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Abstract
Malaria affects 40% of people worldwide. Plasmodium knowlesi is found in Macaca 

fascicularis in Southeast Asian countries and can be transmitted to humans. Cytochrome c 

oxidase subunit 1 gene (cox1) is an important mitochondrial DNA encoding important protein 

subunits in the cellular respiratory process. Cox1 is commonly used to identify species and study 

the evolution of living beings. The objective of this research is to study of genetic diversity and 

genetic relationship of Mitochondrial cox1 gene of Plasmodium knowlesi in Thailand. In this 

research, forty DNA samples were collected from 11 provinces in Thailand and confirmed as  

P. knowlesi. Cox1 gene was used as the DNA target for amplification by PCR. The phylogenetic 

tree was constructed from nucleotides sequence data of cox1 gene to classify P. knowlesi cluster 

in Thailand by using the Maximum Parsimony method. The correlations between clusters and 

patient data, residential area, and parasite density were analyzed. The results showed that the 

phylogenetic tree can divide P. knowlesi into 13 clusters (Cluster I-XIII). Cluster I (8 isolates), 

Cluster II (7 isolates), Cluster III (3 isolates), Cluster IV (1 isolate), Cluster V (4 isolates),  

Cluster VI (1 isolate), Cluster VII (3 isolates), Cluster VIII (1 isolate), Cluster IX (1 isolate), 

Cluster X (3 isolates), Cluster XI (2 isolates), Cluster XII (1 isolate), and Cluster XIII (5 isolates). 

There were more males infected with P. knowlesi (35 males) than females (5 females). The age 

group infected with P. knowlesi < 40 years old was 15 persons and age group ≥ 40 years old 
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was 25 persons. Thirty-nine persons are Thai and 1 person is Myanmar. Twenty-six patients 

from 33 patients have parasite density < 10,000 /µL of blood and 7 patients have parasite  

density ≥ 10,000 /µL of blood. In conclusion, P. knowlesi were divided into 13 clusters. The 

parasites in the same clusters are similar in genetics and most isolates in different areas have 

different nucleotide sequences. This research is preliminary data of molecular epidemiology of  

P. knowlesi in Thailand. This data can be applied in public health and planning for malaria 

control and malaria eradication in Thailand.
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การศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
ยีน Mitochondrial Cytochrome c Oxidase Subunit 1 (cox1) 

ของเชื้อ Plasmodium knowlesi ในประเทศไทย
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บทคััดย่่อ
ผู้ติดเช้ือมาลาเรยีท่ัวโลกมีประมาณรอ้ยละ 40 ของประชากรโลก Plasmodium knowlesi เปน็

เชื้อมาลาเรียท่ีพบในลิงแสมท่ีอาศัยในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และสามารถติดต่อมาสู่คน ยีน  

cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) เป็นยีนท่ีอยู่ในไมโทคอนเดรีย ซ่ึงสร้างโปรตีนท่ีมีความสำ�คัญใน

กระบวนการหายใจระดับเซลล์ และนิยมนำ�มาใช้ในการระบุชนิดและศึกษาทางด้านวิวัฒนาการของสิ่งมี

ชีวิต วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน  

cox1 ของเช้ือ Plasmodium knowlesi ในประเทศไทย งานวิจัยน้ีใช้ตัวอย่าง DNA ของเช้ือ  

P. knowlesi จำ�นวน 40 ตัวอย่างจาก 11 จังหวัดในประเทศไทยมาศึกษาด้วยเทคนิค PCR โดยมี cox1 

เป็นยีนเป้าหมาย หลังจากนั้น นำ�ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 มาสร้างต้นไม้สายวิวัฒนาการ 

(phylogenetic tree) ด้วยวิธี Maximum Parsimony ในการแบ่งกลุ่ม P. knowlesi ในประเทศไทย และ

วิเคราะห์ร่วมกับประวัติผู้ป่วย ถิ่นที่อยู่อาศัย อาชีพ และความหนาแน่นของเชื้อเพื่อหาความสัมพันธ์กับ

กลุ่มของเช้ือ ผลการวิจัยสามารถแบ่งกลุ่มเช้ือ P. knowlesi ได้เป็น 13 คลัสเตอร์ (I-XIII) ได้แก่  

Cluster I (8 ไอโซเลท), II (7 ไอโซเลท), III (3 ไอโซเลท), IV (1 ไอโซเลท), V (4 ไอโซเลท), VI  

(1 ไอโซเลท), VII (3 ไอโซเลท), VIII (1 ไอโซเลท), IX (1 ไอโซเลท), X (3 ไอโซเลท), XI (2 ไอโซเลท), 

XII (1 ไอโซเลท) และ XIII (5 ไอโซเลท) พบเพศชายติดเช้ือ P. knowlesi มากกว่าเพศหญิง โดยเป็น

เพศชาย 35 คน เพศหญิง 5 คน กลุ่มอายุการติดเช้ือ P. knowlesi แบ่งเป็นกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี  

15 คน และมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปีขึ้นไป 25 คน สัญชาติไทย 39 คน สัญชาติพม่า 1 คน ผู้ป่วยที่มี

ข้อมูลความหนาแน่นของเชื้อจำ�นวนทั้งหมด 33 คน มีความหนาแน่นของเชื้อในเลือดน้อยกว่า  10,000 

ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 26 คน และกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความหนาแน่นของเช้ือในเลือดมากกว่าหรือเท่ากับ  

10,000 ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 7 คน สรุปผลการจําแนกเชื้อ P. knowlesi พบว่ามี 13 คลัสเตอร์ เชื้อ

ในแต่ละคลัสเตอร์มีความใกล้เคียงกันทางด้านพันธุศาสตร์และเชื้อส่วนใหญ่ในพื้นท่ีต่างกันน้ันมีลําดับ 
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นิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีแตกต่างกันออกไป ผลการวิจัยน้ีเป็นข้อมูลทางระบาดวิทยาทางชีวโมเลกุล 

เบื้องต้นของเช้ือ P. knowlesi ท่ีแพร่ในแต่ละพื้นท่ีในประเทศไทย ซึ่งมีประโยชน์ต่องานทางด้าน

สาธารณสุข การวางแผนควบคุมและกำ�จัดโรคมาลาเรียในประเทศไทย 

คำ�สำ�คัญ:  คลัสเตอร์, Cox1, Maximum Parsimony (MP), ต้นไม้สายวิวัฒนาการ, P. knowlesi
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บทนำ�
Plasmodium knowlesi เปน็เชือ้มาลาเรยี

ท่ีพบในลิงแสม (Macaca fascicularis) ที่อาศัย

ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และสามารถติดต่อ

สู่คนได้โดยมียุงก้นปล่องหลายสายพันธุ์เป็นพาหะนํา

เช้ือ  P. knowlesi เปน็เช้ือมาลาเรยีท่ีตดิตอ่สูค่นเปน็

ลำ�ดบัท่ี 5(1, 2) ความรนุแรงของโรคของผูป้ว่ยท่ีตดิเช้ือ 

P. knowlesi ขึ้นกับหลายปัจจัย และมีอาการแสดง 

คือ อาการไข้รุนแรง อาการแทรกซ้อน เช่น ไตวาย 

และเม็ดเลือดแดงแตก อาการและภาวะแทรกซ้อนที่

รุนแรงเกิดได้เนื่องจากเชื้อชนิดนี้มีระยะ erythro-

cytic cycle สั้นเพียง 24 ชั่วโมง P. knowlesi จะ

แบ่งตัวในเม็ดเลือดแดงของผู้ป่วยและแตกออกเพ่ือ

เข้าสู่เม็ดเลือดแดงเซลล์ใหม่ทุกวัน จึงทําให้ผู้ป่วยที่

ไม่ ได้รับการรักษามีอาการและภาวะแทรกซ้อนที่

รุนแรงใกล้เคียงกับการติดเชื้อ P. falciparum  

รายงานการติดเชื้อ P. knowlesi ในคนครั้งแรกที่รัฐ

ซาราวกั ประเทศมาเลเซยี หลงัจากนัน้พบการตดิเช้ือ

ในหลายประเทศในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

ได้แก่ ประเทศจีน มาเลเซีย เมียนมา เวียดนาม 

สิงคโปร์ อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และบรูไน พื้นที่ใน

