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1.2 บทคดัย่อ (Abstract) 

การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาความไวต่อยาตา้นมาลาเรยีกลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin และยาทีใ่ชร้่วม

ใน artemisinin derivative based combination therapy (ACT) และลกัษณะทางพนัธุกรรมของการดือ้ยาใน

เชือ้ Plasmodium falciparum จากชายแดนไทยพม่าและไทยกมัพูชาจํานวน 95 สายพนัธุ ์พบว่าเชือ้เกอืบ

ทัง้หมดเป็นเชือ้ทีไ่ม่ดือ้ต่อ artesunate และ dihydroartemisinin พบจุดกลายพนัธุบ์นยนีดือ้ยา artemisinin, 

Kelch13 propeller ประมาณ 77% ซึง่จุดกลายพนัธุส์ว่นใหญ่คอื C580Y เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูา

ม ีpfmdr1 184F allele ทุกสายพนัธุแ์ละ copy number ประมาณ 1 copy เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่

พบวา่ม ีpfmdr1 184F allele อยู ่47.2% และม ีcopy number เฉลีย่ 2.5 copy เชือ้สว่นใหญ่ดือ้ต่อ mefloquine 

ซึง่อาจนํามาสูก่ารลม้เหลวจากการรกัษาโดย artesunate-mefloquine ในประเทศไทย กระทรวงสาธารณสุขจงึ

ไดพ้จิารณาเปลีย่นยาหลกัสําหรบัการรกัษามาลาเรยีทีเ่กดิจากเชือ้ P. falciparum เป็น dihyroartemisinin-

piperaquine การศกึษาเชือ้ P. falciparum ในครัง้น้ีพบว่าเชื้อทีม่ ีpfmdr1 86Y allele จะมคีวามไวต่อ 

piperaquine ลดลง การนํา dihydroartemisinin-piperaquine มาใชใ้นประเทศไทย ควรมกีารทดสอบก่อนใช้

และการเฝ้าระวงัอยา่งเหมาะสมโดยเฉพาะอยา่งยิง่ชายแดนไทยมาเลเซยี ซึง่เชือ้สว่นใหญ่ม ีpfmdr1 86Y allele 

artesunate-pyronaridine เป็น ACT ใหมท่ีม่ปีระสทิธภิาพ ค่า pyronaridine IC50 ของเชือ้ในการศกึษาครัง้น้ีตํ่า

กวา่ค่าทีเ่คยรายงานไวใ้นเชือ้ recrudescence ในประเทศไทย 3-220 เท่า เมือ่เปรยีบเทยีบเชือ้ P. falciparum 

ทีม่ ีpfmdr1 haplotype ต่างกนั ไมพ่บวา่ค่า IC50 ของ pyronaridine มคีวามแตกต่างกนัในแต่ละกลุ่ม ดงันัน้ 

artesunate-pyronaridine อาจเป็นยา ACT ทีเ่หมาะสมสาํหรบัพืน่ที ่ทีเ่ชือ้ P. falciparum มคีวามหลายหลาย

ของลกัษณะยนีดือ้ยาโดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนี pfmdr1 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีแ่ตกต่างกนัทาํใหเ้ชือ้ 

P. falciparum มคีวามไวต่อยาตา้นมาลาเรยีชนิดต่างๆ ทีแ่ตกต่างกนั การทดสอบความไวต่อยาตา้นมาลาเรยี

ชนิดต่างๆ และการสาํรวจขอ้มลูพืน้ฐานของลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาในเชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกได้

จากพืน้ทีต่่างๆ ของประเทศไทยควรจะตอ้งทาํอยา่งต่อเน่ือง เพือ่เป็นการเฝ้าระวงัการพฒันาการดือ้ยาของเชือ้ 

ขอ้มลูเหลา่น้ียงันําไปใชพ้จิารณาการใชย้าอยา่งเหมาะสม 

 
คาํสาํคญั: Plasmodium falciparum, drug resistance, Thailand, pfmdr1, Kelch13 propeller, artemisinin, 
artemisinin derivative based combination therapy (ACT), piperaquine, pyronaridine  
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This study aimed to determine in vitro sensitivities of artemisinin derivatives and their partner drugs in 

artemisinin derivative based combination therapy (ACT) and genetic characterization of resistant 

genes in 95 Plasmodium falciparum isolates collected from Thai-Myanmar and Thai-Cambodia 

borders. Almost all isolates were sensitive to artesunate และ dihydroartemisinin. Approximately 

seventy seven percent of the samples had a mutation on an artemisinin-resistant gene, Kelch13 

propeller which C580Y mutation was predominant. All parasites isolated from Thai-Cambodia border 

contained 184F allele with 1 copy number of pfmdr1 gene. In contrast, the parasites collected from 

Thai-Myanmar border had the pfmdr1 184F allele at 47.2% and contained a few copy number of the 

pfmdr1 gene with the average of 2.5 copies. Most isolates were resistant to mefloquine which might 

lead to treatment failure of artesunate-mefloquine in Thailand. Consequently, The Ministry of Public 

Health has changed the first-line treatment for falciparum malaria to dihyroartemisinin-piperaquine. 

The present study shows that the parasites containing the pfmdr1 86Y allele exhibited reduced 

piperaquine sensitivity. Prior to nationwide implication of dihydroartemisinin-piperaquine usage in 

Thailand, efficacy testing should be conducted. In addition, regular monitoring should be properly 

performed especially in Thai-Malaysia border where most parasites contained the pfmdr1 86Y allele. 

Artesunate-pyronaridine is a new effective ACT. The parasites’ pyronaridine IC50 in this study were 3-

220 times lower than the IC50 of a recrudescent parasite previously reported in Thailand. In addition, 

there was no significant difference of pyronaridine IC50 among the parasites with different haplotypes. 

Thus, artesunate-pyronaridine may be a suitable ACT of choice in the area containing parasites with 

varied resistant haplotypes especially the pfmdr1 haplotypes. In vitro sensitivities and genotypic 

characterization of the resistant genes of P. falciparum should be continuously monitored in order to 

detect the emergence of antimalarial resistance. Rationale drug use can be guided using this 

information.         

