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Abstract

	 Backgrounds: Plasmodium inui is a malaria parasite in non-human primates that has been 
reported to be experimentally transmitted to humans. Therefore, it is considered to be a potentially 
zoonotic parasite. In Thailand, macaques are abundance and living near human settlements. This study, 
we reported the genetic and evolutionary relationships of P. inui and Hepatocystis spp., a close           
relative of Plasmodium spp., found in macaques in Thailand.
	 Methods: Fifty seven macaque blood samples, from three collecting groups from either different 
sites or different timing of collection with at least 1 microscopically positive sample by Giemsa-stained 
blood smears, were tested by PCR targeting small subunit ribosomal RNA gene. Amplified PCR products 
were cloned and sent for Sanger sequencing. Obtained sequences were analyzed and a phylogenetic 
tree was constructed.
	 Results: Parasite DNA of the genus Plasmodium and Hepatocystis were detected in four macaque 
blood samples. Sequence analysis indicated that one sample from long-tailed macaque (Macaca 
fascicularis) from central Thailand was P. inui and the other three samples from pig-tailed macaques 
(Macaca nemestrina) (one sample from central region and two samples from southern region) were 
Hepatocystis spp. The P. inui isolate was closely related to the isolate from long-tailed macaque in 
southern Thailand in 2008 with more than 99% nucleotide sequence identity. This P. inui isolate was 
also closely related to P. inui strain Taiwan II and P. inui strain South China. Three isolates of Hepatocystis 
spp. possessed 94-96% nucleotide sequence identity to Hepatocystis sp. isolate from a long-tailed 
macaque in southern Thailand in 2008 and they were grouped together in Hepatocystis spp. lineage.
	 Conclusions: These results indicate that the genetic diversity of P. inui and Hepatocystis spp. 
infecting macaques in Thailand is still limited. Further studies should be conducted on genes in other 
parts as well as vectors that play a role in parasites transmission in order to monitor simian malaria 
that have potential to infect humans.
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บทคัดย่อ

	 ทีม่าของการศกึษา: เชือ้ Plasmodium inui เป็น

เชื้อมาลาเรียในสัตว์ไพรเมตท่ีไม่ใช่มนุษย์ มีรายงานว่า

สามารถถ่ายทอดเชื้อสู่คนได้จากการทดลอง จึงถือว่ามี

ศักยภาพในการเป็นโรคที่รับจากสัตว์ เชื้อ P. inui มีลิง

แม็กแคกเป็นโฮสต์ตามธรรมชาติท่ีพบได้ในประเทศไทย

และมีความใกล้ชิดกับมนุษย์ การศึกษานี้รายงานลักษณะ

ทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเชื้อ  

P. inui และเชือ้ Hepatocystis spp. ซึง่มคีวามใกล้เคยีงกับ

เชือ้ Plasmodium spp. ทีพ่บในลงิแมก็แคกในประเทศไทย

	 วิธีการ: ตัวอย่างเลือดลิงแม็กแคกจ�ำนวน 57 

ตัวอย่าง จาก 3 กลุ่มตัวอย่าง ที่เก็บจากต่างพื้นที่หรือ            

ต่างช่วงเวลา ซึง่มอีย่างน้อย 1 ตวัอย่าง ในกลุม่ทีต่รวจพบเชือ้

ด้วยวิธี Giemsa-stained blood smears น�ำมาตรวจหา

สารพันธุกรรมของเชื้อในสกุล Plasmodium และ              

Hepatocystis โดยวิธี PCR ด้วย primers ที่จ�ำเพาะต่อ

ยีนเป้าหมาย small subunit ribosomal RNA ท�ำการ

โคลนผลผลิต PCR ที่ได้และน�ำไปหาล�ำดับสารพันธุกรรม

วเิคราะห์ล�ำดบัสารพนัธกุรรม และสร้างแผนภมูเิปรยีบเทยีบ

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

	 ผล: ตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อในสกุล             

Plasmodium และ Hepatocystis จากตัวอย่างเลือดลิง

แมก็แคก 4 ตวัอย่าง เมือ่วเิคราะห์ข้อมลูล�ำดบัสารพนัธกุรรม

พบว่าเป็นเชื้อ P. inui จากเลือดลิงแสม (Macaca                   

fascicularis) จากภาคกลางของประเทศไทย 1 ตัวอย่าง 

และเชื้อ Hepatocystis spp. จากตัวอย่างเลือดลิงกัง 

(Macaca nemestrina) 3 ตัวอย่าง (จากภาคกลาง 1 

ตัวอย่าง และจากภาคใต้ 2 ตัวอย่าง) เชื้อ P. inui ที่พบมี

ความสมัพนัธ์อย่างใกล้ชิดกบัเชือ้จากลงิแสมในภาคใต้ของ

ประเทศไทยที่พบในปี พ.ศ. 2551 โดยมีความเหมือนของ

ล�ำดับสารพันธุกรรมมากกว่า 99%  เชื้อ P. inui ที่พบนี้

ยงัใกล้ชดิกับสายพันธุไ์ต้หวนั II และสายพันธุภ์าคใต้ของจนี 

ส่วนเชื้อ Hepatocystis spp. ที่พบทั้ง 3 ตัวอย่าง มีความ

เหมือนของล�ำดับสารพันธุกรรม 94-96% กับเชื้อที่มี

รายงานก่อนหน้านี้ในลิงแสมในภาคใต้ของประเทศไทย

ในปี พ.ศ. 2551 และถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกันในเชื้อสาย 

Hepatocystis spp. 

	 สรุป: การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ P. inui 

และ Hepatocystis spp. ท่ีพบในลงิแมก็แคกในประเทศไทย

ยังมีความหลากหลายทางพันธุกรรมอย่างจ�ำกัด ทั้งนี้ควร

มีการศึกษาเพิ่มเติมถึงยีนในส่วนอื่น และแมลงพาหะท่ีมี

บทบาทในการถ่ายทอดเช้ือเพื่อเป็นการเฝ้าระวังเชื้อ

มาลาเรียในลิงที่มีโอกาสติดต่อมาสู่คนได้

ค�ำส�ำคัญ: Plasmodium inui, Hepatocystis spp., 

SSU rRNA, ลิงแม็กแคก, ประเทศไทย

บทน�ำ
	

	 การติดเชื้อโปรโตซัวในสกุล Plasmodium spp. 

