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Abstract
Malaria is still a major public health problem in many countries including Thailand. 

There are 6 species of human malaria. Signs and symptoms of malaria infected-patients are  

non-specific but malaria treatment requires specific antimalarial drugs against each malaria  

species. If malaria disease is treated incorrectly, the malaria infected-patients will develop severe 

disease which can cause death, especially with Plasmodium falciparum-infected patients.  

Therefore, the correct diagnosis is very important. The common laboratory analyses of malaria 

in the hospital are microscopic examination and malaria rapid diagnostic test (MRDT).  

The microscopic examination is the standard method. However, this technique requires a highly 

skilled microscopist to identify the species of malaria. Recently, MRDT has been developed. This 

is a quick and easy method to detect the histidine-rich protein 2 (HRP-2) and plasmodium lactate 

dehydrogenase (pLDH) that are the proteins produced by malaria parasites. The quality of MRDT 

is very important to provide the correct malaria identification. Therefore, the objective of this 

research was to study the positive control preparation for MRDT from P. falciparum culture.

The positive controls were prepared from malaria culture with parasite density 200, 2,000 and 

20,000 parasites/µL. These control were stored in different temperatures (25, 4 and -20oC) at 

different storage times (1, 2, 3 and 4 weeks). Then the malaria parasite were diluted with distilled 

water at ratio 1:2 followed by the examination with MRDT. The result showed that positive 

control with parasite density 20,000 parasites /µL gave 100% positive results in all temperatures 

at all storage durations. Control with malaria parasite density 2,000 parasites/µL gave 100% 

positive results in all temperatures within 4 weeks. However, positive result of this control was 

reduced to 83% when stored at 25oC for 4 weeks. For control with malaria density 200 parasites/

µL 100% positive result was abtained only at -20oC when stored for 1, 2 and 3 weeks. At 4 weeks 
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storage time the positive result was reduced to 67%. The positive result was reduced with 

higher storage temperature and longer storage duration. The results provide an optimal parasite 

density of 20,000 parasites/µL that gives 100% positive result in all storage temperature and all 

storage duration as positive control preparation for MRDT.
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การเตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวก
สำ�หรับชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปจากการเพาะเลี้ยง

เชื้อมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum

ทิพวรรณ สังขพงษ์* ณัฐพสิษฐ์ ชัยอนันต์กุล กิตติศักดิ์ แถวนาชม 

และ นลินนิภา เวียงนาค

ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก

บทคัดย่อ
โรคมาลาเรียเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่สำ�คัญในหลายประเทศทั่วโลก รวมถึงประเทศไทย  

เชื้อมาลาเรียที่ก่อโรคในมนุษย์มี 6 ชนิด ซึ่งอาการของผู้ป่วยโรคมาลาเรียเป็นแบบไม่จำ�เพาะ แต่การ

รักษาต้องการยาต้านเชื้อมาลาเรียท่ีจำ�เพาะต่อเชื้อมาลาเรียแต่ละชนิด ถ้าได้รับการรักษาที่ไม่ถูกต้อง 

จะทำ�ใหผู้ป้ว่ยมอีาการรนุแรงขึน้และเปน็สาเหตขุองการเสยีชวีติได ้โดยเฉพาะผูป้ว่ยทีเ่ปน็โรคมาลาเรยี

ชนิด Plasmodium falciparum ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยแยกโรคจึงมีความสำ�คัญมาก การตรวจทาง

หอ้งปฏิบตักิารท่ีนิยมคือ การตรวจหาเชือ้มาลาเรยีจากฟลิม์เลอืดดว้ยกลอ้งจลุทรรศนซ์ึง่เปน็วธิมีาตรฐาน 

อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องอาศัยผู้ที่มีทักษะสูง ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจด้วยชุดตรวจมาลาเรีย

สำ�เร็จรูป เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และอาศัยทักษะของเจ้าหน้าที่น้อย ซึ่งวิธีนี้เป็นการตรวจ

หาโปรตีนจากเชื้อมาลาเรีย ได้แก่ histidine-rich protein 2 (HRP-2) และ plasmodium lactate  

dehydrogenase (pLDH) โดยคุณภาพของชุดตรวจสำ�เร็จรูปมีความสำ�คัญมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้

ศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการเตรียมตัวอย่างเลือดที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

โดยการเพาะเลีย้งเชือ้มาลาเรยี เพือ่นำ�ไปควบคมุคณุภาพของชุดตรวจสำ�เรจ็รปู โดยเตรยีมเชือ้มาลาเรยี

ที่มีความหนาแน่น 200, 2,000 และ 20,000 parasites/µL แล้วนำ�ไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25, 4 และ 

-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ จากนั้นนำ�มาเจือจางด้วยน้ำ�กลั่นที่อัตราส่วน 1:2 

กอ่นนำ�ไปทดสอบ พบวา่ตวัอยา่งทีม่เีชือ้มาลาเรยี 20,000 parasites/µL ใหผ้ลบวกกบัชุดตรวจสำ�เรจ็รปู

ร้อยละ 100 จากการเก็บรักษาทุกอุณหภูมิ และทุกช่วงเวลา ในขณะที่ตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 2,000 

parasites/µL ใหผ้ลบวกรอ้ยละ 100 จากการเกบ็รกัษาทีท่กุอณุหภมู ิและทกุชว่งเวลา ยกเวน้ทีอ่ณุหภมู ิ

25 องศาเซลเซียส ที่เวลา 4 สัปดาห์ ให้ผลบวกร้อยละ 83 ในขณะท่ีตัวอย่างท่ีมีเชื้อมาลาเรีย 200 

parasites/µL ให้ผลบวกร้อยละ 100 จากการเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ที่เวลา 1, 2 และ 3 