Keywords: Plasmodium falciparum, drug resistance, Thailand, pfmdr1, Kelch13 propeller, artemisinin, 
artemisinin derivative based combination therapy (ACT), piperaquine, pyronaridine  
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บทนํา (Introduction)  

 มาลาเรียยงัคงเป็นปญัหาสาธารณสุขสําหรบัประเทศไทย โดยเฉพาะมาลาเรียที่เกิดจากเชื้อ 

Plasmodium falciparum ซึง่เป็นปญัหาสาํคญัเน่ืองจากสามารถก่อใหเ้กดิอาการรุนแรงจนเสยีชวีติได ้เช่น 

มาลาเรยีขึน้สมอง (cerebral malaria) ไตวายเฉียบพลนั (Acute renal failure) และ ปอดบวมน้ํา 

(Pulmonary edema) เป็นตน้ นอกจากน้ีเชือ้ P. falciparum ในประเทศไทยไดพ้ฒันาจนสามารถลดการ

ตอบสนองต่อยาตา้นมาลาเรยีไดห้ลายชนิดทัง้ในกลุ่ม quinolines และ antifolates ภาวะการดือ้ยาน้ีทวี

ความรุนแรงขึน้เรื่อยๆ โดยเฉพาะบรเิวณชายแดนไทย-กมัพชูา (อ.บ่อไร่ จ.ตราด) และชายแดนไทย-พม่า 

(อ.แม่สอด จ.ตาก) เน่ืองจากปญัหาในการดื้อยาประเทศไทย จงึมกีารนํายากลุ่มใหม่ที่มปีระสทิธภิาพใน

การรกัษามาลาเรยีเกดิจากเชือ้ P. falciparum มาใชแ้ละไดผ้ลเป็นทีน่่าพอใจคอื กลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin 

การใหก้ารรกัษาดว้ยยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin น้ีตวัเดยีวพบการกลบัเป็นซํ้า (recrudescence) ไดสู้ง

โดยเฉพาะในรายที่มอีาการรุนแรงและในผูป้่วยทีม่เีชื้อในเลอืดสูง องค์การอนามยัโลก (World Health 

Organization, WHO) ไดแ้นะนําใหใ้ชย้ากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin เช่น artesunate และ artemether 

รว่มกบัยากลุ่มอื่นๆ ในการรกัษามาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมั ดงันัน้ทาํใหม้กีารใชย้ากลุ่มน้ีทัว่โลกในแบบการ

ใชร้ว่มกบัยาอื่น (artemisinin-based combination therapy, ACT) (WHO, 2010) ในประเทศไทยยากลุ่มน้ี

คอื artesunate ซึง่ถูกใชร้่วมกบัยาในกลุ่มทีม่คี่าครึง่ชวีติยาวคอื mefloquine จากการสาํรวจอตัราการ

หายขาดในผู้ป่วยมาลาเรยีบรเิวณถิ่นระบาดทัว่ประเทศไทยในปี พ.ศ. 2546 พบว่าการรกัษาด้วย 

artesunate รว่มกบั mefloquine ในบางพืน้ทีใ่หผ้ลการรกัษาหายขาดไม่ถงึ 80% (Vijaykadga et al., 

2006) 

การเฝ้าระวงัการหายขาดของการใชย้ารว่มระหว่าง artesunate และ mefloquine บรเิวณ อ.บ่อไร ่

จ.ตราด พบอตัราการหายขาดอยู่ระหว่าง 75.0-93.3% ในช่วงปี พ.ศ.2545-2549 การศึกษาอตัราการ

หายขาดของการรกัษามาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมัโดยใช ้artesunate และ mefloquine ที ่จ.ไพลนิ กมัพชูา 

เปรยีบเทยีบกบั จ.ตาก ประเทศไทยพบอตัราการหายขาด 95% อย่างไรกต็ามพบว่าทีไ่พลนิยาสามารถ

กาํจดัเชือ้ในกระแสเลอืดไดช้า้กวา่ผูป้ว่ยจาก จ.ตาก (Dondrop et al., 2009) จากหลกัฐานดงักล่าวอาจเป็น
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ขอ้บ่งชีว้่าเชือ้อาจมกีารพฒันาใหด้ือ้ต่อยากลุ่มน้ีแลว้ จากการตดิตามการรกัษาโดยใช ้artesunate และ 

mefloquine ในการรกัษาผูป้่วยมาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมั ทีจ่งัหวดัตาก เป็นเวลา 13 ปี พบว่าอตัราการ

หายขาดยงัสงูกวา่ 90% อยา่งไรกต็ามพบว่ายาสามารถกําจดัเชือ้ภายใน 48 ชัว่โมงไดเ้พยีง 70% ในช่วงปี 

พ.ศ.2547-2548 ในขณะที่ในช่วงปี พ.ศ.2542-2543 พบว่าเกือบร้อยเปอร์เซ็นที่สามารถกําจดัเชื้อให้

หายไปไดภ้ายใน 48 ชัว่โมง (Carrara et al., 2009) ปจัจุบนั WHO จงึไดก้ําหนดใหม้กีารตรวจเพื่อเฝ้า

ระวงัเชือ้ในกระแสเลอืดหลงัจากใหย้าแลว้ 72 ชัว่โมงว่าหมดไปหรอืไม่ เพื่อเป็นการเฝ้าระวงั artemisinin 

resistance (WHO, 2014a) ในปี พ.ศ.2552 การศกึษาบรเิวณชายแดนไทยกมัพูชาพบผูป้่วยทีม่เีชื้อ

หลงัจากใหย้าแลว้ 72 ชัว่โมง ประมาณ 50% อย่างไรกต็ามการศกึษาในผูป้่วยจะตอ้งใชก้ารตดิตามผูป้่วย

เป็นเวลานานและเจาะเลอืดหลายครัง้ซึง่ทาํใหไ้มส่ะดวกต่อการศกึษา ในปี พ.ศ.2556 Witkowski และคณะ

ไดนํ้าเทคนิค In vitro ring survival assay มาใช ้ซึง่พบว่าเปอรเ์ซน็การรอดชวีติของเชือ้ P. falciparum 72 

ชัว่โมงหลงัจากเลีย้งในน้ําเลีย้งเชือ้ทีม่ยีา dihydroartemisinin เขม้ขน้ 700 nM มคีวามสมัพนัธก์บั half-life 

ของเชือ้ทีพ่บในกระแสเลอืดผูป้่วยหลงัไดร้บัการรกัษาดว้ยยาร่วม ACT เป็นอย่างด ีขอ้ดขีองเทคนิค In 

vitro ring survival assay คอืสามารถทดสอบในเชือ้ P. falciparum ทีถู่กเลีย้งในหอ้งทดลองหรอืเกบ็ไวใ้น

