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หลักการและวัตถุประสงค : ปจจุบันสถานการณของชนิด
เชื้อมาลาเรียเปล่ียนแปลงไป ที่จังหวัดกาญจนบุรีมีผ ูปวย
มาลาเรียชนิด P. vivax มากกวาชนิด P. falciparum
วตัถปุระสงคของการศกึษาน้ีเพือ่เปรียบเทยีบลักษณะพนัธกุรรม
ของประชากร P. vivax ในอําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี
ซ่ึงเปนพืน้ทีท่ีม่โีรคมาลาเรียชกุชมุ ในสองชวงเวลาคอืป พ.ศ.
2553 และป พ.ศ. 2556-2557
วิธีการศึกษา : เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเคร่ืองหมายไมโคร
แซทเทลไลท PV3.27 และ PV3.502 ของ P. vivax ดวย
ปฏิ กิ ริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปรียบเทียบขนาดของ
ผลิตภัณฑพีซีอารของแตละตัวอยางดวยการวิเคราะหขนาด
ของชิ้นสวน
ผลการศึกษา : ประชากรเชื้อมาลาเรียของสองชวงเวลามี
ความหลากหลายของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่ใช
ตรวจสูงมาก และแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
โดยประชากรป พ.ศ. 2556-2557 มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมากกวาประชากรป พ.ศ. 2553 คาคาดหวัง
เฮเทอโรไซโกซิตี้ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่
ตําแหนง PV3.27 ของประชากรป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ.
2556-2557 เทากับ 0.898 และ 0.927 และคาคาดหวงัเฮเทอ
โรไซโกซิตี้ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนง
PV3.502 ของประชากรป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-2557

Background and Objective: In Kanchanaburi province,
malaria caused by Plasmodium (P) vivax has increased
in higher proportion compared to P. falciparum but little
is known about genetic structure of P. vivax in this area.
This study aimed to compare genetic characteristics of
P. vivax isolates collected from malaria patients in Saiyok
district of Kanchanaburi province in year 2010 and years
2013-2014.
Material and Methods: Two microsatellite markers, i.e.
PV3.27 and PV3.502 were amplified by nested
polymerase chain reaction, followed by fragment
analysis of PCR products.
Result: P. vivax population of years 2013-2014 had
statistical significance higher in genetic diversity than
population of year 2010. Expected heterozygosity
values of microsatellite marker, PV3.27 of year 2010 and
2013-2014 were 0.898 and 0.927; those values of
PV3.502 were 0.873 and 0.912, respectively. Polyclonal
infection of P. vivax population in Saiyok district,
Kanchanaburi province was high. The average polyclonal
infections were 52.1%; 54.8% in 2010 and 48.4% in
2013-2014. Mean multiplicity of infection was 2.35, 2.38,
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เทากับ 0.873 และ 0.912 ตามลําดับ คาเฉล่ียการติดเชื้อ
พรอมกันหลายโคลนของประชากร P. vivax ทีอํ่าเภอไทรโยค
จงัหวดักาญจนบุรีมอัีตราสูงถงึรอยละ 52.1 โดยป พ.ศ. 2553
พบรอยละ 54.8 และป พ.ศ. 2556-2557 พบรอยละ 48.4
คาเฉล่ียจํานวนโคลนที่ติดเชื้อในกล ุมที่มีการติดเชื้อมากกวา
หน่ึงโคลนเทากับ 2.35, 2.38 และ 2.45 สําหรับเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท PV3.27, PV3.502 และรวมทั้งสอง
เคร่ืองหมาย ตามลําดับ
สรุป : ประชากรเชื้อ P. vivax ที่อําเภอไทรโยค จังหวัด
กาญจนบุรีในป พ.ศ. 2556-2557 มีความหลากหลายเพิ่มขึ้น
จากป พ.ศ. 2553 แสดงถึงยงัคงมีการแพรเชื้อในพื้นที่สูงและ
มีวิวัฒนาการของเชื้อมาลาเรียชนิดน้ี

คําสําคัญ : P. vivax, เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท,
PV3.27, PV3.502

and 2.45 for microsatellite markers, PV3.27, PV3.502,
and the combination, respectively.
Conclusion: P. vivax population in Saiyok district,
Kanchanaburi province had increase in genetic
diversity when compared between isolates collected in
year 2010 and year 2013-2014. This suggests that there
is still high malaria transmission and parasite evolution
in this area.

