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การพฒันาวิธี tetra-primer allele specific PCR (tetra-primer AS-PCR)  
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Abstract

Introduction: Extensive use of insecticides in both agriculture and public health pest control has led to resistance of several 

mosquito species and other insects. Culex quinquefasciatus, an important mosquito vector of urban Bancroftian filariasis, 

has been reported to be resistant to pyrethroid insecticides in several countries including Thailand. Knockdown resistance (kdr) 

to pyrethorid in the Cx. quinquefasciatus is usually associated with L1014F mutation in sodium channel gene. 

Objectives: To develop the tetra-primer allele specific PCR (tetra-primer AS-PCR) assay for detection of L1014F mutation 

in Cx. quinquefasciatus and to compare the sensitivity and specificity of this assay with DNA sequencing method.

Materials and methods: The deltamethrin resistant Cx. quinquefasciatus (Cq_CM_R) mosquitoes were extracted and used 

as a DNA template for the optimization of tetra-primer AS-PCR assay. PCR amplification of sodium channel gene and DNA 

sequencing were performed. Genotyping results of L1014F mutation for laboratory and wild-caught Cx. quinquefasciatus 

mosquitoes obtained from the tetra-primer AS-PCR and DNA sequencing methods were compared. 

Results: Tetra-primer AS-PCR method was successfully developed to detect L1014F mutation. Testing of 136 laboratory and 

wild-caught Cx. quinquefasciatus mosquitoes, the developed assay provided the genotyping results consistent with 

DNA sequencing. Sensitivity and specificity of tetra-primer AS-PCR method were comparable to those of DNA sequencing 

method. 

Conclusion:  Developed tetra-primer AS-PCR assay is a simple PCR-based method with high sensitivity and specificity to detect 

L1014F mutation in Cx. quinquefasciatus mosquitoes. This assay is useful for rapid detection of L1014F mutation which is 

essential for monitoring resistance to pyrethorid in vector control program.
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บทคดัย่อ

บทน�า: การใชส้ารเคมกี�าจดัแมลงอยา่งแพรห่ลายในการควบคมุแมลงทัง้ดา้นการเกษตรและทางการแพทย ์กอ่ใหเ้กดิการตา้นทานต่อสารเคมี

ก�าจดัแมลงในยงุและแมลงหลายชนิด ยงุร�าคาญ (Culex quinquefasciatus) เป็นยงุพาหะทีส่�าคญัของโรคพยาธฟิิลารเิอสสิในเขตเมอืง สามารถ

ตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงชนิดไพรทีรอยดใ์นหลายประเทศรวมทัง้ประเทศไทย การตา้นทานแบบ knockdown resistance (kdr) 

ต่อสารไพรทีรอยดข์องยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการกลายพนัธุ ์ L1014F ในยนีโซเดยีมแชนเนลซึง่เป็น

ต�าแหน่งออกฤทธิ ์

วตัถปุระสงค:์ เพื่อพฒันาวธิ ีtetra-primer allele specific PCR (tetra-primer AS-PCR) ส�าหรบัตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F 

ในยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus และเปรยีบเทยีบความไวและความจ�าเพาะของวธิน้ีีกบัวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด์

วสัดแุละวิธีการ: สกดัดเีอน็เอของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus สายพนัธุ ์Cq_CM_R ซึง่ตา้นทานต่อสารเดลตา้เมทรนิ และใชเ้ป็น

ดเีอน็เอตน้แบบส�าหรบัศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิ ีtetra-primer AS-PCR เพือ่ตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F จากนัน้เพิม่ขยาย

ชิ้นส่วนยนีโซเดยีมแชนเนลด้วยวธิ ี PCR และตรวจวเิคราะห์ล�าดบันิวคลโีอไทด์ สุดท้ายเปรยีบเทยีบผลการตรวจจโีนไทป์ของ

การกลายพนัธุ ์L1014F ทีไ่ดจ้ากวธิ ีtetra-primer AS-PCR และวธิตีรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์

ผลการศึกษา: วธิี tetra-primer AS-PCR เป็นวธิีที่ได้รบัการพฒันาจนส�าเร็จเพื่อใช้ตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F โดย

ทดสอบในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus สายพนัธุห์อ้งปฏบิตักิารและสายพนัธุท์ีจ่บัจากภาคสนาม จ�านวน 136 ตวั ผลการตรวจ

ลกัษณะจโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ดว้ยวธิทีีพ่ฒันาขึน้น้ี ใหผ้ลถกูตอ้งตรงกบัผลการตรวจดว้ยวธิวีเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์

อกีทัง้ความไวและความจ�าเพาะของวธิ ีtetra-primer AS-PCR สามารถเทยีบเคยีงไดก้บัวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์

สรปุผลการศึกษา: วธิ ี tetra-primer AS-PCR ทีพ่ฒันาขึน้ เป็นวธิกีารตรวจดเีอน็เออยา่งงา่ย มคีวามไวและความจ�าเพาะสงู ส�าหรบั

ตรวจการกลายพนัธุ ์L1014F ในยุง Cx. quinquefasciatus วธิน้ีีเป็นวธิทีีเ่หมาะสม ท�าไดร้วดเรว็ เป็นประโยชน์ส�าหรบัตรวจตดิตาม

การตา้นทานต่อสารเคมกีลุม่ไพรทีรอยดใ์นการควบคมุยงุโดยการใชส้ารเคมกี�าจดัแมลง 

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2559; 49(3): 389-399

ค�ารหสั:  ยงุร�าคาญ Culex quinquefasciatus การตา้นทาน knockdown การตา้นทานต่อสารไพรทีรอยด ์tetra-primer AS-PCR

ยุงร�าคาญ Culex quinquefasciatus เป็นยุงพาหะที่

ส�าคญัของโรคพยาธฟิิลารเิอสสิ ชนิด Bancroftian filariasis 

ซึง่เกดิจากเชือ้ปรสติ Wuchereria bancrofti ทัว่โลกพบการระบาด

ใน 73 ประเทศและมีผู้ป่วยประมาณ 120 ล้านคน รวมถึง

ประเทศในเขตเอเชยีตะวนัออกเฉยีงใตซ้ึง่มรีายงานพบผูต้ดิเชือ้ใน

ประเทศเมยีนมาร ์อนิโดนีเซยี และไทย1,2 ประเทศไทยมพีืน้ที่

ระบาดของโรคอยู่ในจงัหวดัแถบแนวชายแดนไทย-เมยีนมาร ์

ไดแ้ก่ แมฮ่อ่งสอน ตาก และกาญจนบุร ี มยีงุลายปา่ (Aedes 

niveus subgroup) เป็นพาหะ3,4 เชือ้พยาธฟิิลาเรยี W. bancrofti  

มรีายงานการตรวจพบในแรงงานชาวเมยีนมาร์ที่ท�างานใน

ประเทศไทย มอุีบตักิารณ์การตดิเชือ้รอ้ยละ 2 ถงึ 84,5 ยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ซึง่เป็นยงุทีพ่บมากในแหลง่ชมุชนเมอืง 

หรอืชมุชนแออดั เป็นพาหะส�าคญัในเขตเมอืงของหลายประเทศ6-8  

ปจัจบุนั ประเทศไทยไดเ้ขา้สูป่ระชาคมอาเซยีน มกีารเคลือ่นยา้ย 

ของกลุ่มคนจากประเทศที่มีการระบาดของโรคเข้ามาใน

บทน�า ประเทศไทย ประชากรเหลา่นัน้อาจน�าเชือ้ปรสติน้ีเขา้มา ท�าให้

ประชากรไทยมโีอกาสตดิเชื้อเพิม่มากขึน้ และอาจท�าใหเ้กดิ

การระบาดของโรคได้ในประเทศไทย เน่ืองจากยุงชนิดน้ีใน

ประเทศไทยมคีวามไวต่อการรบัเชือ้ (susceptibility) ไดด้ี6-8 

ดงันัน้ จงึควรมแีนวทางการเฝ้าระวงั ป้องกนัและควบคุมโรค

โดยเฉพาะการควบคมุยงุพาหะน�าโรค 

ปจัจุบันการใช้สารเคมีก�าจัดแมลงกลุ่มไพรีทรอยด ์

เป็นหน่ึงแนวทางที่ส�าคญัในการควบคุมยุงพาหะน�าโรคของ

ประเทศไทย9 เน่ืองจากมฤีทธิต่์อแมลงสงูแต่มพีษิต่อสตัวเ์ลีย้งลกู 

ดว้ยนมต�า่ อยา่งไรกต็าม การใชส้ารเคมกี�าจดัแมลงในปรมิาณมาก

และเป็นระยะเวลานาน ทัง้ในทางการแพทย์เพื่อควบคุมยุง 

หรอืแมลงพาหะน�าโรค และทางเกษตรเพือ่ก�าจดัแมลงศตัรพูชื  

ท�าให้มกีารต้านทานต่อสารเคมขีองยุงหรอืแมลงหลายชนิด

รวมถงึยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus มรีายงานการตา้นทาน

