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

®–‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¥’∑’Ë ÿ¥

„πªï §.». Ò˘¯ˆ Oquendo ·≈–§≥–ÒÒ ‰¥â

√“¬ß“π≈”¥—∫‡∫ ¢Õß repetitive DNA §«“¡¬“« ÚÒ §Ÿà

‡∫  ÷́ËßµàÕ¡“„πªï §.». Ò˘¯˜ Holmberg ·≈–§≥–ÒÚ

‰¥â∑”°“√∑¥ Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬™π‘¥øí≈´‘æ“√—Ë¡„π

ºŸâªÉ«¬·°¡‡∫’¬ ‚¥¬„™â‚æ√∫™π‘¥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëµ‘¥©≈“°¥â«¬ÛÚP

æ∫«à“§à“§«“¡®”‡æ“–·≈–§«“¡‰«¢Õß°“√∑¥ Õ∫‡∑à“°—∫

√âÕ¬≈– Ò ·≈– ˆ¯ µ“¡≈”¥—∫ ·µà„π°“√»÷°…“¢Õß

McLaughlin ·≈–§≥–ÒÛ æ∫«à“‡¡◊ËÕµ‘¥©≈“°¥â«¬ T4

kinase æ∫«à“ “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬æ∫‰¥â∑’Ë Ò,

µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ ¥—ßπ—Èπ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“«‘∏’°“√µ‘¥©≈“°

°Á®–¡’º≈µàÕ§«“¡‰«„π°“√∑¥ Õ∫‡™àπ°—π πÕ°®“°π’È

McLaughlin ·≈–§≥–ÒÙ ¬—ß‰¥â∑¥ Õ∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ°—∫

‚æ√∫∑’Ëµ‘¥©≈“°¥â«¬‡Õπ‰´¡åæ∫«à“ “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬æ∫‰¥â∑’Ë Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ µàÕ¡“„π

ªï §.». Ò˘¯¯ Sethabutr ·≈–§≥–Òı ‰¥â∑”°“√∑¥ Õ∫

°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬„πºŸâªÉ«¬‰∑¬ ‚¥¬„™â¥’‡ÕÁπ‡Õ —ß‡§√“–Àå

∑’Ë¡’§«“¡¬“« ÚÒ bp ∑’Ëµ‘¥©≈“° 32P ¥â«¬«‘∏’ Nick

translation æ∫«à“ “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬æ∫‰¥â∑’Ë

Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√

„πªï §.». Ò˘¯¯Òˆ ‰¥â¡’°“√√“¬ß“π≈”¥—∫‡∫ ¢Õß

small subunit 18S ribosomal RNA (18S rRNA) µàÕ

¡“„πªï §.». Ò˘¯˘ Waters ·≈– McCutchanÒ˜ ‰¥â

æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‚¥¬„™â‚æ√∫·∫∫

®”‡æ“– (specific probe) °—∫ 18S rRNA ´÷Ëß„Àâ§«“¡

‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ‚¥¬ “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â

∑—Èß Ù ™π‘¥ ¥â«¬‚æ√∫ oligonucleotide ∑’Ëµ‘¥©≈“°¥â«¬
ÛÚP ∑’Ë®”‡æ“–°—∫‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬·µà≈–™π‘¥æ∫«à“„Àâº≈°“√

∑¥ Õ∫∑’Ë¥’ ‚¥¬ “¡“√∂µ√«®æ∫‰¥â·¡â«à“®–¡’‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

‡æ’¬ß Ò µ—«µàÕ°“√∑¥ Õ∫ °“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß∑”‰¥â‚¥¬

ßà“¬‡æ’¬ßÀ¬¥‡≈◊Õ¥≈ß∫π‡¡¡‡∫√π™π‘¥‰π≈Õπ (nylon

membrane) ·µà‡π◊ËÕß®“°«‘∏’¥—ß°≈à“«‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’ “√°—¡¡—πµ-

¿“æ√—ß ’  ®”‡ªìπµâÕß¡’ÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√∑’Ë√Õß√—∫®÷ß‰¡à “¡“√∂

π”‰ªª√–¬ÿ°µå„™â‰¥â„πæ◊Èπ∑’Ë∑’Ë¡’°“√√–∫“¥ µâÕß∑”°“√¢π¬â“¬

µ—«Õ¬à“ß¡“¬—ßÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√´÷Ëß∑”„ÀâµâÕß„™â‡«≈“µ√«®π“π

¡“°°«à“ ÚÙ ™—Ë«‚¡ß „π°“√»÷°…“¢Õß Barker ·≈–§≥–Ò¯

æ∫«à“°“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß “√æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬π—Èπ

¡’º≈µàÕ§«“¡‰«¢ÕßªØ‘°‘√‘¬“ „π°“√∑¥ Õ∫«‘∏’ hybridiza-

tion π—Èπ‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’À≈“¬¢—ÈπµÕπ·≈–µâÕß„™â‡«≈“ ·≈–¡—°®–

µ√«®·¬°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¡à‰¥â ‚¥¬®–‡ªìπ«‘∏’∑’Ëæ—≤π“

¢÷Èπ‡æ◊ËÕµ√«®À“¡“≈“‡√’¬™π‘¥øí≈´‘æ“√—Ë¡‡ªìπ à«π„À≠à ·≈–

§«“¡‰«¢Õß°“√∑¥ Õ∫¬—ß‰¡à¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ¥’æÕ ª√–°Õ∫

°—∫°“√æ—≤π“‡∑§π‘§ PCR ÷́Ëßßà“¬°«à“‡π◊ËÕß®“°„™â‡§√◊ËÕß

¡◊Õ‡¢â“¡“™à«¬ ∑”„Àâ«‘∏’π’È‰¡à‡ªìπ∑’Ëπ‘¬¡„πªí®®ÿ∫—π

°“√‡æ‘Ë¡®”π«π “√æ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬«‘∏’ polymerase chain

reaction (PCR)