ประเทศไทยท่ีพบการติดเช้ือ P. knowlesi คือ 

จังหวัดชายแดน โดยเฉพาะบริเวณท่ีเป็นภูเขาสูง  

ป่าทึบ และมีแหล่งน้ำ�ลำ�ธารอันเป็นแหล่งแพร่พันธุ์

ของยุง ก้นปล่อง จังหวัดที่พบผู้ป่ วย ท่ีติดเ ช้ือ  

P. knowlesi ส่วนใหญ่ ได้แก่ จังหวัดชายแดนไทย-

มาเลเซีย ชายแดนไทย-กัมพูชา และชายแดนไทย-

เมียนมา รายงานในประเทศไทยพบเช้ือนี้ ในลิงท่ี

จงัหวัดนราธวิาส สำ�หรบัจงัหวดัทีม่รีายงานการพบเช้ือ

ชนิดนี้ในคน ได้แก่ ตาก ประจวบคีรีขันธ์ ยะลา 

นราธิวาส จันทบุรี(3) ระนอง(4) และสระบุรี(5) 

Cytochrome c oxidase subunit 1 gene (cox1) 

คือยีนท่ีพบในไมโทคอนเดรียซ่ึงลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ 

มีความแตกต่างในสิ่งมีชีวิตต่างชนิดมากกว่าใน 

ชนดิเดยีวกัน การเปรยีบเทียบลำ�ดบันวิคลีโอไทดท์ำ�ได้

ง่าย เนือ่งจากมกีาร insertion และการ deletion ของ

นิวคลีโอไทด์น้อย จึงสามารถนำ�ยีน cox1 มาใช้ระบุ

ชนิดและจำ�แนกชนิดความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด(6-8) ปี ค.ศ. 1989 ได้มีการ

ศึกษาเก่ียวกับ mitochondrial DNA (mtDNA)  

พบว่ามีความเหมาะสมท่ีจะเป็น genetic marker 

สำ�หรบัการศกึษาทางสายวิวัฒนาการ (phylogenetic)  

เพราะว่า mitochondrial genes มีวิวัฒนาการที่

รวดเร็วกว่า nuclear gene นอกจากนี้ mtDNA  

ไม่ได้มีการรวมตัวกันใหม่ จึงง่ายต่อการสืบทอดทาง

พันธุกรรมจากแม่สู่ลูก(9) การศึกษาในประเทศ

มาเลเซียเก่ียวกับลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 

ของ P. knowlesi แตล่ะไอโซเลท พบวา่สามารถแยก

ความแตกตา่งของท่ีมาของเช้ือได้โดยเปรยีบเทียบกับ

เชื้อท่ีมาจากประเทศมาเลเซีย ในปี ค.ศ. 1960,  

รัฐซาราวัก บนเกาะบอร์เนียวและประเทศไทย ซึ่ง 

ผลการศึกษาครั้งนี้แสดงว่ายีน cox1 เป็นตัวบ่งช้ีท่ี 

เหมาะสมสำ�หรับการศึกษา phylogenetic ของ  

P. knowlesi(6) การศึกษาท่ีประเทศสิงคโปร์ได้มี

การนำ�ยีน cox1 มาใช้ในการแยกกลุ่ม P. knowlesi 

โดยสามารถแบง่ไดเ้ปน็ 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ เชือ้จากประเทศ

สิงคโปร์ มาเลเซีย (รัฐซาราวัก) และไทยโดยใช้การ

วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  

cox1 ซึง่สามารถแยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมใน

แต่ละพื้นที่ได้(7)  

ปัจจุบันการศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเช้ือ P. knowlesi ที่ตำ�แหน่งยีน  

cox1 และความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลของผู้ป่วยท่ี 

ติดเชื้อ P. knowlesi กับกลุ่มของ P. knowlesi ใน

ประเทศไทยยงัมีไมม่ากนกั งานวิจยันีจ้งึมวัีตถุประสงค์

เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ  

P. knowlesi ในประเทศไทย โดยเเบง่กลุม่ดว้ยตน้ไม้

สายวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของยีน cox1
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และหาความสัมพันธ์ของข้อมูลผู้ป่วยกับกลุ่ม  

P. knowlesi โดยข้อมลูผูป้ว่ยประกอบดว้ย เพศ อาย ุ

parasite density ในเลือด ถิ่นที่อยู่อาศัย อาชีพ และ

เชื้อชาติ ซึ่งจะเป็นข้อมูลเบื้องต้นเก่ียวกับกลุ่มของ  

P. knowlesi ท่ีพบในประเทศไทยและข้อมูลของ 

ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ P. knowlesi ซึ่งจะเป็นประโยชน์

อย่างยิ่งในทางระบาดวิทยา

วัสดุและวิธีการ
1. การเก็บตัวอย่าง

เก็บตัวอย่าง DNA ที่เหลือจากการส่งมา

ตรวจยืนยันเชื้อ P. knowlesi มาวิเคราะห์ด้วยวิธี 

real-time PCR ท่ีศูนย์อ้างอิงทางห้องปฏิบัติการ 

โรคติดต่อนำ�โดยแมลง กองโรคติดต่อนำ�โดยแมลง  

กรมควบคุมโรค โดย DNA ดังกล่าวสกัดมาจากหยด

เลือดแห้งบนกระดาษกรอง โดยใช้ชุดสกัด Qiagen 

DNA mini kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีในคูม่อื

ของชุดน้ำ�ยาแล้วนำ�ดีเอ็นเอที่สกัดได้เก็บท่ีอุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส โดยเก็บรวบรวมตั้งแต่ เดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2561 - ตุลาคม พ.ศ. 2564 งานวิจัยนี้

ผ่านการรับรองจริยธรรมการทำ�วิจัยในคนของ

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขที่หนังสือรับรอง COE 

No. 014/2564 การรบัรองความปลอดภัยทางชีวภาพ

ของมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขท่ีหนังสือรับรอง 

079/2564 และการขออนุญาตจากผู้อำ�นวยการกอง

โรคติดต่อนำ�โดยแมลงเพื่อขอใช้ DNA ท่ีเหลือจาก

การสง่มาตรวจยนืยนัเชือ้ P. knowlesi ทีศ่นูยอ์า้งองิ

ทางห้องปฏิบัติการโรคติดต่อนำ�โดยแมลง กองโรค

ติดต่อนำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค เลขท่ีหนังสือ

รับรอง สธ0411.5/68

2. การทำ�ปฏิกิริยา PCR ต่อยีน cox1 

การทำ � PCR สำ �หรับยีน cox1 ใ ช้  

primer PK COX1F (5’-GACATTACCTGTAT-

TAAC-3’) และ PK COX1R (5’-GGTA-

AGAATGTTAAAACA-3’) ซึ่งดัดแปลงมาจาก

วิธีของ Fong et al., 2011(6) โดยยีน cox1 ที่ใช้ 

เป็น reference sequence ในการออกแบบ primer 

ดังนี้ โดยมี GenBank accession number แสดงใน

วงเลบ็ P. knowlesi mosquito isolate (AY722797), 

P. knowlesi monkey isolate (AB444106),  

P. knowlesi human isolate (AB444108)  

Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 

(EU880446), P. knowlesi KH176 (EU880454), 

P. knowlesi KH229 (EU880458), P. knowlesi 

KH381 (EU880465), P. knowlesi KH433 

(EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), 

P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi 

LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 

(EU880489), P. knowlesi LT57 (EU880498) 