เป็นสาเหตขุองโรคมาลาเรยีในคนและสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่

มนษุย์ มพีาหะน�ำเชือ้ทีส่�ำคญัคอื ยงุก้นปล่อง (Anopheles 

spp.) การติดเช้ือมาลาเรียในสัตว์ไพรเมตท่ีไม่ใช่มนุษย์

ส่วนใหญ่เป็นการติดเช้ือแบบเรื้อรังและไม่แสดงอาการ 

(Voller, 1972) โดยจะพบการแสดงอาการในสตัว์ทีตั่ดม้าม 

สัตว์ท่ีอยู่ในภาวะกดภูมิคุ้มกัน และสัตว์ท่ีมีภาวะเครียด 

นอกจากเชือ้ Plasmodium knowlesi  และ P. cynomolgi 

ท่ีสามารถถ่ายทอดโดยยงุตามธรรมชาตริะหว่างคนและลงิ

แมก็แคกแล้ว เช้ือ P. inui เป็นเช้ือมาลาเรยีท่ีสามารถก่อโรค

ในสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่มนษุย์อกีชนดิหนึง่ ทีถ่อืว่ามศีกัยภาพ

ในการก่อโรคทีร่บัจากสตัว์ (zoonotic potential) เนือ่งจาก

มีรายงานว่าเชื้อ P. inui สามารถก่อโรคในคนได้จากการ

ทดลองฉีดเลือดลิงแสมที่มีเชื้อเข้ากล้ามเนื้อคนที่เป็น         

อาสาสมคัร โดยพบเช้ือในกระแสเลอืดหลงัได้รบัเช้ือ 23 วัน 

และคงอยู่ในกระแสเลือดนาน 1 สัปดาห์ (Das Gupta, 

1938) ส่วนอกีหนึง่การทดลองเป็นการให้ยงุทีม่เีชือ้ P. inui 

ดดูเลอืดอาสาสมคัร ซึง่พบเช้ือในกระแสเลอืดหลงัได้รบัเชือ้ 

31 และ 56 วัน และเชื้อยังคงอยู่ในกระแสเลือดได้นาน 

21 และ 23 วันตามล�ำดับ นอกจากนี้จากการฉีดเลือดที่มี

เชื้อ P. inui เข้ากล้ามเนื้ออาสาสมัครโดยตรง พบเชื้อใน

กระแสเลอืดหลงัได้รบัเช้ือ 10 ถึง 26 วนั (Coatney et al., 

1966)  อย่างไรกต็ามในปัจจบุนัยงัไม่มรีายงานคนทีต่ดิเช้ือ 

P. inui โดยธรรมชาตจิากลงิ และความเสีย่งของการติดเช้ือ 

P. inui  ข้ามระหว่างลิงแม็กแคกและคนยังมีข้อมูลอย่าง

จ�ำกัด
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	 เป็นที่น่าสนใจว่าเชื้อ P. inui มีลิงแม็กแคกเป็น

โฮสต์ตามธรรมชาติเช่นเดียวกับ P. knowlesi ซึ่งเป็นเชื้อ

มาลาเรียในสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่มนษุย์ทีส่ามารถติดมาสูค่น

โดยธรรมชาต ิ เชื้อ P. knowlesi นี้พบได้ประปรายทาง

ภาคใต้ของประเทศไทย (Jongwutiwes et al., 2004) 

และพบการตดิเชือ้ในคนจ�ำนวนมากในรัฐซาราวกั ประเทศ

มาเลเซีย (Vythilingam et al., 2008) ในแถบเอเชีย 

ตะวันออกเฉียงใต้นั้นมีรายงานการติดเชื้อ P. inui ตาม

ธรรมชาตใินลงิแม็กแคก เช่น ลงิแสม (Macaca fascicularis) 

และลงิกงั (M. nemestrina) เป็นต้น (Seethamchai et al., 

2008; Putaporntip et al., 2010) ซึ่งมีรายงานว่าท�ำให้

ลิงแสมเกิดภาวะโลหิตจาง ตับและม้ามโต ซึม อ่อนเพลีย 

เบื่ออาหารและน�้ำหนักลด (Strokes et al., 1983)  

	 การตรวจวินิจฉัยเชื้อมาลาเรียทางห้องปฏิบัติการ

ใช้วิธีมาตรฐานคือ Giemsa-stained blood smears 

(Mathison and Pritt, 2017) แต่หลายคร้ังท่ีวิธีนี้ไม่

สามารถจ�ำแนกชนดิของเชือ้มาลาเรยีและเชือ้บางชนดิทีม่ี

ลกัษณะรปูร่างคล้ายคลงึกนั เช่น เชือ้ Hepatocystis spp. 

ทั้งนี้เชื้อ Hepatocystis spp. เป็นเชื้อโปรโตซัวที่พบได้

ทัว่ไปในลงิแมก็แคก (Garnham et al., 1961; Seethamchai 

et al., 2008) ซึ่งมีความใกล้เคียงกับเชื้อ Plasmodium 

spp. และถกูจดัอยูใ่นวงศ์เดียวกนัคอื Plasmodiidae เชือ้ 

Hepatocystis spp. ถ่ายทอดโดยริ้น Culicoides spp. 

(Garnham et al., 1961) สามารถพบเชือ้ได้ในกระแสเลอืด

ของไพรเมตโฮสต์นานถึง 15 เดือน โดยที่โฮสต์ไม่แสดง

อาการใด ๆ   (Vickerman, 2005) แต่มรีายงานว่าพบโลหติจาง

และแผลเป็นที่ตับได้ (Garnham, 1966) ไพรเมตที่ไม่ใช่

มนุษย์สามารถติดเชื้อนี้ได้ซ�้ำ ๆ และพบความชุกเพิ่มข้ึน

ตามอายทุีเ่พ่ิมขึน้ (Vickerman, 2005) ปัจจบุนัยงัไม่มรีายงาน

การตดิเชือ้ Hepatocystis spp. ในคน ในประเทศไทยมี

รายงานการพบเชื้อ Hepatocystis spp. หมนุเวยีนอยูใ่น

ประชากรลิงแม็กแคก (Seethamchai et al., 2008;              

Putaporntip et al., 2010) การตรวจวินิจฉัยด้วยวธิทีาง

อณชูวีโมเลกุล เช่น Polymerase Chain Reaction (PCR) และ

การตรวจหาล�ำดับสารพนัธกุรรมสามารถน�ำมาช่วยในการ

วินิจฉัยจ�ำแนกชนิดของเช้ือมาลาเรียและเช้ือที่มีความ           

ใกล้เคียงกับเชื้อมาลาเรียได้ (Johnston et al., 2006; 

Putaporntip et al., 2010) และยงัท�ำให้ได้ข้อมลูลกัษณะ

ทางพนัธกุรรมของเชือ้อนัจะเป็นประโยชน์ต่อการตดิตาม

และเฝ้าระวงัการเปลีย่นแปลงของเชือ้ เนือ่งจากในปัจจบุนั

ข้อมลูเกีย่วกบัเช้ือมาลาเรยีในสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่มนษุย์ใน

ประเทศไทยยงัมรีายงานอย่างจ�ำกดั (Seethamchai et al., 

2008; Putaporntip et al., 2010) และในประเทศไทย

มีลิงแม็กแคกจ�ำนวนมากที่ มีโอกาสสัมผัสกับมนุษย์              

(Aggimarangsee, 1992; Malaivijitnond et al., 2005)  

การศึกษาในครัง้นีเ้พือ่ยนืยนัและรายงานการตรวจพบเช้ือ 

P. inui และเช้ือ Hepatocystis spp. ในลงิแมก็แคกรวมถงึ

ลกัษณะทางพันธกุรรมและความสมัพันธ์เชงิววิฒันาการ เพื่อ

เป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวงัโรคอบุตัใิหม่อบุตัซิ�ำ้จากสัตว์