‡∑§π‘§ PCR ‡ªìπ‡∑§π‘§∑’Ë∂Ÿ°π”¡“ª√–¬ÿ°µå„™â„π

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§µà“ßÊ ¡“°¡“¬ ‡π◊ËÕß®“°‡ªìπ‡∑§π‘§∑’Ë

„™â„π°“√‡æ‘Ë¡®”π«π¥’‡ÕÁπ‡Õ„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß ∑”„Àâ¥’‡ÕÁπ‡Õ

‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë„™â„π°“√µ√«®«‘‡§√“–Àå¡’®”π«π¡“°¢÷Èπ ª√–°Õ∫

¥â«¬ Û ¢—ÈπµÕπÀ≈—°§◊Õ

Ò. Denature ‡ªìπ¢—ÈπµÕπ°“√·¬° “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ

®“°¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ âπ§Ÿà‡ªìπ¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ âπ‡¥’Ë¬« ‡æ◊ËÕ„Àâ‰æ√å‡¡Õ√å

(primer)  “¡“√∂‡¢â“®—∫°—∫‡∫ §Ÿà ¡ ‚¥¬„™â§«“¡√âÕπ∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥ ˘Ù Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ª√–¡“≥

Û-ˆ «‘π“∑’ ‡ªìπµ—«™à«¬„π°“√·¬° “¬ÕÕ°®“°°—π

Ú. Annealing ‡ªìπ¢—ÈπµÕπ°“√∑’Ë„Àâ‰æ√å‡¡Õ√å

´÷Ëß‡ªìπµ—« ”§—≠„π°“√ √â“ß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡¢â“®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

‡ªÑ“À¡“¬ ‚¥¬ à«π„À≠à®–„™âÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥ Ùı-ˆı Õß»“

‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ª√–¡“≥ Û-ˆ «‘π“∑’

Û. Extension ‡ªìπ¢—ÈπµÕπ°“√ √â“ß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ

¥â«¬‡Õπ‰´¡å heat stable DNA polymerase ‡™àπ Taq
DNA polymerase ‡ªìπµâπ ¡’ “¬‰æ√å‡¡Õ√å‡ªìπµ—«‡√‘Ë¡µâπ

´÷Ëß à«π„À≠à®–„™âÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥ ˜Ú Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ

‡«≈“ª√–¡“≥ Û-ˆ «‘π“∑’

‡¡◊ËÕ§√∫Àπ÷Ëß√Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬®–¡’®”π«π

‡æ‘Ë¡¢÷ÈπÀπ÷Ëß‡∑à“µ—« ¥—ßπ—ÈπÀ“°∑” PCR ®”π«π√Õ∫¡“°¢÷Èπ

¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬®–‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡∑à“°—∫ Ún (n = ®”π«π√Õ∫)

´÷Ëß‚¥¬∑—Ë«‰ªªØ‘°‘√‘¬“ PCR ®–∑”ª√–¡“≥ Û-Ûı √Õ∫

°Á®–∑”„Àâ¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬®“°Àπ÷Ëß™ÿ¥‡ªìπÀ≈“¬≈â“π™ÿ¥

(Ò,˜Ù ≈â“π-ÛÙ,Ûˆ ≈â“π) ¿“¬„π‡«≈“‡æ’¬ß Ú-Û

™—Ë«‚¡ß

À≈—ß®“°∑’Ë∑”ªØ‘°‘√‘¬“ PCR ®–µâÕßπ”º≈º≈‘µ∑’Ë

‰¥â‰ª∑¥ Õ∫∫π agarose gel electrophoresis ‡æ◊ËÕ

¥Ÿ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ ´÷Ëß∑”„ÀâµâÕß„™â‡«≈“„π°“√∑¥ Õ∫¡“°¢÷Èπ

¥—ßπ—Èπ®÷ß‰¥â¡’°“√§‘¥§âπ«‘∏’ real-time PCR §◊Õ ∑”°“√

µ‘¥µ“¡°“√‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¢Õß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬„™â ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å

(fluorescence) ‡™àπ SYBR green ´÷Ëß®–∑”°“√«—¥°“√

¥Ÿ¥°≈◊π· ß¢Õß ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å∑ÿ°Ê √Õ∫¢Õß°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“
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PCR ∑”„Àâ “¡“√∂∑√“∫º≈°“√‡æ‘Ë¡®”π«π‰¥â∑—π∑’ ‡¡◊ËÕ

®”π«π¥’‡ÕÁπ‡Õ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å®–®—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“°¢÷Èπ

∑”„Àâ “¡“√∂µ‘¥µ“¡¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡®”π«π¢÷Èπ‰¥â ·µà¢âÕ‡ ’¬

¢Õß«‘∏’π’È§◊Õ®–‰¡à∑√“∫™π‘¥¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ«à“‡ªìπ

¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬À√◊Õ‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡¥’‡ÕÁπ‡Õ·∫∫‰¡à®”‡æ“–

‡π◊ËÕß®“° ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å®–®—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â∑ÿ°™π‘¥‰¡à«à“®–¡’

≈”¥—∫‡∫ ‡ªìπÕ¬à“ß‰√ ÷́Ëß “¡“√∂≈¥§«“¡‰¡à®”‡æ“–≈ß‰¥â

√–¥—∫Àπ÷Ëß‚¥¬°“√∑”°“√«‘‡§√“–Àå melting temperature

(Tm) ‡π◊ËÕß®“°°“√∑’Ë¥’‡ÕÁπ‡Õ¡’≈”¥—∫‡∫ µà“ß°—π®–¡’§«“¡

·µ°µà“ß°—π¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë„™â„π°“√∑”„Àâ “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ âπ§Ÿà