Key words: P. vivax, microsatellite marker, PV3.27,
PV3.502

บทนํา
การแพรเชื้อมาลาเรียในประเทศไทยเปนการแพรเชื้อ

ตามฤดูกาลและมีการระบาดเปนคร้ังคราว อัตราการเกิดโรค
มาลาเรียตอประชากรพันคน (annual parasite incidence:
API) เทากับ 0.37 ในป พ.ศ. 2557 ตั้งแตปงบประมาณ พ.ศ.
2543 ผ ูปวยสวนใหญรอยละ 46.71 ติดเชื้อมาลาเรียชนิด
Plasmodium vivax ในป พ.ศ. 2557 จังหวัดกาญจนบุรีพบ
ผ ูปวยมากเปนอันดับ 8 ของประเทศ พบผ ูปวย 639 ราย
ลดลงจากป พ.ศ. 2556 ซ่ึงพบผ ูปวยจํานวน 1,245 ราย1

จากการที่ปจจุบันสถานการณของชนิดเชื้อมาลาเรีย
เปล่ียนแปลงไป โดยมีผ ูปวยมาลาเรียชนิด P. vivax เพิ่มขึ้น
มาก ทําใหจําเปนตองมกีารศกึษาเก่ียวกับการตดิเชือ้มาลาเรีย
ชนิดน้ีมากขึน้ เพราะทีผ่านมาการศกึษาเนนไปทีเ่ชือ้มาลาเรีย
ชนิด P. falciparum มากกวาเน่ืองจากเปนสาเหตุของการเกิด
โรคมาลาเรียชนิดรุนแรงและมีอาการแทรกซอน ทําใหมีการ
ศึกษากันมากทั้งเร่ืองประสิทธิภาพของยาชนิดตาง ๆ ที่ใช
รักษา เคร่ืองหมายโมเลกุลที่เก่ียวของกับการด้ือยา และ
ความแตกตางทางพันธุศาสตรประชากรของ P. falciparum
ในพื้นที่ตาง ๆ ของประเทศ แตการศึกษาเก่ียวกับ P. vivax
ยังมีนอย โดยเฉพาะการศึกษาดานพันธุศาสตรประชากร

ในชวงระยะเวลา 2 ปทีผ่านมาสถานการณโรคมาลาเรียที่
อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรีพบมีเชื้อมาลาเรียชนิด P.
vivax เพิ่มขึ้นมากกวา P. falciparum รอยละของผ ูปวย P.

vivax เพิ่มขึ้นอยางตอเน่ืองคือ รอยละ 33.2, 38.3, 39.1 และ
52.9 ในป พ.ศ. 2553-2556 ตามลําดับ นอกจากน้ียงัมรีายงาน
การด้ือยาของ P. vivax ตอยาคลอโรควินเกิดขึ้นที่อําเภอ
ไทรโยค จงัหวดักาญจนบรีุ2 ความเปล่ียนแปลงทีเ่กิดขึน้น้ีสวน
หน่ึงอาจเปนผลมาจากมกีารเปล่ียนแปลงลักษณะทางพนัธกุรรม
ของ P. vivax การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความ
แตกตางของลักษณะทางพนัธกุรรมของ P. vivax จากตวัอยาง
เลือดผ ูป วยติดเชื้อมาลาเรียในอําเภอไทรโยค จังหวัด
กาญจนบุรีเปรียบเทียบระหวางป พ.ศ. 2553 และ ป พ.ศ.
2556-2557

วิธีการศึกษา
ประชากรศึกษาเปนเชื้อมาลาเรียชนิด P. vivax ไดจาก

ผ ูปวยมาลาเรียชนิดเฉยีบพลันทีไ่มมอีาการแทรกซอน ตดิเชือ้
มาลาเรียชนิด P. vivax เพียงชนิดเดียว เปนผ ูปวยที่มารับ
บริการตรวจรักษาโรคมาลาเรียทีห่นวยควบคมุโรคตดิตอนําโดย
แมลงที่ 4.1.4 ตําบลล ุมส ุม อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบรีุ
ตัวอยางที่ไดแบงเปน 2 กล ุม คือกล ุมแรกเปน P. vivax
ที่ไดจากผ ูปวยระหวางป พ.ศ. 2553 และกล ุมที่สองไดจาก
ผ ูปวยระหวางป พ.ศ. 2556-2557
     ต ัวอยางที่นํามาศึกษาเปนตัวอยางเลือดเก็บบนกระดาษ
กรอง การเก็บตัวอยางทําโดยหยดเลือดผ ูป วยที่มีเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. vivax ลงบนกระดาษกรอง Whatman 3MM
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ขนาดของหยดเลือดมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 ซม.
รอจนเลือดแหงสนิทเอง หามใชความรอนทําใหหยดเลือด
แหง เก็บใสซองพลาสติกที่มีสารกันชื้น ปดซองใหสนิท เลือด
บนกระดาษกรองนํามาสกัดดีเอ็นเอใชตรวจหาเคร่ืองหมายไมโคร
แซทเทลไลทของ P. vivax ที่หองปฏิบัติการวิจัยชีวโมเลกุล
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏ
บานสมเด็จเจาพระยา