และ Thailand P. knowlesi A1 (AY598141)  

ตำ�แหน่งที่ 3,901-4,561 ความยาว 660 bp โดยใช้

น้ำ�ยา Alltaq Master mix (Qiagen, Germany)  

ในการเตรียมปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ประกอบ

ด้วย Alltaq Master mix  5 ไมโครลิตร Primer PK 

COX1F ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร  

1 ไมโครลิตร Primer PK COX1R ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Master mix 

tracer 0.16 ไมโครลิตร Rnase-free water 7.84 

ไมโครลิตร DNA 5 ไมโครลิตร และใช้ PCR  

conditions ดังนี้ Initial denaturation 95  

องศาเซลเซียส นาน 2 นาที Denaturation 95 

องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที Annealing 55  

องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที และ Extension 72 

องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที ส่วนกรณีที่ทำ� PCR 

เพ่ือใช้ในการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

จะเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร  

นำ�เข้าเคร่ือง PCR  (Biorad T100 thermal cycler, USA)
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3. การแยก DNA ด้วยวิธี Gel electrophoresis

นำ� PCR Product ที่ได้มาแยกบน agarose 

gel โดยวธีิ agarose gel electrophoresis โดยใช้ 2% 

agarose gel ในบัฟเฟอร์ 1%TBE และใช้ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที โดยใช้ SYBR 

Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) ในการ

ย้อมแถบ PCR Product แล้วนำ�ไปถ่ายภาพและวิเคราะห์

ผลเจลโดยใช้เครื่อง Gel documentation system

4. การหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 (DNA 

sequencing)

หาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี dye terminator 

โดยสง่ PCR product ไปทำ� DNA sequencing แล้ว

นำ�ผล cox1 sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบกันใน

แต่ละไอโซเลท รวมทั้งเปรียบเทียบกับข้อมูล cox1 

sequence ของเช้ือ P. knowlesi ใน GenBank โดย

ใช้โปรแกรม ClustalW จากโปรแกรม Bioedit 

เวอร์ชัน 7.2 (https://bioedit.software.informer.com)

5. การสร้าง Phylogenetic tree 

สร้าง phylogenetic tree โดยใช้วิธี  

Maximum Parsimony (MP) จากโปรแกรม 

MEGA เวอรช์นั 11 (https://www.megasoftware.

net/) ที่ระดับความเชื่อมั่น 1,000 bootstraps

6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนา 

(descriptive statistic) 

ผลการวิิจััย  
ตัวอย่างเชื้อ P. knowlesi ท้ังหมด 40 

ตัวอย่าง เก็บจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย ได้แก่ 

ชุมพร สุราษฎร์ธานี ระนอง สงขลา พังงา ยะลา สตูล 

ตราด จันทบุรี ราชบุรี และอุทัยธานี (Fig. 1)

การเพิม่ปรมิาณยนี  cox1 โดยอาศยัปฏิกริยิา PCR

ผลการทำ� PCR โดยใช้ primer ที่จำ�เพาะ

ต่อยีน cox1 ของเช้ือ P. knowlesi พบ PCR  

product ขนาดประมาณ 660 bp ดังแสดงใน Fig. 2

นำ�ผล DNA sequencing ของยีน  

cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ไปทํา multiple  

nucleotide alignment โดยนำ�ลำ�ดบันวิคลีโอไทดข์อง

ยีน cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ไอโซเลทที่  

1-41 แต่ไม่ได้นำ�ไอโซเลทที่ 27 มาใช้ในการทำ�  

multiple alignment ด้วย เพราะผล sequence ที่

ได้ไม่ชัดเจน และ outgroup ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งท่ี 

1-600 โดยใช้โปรแกรม ClustalW จากโปรแกรม 

Bioedit เวอร์ชัน 7.2 (https://bioedit.software.

informer.com) โดยได้แสดงผลการทำ� multiple 

nucleotide alignment ของตำ�แหน่งที่ 1-100 ไว้ 

ดังแสดงใน Fig. 3 ซึ่งเห็นได้ว่าแต่ละไอโซเลทของ

เชื้อ P. knowlesi ในคลัสเตอร์เดียวกันมีความ 

เหมือนกันของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์สูง

นำ�ผล multiple nucleotide alignment  

มาสร้าง phylogenetic tree โดยใช้ โปรแกรม  

MEGA 11 ด้วยวิธี Maximum Parsimony (MP) 

ในการคํานวณความเชื่อมั่น 1,000 bootstraps ได้ผล

ดังแสดงใน Fig. 3 สามารถแบ่ง P. knowlesi ได้เป็น 

13 คลัสเตอร์ (คลัสเตอร์ I-XIII) โดยคลัสเตอร์ I พบ 

8 ตวัอยา่ง (OQ779218, OQ779214, OQ779198, 

OQ779207, OQ779229, OQ779225, OQ779210 

และ OQ779230) คลัสเตอร์ II พบ 7 ตัวอย่าง 

(OQ779206, OQ779208, OQ779228, 

OQ779226, OQ779223, OQ779209 และ 

OQ779222) คลัสเตอร์ III พบ 3 ตัวอย่าง 

(OQ779201, OQ779212 และ OQ779213) 

คลัสเตอร ์IV พบ 1 ตวัอยา่ง (OQ779196) คลัสเตอร ์

V พบ 4 ตัวอย่าง (OQ779205, OQ779211, 

OQ779219 และ OQ779221) คลัสเตอร์ VI พบ 
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1 ตัวอย่าง (OQ779203) คลัสเตอร์ VII พบ 3 

ตัวอย่ าง (OQ779193, OQ779215 และ 

OQ779217) คลัสเตอร์ VIII พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779200) คลัสเตอร์ IX พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779199) คลัสเตอร์ X พบ 3 ตัวอย่าง 

(OQ779194, OQ779197 และ OQ779216) 

คลัสเตอร์ XI พบ 2 ตัวอย่าง (OQ779191 และ 

OQ779192) คลัสเตอร์ XII พบ 1 ตัวอย่าง 

(OQ779224) คลัสเตอร์ XIII พบ 5 ตัวอย่าง 

(OQ779195, OQ779202, OQ779204, 

OQ779220 และ OQ779223) โดย P. knowlesi 

แต่ละคลัสเตอร์มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกันแต่

แตกตา่งจากนอกกลุม่ คอื เช้ือ P. fragile, P. vivax, 

P. cynomolgi, P. inui, P. fieldi และ P. coatneyi

จากการศึกษาข้อมูลของผู้ป่วยที่ติดเช้ือ P. 