ต่อสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยดใ์นเขตภาคเหนือและภาคกลาง10-13  

ทั ้ง น้ี อาจมีสา เห ตุจากการใช้สาร เคมีปริมาณมากใน
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การตา้นทานต่อสารเคมกีลุม่ไพรทีรอยดใ์นการควบคมุยงุโดยการใชส้ารเคมกี�าจดัแมลง 
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ค�ารหสั:  ยงุร�าคาญ Culex quinquefasciatus การตา้นทาน knockdown การตา้นทานต่อสารไพรทีรอยด ์tetra-primer AS-PCR

ยุงร�าคาญ Culex quinquefasciatus เป็นยุงพาหะที่

ส�าคญัของโรคพยาธฟิิลารเิอสสิ ชนิด Bancroftian filariasis 

ซึง่เกดิจากเชือ้ปรสติ Wuchereria bancrofti ทัว่โลกพบการระบาด

ใน 73 ประเทศและมีผู้ป่วยประมาณ 120 ล้านคน รวมถึง

ประเทศในเขตเอเชยีตะวนัออกเฉยีงใตซ้ึง่มรีายงานพบผูต้ดิเชือ้ใน

ประเทศเมยีนมาร ์อนิโดนีเซยี และไทย1,2 ประเทศไทยมพีืน้ที่

ระบาดของโรคอยู่ในจงัหวดัแถบแนวชายแดนไทย-เมยีนมาร ์

ไดแ้ก่ แมฮ่อ่งสอน ตาก และกาญจนบุร ี มยีงุลายปา่ (Aedes 

niveus subgroup) เป็นพาหะ3,4 เชือ้พยาธฟิิลาเรยี W. bancrofti  

มรีายงานการตรวจพบในแรงงานชาวเมยีนมาร์ที่ท�างานใน

ประเทศไทย มอุีบตักิารณ์การตดิเชือ้รอ้ยละ 2 ถงึ 84,5 ยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ซึง่เป็นยงุทีพ่บมากในแหลง่ชมุชนเมอืง 

หรอืชมุชนแออดั เป็นพาหะส�าคญัในเขตเมอืงของหลายประเทศ6-8  

ปจัจบุนั ประเทศไทยไดเ้ขา้สูป่ระชาคมอาเซยีน มกีารเคลือ่นยา้ย 

ของกลุ่มคนจากประเทศที่มีการระบาดของโรคเข้ามาใน

บทน�า ประเทศไทย ประชากรเหลา่นัน้อาจน�าเชือ้ปรสติน้ีเขา้มา ท�าให้

ประชากรไทยมโีอกาสตดิเชื้อเพิม่มากขึน้ และอาจท�าใหเ้กดิ

การระบาดของโรคได้ในประเทศไทย เน่ืองจากยุงชนิดน้ีใน

ประเทศไทยมคีวามไวต่อการรบัเชือ้ (susceptibility) ไดด้ี6-8 

ดงันัน้ จงึควรมแีนวทางการเฝ้าระวงั ป้องกนัและควบคุมโรค

โดยเฉพาะการควบคมุยงุพาหะน�าโรค 

ปจัจุบันการใช้สารเคมีก�าจัดแมลงกลุ่มไพรีทรอยด ์

เป็นหน่ึงแนวทางที่ส�าคญัในการควบคุมยุงพาหะน�าโรคของ

ประเทศไทย9 เน่ืองจากมฤีทธิต่์อแมลงสงูแต่มพีษิต่อสตัวเ์ลีย้งลกู 

ดว้ยนมต�า่ อยา่งไรกต็าม การใชส้ารเคมกี�าจดัแมลงในปรมิาณมาก

และเป็นระยะเวลานาน ทัง้ในทางการแพทย์เพื่อควบคุมยุง 

หรอืแมลงพาหะน�าโรค และทางเกษตรเพือ่ก�าจดัแมลงศตัรพูชื  

ท�าให้มกีารต้านทานต่อสารเคมขีองยุงหรอืแมลงหลายชนิด

รวมถงึยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus มรีายงานการตา้นทาน

ต่อสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยดใ์นเขตภาคเหนือและภาคกลาง10-13  

ทั ้ง น้ี อาจมีสา เห ตุจากการใช้สาร เคมีปริมาณมากใน
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การควบคุมยุงลายพาหะน�าโรคไขเ้ลอืดออกในรูปแบบต่างๆ 

สารเคมเีหลา่นัน้อาจปนเป้ือนในแหลง่เพาะพนัธุข์องยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ซึ่งอาศยัอยู่ในเมอืงเช่นเดยีวกนักบั 

ยงุลาย11,14 การเลอืกใชส้ารเคมกี�าจดัแมลงในการควบคมุยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus จงึควรพจิารณาถงึความไวของสารเคมี

ก�าจดัแมลงแต่ละชนิดต่อยงุร�าคาญ และกลไกการตา้นทานต่อ

สารเคมกี�าจดัแมลง เพือ่สามารถก�าจดัยงุร�าคาญและควบคมุโรค

ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ สารเคมกีลุม่ไพรทีรอยดม์ฤีทธิเ์ฉยีบพลนั 

ต่อยุงท�าให้เป็นอัมพาตและตายอย่างทันที (knockdown 

effect) การตา้นทานต่อสารเคมไีพรทีรอยดม์กีลไกทีส่�าคญั คอื

การตา้นทานแบบ Knockdown resistance (kdr) เกีย่วขอ้งกบั

การกลายพนัธุข์องยนีโซเดยีมแชนเนลซึง่เป็นต�าแหน่งเป้าหมาย

ออกฤทธิข์องสารเคมไีพรทีรอยด ์ โดยส่งผลใหโ้ครงสรา้งของ

โซเดียมแชนเนลเปลี่ยนแปลงไปและสูญเสียความไว 

ต่อสารเคมกี�าจดัแมลง15 กลไกการตา้นทานต่อสารเคมไีพรทีรอยด์

ชนิด kdr ของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus เกีย่วขอ้งกบั

การกลายพนัธุข์องยนีโซเดยีมแชนเนลทีก่รดอะมโินต�าแหน่ง  

1014 ซึง่กรดอะมโินลวิซนีเปลีย่นเป็นกรดอะมโินฟีนิลอะลานีน  

หรือเรียกว่า การกลายพันธุ์  L1014F พบในยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus จากหลายประเทศ16-20 รวมถงึประเทศไทย

ซึง่พบการกลายพนัธุ ์L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล ในยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ทีเ่กบ็จากพืน้ทีต่่างๆ กวา่ 6 จงัหวดั 

บริเวณภาคเหนือของประเทศไทย นอกจากน้ี ยงัพบว่า 

การกลายพนัธุ์ L1014F มคีวามสมัพนัธ์กบัการต้านทาน

ต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิ ในประชากรยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus 

ของประเทศไทย13 

การตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F ในยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus สามารถท�าไดห้ลายวธิ ี เชน่ conventional 