สัปดาห์ และให้ผลบวกร้อยละ 67 จากการเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ที่เวลา 4 สัปดาห์ และ 
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ใหผ้ลบวกทีล่ดลงจากการเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมูแิละระยะเวลาอืน่ๆ สรปุวา่การเตรยีมตวัอยา่งควบคุมชนดิ

บวกจากเชื้อมาลาเรีย 20,000 parasites/µL มีร้อยละการให้ผลบวกมากที่สุด จากการเก็บรักษาที่ทุก

อุณหภูมิและทุกช่วงเวลา

คำ�สำ�คัญ: ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป มาลาเรีย พลาสโมเดียม ฟัลซิปารัม เลี้ยงเชื้อมาลาเรีย 
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ทิพวรรณ สังขพงษ์ และคณะ6744

บทน�ำ
โรคมาลาเรยียงัคงเปน็ปญัหาทางสาธารณสขุ

ที่สำ�คัญในหลายประเทศทั่วโลก รวมถึงประเทศไทย 

จากรายงานขององค์การอนามัยโลกพบผู้ป่วยโรค

มาลาเรียจำ�นวน 216 ล้านราย ในปี พ.ศ. 2559 และ

มีผู้เสียชีวิตมากถึง 445,000 ราย โดยผู้ป่วยส่วนใหญ่

อาศัยอยู่ในแถบทวีปแอฟริกา(1) สำ�หรับประเทศไทย

ส่วนใหญ่จะพบผู้ป่วยโรคมาลาเรียในบริเวณชายแดน

ของประเทศ ซึ่งเป็นแหล่งเพาะพันธุ์ยุงที่เป็นพาหะ

ของโรคมาลาเรีย จากรายงานของสำ�นักโรคติดต่อ 

นำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  

พบวา่มจีำ�นวนผูป้ว่ยมาลาเรยีในป ีพ.ศ. 2560 จำ�นวน 

10,919 ราย โดยพบผู้ป่วยโรคมาลาเรียสูงในจังหวัด 

ตาก ยะลา ศรีสะเกษ แม่ฮ่องสอน นราธิวาส ตาม

ลำ�ดับ(2) เชื้อมาลาเรียที่ก่อโรคในมนุษย์มีทั้งหมด  

6 ชนิดได้แก่ P. falciparum, P. vivax, P. ma-

lariae, P. ovale curtisi, P. ovale wallikeri และ 

P. knowlesi โดยเชื้อมาลาเรียที่ก่อโรครุนแรงได้แก่ 

P.  falciparum สำ�หรบัอาการทัว่ไปของโรคมาลาเรยี

น้ันจะเปน็แบบไมจ่ำ�เพาะคอื มีไข ้หนาวสัน่ เหงือ่ออก 

ปวดหัว ซึ่งเป็นอาการที่ไม่รุนแรง แต่หากได้รับการ

รักษาที่ไม่ถูกต้องจะทำ�ให้ผู้ป่วยมีอาการรุนแรงได้  

โดยเฉพาะผู้ป่วยที่เป็นโรคมาลาเรียชนิด P. falci-

parum ซึง่จะมอีาการรนุแรงคอื โรคมาลาเรยีขึน้สมอง 

ซึ่งเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในผู้ป่วย(3) เนื่องจาก 

ผู้ป่วยที่เป็นโรคมาลาเรียมีอาการที่ไม่จำ�เพาะ ดังนั้น

การตรวจวเิคราะหท์างหอ้งปฏบิตักิารจงึมคีวามสำ�คญั

มากในการช่วยวินิจฉัยโรคมาลาเรีย โดยการตรวจ

วิเคราะห์โรคมาลาเรียที่นิยมทำ�ในโรงพยาบาลคือ  

การทำ�สเมียร์เลือดชนิดบางและหนา ย้อมด้วยสี  

Giemsa และตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการ

สำ�หรับการวินิจฉัยโรคมาลาเรีย วิธีนี้มีค่าใช้จ่ายน้อย 

และมีความแม่นยำ�สูง เนื่องจากเป็นการพบเชื้อ

มาลาเรียในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยที่นำ�มาตรวจ

วิเคราะห์โดยตรง วิธีการตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วย

กลอ้งจลุทรรศนส์ามารถรายงานผลการตรวจวเิคราะห์

ได้ทั้งปริมาณของเชื้อ ชนิด และระยะของเชื้อ

มาลาเรีย(4) ซึ่งนอกจากจะช่วยในการวินิจฉัยโรค

มาลาเรียแล้วยังมีประโยชน์ในการติดตามการรักษา

ของผู้ป่วยได้ด้วย อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องอาศัยผู้ที่มี