ไพรเมตที่ไม่ใช่มนุษย์ซึ่งเป็นแหล่งรังโรคที่ส�ำคัญ

อุปกรณ์และวิธีการ

ตัวอย่างที่ท�ำการศึกษา

	 ตัวอย่างเลือดของลิงแม็กแคก ได้แก่ ลิงแสมและ

ลงิกัง ทีส่่งมาตรวจยงัสถาบนัสขุภาพสตัว์แห่งชาต ิระหว่าง

เดือนมกราคม 2558 ถึง พฤษภาคม 2560 เฉพาะกลุ่มที่

มตีวัอย่างทีต่รวจพบเชือ้มาลาเรียและเชือ้ทีม่ลีกัษณะรปูร่าง

ใกล้เคียงกับเชื้อมาลาเรีย ด้วยวิธี Giemsa-stained 

blood smears จ�ำนวน 3 กลุม่ ได้แก่ 1) ตวัอย่างจากพืน้ที่

ภาคกลาง ในเดือนมกราคม 2558 จ�ำนวน 31 ตัวอย่าง  

2) ตัวอย่างจากพื้นที่ภาคกลาง ในเดือนพฤษภาคม 2558 

จ�ำนวน 9 ตัวอย่าง 3) ตัวอย่างจากพื้นที่ภาคใต้ ในเดือน

พฤษภาคม 2560 จ�ำนวน 17 ตวัอย่าง รวมท้ังสิน้ 57 ตวัอย่าง

การสกัด DNA และการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมส่วน 

SSU rRNA

	 สกัด DNA จากตัวอย่างเลือดลิง จ�ำนวน 200 µl 

ที่เก็บในหลอดที่มีสารป้องกันเลือดแข็งตัว EDTA จ�ำนวน 

57 ตัวอย่าง โดยใช้ Genomic DNA Mini Kit (Geneaid 

Biotech Ltd., Taiwan) ตามข้ันตอนท่ีบรษัิทผูผ้ลติระบุไว้ 

เก็บรักษาตัวอย่างสารสกัด DNA ท่ีสกัดได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ  

-30 oC จนกว่าจะน�ำไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

	 ท�ำการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมเพื่อตรวจหาเช้ือ

ในสกุล Plasmodium และ Hepatocystis ด้วยวิธ ีPCR 

โดยใช้ forward primer rPLU1 (5’-TCAAAGATTAAG-

CCATGCAAGTGA-3’) และ reverse primer rPLU5 

(5’-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’) ทีจ่�ำเพาะต่อยนี 
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small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) (Singh 

et al., 1999) ปฏกิริยิา PCR ปรมิาตรสทุธ ิ25 µl ประกอบ

ด้วย 10X PCR buffer (Invitrogen, USA), dNTP (New 

England Biolabs, USA) 0.2 mM, MgCl
2 
1.5 mM, forward 

และ reverse primers อย่างละ 0.2 µM, Platinum Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, USA) 0.5 units และ 

DNA ต้นแบบที่สกัดได้จากตัวอย่าง 2 µl โดยใช้ Dnase/

Rnase-free water (Invitrogen, USA) ในการปรบัปรมิาตร 

ขั้นตอนของ PCR ประกอบด้วย initial denaturation ที่ 

94 oC 2 นาท ีตามด้วยการเพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรมจ�ำนวน 

35 รอบ โดย denaturation ที ่94 oC 30 วินาท ีannealing 

ที ่50 oC 30 วนิาที extension ที ่72 oC 2 นาท ีตามด้วย 

final extension ที่ 72 oC 15 นาที ตรวจสอบผลผลิต 

PCR ขนาดประมาณ 1,600-1,700 bp บน 0.8% agarose 

gel electrophoresis ทีย้่อมด้วย RedSafe nucleic acid 

solution (iNtRON Biotechnology, South Korea) ภายใต้

แสงอลัตราไวโอเลต โดยใช้ DNA ของ P. gallinaceum 

เป็นตัวควบคุมบวกและ Dnase/Rnase-free water เป็น

ตวัควบคมุลบ และ 100 bp DNA Ladder (biotechrabbitTM, 

Germany) เป็น DNA marker 

การโคลนผลผลติ PCR และการตรวจหาล�ำดบัสารพนัธกุรรม

	 โคลนผลผลิต PCR ที่เป็นสารพันธุกรรมเป้าหมาย 

ซ่ึงผ่านการท�ำให้บรสิทุธิโ์ดยใช้ QIAquick PCR Purification 

Kit (Qiagen, Germany) เข้าในพลาสมดิโดยใช้ TOPO TA 

cloning kit (Invitrogen, USA) ตามขัน้ตอนทีผู่ผ้ลิตระบุไว้ 

โดยเพิ่มจ�ำนวนพลาสมิดด้วย TOP10 Escherichia coli  

ตรวจหาพลาสมดิทีม่สีารพนัธกุรรมเป้าหมายด้วยวธิ ีPCR 

โดยใช้ forward primer M13F (5’-GTAAAACGACGG-

CCAG-3’) และ reverse primer M13R (5’-CAGGAAA-

CAGCTATGAC-3’) ปฏิกิริยา PCR ปริมาตรสุทธิ 12.5 µl 

ประกอบด้วย 10X PCR buffer (Qiagen, USA), dNTP 

(New England Biolabs, USA) 0.2 mM, forward และ 

reverse primers อย่างละ 0.2 µM, HotStarTaq DNA 

Polymerase (Qiagen, USA) 0.3125 units และ DNA 

ต้นแบบ จาก E.coli โคโลนีเดีย่วทีเ่จอืจางใน Dnase/Rnase-

free water (Invitrogen, USA) 1 µl ขัน้ตอนของปฏกิริยิา

ประกอบด้วย initial denaturation ท่ี 95 oC 5 นาที ตาม

ด้วยการเพ่ิมจ�ำนวนสารพันธุกรรมจ�ำนวน 35 รอบ โดย            

denaturation ที่ 95 oC 30 วินาที annealing ที่ 50 oC  

1 นาที extension ท่ี 68 oC 2 นาที ตามด้วย final extension 

ที่ 68 oC 5 นาที ตรวจสอบผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 

1,800-1,900 bp บน 0.8% agarose gel electrophoresis 

ที่ย้อมด้วย RedSafe nucleic acid solution (iNtRON 

Biotechnology, South Korea) ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 

ท�ำพลาสมิดให้บริสุทธิ์โดยใช ้QIAprep Spin Miniprep 

Kit (Qiagen, USA) น�ำไปตรวจหาล�ำดับสารพันธุกรรม

ด้วยวธิ ีSanger sequencing (Macrogen, South Korea) 

การวิเคราะห์ข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมและการสร้าง

แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

	 น�ำข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมท่ีได้ในแต่ละส่วนมา

ประกอบรวมกันโดยใช้โปรแกรม SEQMAN ใน DNAStar 

Lasergene software version 7.1.0 แล้วน�ำมาเปรยีบเทยีบ

กับข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank เพื่อบ่งช้ีชนิดของเชื้อ 

โดยใช้ Basic local alignment search tool (BLAST) 

(Altschul et al., 1990) ท�ำการเปรียบเทียบข้อมูลล�ำดับ

สารพนัธกุรรม บรเิวณ SSU rRNA ขนาดประมาณ 1,600-

1,700 bp (nucleotide identity) โดยใช้โปรแกรม 

MegAlign ใน DNAStar Lasergene software version 7.1.0 

จัดเรียงข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมของเชื้อที่พบในการ

ศกึษาครัง้นีแ้ละเช้ืออืน่ในฐานข้อมูล GenBank (ตารางที ่1) 