ดีเอ็นเอที่สกัดไดนํามาตรวจหาเคร่ืองหมายไมโครแซท
เทลไลทดวยวิธี nested polymerase chain reaction โดยใช
ไพรเมอร และ สีฟลูออเรสเซนตทีใ่ชตดิฉลากไพรเมอร ในการ
วิเคราะหเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27 และ
PV3.502 ใชไพรเมอรตามวิธีของ Imwong และคณะ3

แตเปล่ียนสีฟลูออเรสเซนตเปนสี PET แทน (ตารางที่ 1)
เมื่อไดชิ้นสวนดีเอ็นเอจากการเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสแลวนําไปวิเคราะหขนาดดวยการทําแคปล
ลาร่ีอิเล็กโทรโฟรีซีส (capillary electrophoresis) วัดขนาด
ของชิ้นสวนดวยการเทียบกับดีเอ็นเอขนาดมาตรฐานที่ติด
ฉลากสีฟลูออเรสเซนต ในการศึกษาน้ีการแยกขนาดชิ้นสวน
ดีเอ็นเอใชการตรวจดวยเคร่ือง Applied Biosystems Genetic
Analyzer (ABI PRISM 3730XL DNA Analyzer; Applied
Biosystems, Foster City, CA) อานผลดวยโปรแกรมสําเร็จรูป
GeneMapperv® 4.0 analysis (Applied Biosystem,
Foster city, California, USA)

การวิเคราะหขอมูลประกอบดวยสองสวนคือ 1) การ
วิเคราะหวาประชากรเชื้อทั้งสองกล ุมมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมแตกตางกันหรือไม และ 2) การทดสอบวาความ
แตกตางที่พบมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม ในสวนที่หน่ึง
ประกอบดวย 1.1) การวิเคราะหความถี่อัลลีล (allele fre-
quency) โดยความถี่ของอัลลีลแตละชนิดของแตละเคร่ือง
หมายไดจากการนับจํานวนอัลลีลแตละชนิด สรางกราฟแทง
แสดงการกระจายความถี่อัลลีลแตละชนิดของประชากรเชื้อ

ป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-2557 การศึกษาน้ีใชเฉพาะ
อัลลีล หลักในการหาคาความถีอั่ลลีล 1.2) คาคาดหวงัเฮเทอโร
ไซโกซิตี ้(expected heterozygosity; HE) ใชบอกความหลาก
หลายทางพันธุกรรมของยีนระหวางประชากร โดยจะบอกวา
โอกาสที่อัลลีลสองอัลลีลที่ไดจากตัวอยางจากการส ุมจาก
ประชากรมีความแตกตางกันหรือไม คา HE อย ูระหวาง 0 ถึง
1 คาที่ เข า ใกล 1 แสดงถึ งมี ความหลากหลายของ
ประชากรกล ุมน้ันมาก คา HE ไดจากการคํานวณโดยใช
โปรแกรม GenAlEx 6.54 และ 1.3) คาเฉล่ียจํานวนโคลนของ
การติดเชื้อพรอมกันหลายโคลน (multiplicity of infection:
mean MOI) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่ศึกษาเปน
เคร่ืองหมายทีม่เีพยีงสําเนาเดียวและเชือ้มาลาเรียระยะทีอ่ย ใูน
กระแสเลือดเปนแฮพลอยด (haploid) ดังน้ันการพบอัลลีล
มากกวาหน่ึงอัลลีลในแตละเคร่ืองหมายจึงหมายถึงมีการติด
เชื้อแบบผสมจีโนไทปหรือแบบหลายโคลน (mixed-geno-
type หรือ mixed-clone infection) การติดเชื้อหลายโคลน
พรอมกันเปนตัวชี้วัดระดับการแพรเชื้อในประชากร คา MOI
คือจํานวนอัลลีลที่มากที่สุดของเคร่ืองหมายที่พบจํานวน
อัลลีลมากที่สุดหาคา MOI ของประชากร P. vivax สองกล ุม
คือประชากรเชื้อในป พ.ศ. 2553 และประชากรเชื้ อป
พ.ศ. 2556-2557 เปรียบเทียบคา MOI ของประชากรเชื้อ
สองกล ุมน้ีโดยใช Mann-Whitney U test

2) การวัดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรสองกล ุมใช
Shannon Analysis โดยการหาคา Shannon’s mutual
information index (SHUA) จากคา  SHUA สามารถเปล่ียนเปน
log-likelihood contingency test G statistic ซ่ึงเปนสถิติ
ไคสแควรที่ใชทดสอบความแตกตางของความถี่อัลลีลของ
ตัวอยางจากแตละค ูข องกล ุม ประชากร กําหนดระดับ
นัยสําคัญทางสถิติที่ p < 0.05

ตารางที่ 1 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ตําแหนงบนโครโมโซม ไพรเมอรทีใ่ชตรวจ และขนาดค ูเบสของชิน้สวนปฏกิิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส

เคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท ลําดับเบสซ้ํา ไพรเมอร (5’ ไป 3’) โครโมโซมที่ ขนาดค ูเบส (ชวง)

PV3.27

PV3.502

AAAC

AACGGATG

F: AAGCTGCACTGAATTATGCT
R: TTCCAAATGTATGTGCAGTC
F:PET-  AGCACAAGCATATGCAAAA
F: CCATGGACAACGGGTTAG
R: TCCTACTCAGGGGGAATACT
F:PET- GTGGACCGATGGACCTAT

3

3

128
(85-240)

168
(128-265)
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ผลการศึกษา
           การวเิคราะหขอมลูไดเลือกเฉพาะตวัอยางทีส่ามารถตรวจพบ
ไมโครแซทเทลไลททั้งสองเคร่ืองหมายซ่ึงมีจํานวนตัวอยาง
รวม 73 ตัวอยาง เปนตัวอยางประชากรเชื้อป พ.ศ. 2553
จํานวน 42 ตัวอยาง และเปนตัวอยางประชากรเชื้อป พ.ศ.
2556-2557 จํานวน 31 ตวัอยาง การวเิคราะหขอมลูจากอัลลีล
หลัก (predominant allele) สวนจํานวนอัลลีลทั้งหมด คือ
อัลลีลหลักและอัลลีลรองจะนําไปวเิคราะหการตดิเชือ้พรอมกัน
หลายโคลน (multiplicity of infection)

ประชากรเชื้อในป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-2557
มีความหลากหลายของอัลลีลสูง จํานวนอัลลีลที่แตกตางกัน
ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27 และ PV3.502
เทากับ 12 และ 14 สําหรับประชากรเชื้อในป พ.ศ. 2553 และ
เทากับ 13 และ 12 สําหรับประชากรเชื้อป พ.ศ. 2556-2557
เมื่อคํานวณเปนจํานวนอัลลีลตอเคร่ืองหมาย (allele per
locus หรือ allelic richness) เทากับ 13 และ 12.5 อัลลีล
ตอเคร่ืองหมายตามลําดับ

ที่เคร่ืองหมาย PV3.27 ของกล ุมตัวอยางป พ.ศ. 2553
อัลลีลที่พบมากที่สุด 5 อันดับแรกคือ อัลลีลที่มีขนาด 101,
121, 105, 109 และ 113 ค ูเบส โดยพบรอยละ 16.7, 16.7,
14.3, 14.3 และ 11.9 ตามลําดับ (รูปที่ 1) รวมเปนรอยละ
73.9 ของตัวอยางทั้งหมด สวนตัวอยางป พ.ศ. 2556-2557
อัลลีลที่พบมากที่สุด 5 อันดับแรกคืออัลลีลขนาด 117, 97,
121, 105 และ 113 ค ูเบสโดยพบรอยละ 19.4, 12.9, 12.9,
9.7 และ 9.7 ตามลําดับ รวมเปนรอยละ 64.6 ของตัวอยาง
ทัง้หมด ทีน่าสังเกตคอืทีต่ําแหนง 101 พบเปนของเชือ้ป พ.ศ.
2553 มากกวาเชือ้ป พ.ศ. 2556-2557 มาก ในขณะทีต่ําแหนง
117 กลับพบเปนของเชื้อป พ.ศ. 2556-2557 มากกวา
อยางไรก็ตามเมื่อทดสอบความแตกตางของความถี่อัลลีล

โดยใชสถติิ G test ไมพบความแตกตางของความถีอั่ลลีลของ
ประชากรเชื้อกล ุมป พ.ศ. 2553 และ กล ุมป พ.ศ. 2556-2557
โดยมีคา G เทากับ 27.2 DF เทากับ 17 และ Chi square
probability เทากับ 0.055

ความถี่ อัลลีลของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท
PV3.502 (รูปที่ 2) ของกล ุมตวัอยางป พ.ศ. 2553 อัลลีลทีพ่บ
มากที่สุด 4 อันดับแรกคือ อัลลีลขนาด 152, 192, 168 และ
144 ค ูเบสโดยพบรอยละ 26.2, 19, 14.3 และ 9.5 ตามลําดับ
รวมเปนรอยละ 69 ของตัวอยางทั้งหมด สวนกล ุมตัวอยางป
พ.ศ. 2556-2557 อัลลีลที่พบมากที่สุด 4 อันดับแรก คือ
อัลลีลขนาด 160, 136, 208 และ 176 โดยพบรอยละ 22.6,
12.9, 12.9 และ 9.7 ตามลําดับ รวมเปนรอยละ 58.1 ของ
ตัวอยางทั้งหมด ที่นาสังเกตคือที่ตําแหนง 152 และ 192 พบ
เปนเชื้อของป พ.ศ. 2553 มากกวาเชื้อป พ.ศ. 2556-2557
มาก ในทางตรงกันขามทีต่ําแหนง 160 และ 208 กลับพบเปน
เชื้อป พ.ศ. 2556-2557 มากกวา เมื่อทดสอบความแตกตาง
ของความถี่อัลลีลระหวางประชากรเชื้อในป พ.ศ. 2553 และ
ป พ.ศ. 2556-2557 โดยสถิติ G test พบมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยมีคา G เทากับ 48.607 DF
เทากับ 16 และ Chi square probability <0.0001

