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กิตติกรรมประกาศ 

 

ผู้วิจัยขอขอบคุณ คุณเคียร่า แอนโดลิน่าและคณะนักวิจัยประจำหน่วยวิจัยมาลาเรียโชโคล 

อำเภอแม่สอด จังหวัดตาก ที่ให้การสนับสนุนตัวอย่างยุงติดเช้ือมาลาเรียแก่ผู้วิจัย รวมถึงให้การสนับสนุน

สถานที่และเครื่องมือวิจัย จนผู้วิจัยสามารถทำงานได้บรรลุวัตถุประสงค์  

ขอขอบคุณ คุณนุกูล กองทรัพย์ และคุณบุรินทร์ ไตรรัตน์ สาธารณสุขอำเภอบ่อไร่ จังหวัดตราด

คุณรุ่งศักด์ิ ชูกำแพง หัวหน้าหน่วยควบคุมมาลาเรีย อำเภอบ่อไร่ จังหวัดตราด ที่ได้ให้คำปรึกษาเกี่ยวกับ

การเก็บตัวอย่างยุงในพื้นที่อำเภอบ่อไร่ จังหวัดตราดในเบื้องต้น ถึงแม้ว่าในท้ายที่สุดผู้วิจัยจะไม่สามารถ

เก็บตัวอย่างจากพื้นที่อำเภอบ่อไร่ จังหวัดตราดได้ แต่คำแนะนำในเบื้องต้นน้ันเป�นประโยชน์อย่างย่ิงต่อ

งานวิจัยในครั้งน้ีและครั้งต่อไป 

ขอขอบคุณ ผศ.ดร. ประภา นันทวรศิลป์ที่ให้ความอนุเคราะหตั์วอย่างดีเอนเอเช้ือมาลาเรียแก่

ผู้วิจัย จึงทำให้งานวิจัยครั้งน้ีประสบความสำเร็จอย่างดีย่ิง 

งานวิจัยน้ีได้รับการสนับสนุนจากทุนอุดหนุนงานวิจัยแบบบูรณาการ (นักวิจัยรุ่นใหม่ ) 

งบประมาณเงินกองทุนวิจัยและพัฒนา ประจำป�งบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา สัญญาเลขที่ 

019/2562 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 



บทสรุปสำหรับผู้บริหาร 

(Executive Summary) 

 

ข้าพเจ้า นางสาวอิงฟ้า สุนทราวิรัตน์ ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัย จากมหาวิทยาลัยบูรพา  

ประเภทงบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล)  มหาวิทยาลัยบูรพา โครงการวิจัยเรื่อง  

(ภาษาไทย) การพัฒนาวิธีตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงด้วยเทคนิค Multiplex Loop-

mediated isothermal amplification (Multiplex-LAMP)  

(ภาษาอังกฤษ) Development of malarial detection in infected mosquito using 

Multiplex Loop-mediated isothermal amplification (Multiplex-LAMP) 

สัญญาเลขที่ 019/2562 ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น 150,000 บาท (หน่ึงแสนห้าหมื่นบาทถ้วน) 

ระยะเวลาการดำเนินงาน 1 ป�  (ระหว่างวันที่ 15  เดือนพฤษภาคม 2562 ถึง 16 พฤษภาคม 2563) ซึ่ง

ได้รับการอนุมัติให้ขยายระยะเวลาการดำเนินงานวิจัยออกไปจนถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2563 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทคัดย่อ 

 

การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงเป�นส่วนหน่ึงของการเฝ้าระวังและควบคุมการระบาดของโรค ซึ่ง

จะทำให้เจ้าหน้าที่ในพื้นที่สามารถประเมินสถานการณ์การแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียได้ นำไปสู่การ

เฝ้าระวังและควบคุมโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่ยังมีข้อจำกัดในด้านของเครื่องมือและบุคคลากร

ผู้เช่ียวชาญในการตรวจ การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงที่ทำได้ง่าย  

ราคาไม่สูง โดยอาศัยเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึ่งเป�นการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได้อย่างรวดเร็ว โดยใช้อุณหภูมิเดียว (63 องศาเซลเซียส) และนำเอา

หลักการเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป�นสีน้ำเงินของสาร Bromophenol blue เมื่อค่า pH ในปฏิกิริยาเปลี่ยน

เน่ืองจากสารพันธุกรรมของเช้ือมาลาเรียมีปริมาณเพิ่มข้ึนมาเป�นการช้ีวัดการพบเช้ือ Plasmodium spp. 