knowlesi พบเพศชายตดิเช้ือ P. knowlesi มากกวา่

เพศหญิง โดยแยกเป็นเพศชาย จำ�นวน 35 คน เพศ

หญิง จํานวน 5 คน คิดเป็นร้อยละ 87.5 และ 12.5 

ตามลาํดบั คลัสเตอรท่ี์พบในเพศชาย ไดแ้ก ่คลสัเตอร ์

I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII และ 

XIII ส่วนคลัสเตอรท์ีพ่บในเพศหญงิ ไดแ้ก่ คลสัเตอร ์

I, II, III, VII, XI และ XIII คลัสเตอร์ที่พบร่วมกัน

ในเพศชายและหญิง คือ คลัสเตอร I, II, III, VII, XI 

และ XIII กรณีแบ่งกลุ่มอายุที่มีการติดเช้ือ P. 

knowlesi เป็นกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี และกลุ่ม

อายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี กลุ่มอายุน้อยกว่า  

40 ปี มีจำ�นวน 15 คน (ร้อยละ 37.5) โดยมีช่วงอายุ

ตั้งแต่ 19-38 ปี มีค่ามัธยฐาน (median) อยู่ที่ 32 ปี 

และอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี มีจำ�นวน 25 คน 

(ร้อยละ 62.5) โดยมีช่วงอายุตั้งแต่ 40-78 ปี  

มีค่ามัธยฐาน (median) อยู่ที่ 52 ปี คลัสเตอร์ที่พบ

ในกลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี ได้แก่ คลัสเตอร์ I, II, III, 

IV, V, VI และ VII กลุ่มอายุมากกว่าหรือเท่ากับ  

40 ปี อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, V, VI, VII, VIII, X, 

XI, XII และ XIII คลัสเตอร์ท่ีพบท้ังสองกลุ่ม 

ร่วมกัน ได้แก่ I, II, III, V, VI และ VII กรณีแบ่งตาม

สัญชาติ จะแบ่งเป็นผู้ป่วยสัญชาติ ไทย 39 คน  

(ร้อยละ 97.5) โดยคลัสเตอร์ท่ีพบในผู้ป่วยสัญชาติไทย 

ได้แก่ คลัสเตอร์ I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, 

X, XI, XII และ XIII และสัญชาติพม่า 1 คน  

(ร้อยละ 2.5) คลัสเตอร์ที่พบในผู้ป่วยสัญชาติพม่า 

ได้แก่ คลัสเตอร์ IV 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีผู้ป่วยท่ีมีข้อมูลความ

หนาแน่นของเชื้อ จำ�นวน 33 คนจากผู้ป่วยทั้งหมด 

40 คน โดยแบง่เปน็กลุม่ผูป้ว่ยท่ีมคีวามหนาแนน่ของ

เชื้อน้อยกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตรจำ�นวน 26 คน 

(ร้อยละ 78.8) มีช่วงความหนาแน่นของเช้ือ 512- 

8,557 ต่อไมโครลิตรของเลือด มีค่ามัธยฐาน  

(median) อยู่ที่ 4,166 ต่อไมโครลิตรของเลือด  

อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, X, 

XI, XII และ XIII และพบกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความ 

หนาแนน่ของเช้ือในเลอืดมากกว่าหรอืเท่ากบั 10,000 

ต่อไมโครลิตร จำ�นวน 7 คน (ร้อยละ 21.2) โดยมี 

ช่วงความหนาแน่นของเชื้อในเลือดตั้งแต่ 10,000- 

98,716 ต่อไมโครลิตร มีค่ามัธยฐาน (median)  

อยู่ที่ 11,804 ต่อไมโครลิตร อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, V 

และ XIII อยู่ในคลัสเตอร์ร่วมกัน ได้แก่ I, II, V และ 

XIII ดังแสดงใน Table 1.

จากการศึกษาแหล่ง ท่ีมาของเชื้ อ P. 

knowlesi พบว่ามาจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย 

ได้แก่ จังหวัดสงขลา (n = 10) คิดเป็นร้อยละ 25 พบ

ผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, 

VII, X และ XI จังหวัดชุมพร (n = 9) คิดเป็น 

ร้อยละ 22.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I, V, VII, VIII และ XIII จังหวัดตราด 

(n = 7) คิดเป็นร้อยละ 17.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. 

knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, IX และ 

XIII จังหวัดระนอง (n = 5) คิดเป็นร้อยละ 12.5 พบ
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ผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, VII, 

X, XII และ XIII จังหวัดพังงา (n = 3) คิดเป็น 

ร้อยละ 7.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I และ II จังหวัดยะลา (n = 1) คิดเป็น 

ร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน  

คลัสเตอร์ III จังหวัดสตูล (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 

พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ XI 

จังหวัดสุราษฎร์ธานี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5  

พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ VI 

จังหวัดจันทบุรี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วย

ติดเช้ือ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ II จังหวัด

อุทัยธานี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วย 

ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ V และจังหวัด

ราชบุรี (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 พบผู้ป่วยติดเชื้อ 

P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I ดังแสดงใน Table 

2. และ Fig. 1

ผู้ป่วยประกอบอาชีพทำ�สวนยางเป็นส่วน

ใหญ่ (n = 21) คิดเป็นร้อยละ 52.5 และติดเช้ือ  

P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ I, II, III, IV, VII, 

IX, X, XI และ XIII อาชีพทำ�สวนผลไม้ (n = 8) 

คิดเป็นร้อยละ 20.0 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ใน

คลัสเตอร์ I, II, V, VII, VIII และ XIII อาชีพรับจ้าง 

(n = 4) คิดเป็นร้อยละ 10.0 อยู่ในคลัสเตอร์ I, II 

และ XII อาชีพทหาร/ตำ�รวจ (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 

2.5 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ ในคลัสเตอร์ V  

อาชีพพระ/สามเณร (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5  

ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ V อาชีพทำ�ไร่

อ่ืนๆ (n = 1) คิดเป็นร้อยละ 2.5 ติดเช้ือ P. knowlesi 

อยู่ในคลัสเตอร์ X และอาชีพอื่นๆ (n = 4) คิดเป็น

ร้อยละ 10.0 ติดเชื้อ P. knowlesi อยู่ในคลัสเตอร์ 

I และ VI ดังแสดงใน Table 3.

ผลการทำ� phylogenetic tree ของเช้ือ  

P. knowlesi โดยใช้ยีน cox1 เป็นยีนเป้าหมาย 

เทียบกับข้อมูลจาก GenBank (Fig. 3) พบว่า cox1 

จากการศกึษานีม้คีวามคล้ายคลึงกับ Accession number 

KT900795.1 Peninsular Malaysia ลำ�ดับเบส

ตำ�แหน่งท่ี 401-1061 และ KT900794.1 Peninsular 

Malaysia ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งที่ 401-1061 และเมื่อ

นำ�มาเทียบกับตัวอย่างจากการศึกษาของ Fong  

และคณะ ในปี ค.ศ. 2010(6) ได้แก่ PkUMMC1, 

PkUMMC5, PkUMMC9 และยีน cox1 ที่ใช้ 

เป็น reference sequence คือ P. knowlesi  

mosquito isolate (GenBank accession number 

AY722797), P. knowlesi monkey isolate 

(AB444106), P. knowlesi human isolate 

(AB444108), P. knowlesi KH45 (EU880446), 

P. knowlesi KH176 (EU880454), P. knowlesi 

KH229 (EU880458), P. knowlesi KH381 

(EU880465), P. knowlesi KH433 (EU880468), 

P. knowlesi LT4 (EU880474), P. knowlesi 

LT48 (EU880485), P. knowlesi LT15 

(EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), 

P. knowlesi LT57 (EU880498) และ P. knowlesi 

A1, Thailand (AY598141) รวมทั้ง Accession 

number KT900795.1 Peninsular Malaysia ลำ�ดบั

เบสตำ�แหน่งท่ี 401-1061 และ KT900794.1  

Peninsular Malaysia ลำ�ดับเบสตำ�แหน่งท่ี 401-

1061 ซึง่จดักลุม่ได ้12 คลสัเตอร ์คอื คลสัเตอร ์I-XII  

โดยคลัสเตอร์ I-II คือคลัสเตอร์ ท่ีพบใหม่ ใน

ประเทศไทยซึ่งมาจากภาคใต้ ภาคกลาง และภาค 

ตะวันออกของประเทศไทย คลัสเตอร์ III เป็นตัวอย่างจาก

จังหวัดสงขลาและสตูล ที่มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ท่ี

คล้ ายคลึ ง กับการศึกษาของ Fong จากเ ช้ือ  
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P. knowlesi บรเิวณเพนนนิซลูา่ ประเทศมาเลเซยี(6) 