AS-PCR19, 21-23 Hot Oligo Ligation Assay (HOLA)20 ABI 

Prism SNaPshot Multiplex24  Single probe/Melting curve 

analysis ดว้ยเครือ่ง Real time PCR25 และ Pyrosequencing18 

แต่ละวธิมีขีอ้ดแีละขอ้เสยีทีแ่ตกต่างกนั วธิ ีconventional AS-PCR 

เป็นวธิทีีนิ่ยมใชแ้พรห่ลาย มรีาคาตน้ทนุไมส่งู แต่ความไวและ

ความจ�าเพาะค่อนขา้งต�่า ข ัน้ตอนการท�ายุ่งยากต้องทดสอบ

ใน  2 หลอดต่อหน่ึงตวัอยา่ง จงึสามารถตรวจหาจโีนไทป์ของ

การกลายพนัธุ ์ L1014F ได ้วธิ ีHOLA มขี ัน้ตอนการท�าทียุ่ง่ยากถงึ  

16 ขัน้ตอน สว่นวธิ ีABI Prism SNaPshot Multiplex วธิ ีSingle 

probe/Melting curve analysis ดว้ยเครือ่ง Real time PCR 

และวธิ ี Pyrosequencing มรีาคาสูงแมจ้ะใหผ้ลทีม่คีวามไว

และความจ�าเพาะมาก ส�าหรบัประเทศไทย การตรวจหาการ 

กลายพนัธุ ์ L1014F ในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ใชว้ธิี

การวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด์13 ซึง่เป็นวธิทีีซ่บัซอ้น ยุง่ยาก  

ใชเ้วลานาน และตน้ทุนสงู ซึง่อาจไม่เหมาะส�าหรบัยุงร�าคาญ

1. ตวัอย่างยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus และการเกบ็

ตวัอย่าง

 ตัวอย่างยุงร�าคาญที่ใช้ในการศึกษา ประกอบด้วย 

ยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus สายพนัธุ์หอ้งปฏบิตักิาร 

Cq_CM_R และยุงที่เก็บจากภาคสนาม ยุงร�าคาญสายพนัธุ ์ 

Cq_CM_R เป็นยงุทีเ่กบ็จาก จ. เชยีงใหม ่และไดร้บัการคดัเลอืก

ในหอ้งปฏบิตักิารใหเ้ป็นยงุทีต่า้นทานต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิ13 

งานวจิยัครัง้น้ีเลือกศึกษาในยุงร�าคาญรุ่นที่ 1 รุ่นที่ 2 และ

รุน่ที ่ 3 ซึง่ก�าหนดชื่อเป็นสายพนัธุ ์ Cq_CM_RF1 สายพนัธุ ์

Cq_CM_RF2 และสายพันธุ์  Cq_CM_RF3 ตามล�าดับ 

โดยเป็นยงุร�าคาญตวัเตม็วยั Cx. quinquefasciatus ทีไ่ดจ้ดัเกบ็ไว้

ในหลอดไมโครทวิป์ขนาด 1.5 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

 สว่นยงุร�าคาญทีเ่กบ็จากภาคสนาม เป็นยงุร�าคาญทีเ่กบ็

จากพืน้ทีใ่นเขตชมุชนเมอืง จาก 6 จงัหวดัในภาคเหนือ ไดแ้ก่ 

เชยีงใหม ่เชยีงราย ล�าพนู ล�าปาง พะเยา และ แพร ่ซึง่มอีตัรา

การตายจากการทดสอบความไวต่อสารเคมีเดลต้าเมทริน

ตามทีม่รีายงานไวโ้ดย Yanola et al13 เกบ็ยงุร�าคาญในระยะ 

ตวัออ่น และตวัโมง่ โดยวธิกีารตกัจากแหลง่เพาะพนัธุน์�้าเน่าเสยี  

น�ามาเลี้ยงจนเจริญเป็นยุงตัวเต็มวัยในห้องเลี้ยงแมลง 

ภาควชิาปรสติวทิยา คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่

ภายใตก้ารควบคมุสภาวะภายในหอ้งเลีย้งทีเ่หมาะสม มอุีณหภมูิ

เทา่กบั 25-27 องศาเซลเซยีส ความชืน้สมัพทัธ ์70-80% และ

วสัดแุละวิธีการศึกษา

จากภาคสนามทีม่จี�านวนตวัอยา่งมาก  สว่นวธิกีารตรวจวเิคราะห์

ดเีอ็นเออย่างง่าย มเีพยีงวธิ ี conventional AS-PCR และ

วิธี TaqMan SNP ที่ใช้ส�าหรับตรวจหาการกลายพันธุ ์

F1534C ในยงุลาย Aedes aegypti 26 ดงันัน้ การตรวจวเิคราะห์

ดเีอน็เออยา่งงา่ย ส�าหรบัตรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F ใน

ยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ดว้ยวธิ ี tetra-primer allele 

specific PCR (tetra-primer AS-PCR) จงึควรมกีารพฒันาขึน้ วธิ ี 

tetra-primer AS-PCR เป็นวธิทีีม่คีวามไว ความจ�าเพาะ และ

ใหผ้ลการตรวจทีร่วดเรว็ เป็นวธิทีีพ่ฒันาจากวธิ ี conventional  

AS-PCR ทีใ่ชส้�าหรบัตรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F และ 

F1534C ในยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus และยุงลาย 

Ae. aegypti ตามล�าดบั19, 26  

การศึกษาครัง้น้ีจึงมวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาเทคนิค

การตรวจวเิคราะหด์เีอน็เออยา่งงา่ยดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR  

ส�าหรบัตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F ของยนีโซเดยีมแชนแนล

ในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus และเปรยีบเทยีบความไว

และความจ�าเพาะของวิธี tetra-primer AS-PCR กับวิธี

การตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์
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ไดร้บัแสงสว่างจากธรรมชาต ิ จากนัน้จ�าแนกตวัอย่างยุงตาม

ลักษณะสัณฐานวิทยา27 และจัดเก็บยุงร�าคาญตัวเต็มวัย  

Cx. quinquefasciatus ในหลอดไมโครทวิป์ขนาด 1.5 มลิลลิติร 

ทีอุ่ณหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส เพือ่ใชใ้นการแยกสกดั genomic 

DNA ต่อไป

2. การแยกสกัด  Genomic  DNA จากยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus

 แยกสกดั Genomic DNA ดว้ยวธิกีารแยกสกดัจากยงุ

ทัง้ตวัจ�านวนหน่ึงตวั โดยบดยุงใหล้ะเอยีดในน�้ายาส�าเรจ็รูป 

DNAzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ปรมิาตร 

100 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัและทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิอ้งเป็น

เวลา 5 นาท ีป ัน่ดว้ยเครือ่งป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 10 นาท ีดดูเกบ็สว่นใสมาผสมกบั absolute ethanol 

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร เพือ่ตกตะกอน DNA จากนัน้ป ัน่ดว้ย

เครื่องป ัน่เหวีย่งที่ความเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 

5 นาท ีและลา้งตะกอน DNA จ�านวน 2 ครัง้ ดว้ย  70% ethanol 

ทิ้งตะกอน DNA ให้แห้ง และละลายด้วยน�้ ากลัน่ปราศจาก

สิง่ปนเป้ือน ปรมิาตร 20 ไมโครลิตร วดัความเข้มข้นและ

ความบรสิทุธิข์อง Genomic DNA โดยการวดัคา่การดดูกลนืแสง 

ที ่ 260 และ 280 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่ง NANOdrop 2000 

spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

3. การออกแบบไพรเมอร์ส�าหรบัตรวจการกลายพนัธุ ์

L1014F ของยีนโซเดียมแชนเนล

 การตรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล 

ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR ใชไ้พรเมอร ์ จ�านวน 4 สาย 

ไดแ้ก ่ไพรเมอร ์common reverse28 จ�านวน 1 สาย และไพรเมอร ์

forward จ�านวน 3 สาย ซึง่ประกอบดว้ย ไพรเมอร ์common 

forward26 จ�านวน 1 สาย และไพรเมอร์ specific forward 

จ�านวน 2 สาย (ไพรเมอร ์ F1014-f และไพรเมอร ์ L1014-f) 

ล�าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ัง้ 4 สาย (Table 1)  