ในตัวอย่าง ซึ่งเป�นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วในการตรวจวินิจฉัย เมื่อทำการตรวจชนิดเช้ือมาลาเรียจาก

ตัวอย่างยุงติดเช้ือด้วย Multiplex-LAMP เทียบกับการตรวจด้วยวิธี Nested-PCR จำนวน 150 ตัวอย่าง 

พบว่า ค่า sensitivity เท่ากับ 96.4 % และค่า Specificity เท่ากับ 97.0 % แสดงให้เห็นว่าสามารถนำ

เทคนิคการตรวจหาเช้ือน้ีไปใช้ในการตรวจเฝ้าระวังโรคมาลาเรียในภาคสนามได้ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Out put/ Out come 

 

ช่ือผลลัพธ์ ประเภท ปริมาณ รายละเอียด 

Colorimetric 

Multiplex-LAMP assay 

เชิงปริมาณ 1 เทคนิคการตรวจหาเช้ือมาลาเรียที่มี

ความแม่นยำ เทียบเท่ากับการตรวจ

ด้ ว ย วิ ธี  Nested-PCR โ ด ย ใ ช้

เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ไม่ซับซ้อน 

อ่านผลได้ง่าย ราคาไม่สูง  สามารถ

นำไปใช้ทำงานในภาคสนามได้ ทำให้

ผู้ ป ฏิบั ติ งานป้ อ งกันควบ คุม โรค

ทำงานได้รวดเร็วและสะดวกมากข้ึน 

 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

1. เน่ืองจากปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีของ Bromophenol blue น้ันสามารถผันกลับได้เมื่อค่า pH 

เปลี่ยน ดังน้ัน จึงมี ข้อจำกัดว่าต้องอ่านผลทันที เมื่อนำหลอดตรวจเช้ือออกมาจาก 

incubator จะให้ผลที่ชัดเจนที่สุด โดยผู้วิจัยได้ทดสอบระยะเวลาที่สีของ indicator เริ่ม

เปลี่ยนแปลง คือ หลังจากนำหลอดตรวจเช้ือออกมาจาก incubator 7 นาที ดังน้ันหากไม่

อ่านผลในทันที สีอาจมีการเปลี่ยนแปลงภายในเวลา 7 นาที 

 

 
 



บทคัดย่อ 

 

การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงเป�นส่วนหน่ึงของการเฝ้าระวังและควบคุมการระบาดของโรค ซึง่จะทำ

ให้เจ้าหน้าที่ในพื้นที่สามารถประเมินสถานการณ์การแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียได้ นำไปสู่การเฝ้าระวังและ

ควบคุมโรคได้อย่างมปีระสิทธิภาพ แต่ยังมีข้อจำกัดในด้านของเครื่องมือและบุคคลากรผูเ้ช่ียวชาญในการตรวจ 

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงที่ทำได้ง่าย  ราคาไม่สงู โดยอาศัยเทคนิค 

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ซึง่เป�นการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได้

อย่างรวดเร็ว โดยใช้อุณหภูมิเดียว (63 องศาเซลเซียส) และนำเอาหลักการเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป�นสีน้ำเงิน

ของสาร Bromophenol blue เมือ่ค่า pH ในปฏิกิริยาเปลี่ยนเน่ืองจากสารพันธุกรรมของเช้ือมาลาเรียมี

ปริมาณเพิ่มข้ึนมาเป�นการช้ีวัดการพบเช้ือ Plasmodium spp. ในตัวอย่าง ซึง่เป�นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วใน

การตรวจวินิจฉัย เมื่อทำการตรวจชนิดเช้ือมาลาเรียจากตัวอย่างยุงติดเช้ือด้วย Multiplex-LAMP เทียบกับการ

ตรวจด้วยวิธี Nested-PCR จำนวน 150 ตัวอย่าง พบว่า ค่า sensitivity เท่ากับ 96.67 % และค่า Specificity 

เท่ากับ 100 % แสดงใหเ้ห็นว่าสามารถนำเทคนิคการตรวจหาเช้ือน้ีไปใช้ในการตรวจเฝ้าระวังโรคมาลาเรียใน

ภาคสนามได้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 
 

 

The detection of malarial protozoa in Anopheles mosquitoes is a crucial part of surveillance 

and control efforts to monitor the spread of the disease, enabling local officials to assess the 

transmission dynamics of malaria and enhance the effectiveness of disease prevention 

strategies. However, there are still limitations in terms of the availability of tools and skilled 

personnel for conducting such tests. This study aims to apply a simple and cost-effective 

method for detecting malaria in mosquitoes, utilizing the Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) technique. LAMP rapidly amplifies genetic material at a constant 

temperature (63°C), and the presence of Plasmodium spp. can be visually indicated by a color 

change from yellow to blue using Bromophenol blue, which changes due to a pH shift as the 

genetic material of the malaria pathogen increases. This method is a convenient and rapid 

diagnostic tool. When comparing the identification of malaria species in infected mosquito 

samples using Multiplex-LAMP and the conventional Nested-PCR method across 150 samples, 

the sensitivity was found to be 96.67% and the specificity 100%. These results demonstrate 

that this detection technique could be effectively utilized for malaria surveillance in field 

settings. 
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1. บทนำ 

1.1 เนื้อหาของเร่ืองท่ีเคยมีผู้ทำวิจัยมาก่อน 

 จากการทบทวนงานวิจัยเกี่ยวกับการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียโดยใช้เทคนิค Loop-