ถงัไนโตรเจนเหลวได ้(Witkowski et al., 2013)    

 ปี พ.ศ. 2557 Ariey และคณะไดร้ายงานการคน้พบจุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller มคีวาม 

สมัพนัธก์บัการดือ้ยา artemisinin (Ariey et al., 2014) โดยคณะผูว้จิยัไดพ้ฒันาเชือ้ P. falciparum สาย

พนัธุด์ือ้ยา artemisinin ในหลอดทดลองดว้ยวธิ ีIn vitro drug pressure จากนัน้ไดท้าํ whole genome 

sequencing ของเชือ้ดือ้ยาเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ตัง้ตน้ พบว่าเชือ้ทีม่ ีจุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ที่

ตําแหน่ง C580Y และ R539T ม ีRing survival rate ทีน่านกว่าเชือ้ทีม่ไีมม่กีารกลายพนัธุอ์ยา่งมนียัสาํคญั

ทางสถติ ิเมื่อมกีารศกึษาในผูป้ว่ยพบว่าผูป้ว่ยมาลาเรยีทีพ่บเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ที่

ตําแหน่ง C580Y, R539T และ Y493H จะม ีparasite clearance half-life นานกว่าผูป้ว่ยทีต่ดิเชือ้ทีไ่มม่จุีด

กลายพนัธุอ์ยา่งมนียัสาํคญั ซึง่หลงัจากนัน้กไ็ดม้กีารรายงานการกระจายของเชือ้ P. falciparum สายพนัธุ์

ดือ้ยา artemisinin ซึง่มจุีดกลายพนัธุ์บนยนี K13 propeller ไปหลายๆ พืน้ทีใ่นกลุ่มประเทศเอเซยี

ตะวนัออกเฉียงใต ้(Ashley et al., 2014; Takala-Harrison et al., 2015; Talundzic et al., 2015; Tun et 
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al., 2015; Wang et al., 2015) การศกึษาในปจัจุบนัพบว่าประเทศทีม่เีชือ้ P. falciparum สายพนัธุด์ือ้ยา 

artemisinin กระจายอยู่จะพบจุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ไดใ้นเปอรเ์ซน็ทีส่งู ตวัอย่างเช่นใน

ประเทศพมา่เมอืง Shan, Kayin, Sagaing และ Mon พบ 66.7%, 47.6%, 45.7% และ 37.5% ตามลําดบั 

(Ashley et al., 2014) ทีแ่ม่สอด จงัหวดัตาก ประเทศไทยพบได ้77.6% ในประเทศกมัพชูาพบว่ามจุีด

กลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ไดส้งูในเมอืงทีต่ดิชายแดนไทย เช่นที ่Pailin พบ 95% Battambang พบ 

93% ในขณะทีเ่มอืงทีต่ดิชายแดนลาวจะพบน้อยกว่า เช่น Preah Vihear พบ 16% หรอื Ratanakiri พบ

เพยีง 6% (Ariey et al., 2014) ในขณะทีบ่างประเทศทีย่งัไมม่ปีญัหาเชือ้ P. falciparum สายพนัธุด์ือ้ยา 

artemisinin จะพบว่าเชือ้มจุีดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ไดใ้นเปอรเ์ซน็ทีต่ํ่า เช่น บงัคลาเทศ และ

เซเนกาล เป็นตน้ (Mohon et al., 2014; Torrentino-Madamet et al., 2014)   

ปจัจุบนั WHO ไดบ้รรจุ K13 marker surveillance เขา้ไปใน revised definition of artemisinin 

resistance (WHO, 2014b) อยา่งไรกต็ามขอ้มลูเกีย่วกบัการกลายพนัธุข์องยนี K13 propeller ในประเทศ

ไทยยงัมจีาํกดั การศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี K13 propeller ในประเทศไทยควรจะทาํการศกึษาในเชือ้ 

P. falciparum ทีม่าจากหลายหลายพืน้ที ่เน่ืองจากเชือ้เหล่าน้ีมคีวามแตกต่างกนัทัง้ในแง ่phenotype และ 

genotype ของการดือ้ยา ซึง่ในหลายประเทศ เช่น พม่า และกมัพูชา ไดร้ายงานเปอรเ์ซน็ของการกลาย

พนัธุข์องยนี K13 propeller มคีวามแตกต่างกนัในแต่ละพืน้ทีข่องประเทศ นอกจากน้ียงัมคีวามแตกต่าง

ของการกระจายของตําแหน่งกลายพนัธุท์ีพ่บในแต่ละพืน้ทีด่ว้ย การศกึษาในประเทศพม่าพบว่าจุดกลาย

พนัธุท์ีพ่บไดบ้่อยคอื C580Y, F446I และ M476I สว่นจุดกลายพนัธุท์ีพ่บไดบ้่อยในประเทศกมัพชูาคอื 

C580Y, R539T และ Y493H (WHO, 2016)  

ในชว่งหลายปีทีผ่า่นมามกีารศกึษาถงึลกัษณะ multidrug resistance ในเชือ้ P. falciparum ซึง่จะมี

การดือ้ขา้ม (cross resistance) ระหวา่ง mefloquine, halofantrine และ quinine กลไกการดือ้ต่อยาในกลุ่ม

น้ีในระดบัอณูชวีะพบว่าขึ้นอยู่กบัยนี pfmdr1 ยนีน้ีมคีวามสมัพนัธ์กบัการตอบสนองต่อยา mefloquine, 

halofantrine และ quinine ทัง้เชือ้ทีเ่ลีย้งในหอ้งทดลองและเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากการศกึษาผูป้่วยในพืน้ที ่

(Wilson et al., 1989; Wilson et al., 1993; Price et al., 1999) Wilson และคณะ (1989) ศกึษาเชือ้ที่

เลีย้งในหอ้งทดลองพบว่าเชือ้ทีม่จีาํนวนชุด (copy number) ของยนี pfmdr1 มากขึน้ (amplification) จะมี
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ความสมัพนัธก์บัการลดลงของการตอบสนองต่อยา mefloquine, halofantrine และ quinine หลงัจากนัน้ได้

มกีารทดสอบเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยกพ็บความสมัพนัธน้ี์เช่นกนั (Wilson et al., 1993) ถงึแมว้่าการศกึษา