ทักษะสูงในการตรวจวิเคราะห์เชื้อมาลาเรียในสเมียร์

เลอืด(5) นอกจากนี ้ความถกูตอ้งแมน่ยำ�ในการวนิจิฉยั

โรคมาลาเรียด้วยวิ ธีนี้ ยังขึ้นกับปริมาณของเชื้อ

มาลาเรยีในตวัอยา่งทีน่ำ�มาตรวจวเิคราะหด์ว้ย โดยจาก

การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า มีการวินิจฉัยผิดพลาด 

เกิดขึ้นมากจากการตรวจวิเคราะห์โดยการดูเชื้อ

มาลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์เมื่อมีเชื้อมาลาเรีย

จำ�นวนน้อย และการติดเชื้อหลายชนิดในผู้ป่วยราย

เดียวกัน ก็ส่งผลให้มีการวินิจฉัยผิดพลาดได้มากย่ิง

ขึ้นด้วย(6) ปัจจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการตรวจ

วิเคราะห์มาลาเรียด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปเพื่อ

นำ�มาใช้ในการชว่ยวนิจิฉยัโรคมาลาเรยี เนือ่งจากเปน็

วิธีที่มีความสะดวก รวดเร็ว และอาศัยทักษะของ 

เจา้หนา้ที่ในการตรวจวนิจิฉยันอ้ยกวา่วธิกีารตรวจดว้ย

กลอ้งจลุทรรศน์(7) การตรวจวเิคราะห์โรคมาลาเรยีทาง

ห้องปฏิบัติการด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปมี 

หลกัการคอืการตรวจหาโปรตนีทีเ่ชือ้มาลาเรยีสรา้งขึน้ 

และอยู่ในเลือดของผู้ป่วยที่ติดเชื้อมาลาเรีย โดยชุด

ตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปจะมีแอนติบอดีที่จำ�เพาะต่อ

โปรตีนดังกล่าวอยู่ ถ้ามีโปรตีนที่เชื้อมาลาเรียสร้างขึ้น

อยู่ในตัวอย่างเลือดที่นำ�มาตรวจวิเคราะห์ โปรตีน 

ดังกล่าวจะทำ�ปฏิกิริยากับแอนติบอดีที่อยู่ในชุดตรวจ

มาลาเรยีสำ�เรจ็รปู ซึง่ผลบวกจะพบแถบสีบนชดุตรวจ

มาลาเรียสำ�เร็จรูป เป็นการบ่งบอกว่ามีเชื้อมาลาเรีย 

ในตัวอย่างเลือดที่นำ�มาตรวจวิเคราะห์ โปรตีนที่นิยม

ตรวจวิเคราะห์ ได้แก่ histidine-rich protein 2 

(HRP-2) และ plasmodium lactate dehydrogenase 
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(pLDH) ปจัจบุนัองคก์ารอนามยัโลกไดเ้ขา้มาควบคมุ

ดแูลคณุภาพของชดุตรวจมาลาเรยีสำ�เรจ็รปูให้ได้ตาม

มาตรฐาน เพื่อให้การตรวจวิเคราะห์มาลาเรียมีความ

ถูกตอ้งแมน่ยำ� เนือ่งจากการตรวจวินจิฉยัโรคมาลาเรยี

มีความสำ�คญัตอ่การรกัษา การควบคมุปอ้งกนัการแพร่

ของเชือ้มาลาเรยี รวมไปถงึการดือ้ยาของเชือ้มาลาเรยี

ดว้ย ปจัจุบนัมกีารผลติชดุตรวจมาลาเรยีออกจำ�หนา่ย

จากหลายบริษัท(8) อย่างไรก็ตาม ระหว่างการขนส่ง

และการเก็บรกัษาชดุตรวจมาลาเรยีสำ�เรจ็รปู อณุหภมูิ

และความชื้น อาจส่งผลต่อคุณภาพของชุดตรวจ

มาลาเรียสำ�เร็จรูป ซึ่งจะทำ�ให้ผลการตรวจวิเคราะห์

ผิดพลาดได้ ดังนั้นจึงควรมีการควบคุมคุณภาพของ

ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปด้วยตัวอย่างควบคุมชนิด

บวก กับชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปใน lot นั้น ก่อน

ที่จะนำ�ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปใน lot ดังกล่าวไป

ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดจากผู้ป่วย เพื่อให้การ

วินิจฉัยโรคมาลาเรียด้วยวิธีนี้มีความถูกต้องแม่นยำ�

มากขึน้ ซึง่ปจัจบุนัยงัไมม่กีารเตรยีมตวัอยา่งชนดิบวก

เพือ่ควบคมุการตรวจวนิจิฉยัโรคมาลาเรยีดว้ยชดุตรวจ

มาลาเรียสำ�เร็จรูปในห้องปฏิบัติการของโรงพยาบาล 

ในประเทศไทย ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้ศึกษาเพ่ือหา 

สภาวะทีเ่หมาะสมสำ�หรบัการเตรยีมตวัอยา่งเลอืดทีต่ดิ

เชือ้มาลาเรยีชนดิ P.  falciparum โดยการเพาะเล้ียง

เชื้อมาลาเรีย และนำ�มาเตรียมตัวอย่างชนิดบวกที่มี

ปรมิาณเช้ือมาลาเรยีทีแ่ตกตา่งกนั และนำ�ไปเกบ็รกัษา

ที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกต่างกัน เพื่อทราบ

สภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการเตรียมตัวอย่างควบคุม

ชนิดบวกสำ�หรับชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป

วัสดุและวิธีการ
1.	การเลี้ยงเชื้อมาลาเรีย 

นำ�เชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ซึ่งเก็บ 

ไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

มาละลายด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ที่ความ 

เข้มข้นร้อยละ 12, 1.6 และ 0.8 ตามลำ�ดับ จากนั้น

นำ�เชื้อมาลาเรียมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง เชื้อ

มาลาเรีย P. falciparum ซึ่งประกอบด้วย RPMI 

1640 (Gibco, USA) สูตรที่มี กลูตามีนผสมกับ 25 

mM HEPES (Gibco, USA), 0.2% โซเดียม- 

ไบคาร์บอเนต, 25 mg/L เจนตามัยซิน (Gibco, 

USA) และซีรัมร้อยละ 10 นำ�ไปบ่ม (incubate) ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีไนโตรเจน

รอ้ยละ 90 ออกซเิจนรอ้ยละ 5 และคารบ์อนไดออกไซด์

ร้อยละ 5 โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อทุกวัน และ

ติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียโดยการทำ� 

สเมียร์เลือดชนิดบาง นำ�ไปตรึงเซลล์เม็ดเลือดด้วย 

เมทานอลแล้วนำ�ไปย้อมด้วยสี Giemsa ที่ความเข้ม

ขน้รอ้ยละ 10 เปน็เวลา 10 นาท ีจากนัน้จึงนำ�ไปตรวจ

วิเคราะห์ดูการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียด้วย

กล้องจุลทรรศน ์รอจนกระทัง่เชือ้มาลาเรยีเจรญิเตบิโต

ดี เพื่อนำ�ไปเตรียมเป็นตัวอย่างควบคุมชนิดบวก โดย

งานวจิยันี้ไดผ้า่นการพจิารณารบัรองจรยิธรรมการวจิยั

ในมนษุยจ์ากคณะกรรมการวจิยัในมนษุย ์มหาวทิยาลยั

นเรศวรแล้ว (NU-IRB 0909/60)

2.	 การเตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวกสำ�หรับ 

	 ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป

นำ�เชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum ที่

เจรญิเตบิโตดแีลว้ มาหาสภาวะทีเ่หมาะสมสำ�หรบัการ 

เตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวกโดยนำ�เชื้อมาลาเรีย 

มาปรบัจำ�นวนเชือ้ดว้ยเลือดทีม่คีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 50 

เพื่อให้ ได้เชื้อมาลาเรียที่มีความหนาแน่นของเชื้อ

เท่ากับ 200, 2,000 และ 20,000 parasites/µL ตาม

ลำ�ดับ และมีตัวอย่างควบคุมชนิดลบคือเลือดที่ไม่มี

เชื้อมาลาเรีย โดยใส่หลอดละ 10 µL จากนั้นนำ�ไป

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 25, 4 และ -20 องศาเซลเซียส  

เพือ่นำ�ไปทดสอบกบัชดุมาลาเรยีสำ�เรจ็รปูทีร่ะยะเวลา 

1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ ตามลำ�ดับ โดยขั้นตอน 
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การทดสอบแสดงใน Fig. 1

Fig. 1  Flow chart of research methodology

3.	 ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป
ใช้ชุดตรวจมาลาเรีย ชนิดที่ผ่านตามเกณฑ์

มาตรฐานขององค์การอนามัยโรคคือ ควรวินิจฉัยเชื้อ
มาลาเรียในตัวอย่างเลือดที่มีความหนาแน่นของเชื้อ
น้อย คือ 200 parasites/µL ได้อย่างน้อยร้อยละ 75 
ให้ผลบวกลวงน้อยกว่าร้อยละ 10 และควรให้ผล 
invalid น้อยกว่าร้อยละ 5 โดยชุดตรวจมาลาเรียชนิด
ทีเ่ลือกนำ�มาใช้ในการทดสอบครัง้นีค้อืชดุตรวจชือ่ SD 
BIOLINE Malaria Ag Pf/Pan ซึ่งเป็นชุดตรวจ
มาลาเรียที่ประกอบด้วยการตรวจหาโปรตีนชนิด  
histidine-rich protein 2 (HRP-2) ซึ่งจะตรงกับ
แถบที่ติดฉลาก P.f ซึ่งจะให้ผลบวกต่อเชื้อมาลาเรีย
ชนิด P. falciparum และตรวจหาโปรตีนชนิด  
plasmodium lactate dehydrogenase (pLDH)  
ซึ่งจะตรงกับแถบที่ติดฉลาก Pan ซึ่งเป็นโปรตีนที่ให้
ผลบวกต่อเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum,  
P. vivax, P. malariae และ P. ovale ดังแสดงใน 
Fig. 2 (SD BIOLINE, Republic of Korea) 

4.	 การทดสอบตัวอย่างควบคุมชนิดบวกกับชุด 

	 ตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป 

นำ�เชื้อมาลาเรียที่มีความหนาแน่นของเชื้อ 

200, 2,000 และ 20,000 parasites/µL เก็บรักษา

ที่อุณหภูมิ 25, 4 และ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ ปริมาตร 10 µL มาใส่น้ำ�กลั่น 

10 µL (อัตราส่วนของเชื้อมาลาเรียต่อน้ำ�กลั่น 1:2) 

แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการ vortex เปน็เวลา 15 วนิาท ี

จากนั้นจึงนำ�ส่วนผสมดังกล่าว 5 µL มาใส่ในช่อง 

sample และเติม buffer 4 หยด ลงในชุดตรวจ

มาลาเรยีสำ�เรจ็รปู (Fig. 2) อ่านผลการตรวจวเิคราะห ์

โดยการพบแถบสีบนชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปจาก 

ผู้อ่านผลจำ�นวน 3 คน ทำ�การทดลองซ้ำ� 2 ครั้ง  

(2 independent experiments)

Fig. 2  Rapid diagnostic test

ผลการวิจัย
1.	การเลี้ยงเชื้อมาลาเรีย

จากการเล้ียงเชื้อมาลาเรียชนิด P. falci-

parum ในสภาวะทีเ่หมาะสม และเปลีย่นอาหารเลีย้ง

เชื้อทุกวัน พบว่าเชื้อมาลาเรียเจริญเติบโตดี เมื่อ

เตรียมฟิล์มเลือดชนิดบางแล้วนำ�ไปย้อมสี Giemsa  

ที่ความเข้มข้น 10% เป็นเวลานาน 10 นาที พบเชื้อ

มาลาเรียในระยะ ring, trophozoite และ schizont 

ที่มีรูปร่างดี ประกอบด้วยส่วนของโครมาตินและ 

ไซโทพลาซึมของเชื้อมาลาเรียที่อยู่ ในเม็ดเลือดแดง 

โดยเชื้อมาลาเรียทั้ง 3 ระยะนี้ เป็นระยะของเชื้อ

มาลาเรียที่พบได้ในเม็ดเลือดแดง (asexual blood 

stages) ดังแสดงใน Fig. 3 
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2.	 การแปลผลการตรวจด้วยชุดตรวจมาลาเรีย 