Mediated Isothermal Amplification (LAMP) พบว่า LAMP เป�นวิธีเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมโดยใช้

อุณหภูมิคงทีเ่พียงค่าเดียว ซึ่งต่างจากวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่ต้องใช้เครือ่งมอืเฉพาะ 

LAMP ถูกพฒันาข้ึนเพื่อนำไปใช้งานในพื้นที่ไม่มหี้องปฏิบัติการและเครื่องมือมีจำกัด 

 จากการศึกษาในหลายพื้นที่ทีเ่ป�นแหลง่ระบาดของมาลาเรียในไทย พบว่า LAMP มี

ความไวและความจำเพาะในการตรวจพบเช้ือ Plasmodium spp. สงู มีความไว 95.7% และ

ความจำเพาะ 100% เมือ่เทียบกบัการตรวจด้วยวิธี RDTs และการดูด้วยกล้องจลุทรรศน์ แสดงให้เห็นว่า 

LAMP เป�นทางเลือกที่ดีสำหรบัการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียในพื้นทีห่่างไกลที่ขาดแคลนบุคลากรและ

เครื่องมือ 

 มีหลายงานวิจัยที่แสดงให้เห็นว่า LAMP สามารถนำไปใช้ในพื้นที่ภาคสนามได้เป�นอย่างดี 

ได้แก่ การใช้เทคนิค LAMP แบบตรวจด้วยส ี(Colorimetric LAMP) ที่สามารถแสดงผลโดยการเปลี่ยนสี

ของสารเคมี ทำให้การทดสอบในพื้นทีห่่างไกลมีความสะดวกย่ิงข้ึน โดยไม่จำเป�นต้องใช้อปุกรณ์ตรวจวัด

ข้ันสูง{Goto, 2009 #207} นอกจากน้ียังมกีารพฒันาวิธีการเตรียมตัวอย่างที่สะดวกข้ึนโดยการใช้ความ

ร้อนในการสกัดดีเอ็นเอ จึงเป�นวิธีที่สะดวกต่อการใช้งานได้ในพื้นที่ที่ขาดแคลนทรัพยากร 

 แต่อย่างไรก็ตาม LAMP ยังมีข้อจำกัดต่อการใช้งาน ได้แก ่ความเสี่ยงต่อการปนเป��อนใน

ระหว่างการทำปฏิกิริยา ซึ่งอาจส่งผลต่อความแม่นยำในการทดสอบ นอกจากน้ี การตรวจจบัเช้ือในระดับ

ต่ำหรือการติดเช้ือมากกว่า 2 ชนิด ยังคงให้ผลทีม่ีความไม่ตรงกบัการตรวจด้วยวิธี PCR 

 สรปุได้ว่า LAMP เป�นเทคนิคทีม่ีศักยภาพสงูในการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรีย โดยเฉพาะ

อย่างย่ิงในพื้นทีท่ี่มีทรัพยากรจำกัด ใช้งานง่าย รวดเร็ว และ,uความไวสูง ทำให้ LAMP เป�นเครื่องมือ

สำคัญในการเฝ้าระวังและควบคุมการระบาดของโรคมาลาเรยี อย่างไรก็ตาม การพัฒนาและปรับปรงุ

เทคโนโลยีต่อไปจะย่ิงช่วยเพิ่มประสทิธิภาพและการใช้งานในภาคสนามให้มากย่ิงข้ึน 

 

 

 

 

 



2 

 

1.2 ความสำคัญและท่ีมาของป�ญหาการวิจัย (Background and Rationale) 

 การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงเป�นส่วนหน่ึงของการเฝ้าระวังและควบคุมการระบาดของ

โรค ซึ่งจะทำให้เจ้าหน้าที่ในพื้นทีส่ามารถประเมินสถานการณ์การแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียได้ 

นำไปสู่การเฝ้าระวังและควบคุมโรคได้อย่างมปีระสิทธิภาพ แต่ยังมีข้อจำกัดในด้านของเครื่องมือและ

บุคคลากรผูเ้ช่ียวชาญในการตรวจ เน่ืองจากวิธีการตรวจในป�จจบุันคือการผ่ายุงเพื่อหายุงติดเช้ือและส่ง

ตรวจยืนยันชนิดของเช้ือมาลาเรียด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาซึ่งต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญเฉพาะ มีต้นทุนสูง

และต้องทำในห้องปฏิบัติการเท่าน้ัน ไม่สามารถทำการตรวจในภาคสนามได้ ส่งผลให้การวางมาตรการใน

การเฝ้าระวังจงึไม่สามารถทำได้ทันที  

 การพัฒนาเครื่องมือการตรวจเช้ือมาลาเรียภาคสนามที่มีความไวและความถูกต้องในการ

ตรวจที่เจ้าหน้าที่และคนในชุมชนสามารถนำมาใช้งานได้ จะช่วยเสริมใหร้ะบบการเฝ้าระวังและควบคุม

การระบาดของโรคมปีระสิทธิภาพที่ดีย่ิงข้ึน ดังน้ันผู้วิจัยจึงประยุกต์การตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงโดย

อาศัยเทคนิค LAMP ซึง่เป�นการเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรมของสิง่มีชีวิตได้อย่างรวดเร็ว โดยใช้อุณหภูมิ

เดียว 63 องศาเซลเซียส โดยค่า pH ของน้ำยาที่ใช้ในการตรวจหาเช้ือมาลาเรียจะมีค่าประมาณ 3 และ

เมื่อมปีฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ DNA เกิดข้ึน ค่า pH จะเปลี่ยนแปลงป�น 4-4.5 ดังน้ันผู้วิจัยจงึนำสาร 

Bromophenol blue มาเติมลงไปในปฏิกริิยาเพื่อทำใหเ้ห็นการเกิดปฏิกริิยาที่ชัดเจนข้ึน ลดป�ญหาการ

แปลผลทีผ่ิดพลาด เน่ืองจาก Brommophenol blue จะเปลี่ยนสจีากสีเหลอืงเป�นสีน้ำเงิน จงึสามารถ

แปลผลได้อย่างชัดเจนหากพบเช้ือในหลอดปฏิกริิยา ด้วยเหตุน้ี ผู้วิจัยจึงได้พฒันาเทคนิคน้ีข้ึนเพือ่ตรวจ

มาลาเรียในยุงซึ่งมีความแม่นยำ ใช้งานง่าย ราคาถูกและทราบผลเร็ว โดยไม่ต้องอาศัยผูเ้ช่ียวชาญ และจะ

ทำการทดสอบประสทิธิภาพโดยเปรียบเทียบผลการตรวจกบัวิธี Nested-PCR  
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1.3 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  

 เพื่อพฒันาวิธีตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงด้วยเทคนิค Multiplex Loop-mediated 

isothermal amplification (Multiplex-LAMP) โดยอาศัยการเกิดสีเป�นตัวช้ีวัดการพบเช้ือ 

1.4 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 1.4.1 ยีนทีผู่้วิจัยจะนำมาเป�นเป้าหมายของการออกแบบ Primer ทีม่ีความจำเพาะต่อ

เช้ือมาลาเรียแต่ละชนิดคือ 18sRNA โดยจะทำการดึงข้อมลูลำดับเบสของยีนจากฐานข้อมูล NCBI และ 

PLASMODB 

 1.4.2 ตัวอย่าง DNA ของเช้ือมาลาเรียทัง้ 5 ชนิด ชนิดละ 1 ตัวอย่าง ที่จะใช้เป�น 

Positive control นำมาจากสำนักงานป้องกันและควบคุมโรคที่ 6 จังหวัดชลบุร ี

 1.4.3 ตัวอย่างยุงติดเช้ือมาลาเรียจำนวน 150 ตัวอย่าง ที่จะใช้ทดสอบ เป�นซากยุงติด

เช้ือมาลาเรียที่ได้มาจากการเลี้ยงและทำให้ยุงติดเช้ือแต่ละชนิดในห้องปฏิบัติการโรคมาลาเรีย ศูนย์วิจัย

มาลาเรียโชโคล อำเภอแม่สอด จงัหวัดตาก  
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1.5 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

วิธีดำเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎี และ/หรอื แนวทางความคิดที่นำมาใช้ในการวิจัย 

 
  

 

1.6 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

เทคนิคการตรวจมาลาเรียในยุงทีพ่ัฒนาข้ึนน้ีสามารถนำไปประยุกต์เป�นในชุดตรวจหาเช้ือก่อโรคอื่นๆที่ยุง

เป�นพาหะ เช่น ไข้เลือดออก ชิกุนกุนย่า เป�นต้น นอกจากน้ียังสามารถไปใช้เป�นชุดตรวจหาการติดเช้ือใน

คนได้อีกด้วย 
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2. เนื้อเร่ือง 

2.1 รายละเอียดเก่ียวกับวิธีดำเนินการวิจัย 

วิธีดำเนินการวิจัย  

  

ตารางท่ี 2.1 Primers สำหรับการตรวจหาเชื้อมาลาเรีย 5 ชนิด ด้วยเทคนิค Multiplex LAMP  

เชื้อโปรโตซัวก่อโรค

มาลาเรียในคน 

Primers 

Plasmodium 

falciparum 

5’ATTTAAACCTTCCCAGAGTAAC3’/5’GAATTTCACTCTGACATCTG3’  

Plasmodium vivax 5’GACTTTCTTTGCTTCGGCTTG3’/5’GAATTTCACCTCTGACATCTG3’ 

Plasmodium 

malariae 

5’TGTATATTTATAACAAAGTTGTAC3’/5’GAATTTCACCTCTGACATCTG3’ 

Plasmodium ovale 5’CAAGATGCTTAGACAATACAACG3’/5’GAATTTCACCTCTGACATCTG3’ 

Plasmodium 

knowlesi 

5’CTTTATGTGCGCATCCTCTAC3’/GAATTTCACCTCTGACATCTG3’ 
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การตรวจสอบความถูกต้องของ Primer 