ในประเทศไทยโดย Price และคณะ พบว่าเชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้่วยทีแ่สดงการดือ้ต่อ 

mefloquine, halofantrine และ quinine สว่นหน่ึงเท่านัน้ทีม่กีารเพิม่จาํนวนชุดของยนี pfmdr1 (Price et 

al., 1999) ความสมัพนัธน้ี์ไดม้กีารยนืยนัโดยการทดลองทาํใหเ้ชือ้ดือ้ต่อ mefloquine (In vitro selection 

for mefloquine resistance) พบว่าเชือ้เหล่าน้ีมกีารเพิม่จาํนวนชุดของยนี pfmdr1 มากขึน้ (Cowman et 

al., 1994; Peel et al., 1994) อยา่งไรกต็ามการศกึษาเชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยมาลาเรยี 

ประเทศไทย ทัง้ทีท่าํโดย Price และคณะ และ Chaiyaroj และคณะ พบเชือ้ทีด่ือ้ต่อยา mefloquine บาง

สายพนัธุม์ยีนี pfmdr1 ชุดเดยีว (Price et al., 1999; Chaiyaroj et al., 1999) นอกจากน้ียงัมรีายงานเชือ้ที่

ทาํใหด้ือ้ต่อ mefloquine บางสายพนัธท์ีไ่มม่กีารเพิม่จาํนวนชุดของยนี pfmdr1 (Lim et al., 1996) ซึง่ผล

การทดลองน้ีตรงกบัทีพ่บในการทดลองทีท่าํใหเ้ชือ้ดือ้ต่อ halofantrine (In vitro selection for halofantrine 

resistance) เชือ้น้ีแสดงลกัษณะดือ้ขา้มต่อ mefloquine และ quinine และไมพ่บการเพิม่จาํนวนชุดของยนี 

pfmdr1 เมื่อเทยีบกบัเชือ้แมพ่นัธุ ์(Ritchie et al., 1996) ซึง่บ่งชีว้่าเชือ้เหล่าน้ีอาจมกีลไกการดือ้ยาอื่นๆ 

อยา่งไรกต็ามกลไกอื่นทีเ่ชื่อว่ามผีลต่อทาํใหเ้ชือ้ดือ้ยา mefloquine, halofantrine และ quinine ในปจัจุบนั

ยงัคงมคีวามเกีย่วขอ้งกบัยนี pfmdr1 กล่าวคอื เชือ้ทีม่ลีกัษณะของยนีเป็น wild type จะดือ้ต่อยากลุ่มน้ี

มากกว่าเชือ้ทีม่ลีกัษณะยนีทีก่ลายพนัธุ ์(Mungthin et al., 1999; Reed et al., 2000) ลกัษณะยนี pfmdr1 

ทีก่ลายพนัธุ์ม ี2 ลกัษณะคอื K1-type ซึ่งพบในทวปีเอเชยีและอฟัรกิา และ 7G8-type ซึ่งพบในทวปี

อเมรกิาใต ้(Foote et al., 1990) การทดลองโดยใชร้ะบบ Transfection ในเชือ้ P. falciparum พบว่าเมื่อมี

การถ่ายทอดยนี pfmdr1 ชนิด wild type จะทาํใหเ้ชือ้ดือ้ต่อ mefloquine, halofantrine และ quinine มาก

ขึน้ (Reed et al., 2000) ความไวของยา quinoline ตวัใหมท่ีนํ่ามาใชร้ว่มกบัยาอนุพนัธ ์artemisinin เช่น 

lumefantrine กพ็บวา่ถูกควบคุมโดยยนี pfmdr1 เชน่กนั (Mungthin et al., 2010a)  

นอกจากจะมผีลในการกําหนดการตอบสนองต่อยาในกลุ่ม quinoline แลว้ ยนี pfmdr1 น่าจะมผีล

ต่อการตอบสนองต่อยาในกลุ่ม artemisinin ดว้ย การทดลองในเชือ้ทีไ่ดจ้ากการทาํ genetic cross ระหว่าง 

HB3 และ 3D7 พบว่าการกลายพนัธุ์ของ amino acid ที่ตําแหน่ง 184 บนยนี pfmdr1 มผีลต่อการ
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ตอบสนองต่อกลุ่มอนุพนัธข์องยา artemisinin (Duraisingh et al., 2000a) อยา่งไรกต็ามเมือ่มกีารศกึษาใน

เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยมาลาเรยี ประเทศแกมเบยี ไมพ่บความสมัพนัธน้ี์ แต่พบว่าในเชือ้ทีม่กีารตอบสนอง

ไวต่อกลุ่มอนุพนัธข์องยา artemisinin กว่า จะพบการกลายพนัธุข์อง amino acid ทีต่ําแหน่ง 86 บนยนี 

pfmdr1 (Duraisingh et al., 2000a) การศกึษาในผูป้่วยพบว่าการตอบสนองต่อยา artesunate มี

ความสมัพนัธก์บัจาํนวน copy ของยนี pfmdr1 (Alker et al., 2007; Lim et al., 2009) อยา่งไรกต็าม

การศึกษาความสมัพนัธ์น้ีทําอยู่ในวงจํากดั การศึกษาเชื้อจากพื้นที่ต่างๆทัว่โลกจะเป็นหลกัฐานในการ

ยนืยนัความสมัพนัธเ์หล่าน้ี  

ปจัจุบนัประเทศไทยไดพ้จิารณายารกัษามาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมัทีม่อีาการไม่รุนแรงตวัใหม่เพื่อ

ทดแทนยารว่ม artesunate และ mefloquine ยามาลาเรยีใหมท่ีผ่ลติออกมามไีมม่ากนกั เป็นยาทีอ่ยูใ่นกลุ่ม 

ACT ทัง้หมด โดยยาใหมเ่หล่าน้ีจะเป็นยาทีอ่ยูใ่นเมด็เดยีวกนัทัง้สองตวั ไดแ้ก่ artemether-lumefantrine, 

artesunate-amodiaquine, dihydroartemisinin-piperaquine และ artesunate-pyronaridine (WHO, 2010; 

Anthony et al., 2012) อยา่งไรกต็ามขอ้มลูการตอบสนองต่อยาเหล่าน้ี (In vitro sensitivity) การดือ้ขา้ม 

(Cross resistance) และความสมัพนัธข์องการตอบสนองของยากบัยนีดือ้ยาต่างๆ ในเชือ้ P. falciparum 