 ส�าหรบัไพรเมอร ์ specific forward มกีารออกแบบโดย

ใช้ล�าดบันิวคลโีอไทด์ของยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus  

จากฐานขอ้มลูของ Genbank accession number KM377241-213 

และ Vectorbase number CPIJ007595-RA29 เป็นล�าดบั

นิวคลีโอไทด์อ้างอิง การออกแบบไพรเมอร์  F1014-f และ  

ไพรเมอร์ L1014-f ให้จ�าเพาะส�าหรบัตรวจการมหีรอืไม่มี

การกลายพนัธุ์ L1014F ประกอบด้วย 2 ขัน้ตอน ได้แก่ 

ข ัน้ตอนที ่1 เตมินิวคลโีอไทดท์ี ่mismatch กนั ในต�าแหน่งที ่3  

ของสายนิวคลีโอไทด์จากด้านปลาย 3’ โดยเปลี่ยนชนิด 

ของนิวโคลโีอไทดจ์ากพวิรนี (purine) เป็นไพรมิดินี (pyrimidine) 

ใหไ้พรเมอรม์คีา่ Tm ระหวา่ง 62-75 องศาเซลเซยีส และมขีนาด 

22-30 นิวคลีโอไทด์ ข ัน้ตอนที่ 2 เติมนิวคลีโอไทด์กวานีน 

(guanine, G) และไซโตซนี (cytosine, C) ต่อจากสายนิวคลโีอไทด์

ของไพรเมอรด์า้นปลาย 5’ ไดแ้ก่ GC tail สายสัน้ และสายยาว 

(Table 1 Figure 1) จากการเติม GC tail ที่มีความยาว

แตกต่างกนัใหก้บัไพรเมอร ์ Specific forward30 (แตกต่างกนั 

20 นิวคลโีอไทด)์ ท�าใหไ้ดข้นาดผลติภณัฑ ์ PCR ทีแ่ตกต่างกนั 

20 นิวคลโีอไทด ์ ซึง่สามารถแยกจากกนัไดด้ว้ยวธิ ี agarose 

gel electrophoresis 

Table 1  Sequences of oligonucleotide primers used for the detection of L1014F mutation by tetra-primer AS-PCR assay and 

PCR amplification of fragments of Cx. quinquefasciatus sodium channel gene.

Primer name Oligonucleotide sequence (5’-3’) Reference

The tetra-primer AS-PCR assay

Common primer

Cq_CP-r CAAGGCTAAGAAAAGGTTAAGAAC 28 

IIP_F GGTGGAACTTCACCGACTTC 26

Specific primer

L1014-f [short GC-tail] CCACCGTAGTGATAGGAAATATA This study

F1014-f [long GC-tail] CCACCGTAGTGATAGGAAATGTT This study

PCR amplification of the fragment of the sodium channel gene

IIP_F GGTGGAACTTCACCGACTTC 26

IIS6_R GGACGCAATCTGGCTTGTTA 26

The long 26-bp GC tail has the sequence 5’GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC-3’ and the short 6-bp GC tail has the sequence 5’-GCG-

GGC-3’30 
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ไดร้บัแสงสว่างจากธรรมชาต ิ จากนัน้จ�าแนกตวัอย่างยุงตาม

ลักษณะสัณฐานวิทยา27 และจัดเก็บยุงร�าคาญตัวเต็มวัย  

Cx. quinquefasciatus ในหลอดไมโครทวิป์ขนาด 1.5 มลิลลิติร 

ทีอุ่ณหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส เพือ่ใชใ้นการแยกสกดั genomic 

DNA ต่อไป

2. การแยกสกัด  Genomic  DNA จากยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus

 แยกสกดั Genomic DNA ดว้ยวธิกีารแยกสกดัจากยงุ

ทัง้ตวัจ�านวนหน่ึงตวั โดยบดยุงใหล้ะเอยีดในน�้ายาส�าเรจ็รูป 

DNAzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ปรมิาตร 

100 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัและทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิอ้งเป็น

เวลา 5 นาท ีป ัน่ดว้ยเครือ่งป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 10 นาท ีดดูเกบ็สว่นใสมาผสมกบั absolute ethanol 

ปรมิาตร 50 ไมโครลติร เพือ่ตกตะกอน DNA จากนัน้ป ัน่ดว้ย

เครื่องป ัน่เหวีย่งที่ความเรว็ 10,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 

5 นาท ีและลา้งตะกอน DNA จ�านวน 2 ครัง้ ดว้ย  70% ethanol 

ทิ้งตะกอน DNA ให้แห้ง และละลายด้วยน�้ ากลัน่ปราศจาก

สิง่ปนเป้ือน ปรมิาตร 20 ไมโครลิตร วดัความเข้มข้นและ

ความบรสิทุธิข์อง Genomic DNA โดยการวดัคา่การดดูกลนืแสง 

ที ่ 260 และ 280 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่ง NANOdrop 2000 

spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

3. การออกแบบไพรเมอร์ส�าหรบัตรวจการกลายพนัธุ ์

L1014F ของยีนโซเดียมแชนเนล

 การตรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล 

ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR ใชไ้พรเมอร ์ จ�านวน 4 สาย 

ไดแ้ก ่ไพรเมอร ์common reverse28 จ�านวน 1 สาย และไพรเมอร ์

forward จ�านวน 3 สาย ซึง่ประกอบดว้ย ไพรเมอร ์common 

forward26 จ�านวน 1 สาย และไพรเมอร์ specific forward 

จ�านวน 2 สาย (ไพรเมอร ์ F1014-f และไพรเมอร ์ L1014-f) 

ล�าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรท์ัง้ 4 สาย (Table 1)  

 ส�าหรบัไพรเมอร ์ specific forward มกีารออกแบบโดย

ใช้ล�าดบันิวคลโีอไทด์ของยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus  

จากฐานขอ้มลูของ Genbank accession number KM377241-213 

และ Vectorbase number CPIJ007595-RA29 เป็นล�าดบั

นิวคลีโอไทด์อ้างอิง การออกแบบไพรเมอร์  F1014-f และ  

ไพรเมอร์ L1014-f ให้จ�าเพาะส�าหรบัตรวจการมหีรอืไม่มี

การกลายพนัธุ์ L1014F ประกอบด้วย 2 ขัน้ตอน ได้แก่ 

ข ัน้ตอนที ่1 เตมินิวคลโีอไทดท์ี ่mismatch กนั ในต�าแหน่งที ่3  

ของสายนิวคลีโอไทด์จากด้านปลาย 3’ โดยเปลี่ยนชนิด 

ของนิวโคลโีอไทดจ์ากพวิรนี (purine) เป็นไพรมิดินี (pyrimidine) 

ใหไ้พรเมอรม์คีา่ Tm ระหวา่ง 62-75 องศาเซลเซยีส และมขีนาด 

22-30 นิวคลีโอไทด์ ข ัน้ตอนที่ 2 เติมนิวคลีโอไทด์กวานีน 

(guanine, G) และไซโตซนี (cytosine, C) ต่อจากสายนิวคลโีอไทด์

ของไพรเมอรด์า้นปลาย 5’ ไดแ้ก่ GC tail สายสัน้ และสายยาว 

(Table 1 Figure 1) จากการเติม GC tail ที่มีความยาว

แตกต่างกนัใหก้บัไพรเมอร ์ Specific forward30 (แตกต่างกนั 

20 นิวคลโีอไทด)์ ท�าใหไ้ดข้นาดผลติภณัฑ ์ PCR ทีแ่ตกต่างกนั 

20 นิวคลโีอไทด ์ ซึง่สามารถแยกจากกนัไดด้ว้ยวธิ ี agarose 

gel electrophoresis 

Table 1  Sequences of oligonucleotide primers used for the detection of L1014F mutation by tetra-primer AS-PCR assay and 

PCR amplification of fragments of Cx. quinquefasciatus sodium channel gene.