LAMP มีลกัษณะเฉพาะที่ใช้ไพรเมอร์ 5 ชุด ซึ่งแต่ละชุดถูกออกแบบมาใหจ้ำเพาะต่อเช้ือ

มาลาเรียที่กอ่โรคในคน 5 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 2.1 โดยมีความจำเพาะต่อยีน 18sRNA  ดึงข้อมูล

ลำดับดีเอ็นเอของเช้ือก่อโรคมาลาเรียทัง้ 5 ชนิดจาก  GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

ตรวจสอบลำดับ base sequence ด้วย โปรแกรม Bio-Edit วิเคราะห์การเกิด Primer-dimer และ

โครงสร้าง hair-pin โดยใช้ OligoAnalyzer (https://sg.idtdna.com/calc/analyzer) 

 

การตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วย Multiplex LAMP 

นำ DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มจำนวน (amplified) โดย ใช้ primer 5 คู่ ตามที่แสดงในตารางที่ 2.1 

เริ่มต้นการดำเนินปฏิกิริยา LAMP โดยใช้อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ในสารละลายที่

ประกอบไปด้วย 25 µl (reaction mixture) 1.6 mMinner primers, 0.2 mMouter primers, 0.8 

mMloop primers, 1.4 mMdNTPs, 0.6 Mbetaine, 20 mMTris-HCL, 10 mMKCl, 10 mM, 

(NH4 )2 SO4 , 8 mMMgSO4 , 0.1%, Tween 20, 8 U Bst DNA polymerase และ ตัวอย่าง DNA 5 

ไมโครลิตร  เติม Bromophenol blue 5 µl  โดยเตรียม LAMP reaction จำนวน 25 ไมโครลิตร ใน

หลอดทดสอบ จากน้ันบม่ที่ อุณหภูม ิ 95 องศาเซลเซียส ใน water bath เป�นเวลา 5 นาที จากน้ันนำ

ออกมาแช่น้ำแข็งทันที แล้วเติม Bst DNA polymerase (New England Biolabs) (8.0 U) ปรมิาตร 1 

ไมโครลิตร หลงัจากน้ันนำส่วนผสมทัง้หมด ไปทำปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ใน heat block 

เป�นเวลา 60 นาท ีและจะหยุดปฏิกิริยาที่ 80 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 10 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://sg.idtdna.com/calc/analyzer
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การเลี้ยงยุงและการทำให้ยุงติดเชื้อมาลาเรีย 

การเลี้ยงยุง 

Anopheles dirus (An. carcens) ถูกเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะมาตรฐานในห้องแมลงที่อุณหภูมิ 26-28°C 

ความช้ืน 80% ไข่จะถูกวางในถาดพลาสติกทีม่ีน้ำกลั่น ใหอ้าหารลูกน้ำเป�นเวลา 14 วันด้วย Tetramin®  

เมื่อเข้าสู่ระยะตัวโม่ง จะนำถาดไปวางไว้ในกรงเพื่อรอให้กลายเป�นยุงโตเต็มวัย ให้อาการยุงตัวเต็มวัยโดย

ใช้สำลีชชุบด้วยสารละลายน้ำตาลกลูโคส 10% และวิตามิน 5% (Multilim syrup) ยุงตัวเมียที่มอีายุ 4-7 

วันจะถูกนำมาใช้ในการทดลอง 

 

การทำให้ยุงติดเชื้อ 

ผู้ป่วยรายบุคคลจะได้รับเอกสารยินยอมใหเ้ข้าร่วมงานวิจัยในหน่วยมาลาเรียโชโคล อำเภอแม่

สอด จังหวัดตาก เป�นรายบุคคลเมื่อมีผลการตรวจพบเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิดด้วยกล้องจลุทรรศน์ จากน้ัน

จะเจาะเลือดผู้ป่วย 3 mL เพื่อนำมาทำการนับจำนวนเช้ือระยะสืบพันธ์ุ (gametocytemia) ในเลอืด  จะ

ทำโดยการนับจำนวน/เซลล์เม็ดเลือดแดง 500 เซลล์ จากน้ันนำเลือดที่ติดเช้ือไปปอ้นให้กบัยุงที่เพาะเลี้ยง

ในพื้นที่ป�ด ใหเ้ลือดผ่าน membrane feeding system ยุงที่ดูดเลือดเต็มที่แล้วจะถูกคัดเลือกและเก็บไว้

ที่อุณหภูมิ 26-28ºC ความช้ืนสัมพัทธ์ 80% ในห้องแมลงทีป่ลอดภัย หลังจาก 4-16 ยุงที่รอดชีวิตทั้งหมด

จะถูกตรวจหา oocysts ในกระเพาะของยุงเพือ่นับจำนวน oocyst และนำไปแช่ใน lysis buffer เพื่อทำ

การทดสอบตรวจหา DNA ด้วยเทคนิค LAMP เทียบกับเทคนิค Nested PCR ต่อไป 

 
ภาพที่ 2.1 การใหเ้ลือดที่ติดเช้ือกับยุงผ่านทาง Membrane feeding 
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ภาพที่ 2.2 การนับจำนวน oocyst ในกระเพาะยุง  