โดยใช้โปรแกรม MUSCLE ใน MEGA software, version 

7.0 (Kumar et al., 2016) และสร้างแผนภูมคิวามสมัพันธ์

เชิงวิวัฒนาการด้วยวิธี Neighbor-Joining โดยใช้โมเดล 

Tamura 3-parameter และวเิคราะห์ bootstrap 1,000 

รอบ ด้วย MEGA software, version 7.0 โดยมีข้อมูล

สารพันธุกรรมของ Babesia microti เป็น outgroup
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ตารางที ่1 แสดงข้อมลูล�ำดบัสารพนัธกุรรมของเชือ้ Plasmodium spp. 
และ Hepatocystis spp. ทัง้หมดทีใ่ช้ในการศกึษาครัง้นี ้รวมถงึ Babesia 
microti ที่ใช้เป็น outgroup

ผลและวิจารณ์

	 การศกึษาในครัง้นีต้รวจพบสารพนัธกุรรมของเชือ้

ในสกุล Plasmodium และ Hepatocystis ด้วยวิธี PCR 

ในตวัอย่างเลอืดลงิแมก็แคก 4 ตัวอย่าง (รหสัตัวอย่าง 162, 

166, 52511 และ 52517) จากจ�ำนวน 57 ตัวอย่าง โดย

ให้ผลบวกสอดคล้องกับทุกตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อด้วยวิธี 

Giemsa-stained blood smears (ตารางที ่2) ผลผลติ PCR 

ในส่วน SSU rRNA ทีไ่ด้มขีนาดประมาณ 1,600-1,700 bp 

(รปูที ่1) จากการเปรยีบเทยีบล�ำดบัสารพนัธกุรรมกบัฐาน

ข้อมลู GenBank โดยการ BLAST พบว่าตวัอย่างเลอืดลงิแสม 

รหัสตัวอย่าง 162 ให้ผลใกล้เคียงที่สุดกับสารพันธุกรรม

ของเชื้อ P. inui โดยพบว่ามีความเหมือน 98-99% กับ  

P. inui isolates ต่าง ๆ ส่วนตัวอย่างเลือดลิงกัง จ�ำนวน 

3 ตัวอย่าง ได้แก่ รหัสตัวอย่าง 166, 52511 และ 52517  

ให้ผลใกล้เคยีงทีส่ดุกบัสารพนัธุกรรมของเช้ือ Hepatocystis 

spp. โดยพบว่ามคีวามเหมอืน 88-96% กบั Hepatocystis 

spp. isolates ต่าง ๆ ทั้งนี้ไม่พบการติดเชื้อร่วมกันของ

เชื้อ Plasmodium spp. มากกว่า 1 ชนิด และไม่พบการ

ตดิเชือ้มาลาเรียร่วมกับเชื้อ Hepatocystis spp. 

ชนิดของเชื้อปรสิต ชนิดของโฮสต์ พื้นที่ที่พบ
GenBank 
accession 

no.

P. inui

P. inui
P. inui
P. inui
P. fieldi 
P. cynomolgi
P. hylobati
P. fragile
P. coatneyi
P. knowlesi
P. knowlesi
P. vivax
P. falciparum
P. malariae
Hepatocystis spp.

Hepatocystis spp.
Hepatocystis spp.
Hepatocystis spp.
Hepatocystis spp.
Hepatocystis spp.
Babesia microti

Macaca fascicularis

M. fascicularis
M. fascicularis

M. cyclopis
M. fascicularis
M. mulatta

Hylobati moloch
-

M. fascicularis
M. mulatta

Homo sapiens
H. sapiens

-
-

M. nemestrina

M. nemestrina
M. nemestrina
M. fascicularis

Callosciurus notatus
Cynopterus brachyotis

H. sapiens

Central Thailand

Thailand
South China

Taiwan
Malaysia

-
Malaysia (Borneo)

-
Thailand

-
Malaysia

-
-
-

Central Thailand

Southern Thailand
Southern Thailand

Thailand
Malaysia (Borneo)
Malaysia (Borneo)

China

MK078095, 
MK078096
EU400385
HM032051
FN430725
FJ619064
L08241
AB287280
M61722
EU400393
L07560
AY327553
U03079
M19172
M54897
MK078097, 
MK078098
MK078099
MK078100
EU400394
JX090231
DQ396541
KF410824

หมายเหต:ุ”เชือ้ทีร่ายงานในการศกึษาคร้ังนีแ้สดงเป็นตวัหนา, “-” คอื ไม่มข้ีอมลู

ตารางที่ 2 แสดงจ�ำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วยวิธี Giemsa-stained 
blood smears และ PCR และผลการ sequencing

รปูท่ี 1 Gel electrophoresis แสดงผลผลติ PCR ของยนี SSU rRNA 
ขนาดประมาณ 1,600-1,700 bp; lane 1: 100 bp DNA Ladder              
(biotechrabbitTM, Germany), lane 2-5: ตวัอย่างทีใ่ห้ผลบวก (2: ตวัอย่าง
เลอืดลงิแสม รหสัตวัอย่าง 162, 3: ตวัอย่างเลอืดลงิกงั รหสัตวัอย่าง 166, 4: 
ตวัอย่างเลอืดลงิกงั รหสัตวัอย่าง 52511, 5: ตวัอย่างเลอืดลงิกงั รหสั
ตวัอย่าง 52517), lane 6: ตัวอย่างทีใ่ห้ผลลบ, lane 7: ตวัควบคมุลบ 
(Dnase/Rnase-free water), lane 8: ตวัควบคมุบวก (P. gallinaceum)

กลุ่ม 
ตัวอย่าง

เดือนและ
ปีที่รับ

ตัวอย่าง

จำ�นวน
ตัวอย่าง
ส่งตรวจ

จำ�นวนตัวอย่าง
ท่ีให้ผลบวกด้วยวิธี 
Giemsa-stained 
blood smears   
(รหัสตัวอย่าง)

จำ�นวน
ตัวอย่าง

ที่ให้ผลบวก
ด้วยวิธี PCR 

(รหัสตัวอย่าง)

ผลการ            

sequencing

1 มกราคม 
2558

31 1 (166) 1 (166) Hepatocystis 
spp.

2 พฤษภาคม 
2558

9 1 (162) 1 (162) Plasmodium 
inui

3 พฤษภาคม 
2560

17 2 (52511 และ 
52517)

2 (52511 และ 
52517)

Hepatocystis 
spp.

รวม 57 4 4

	 ผลการโคลนผลผลติ PCR จากตวัอย่างเลอืดลงิแสม 

รหัสตัวอย่าง 162 และตัวอย่างเลือดลิงกัง รหัสตัวอย่าง 

166 ได้จ�ำนวนตัวอย่างละ 2 โคลน คือ โคลน A และ B   

และจากตัวอย่างเลือดลิงกัง รหัสตัวอย่าง 52511 และ 

52517 ตัวอย่างละ 1 โคลน การเปรียบเทียบข้อมูลล�ำดับ

สารพนัธกุรรมของเช้ือ P. inui ท่ีพบในตัวอย่างเลอืดลงิแสม

จากภาคกลางของประเทศไทยในเดือนพฤษภาคม 2558 

รหสัตวัอย่าง 162 ของทัง้โคลน A (MK078095) และ โคลน 

B (MK078096)  พบว่ามีความเหมือน 99.5 และ 99.6% 

ตามล�ำดับ กับเชื้อ P. inui ที่รายงานโดย Seethamchai 

et al. (2008) ซึง่พบในลงิแสมทางภาคใต้ของประเทศไทย 

(EU400385) (ตารางที่ 3) ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์

เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิด้วยวิธี Neighbor- 

Joining (รูปท่ี 2) แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ใกล้ชิดที่สุด

กับเช้ือ P. inui ท่ีรายงานโดย Seethamchai et al. 