®”π«π§√÷ËßÀπ÷Ëß·¬°ÕÕ°®“°°—πµà“ß°—π ∑”„Àâ “¡“√∂∑¥ Õ∫

‰¥â«à“¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡æ‘Ë¡®”π«π¢÷Èπ„πªØ‘°‘√‘¬“ PCR ¡’ Tm µ√ß

°—π°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬À√◊Õ‰¡à °Á®–∑”„Àâ§«“¡®”‡æ“–¢Õß

°“√∑¥ Õ∫ Ÿß¢÷Èπ

πÕ°®“°π’È¬—ß¡’°“√æ—≤π“Õ’°¢—ÈπÀπ÷Ëß‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡

§«“¡®”‡æ“–‚¥¬„™â‚æ√∫‡ªìπµ—«µ‘¥µ“¡ ‚æ√∫‡ªìπ¥’‡ÕÁπ‡Õ “¬

 —ÈπÊ ∑’Ë “¡“√∂®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬∫√‘‡«≥√–À«à“ß

‰æ√å‡¡Õ√å ıû ·≈– Ûû ‚¥¬ª≈“¬¢â“ßÀπ÷Ëß¢Õß‚æ√∫®–µ‘¥©≈“°

¥â«¬ ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å·≈–Õ’°¢â“ßÀπ÷Ëß®–µ‘¥©≈“°¥â«¬µ—«¥Ÿ¥

°≈◊π ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å∑’Ë‡√’¬°«à“ quencher ¥—ßπ—Èπ„π°√≥’∑’Ë

‰¡à¡’°“√‡æ‘Ë¡®”π«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ· ß∑’Ë ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å

ª≈àÕ¬ÕÕ°®–∂Ÿ°¥Ÿ¥°≈◊π‚¥¬ quencher ·µà∂â“¡’°“√ √â“ß

 “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ¢÷Èπ ‡Õπ‰´¡å Taq DNA polymerase  √â“ß

¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°‰æ√å‡¡Õ√å ıû ®π¡“∂÷ß∫√‘‡«≥∑’Ë‚æ√∫®—∫Õ¬Ÿà·≈–

 √â“ß “¬¢Õß¥’‡ÕÁπ‡ÕµàÕ‡π◊ËÕß‡¢â“¡“„π∫√‘‡«≥∑’Ë‚æ√∫®—∫Õ¬Ÿà

·≈–„™âªØ‘°‘√‘¬“ ıû-Ûû exonuclease ÷́Ëß‡ªìπ§ÿ≥ ¡∫—µ‘

(activity) ∑’Ëæ∫‰¥â„π‡Õπ‰´¡å DNA polymerase

∑”≈“¬æ—π∏– phosphodiester ¢Õß‚æ√∫ ∑”„Àâ‡∫ ·¬°

ÕÕ°®“°‚æ√∫¥â«¬ªØ‘°‘√‘¬“ ıû-Ûû exonuclease ®“°π—Èπ

‡¡◊ËÕ ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å·≈– quencher ∑’Ëµ‘¥Õ¬Ÿà∑’Ë‡∫ ·¬°

Àà“ßÕÕ°®“°°—π ∑”„Àâ “¡“√∂«—¥§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß¢Õß ’

ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å∑’Ëª≈àÕ¬· ßÕÕ°¡“‰¥â ‚¥¬∑’Ë‰¡à¡’µ—«¥Ÿ¥°≈◊π

· ß quencher °Á®–∑”„Àâ∑√“∫°“√‡æ‘Ë¡®”π«π¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ

‰¥â∑—π∑’·≈–‡æ‘Ë¡§«“¡®”‡æ“–¢Õßº≈‘µº≈ PCR ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ

‡π◊ËÕß®“°¡’°“√‡æ‘Ë¡§«“¡®”‡æ“– Ú  à«π§◊ÕπÕ°®“°∑’Ë

‰æ√å‡¡Õ√å®–µâÕß®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬Õ¬à“ß®”‡æ“–·≈â«

‚æ√∫®–µâÕß®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬Õ¬à“ß®”‡æ“–‡™àπ°—π

∑”„Àâ‡æ‘Ë¡§«“¡®”‡æ“–¢Õß real-time PCR ¡“°¬‘Ëß¢÷Èπ

®–‡ÀÁπ‰¥â«à“‚¥¬À≈—°°“√«‘∏’ PCR  “¡“√∂‡æ‘Ë¡

§«“¡‰«„Àâ°—∫µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§‰¥â ·µà„π∑“ß°≈—∫°—πÀ“°¡’

°“√ªπ‡ªóôÕπÀ√◊Õ¡’°“√µ°§â“ß (carry over) ¢Õßº≈º≈‘µ

∑’Ë‡°‘¥®“°°“√∑” PCR (PCR product) ®–∑”„Àâ‡°‘¥º≈

∫«°ª≈Õ¡‰¥â ¥—ßπ—Èπ®÷ßµâÕß¡’°“√‡ΩÑ“√–«—ß·≈–ªÑÕß°—π°“√

ªπ‡ªóôÕπÀ√◊Õµ°§â“ß „π°√≥’∑’Ë‡°‘¥ªí≠À“ªπ‡ªóôÕπÀ√◊Õ

µ°§â“ß¢Õßº≈‘µº≈∑’Ë‡°‘¥®“° PCR ·≈–∑”„Àâ‡°‘¥º≈∫«°

ª≈Õ¡  “¡“√∂ªÑÕß°—π·≈–·°â‰¢‰¥â‚¥¬„™â‡Õπ‰´¡å UNG ´÷Ëß

‡ªìπ‡Õπ‰´¡å∑’Ë∑”Àπâ“∑’Ëµ—¥ uracil ÕÕ° ∑”„Àâ “¬¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ

∑’Ë¡’ uracil ‡ªìπ à«πª√–°Õ∫∂Ÿ°∑”≈“¬°àÕπ∑’Ë®–‡√‘Ë¡∑”

ªØ‘°‘√‘¬“ PCR ¥—ßπ—ÈπÀ“°„™â‡∫  dUTP ·∑π dTTP „π

°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“ PCR º≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®–¡’ dUTP ·∑π∑’Ë

dTTP ·≈–À“°∑”°“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ßµ√«®‚¥¬„ à‡Õπ‰´¡å

UNG º≈‘µº≈¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡°‘¥®“° PCR ∑’Ëµ°§â“ßÀ√◊Õªπ

‡ªóôÕπ°Á®–∂Ÿ°∑”≈“¬·≈–‡À≈◊Õ‡©æ“–¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë¡“

®“°‡™◊ÈÕ∑¥ Õ∫‡∑à“π—Èπ∑’Ë®–∂Ÿ°‡æ‘Ë¡®”π«πµàÕ‰ª

„π°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“ PCR π—Èπ∫“ß§√—Èß„Àâº≈≈∫

ª≈Õ¡‰¥â„π°√≥’∑’Ë¡’ “√¬—∫¬—Èß (inhibitor) °“√∑”ß“π¢Õß

‡Õπ‰´¡å Taq DNA polymerase ªπ‡ªóôÕπÕ¬Ÿà„πµ—«Õ¬à“ß

‡≈◊Õ¥ ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß heme ´÷Ëß¡’∏“µÿ‡À≈Á°‡ªìπ à«π

ª√–°Õ∫ ®– “¡“√∂√∫°«πªØ‘°‘√‘¬“ PCR ‰¥â„π°√≥’∑’Ë¡’°“√

ªπ‡ªóôÕπ®“°¢—ÈπµÕπ«‘∏’°“√ °—¥ “√æ—π∏ÿ°√√¡ À√◊Õ°“√„™â

 “√°—π‡≈◊Õ¥·¢Áßµ—«‡™àπ EDTA ®– “¡“√∂¬—∫¬—Èß‡Õπ‰´¡å

Taq DNA polymerase ‰¥â ‚¥¬°“√®—∫°—∫ magnesium

´÷Ëß‡ªìπ‚§·øµ‡µÕ√å¢Õß‡Õπ‰´¡å Taq DNA polymerase

∑”„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“‰¥â‰¡à¥’ πÕ°®“°π’È„π°√≥’∑’ËºŸâªÉ«¬‚√§

¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π∫°æ√àÕß∑’Ë‡°‘¥®“°°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ HIV ´÷Ëß¡’§«“¡

®”‡ªìπ®–µâÕß∑“π¬“µâ“π‰«√— ™π‘¥∑’Ë‡ªìπÕπ“≈Õ§¢Õß‡∫ 

(base analog) ∑”„Àâ°“√∑¥ Õ∫¥â«¬«‘∏’ PCR „Àâº≈≈∫

ª≈Õ¡‰¥â‡™àπ°—π ‚¥¬ “¡“√∂·°â‰¢‰¥â‚¥¬°“√‡®◊Õ®“ßµ—«Õ¬à“ß

´÷Ëß®–‡ªìπ°“√‡®◊Õ®“ßµ—«¬—∫¬—Èßµà“ßÊ „Àâª√‘¡“≥§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß

µ—«¬—∫¬—ÈßπâÕ¬≈ß·≈–‰¡à√∫°«πÀ√◊Õ¬—∫¬—ÈßªØ‘°‘√‘¬“ PCR ‰¥â

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ polymerase chain

reaction (PCR)

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬¥â«¬‡∑§π‘§ PCR

®”‡ªìπµâÕß¡’°“√ÕÕ°·∫∫‰æ√å‡¡Õ√å‡æ◊ËÕ„Àâ®”‡æ“–°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

À√◊ÕÕ“√å‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬ ‰¥â·°à small subunit 18S ribo-

somal rRNA gene (18S rRNA) ´÷Ëßæ∫«à“ 18S rRNA

gene ¡’®”π«π™ÿ¥¡“°·≈–¡’≈”¥—∫‡∫ §ß∑’Ë‰¡à§àÕ¬‡ª≈’Ë¬π

·ª≈ß ´÷Ëß∑”„Àâ “¡“√∂ÕÕ°·∫∫‰æ√å‡¡Õ√å∑’Ë®”‡æ“–‰¥â ∑”„Àâ

‚Õ°“ „π°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕæ∫¡’¡“°¢÷Èπ „πªï §.». Ò˘˘Û

Snounou  ·≈–§≥–˜  ‰¥â√“¬ß“π«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ nested PCR ´÷Ëß “¡“√∂√–∫ÿ™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ
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¡“≈“‡√’¬‰¥â∑—Èß Ù ™π‘¥  ‚¥¬‰æ√å‡¡Õ√å®”π«π ı §Ÿà §Ÿà·√°‡ªìπ

‰æ√å‡¡Õ√å∑’Ë¡’§«“¡®”‡æ“–°—∫®’π— ·≈–Õ’° Ù §Ÿà¡’§«“¡®”‡æ“–

°—∫¡“≈“‡√’¬·µà≈–™π‘¥ ‰¥â·°à P. falciparum, P. vivax, P.
malariae ·≈– P. ovale ´÷Ëß∑”„Àâ‰¥âº≈º≈‘µ PCR ¢π“¥