คลัสเตอร์ IV เป็นเช้ือ P. knowlesi ท่ีมาจากรัฐ

ซาราวัก บริเวณเกาะบอร์เนียว ประเทศมาเลเซีย 

คลัสเตอร์ V และ VI เป็นเชื้อ P. knowlesi ที่พบ

บรเิวณเพนนนิซลูา่ ประเทศมาเลเซยี คลสัเตอร ์VII-

X คือคลัสเตอร์ที่พบในประเทศไทย โดยคลัสเตอร์ที่ 

VII-X เปน็คลัสเตอรท์ีพ่บใหม่ในประเทศไทยในงาน

วิจัยนี้ และคลัสเตอร์ XII มาจากภาคใต้ของ

ประเทศไทย ไดแ้ก่ ชมุพร ระนอง และภาคตะวันออก 

ได้แก่ ตราด มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่คล้ายคลึงกับ

บริเวณเพนนินซูล่า ประเทศมาเลเซีย ดังแสดงใน  

Fig. 5
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Fig. 1 The collection sites of P. knowlesi.
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Fig. 2   PCR results of COX1 gene of P.  knowlesi in agarose gel electrophoresis. Lane M :100 bp 5 

DNA ladder; Lane 1: Negative control; Lane 2: Positive control; Lane K1-K10: Patient isolates PK1-PK10 6 
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Fig. 2	 PCR results of cox1 gene of P. knowlesi in agarose gel electrophoresis. Lane M: 100 bp  
	 DNA ladder; Lane 1: Negative control; Lane 2: Positive control; Lane K1-K10: Patient isolates  
	 PK1-PK10.
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Fig. 3 The results of multiple nucleotides alignment of COX1 sequences of P.  knowlesi using 2 

the ClustalW program from BioEdit program isolate 1-41 with outgroup base position 1-100 using the 3 
ClustalW program from BioEdit program ClustalW version 7.2 (https://bioedit.software.informer.com). 4 
Conserved nucleotides sequences are shown as a dot. GenBank accession numbers were shown in 5 
parenthesis. 6 
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Fig. 3	 The results of multiple nucleotides alignment of cox1 sequences of P. knowlesi using the  
	 ClustalW program from BioEdit program isolate 1-41 with outgroup base position 1-100 using  
	 the ClustalW program from BioEdit program ClustalW version 7.2 (https://bioedit.software. 
	 informer.com). Conserved nucleotides sequences are shown as a dot. GenBank accession  
	 numbers were shown in parenthesis.
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Fig.4 The phylogenetic tree of COX1 gene of P.  knowlesi.  The P.  knowlesi isolates can be divided  3 
into 13 clusters by Maximum Parsimony (MP)  method using MEGA 11 program ( 1,000 bootstraps) 4 
(http://www.megasoftware.net/bugs.php.) GenBank accession numbers were shown in parenthesis as following 5 
PK1 (OQ779218), PK2 (OQ779191), PK3 (OQ779192), PK4 (OQ779193), PK5 (OQ779194), PK6 (OQ779195)  6 
PK7 (OQ779196), PK8 (OQ779197), PK9 (OQ779198), PK10 (OQ779199), PK11(OQ779219), PK12(OQ779200), 7 

PK13 (OQ779220), PK14(OQ779201), PK15(OQ779202), PK16(OQ779203), PK17(OQ779204), PK18 (OQ779205), 8 

PK19 (OQ779206), PK20 (OQ779207), PK21 (OQ779225), PK22 (OQ779208), PK23 (OQ779209), PK24 9 

(OQ779221), PK25 (OQ779210), PK26 (OQ779211), PK28 (OQ779212), PK29 (OQ779213), PK30 (OQ779226), 10 

PK31 (OQ779222), PK32 (OQ779223), PK33 (OQ779214), PK34 (OQ779228), PK35 (OQ779229), PK36 11 

(OQ779223), PK37 (OQ779215), PK38 (OQ779216), PK39 (OQ779230), PK40 (OQ779217) and PK41 12 

(OQ779224). Outgroup consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799), P. fieldi (AB444133), P. vivax 13 
(AY598035), P. cynomolgi (AB444131) and P. inui (AB444112). 14 
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Fig. 4	 The phylogenetic tree of cox1 gene of P. knowlesi. The P. knowlesi isolates can be divided  
	 into 13 clusters by Maximum Parsimony (MP) method using MEGA 11 program (1,000  
	 bootstraps) (http://www.megasoftware.net/bugs.php.) GenBank accession numbers were shown 
 	 in parenthesis as following PK1 (OQ779218), PK2 (OQ779191), PK3 (OQ779192), PK4  
	 (OQ779193), PK5 (OQ779194), PK6 (OQ779195)  PK7 (OQ779196), PK8 (OQ779197), PK9  
	 (OQ779198), PK10 (OQ779199), PK11 (OQ779219), PK12 (OQ779200), PK13 (OQ779220),  
	 PK14 (OQ779201), PK15 (OQ779202), PK16 (OQ779203), PK17 (OQ779204), PK18 (OQ779205),  
	 PK19 (OQ779206), PK20 (OQ779207), PK21 (OQ779225), PK22 (OQ779208), PK23  
	 (OQ779209), PK24 (OQ779221), PK25 (OQ779210), PK26 (OQ779211), PK28 (OQ779212),  
	 PK29 (OQ779213), PK30 (OQ779226), PK31 (OQ779222), PK32 (OQ779223), PK33  
	 (OQ779214), PK34 (OQ779228), PK35 (OQ779229), PK36 (OQ779223), PK37 (OQ779215),  
	 PK38 (OQ779216), PK39 (OQ779230), PK40 (OQ779217) and PK41 (OQ779224). Outgroup  
	 consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799), P. fieldi (AB444133), P. vivax  
	 (AY598035), P. cynomolgi (AB444131) and P. inui (AB444112).
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Fig.5 The phylogenetic tree of COX1 genes of P.  knowlesi in this study and COX1 genes of P. 3 
knowlesi in GenBank database from Peninsular, Malaysia (PkUMMC1, PkUMMC5, PkUMMC9, P.  knowlesi 4 
mosquito isolate (AY722797), P. knowlesi monkey isolate (AB444106), P. knowlesi human isolate (AB444108) 5 
Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 (EU880446), P. knowlesi KH176 ( EU880454) , P. knowlesi KH229 6 
(EU880458),P. knowlesi  KH381 (EU880465), P. knowlesi  KH433 (EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), 7 
P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), P. knowlesi LT57 8 