(2008) เช่นเดียวกันและยังใกล้ชิดกับสายพันธุ์ไต้หวัน II 

(FN430725) ซ่ึงพบในลงิแสมแห่งฟอร์โมซา (M. cyclopis) 
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ตารางที่ 3 แสดงผลการเปรียบเทียบข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรม (nucleotide identity) และ divergence ของเชื้อที่พบในการศึกษาครั้งนี้                     
เปรียบเทียบกับเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank (MegAlign, DNAStar Lasergene software version 7.1.0) ในกรอบสี่เหลี่ยมสีน�้ำเงินคือ
เชื้อที่ท�ำการศึกษาซึ่งพบว่าใกล้เคียงกับเชื้อ P. inui และในกรอบสี่เหลี่ยมสีชมพูคือเชื้อที่ท�ำการศึกษาซึ่งพบว่าใกล้เคียงกับเชื้อ Hepatocystis spp.

รูปที่ 2 แสดงแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในส่วนของยีน small subunit ribosomal RNA ของเชื้อที่พบจากการศึกษาในครั้งนี้ (แสดงเป็น
ตัวหนา) กับเชื้อที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank สร้างด้วยวิธี Neighbor-Joining โดยใช้โมเดล Tamura 3-parameter และวิเคราะห์ bootstrap 
1,000 รอบ ค่า bootstrap (เฉพาะที่มีค่า 50% ขึ้นไป) แสดงไว้ในแต่ละกิ่ง เชื้อที่พบจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงเป็นตัวหนา, “*” คือเชื้อที่ใกล้เคียง
กับ P. inui และ “**” คือเชื้อที่ใกล้เคียงกับ Hepatocystis spp.
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(Huang et al., 2010) และสายพันธุ์ภาคใต้ของจีน 

(HM032051) ทีพ่บในลงิแสม (Huang et al., 2011) การ

ที่เชื้อ P. inui ที่พบในการศึกษาครั้งนี้มีความใกล้เคียงกับ

เชือ้ทีพ่บในลงิแมก็แคกต่างชนิดกัน สอดคล้องกบัท่ีผ่านมา

มรีายงานการพบเชือ้ P. inui ในลงิแมก็แคกหลายชนดิ ได้แก่  

M. fascicularis, M. nemestrina, M. mulatta, M. radiata 

และ M. cyclopis ซึ่งอาจถือได้ว่าเชื้อ P. inui เป็นเช้ือ

มาลาเรียในลิงที่มีการแพร่หลายมากที่สุดในลิงโลกเก่า 

(Eyles, 1963; Coatney et al., 2003) 

	 เชือ้มาลาเรยีสามารถแบ่งกลุม่ตามรปูแบบอาการไข้

หรอืระยะทีเ่ช้ืออยูใ่นเน้ือเยือ่ของโฮสต์ (asexual erythro-

cytic schizogony) ได้เป็นกลุม่ Tertian คือเป็นไข้ทุก 3 

วนั กลุม่ Quartan คือเป็นไข้ทกุ 4 วนั และกลุ่ม Quotidian 

คือเป็นไข้ทุกวัน โดยเชื้อ P. inui จัดอยู่ในกลุ่ม Quartan 

ร่วมกับเชื้อ P. malariae อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึง

ความเหมอืนของล�ำดับสารพันธกุรรมของเชือ้ P. inui ท่ีพบ

จากการศึกษาในครั้งนี้เฉพาะกับเชื้อมาลาเรียที่พบในคน

เป็นหลกัพบว่า มีความใกล้เคียงกบัเชือ้ P. vivax ซึง่เป็นเช้ือ

ในกลุ่ม Tertian มากที่สุด โดยพบว่ามีความเหมือน 97% 

(ตารางที่ 3) และพบว่ามีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่

ใกล้เคยีงกบั P. vivax มากกว่า P. malariae (รปูท่ี 2) ซ่ึง

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ในยีน SSU rRNA 

(Kissinger et al., 1998; Seethamchai et al. 2008)  และ

ยนี cytochrome b (Perkins et al., 2002; Putaporntip 

et al. 2010) ที่พบว่าเชื้อ P. inui มีความใกล้เคียงกับเชื้อ 

P. vivax มากกว่า เชือ้ P. malariae นอกจากนีย้งัพบว่าเช้ือ 

P. inui มคีวามสัมพันธ์เชงิววิฒันาการใกล้ชดิกบัเชือ้ในกลุม่ 

Tertian ตวัอืน่ ๆ เช่น P. fragile, และ P. coatneyi รวมถึง

มคีวามสัมพันธ์ใกล้ชดิกบัเชือ้ P. knowlesi ซ่ึงเป็นเช้ือในกลุ่ม 

Quotidian มากกว่าด้วยเช่นเดียวกนั (รปูที ่2) แสดงให้เห็นว่า

ความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการของเช้ือมาลาเรยี ไม่ได้สัมพันธ์

กับการจัดกลุ่มเชื้อมาลาเรียตามรูปแบบอาการไข้ 

	 ผลการเปรยีบเทยีบข้อมลูล�ำดับสารพนัธุกรรมของ

ตวัอย่างเลอืดลิงกงั รหสัตัวอย่าง 166, 52511 และ 52517 

กับฐานข้อมูล GenBank พบว่าเกี่ยวข้องมากที่สุดกับเชื้อ 

Hepatocystis spp. โดยตวัอย่าง 166 โคลน A (MK078097) 

โคลน B (MK078098) จากลิงกังในภาคกลางเมื่อเดือน

มกราคม 2558 โคลน A ของตัวอย่าง 52511 (MK078099) 

และโคลน A ของตัวอย่าง 52517 (MK078100) จากลงิกัง

ในภาคใต้เมือ่เดอืนพฤษภาคม 2560 พบว่าเหมอืนกบัเชือ้ 

Hepatocystis sp. ซ่ึงพบในลิงแสมทางภาคใต้ของ

ประเทศไทย (EU400394) 97.1, 96.6, 94.2 และ 94.2% 

ตามล�ำดบั (ตารางที ่3) สอดคล้องกบัผลการวเิคราะห์ด้วย

แผนภมูคิวามสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการทีแ่สดงให้เหน็ว่าเชือ้

ที่พบมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับเชื้อ Hepatocystis sp. 