Primer name Oligonucleotide sequence (5’-3’) Reference

The tetra-primer AS-PCR assay

Common primer

Cq_CP-r CAAGGCTAAGAAAAGGTTAAGAAC 28 

IIP_F GGTGGAACTTCACCGACTTC 26

Specific primer

L1014-f [short GC-tail] CCACCGTAGTGATAGGAAATATA This study

F1014-f [long GC-tail] CCACCGTAGTGATAGGAAATGTT This study

PCR amplification of the fragment of the sodium channel gene

IIP_F GGTGGAACTTCACCGACTTC 26

IIS6_R GGACGCAATCTGGCTTGTTA 26

The long 26-bp GC tail has the sequence 5’GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCC-3’ and the short 6-bp GC tail has the sequence 5’-GCG-

GGC-3’30 
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4. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการตรวจหาการกลายพนัธุ ์

L1014F ด้วยวิธี tetra-primer AS-PCR

 น�าตวัอยา่งยงุร�าคาญสายพนัธุห์อ้งปฏบิตักิาร Cq_CM_R 

ทีท่ราบลกัษณะจโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์ L1014F แลว้จาก

การตรวจหาล�าดบันิวคลโีอไทด ์ไดแ้ก่  

 1.  ยงุร�าคาญทีม่ลีกัษณะจโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั mutant 

(F/F1014)  

 2.  ยุงร�าคาญทีม่ลีกัษณะจโีนไทป์แบบเฮทเทอโรไซกสั 

(L/F1014)

 3.  ยงุร�าคาญทีม่ลีกัษณะจโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั wild-type 

(L/L1014) ทีไ่มพ่บการกลายพนัธุ ์L1014F 

 มาใชศ้กึษาสภาวะทีเ่หมาะสมส�าหรบัวธิ ี tetra-primer 

AS-PCR โดยเริม่จากการท�าปฏกิริยิาแบบ singleplex PCR 

ของไพรเมอรแ์ต่ละคูท่ีไ่ดอ้อกแบบ ไดแ้ก่ 1) ไพรเมอร ์Cq_CP-r 

และ L1014-f  2) ไพรเมอร ์ Cq_CP-r และ F1014-f และ 3) ไพรเมอร ์

Cq_CP-r และ IIP-F (Figure 1) ขัน้ตอนประกอบดว้ย การหา

อุณหภมูแิละระยะเวลาทีเ่หมาะของขัน้ตอน primer annealing  

การหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของไพรเมอร ์ แมกนีเซยีมไอออน 

(MgCl2) Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) และ

Figure 1 Schematic diagram of the tetra-primer AS-PCR for the detection of L1014F mutation in Cx. quinquefasciatus. 

เอนไซม ์ Taq DNA polymerase เมือ่ไดส้ภาวะทีเ่หมาะสม 

ส�าหรบัปฏกิริยิาแบบ singleplex PCR ของไพรเมอรแ์ต่ละคู ่

แลว้ จงึน�าไพรเมอรท์ัง้ 3 คู่มารวมกนั เพื่อท�าปฏกิริยิาแบบ 

multiplex PCR และตรวจสอบผลติภณัฑ ์PCR ดว้ยวธิ ี aga-

rose gel electrophoresis 

5. การวิเคราะหล์�าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนโซเดียมแชนเนล 

บริเวณโดเมน IIS6 ด้วยวิธี DNA sequencing 

 เพิ่มขยายชิ้นส่วนของยีนโซเดียมแชนเนลบริเวณ

โดเมน IIS6 ดว้ยวธิ ีPCR โดยปรมิาตรปฏกิริยิา PCR ทัง้หมด 

50 ไมโครลติร ประกอบด้วย Genomic DNA ความเขม้ขน้ 

25 นาโนกรมัต่อไมโครลติร, Platinum Taq DNA polymerase 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1.25 หน่วย, dNTPs (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, USA) ความเขม้ขน้ 0.1 มลิลโิมลาร ์

MgCl2 ความเขม้ขน้ 1.5 มลิลโิมลาร ์ ไพรเมอร ์ forward และ 

ไพรเมอร์ reverse (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

ความเขม้ขน้อย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร์ สภาวะที่เหมาะสม

ส�าหรบัการท�า PCR เพือ่เพิม่ปรมิาณ DNA ชิน้สว่นเป้าหมาย 

คอื incubate ทีอุ่ณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาท ี
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1. สภาวะท่ีเหมาะสมของการตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F 

ด้วยวิธี tetra-primer AS-PCR

 การตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล 

ในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR  

ทีพ่ฒันาขึน้ โดยใชไ้พรเมอรอ์อกแบบจากล�าดบันิวคลโีอไทด ์

ของยีนโซเดียมแชนเนลชนิดที่มีและไม่มีการกลายพันธุ ์

L1014F ของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus การเตมิ GC tail 

สายสัน้และสายยาว ซึง่มจี�านวนนิวคลโีอไทดท์ีแ่ตกต่างกนั 20 

นิวคลโีอไทด ์ ใหแ้ก่ไพรเมอร ์L1014-f และไพรเมอร ์F1014-f 

ท�าใหส้ามารถตรวจแยกจโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั หรอืเฮทเทอโรไซกสั

ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยวธิ ี agarose 

gel electrophoresis และเพือ่เลีย่งหลกีการเพิม่ขยายชิน้สว่น

ของยนีที่ไม่จ�าเพาะในการตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F 

ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR จงึไดค้น้หาสภาวะทีเ่หมาะสม 

ของอุณหภูม ิเวลา และความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละสาย  

โดยสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจหาการกลายพันธุ ์

L1014F ดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR (Table 2)  

 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์  (Figure 2) โดย

ยุงร�าคาญที่ตรวจพบการกลายพนัธุ์ L1014F ที่มีลักษณะ

จโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั mutant (F/F1014) จะพบผลติภณัฑ ์

PCR 2 ขนาด คอืขนาด 497 bp และขนาด 397 bp และ

ยงุร�าคาญทีต่รวจไมพ่บการกลายพนัธุ ์ L1014F จะมลีกัษณะ

จีโนไทป์แบบโฮโมไซกัส wild-type (L/L1014) จะพบ

ผลติภณัฑ ์PCR 2 ขนาด คอืขนาด 497 bp และขนาด 377 bp 

สว่นยงุร�าคาญทีม่กีารกลายพนัธุ ์ L1014F แบบเฮทเทอโรไซกสั 

(L/F1014) จะพบผลติภณัฑ ์PCR ทัง้ 3 ขนาด คอืขนาด 497 bp 

ขนาด 397 bp และขนาด 377 bp

ผลการศึกษาตามดว้ย incubate ทีอุ่ณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี

จ�านวน 35 รอบ ทีอุ่ณหภมู ิ59 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ี

และ ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ีและขัน้

ตอนสดุทา้ย incubate ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  

2 นาท ี โดยอาศยัเครือ่ง PCR (Bio-Rad, MJ Mini) จากนัน้ 

วเิคราะหผ์ลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีagarose gel electrophoresis  

บนเจล agarose ความเขม้ขน้ 1.5% ในสารละลายบฟัเฟอร ์

0.5X TBE และตรวจสอบแถบ DNA ดว้ยเครือ่ง Gel Doc XR+ 

(Bio-Rad)

 น�าผลติภณัฑ ์ PCR ทีไ่ดม้าท�าใหบ้รสิทุธิ ์ โดยใชน้�้ายา

ส�าเรจ็รปู illustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Life 

Sciences) และส่งไปตรวจหาล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลใีต ้(Macrogen Inc., Seoul, Korea) 

จากนัน้ตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยอาศยัโปรแกรม 

Geneious Pro software version 5.0431 และเปรยีบเทยีบ

ล�าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัขอ้มลูล�าดบันิวคลโีอไดทข์อง Genbank 

accession number KM377241-213 และ Vectorbase number  

CPIJ007595-RA29 เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของ

ยนีโซเดยีมแชนเนล

6. การวิเคราะหข้์อมลู

 เปรยีบเทยีบผลการตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F 

ของยนีโซเดยีมแชนเนลทีไ่ดจ้ากวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบั      

นิวคลีโอไทด์ ซึ่งก�าหนดเป็นวิธีมาตรฐานคู่เทียบส�าหรับ

การศึกษาน้ี และผลที่ได้จากวิธี tetra-primer AS-PCR 

เพื่อค�านวณพารามิเตอร์ด้านความไว (sensitivity) และ

ความจ�าเพาะ (specificity) คา่ท�านายผลบวก (positive predictive 

value) และคา่ท�านายผลลบ (negative predictive value)