Fig. 5	 The phylogenetic tree of cox1 genes of P. knowlesi in this study and cox1 genes of  
	 P. knowlesi in GenBank database from Peninsular, Malaysia (PkUMMC1, PkUMMC5, PkUMMC9,  
	 P. knowlesi mosquito isolate (AY722797), P. knowlesi monkey isolate (AB444106), P. knowlesi  
	 human isolate (AB444108) Sarawak, Borneo, P. knowlesi KH45 (EU880446), P. knowlesi KH176  
	 (EU880454), P. knowlesi KH229 (EU880458), P. knowlesi KH381 (EU880465), P. knowlesi   
	 KH433 (EU880468), P. knowlesi LT4 (EU880474), P. knowlesi LT48 (EU880485), P. knowlesi  
	 LT15 (EU880476), P. knowlesi LT53 (EU880489), P. knowlesi LT57 (EU880498) and Thailand  
	 P. knowlesi A1 (AY598141). The P. knowlesi isolates can be divided into 12 clusters when  
	 compared with GenBank accession number from Peninsular Malaysia, Sarawak, Borneo, and  
	 Thailand with outgroup. Outgroup consist of P. coatneyi (AB354575), P. fragile (AY722799),  
	 P. fieldi (AB444133), P. vivax (AY598035), P. cynomolgi  (AB444131) and P. inui  (AB444112)  
	 by Maximum Parsimony (MP) method using MEGA 11 program (1,000 bootstraps) (http://www. 
	 megasoftware.net/bugs.php).
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Table 1	Cluster of P. knowlesi and patients’ data (gender, age group, nationality, and parasite density). 

Variable n (%) Cluster

Gender

Male 35 (87.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII

Female 5 (12.5) I, II, III, VII, XI, XIII

Age group (years)

< 40 15 (37.5) I, II, III, IV, V, VI, VII

≥ 40 25 (62.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, X, XI, XII, XIII

Nationality

Thai 39 (97.5) I, II, III, V, VI, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII

Burmese 1 (2.5) IV

Parasite density/1 µl of blood

<10,000 26 (78.8) I, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, X, XI, XII, XIII

≥10,000 7 (21.2) I, II, V, XIII

Table 2	Cluster of P. knowlesi and patients’ residential area.

Cluster    Residential area (Province) n (%)

I, II, III, VII, X, XI Songkhla 10 (25.0)

I, V, VII, VIII, XIII Chumphon 9 (22.5)

I, II, III, IV, IX, XIII Trat 7 (17.5)

I, VII, X, XII, XIII Ranong 5 (12.5)

I, II Phangnga 3 (7.5)

III Yala 1 (2.5)

XI Satun 1 (2.5)

VI Surat Thani 1 (2.5)

II Chanthaburi 1 (2.5)

V Uthai Thani 1 (2.5)

I Ratchaburi 1 (2.5)
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Table 3	Cluster of P. knowlesi and patients’ occupations.

Cluster   Occupations n (%)

I, II, III, IV, VII, IX, X, XI, XIII Rubber plantations 21 (52.5)

I, II, V, VII, VIII, XIII Orchards 8 (20.0)

I, II, XII Employed 4 (10.0)

V Soldiers/Police 1 (2.5)

V Monks/Novices 1 (2.5)

X Other farming 1 (2.5)

I, VI Other 4 (10.0)

วิิจารณ์์
สรุปผลการศึกษาในครั้งนี้ ได้ทําการจัด

จําแนกเชื้อ P. knowlesi ได้ 13 คลัสเตอร์และ 

พบว่าไอโซเลท ซึ่ งอยู่ ในคลัสเตอร์ ท่ีแบ่งตาม  

phylogenetic tree ของแต่ละพื้นท่ีของเช้ือ  

P. knowlesi มาจาก 11 จังหวัดในประเทศไทย  

คลัสเตอร์ I (8 ไอโซเลท) แต่ละไอโซเลทเป็นยีนที่มี

แหล่งท่ีมาจากหลายจังหวัดในภาคใต้ ภาคกลาง  

และภาคตะวันออกของประเทศไทย คลัสเตอร์  

I I (7 ไอโซเลท) II I (3 ไอโซเลท) และ  

XIII (5 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มีแหล่งที่มาจาก 

คนละจังหวัดในภาคใต้และภาคตะวันออกของ

ประเทศไทย คลัสเตอร์ V (4 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มี

แหล่งที่ มาจากคนละจั งห วัดในภาคกลางและ 

ภาคใต้ของประเทศไทย ซ่ึงเม่ือศึกษาจากประวัติ 

การเดินทางของผู้ป่วยพบว่าผู้ป่วยในคลัสเตอร์ V  

มีการเดินทางไปท่ีจังหวัดชุมพรและกลับมาท่ี 

จังหวัดอุทัยธานี ซึ่งเป็นไปได้ว่าอาจมีการได้รับเชื้อ  

P. knowlesi ที่จังหวัดชุมพรและมาตรวจพบเช้ือ  

ท่ีโรงพยาบาลในจังหวัดอุทัยธานี จึงทำ�ให้ยีนมีความ

คล้ายคลึงกันมากและจัดอยู่ ในคลัสเตอร์เดียวกัน 

คลัสเตอร์ VII (3 ไอโซเลท) X (3 ไอโซเลท) และ 

XI (2 ไอโซเลท) เป็นยีนที่มีความใกล้เคียงกันมาก

และมีการระบาดจากพื้นท่ีหนึ่งไปยังอีกพื้นที่หนึ่งที่มี

บรเิวณตดิตอ่กนัทางภาคใตข้องประเทศไทย คลัสเตอร์ 

IV, VI และ XII (1 ไอโซเลท) เป็นยีนท่ีพบเพียง

จังหวัดเดียว 

ก า รศึ กษ าครั้ ง นี้ พบ เพศชายติ ด เ ช้ื อ  

P. knowlesi มากกว่าเพศหญิง เนื่องจากในการ

ศึกษาท่ีผ่านมา เพศชายมีอาชีพหรือกิจกรรมท่ีต้อง

เข้าไปในปา่มากกวา่เพศหญิงซึง่สอดคลอ้งกับงานวิจยั

ในประเทศไทยของยุทธศิลป์ และคณะ ในปี ค.ศ. 

2015(9) การจำ�แนกกลุ่มตามอายุผู้ป่วยจำ�แนกเป็น 

กลุ่มอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 40 ปี ติดเช้ือ P. knowlesi 

มากกว่ากลุ่มอายุน้อยกว่า 40 ปี ซึ่งสอดคล้องกับ 

งานวิจัยของยุทธศิลป์ และคณะ ในปี ค.ศ. 2015  

พบวา่ผูป้ว่ยกลุ่มอายมุากกว่าหรอืเท่ากับ 45 ป ีมคีวาม

เส่ียงติดเช้ือมาลาเรียมากกว่าอายุน้อยกว่า 45 ปี 

เนื่องจากผู้ป่วยกลุ่มอายุนี้มีอาชีพหรือกิจกรรมท่ีต้อง

เข้าไปในป่าซึ่งมีโอกาสเส่ียงในการติดเชื้อมาลาเรีย(9) 

ในการศึกษานี้พบผู้ป่วยติดเชื้อ P. knowlesi เป็น 

ผู้ป่วยสัญชาติไทย 39 คน ติดเช้ือ P. knowlesi 
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เทียบกับตัวอย่างจากการศึกษาของ Fong และคณะ

ในปี ค.ศ. 2010 จัดกลุ่มได้ 12 คลัสเตอร์  

พบคลัสเตอร์ ใหม่ในประเทศไทยซึ่งมาจากภาคใต้  

ภาคกลาง และภาคตะวันออกของประเทศไทย 

คลัสเตอร์ III เป็นตัวอย่างจากจังหวัดสงขลาและ

จังหวัดสตูลมีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ท่ีคล้ายคลึงกับเช้ือ  