(EU400394) เช่นกัน (รูปที่ 2) และถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกัน

ในเช้ือสาย Hepatocystis spp. ด้วยค่า bootstrap 

สนบัสนนุ 91% จะเหน็ได้ว่าเชือ้ทีพ่บใน 2 กลุ่มตวัอย่าง           

มีความใกล้เคียงกันมากแม้ว่าจะได้รับมาในเวลาท่ีต่างกัน          

ถงึ 2 ปี และมาจากต่างพื้นที่กัน สอดคล้องกับการศึกษา

ในยนีส่วน cytochrome b ท่ีรายงานว่าเช้ือท่ีพบในลงิกงัและ

ลงิแสมมคีวามใกล้เคยีงกนัและน่าจะมกีารถ่ายทอดระหว่าง

ประชากรลิงทั้งสองชนิดนี้อย่างอิสระ แตกต่างจากเช้ือ               

P. inui ที่พบว่าลักษณะทางพันธุกรรมของกลุ่มเชื้อที่พบ

ในลิงกังและกลุ่มเช้ือท่ีพบในลิงแสมมีความแตกต่างกัน

แยกตามชนิดของโฮสต์ (Putapornthip et al., 2010) 

ส�ำหรบัการศกึษาในครัง้นีไ้ด้รายงานยนีส่วน SSU rRNA ซึง่เป็น 

marker ทีน่ยิมใช้ส�ำหรบัการวเิคราะห์แผนภมิูความสมัพนัธ์

เชงิววิฒันาการของยคูารโิอตและมข้ีอมลูล�ำดบันวิคลโีอไทด์

จากเช้ือมาลาเรยีหลากหลายชนดิจ�ำนวนมากในฐานข้อมลู 

ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธ์ของยีนนี้จึงมีความส�ำคัญ  

โดยเฉพาะอย่างยิง่เมือ่มกีารวเิคราะห์และจ�ำแนกเชือ้มาลาเรีย

ชนดิใหม่ ตลอดจนใช้เปรียบเทียบกบัเช้ือท่ีมคีวามใกล้เคยีง

กบัเช้ือมาลาเรยี (Nishimoto et al., 2008) นอกจากนีร้ายงาน

ครัง้นีเ้ป็นการพบเช้ือ Hepatocystis spp. เพียงชนิดเดียว

ในลิงกังโดยไม่มกีารตดิเชือ้ชนิดอืน่ร่วมด้วย อาจเป็นไปได้ว่า

ในสิง่แวดล้อมทีป่ระชากรลงิทีท่�ำการศกึษาอาศยัอยูน่ัน้ไม่มี

เช้ือมาลาเรีย หรืออาจเป็นไปตามข้อสันนิษฐานท่ีว่าการ

ตดิเชือ้ Hepatocystis spp. ในลงิกงัอาจช่วยลดโอกาสการ

ติดเชื้อมาลาเรียและในทางกลับกันการติดเชื้อมาลาเรีย

อาจช่วยลดโอกาสในการติดเชื้อ Hepatocystis spp. 

(competitive exclusion) เนื่องจากพบว่าการติดเชื้อ 

Hepatocystis spp. และเช้ือมาลาเรยี เช่น P. inui ในลงิกงั

มักเป็นการติดเชื้อชนิดเดียวมากกว่าการติดเชื้อทั้งสอง

ชนดิร่วมกันอย่างมนียัส�ำคญัทางสถิต ิ(Putapornthip et al., 

2010) อย่างไรกต็ามการตดิเชือ้ Hepatocystis spp. จะส่งผล

ต่อโฮสต์ท�ำให้ไวรบัหรอืต้านทานต่อการได้รบัเชือ้มาลาเรีย

นั้นมีข้อมูลอย่างจ�ำกัด จึงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 



36 Volume 14 Number 3

	 การศกึษาในครัง้นีร้ายงานการตรวจพบสารพนัธกุรรม

ของเช้ือ P. inui ในลงิแสม แสดงให้เห็นว่าเชือ้มกีารหมนุเวยีน

อยู่ในประชากรลิงแม็กแคกในประเทศไทย แม้ว่าปัจจุบัน

จะยังไม่มีรายงานการติดเชื้อ P. inui สู่คนโดยธรรมชาติ 

และที่ผ่านมาพบเพียงการติดเชื้อสู ่คนจากการท�ำการ

ทดลอง อย่างไรกด็กีารทีเ่ชือ้ P. inui เจรญิได้ดใีนยงุก้นปล่อง

ซ่ึงเป็นพาหะน�ำเชือ้  และพบได้ทัว่ไปในลงิแมก็แคกซ่ึงเป็น

โฮสต์หลักตามธรรมชาติ อาจกล่าวได้ว่าในพื้นท่ีท่ีมีท้ัง

โฮสต์ธรรมชาตแิละยงุพาหะน�ำเช้ือเป็นจ�ำนวนมาก อกีทัง้

มีความใกล้ชิดของสัตว์ไพรเมตที่ไม่ใช่มนุษย์กับมนุษย์นั้น 

เชือ้ P. inui อาจมโีอกาสทีจ่ะเกดิเป็นสาเหตุของโรคตดิต่อ

จากสัตว์สู่คนได้ จากรายงานที่พบว่าเชื้อ P. falciparum 

และ P. vivax มต้ีนก�ำเนดิจากการแพร่กระจายข้ามสายพนัธุ์

จากเชือ้มาลาเรยีในสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่มนุษย์กลายเป็นเช้ือ

มาลาเรยีทีก่่อโรคในมนุษย์ (Liu et al., 2010; Prugnolle 

et al., 2013) และเมื่อไม่นานมานี้เชื้อ P. knowlesi ซึ่ง

เป็นเชือ้มาลาเรยีในสตัว์ไพรเมตท่ีไม่ใช่มนษุย์ได้มรีายงานการ

พบเชือ้ในคนจ�ำนวนมากในประเทศมาเลเซยี (Vythilingam 

et al., 2014) ดังน้ันการศึกษาเกีย่วกับความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเชื้อ

มาลาเรียในคนกบัเชือ้มาลาเรยีทีพ่บในสตัว์ไพรเมตทีไ่ม่ใช่

มนุษย์เป็นสิ่งส�ำคัญที่จะช่วยให้เกิดความรู้ความเข้าใจที่

เพิ่มขึ้นเกี่ยวกับแหล่งที่มาและวิวัฒนาการของเชื้อ

มาลาเรียในคน เพื่อเป็นการเฝ้าระวังเชื้อมาลาเรียในสัตว์

ไพรเมตทีไ่ม่ใช่มนษุย์ทีม่โีอกาสเกดิการข้ามสายพนัธุก์ลาย

เป็นเชื้อมาลาเรียที่ก่อโรคในคนได้

สรุปผล และข้อเสนอแนะ
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ของ P. inui ในลงิแสม จ�ำนวน 1 ตวัอย่าง และสารพนัธกุรรม

ของ Hepatocystis spp. ในลิงกัง จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง ใน

ประเทศไทย จากการวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมและ

แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีนส่วน 

SSU rRNA ของเชื้อ P. inui และ Hepatocystis spp. 

ที่ท�ำการศึกษามีความใกล้เคียงกับเชื้อ P. inui และ เชื้อ 

Hepatocystis spp. ที่พบในประเทศไทยที่ได้รายงานไว้

ก่อนหน้านี้ และเช้ือ P. inui ท่ีพบไม่ได้สัมพันธ์กับการ         

จัดกลุ่มเชื้อมาลาเรียตามรูปแบบอาการไข้ นอกจากนี้            

วิธีทางอณูชีวโมเลกุลสามารถน�ำมาช่วยวินิจฉัยแยกแยะ

เช้ือมาลาเรียและเช้ือท่ีมีความใกล้เคียงกับเช้ือมาลาเรีย 

เช่น เชื้อ Hepatocystis spp. ได้ 

	 อย่างไรก็ดีการศึกษาในครั้งนี้เป็นการรายงานการ

พบเชือ้ P. inui ในตวัอย่างเลอืดทีส่่งมาตรวจซึง่มาจากลงิแสม

ทีไ่ด้รบัการดแูลอยูใ่นศูนย์ดแูลสตัว์ป่าแห่งหนึง่ โดยทีไ่ม่ได้

สุ่มหรือเก็บตัวอย่างมาจากประชากรลิงในพื้นที่ทั้งหมด  

ผลที่ได้จึงไม่สามารถบ่งบอกถึงความชุกหรืออุบัติการณ์

ท่ีแท้จรงิของโรคในขณะนัน้ได้  ท้ังนีก้ารพบอบัุตกิารณ์ของ

เชื้อ P. inui ในลิงแม็กแคกในประเทศไทย จะส่งผล

อนัตรายหรอืเพิม่โอกาสในการติดเช้ือ P. inui สูค่นหรอืไม่คง

ต้องท�ำการศกึษากันต่อไป นอกจากนีค้วรมกีารศกึษาเพิม่เตมิ

ในยนีส่วนอืน่ ๆ  และแมลงพาหะทีมี่บทบาทในการถ่ายทอดเช้ือ 

ซึง่จะเป็นข้อมลูส�ำคญัเพือ่ให้เกดิความเข้าใจถงึแหล่งทีม่า 

ความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการ และการถ่ายทอดเชือ้ของเชือ้