ในประเทศไทยยงัมไีม่เพยีงพอ ถงึแมว้่าในประเทศไทยจะเคยมกีารรายงานลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี

ดือ้ยาของเชือ้ P. falciparum ในอดตี อย่างไรกต็ามลกัษณะเหล่าน้ีมคีวามแตกต่างกนัในแต่ละพืน้ทีข่อง

ประเทศไทย และจะเปลีย่นไปในช่วงเวลาต่างๆ ซึง่อาจเกดิจากการใชย้าตา้นมาลาเรยีทีแ่ตกต่างกนัในแต่

ละช่วง (Mungthin et al., 2010a; Mungthin et al., 2010b; Poyomtip et al., 2012) คณะผูว้จิยัจงึมคีวาม

ประสงคเ์พื่อศกึษาลกัษณะการตอบสนองต่อยาของเชือ้ P. falciparum สายพนัธุ์ไทยต่อกลุ่มอนุพนัธ ์

artemisinin และยาทีใ่ชร้ว่มใน artemisinin derivative based combination therapy (ACT) ศกึษาลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีอ่าจมผีลต่อการตอบสนองต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin และยาทีใ่ชร้ว่มใน 

ACT ของเชือ้ P. falciparum และเพื่อศกึษาลกัษณะการตอบสนองต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin ของเชือ้ 

P. ในลกัษณะต่างๆ เช่น Ring-stage survival assay (RSA) เป็นตน้ ขอ้มลูเหล่าน้ีเป็นขอ้มลูทีจ่าํเป็นใน

การตดัสนิใจเลอืกยาทีเ่หมาะสมสาํหรบัการรกัษมาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมัทีม่อีาการไมร่นุแรงในประเทศไทย 

นอกจากน้ียงัเป็นขอ้มูลสําหรบัการพฒันายาตวัใหม่เพื่อใช้ในการรกัษามาลาเรยีชนิดฟลัซปิารมัที่ดื้อยา
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ต่อไป และขอ้มลูทางลกัษณะอณูพนัธุกรรมยงัเป็นประโยชน์ทีส่ามารถนํามาทาํนายผลการรกัษาและใชเ้ป็น

เครือ่งบ่งชีใ้นการเลอืกใชย้าได ้

2.2 เน้ือเรื่อง (Main body)   

2.2.1 เครือ่งมอืและวธิกีารดาํเนินการวจิยั (Materials & Methods) 

2.2.1.1 ลกัษณะตวัอยา่งหรอืประชากรทีท่าํการศกึษา 

 เชื้อ P. falciparum ประมาณ 95 สายพนัธุ์ ที่แยกได้จากผูป้่วยมาลาเรยีซึ่งมาตรวจรกัษาที่

สถานพยาบาล ในพืน้ทีร่ะบาดชายแดนไทย-พม่า และไทย-กมัพชูา โดยเลอืดทีเ่หลอืจากการตรวจวนิิจฉยั

ถูกนํามาเลี้ยงในห้องทดลองและเก็บอยู่ในถังไนโตรเจนเหลว ภาควิชาปาราสิตวิทยา วิทยาลัย

แพทยศาสตรพ์ระมงกุฎเกลา้  

2.2.1.2 การเลีย้งเชือ้ 

 เชือ้ P. falciparum ถูกเลีย้งใน sterile flask ภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสม (Trager and Jensen, 1976) 

ในน้ําเลีย้งเชือ้ complete medium (RPMI1640, 10% AB serum, 2.5% ของ 1M HEPES, 0.1% ของ 10 

มก./มล. Gentamicin solution) ภายใต ้93% N2, 3% O2, 4% CO2 และอุณหภูม ิ37oC ปรมิาณเชือ้ถูก

ตรวจโดยการยอ้มดว้ย Giemsa ทุกวนั โดยเจอืจางเชือ้ใหไ้ดป้ระมาณ 1-2% parasitemia ยกเวน้ในกรณีที่

ต้องการเชื้อในเปอร์เซ็นที่สูงกว่าน้ี เชื้อที่เหลือใช้ถูกเก็บในถังไนโตรเจนเหลว โดยผสมเชื้อใน 

cryoprotectant (glycerol/sorbitol in normal saline) ในอตัราสว่น 1:1 เมื่อตอ้งการใชเ้ชือ้เหล่าน้ีสามารถ

เอาออกมาใชไ้ดโ้ดย การป ัน่รว่มกบั 3.5% NaCl และลา้งดว้ย RPMI และเลีย้งในสภาวะทีก่ล่าวขา้งตน้ 

2.2.1.3 การทดสอบการตอบสนองต่อยา 

 การทดสอบการตอบสนองต่อยา artemisinin derivative ได้แก่ artesunate, และ 

dihydroartemisinin และยาร่วม ไดแ้ก่ mefloquine, piperaquine, pyronaridine และ amodiaquine 

นอกจากน้ียงัไดม้กีารทดสอบต่อยาตา้นมาลาเรยีหลกัไดแ้ก่ chloroquine และ quinine อกีดว้ย เชือ้ทีแ่ยก

ไดจ้ากจงัหวดัตราดจะถูกทดสอบความไวต่อยา atovaquone และ proguanil ดว้ย การทดสอบความไวต่อ

ยาทาํโดยวธิขีอง Desjardins et al. (1979) ซึง่จะเป็นการวดั hypoxanthine uptake ของเชือ้ในน้ําเลีย้งเชือ้

ทีม่ยีาในความเขม้ขน้ทีต่่างกนั เปรยีบเทยีบกบัน้ําเลี้ยงเชือ้ทีไ่ม่มยีา ยาถูกเตรยีมในน้ํากลัน่, ethanol, 
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methanol หรอื DMSO ในความเขม้ขน้ 10-2 M และจะถูกเจอืจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ทีต่้องการดว้ย 

complete medium เชือ้ทีใ่ชจ้ะถูกเจอืจางใหไ้ด ้1% parasitemia และใสร่วมกบัน้ําเลีย้งเชือ้ทีม่ยีาและไมม่ี

ยา และเลีย้งภายใต ้93% N2, 3% O2, 4% CO2 และอุณหภูม ิ37oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ใส ่

titriated hypoxanthine และทิง้ไวภ้ายใตส้ภาวะเดมิ 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เกบ็เชือ้ใสแ่ผน่กรอง ทิง้ไวใ้ห้

แหง้และวดัระดบั hypoxanthine ดว้ย scintillation counter คา่ทีว่ดัไดใ้นเชือ้ทีอ่ยูใ่นน้ําเลีย้งทีม่ยีาถูกเทยีบ