Úı §Ÿà‡∫  (P. falciparum) ÒÚ §Ÿà‡∫  (P. vivax)
ÒÙÙ §Ÿà‡∫  (P. malariae) ·≈– ¯ §Ÿà‡∫  (P. ovale)
·≈–∑”°“√Õà“πº≈‚¥¬¥Ÿ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∫π agarose gel elec-

trophoresis º≈°“√∑¥ Õ∫æ∫«à“¡’§«“¡‰«∑’Ë®”π«π Ò µ—«

πÕ°®“°π’È¬—ß “¡“√∂µ√«®À“°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬·∫∫º ¡

„π°√≥’∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ¡“°°«à“Àπ÷Ëß™π‘¥ ÷́ËßÀ“°¥Ÿ®“°øî≈å¡‡≈◊Õ¥

∫“ß§√—ÈßÕ“®®–‰¡à “¡“√∂∫àß™’È‰¥â ·µàæ∫«à“®“°°“√µ√«®

¥â«¬«‘∏’ PCR π’È ¡’°“√‡°‘¥º≈≈∫ª≈Õ¡·≈–º≈∫«°ª≈Õ¡

‰¥â„π —¥ à«π ı/Ò˘ˆ ·≈– Òˆ/Ò˘ˆ µ“¡≈”¥—∫

„πªï §.». Úˆ Johnston ·≈–§≥–Ò˘ ‰¥â

∑”°“√»÷°…“¬◊π¬—π¥â«¬«‘∏’‡¥’¬«°—π°—∫ Snounou (Ò˘˘Û)

æ∫«à“‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫«‘∏’°“√¥Ÿ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå‡¡◊ËÕ

¬âÕ¡øî≈å¡‡≈◊Õ¥¥â«¬ ’¬‘¡´à“æ∫«à“ «‘∏’ nested PCR „Àâ

§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß°«à“«‘∏’°“√¥Ÿ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

æ∫«à“¡’ ˜ √“¬®“°∑—ÈßÀ¡¥ ˜˜ √“¬∑’Ë„Àâº≈≈∫ª≈Õ¡‡¡◊ËÕ

µ√«®¥â«¬«‘∏’°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå·µà„Àâº≈∫«°°—∫ nested PCR

πÕ°®“°π’È°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ nested

PCR ®– “¡“√∂µ√«®æ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“°°«à“Àπ÷Ëß™π‘¥

(mixed infection) ‰¥â¡“°°«à“«‘∏’°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ´÷Ëß®–

‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√√—°…“‰¥â

πÕ°‡Àπ◊Õ®“° 18S rRNA gene ·≈â«¬—ß¡’°“√

»÷°…“‚¥¬„™â¬’πÕ◊ËπÊ ®“°‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ‡™àπ circumspo-

rozoite gene, 21 bp repeat sequence, ring-infected

erythrocyte surface antigen (pf155/RESA) ·≈–

dihydrofolate reductase (DHFR) ·µà¡’¢âÕ®”°—¥§◊Õ

 “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â∫“ß™π‘¥‡∑à“π—Èπ ·≈–‡¡◊ËÕ

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫«‘∏’°“√µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå·≈â«„Àâ§à“

§«“¡‰«µË”°«à“®÷ß‰¡à‡ªìπ∑’Ëπ‘¬¡π”¡“„™âÚ „πªï §.». Ò˘˘˘

Tham ·≈–§≥–ÚÒ ‰¥â∑”°“√∑¥ Õ∫§«“¡‰«„π°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬‚√§¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ multiplex PCR ‚¥¬„™â

‰æ√å‡¡Õ√å∑’Ë®”‡æ“–°—∫ mitochondria cytochrome C

oxdiase subunit I (cox I) ¢Õß·µà≈– ªï™’Ë æ∫«à“¡’

ª√– ‘∑∏‘¿“æ¥’ §«“¡‰«„πµ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬∑’Ë “¡“√∂

µ√«®æ∫‰¥â§◊Õ .Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ µàÕ¡“„πªï

§.». ÚÙ Fabre ·≈–§≥–ÚÚ ‰¥â∑”°“√∑¥ Õ∫¥â«¬«‘∏’

real-time PCR ·≈–„™â ’ SYBR green I ‡ªìπµ—«µ‘¥µ“¡

æ∫«à“„Àâ§à“§«“¡‰«µË”≈ß§◊Õ “¡“√∂µ√«®æ∫‰¥â§◊Õ .Ûı

µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ µàÕ¡“‰¥â¡’°“√∑¥ Õ∫°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ real-time PCR µàÕ¡“Õ’°

À≈“¬§√—Èß‚¥¬„™â ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å ‚æ√∫ ‰æ√å‡¡Õ√å ∑’Ë®”‡æ“–

°—∫¬’πµà“ßÊ ¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ·µàæ∫«à“ª√– ‘∑∏‘¿“æ „π

°“√∑¥ Õ∫·≈–§«“¡‰«‰¡à·µ°µà“ßÕ¬à“ß™—¥‡®π®“°«‘∏’ con-

ventional PCR ¢Õß Snounou˘ ¥—ßπ—Èπ°“√µ√«®«‘π‘®©—¬

‚¥¬«‘∏’ real-time PCR ´÷ËßπÕ°®“°‰¡à„Àâº≈‡ªìπ∑’Ëπà“

æÕ„®·≈â« ¬—ßæ∫«à“¡’√“§“·æß·≈–®”‡ªìπµâÕß„™â‡§√◊ËÕß¡◊Õ

®”‡æ“– ”À√—∫∑¥ Õ∫´÷Ëß¡’√“§“ Ÿß¡“° ¥—ßπ—Èπ°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬¥â«¬«‘∏’ conventional PCR πà“‡ªìπ∑“ß‡≈◊Õ°„π

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¡“°°«à“«‘∏’ real-time PCR

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ PCR ·¡â«à“

®–„Àâº≈°“√∑¥ Õ∫√«¥‡√Á« ·¡àπ¬” ·µà¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥Õ¬Ÿà∫“ß