	 สำ�เร็จรูป

จากการนำ�เชื้อมาลาเรียที่เพาะเลี้ยงและ

เตรยีมเปน็ตวัอยา่งชนดิบวกทีส่ภาวะตา่งๆ มาทดสอบ

กับชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป ให้ผลได้ 3 แบบ คือ 

A) พบแถบสีบนแถบ P.f และ Pan B) พบแถบสี

บนแถบ Pf เพียงอย่างเดียว ทั้ง 2 แบบนี้จะอ่านผล

วา่เปน็บวกสำ�หรบัการตรวจวเิคราะหเ์ชือ้มาลาเรยีชนดิ 

P. falciparum และ C) ไม่พบแถบสีที่แถบ Pf และ 

Pan อ่านผลเป็นลบ โดยทั้ง 3 แบบดังกล่าวจะต้อง

ขึ้นแถบสีที่แถบ C ดังแสดงใน Fig. 4

Fig. 3  Asexual blood stages of P. falciparum in malaria culture

Fig. 4 	 Interpretation of malaria rapid diagnostic test, (A and B) Positive for P. falciparum, C Negative 
for P. falciparum

3.	 การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างควบคุมชนิดบวก 

	 ด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป 

จากการนำ�เชื้อมาลาเรียที่เพาะเลี้ยงมาปรับ

เพื่อให้ได้ความหนาแน่นของเชื้อเท่ากับ 200, 2,000 

และ 20,000 parasites/µL และนำ�ไปเก็บเพื่อรักษา

สภาพโปรตีนของเชื้อมาลาเรียที่อุณหภูมิ 25, 4 และ 

-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ 

และนำ�มาเติมน้ำ�กลั่นในอัตราส่วนเชื้อมาลาเรียต่อ 
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น้ำ�กลัน่ 1:2 แลว้จงึนำ�มาทดสอบกบัชดุตรวจมาลาเรยี

สำ�เร็จรูป พบว่าตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 20,000 

parasites/µL ใหผ้ลบวกกบัชดุตรวจสำ�เรจ็รปูรอ้ยละ 

100 จากการเก็บรักษาทุกอุณหภูมิ และทุกช่วงเวลา 

ในขณะที่ตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 2,000 parasites/

µL ให้ผลบวกร้อยละ 100 จากการเก็บรักษาที่ทุก

อุณหภูม ิและทกุชว่งเวลา ยกเวน้ทีอ่ณุหภมู ิ25 องศา-

เซลเซียส ที่เวลา 4 สัปดาห์ ให้ผลบวกร้อยละ 83 ใน

ขณะทีต่วัอย่างทีม่เีชือ้มาลาเรยี 200 parasites/µL ให้

ผลบวกรอ้ยละ 100 จากการเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศา-

เซลเซียส ที่เวลา 1, 2 และ 3 สัปดาห์ และให้ผลบวก 

รอ้ยละ 67 จากการเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

ที่เวลา 4 สัปดาห์ และให้ผลบวกที่ลดลงจากการเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิและระยะเวลาอ่ืนๆ คือให้ผลบวกที่

ร้อยละ 100, 100, 83 และ 50 จากการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่เวลาการเก็บรักษา 1, 2, 

3 และ 4 สัปดาห์ตามลำ�ดับ และให้ผลบวกที่ร้อยละ 

100, 83, 50 และ 50 จากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส ที่เวลาการเก็บรักษา 1, 2, 3 และ 

4 สัปดาห์ตามลำ�ดับ ดังแสดงใน Fig. 5 โดยสังเกต 

Fig. 5 	 Positive percentage of malaria rapid diagnostic test: parasite density 200, 2,000 and 20,000 
parasites/µL, time 1, 2, 3 and 4 weeks, temperature 25 oC (A), 4oC (B) and -20oC (C)

พบว่าระยะเวลาในการเก็บรักษา 1 สัปดาห์ ตัวอย่าง

ควบคุมชนิดบวกจะให้ผลบวกที่ร้อยละ 100 ในทุก

ชว่งอุณหภูม ิและทกุความหนาแนน่ ของเชือ้มาลาเรยี 

โดยร้อยละของผลบวกจะค่อยๆ ลดลงเมื่อระยะเวลา

การเก็บรกัษานานขึน้ ซึง่จะแตกตา่งกันขึน้กับอุณหภูม ิ

และความหนาแนน่ของเชือ้มาลาเรยีทีน่ำ�มาเตรยีมเปน็

ตวัอยา่งควบคมุชนดิบวกสำ�หรบัการตรวจวนิจิฉยัดว้ย

ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป ดังแสดงใน Fig. 6
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วิจารณ์
จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับ

การเตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวกสำ�หรับชุดตรวจ

มาลาเรียสำ�เร็จรูป ผู้วิจัยได้เพาะเลี้ยงเชื้อมาลาเรีย

ชนิด P. falciparum ซึ่งเป็นเชื้อมาลาเรียที่สามารถ

เลีย้งใหเ้จรญิเตบิโตได้ในหอ้งปฏบิตักิาร และเปน็เชือ้

มาลาเรียที่มีความรุนแรงมากที่สุด เมื่อเทียบกับเชื้อ

มาลาเรยีชนดิอืน่ๆ ทีก่อ่โรคในคน(3) นอกจากนีย้งัเปน็

เชื้อมาลาเรียชนิดที่พบว่ามีการระบาดในประเทศไทย

ด้วย(2) โดยคณะผู้วิจัยได้เลือกความหนาแน่นของ 

เช้ือมาลาเรยีทีจ่ะนำ�มาใชเ้ปน็ตวัอยา่งควบคมุชนดิบวก

เริ่มต้นที่ 200 parasites/µL เนื่องจากเป็นความ 

หนาแน่นทีม่เีชือ้จำ�นวนนอ้ยมากทีอ่งคก์ารอนามยัโลก

แนะนำ�วา่ชุดตรวจทีด่คีวรตรวจวิเคราะห์ได ้สำ�หรบัชดุ

ตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปที่ได้เลือกมาใช้ในการศึกษานี้

เป็นชุดตรวจที่ผ่านเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก(8) 

และสามารถตรวจวิเคราะห์โปรตีน histidine-rich 

protein 2 (HRP-2) และ plasmodium lactate 

dehydrogenase (pLDH) ซึ่งนิยมใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป เนื่องจาก 

HRP-2 เป็นโปรตีนที่เชื้อมาลาเรียชนิด P. falci-

parum สรา้งไดเ้ปน็จำ�นวนมาก(9) และสามารถละลาย

น้ำ�ได้ดี หลักการตรวจวิเคราะห์โปรตีนชนิดนี้ ทำ�โดย

การติดแอนติบอดีที่จำ�เพาะต่อโปรตีนชนิดนี้ ใน 

ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปหลายชนิด ได้แก่ Para-

check-Pf Device, ICT Malaria Pf Cassett และ 

SD Bioline Malaria Antigen P.f เป็นต้น(10) 

อย่างไรก็ตาม การตรวจวิเคราะห์โรคมาลาเรียโดยการ

ใช้แอนติบอดีที่จำ�เพาะกับโปรตีนชนิด HRP-2 นี้ก็มี

ข้อจำ�กัดคือ แอนติบอดีต่อโปรตีนชนิดนี้สามารถเกิด 

cross reaction กับโปรตีนชนิดอื่น ทำ�ให้เกิดผลบวก

ลวงได้(11) ส่วนโปรตีน pLDH นอกจากจะถูกสร้าง

Fig. 6 Positive percentage of malaria rapid diagnostic test: parasite density 200, 2,000 and 20,000 
parasites/µL, temperature 25oC, 4oC and -20oC and Time for 1 (A), 2 (B), 3 (C) and 4 (D) weeks
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จากเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum แล้วยังสร้าง

โดยเชื้อมาลาเรียชนิดอื่นได้ด้วย(9) ชุดตรวจมาลาเรีย

ที่ ใช้การตรวจโดยการติดแอนติบอดีที่จำ�เพาะต่อ

โปรตีนชนิดนี้ ได้แก่ CareStart™ Malaria pLDH 

(Pan), CareStart™ Malaria, และ pLDH  

(Pan, Pf) เป็นต้น(12) สำ�หรับงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยได้

เลือกทดสอบตัวอย่างควบคุมชนิดบวกกับชุดตรวจ

มาลาเรียเพียงชนิดเดียวคือ SD BIOLINE Malaria 

Ag Pf/Pan ดังนั้นหากนำ�ไปทดสอบกับชุดตรวจของ

บริษัทอื่นอาจได้ร้อยละของผลบวกที่ต่างไป 

จากการเตรียมเชื้อมาลาเรียที่มีความ 

หนาแน่นแตกต่างกันคือ 200, 2,000 และ 20,000 

parasites/µL พบว่าเชื้อมาลาเรียที่ความหนาแน่น 

20,000 parasites/µL ใหผ้ลบวกรอ้ยละ 100 ตอ่การ

ตรวจวิเคราะห์หาเชื้อมาลาเรียด้วยชุดตรวจมาลาเรีย

สำ�เร็จรูปจากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25, 4 และ -20 

องศาเซลเซียส และทุกช่วงเวลาตั้งแต่ 1-4 สัปดาห์ 

โดยผลบวกที่ได้นี้คาดว่าเนื่องจากมีปริมาณโปรตีนอยู่

เป็นจำ�นวนมาก โดยงานวิจัยนี้ได้ใช้เชื้อมาลาเรียที่มา

จากหลายๆ ระยะ มาเตรยีมตวัอยา่งควบคมุชนดิบวก 

แต่จากการติดเชื้อมาลาเรียชนิด P. falciparum 

ตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยส่วนใหญ่จะเป็นระยะ ring 

stage ซึ่งแตกต่างจากตัวอย่างควบคุมชนิดบวกที่

เตรยีมจากงานวจิยันี ้ดงันัน้เพือ่ให้ไดต้วัอยา่งควบคมุ

ชนิดบวกที่เหมือนกับตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย จึงควร

เตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวกที่มาจากระยะ ring 

stage โดยสามารถเตรยีมจาก synchronized culture 

อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองพบวา่ ตวัอยา่งควบคุม

ชนิดบวกทีเ่ตรยีมไดจ้ากงานวจิยันีม้คีณุสมบตัทิี่ใชเ้ปน็

ตัวอย่างควบคุมชนิดบวก สำ�หรับชุดตรวจมาลาเรีย

สำ�เร็จรูปได้

จากการวจิยัทีผ่า่นมาไดม้กีารศกึษาเกีย่วกับ

การเตรียมตัวอย่างเลือดที่ มี เชื้อมาลาเรียชนิด  

P. falciparum ซึ่งเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4, 25 และ 35 

องศาเซลเซียส โดยนำ�ตัวอย่างมาทำ�ให้แห้งก่อน  

แล้วจึงนำ�มาละลายในสารละลายหลายชนิด คือ 0.01 

M PBS; 0.138 M NaCl; 0.0027 M KCl และ 

0.05% Tween 20 ที่ pH 7.4 และจำ�เป็นต้องละลาย

ตัวอย่างชนิดบวกในสารละลายดังกล่าวเป็นเวลา 

1 ชั่วโมงก่อนนำ�มาทำ�การทดสอบ(13) ซึ่งทำ�ให้ยุ่งยาก

ในการเตรียม ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยได้ใช้ตัวอย่าง

เลือดที่ต้องการเตรียมเป็นตัวอย่างเลือดชนิดบวกโดย

ไม่ต้องทำ�ให้แห้งก่อน และในขั้นตอนการละลาย คือ

การละลายดว้ยน้ำ�กลัน่ 10 µL แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดย

การ vortex เป็นเวลา 15 วินาที ซึ่งน้อยกว่างานวิจัย

ก่อนหน้านี้ที่ใช้เวลา 1 ชั่วโมงในการละลายตัวอย่าง 

ซึ่งสาเหตุที่ทำ�ให้ร้อยละของผลบวกลดลงเมื่อระยะ

เวลาการเก็บรักษานานขึ้น อาจมีสาเหตุจากการที่

โปรตนียังไมล่ะลายทีเ่วลา 15 วนิาทก็ีได ้จึงไดน้ำ�ส่วน

ผสมดังกล่าว 5 µL ไปทดสอบด้วยชุดตรวจมาลาเรีย

สำ�เร็จรูป เพื่อช่วยลดขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่าง

ชนิดบวก แต่ยังคงให้ผลการทดสอบที่ดี สำ�หรับผล

การตรวจวิเคราะห์หาเชื้อมาลาเรียในตัวอย่างควบคุม

ชนิดบวก พบว่าตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 20,000 

parasites/µL ใหผ้ลบวกกบัชดุตรวจสำ�เรจ็รปูรอ้ยละ 

100 จากการเก็บรักษาทุกอุณหภูมิ และทุกช่วงเวลา 

ในขณะทีต่วัอยา่งทีม่เีช้ือมาลาเรีย 2,000 parasites/µL 

ใหผ้ลบวกรอ้ยละ 100 จากการเกบ็รกัษาทีท่กุอณุหภมู ิ

และทกุชว่งเวลา ยกเวน้ทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส 

ที่เวลา 4 สัปดาห์ ให้ผลบวกร้อยละ 83 ในขณะที่

ตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 200 parasites/µL ให้ผล

บวกต่อการตรวจด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปน้อย

ที่สุดเมื่อเทียบกับตัวอย่างควบคุมที่มีปริมาณเชื้อ

มาลาเรยีทีส่งูกวา่ โดยรอ้ยละของผลบวกจะคอ่ยๆ ลดลง 

เมือ่ระยะเวลาการเกบ็รกัษานานขึน้ ซึง่จะแตกตา่งกนั

ขึน้กบัอณุหภมู ิโดยรอ้ยละของผลบวกทีล่ดลงจากการ

ใชเ้ชือ้มาลาเรยีจำ�นวนนอ้ย เนือ่งจากการมปีรมิาณเชือ้

น้อย ทำ�ให้มีโปรตีนชนิด HRP-2 และ pLDH น้อย
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ลงเม่ือเก็บรักษาในระยะเวลานานอาจทำ�ให้โปรตีน 

ดังกล่าวสลายตัวเหลือน้อยลง จึงไม่เพียงพอต่อการ 

นำ�มาตรวจวเิคราะห ์อยา่งไรกต็ามการตดิเชือ้มาลาเรยี

ชนิด P. falciparum ในธรรมชาติ ส่วนใหญ่จะมี

ปริมาณเชื้อมาลาเรียสูงในเลือดของผู้ป่วย ดังนั้น

การเตรียมตัวอย่างควบคุมชนิดบวกเพื่อใช้ควบคุม

คุณภาพของชุดตรวจมาลาเรียจึงควรเตรียมให้มี

ปริมาณเชื้อสูงเช่นเดียวกับสภาวะของเลือดผู้ป่วย 

วธีิมาตรฐานในการตรวจวินจิฉยัโรคมาลาเรยี

ทางห้องปฏิบัติการคือ การตรวจพบเชื้อมาลาเรียจาก

การดฟูลิม์เลอืดชนดิหนาและบางดว้ยกลอ้งจลุทรรศน ์

เนื่องจากเป็นการพบเชื้อมาลาเรียได้โดยตรง อย่างไร

ก็ตามจากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าเมื่อเปรียบเทียบ 

วิธีการตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ กับ

วธีิการตรวจดว้ยชดุตรวจมาลาเรยีสำ�เรจ็รปู โดยใชก้าร

ตรวจทางอณชูวีวทิยาซึง่มคีวามไวและความจำ�เพาะสงู 

มาเปน็วธีิอ้างองิ พบวา่การตรวจวเิคราะหด์ว้ยชดุตรวจ

มาลาเรยีสำ�เรจ็รปู เปน็วธิทีีม่คีวามไวในการวนิจิฉยัโรค

มาลาเรียสูงกว่าการตรวจหาเชื้อมาลาเรียด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ ดังนั้นการตรวจด้วยชุดตรวจมาลาเรียจึง 