เป็นเปอรเ์ซน็กบัเชือ้ทีอ่ยู่ในน้ําเลีย้งทีไ่ม่มยีา ซึง่สามารถเอามาคํานวณเป็น IC50 (ความเขม้ขน้ของยาที่

สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ได ้50%) โดยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์GRAFIT ค่า IC50 ของเชือ้ที่

ตอบสนองต่อยาน้ีเป็นคา่เฉลีย่ของการทดลองอยา่งน้อย 3 ครัง้ 

2.2.1.4 การศกึษาพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt และ pfmdr1 โดย Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 การศกึษาการกลายพนัธุ์ของยนี pfmdr1 จะทําโดยเทคนิค PCR-RFLP (Polymerase Chain 

Reactions-Restriction Fragment Length Polymorphism) โดยใช ้primer ที ่encode ยนี pfmdr1 ตาม

ดว้ยการย่อยโดย restriction endonuclease ทีเ่ฉพาะเจาะจงต่อส่วนทีม่กีารกลายพนัธุ ์โดยใช ้primers 

และ condition ตามที ่Duraisingh และคณะทาํไวใ้นปี ค.ศ. 2000 (Duraisingh et al., 2000b) ผลทีไ่ดจ้าก

การศกึษาทางพนัธุกรรมน้ีจะนําไปเปรยีบเทยีบกบัการตอบสนองของเชื้อต่อยา การศกึษาจํานวน copy 

ของยนี pfmdr1 ในเชือ้สายพนัธุต่์างๆ ทาํโดยเทคนิค TaqMan real-time PCR (Price et al., 2004) โดย

ใช ้ABI sequence detector 7000 (Applied Biosystems, Warrington, UK)  

 การศกึษาการกลายพนัธุ์ของยนี pfcrt จะทําโดยเทคนิค PCR-RFLP (Polymerase Chain 

Reactions-Restriction Fragment Length Polymorphism) โดยใช ้primer ที ่encode ยนี pfmdr1 ตาม

ดว้ยการย่อยโดย restriction endonuclease ทีเ่ฉพาะเจาะจงต่อส่วนทีม่กีารกลายพนัธุ ์โดยใช ้primers 

และ condition ตามที ่Djimde และคณะทาํไวใ้นปี ค.ศ. 2001 (Djimde et al., 2001) ตารางที ่1 แสดง 

Primer and probe sequences ทีใ่ชใ้นการตรวจหา polymorphisms ของยนี pfcrt และ pfmdr1 
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ตารางที ่1 Primer and probe sequences ทีใ่ชใ้นการตรวจหา polymorphisms ของยนี pfcrt และ pfmdr1 

Polymorphisms Primer Sequence 

Pfcrt  TCRP1 

TCRP2  

5’ CCGTTAATAATAAATACACGCAG 3’ 

5’ CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC 3’ 

 TCRD1 

TCRD2 

5’ TGTGCTCATGTGTTTAAACTT 3’ 

5’ CAAAACTATAGTTACCAATTTTG 3’  

Pfmdr1mutations A1    

A3                

5’ TGTTGAAAGATGGGTAAAGAGCAGAAAGAG 3’ 

5’ TACTTTCTTATTACATATGACACCACAAACA 3’ 

 A2                          

A4                   

5’ GTCAAACGTGCATTTTTTATTAATGACCATTA 3’ 

5’ AAAGATGGTAACCTCAGTATCAAAGAAGAG 3’ 

 O1                          

O2                   

5’ AGAAGATTATTTCTGTAATTTGATACAAAAAGC 3’ 

5’ ATGATTCGATAAATTCATCTATAGCAGCAA 3’ 

 1034f                       

1042r                      

5’AGAATTATTGTAAATGCAGCTTTATGGGGACTC 3’ 

5’AATGGATAATATTTCTCAAATGATAACTTAGCA 3’ 

 1246f                       5’ ATGATCACATTATATTAAAAAATGATATGACAAAT 

3’ 

Pfmdr1 copy 

number 

pfmdr1-1F                

pfmdr1-1R                

5’ TGCATCTATAAAACGATCAGACAAA 3’ 

5’ TCGTGTGTTCCATGTGACTGT 3’ 
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pfmdr1-probe            5’TTTAATAACCCTGATCGAAATGGAACCTTTG 3’ 

 ß-tubulin-1F              

ß-tubulin-1R    

ß-tubulin-probe          

5’ TGATGTGCGCAAGTGATCC 3’ 

5’ TCCTTTGTGGACATTCTTCCTC 3’ 

5’ TAGCACATGCCGTTAAATATCTTCCATGTCT 3' 

 

2.2.1.5 การศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี K13-propeller จะทาํโดยเทคนิค nested PCR  

 การศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี K13-propeller จะทําโดยเทคนิค nested PCR และ sequencing 

โดยใช ้primer และ condition ตามที ่Ariey และคณะทาํไวใ้นปี ค.ศ. 2014 (Ariey et al., 2014) โดยใช ้

primers K13_PCR_F/K13_PCR_R (forward: 5′-CGGAGTGACCAAATCTGGGA-3′ and reverse: 5′- 

GGGAATCTGGTGGTAACAGC-3′) สําหรบั nested แรกและ primers K13_N1_F/K13_N1_R 

(forward: 5′-GCCAAGCTGCCATTCATTTG-3′ and reverse: 5′-GCCTTGTTGAA AGAAGCAGA-3′) 

สาํหรบั nested ทีส่อง PCR product ทีไ่ดจ้ะถูกนําไป sequence เพือ่หาจุดกลายพนัธุ ์ 

2.2.1.6 การพฒันาเชือ้ P. falciparum สายพนัธุด์ือ้ยา artemether ในหลอดทดลอง (Intermittent drug 

pressure) 

 เชือ้ clone K1 และ G112 ถูกนํามาเลีย้งใน medium ทีม่ยีา artemether ทีค่วามเขม้ขน้ IC50 (2 nM) 

เมื่อเชือ้สามารถเจรญิเตบิโตดเีมื่อเทยีบกบั control เชือ้จะถูกเลี้ยงในความเขม้ขน้ของยาทีสู่งขึน้ จนใน

ทีสุ่ดเชือ้สามารถเจรญิเตบิโตไดห้ลงัจากถูกเลีย้งในความเขม้ขน้ของยา 1,000 nM จากนัน้เชือ้จะถูกนํามา