การติดเช้ือมากกวาหนึ่งสายพันธ ุพรอมกัน (multiplicity of
infection)

การติดเชื้อมากกวาหน่ึงสายพันธ ุพรอมกัน (multiplicity
of infection: MOI) คํานวณแยกแตละเคร่ืองหมายและ
รวมทั้ งสองเคร่ืองหมายแสดงในตารางที่ 2 คา MOI
ของเคร่ืองหมาย PV3.27 เทากับ 2.35 เคร่ืองหมาย PV3.502
เทากับ 2.38 เมื่อรวมทั้งสองเคร่ืองหมาย คา MOI เทากับ
2.45 (ตารางที่ 2)

รูปที่ 1 ความถี่อัลลีลของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27
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พารามิเตอรที่แตกตางกันระหวางประชากรเชื้อป พ.ศ.
2553 และ ป พ.ศ. 2556-2557 อีกพารามิเตอรหน่ึง คือ
การตดิเชือ้พรอมกันมากกวาหน่ึงโคลนในการตดิเชือ้แตละคร้ัง
(multiplicity of infection: MOI) พบวาประชากรป พ.ศ. 2553
มีการติดเชื้อมากกวาหน่ึงโคลนมากกวาประชากรป พ.ศ.
2556-2557 เมื่อใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27
โดยมีรอยละของการติดเชื้อมากกวาหน่ึงโคลนในประชากรป
พ.ศ. 2553 และ ป พ.ศ. 2556-2557 เทากับรอยละ 38.1 และ
3.2 ตามลําดับ แตเมื่อใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท
PV3.502 พบรอยละของการติดเชื้อมากกวาหน่ึงโคลนใกล
เคียงกัน คือ รอยละ 42.9 และ 51.6 ตามลําดับ (ตารางที่ 3)
การติดเชื้อมากกวาหน่ึงโคลนของประชากรป พ.ศ. 2553
มากกวาประชากรป พ.ศ. 2556-2557 เล็กนอย โดยมีรอยละ
ของการติดเชื้อมากกวาหน่ึงโคลนเทากับรอยละ 54.8 และ
รอยละ 48.4 ตามลําดับ แตความแตกตางน้ีไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p = 0.174)

คาเฉล่ียเฮเทอโรไซโกซิตีค้าดหวงั (Expected heterozy-
gosity; HE) ของประชากรป พ.ศ. 2553 ทั้งสองเคร่ืองหมาย
มีคานอยกวาของประชากรป พ.ศ. 2556-2557 โดยมีคา HE
ของเคร่ืองหมาย PV3.27 และ PV3.502 ของประชากรป พ.ศ.

2553 เทากับ 0.898 และ 0.873 ตามลําดับ และเทากับ 0.925
และ 0.912 ตามลําดับ สําหรับประชากรป พ.ศ. 2556-2557
เมือ่คาํนวณรวมทัง้สองเคร่ืองหมายก็ยงัพบวาประชากรเชือ้ในป
พ.ศ. 2556-2557 มคีวามหลากหลายสูงกวาประชากรเชือ้ในป
พ.ศ. 2553 คือมีคาคาดหวังเฮเทอโรไซโกซิตี้เทากับ 0.886
(SE = 0.012) และ 0.918 (SE = 0.006) ในป พ.ศ. 2553 และ
ป พ.ศ. 2556-2557 ตามลําดับ (ตารางที่ 3) เมื่อรวมทั้งสอง
เคร่ืองหมายและรวมประชากรทัง้สองกล ุมมคีาคาดหวงัเฮเทอ
โรไซโกซิตี้เทากับ 0.902 (SE = 0.011) (ตารางที่ 3)

การทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรม
จากขอมูลความถี่อัลลีล คา MOI และคาคาดหวังเฮเทอ

โรไซโกซิตี้จะพบวามีความแตกตางของลักษณะทาง
พันธุกรรมของประชากรเชื้อป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-
2557 การทดสอบทางสถิติเพื่อทดสอบวาความแตกตางน้ี
มีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม เน่ืองจากเชื้อมาลาเรียระยะที่อย ู
ในกระแสเลือดเปนเชื้อระยะแฮพลอยด ดังน้ันการทดสอบ
ความแตกตางจะใช Shannon Analysis5,6 โดยใช Shannon’s
mutual information index (SHUA) ซ่ึงเปนวิธีการวัดความ
แตกตางระหวางกล ุมประชากร จาก SHUA สามารถเปล่ียนเปน