Figure 2  Gel electrophoresis bands of tetra-primer AS-PCR products corresponding to L1014F mutation in the Cx. quinquefasciatus sodium channel 

gene. From left to right: M=100 bp DNA ladder, lane 1 = Negative control, 2 = Homozygous mutant (F/F1014), lane 3= Heterozygous (L/

F1014), 4 = Homozygous wild type (L/L1014). 
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1. สภาวะท่ีเหมาะสมของการตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F 

ด้วยวิธี tetra-primer AS-PCR

 การตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล 

ในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR  

ทีพ่ฒันาขึน้ โดยใชไ้พรเมอรอ์อกแบบจากล�าดบันิวคลโีอไทด ์

ของยีนโซเดียมแชนเนลชนิดที่มีและไม่มีการกลายพันธุ ์

L1014F ของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus การเตมิ GC tail 

สายสัน้และสายยาว ซึง่มจี�านวนนิวคลโีอไทดท์ีแ่ตกต่างกนั 20 

นิวคลโีอไทด ์ ใหแ้ก่ไพรเมอร ์L1014-f และไพรเมอร ์F1014-f 

ท�าใหส้ามารถตรวจแยกจโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั หรอืเฮทเทอโรไซกสั

ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยวธิ ี agarose 

gel electrophoresis และเพือ่เลีย่งหลกีการเพิม่ขยายชิน้สว่น

ของยนีที่ไม่จ�าเพาะในการตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F 

ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR จงึไดค้น้หาสภาวะทีเ่หมาะสม 

ของอุณหภูม ิเวลา และความเข้มข้นของไพรเมอร์แต่ละสาย  

โดยสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจหาการกลายพันธุ ์

L1014F ดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR (Table 2)  

 ผลการตรวจหาการกลายพันธุ์  (Figure 2) โดย

ยุงร�าคาญที่ตรวจพบการกลายพนัธุ์ L1014F ที่มีลักษณะ

จโีนไทป์แบบโฮโมไซกสั mutant (F/F1014) จะพบผลติภณัฑ ์

PCR 2 ขนาด คอืขนาด 497 bp และขนาด 397 bp และ

ยงุร�าคาญทีต่รวจไมพ่บการกลายพนัธุ ์ L1014F จะมลีกัษณะ

จีโนไทป์แบบโฮโมไซกัส wild-type (L/L1014) จะพบ

ผลติภณัฑ ์PCR 2 ขนาด คอืขนาด 497 bp และขนาด 377 bp 

สว่นยงุร�าคาญทีม่กีารกลายพนัธุ ์ L1014F แบบเฮทเทอโรไซกสั 

(L/F1014) จะพบผลติภณัฑ ์PCR ทัง้ 3 ขนาด คอืขนาด 497 bp 

ขนาด 397 bp และขนาด 377 bp

ผลการศึกษาตามดว้ย incubate ทีอุ่ณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี

จ�านวน 35 รอบ ทีอุ่ณหภมู ิ59 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ี

และ ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ีและขัน้

ตอนสดุทา้ย incubate ทีอุ่ณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  

2 นาท ี โดยอาศยัเครือ่ง PCR (Bio-Rad, MJ Mini) จากนัน้ 

วเิคราะหผ์ลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีagarose gel electrophoresis  

บนเจล agarose ความเขม้ขน้ 1.5% ในสารละลายบฟัเฟอร ์

0.5X TBE และตรวจสอบแถบ DNA ดว้ยเครือ่ง Gel Doc XR+ 

(Bio-Rad)

 น�าผลติภณัฑ ์ PCR ทีไ่ดม้าท�าใหบ้รสิทุธิ ์ โดยใชน้�้ายา

ส�าเรจ็รปู illustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Life 

Sciences) และส่งไปตรวจหาล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลใีต ้(Macrogen Inc., Seoul, Korea) 

จากนัน้ตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยอาศยัโปรแกรม 

Geneious Pro software version 5.0431 และเปรยีบเทยีบ

ล�าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัขอ้มลูล�าดบันิวคลโีอไดทข์อง Genbank 

accession number KM377241-213 และ Vectorbase number  

CPIJ007595-RA29 เพื่อตรวจหาการกลายพันธุ์ของ

ยนีโซเดยีมแชนเนล

6. การวิเคราะหข้์อมลู

 เปรยีบเทยีบผลการตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F 

ของยนีโซเดยีมแชนเนลทีไ่ดจ้ากวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบั      

นิวคลีโอไทด์ ซึ่งก�าหนดเป็นวิธีมาตรฐานคู่เทียบส�าหรับ

การศึกษาน้ี และผลที่ได้จากวิธี tetra-primer AS-PCR 

เพื่อค�านวณพารามิเตอร์ด้านความไว (sensitivity) และ

ความจ�าเพาะ (specificity) คา่ท�านายผลบวก (positive predictive 

value) และคา่ท�านายผลลบ (negative predictive value)

Figure 2  Gel electrophoresis bands of tetra-primer AS-PCR products corresponding to L1014F mutation in the Cx. quinquefasciatus sodium channel 

gene. From left to right: M=100 bp DNA ladder, lane 1 = Negative control, 2 = Homozygous mutant (F/F1014), lane 3= Heterozygous (L/

F1014), 4 = Homozygous wild type (L/L1014). 
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Table 2  Optimized condition for the detection of L1014F mutation in Cx. quinquefasciatus sodium channel gene by tetra-prim-

er AS-PCR method. 

Variable tested Optimal result*

Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 0.4 Unit

10X PCR buffer 1X

MgCl2 2.0 mM

Primer Cq_CP-r 0.5 µM

Primer L1014-f 0.125 µM

Primer F1014-f 0.15 µM

Primer IIP-F 0.125 µM

dNTPs (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 200 µM

Annealing temperature 50 oC

PCR cycle 35 cycle

The PCR was carried out in a 10 µL reaction volume containing 25 ng/µL genomic DNA. The amplified fragments were analyzed by electrophoresis 

on a 4% agarose gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and visualized under UV light by ethidium bromide staining. 

2. การเปรียบเทียบวิธี tetra-primer AS-PCR กับวิธี 

ตรวจวิเคราะหล์�าดบันิวคลีโอไทด ์ ในการตรวการกลายพนัธุ ์

L1014F ของยีนโซเดียมแชนเนล

 การตรวจหาการกลายพนัธุ ์L1014F โดยวธิ ีtetra-primer 

AS-PCR ในยุงร�าคาญ Cx. quinquefasciatus สายพนัธุ์

หอ้งปฏบิตักิาร Cq_CM_R จ�านวน 36 ตวั พบวา่ สามารถตรวจแยก 

ลกัษณะจโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ทัง้แบบโฮโมไซกสั  

mutant (F/F1014) แบบเฮทเทอโรไซกสั (L/F1014) และ

แบบโฮโมไซกสั wild-type (L/L1014) ไดอ้ย่างชดัเจน และ

ใหผ้ลสอดคลอ้งถกูตอ้งตรงกบัผลตรวจจโีนไทป์ของการกลายพนัธุ์

ทีไ่ดจ้ากวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์ (Table 3)  

นอกจากน้ี เมือ่ตรวจการกลายพนัธุ ์ L1014F ของยนีโซเดยีมแชนเนล 

ในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus จ�านวน 100 ตวั ซึง่เป็นยงุ 

ภาคสนามทีเ่กบ็มาจาก 6 จงัหวดั ไดแ้ก่ เชยีงใหม ่ เชยีงราย 

ล�าพนู ล�าปาง พะเยา และ แพร ่ดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR 

เปรยีบเทยีบกบัวธิกีารตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์ พบวา่ 

ใหผ้ลถูกตอ้งตรงกนัในทุกลกัษณะจโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์

และในทุกยุงตัวอย่าง (Table 2) และมีความถี่ของอัลลีล 

กลายพนัธุ์ F1014 อยู่ที่ 0.17 จากการตรวจจโีนไทป์ของ

การกลายพนัธุ ์ L1014F ในจ�านวนตวัอยา่งทัง้หมด 136 ตวั  

โดยมีวิธีการตรวจวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์เ ป็นวิธี

มาตรฐาน พบวา่วธิ ี tetra-primer AS-PCR มคีวามไว ความ

จ�าเพาะ คา่ท�านายผลบวกและคา่ท�านายผลลบ 100% 
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Table 3  Comparison of L1014F genotyping of laboratory Cx. quinquefasciatus and wild-caught mosquitoes obtained from 

tetra-primer AS-PCR and DNA sequencing methods.