ทดสอบหาค่า IC50 ต่อยา artemether และ dihydroartemisinin เทยีบกบัเชือ้ตัง้ต้น นอกจากน้ียงั

เปรียบเทียบเปอร์ เซ็นการรอดชีวิตของเชื้อ  72 ชัว่ โมงหลังจากเลี้ ยง ใน น้ํา เลี้ ยง เชื้อที่มียา 

dihydroartemisinin เขม้ขน้ 700 nM โดยใชเ้ทคนิค In vitro ring survival assay (Witkowski et al., 2013) 

นอกจากน้ียงัทาํการศกึษา DNA sequence ของยนีดือ้ยา artemisinin ไดแ้ก่ K13 propeller เปรยีบเทยีบ

กบัเชือ้ตัง้ตน้ 
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2.2.1.7 การเกบ็รวบรวมขอ้มลู  

 ขอ้มลูจะถูกเกบ็รวบรวมในโปรแกรมวเิคราะหส์ถติสิาํเรจ็รปู 

2.2.1.8 การวเิคราะหผ์ลการวจิยั 

 ค่าการตอบสนองของเชือ้ต่อยา ทีนํ่ามารายงานจะเป็นค่า mean ± standard deviation ของผลการ

ทดลองอยา่งน้อย 3 ครัง้ และสามารถทดสอบความแตกต่างในกลุ่มต่างๆ Independent t test หรอื One-

way ANOVA จากโปรแกรมวเิคราะหส์ถติสิาํเรจ็รปู ความสมัพนัธร์ะหว่างการตอบสนองต่อยาและลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมของยนีจะทดสอบโดยใช ้Chi-square หรอื Fisher’s Exact test ปจัจยัทีม่คีวามสมัพนัธก์บั

เชือ้ทีม่คีวามไวลดลงต่อยาตา้นมาลาเรยีวเิคราะหโ์ดย Univariate และ Multivariate analysis  

 

2.2.2 ผลการวจิยั 

2.2.2.1 การพฒันาเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยในชว่งปี พ.ศ. 2556-2559 

คณะผูว้จิยัไดท้ําการแยกเชือ้ P. falciparum จากผูป้่วยบรเิวณชายแดนไทยพม่า จํานวน 36 ตวัอย่าง 

(ระนอง 12 ตวัอยา่ง กาญจนบุร ี24 ตวัอยา่ง) และบรเิวณชายแดนไทยกมัพชูา จาํนวน 59 ตวัอยา่ง (ศรสีะ

เกษ 26 ตวัอยา่ง ตราด 33 ตวัอยา่ง) รวมทัง้สิน้ 95 ตวัอยา่ง และไดนํ้ามาเลีย้งในหอ้งทดลองเพื่อทดสอบ

การตอบสนองต่อยาตา้นมาลาเรยีชนิดต่างๆ และลกัษณะทางพนัธุกรรม 

2.2.2.2 การทดสอบการตอบสนองต่อยาเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยในชว่งปี พ.ศ. 2556-2559 

เชือ้ทีเ่ลีย้งสาํเรจ็ในหอ้งทดลองถูกทดสอบความไวต่อยาดงัต่อไปน้ีคอื chloroquine, mefloquine, quinine, 

pyronaridine, amodiaquine, piperaquine, dihydroartemisinin และ artesunate ผลความไวของเชือ้ P. 

falciparum ต่อยาตา้นมาลาเรยีดงักล่าวไดถู้กแสดงในตารางที ่2 
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ตารางที ่2  ผลความไวของเชือ้ Plasmodium falciparum ต่อยาตา้นมาลาเรยีต่างๆ 

  Mean (nM) SD (nM) Min (nM) Max (nM) 

Pyronaridine 4.0 2.0 0.2 11.3 

Amodiaquine 8.8 1.9 1.4 26.8 

Piperaquine 22.7 6.7 8.0 33.3 

Chloroquine 98.1 45.8 25.7 197.0 

Mefloquine 57.0 41.8 4.7 196.6 

Quinine 267.4 151.0 52.4 741.3 

Dihydroartemisinin 2.4 1.2 0.4 6.3 

Artesunate 4.1 2.1 0.9 10.7 

 

เมือ่ใชค้า่ cut-off point ของ chloroquine resistance ที ่ IC50 ≥ 25 nM (Pradines et al., 1998b) พบวา่

เชือ้ทัง้หมดเป็นเชือ้ทีด่ือ้ต่อ chloroquine เมือ่ใชค้า่ cut-off point ของ quinine resistance ที ่ IC50 ≥ 500 

nM (Pradines et al., 1998b) พบเชือ้ดือ้ต่อ quinine 12 สายพนัธุ ์ (12.6%) เมือ่ใชค้า่ cut-off point ของ 

mefloquine resistance เมือ่ IC50 ≥ 30 nM (Hutin et al., 1992) พบเชือ้ดือ้ต่อ mefloquine 75 สายพนัธุ ์

(78.9%) เมือ่ใชค้า่ cut-off point ของ artesunate resistance ที ่ IC50 ≥ 10.5 nM (Pradines et al., 

1998a) พบเชือ้ดือ้ยาจาํนวน 1 สายพนัธุ ์ (1.1%) ไมพ่บเชือ้ดือ้ยา dihydroartemisinin และ amodiaquine 

เมือ่ใชค้า่ cut-off point ของ dihydroartemisinin resistance ที ่IC50 ≥ 10.5 nM (Pradines et al., 1998a)  

และคา่ cut-off point ของ amodiaquine resistance ที ่IC50 ≥ 60 nM (Pradines et al., 1998b) ตารางที ่

3 แสดงเชือ้ดือ้ยาตา้นมาลาเรยีชนิดต่างๆ ในแต่ละพืน้ที ่ พบสดัสว่นของเชือ้ดือ้ยา quinine (p = 0.032, 

Fisher’s Exact test) และ mefloquine (p < 0.001, Fisher’s Exact test) ในชายแดนไทยพมา่สงูกวา่

ชายแดนไทยกมัพชูาอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ 
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ตารางที ่3 เชือ้ดือ้ยาตา้นมาลาเรยีทีต่รวจพบในพืน้ทีต่่างๆ 

พืน้ที ่ จาํ 

นวน 

Chloroquine 

resistance 

 

Amodiaquine 

resistance 

 

Quinine 

resistance 

 