 

การสกัด DNA จากกระเพาะยุง 

 นำซากยุงติดเช้ือมาตัดขาและป�กออก ตัดแยกส่วนหัวและลำตัว แยกใส่ลงในหลอดพลาสติก

ขนาด 20 mL โดยแยกตามแหล่งที่เก็บ วัน เวลา และชนิดที่เก็บ จากน้ันเติม PBS buffer และ 1% 

saponin ลงไป 180 µL บดช้ินส่วนของยุงใหล้ะเอียดด้วยปลายทิป หลังจากน้ัน incubate ที่

อุณหภูมิห้อง 15 นาที จากน้ันนำไปป��นเหว่ียง 20,000g 2 นาที และทิ้ง supernatant จากน้ันเติม PBS 

buffer 100 µL แล้วนำไปป��นเหว่ียง 20,000g 2 นาที แล้วนำไปวางไว้ใน heat block นาน 10 นาที 

จากน้ันนำออกมาป��นเหว่ียง 20,000g 1 นาที จากน้ันนำ DNA ที่ลอยอยู่ใน supernatant มาใช้ในการ

ดำเนินการต่อไป 
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การตรวจหาชนิดของเชื้อมาลาเรียจากตัวอยา่งเลือดผู้ป่วยและยุงด้วยวิธี Nested-PCR 

ส่วนประกอบของปฏิกริิยาเพิม่ปริมาณ DNA ของเช้ือมาลาเรียปริมาตร 20 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 2 µL และ taq polymerase 1.25 units นำเข้าเครื่องเพิม่

จำนวนสารพันธุกรรม โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยา ดังน้ี 95 ํC 10 นาที1 รอบ เข้าสู่ 35 รอบของ 95 ํC 30 

วินาที, 58 ํC 1 นาทีและ 72 ํC 1 นาทีตามด้วย 72 ํC 10 นาทีวิเคราะห์ผลด้วย 3 % agarose gel 

electrophoresis และย้อมด้วย ethidium bromide สำหรับ Primer ที่ใช้ในการตรวจหาเช้ือด้วยวิธี 

Nested PCR มีดังน้ี 

Primer 5' Sequence 3' 

rPLU1 (F) TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA    

rPLU5 (R) CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC  

rFAL1 (F) TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT  

rFAL2 (R) ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC  

rVIV1 (F) CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC  

rVIV2 (R) ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA  

rMAL1 (F) ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC          

rMAL2 (R) AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA  

rOVA1 (F) ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA                  

rPLU2 (R) ATCTAAGAATTTCACCTCTGACATCTG  

PkR1550  GAGTTCTAATCTCCGGAGAGAAAAGA  

PkF1140 GATTCATCTATTAAAAATTTGCTTC  
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ผลการตรวจเชื้อมาลาเรีย 5 ชนิด ในยุงท่ีติดเชื้อ ด้วยเทคนิค Multiplex LAMP เปรียบเทียบกับการ

ตรวจด้วยเทคนิค Nested PCR 

 

(a) 

 

 

 

 

(b) 

M: DNA ladder; N: Negative, Pv: Plasmodium vivax, Pf: Plasmodium falciparum, Pm: Plasmodium malariae, Po: Plasmodium ovale,  

Pk: Plasmodium knowlesi 

ภาพที ่2.3  แสดงแถบ DNA ของเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิดทีต่รวจด้วยวิธี Nested PCR บน agarose gel 

เมื่อย้อมด้วย ethidium bromide (b) เปรียบเทียบกับเช้ือมาลาเรียแต่ละชนิดที่ตรวจด้วยเทคนิค LAMP 

และมีการเติม Bromophenol blue ลงไปในหลอดปฏิกริยิา (a) พบว่าในหลอดปฏิกริิยาที่ 5 ไมเ่กิดการ

เปลี่ยนแปลงสี ถึงแม้ว่าผลตรวจ Nested-PCR จะปรากฏแถบ DNA ของ Plasmodium malariae เมื่อ

ทำการวัด pH มีค่า pH = 3.6 ในขณะที่ pH หลอดปฏิกริยิา Neagtive control มีค่า pH = 3.0 จึงมี

ความเป�นไปได้ที่ปริมาณ DNA ของ Plasmodium malariae มีปริมาณน้อย จงึทำให้ไม่เกิดการ

เปลี่ยนแปลงค่า pH ที่ทำให้เกิดสีได้  โดยจำนวน oocyst ใน midgut ของ Plasmodium malariae 
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จากยุงตัวที่ 5 มเีพียง 17 oocyst เมื่อเทียบกับจำนวน oocysts ของเช้ือมาลาเรียชนิดอื่นในยุงแต่ละตัว

จะมีค่าเฉลี่ย = 132 oocysts 

 

ตารางที่ 2.2 แสดงผลการตรวจหาเช้ือมาลาเรียในยุงด้วย Multiplex LAMP เทียบกับวิธี Nested PCR 