มาลาเรียในคนท่ีมีต้นก�ำเนิดมาจากเช้ือมาลาเรยีในสตัว์         

ไพรเมตท่ีไม่ใช่มนษุย์ เพือ่เป็นการเฝ้าระวงัเช้ือมาลาเรียใน

สัตว์ไพรเมตที่ไม่ใช่มนุษย์ที่มีโอกาสติดต่อมาสู่คนได้ 

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณเจ้าหน้าทีก่รมอทุยานแห่งชาต ิสตัว์ป่า 

และพนัธุพื์ช ท่ีน�ำส่งตวัอย่าง และขอขอบคุณ คุณอบุลรตัน์ 

แทนกลาง ที่ช่วยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียส�ำหรับ

การโคลนยีนเป้าหมาย ขอขอบคุณ สพ.ญ.ดร. มัญชรี            

ทัตติยพงศ์ และสพ.ญ.จันทรา วัฒนะเมธานนท์ ที่ให้ค�ำ

ปรึกษาทางด้านเทคนิค และขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีกลุ่ม

ปรสิตวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ที่ช่วยเตรียม

อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ท�ำการศึกษา



37ปีที่ 14 ฉบับที่ 3

เอกสารอ้างอิง
Aggimarangsee, N. 1992. Survey for semi-tame colonies of                

macaques in Thailand. Nat Hist Bull Siam Soc. 40: 
103-166.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. and Lipman, 
D.J. 1990. Basic local alignment search tool. J Mol 
Biol. 215 (3): 403-410.

Coatney, G., Chin, W., Contacos, P. and King, H. 1966. Plasmodium 
inui, a quartan-type malaria parasite of old world 
monkeys transmissible to man. J Parasitol.  52: 660-663.

Coatney, G.R., Collins, W.E., Warren, M. and Contacos, P.G.  
2003. The primate malarias. (original book published 
in 1971). (CDROM). Version 1.0. Atlanta, GA. Centers 
for Disease Control and Prevention.

Das Gupta, B.M. 1938. Transmission of P. inui to man. Proc 
Natl Inst Sci India. 4: 241–244.

Eyles, D.E. 1963. The species of simian malaria: taxonomy, 
morphology, life cycle, and geographical distribution 
of the monkey species. J Parasitol. 49: 866–887.

Garnham, P.C. 1966. Malaria parasites and other haemosporidia. 
Blackwell scientific. Oxford, United Kingdom.  p. 1132 

Garnham, P.C., Heisch, R.B. and Minter, D.M.  1961.  Culicoides 
adersi Ingram and Macfie, 1923, a presumed vector 
of Hepatocystis (=Plasmodium) kochi (Laveran, 1899). 
Nature. 190: 737–741.

Huang, C.C., Ji, D.-D., Chiang, Y.C., Teng, H.J., Liu, H.J., Chang, 
C.D. and Wu, Y.H. 2010. Prevalence and molecular 
characterization of Plasmodium inui among Formosan 
macaques (Macaca cyclopis) in Taiwan. J Parasitol. 
96 (1): 8-15.

Huang, Y., Yang, Z., Putaporntip, C., Miao, M., Wei, H., Zou, C. 
and Cui, L. 2011. Isolation and identification of a South 
China strain of Plasmodium inui from Macaca                  
fascicularis. Vet Parasitol. 176 (1): 9–15.

Johnston, S.P., Pieniazek, N.J., Xayavong, M.V., Slemenda, S.B., 
Wilkins, P.P. and da Silva, A.J. 2006. PCR as a                       
confirmatory technique for laboratory diagnosis of 
malaria. J Clin Microbiol. 44 (3): 1087–1089.

Jongwutiwes, S., Putaporntip, C., Iwasaki, T., Sata, T. and Kanbara, 
H. 2004. Naturally Acquired Plasmodium knowlesi 
Malaria in human, Thailand. Emerg Infect Dis. 10 (12): 
2211–2213.

Kissinger, J.C., Collinst, W.E., Li, J. and McCutchan, T.F. 1998.  
Plasmodium inui is not closely related to other quartan 
Plasmodium species. J Parasitol. 84 (2): 278-282.

Kumar, S., Stecher, G. and Tamura, K. 2016. MEGA7: Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger 
datasets. Mol Biol Evol. 33: 1879-1874.

Liu, W., Li, Y., Learn, G.H., Rudicell, R.S., Robertson, J.D., Keele, 
B.F. and Hahn, B.H. 2010. Origin of the human malaria 
parasite Plasmodium falciparum in gorillas. Nature.  
467 (7314): 420–425.

Malaivijitnond, S., Hamada, Y., Varavudchi, P. and Takenaka, 
O. 2005. The current distribution and status of macaques 
in Thailand. Nat Hist J Chulalongkorn Univ. 1: 35-45.

Mathison, B.A. and Pritt, B.S. 2017. Update on malaria diagnostics 
and test utilization. J Clin Microbiol. 55 (7): 2009–2017.

Nishimoto, Y., Arisue, N., Kawai, S., Escalante, A.A., Horii, T., 
Tanabe, K. and Hashimoto, T. 2008. Evolution and 
phylogeny of the heterogeneous cytosolic SSU rRNA 
genes in the genus Plasmodium. Mol Phylogenet Evol.  
47 (1): 45-53.

Perkins, S.L. and Schall, J.J.  2002.  A molecular phylogeny of 
malarial parasites recovered from cytochrome b gene 
sequences. J Parasitol. 88 (5): 972-978.

Prugnolle, F., Rougeron, V., Becquart, P., Berry, A., Makanga, 
B., Rahola, N. and Renaud, F. 2013. Diversity, host 
switching and evolution of Plasmodium vivax infecting 
African great apes. Proc Natl Acad Sci USA. 110 (20): 
8123-8128.

Putaporntip, C., Jongwutiwes, S., Thongaree, S., Seethamchai, 
S., Grynberg, P. and Hughes, A. L. 2010. Ecology of 
malaria parasites infecting southeast Asian macaques: 
evidence from cytochrome b sequences. Mol Ecol.  
19 (16): 3466–3476.

Seethamchai, S., Putaporntip, C., Malaivijitnond, S., Cui, L. and 
Jongwutiwes, S. 2008. Malaria and Hepatocystis Species 
in Wild Macaques, Southern Thailand.  Am J Trop Med 
Hyg. 78 (4): 646-653.