Mosquito strain

(Generation)

Tetra-primer  AS-PCR / DNA sequencing

L/L1014 L/F1014 F/F1014 Total

Laboratory strain

Cq_CM_RF1 (G1) 2/2 3/3 7/7 12/12

Cq_CM_RF2 (G2) 1/1 2/2 9/9 12/12

Cq_CM_RF3 (G3) 3/3 3/3 6/6 12/12

Wild-caught strain

Chiang Mai (G0) 12/12 3/3 5/5 20/20

Chiang Rai (G1) 14/14 2/2 0/0 16/16

Lamphun (G1) 15/15 1/1 0/0 16/16

Lampang (G1) 15/15 1/1 0/0 16/16

Phayao (G0) 15/15 1/1 0/0 16/16

Phrae (G0) 6/6 4/4 6/6 16/16

Total 83/83 20/20 33/33 136/136

 การต้านทานต่อสารเคมีก�าจัดแมลงของยุงร�าคาญ 

เป็นปญัหาอุปสรรคส�าคัญของแนวทางการควบคุมพาหะ 

น�าโรคด้วยการใช้สารเคมีก�าจัดแมลง การตรวจติดตาม

การตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงอยา่งต่อเน่ือง เป็นมาตรการ

ส�าคญัในการจดัการควบคุมแมลงโดยใช้สารเคมี9 ปจัจุบนั

วิธีทีนิ่ยมใชต้รวจตดิตามการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลง  

คือชุดตรวจความไวต่อสารเคมีก�าจัดแมลงส�าเร็จรูปของ

องคก์ารอนามยัโลก32,33 ซึง่ท�าใหท้ราบอตัราการตาย ระดบัความไว  

หรอื การต้านทานต่อสารเคมทีี่ทดสอบ แต่ไม่สามารถบอก

กลไกการต้านทาน อย่างไรก็ตาม การเพิ่มประสิทธิภาพ

ของการตรวจตดิตามการตา้นทานต่อสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยด์

ของยุง อาจท�าได้โดยตรวจความไวต่อสารเคมกี�าจดัแมลง 

ร่วมกับตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเออย่างง่าย ส�าหรับตรวจหา

กลไกการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงชนิด kdr เพือ่เป็นขอ้มลู

ในการพจิารณาเลอืกใชส้ารเคมทีีเ่หมาะสมส�าหรบัการจดัการ

ควบคุมแมลง โดยอาจหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมทีี่ออกฤทธิ ์

ทีโ่ซเดยีมแชนเนลเช่นเดยีวกบัสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยด ์ หรอื

การสลบัการใชส้ารเคมเีป็นกลุม่อืน่ๆ เพือ่ไมใ่หย้งุร�าคาญเกดิการ

คดัเลอืกสายพนัธุท์ีต่า้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงขึน้ 

 การศกึษาก่อนหน้าน้ีพบว่า การกลายพนัธุ์ L1014F  

วิจารณ์ผลการศึกษา ของยนีโซเดยีมแชนเนลเกีย่วขอ้งกบัการตา้นทานต่อสารเคม ี

ก�าจดัแมลงกลุม่ไพรทีรอยด์13,17 การศกึษาโดย Yanola et al13 

พบความความสมัพนัธข์องการกลายพนัธุข์องยนีโซเดยีมแชนเนล 

ทีต่�าแหน่ง L1014F กบัการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลง

ชนิดเดลตา้เมทรนิในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ทัง้สายพนัธุ์

ห้องปฏิบตัิการซึ่งพบมีค่าความถี่อัลลีลกลายพนัธุ์ F1014  

เพิม่ขึน้ตามระดบัความตา้นทานต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิทีเ่พิม่ขึน้  

และยุงร�าคาญที่เก็บมาจากภาคสนามโดยเฉพาะยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus จากเชยีงใหมแ่ละแพร ่ซึง่พบวา่ยงุร�าคาญ 

กลุ่มที่ตายและกลุ่มที่รอดชวีติภายหลงัการทดสอบความไว

ต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิ มคีา่ความถีอ่ลัลลีกลายพนัธุ ์ F1014  

ทีแ่ตกต่างกนัอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ กลา่วคอื กลุม่ทีร่อดชวีติ

มคี่าความถี่อลัลลีกลายพนัธุ์ F1014 ที่สูงกว่า13 การศกึษา

ในครัง้น้ีไดพ้ฒันาวธิตีรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F ในยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR ซึง่

เป็นวธิกีารตรวจวเิคราะหด์เีอน็เออยา่งงา่ย ตรวจหาลกัษณะ

จโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ดว้ยปฏกิริยิา PCR ใน

หลอดทดลองเพยีงหลอดเดียว ขัน้ตอนง่าย ให้ผลรวดเร็ว 

ราคาประหยดั มคีวามไว และความจ�าเพาะเทยีบเคยีงไดก้บัวธิ ี

การตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์ โดยการออกแบบไพรเมอร ์

ใหม้คีวามไวและความจ�าเพาะต่อการมหีรอืไมม่กีารกลายพนัธุ ์
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Table 3  Comparison of L1014F genotyping of laboratory Cx. quinquefasciatus and wild-caught mosquitoes obtained from 

tetra-primer AS-PCR and DNA sequencing methods.

Mosquito strain

(Generation)

Tetra-primer  AS-PCR / DNA sequencing

L/L1014 L/F1014 F/F1014 Total

Laboratory strain

Cq_CM_RF1 (G1) 2/2 3/3 7/7 12/12

Cq_CM_RF2 (G2) 1/1 2/2 9/9 12/12

Cq_CM_RF3 (G3) 3/3 3/3 6/6 12/12

Wild-caught strain

Chiang Mai (G0) 12/12 3/3 5/5 20/20

Chiang Rai (G1) 14/14 2/2 0/0 16/16

Lamphun (G1) 15/15 1/1 0/0 16/16

Lampang (G1) 15/15 1/1 0/0 16/16

Phayao (G0) 15/15 1/1 0/0 16/16

Phrae (G0) 6/6 4/4 6/6 16/16

Total 83/83 20/20 33/33 136/136

 การต้านทานต่อสารเคมีก�าจัดแมลงของยุงร�าคาญ 

เป็นปญัหาอุปสรรคส�าคัญของแนวทางการควบคุมพาหะ 

น�าโรคด้วยการใช้สารเคมีก�าจัดแมลง การตรวจติดตาม

การตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงอยา่งต่อเน่ือง เป็นมาตรการ

ส�าคญัในการจดัการควบคุมแมลงโดยใช้สารเคมี9 ปจัจุบนั

วิธีทีนิ่ยมใชต้รวจตดิตามการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลง  

คือชุดตรวจความไวต่อสารเคมีก�าจัดแมลงส�าเร็จรูปของ

องคก์ารอนามยัโลก32,33 ซึง่ท�าใหท้ราบอตัราการตาย ระดบัความไว  

หรอื การต้านทานต่อสารเคมทีี่ทดสอบ แต่ไม่สามารถบอก

กลไกการต้านทาน อย่างไรก็ตาม การเพิ่มประสิทธิภาพ

ของการตรวจตดิตามการตา้นทานต่อสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยด์

ของยุง อาจท�าได้โดยตรวจความไวต่อสารเคมกี�าจดัแมลง 

ร่วมกับตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเออย่างง่าย ส�าหรับตรวจหา

กลไกการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงชนิด kdr เพือ่เป็นขอ้มลู