Method True positive True negative False Positive False negative 

Nested PCR 150 0 0 0 

Multiplex LAMP 145 13 0 5 

สามารถคำนวณค่า sensitivity และ specificity ได้ดังน้ี 

 

ดังน้ัน ค่า sensitivity ของ Multiplex LAMP คือ 96.67% และค่า specificity คือ 100% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. อภิปรายและวิจารณ ์

จากผลการศึกษาน้ีพบว่าเทคนิค Multiplex LAMP สามารถใช้ตรวจหาเช้ือมาลาเรียทั้ง 5 ชนิด 

(Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, และ P. knowlesi) ได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ โดยมีค่า Sensitivity ที่ 96.67% และค่า Specificity ที่ 100% เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค 

Nested PCR ซึง่เป�นวิธีมาตรฐานสำหรับการตรวจหาเช้ือมาลาเรียในห้องปฏิบัติการ ผลลัพธ์น้ีแสดงให้

เห็นว่า LAMP เป�นเทคนิคที่ไวและมีความจำเพาะในการตรวจหาเช้ือมาลาเรีย โดยเฉพาะอย่างย่ิงเมื่อใช้

ในพื้นที่ห่างไกลหรือในภาคสนามที่ขาดแคลนอุปกรณ์และบคุลากรทีม่ีความเช่ียวชาญ 

อย่างไรก็ตาม ยังพบว่ามีข้อจำกัดในกรณีทีป่รมิาณเช้ือมีน้อย เช่น เช้ือ Plasmodium malariae 

ซึ่งปริมาณ DNA ที่ตรวจพบอาจไม่เพียงพอที่จะทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่า pH ที่สง่ผลต่อการแปลผล

ผ่านการเปลี่ยนสีของสารเคมีที่ใช้ ทำให้บางกรณี LAMP ไมส่ามารถตรวจพบเช้ือได้ในตัวอย่างที่มปีรมิาณ

เช้ือน้อย ถึงแม้ว่า Nested PCR จะสามารถตรวจพบได้ก็ตาม 

 

4. สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

 4.1 สรุปผลการวิจัย (conclusion) 

การศึกษาน้ีช้ีให้เห็นว่า Multiplex LAMP เป�นเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัยเช้ือ

มาลาเรียทัง้ 5 ชนิด โดยมีความไวสูงและความจำเพาะสูงมาก สามารถใช้เป�นเครือ่งมือในการตรวจหาเช้ือ

มาลาเรียในภาคสนามได้อย่างมีประสทิธิภาพ นอกจากน้ี การใช้สาร Bromophenol blue ในการตรวจ

ทำให้การแปลผลสามารถทำได้ง่ายและรวดเร็ว อย่างไรก็ตาม การตรวจในกรณีทีม่ีปริมาณเช้ือน้อยอาจ

ต้องใช้เทคนิคอื่นๆ เสรมิเพือ่เพิม่ความแม่นยำในการตรวจจบั 

   4.2 ข้อเสนอแนะและการนำไปใชป้ระโยชน์ 

 การเพิม่ความไวของการตรวจในตัวอย่างที่มปีรมิาณเช้ือน้อย: ควรพัฒนาเทคนิคการสกัดและเพิ่ม

ปริมาณ DNA เพื่อเพิ่มโอกาสในการตรวจจบัเช้ือในตัวอย่างที่มปีริมาณเช้ือน้อย ซึ่งจะช่วยลดป�ญหาการ

ตรวจไม่พบในกรณีเช้ือที่ปริมาณต่ำ 

การประยุกต์ใช้ LAMP ในการตรวจหาโรคอื่นๆ: จากผลการศึกษาน้ีสามารถนำเทคนิค LAMP ไป

ประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือโรคที่มกีารถ่ายทอดผ่านแมลงหรือแมลงพาหะชนิดอื่น เช่น ไข้เลือดออก 

หรือชิกุนกนุยา 
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5. Output 

งานวิจัยน้ีมผีลลัพธ์ทีส่ำคัญในการพัฒนาและประยุกต์ใช้ Multiplex LAMP สำหรบัการตรวจหา

เช้ือมาลาเรียทั้ง 5 ชนิดในยุงที่ติดเช้ือ โดยสามารถสรปุผลลพัธ์สำคัญดังน้ี 

การพัฒนาเทคนิค Multiplex LAMP 

ได้มีการพฒันาเทคนิค Multiplex LAMP ที่สามารถตรวจวินิจฉัยเช้ือมาลาเรียทั้ง 5 ชนิด 

(Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, 

และ Plasmodium knowlesi) ได้ในคราวเดียวกัน ทำใหป้ระหยัดเวลาและทรพัยากรเมื่อเปรียบเทียบกับ

การตรวจวินิจฉัยทีละชนิด 

ประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัย 

ผลการตรวจวินิจฉัยแสดงให้เห็นว่า Multiplex LAMP มีค่า Sensitivity เท่ากบั 96.67% และ