Singh, B., Bobogare, A., Cox-Singh, J., Snounou, G., Abdullah, 
M.S. and Rahman, H.A.  1999. A genus and species- 
specific nested polymerase chain reaction malaria 
detection assay for epidemiologic studies.  Am J Trop 
Med Hyg. 60: 687-692.

Strokes, W.S., Donovan, J.C., Montrey, R.D., Thompson, W.L., 
Wannemacher, R.W. Jr. and Rozmiarek H. 1983.  Acute 
clinical malaria (Plasmodium inui) in a cynomolgus 
monkey (Macaca fascicularis). Lab Anim Sci. 33(1): 81-85.

Vickerman, K. 2005. The lure of life cycles: Cyril Garnham and 
the malaria parasites of primates. Protist. 156: 433–449.

Voller, A.  1972. Plasmodium and Hepatocystis. In: Pathology 
of simian primates. Part II. Infectious and parasitic 
diseases. R.N. T-W-Fiennes. editor. S Karger, New York, 
USA. pp. 57-73.

Vythilingam, I., Lim, Y.A., Venugopalan, B., Ngui, R., Leong, C.S., 
Wong, M.L. and Mahmud, R. 2014. Plasmodium 
knowlesi malaria an emerging public health problem 
in Hulu Selangor, Selangor, Malaysia (2009-2013): 
epidemiologic and entomologic analysis. Parasit 
Vectors. 7: 436

Vythilingam, I., Noorazian, Y. M., Huat, T. C., Jiram, A. I., Yusri, 
Y. M., Azahari, A. H., NorParina, I., NoorRain, A. and 
Lokmanhakim, S. 2008. Plasmodium knowlesi in humans, 
macaques and mosquitoes in peninsular Malaysia.  
Parasit Vectors. 1 (1): 26.



38 Volume 14 Number 3

ภาคผนวก



39ปีที่ 14 ฉบับที่ 3

การตรวจพบสารพันธุกรรมและการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของ

Plasmodium inui และ Hepatocystis spp. ในลิงแม็กแคกในประเทศไทย

	 การศึกษาในครั้งนี้ตรวจพบสารพันธุกรรมของเชื้อ 

Hepatocystis spp. จากตัวอย่างเลือดลิงกัง 3 ตัวอย่าง 

(รหัสตัวอย่าง 166, 52511 และ 52517) ผลการโคลน

ผลผลิต PCR จากตัวอย่างเลือดลิงกัง รหัส 166 ได้จ�ำนวน 

2 โคลน คือ โคลน A และ B และจากตัวอย่างเลือดลิงกัง 

รหัส 52511 และ 52517 ตัวอย่างละ1 โคลน รวมเป็น 4 

โคลนตัวอย่าง ซึ่งพบว่ามีความเหมือนของล�ำดับสาร

พันธุกรรม 94-97% กับเชื้อ Hepatocystis sp. ซึ่งพบใน

ลิงแสมทางภาคใต้ของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2551 

(EU400394) โดยมีความเหมือน 97.1, 96.6, 94.2 และ 

94.2% ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3) 

	 ผลการโคลนผลผลติ PCR จากตัวอย่างเลอืดลิงแสม 

รหัส 162 และตัวอย่างเลือดลิงกัง รหัส 166 ได้จ�ำนวน

ตัวอย่างละ 2 โคลน คือ โคลน A และ โคลน B นั้น โคลน 

A และ โคลน B มาจากการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมของ

เชื้อจากตัวอย่างเลือดตัวอย่างเดียวกัน แต่พบว่าให้

ข้อมลูล�ำดบัสารพันธกุรรมทีแ่ตกต่างกนั ในการศึกษาครัง้นี้

จึงรายงานข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมแยกเป็น โคลน A 

และ B อย่างไรก็ดีควรน�ำข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมของ

โคลนทีไ่ด้ทัง้หมดมาวเิคราะห์อกีครัง้หน่ึงเพือ่หาล�ำดบัเบส

จ�ำเพาะร่วม (consensus sequence) เพือ่รายงานข้อมลู

ล�ำดับสารพันธุกรรมที่ถูกต้องที่สุดเพียงข้อมูลเดียวจาก 1 

ตัวอย่าง

	 จากการศึกษาโดย Putapornthip et al. (2010) 

พบว่าการติดเชื้อ Hepatocystis spp. และเชื้อ P. inui 

ในลิงกัง เป็นการติดเชื้อชนิดเดียวมากกว่าการติดเชื้อ          

ทัง้สองชนดิร่วมกนัอย่างมนัียส�ำคัญทางสถติิ จึงสนันษิฐาน

ได้ว่าการติดเชื้อ Hepatocystis spp. อาจช่วยลดโอกาส

การติดเชื้อ Plasmodium spp. และในทางกลับกันการ

ติดเชื้อ Plasmodium spp. อาจช่วยลดโอกาสในการ           

ติดเชื้อ Hepatocystis spp. การศึกษาในครั้งนี้ที่รายงาน

การตรวจพบเชื้อ P. inui ในลิงแสม จ�ำนวน 1 ตัว และเชื้อ 

Hepatocystis spp. ในลิงกัง จ�ำนวน 3 ตัว นั้น พบว่า

เป็นการติดเชื้อแบบเดี่ยว ๆ โดยไม่พบการติดเชื้อร่วมกัน

ของเชื้อ Plasmodium spp. มากกว่า 1 ชนิด และไม่พบ

การตดิเชือ้ Plasmodium spp. ร่วมกบัเชือ้ Hepatocystis 

spp. การศึกษาในครั้งนี้จึงอาจเป็นไปตามข้อสันนิษฐาน

ของ Putapornthip et al. (2010) ดังกล่าวข้างต้นหรือ

อาจเป็นไปได้ว่าในสิ่งแวดล้อมที่ประชากรลิงที่ท�ำการ

ศึกษาอาศัยอยู่นั้นมีเพียงเชื้อ Hepatocystis spp. หรือ

เชื้อ Plasmodium spp. ชนิดใดชนิดหนึ่งอยู ่ ใน                          

สิ่งแวดล้อม จึงตรวจพบเพียงเชื้อชนิดนั้นชนิดเดียว

	 การศกึษาในครัง้นีร้ายงานการตรวจพบสารพนัธกุรรม

ของเชื้อ P. inui ในลิงแสม และเชื้อ Hepatocystis spp. 

ในลิงกัง เช้ือท่ีพบมีความใกล้เคียงกับเช้ือ P. inui และ 

Hepatocystis spp.  ที่พบในประเทศไทยที่ได้รายงานไว้

ก่อนหน้านี้คือ EU400385 และ EU400394 ตามล�ำดับ 

แสดงให้เห็นว ่าเช้ือท่ีพบยังมีความหลากหลายทาง

พันธุกรรมอย่างจ�ำกัด และพบว่าวิธีทางอณูชีวโมเลกุล

สามารถน�ำมาช่วยวนิจิฉยัแยกแยะเชือ้มาลาเรยีและเชือ้ที่

มีความใกล้เคียงกับเชื้อมาลาเรีย เช่น เชื้อ Hepatocystis 

spp. ได้ ซึ่งเป็นประโยชน์ทางการศึกษาระบาดวิทยา              

เชิงโมเลกลุ เพือ่เฝ้าระวงัการเปลีย่นแปลงของเช้ือมาลาเรยี

ในสัตว์ไพรเมตที่ไม่ใช่มนุษย์ที่มีโอกาสติดต่อมาสู่คนได้