P. knowlesi ในบริเวณเพนนินซูล่า ประเทศ

มาเลเซีย(6)  สำ�หรับคลัสเตอร์ I, II และ VII-X คือ

คลัสเตอร์ท่ีพบใหม่ในประเทศไทย และคลัสเตอร์  

XII ตัวอย่างจากภาคใต้ในประเทศไทยคือ จังหวัด

ชุมพร ระนอง และภาคตะวันออกคือ จังหวัดตราด  

มลีำ�ดบันวิคลีโอไทดท่ี์คลา้ยคลงึกับบรเิวณเพนนนิซลูา่ 

มาเลเซีย (KT900794.1 Peninsular Malaysia) 

ลำ�ดับของนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 ในแต่ละ

คลสัเตอรม์คีวามใกลเ้คยีงกันมากทางดา้นพนัธศุาสตร์

และบางคลัสเตอร์มีลักษณะคล้ายคลึงกับยีน cox1 

ของเชื้อ P. knowlesi ที่มาจากประเทศมาเลเซีย ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานการวิจัยก่อนหน้าน้ีในประเทศไทย

ท่ีพบเชื้อ P. knowlesi ในทางภาคใต้และภาค 

ตะวันออกของประเทศไทยโดยเฉพาะชายแดนไทย-

มาเลเซีย(3, 13-16) 

ในการวิจัยนี้ พบเชื้อ P. knowlesi  

บางไอโซเลท มีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1  

ใกลเ้คยีงกับ P. knowlesi ท่ีมาจากประเทศมาเลเซยี  

และสอดคล้องกับการศึกษาของ Fong และคณะ ซึ่ง

รายงานว่า ยีน cox1 เหมาะสมสำ�หรับที่จะนำ�มา 

ศึกษา phylogenetic ของเชื้อ P. knowlesi  

และสามารถแยกความแตกต่างของท่ีมาของเช้ือ P. 

knowlesi ในแต่ละพื้นที่ได้(6) เช่นเดียวกับงานวิจัย

ของ Loh และคณะ ที่ได้มีการนำ�ยีน cox1 มาใช้ใน

การแบ่งกลุ่มของ P. knowlesi โดยสามารถแบ่งได้

เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ประเทศสิงคโปร์ รัฐซาราวัก 

ประเทศมาเลเซยี และประเทศไทยโดยใชก้ารวเิคราะห์

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ cox1 (7)  

มากกว่าสัญชาติพม่าซ่ึงมี 1 คน ซ่ึงไม่สามารถนำ�มาหา

นัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างเช้ือชาติกับความหนาแน่น

ของเช้ือ (parasite density) ได้ สาเหตุเน่ืองจากจาํนวน

ตวัอยา่งมีความแตกตา่งกันมาก เช่นเดยีวกบัการศกึษา

ในประเทศไทยของฉวีพจน์ กำ�จร และ พิชัยณรงค์ ในปี 

ค.ศ. 2004 เรื่องการติดเชื้อมาลาเรียในกลุ่มประชากร

อพยพตามแนวชายแดนไทย-เมียนมา ซ่ึงผลการศึกษา

พบว่ากลุ่มตัวอย่างที่ศึกษาส่วนใหญ่เป็นชาวไทยใหญ่ 

และชาวเมียนมาโดยพบว่าไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ

เน่ืองจากจำ�นวนคนในกลุ่มตัวอย่างแตกต่างกันมาก(10) 

การศึกษาปัจจัยทางอาชีพพบว่าตัวอย่างที่ใช้ศึกษา

ประกอบกิจกรรมตา่ง ๆ  ทีจ่ำ�เปน็ตอ้งเข้าไปในปา่เปน็

ส่วนใหญ่ ได้แก่ ทำ�สวนยาง (n = 21) ทำ�สวนผลไม้ 

(n = 8) อาชีพทหาร/ตำ�รวจ (n = 1) อาชีพพระ/

สามเณร (n = 1) อาชพีทำ�ไรอ่ืน่ ๆ  (n = 1) ซึง่กิจกรรม

ส่วนใหญ่พบว่าเป็นปัจจัยท่ีทำ�ให้มีความเสี่ยงติดเชื้อ 

P. knowlesi ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Srichuen และ Pongsiri ในประเทศไทย ซึ่งพบว่า

ผู้ที่ติดเช้ือไข้มาลาเรียส่วนใหญ่ประกอบอาชีพท่ีต้อง

นอนพกัคา้งคนืหรอืเข้าไปในปา่มคีวามสมัพนัธกั์บการ

ตดิเช้ือไข้มาลาเรยี(11, 12) การหาความสมัพนัธร์ะหว่าง

ข้อมูลของผู้ป่วยกับความหนาแน่นของเชื้อ มีผู้ป่วยที่

มข้ีอมลูความหนาแนน่ของเช้ือ จำ�นวนทัง้หมด 33 คน  

โดยแบ่งเป็นกลุ่มผู้ป่วยท่ีมีความหนาแน่นของเชื้อใน

เลือดน้อยกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร (n = 26) และ

พบกลุ่มผู้ป่วยที่มีความหนาแน่นของเชื้อในเลือด

มากกว่าหรือเท่ากับ 10,000 ต่อไมโครลิตร (n = 7)   

ซึ่งอยู่ในคลัสเตอร์ I, II, V และ XIII

ผลการทำ� phylogenetic tree ของเชื้อ P. 

knowlesi โดยใช้ยีน cox1 เป็นยีนเป้าหมายเทียบ

กับข้อมูลจาก GenBank พบว่า cox1 จากการศึกษาน้ี

มีความคล้ายคลึ ง กับ Access ion number 

KT900795.1 Peninsular Malaysia และ 

KT900794.1 Peninsular Malaysia และเมื่อนำ�มา
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สำ�หรับงานวิจัยน้ี พบแหล่งท่ีมาของเช้ือ P. knowlesi  