ค่า Specificity เท่ากบั 100% เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี Nested PCR ทำใหเ้ทคนิคน้ีมีความแม่นยำสูงใน

การตรวจหาเช้ือมาลาเรีย 

การใช้งานภาคสนาม 

เทคนิค LAMP ที่พฒันาข้ึนน้ีเหมาะสมกบัการใช้งานในภาคสนามหรือในพื้นที่ที่มทีรัพยากรจำกัด 

เน่ืองจากไม่ต้องอาศัยเครื่องมือที่ซบัซ้อนและสามารถแสดงผลได้ผ่านการเปลี่ยนสีของสาร 

Bromophenol blue ซึง่เป�นวิธีการทีง่่ายและรวดเร็ว 

ข้อเสนอแนะในการพัฒนาต่อยอด 

งานวิจัยน้ีเป�ดโอกาสในการนำเทคนิค LAMP ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือโรคอื่นๆ ที่ยุงหรอื

แมลงพาหะชนิดอื่นๆ เป�นพาหะ รวมถึงการพฒันาเทคนิคเพิ่มเติมสำหรบัการตรวจวินิจฉัยในตัวอย่างที่มี

ปริมาณเช้ือน้อยเพือ่เพิม่ประสทิธิภาพการตรวจวินิจฉัย 

ผลกระทบท่ีคาดว่าจะได้รับ 

การใช้งานในระบบสาธารณสุข 

เทคนิคน้ีสามารถนำไปใช้เป�นเครื่องมือเสริมในการเฝ้าระวังและควบคุมการแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรีย

ในพื้นที่ที่มีการระบาด หรือในพื้นทีท่ี่ยุงเป�นพาหะของโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ช่วยให้การวางแผนและ

ดำเนินการในการควบคุมโรคทำได้ทันเวลา 

การประยุกต์ใช้ในโรคอ่ืนๆ 

เทคนิค LAMP สามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเช้ือโรคอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับยุงหรือแมลงพาหะ เช่น 

ไข้เลือดออก หรือโรคชิกุนกุนยา ทำใหร้ะบบการเฝ้าระวังโรคมีความครอบคลมุและแม่นยำมากข้ึน  



รายงานสรุปการเงิน 

 
สัญญาเลขท่ี ๐๑๙/2562 โครงการวิจัย จากมหาวิทยาลัยบูรพา ประเภทงบประมาณเงินรายได้  

(เงินอุดหนุนจากรัฐบาล) มหาวิทยาลัยบูรพา 

ชื่อโครงการ การพัฒนาวิธีตรวจหาเชื้อมาลาเรียในยุงด้วยเทคนิคMultiplex Loop-mediated 

isothermal amplification (Multiplex-LAMP) 

ช่ือหัวหน้าโครงการวิจัยผูร้ับทุน (อ./ดร./ผศ./รศ./ศ.) อิงฟ้า สุนทราวิรัตน์ 

รายงานในช่วงต้ังแต่วันที่ (วัน/เดือน/ป�) ๑๖ พฤษภาคม ๒๕๖๒ ถึงวันที่ (วัน/เดือน/ป�)..๓๐ เมษายน

๒๕๖๓ ระยะเวลาดาเนินการ....๑.....ป� .......-.... เดือน ต้ังแต่วันที่ (วัน/เดือน/ป�) ๑๖ ตุลาคม ๒๕๖๒-

๒๕๖๓ 

รายรับ 

จำนวนเงินที่ได้รับ  

งวดที่ ๑ (๕๐%) ๗๕,๐๐๐ บาท เมือ่วัน เดือน ป� ๔ ตุลาคม ๒๕๖๒ 

งวดที่ ๒ (๔๐%) ๖๐,๐๐๐ บาท เมือ่วัน เดือน ป�  ๒๕ ธันวาคม ๒๕๖๒ 

งวดที่ ๓ (๑๐%)………………บาท เมื่อวัน เดือน ป�......................  

รวม ๑๓๕,๐๐๐ (หน่ึงแสนสามหมื่นห้าพันบาทถ้วน) 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณที่ตั้งไว ้ งบประมาณที่ใช้จริง จำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน    

2. ค่าจ้าง ๑๘,๐๐๐ ๑๘,๐๐๐  

3. ค่าวัสด ุ ๑๐๒,๐๐๐ ๙๑,๐๐๐ ๑๑,๐๐๐ 

4. ค่าใช้สอย ๒๐,๐๐๐ ๒๐,๐๐๐  

5. ค่าครุภัณฑ์    

6. ค่าใช้จ่ายอ่ืน ๆ 

-ค่าธรรมเนียมขอรับพิจารณาจริยธรรม

ในสัตว์ทดลอง 

    

๑๐,๐๐๐ ๖,๐๐๐ ๔,๐๐๐ 

 

รวม 

๑๕๐,๐๐๐ ๑๓๕,๐๐๐ ๑๕,๐๐๐ 

 

 

 

 

        (นางสาวอิงฟ้า สุนทราวิรัตน์) 

    ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รบัทุน 
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