ª√–°“√ ‡™àπ ‡§√◊ËÕß§«∫§ÿ¡√Õ∫Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ (thermal cycle)

´÷Ëß¡’√“§“·æß·¡â«à“®–∂Ÿ°°«à“‡§√◊ËÕß real-time PCR °Áµ“¡

®÷ß‰¡à‡À¡“–°—∫°“√π”«‘∏’ PCR „π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬ ‡π◊ËÕß®“°ºŸâªÉ«¬ à«π„À≠à®–Õ¬Ÿà„πª√–‡∑»¬“°®π

·≈–‰¡à¡’‡§√◊ËÕß¡◊Õ¥—ß°≈à“«Õ¬à“ß‡æ’¬ßæÕ ”À√—∫∑¥ Õ∫

πÕ°®“°π’È«‘∏’ PCR ¬—ß‰¡à‡À¡“–°—∫°“√π”‰ª„™â„π°“√µ√«®

«‘π‘®©—¬∫√‘‡«≥∑’Ë‡ªìπ·À≈àß√–∫“¥ ‡π◊ËÕß®“°µâÕß„™â‰øøÑ“

∑”„ÀâµâÕß‡°Á∫µ—«Õ¬à“ßºŸâªÉ«¬·≈–π”¡“∑¥ Õ∫¿“¬À≈—ß ÷́Ëß

°“√∑’Ë‰¡à‰¥â∑¥ Õ∫∑—π∑’Õ“®∑”„Àâ “√æ—π∏ÿ°√√¡ ≈“¬µ—«‰¥â

(degrade) À“°‰¡à¡’√–∫∫°“√‡°Á∫·≈–√–∫∫°“√ ¢π àß∑’Ë¥’æÕ

®÷ß‰¥â¡’°“√æ—≤π“ transport media  ”À√—∫°“√¢π àß

µ—«Õ¬à“ß‡æ◊ËÕ‡°Á∫√—°…“§ÿ≥¿“æµ—«Õ¬à“ß °“√À¬¥‡≈◊Õ¥≈ß∫π

°√–¥“…°√Õß∑’Ë –Õ“¥°Á‡ªìπÕ’°Àπ÷Ëß«‘∏’∑’Ë “¡“√∂π”¡“„™â‰¥â

°—∫°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß¡“≈“‡√’¬·≈– “¡“√∂π”¡“ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

‰¥â¿“¬À≈—ß·≈–‡ªìπ∑’Ëπ‘¬¡„™â°—π

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ PCR

 “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ‰¥â¥’∑’Ë ÿ¥§◊Õ°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

™π‘¥øí≈´‘æ“√—Ë¡§◊Õ .Ù µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥ Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ÚÛ

´÷Ëß¡’§«“¡‰« Ÿß¡“° „π°√≥’∑’ËºŸâªÉ«¬¡’‡≈◊Õ¥∑—ÈßÀ¡¥√à“ß°“¬Õ¬Ÿà

ı ≈‘µ√ À¡“¬§«“¡«à“§«“¡‰«„π°“√µ√«®‡∑à“°—∫ Ú,

µ—«¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ „π°√≥’π’È∑”„Àâ‡°‘¥·π«§‘¥ Û ª√–°“√

§◊Õ

Ò. √–¥—∫¢Õß parasitemia .Ù  µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥

Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ π—ÈπºŸâªÉ«¬Õ“®®–¬—ß‰¡à· ¥ßÕ“°“√ ÷́Ëß‡ªìπ

¢âÕ¥’„π°√≥’∑’ËºŸâªÉ«¬‡ªìππ—°∑àÕß‡∑’Ë¬«®“°ª√–‡∑»∑’Ë‰¡à„™à

·À≈àß√–∫“¥¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‡¥‘π∑“ß‰ª¬—ß·À≈àß√–∫“¥ ·≈–

‡√‘Ë¡¡’Õ“°“√À√◊Õµ√«®§—¥°√Õß«à“¡’°“√µ‘¥‡™◊ÈÕÀ√◊Õ‰¡àÀ≈—ß

®“°‡¥‘π∑“ß‰ª„πæ◊Èπ∑’Ë∑’Ë¡’°“√√–∫“¥
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Ú. „π°√≥’¢Õß‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‚¥¬‡©æ“–™π‘¥øí≈-

´‘æ“√—Ë¡π—Èπ®–¡’ª√“°Ø°“√≥å sequestration ‚¥¬‡™◊ÈÕ

¡“≈“‡√’¬®–‰ª‡°“–Õ¬Ÿàµ“¡ºπ—ßÀ≈Õ¥‡≈◊Õ¥∑”„Àâ‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

 à«πÀπ÷Ëß ‰¡àÕ¬Ÿà„πµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥∑’Ë‡®“–µ√«® ¥—ßπ—Èπ®–∑”„Àâ

§«“¡‰«„π°“√µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ¥â«¬«‘∏’ PCR ≈¥≈ß À√◊ÕºŸâªÉ«¬

®–µâÕß¡’‡™◊ÈÕ¡“°°«à“ Ú, µ—«„π√à“ß°“¬ ´÷ËßºŸâªÉ«¬

Õ“®®–‡√‘Ë¡· ¥ßÕ“°“√¢Õß‚√§·≈â«

Û. „π°√≥’ºŸâªÉ«¬∑’ËÕ“»—¬Õ¬Ÿà„π·À≈àß√–∫“¥ ºŸâªÉ«¬

Õ“®®–‰¡à¡’Õ“°“√·¡â«à“¡’‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬Õ¬Ÿà„π√à“ß°“¬ ¥—ßπ—Èπ