มาจากภาคใต้เป็นส่วนใหญ่ (n = 25) ได้แก่  

จังหวัดชุมพร พังงา ยะลา สตูล ระนอง สงขลา  

และสุราษฎร์ธานี มากกว่าจังหวัดทางภาคอื่น ๆ  

ในประเทศไทย (n = 8) ได้แก่ จังหวัดจันทบุรี ตราด 

ราชบุรี และอุทัยธานี ซึ่งจังหวัดสตูล สงขลา ยะลา 

นราธิวาส เป็นจังหวัดชายแดนไทย-มาเลเซีย พบ 

ผูป้ว่ยตดิเช้ือ P. knowlesi  ซึง่สอดคลอ้งกับงานวิจยั

ของ Sugaram และคณะ ในปี ค.ศ. 2021 ที่พบการ

ติดเช้ือ P. knowlesi ในผู้ป่วยท่ีเดินทางกลับจาก

ประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ และพบรายงาน

การติดเช้ือ P. knowlesi ส่วนใหญ่ในบริเวณ 

เกาะบอรเ์นียว ประเทศมาเลเซยีและการเกิดคลสัเตอร ์

P. knowlesi  นา่จะเกิดมาจากการตดิตอ่จากลงิแสม

สู่คนและยุงก้นปล่องเป็นพาหะนำ�โรค(15) และการ 

ติดเชื้อ P. knowlesi อาจเกิดจากการอพยพโยกย้าย

ถ่ินฐานของคน การเดินทางหรือโยกย้ายถิ่นฐานของ

คนสามารถนําเชื้อ P. knowlesi จากแหล่งหนึ่งไปสู่

อีกแหล่งหนึ่งได้ สำ�หรับงานวิจัยครั้งนี้ ในหลาย

คลัสเตอร์ที่มีเชื้อ P. knowlesi มาจากผู้ป่วยคนละ

จงัหวดักัน โดยงานวิจยันีย้งัขาดขอ้มลูการเดนิทางหรอื

การเคล่ือนย้ายที่อยู่ของผู้ป่วย ทำ�ให้ไม่สามารถแยก

ความแตกตา่งของท่ีมาของเช้ือ P. knowlesi ในแตล่ะ

พื้นที่ได้อย่างชัดเจน ยกเว้นคลัสเตอร์ V ท่ีผู้ป่วย 

สามรายอยู่ในจังหวัดชุมพร ส่วนอีกหน่ึงรายอยู่ในจังหวัด

อุทัยธานี แต่มีประวัติเคยเดินทางไปจังหวัดชุมพร ซึ่ง 

มีความเป็นไปได้ว่า เช้ือในคลัสเตอร์นี้มาจากจังหวัด

ชุมพรทั้งหมด จึงมีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cox1 

ใกล้เคียงกัน 

จากผลการศึกษานี้ ควรมีการเฝ้าระวังกลุ่ม

เส่ียงคอืประชากรไทยเพศชายอายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 

40 ป ี โดยเฉพาะในจงัหวัด 11 จงัหวัดในประเทศไทย 

ได้แก่ สงขลา ชุมพร ระนอง พังงา ยะลา สตูล 

สุราษฎร์ธานี ตราด จันทบุรี อุทัยธานี และราชบุรี  

ที่มีอาชีพหรือกิจกรรมที่ต้องเข้าไปในป่า ได้แก่ อาชีพ

ทำ�สวนยาง ทำ�สวนผลไม้ ทหาร/ตำ�รวจ พระ/สามเณร 

และทำ�ไร่อื่น ๆ ซึ่งได้มีการเข้าป่าแล้วอาจขาดการ

ป้องกันตัวเองท่ีถูกต้อง ดังน้ันควรจัดกิจกรรมให้ความรู้

เรื่องการป้องกันไม่ให้ติดเชื้อมาลาเรีย เมื่อมีความ 

จาํเปน็ในการเข้าไปสู่พืน้ทีเ่สีย่งควรใชอ้ปุกรณ์ปอ้งกัน

ตนเอง เช่น ยากันยุง การใส่เสื้อผ้าให้มิดชิด เพื่อนํา

ไปสู่การลดอัตราป่วยจากโรคมาลาเรียต่อไป กลุ่ม 

ผูป้ว่ยท่ีมคีวามหนาแนน่ของเช้ือในเลือดมากกว่าหรอื

เท่ากับ 10,000 ต่อไมโครลิตร ควรได้รับการรักษา

อย่างทันท่วงที เนือ่งจากค่าความหนาแน่นของเชือ้ใน

เลือดมากกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร จะส่งผลทำ�ให้

เกิดภาวะโลหิตจางรุนแรง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

ของ Phillips และคณะ ในขณะท่ีมี parasitemia 

มากกว่า 10,000 ต่อไมโครลิตร ทำ�ให้เกิดภาวะโลหิต

จางรุนแรงซึ่งมักพบได้บ่อยในผู้ป่วยมาลาเรียท่ีมี

อาการรุนแรง(17)

ในการศึกษาเพิ่มเติมต้องเก็บตัวอย่างเช้ือ  

P. knowlesi จากหลาย ๆ  บริเวณและกำ�หนดข้อมูล

ของผู้ป่วยท่ีจะทำ�การบันทึกเพื่อนำ�มาศึกษาหาความ

สัมพันธ์กับคลัสเตอร์ของเชื้อ P. knowlesi ที่แบ่ง

โดย phylogenetic tree และควรกำ�หนดการเก็บ

ตัวอย่างระหว่างเพศชายและเพศหญิงให้เท่ากันเพื่อ

ประโยชน์ในทางสถิตติอ่ไป ซึง่ข้อจำ�กัดของงานวิจยันี้

คือการใช้ตัวอย่างท่ีเหลือจากงานประจำ�ของเชื้อ

มาลาเรียชนิด P. knowlesi ทำ�ให้ไม่สามารถกำ�หนด

เกณฑ์ในการเลือกผู้ป่วยที่ติดเชื้อ P. knowlesi เช่น 

เพศ กลุ่มอายุ เชื้อชาติ ทำ�ให้นำ�มาคำ�นวณทางสถิติ 

ไม่ได ้รวมท้ังยงัขาดขอ้มลูการตรวจทางหอ้งปฏิบตักิาร 

อื่นๆ เช่น การตรวจ complete blood count การ

ตรวจทางเคมคีลินกิ อาการของผูป้ว่ย ความหนาแนน่

ของเช้ือ จงึไมส่ามารถหาความสมัพนัธว่์าเช้ือคลัสเตอร์

ใดมีความสัมพันธ์ในการทำ�ให้เกิดอาการรุนแรงแก่ 

ผู้ป่วยมากกว่าเชื้อคลัสเตอร์อื่น
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สรุุป
ผลการทำ� phylogenetic tree ของยีน  

cox1 ของเชื้อ P. knowlesi ร่วมกับข้อมูลของ 

ผูป้ว่ยมปีระโยชนต์อ่งานทางดา้นสาธารณสขุเปน็อยา่ง

มากโดยเฉพาะทางด้านระบาดวิทยาระดับโมเลกุลซึ่ง

เป็นประโยชน์อย่างมากในการวางแผนควบคุมกำ�จัด

โรคมาลาเรียในประเทศไทยและการระบาดของเช้ือ

จากแหลง่หนึง่ไปสูอ่กีแหลง่หนึง่ได ้และควรมกีารเฝา้

ระวังกลุ่มเสี่ยงคือประชากรไทยเพศชายอายุมากกว่า

หรือเท่ากับ 40 ปี โดยเฉพาะในจังหวัด 11 จังหวัดใน

ประเทศไทย ในกลุ่มผู้ที่มีอาชีพ หรือกิจกรรมที่ต้อง

เข้าไปในป่า ได้แก่ อาชีพทำ�สวนยาง ทำ�สวนผลไม้ 

ทหาร/ตำ�รวจ พระ/สามเณร และทำ�ไร่ เป็นต้น  

รวมถึงจัดกิจกรรมให้ความรู้เร่ืองการป้องกันและเฝ้าระวัง

ไม่ให้ติดเชื้อมาลาเรียที่เหมาะสมในแต่ละพื้นที่ต่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ ได้รับทุนวิจัยประเภททุนวิจัย

ท่ัวไป กองทุนวิจัยคณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ธรรมศาสตร์ ประจำ�ปี 2565 ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ 

ผู้อำ�นวยการกองโรคติดต่อนำ�โดยแมลง หัวหน้าศูนย์

และเจา้หนา้ท่ีศนูยอ์า้งองิทางห้องปฏบิตักิารโรคตดิตอ่

นำ�โดยแมลง กรมควบคุมโรค ซึ่งได้อนุญาตให้ใช้

ตัวอย่างท่ีเหลือจากงานประจำ�มาทําวิจัย และให้ใช้

สถานที่ห้องปฏิบัติการอณูชีวโมเลกุลในครั้งนี้ และ

ประสานงานในการช่วยเก็บตัวอย่างทําวิทยานิพนธ์

พร้อมทั้งข้อมูลของผู้ป่วย รวมทั้งภาควิชาเทคนิคการ
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