มีประโยชน์ ในการช่วยคัดกรองโรคมาลาเรีย แต่

อย่างไรก็ตามควรมกีารยนืยนัผลการตรวจดว้ยวธิอีืน่ๆ 

เพ่ือให้มีความจำ�เพาะในการตรวจวิเคราะห์โรคมาก 

ยิ่งขึ้น(14) นอกจากนี้วิธีการตรวจวิเคราะห์มาลาเรีย

ดว้ยชดุตรวจมาลาเรยีสำ�เรจ็รปู ยงัสามารถเกดิผลบวก

ลวงได้จากการคงอยู่ของโปรตีนที่วิเคราะห์แม้เชื้อ

มาลาเรียจะถูกกำ�จัดออกไปแล้วจากร่างกายของ 

ผู้ป่วย(15, 16) โดยวิธีการตรวจที่มีความไวและความ

จำ�เพาะสูง เป็นวิธีทางอณูชีววิทยาได้แก่วิธี PCR  

ซึ่ ง เป็นการเพิ่มจำ �นวนสารพันธุกรรมของเชื้อ

มาลาเรีย(17) แต่เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการวิจัยมากกว่า

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการในโรงพยาบาล

ทัว่ไป เนือ่งจากเปน็วิธทีี่ใชเ้ครือ่งมอืราคาสงู มขีัน้ตอน

คอ่นขา้งยากและใชเ้วลาในการตรวจวเิคราะหม์ากกวา่

วิธีการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์และการตรวจด้วย 

ชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูป 

คณะผู้วิจัยเลือกศึกษาอุณหภูมิการเก็บ

ตัวอย่างควบคุมที่ 25, 4 และ -20 องศาเซลเซียส 

เนื่องจากเป็นอุณหภูมิของห้องปฏิบัติการ ตู้เย็นเก็บ

สารเคมีต่างๆ ที่ใช้กันทั่วไปในโรงพยาบาล และเพื่อ

สะดวกในการขนส่งตวัอย่างควบคมุชนดิบวก อย่างไร

ก็ตาม อุณหภูมิของประเทศไทยในบางเดือนสูงเกิน 

35 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจส่งผลให้มีการสลายของ

โปรตีนได้มากขึ้น ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมที่

อุณหภูมิดังกล่าว โดยผู้วิจัยได้เตรียมตัวอย่างควบคุม

ชนิดบวกในหลอดทดลองขนาดเล็ก ทำ�ให้สะดวก 

ในการขนส่งไปยังโรงพยาบาลต่างๆ นอกจากนี้ 

คณะผู้วิจัยมีโครงการที่จะทดลองเพิ่มเติม โดยการ 

เตรยีมตวัอยา่งควบคมุชนดิบวกดว้ยการหยดเลอืดทีม่ี

เชือ้มาลาเรยีลงบนกระดาษกรอง เพือ่ใหส้ะดวกในการ 

จดัสง่มากยิง่ขึน้ และควรมกีารพฒันาการเกบ็ตวัอยา่ง

ควบคุมชนิดบวกให้ ได้นานมากขึ้นโดยการใช้สาร  

preservative ชนิดต่างๆ แต่การเตรียมตัวอย่าง

ควบคุมชนิดบวกดังกล่าว อาจมีขั้นตอนที่ยุ่งยากใน

การสกดัเลอืดทีม่เีชือ้มาลาเรยี ออกจากกระดาษกรอง

ซึ่งจะต้องมีการศึกษาต่อไป 

สรุป
การตรวจวินจิฉยัโรคมาลาเรยีทางห้องปฏบัิตกิาร 

มีความสำ�คัญมาก โดยวิธีการตรวจด้วยชุดตรวจ

มาลาเรยีสำ�เรจ็รปู เปน็วธิทีีส่ะดวก รวดเรว็ และอาศยั

ทักษะของเจ้าหน้าที่น้อย ดังนั้นการควบคุมคุณภาพ

ของชดุตรวจสำ�เรจ็รปูจึงเปน็ส่ิงสำ�คญัมาก แตป่จัจุบนั

ยงัไมม่กีารเตรยีมตวัอยา่งควบคมุใช้ในหอ้งปฏบิตักิาร

ของโรงพยาบาลทัว่ไป คณะผูว้จิยัจงึไดศ้กึษาหาสภาวะ

ทีเ่หมาะสมสำ�หรบัการเตรยีมตวัอยา่งควบคมุชนดิบวก

พบว่า ตัวอย่างที่มีเชื้อมาลาเรีย 20,000 parasites/

µL ให้ผลบวกกับชุดตรวจสำ�เร็จรูปร้อยละ 100  
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จากการเก็บรักษาทุกอุณหภูมิคือ 25, 4 และ -20  

องศาเซลเซียส และทุกช่วงเวลาจากการศึกษาใน 

ครั้งนี้คือ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ ในขณะที่ตัวอย่าง 

ที่มีเชื้อมาลาเรีย 2,000 parasites/µL ให้ผลบวก 

ร้อยละ 100 จากการเก็บรักษาที่ทุกอุณหภูมิ และ 

ทุกช่วงเวลา ยกเว้นที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

ที่เวลา 4 สัปดาห์ ให้ผลบวกร้อยละ 83 ผลงานวิจัยนี้

สามารถนำ�ไปใช้ประโยชน์ ในการเตรียมตัวอย่าง

ควบคมุชนดิบวกเพือ่ควบคมุการตรวจวิเคราะหห์าเชือ้

มาลาเรียด้วยชุดตรวจมาลาเรียสำ�เร็จรูปต่อไป
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