ตารางที่ 2 การติดเชื้อมากกวาหน่ึงสายพันธ ุพรอมกันของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27 และ PV3.502 ของ
ประชากรเชื้อ P. vivax ที่อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี

เคร่ืองหมาย

PV3.27
PV3.502

รวม

               1               2            3                         4                      6
จํานวนตัวอยางที่มีการติดเชื้อ 1-6 ชนิดพรอมกัน MOI

56 (76.7)
39 (53.4)
35 (47.9)

12 (16.4)
26 (35.6)
27 (37.0)

4 (5.5)
5 (6.9)
7 (9.6)

1 (1.4)
2 (2.7)
3 (4.1)

0
1 (1.4)
1 (1.4)

2.35
2.38
2.45

รูปที่ 2 ความถี่อัลลีลของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.502
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log-likelihood contingency test G statistic ซ่ึงเปนสถิติ
ไคสแควรที่ใชทดสอบความแตกตางของความถี่อัลลีลของ
แตละค ูของกล ุมประชากร

เมื่อทดสอบดวย Shannon Analysis พบวาประชากร
เชื้อป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-2557 มีการกระจายของ
อัลลีลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยที่เคร่ือง
หมาย PV3.27 มีคา G เทากับ 27.2, DF = 16, p = 0.039
เชนเดียวกับเคร่ืองหมาย PV3.502 มีคา G = 48.607, DF =
16, p<0.001 (ตารางที่ 4)

เมื่อศึกษาลักษณะของแฮปโพลไทป (haplotype)
โดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนง PV3.27
และ PV3.502 ของทั้งสองกล ุมประชากร P. vivax ในอําเภอ
ไทรโยค จงัหวัดกาญจนบรีุพบมแีฮปโพลไทปแตกตางกัน 57
แฮปโพลไทป มี 14 แฮปโพลไทปที่พบมากกวาหน่ึงคร้ัง

วิจารณ
      การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความแตกตางของ
ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อมาลาเรียชนิด P. vivax จาก
ตัวอยางเลือดผ ูป วยติดเชื้อมาลาเรียในอําเภอไทรโยค
จังหวัดกาญจนบุรีเปรียบเทียบระหวางป พ.ศ. 2553 และ
ป พ.ศ. 2556-2557 การทีต่องรวมผ ูปวยในป พ.ศ. 2556 และ
2557 เขาดวยกันเน่ืองจากปจจุบันจํานวนผ ูปวยลดนอยลง

มาก การเก็บจํานวนตัวอยางใหไดครบตามทีต่องการภายใน
ปเดียวไมสามารถทาํไดจงึจาํเปนตองเพิม่ระยะเวลาของการเก็บ
ตัวอยางไปถึงป พ.ศ. 2557

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทเปนเคร่ืองมือที่สําคัญ
อยางหน่ึงในการศึกษาความหลากหลายของประชากรเชื้อ
มาลาเรียชนิด P. vivax สามารถใชศึกษาวิวัฒนาการของเชื้อ
การเคล่ือนยายประชากรเชื้อ และการติดเชื้อหลายสายพันธ ุ
พรอม ๆ กัน การศึกษาคร้ังน้ีผ ูวิจัยใชเคร่ืองหมายไมโคร
แซทเทลไลทสองเคร่ืองหมายคือ PV3.27 และ PV3.502
ซ่ึงอย ูบนโครโมโซมที่ 3 ของ P. vivax เปนเคร่ืองหมายไมโคร
แซทเทลไลทที่มีการศึกษากันมาก มีผลการศึกษายืนยันวา
PV3.502 เหมาะกับการศกึษาความหลากหลายของประชากร
และ PV3.27 เหมาะกับการศึกษาการติดเชื้ อพรอมกัน
หลายโคลน7 การที่ใชเคร่ืองหมายที่มีผ ูวิจัยอ่ืน ๆ ศึกษา
มาแลวโดยใชเชื้อมาลาเรียจากพื้นที่ตาง ๆ กัน มีขอดีคือ
สามารถเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากหลายและ
ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อมาลาเรียในพื้นที่ตาง ๆ ที่มี
มาลาเรียชุกชุม

ลักษณะและความยาวของจํานวนซํ้า (motif and repeat
length) มคีวามสัมพนัธกับความหลากหลายของเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท7 motif ที่มีความยาวมากกวาจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมมากกวา และจํานวนเบสซํ้าที่
มากกวาก็จะมีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากกวา

ตารางที่ 3  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27 และ PV3.502

จํานวนตัวอยางทีว่ิเคราะห
จํานวนอัลลีลทีแ่ตกตางกนั
ตัวอยางที่มีการติดเชื้อมากกวา 1 โคลน
(รอยละ)
คาคาดหวังเฮเทอโรไซโกซิตี้ (HE)

42
12

38.1

0.898

42
12

42.9

0.873

42
-

54.8

0.886 (0.012)

31
14
3.2

0.925

31
13

51.6

0.912

31
-

48.4

0.918 (0.006)

73
-

52.1

0.902 (0.011)

   PV3.27           PV3.502 รวม    PV3.27           PV3.502 รวม

ประชากรเชื้อ  ป พ.ศ. 2553 ประชากรเชื้อ ป พ.ศ. 2556-2557
ประชากรเชื้อ
ทั้งหมดและ
รวมทั้งสอง
เคร่ืองหมาย

คาตัวเลขในวงเล็บคือคา standard error

ตารางที่ 4  การวิเคราะห Shannon Analysis ของเคร่ืองหมาย PV3.27 และ PV3.502 สําหรับการเปรียบเทียบ  ประชากร
P. vivax ของป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-2557 เปรียบเทียบทีละค ู

PV3.27
PV3.502

รวม

เคร่ืองหมาย

42
42
42

31
31
31

0.186
0.333
0.260

27.200
48.607

16
16

0.039
<0.001

sHua            G                         DF                   p-value
           2553       2556-7

ประชากรเชื้อในป พ.ศ.
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เชนเดียวกัน ลักษณะการเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของเคร่ือง
หมาย PV3.502 คือ AACGGATG ซ่ึงยาวกวาการเรียงตัว
ของนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย PV3.27 คือ AAAC จาก
การศึกษาน้ีพบวาความหลากหลายของประชากรเมื่อ
ใชเคร่ืองหมาย PV3.27 และ PV3.502 ใหผลความหลากหลาย
ใกลเคียงกัน โดยพบวาจํานวนอัลลีลตอเคร่ืองหมาย PV3.27
มจีํานวนมากกวาทีต่ําแหนง PV3.502 เล็กนอยคอืเทากับ 14
และ 13 ตามลําดับ คาคาดหวังเฮเทอโรไซโกซิตี้ที่ตําแหนง
PV3.27 มากกวาที่ตําแหนง PV3.502 เล็กนอยคือเทากับ
0.925 และ 0.912 ตามลําดับ แตตัวอยางที่มีการติดเชื้อ
มากกวาหน่ึงโคลนเมื่อคํานวณจากตําแหนง PV3.502 มีคา
มากกวาที่ตําแหนง PV3.27 คือพบรอยละ 51.6 และ 38.1
ตามลําดับ

พื้นที่อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี จัดเปนพื้นที่ที่มี
มาลาเรียเปนโรคประจําถิ่น การพบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของประชากร P. vivax สูงทั้งประชากรเชื้อป พ.ศ.
2553 และ ป พ.ศ. 2556-2557 จงึสอดคลองกับการศกึษากอน
หนาน้ีที่พบวาความชุกชุมของการแพรเชื้อมาลาเรียในพื้นที่
สอดคลองกับการมีความหลากหลายของประชากรเชื้อ
มาลาเรีย7

ประชากร P. vivax เมื่อศึกษาดวยเคร่ืองหมายไมโคร
แซทเทลไลท PV3.27 และ PV3.502 มีความหลากหลายสูง
เมื่อใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท PV3.27 หรือ
PV3.502 อยางใดอยางหน่ึงเพียงอยางเดียว พบวาเคร่ือง
หมายไมโครแซทเทลไลท PV3.502 ทําใหตรวจพบความ
หลากหลายไดมากกวาและทาํใหเหน็ความแตกตางของประชากร
P. vivax ในป พ.ศ. 2553 และ ป พ.ศ. 2556-2557 ไดมากกวา
การศกึษาน้ีพบวาอัตราการตดิเชือ้แบบหลายโคลนเทากับรอยละ
52.1 ซ่ึงต่ํากวาการศึกษาของ Imwong และคณะในป ค.ศ.
20073 ซ่ึงเทากับรอยละ 66 เล็กนอย การทีม่อัีตราการพบเชือ้
ซํ้าพรอมกันหลายโคลนนอยกวาอาจเกิดจากการที่ใชเคร่ือง
หมายไมโครแซทเทลไทลเพียงสองตําแหนง ในขณะที่ของ
Imwong และคณะ ใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทถึง 9
ตําแหนง นอกจากน้ีการศึกษาของ Imwong และคณะไมได
กลาวถึงวาตัวอยางเปน P. vivax จากจังหวัดใดของประเทศ
ไทย3