ในการพจิารณาเลอืกใชส้ารเคมทีีเ่หมาะสมส�าหรบัการจดัการ

ควบคุมแมลง โดยอาจหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมทีี่ออกฤทธิ ์

ทีโ่ซเดยีมแชนเนลเช่นเดยีวกบัสารเคมกีลุ่มไพรทีรอยด ์ หรอื

การสลบัการใชส้ารเคมเีป็นกลุม่อืน่ๆ เพือ่ไมใ่หย้งุร�าคาญเกดิการ

คดัเลอืกสายพนัธุท์ีต่า้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงขึน้ 

 การศกึษาก่อนหน้าน้ีพบว่า การกลายพนัธุ์ L1014F  

วิจารณ์ผลการศึกษา ของยนีโซเดยีมแชนเนลเกีย่วขอ้งกบัการตา้นทานต่อสารเคม ี

ก�าจดัแมลงกลุม่ไพรทีรอยด์13,17 การศกึษาโดย Yanola et al13 

พบความความสมัพนัธข์องการกลายพนัธุข์องยนีโซเดยีมแชนเนล 

ทีต่�าแหน่ง L1014F กบัการตา้นทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลง

ชนิดเดลตา้เมทรนิในยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ทัง้สายพนัธุ์

ห้องปฏิบตัิการซึ่งพบมีค่าความถี่อัลลีลกลายพนัธุ์ F1014  

เพิม่ขึน้ตามระดบัความตา้นทานต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิทีเ่พิม่ขึน้  

และยุงร�าคาญที่เก็บมาจากภาคสนามโดยเฉพาะยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus จากเชยีงใหมแ่ละแพร ่ซึง่พบวา่ยงุร�าคาญ 

กลุ่มที่ตายและกลุ่มที่รอดชวีติภายหลงัการทดสอบความไว

ต่อสารเคมเีดลตา้เมทรนิ มคีา่ความถีอ่ลัลลีกลายพนัธุ ์ F1014  

ทีแ่ตกต่างกนัอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ กลา่วคอื กลุม่ทีร่อดชวีติ

มคี่าความถี่อลัลลีกลายพนัธุ์ F1014 ที่สูงกว่า13 การศกึษา

ในครัง้น้ีไดพ้ฒันาวธิตีรวจหาการกลายพนัธุ ์ L1014F ในยงุร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ดว้ยวธิ ี tetra-primer AS-PCR ซึง่

เป็นวธิกีารตรวจวเิคราะหด์เีอน็เออยา่งงา่ย ตรวจหาลกัษณะ

จโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์ L1014F ดว้ยปฏกิริยิา PCR ใน

หลอดทดลองเพยีงหลอดเดียว ขัน้ตอนง่าย ให้ผลรวดเร็ว 

ราคาประหยดั มคีวามไว และความจ�าเพาะเทยีบเคยีงไดก้บัวธิ ี

การตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์ โดยการออกแบบไพรเมอร ์

ใหม้คีวามไวและความจ�าเพาะต่อการมหีรอืไมม่กีารกลายพนัธุ ์
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 การศกึษาครัง้น้ีไดพ้ฒันาเทคนิคการวเิคราะหด์เีอน็เอ 

อยา่งงา่ยดว้ยวธิ ีtetra-primer AS-PCR เพือ่ใชใ้นการตรวจหา

การกลายพนัธุ ์L1014F ของยนีโซเดยีมแชนแนลในยงุร�าคาญ  

Cx. quinquefasciatus เป็นวธิทีีม่คีวามไวและความจ�าเพาะ

เทยีบเคยีงไดก้บัการตรวจวเิคราะหล์�าดบันิวคลโีอไทด ์ ท�าไดง้า่ย 

ใหผ้ลรวดเรว็ และมรีาคาประหยดั สามารถประยกุตใ์ชต้รวจ

ตดิตามการต้านทานต่อสารเคมกี�าจดัแมลงกลุ่มไพรทีรอยด ์

หรอืใชร้ว่มกบัการตรวจความไวของแมลงต่อสารเคมกี�าจดัแมลง 

เพือ่ใชเ้ป็นขอ้มลูในการตรวจตดิตามและเฝ้าระวงัการตา้นทาน

ต่อสารเคมกี�าจดัแมลงของยุงร�าคาญ รวมถึงใช้เป็นข้อมูล

ประกอบการพจิารณาเลอืกใชส้ารเคมใีนการควบคมุประชากร

ยุงร�าคาญซึ่งเป็นพาหะของโรคพยาธฟิิลารเิอสสิ โดยเมื่อใช ้

สารเคมทีีเ่หมาะสม จะท�าใหย้งุร�าคาญมจี�านวนทีล่ดลง สง่ผลให ้

โอกาสการแพร่ระบาดของโรคพยาธฟิิลารเิอสสิลดลงเช่นกนั 

ดงันัน้จึงอาจเป็นประโยชน์อีกทางหน่ึงในการเฝ้าระวงัและ

ป้องกนัการแพรร่ะบาดของโรคผา่นการควบคมุยงุพาหะน�าโรค 

สรปุผลการศึกษา

 ขอขอบคุณทุนพัฒนาศักยภาพในการท�างานวิจัย

ของอาจารยร์ุ่นใหม่ (MRG5680063) จากกองทุนสนับสนุน

การวจิยั (สกว.) และทนุพฒันานกัวจิยัรุน่ใหม ่ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่

ประจ�าปี 2558 

กิตติกรรมประกาศ

รวมถึงมีไพรเมอร์ชุดควบคุมภายใน (internal control)  

จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมส�าหรบัตรวจติดตามการต้านทานต่อ

สารเคมีก�าจัดแมลงที่เกิดจากกลไก kdr ซึ่งต้องตรวจใน 

ตวัอยา่งยงุจ�านวนมากจากภาคสนาม อยา่งไรกต็าม ขอ้ดอ้ย 

ของวธิ ีtetra-primers AS-PCR ทีพ่ฒันาขึน้น้ี คอืตอ้งมขี ัน้ตอน 

agarose gel electrophoresis ส�าหรบัการอา่นผลลกัษณะ

จโีนไทป์ ซึง่ไมจ่�าเป็นหากใชว้ธิ ี HOLA20 ABI Prism SNaPshot 

Multiplex24 Single probe/Melting curve analysis ดว้ยเครือ่ง 

Real time PCR25 และ Pyrosequencing18 อยา่งไรกต็าม 

แมว้า่วธิ ี tetra-primer AS-PCR จะมขี ัน้ตอนการท�า agarose 

gel electrophoresis เป็นขัน้ตอนทีไ่มยุ่ง่ยากหากเปรยีบเทยีบ

กบัวธิ ีconventional AS-PCR19,21-23 ซึง่ตอ้งท�าใน 2 หลุมของ

เจล agarose ต่อหน่ึงตวัอยา่ง จงึจะสามารถตรวจหาลกัษณะ

จโีนไทป์ของการกลายพนัธุ ์L1014F ได ้นอกจากน้ี จากรายงาน

ที่ผ่านมาพบการตรวจลกัษณะจีโนไทป์ของการกลายพนัธุ ์

L1014F ของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ทีใ่หผ้ลการตรวจ

ไม่สอดคล้องตรงกนัของวธิ ี conventional AS-PCR กบัวธิี

การตรวจหาล�าดบันิวคลโีอไทด์19 

 รายงานน้ีไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าวธิ ีtetra-primer AS-PCR 

เป็นวธิีที่เหมาะสมส�าหรบัตรวจหาการกลายพนัธุ์ L1014F 

ของยงุร�าคาญ Cx. quinquefasciatus ทัง้ทีจ่บัมาจากภาคสนาม

และสายพันธุ์ห้องปฏิบัติการ โดยสามารถน�าไปใช้ตรวจ

การกระจายตัวของการกลายพนัธุ์ L1014F ในยุงร�าคาญ 

Cx. quinquefasciatus ในจ�านวนตวัอย่างยุงร�าคาญที่มาก 

และในยุงร�าคาญจากพื้นที่ขยายกว้างขึ้นทัง้ในประเทศและ

ต่างประเทศ ซึง่จะศกึษาในล�าดบัต่อไป
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