„π¥â“π°“√√—°…“ºŸâªÉ«¬¡“≈“‡√’¬ °“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

¥â«¬‡∑§π‘§ PCR Õ“®®–‰¡à¡’§«“¡®”‡ªìπ °“√µ√«®¥â«¬«‘∏’

RDT ÷́Ëß¡’§«“¡‰«µË”°«à“Õ“®®–‡À¡“– ”À√—∫°“√µ√«®‡æ◊ËÕ

°“√√—°…“¡“°°«à“

¥—ßπ—Èπ„π°“√µ√«®ºŸâªÉ«¬∑’Ë ß —¬«à“µ‘¥‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬

¥â«¬«‘∏’ RDT ∑’Ë¡’§«“¡‰«Õ¬Ÿà∑’Ëª√–¡“≥ Ò µ—«µàÕ‡≈◊Õ¥

Ò ‰¡‚§√≈‘µ√ ®–√«¥‡√Á«·≈–¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ¡“°°«à“°“√

µ√«®¥â«¬«‘∏’ PCR ´÷ËßµâÕß„™â‡«≈“π“π ∑”„Àâ “¡“√∂√—°…“

ºŸâªÉ«¬‰¥â√«¥‡√Á«·≈–∑—π∑à«ß∑’ «‘∏’ PCR πà“®–‡ªìπ«‘∏’∑’Ë„™â

 ”À√—∫∑¥ Õ∫„πß“π«‘®—¬ √–∫“¥«‘∑¬“À√◊Õ°“√§«∫§ÿ¡‚√§

√«¡∂÷ß°“√µ√«®«‘π‘®©—¬ ”À√—∫°“√æ—≤π“À√◊Õ∑¥ Õ∫«—§´’π

‚√§¡“≈“‡√’¬ ´÷Ëß®”‡ªìπµâÕß„™â«‘∏’∑’Ë¡’§«“¡‰« §«“¡®”‡æ“–

·≈–∂Ÿ°µâÕß Ÿß πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§ real-time PCR ¡’

ª√–‚¬™πåÕ¬à“ß¡“°„π°“√π”‰ª„™â„π°“√µ‘¥µ“¡°“√¥◊ÈÕ¬“¢Õß

‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬ ´÷Ëß®– “¡“√∂∫àß™’È®”π«π™ÿ¥¢Õß¬’π¥◊ÈÕ¬“‰¥â

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

«‘∏’ loop-mediated isothermal amplification

æ—≤π“‚¥¬∫√‘…—∑ Eiken Chemical Co., Ltd. ‡ªìπ«‘∏’°“√

‡æ‘Ë¡¥’‡ÕÁπ‡Õ§≈â“¬Ê °—∫°“√∑” PCR ·µà·µ°µà“ß®“° PCR

∑’Ë‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘‡¥’¬«°—πµ≈Õ¥ªØ‘°‘√‘¬“§◊Õ

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥ Ùı-ˆı Õß»“‡´≈‡´’¬  ¥â«¬‡Õπ‰´¡å

Bst DNA polymerase ‚¥¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®–‡™◊ËÕ¡µàÕ

°—π‡ªìπ “¬¬“«µàÕ‡π◊ËÕß°—π ‡¡◊ËÕ¡’°“√ √â“ß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ„π

ªØ‘°‘√‘¬“®–¡’°“√„™â dNTPs ∑”„Àâ‡°‘¥ PPi (Pyrophos-

phate) ·≈– PPi ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®–∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫ magnesium

´÷Ëß®–µ°µ–°Õπ·≈–¢ÿàπ ∑”„Àâ “¡“√∂«—¥°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“

‰¥â¥â«¬‡§√◊ËÕß«—¥§«“¡¢ÿàπ ‚¥¬„™â‡«≈“„π°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“‡æ’¬ß

Ò ™—Ë«‚¡ß ¥—ßπ—Èπ®÷ß¡’°“√π”‡∑§π‘§ LAMP ¡“ª√–¬ÿ°µå„™â

°—πÕ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬„π°“√æ—≤π“°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ°àÕ‚√§

µà“ßÊ ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß‡™◊ÈÕ‰«√—  ‡™àπ ‡™◊ÈÕ‰¢âÀ«—¥„À≠à

H5N1ÚÙ H1N1Úı corona (SARS)Úˆ, Ú˜ ‡ªìπµâπ „π

°“√ √â“ß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’ LAMP ®–¡’‰æ√å‡¡Õ√å Ù-ˆ µ—«

‰¥â·°à

Forward Inner Primer (FIP)

Forward Primer (F3)

Backward Inner Primer (BIP)

Backward Primer (B3)

Forward Loop Primer (FLP)

Backward Loop Primer (BLP)

‚¥¬‰æ√å‡¡Õ√å FLP ·≈– BLP Õ“®®–„™âÀ√◊Õ‰¡à„™â

°Á‰¥â‡π◊ËÕß®“°‡ªìπµ—«‡√àßªØ‘°‘√‘¬“∑’Ë∑”„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“ LAMP

‡√Á«¢÷Èπ ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“ FIB ·≈– BIP ®–¡’ à«π∑’Ë “¡“√∂®—∫

‰¥â∑—Èß‡ âπ sense ·≈– antisense ¥—ßπ—Èπ‡¡◊ËÕ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“

LAMP  “¬¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ®–‡™◊ËÕ¡µàÕ°—π‡ªìπ loop ∫√‘‡«≥

ª≈“¬¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬∑—Èß Õß¢â“ß ·≈–®–‡™◊ËÕ¡µàÕ°—∫

¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ âπ∑’Ë √â“ß¢÷Èπ„À¡à ∑”„Àâ‡°‘¥‡ªìπ¥’‡ÕÁπ‡Õ “¬¬“«