การคนพบที่ สําคัญที่สุดในการศึกษาน้ีคือการพบวา
ประชากร P. vivax ที่พบในป พ.ศ. 2553 และป พ.ศ. 2556-
2557 ทีอํ่าเภอไทรโยค จงัหวดักาญจนบรีุ มคีวามแตกตางกัน
ทางพนัธกุรรมเมือ่ศกึษาดวยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท
PV3.27 และ PV3.502 ความแตกตางน้ีอาจอธิบายการที่พบ
P. vivax ในพืน้ทีน้ี่เพิม่มากขึน้ จนมสัีดสวนชนิดเชือ้สูงกวาเชือ้
มาลาเรียชนิด P. falciparum อยางไรก็ตาม นอกจากปจจัย

ทางดานพันธุกรรมของเชื้อ P. vivax แลว ก็ยังไมสามารถตัด
ประเด็นเร่ืองความสําเร็จของการรักษาผ ูปวยมาลาเรียชนิด P.
falciparum ไดดวยยาทีม่ปีระสิทธภิาพสูงกล ุมอนุพนัธ อารตมิิ
ซินิน ซ่ึงทําใหสัดสวนของผ ูปวยมาลาเรียชนิด P. falciparum
ลดนอยลง

การที่มีการแพรเชื้อสูง การมีเชื้อที่ซอนอย ูในตับที่ทําให
เชื้อกลับซํ้าชนิดรีแลปส และการมีภูมิค ุมกันเปนสาเหตุทําให
ผ ูติดเชื้อมีการติดเชื้อแบบหลายโคลน8 การเกิด sexual
recombination จะเกิดไดในยุงที่ไดเชื้อระยะแกมมีโตไซต
(gametocyte) ของเชื้อตางโคลนกัน ซ่ึงมีโอกาสเกิดไดมาก
ถายุงกินเลือดจากผ ูที่ติดเชื้อหลายโคลน ยุงพาหะมาลาเรีย
อาจมีเชื้อมาลาเรียหลายโคลนในตัวเดียวกันซ่ึงสามารถแพร
เชื้อมาลาเรียหลายโคลนน้ีพรอมกันเมื่อกัดคนแมเพียง
คร้ังเดียว8, 9

เปนที่ทราบกันดีวาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท
เปนเค ร่ืองมือที่ ดี ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเพราะมีความผันแปรสูง มีความจําเพาะตอ
ตําแหนงและไมเก่ียวของกับภูมิค ุมกันของโฮสต10 ผลการ
ศึกษาน้ีพบวาแมจะใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท
เพียงสองตําแหนงคือ PV3.27 และ PV3.502 ก็สามารถบอก
ความแตกตางของเชือ้มาลาเรียทีเ่กิดขึน้ในชวงเวลาตางกันได
ขอมูลน้ีเปนขอมูลพื้นฐานเพื่อใชทําแผนที่แสดงระบาดวิทยา
ของ P. vivax ในจงัหวดักาญจนบรีุ และสามารถใชสรางโมเดล
เพื่อทํานายแหลงกําเนิดของ P. vivax ไดเมื่อมีการศึกษาตอ
เน่ืองตอไป ขอมลูโครงสรางพนัธกุรรมของเชือ้มาลาเรียน้ีจะมี
ประโยชนเมื่อมีการระบาดของโรคมาลาเรีย และตองการหา
แหลงกําเนิดของเชื้อมาลาเรียที่กลับมาใหมในพื้นที่ วิธีน้ี
สามารถใชเพื่อสนับสนุนวิธีการทางระบาดวิทยาเพื่อการ
ปองกันและควบคุมโรคมาลาเรีย

กิตติกรรมประกาศ
การศึกษาคร้ังน้ีจะประสบความสําเร็จไมไดเลยหาก

ไมไดรับความอนุเคราะหจากคุณวิทยา สายพรมสุด หัวหนา
หนวยควบคุมโรคติดตอนําโดยแมลงที่ 4.1.4 ตําบลล ุมส ุม
อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี และเจาหนาที่มาลาเรีย
คลินิกที่ชวยเหลือในการเก็บรวบรวมตัวอยางเลือดผ ูปวย
มาลาเรียที่ใชในการศึกษาคร้ังน้ี

ขอขอบคุณ นางสาววิรัชดา ศิริรัตน นิสิตสาขาวิชา
เทคนิคการแพทย คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
มหาวิทยาลัยราชภัฏบานสมเด็จเจาพระยา ที่ชวยงาน
หองปฏิบัติการโมเลกุล สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทย
ทหารฝายสหรัฐ (AFRIMS) ที่ใหความอนุเคราะหเคร่ืองมือ
วัสดุ และอุปกรณที่ใชในการปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการ
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โมเลกุลและมหาวิทยาลัยราชภัฏบานสมเด็จเจาพระยา ที่ให
การสนับสนุนเงินทุนสําหรับการศึกษาคร้ังน้ี
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