‡°’Ë¬«‚¬ß°—π‰ª ‚¥¬°“√·ª≈º≈¢Õß LAMP  “¡“√∂∑”‰¥â

À≈“¬«‘∏’‰¥â·°à «—¥§«“¡¢ÿàπ¥â«¬µ“‡ª≈à“À√◊Õ‡§√◊ËÕß«—¥§«“¡¢ÿàπ

(turbidity meter)  ’ø≈Ÿ‚Õ‡√ ‡´π∑å SYBR green ´÷Ëß

À“°‡ªìπ ’‡¢’¬« –∑âÕπ· ß®–‡ªìπº≈∫«°·≈–‡ªìπ ’ â¡„π

°√≥’∑’Ë‡ªìπº≈≈∫ πÕ°®“°π’È¬—ß “¡“√∂π”‰ª∑¥ Õ∫¥â«¬

agarose gel electrophoresis ´÷Ëß®–‡°‘¥·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªìπ

·∫∫¢—Èπ∫—π‰¥ (ladder) µ“¡§«“¡¬“«¢Õß “¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë

 √â“ß¢÷Èπ „π¢≥–∑’Ëº≈≈∫®–‰¡àæ∫·∂∫¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ

„πªï §.». Ò˘˘ˆ Poon ·≈–§≥–Ú¯ ‰¥â√“¬ß“π

°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬™π‘¥øí≈´‘æ“√—Ë¡¥â«¬ «‘∏’ LAMP

‚¥¬„™â‰æ√å‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®”‡æ“–°—∫ 18S ribosomal RNA

gene ¢Õß‡™◊ÈÕ P. falciparum æ∫«à“„Àâ§à“§«“¡‰«·≈–§«“¡

®”‡æ“–√âÕ¬≈– ˘ı ·≈– ˘˘ µ“¡≈”¥—∫ µàÕ¡“„πªï §.».

Ú˜ Paris ·≈–§≥–Ú˘ ‰¥â∑”°“√æ—≤π“‡∑§π‘§ LAMP

‚¥¬„™â‰æ√å‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®”‡æ“–°—∫ histidine-rich

protein encoding gene æ∫«à“„Àâ§à“§«“¡‰«·≈–§«“¡

®”‡æ“–√âÕ¬≈– ˜ˆ.Ò ·≈– ¯˘.ˆ µ“¡≈”¥—∫ ®–‡ÀÁπ‰¥â«à“

‚¥¬ à«π„À≠à®– “¡“√∂µ√«®À“‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬‰¥â‡æ’¬ß™π‘¥

‡¥’¬« ¥—ßπ—ÈπµàÕ¡“„πªï §.». Ú˜ Han ·≈–§≥–Û ‰¥â

æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬∑—Èß Ù ™π‘¥ ‚¥¬„™â‰æ√å‡¡Õ√å

∑’ËÕÕ°·∫∫®”‡æ“–°—∫ 18S ribosomal RNA gene æ∫«à“

„Àâ§à“§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–√âÕ¬≈– ̆ ¯.ı ·≈– ̆ Ù.Û µ“¡

≈”¥—∫

„πªï §.». Ú˘ Yamamura ·≈–§≥–ÛÒ ‰¥â

æ—≤π“„Àâ«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬¥â«¬«‘∏’ LAMP

·≈–„™â°“√«‘‡§√“–Àå melting temperature √à«¡¥â«¬ æ∫«à“
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„Àâ§à“§«“¡‰« Ÿß¢÷Èπ§◊Õ√âÕ¬≈– ˘˜.¯ ·≈–§«“¡®”‡æ“–

√âÕ¬≈– ¯ı.˜ „πªï §.». ÚÒ Chen ·≈–§≥–ÛÚ ‰¥â

√“¬ß“π°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ¡“≈“‡√’¬™π‘¥‰«·«°´å ‚¥¬„™â

‰æ√å‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®”‡æ“–°—∫ 18S ribosomal RNA gene

¢Õß‡™◊ÈÕ P. vivax æ∫«à“„Àâ§à“§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–√âÕ¬≈–

˘¯.Û ·≈– Ò µ“¡≈”¥—∫ ·≈–‡¡◊ËÕ∑”°“√‡µ√’¬¡¥’‡ÕÁπ‡Õ

®“°‡≈◊Õ¥‚¥¬«‘∏’µâ¡ (heat-treated blood) æ∫«à“¡’§«“¡

‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–√âÕ¬≈– ˘Û.Û ·≈– Ò µ“¡≈”¥—∫
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Abstract

Molecular diagnosis of malaria

Veerachai Eursitthichai
Graduate Program in Biomedical Sciences, Faculty of Allied Health Sciences, Thammasat University

Malaria is an important infectious disease and causes severe public health problems in many tropical

countries including Thailand. An effective diagnosis to discriminate the various Plasmodium species is needed to

select the proper regimen for malarial treatment. Diagnosis of malaria by thick or thin blood films under the light

microscope is the gold standard. The limitations of this technique are low sensitivity (5-20 parasites/µl) and the

need for an experienced examiner able to discriminate the Plasmodium species. Diagnosis can also be based on

the detection of circulating antibodies and antigens. The sensitivity of the immuno-chromatographical test (ICT)

in detection of antigen is 100 parasites/µl. Nucleic acid based diagnosis, e.g., hybridization, polymerase chain reaction

(PCR) or loop-mediated isothermal amplification (LAMP), can detect as little as 0.004 parasites/µl. Although

the sensitivity of molecular diagnosis is very high, it requires in general expensive equipment. A favorable method

which is inexpensive and effective for detection of malaria such as LAMP should be applied. In this article, the

rationale, principle, advantage and disadvantage of each technique have been outlined to serve as a diagnostic guideline

in the treatment of malaria.
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