Mefloquine 

resistance 

 

Artesunate 

resistance 

 

Dihydroartemisinin 

resistance 

 

> 25 nM > 60 nM > 500 nM > 30 nM > 10.5 nM > 10.5 nM 

ไทยกมัพชูา 59 59 (100%) 0 (0%) 4 (6.8%)* 40 (67.8%)* 1 (1.7%) 0 (0%) 

   ตราด 33 33 (100%) 0 (0%) 2 (6.1%) 26 (78.8%) 0 (0%) 0 (0%) 

   ศรสีะเกษ 26 26 (100%) 0 (0%) 2 (7.7%) 14 (53.8%) 1 (3.8%) 0 (0%) 

ไทยพมา่ 36 36 (100%) 0 (0%) 8 (22.2%) 35 (97.2%) 0 (0%) 0 (0%) 

  กาญจนบุร ี 24 24 (100%) 0 (0%) 6 (25.0%) 23 (95.8%) 0 (0%) 0 (0%) 

   ระนอง 12 12 (100%) 0 (0%) 2 (16.7%) 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 

รวม 95 95 (100%) 0 (0%) 12 (12.6%) 75 (78.9%) 1 (1.1%) 0 (0%) 

*Significant different determined by Fisher’s Exact test (p < 0.05) 

 

 

2.2.2.3 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt และ pfmdr1 ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยในชว่งปี พ.ศ. 

2556-2559 

ตารางที ่ 4 แสดงลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt และ pfmdr1 ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีไ่ทย

กมัพชูาและไทยพมา่ พบวา่เชือ้ทัง้หมดมลีกัษณะทางพนัธุกรรมดือ้ต่อ chloroquine โดยม ีpfcrt 76T allele 

ทุกสายพนัธุ ์ในขณะทีพ่บวา่เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูาม ีpfmdr1 184F allele ทุกสายพนัธุแ์ละ

ม ี pfmdr1 copy number ประมาณ 1 copy เมือ่เทยีบกบัเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่พบวา่ม ี

pfmdr1 184F allele อยู ่47.2% ซึง่แตกต่างจากเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูาอยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ(p < 0.001, Fisher’s Exact test) และม ีpfmdr1 copy number เฉลีย่ประมาณ 2.5 copy ซึง่มากกวา่

เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูาอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p < 0.001, Independent t test)  
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ตารางที ่ 4 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt และ pfmdr1 ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีไ่ทยกมัพชูา

และไทยพมา่ 

พืน้ที ่ จาํนวน Pfcrt 

76T 

Pfmdr1 

copy 

number 

Pfmdr1 mutations 

    86Y 184F 1034C 1042D 1246Y 

ไทยกมัพชูา 59 59 

(100%) 

1.1 ± 0.2 0 59 

(100%) 

0 0 0 

   ตราด 33 33 

(100%) 

1.1 ± 0.1 0 33  

(100%) 

0 0 0 

   ศรสีะเกษ 26 26 

(100%) 

1.1 ± 0.3 0 26 

(100%) 

0 0 0 

ไทยพมา่ 36 36 

(100%) 

2.5 ± 0.9 0 17 

(47.2%) 

0 0 0 

   กาญจนบุร ี 24 24 

(100%) 

2.4 ± 0.9 0 8  

(33.3%) 

0 0 0 

   ระนอง 12 12 

(100%) 

2.9 ± 0.8 0 9 

(75%) 

0 0 0 
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2.2.2.4 ความสมัพนัธข์องการตอบสนองต่อยาตา้นมาลาเรยีชนิดต่างๆ กบัลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี

ดือ้ยา pfmdr1  

 ไมพ่บความแตกต่างของความไวของยา chloroquine, mefloquine, quinine, pyronaridine, 

amodiaquine, piperaquine, dihydroartemisinin และ artesunate ในเชือ้ทีม่ ีpfmdr1 Y184 และ pfmdr1 

184F allele (p < 0.05, Independent t test) เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 copy number มากกวา่ 1 copy จะมคีา่ IC50 

ของ mefloquine (69.9 ± 46.3) สงูกวา่เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 copy number น้อยกวา่หรอืเทา่กบั 1 copy (47.2 

± 27.2) อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p < 0.001, Independent t test)  

 

2.2.2.5 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา K13 propeller ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยในชว่งปี พ.ศ. 2556-

2559 

คณะผูว้จิยัไดก้ารตรวจจุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากผูป้ว่ยในชว่งปี พ.ศ. 2556-

2559 จาํนวน 135 ประกอบดว้ยเชือ้จากผูป้ว่ยบรเิวณชายแดนไทยพมา่ จาํนวน 59 ตวัอยา่ง และบรเิวณ

ชายแดนไทยกมัพชูา จาํนวน 76 ตวัอยา่ง รวมเป็น 135 สายพนัธุซ์ึง่ ตวัอยา่งจาํนวน 55 ตวัอยา่งเป็น

ตวัอยา่งทีเ่กบ็ไดจ้ากกระดาษกรอง ตารางที ่ 5 แสดงผลการตรวจพบจุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller 

พบเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller 77.1% โดยเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูา พบวา่มี

จุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller 82.9% ในขณะทีเ่ชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่ พบวา่มจุีดกลาย

พนัธุบ์นยนี K13 propeller 62.7%  ซึง่จุดกลายพนัธุส์ว่นใหญ่คอื C580Y คดิเป็น 47.4% 
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ตารางที ่5 จุดกลายพนัธุท์ีต่รวจพบบน Kelch 13 propeller gene ในเชือ้ Plasmodium falciparum สาย

พนัธุไ์ทยจาํนวน 135 สายพนัธุ ์ 

 
พืน้ที ่ ไทยกมัพชูา ไทยพมา่ ทัง้หมด 

จาํนวน % จาํนวน % จาํนวน % 

Wild type 13 17.1 22 37.3 35 22.9 

C580Y 43 56.6 21 35.6 64 47.4 

R539T 16 21.1 2 3.4 18 13.3 

Y493H 2 2.6 0 0.0 2 1.5 

G538V 1 1.3 4 6.8 5 3.7 

T474I 1 1.3 0 0.0 1 0.7 

P574L 0 0.0 4 6.8 4 3.0 

R561H 0 0.0 1 1.7 1 0.7 

A675V 0 0.0 3 5.1 3 2.2 

E566D 0 0.0 1 1.7 1 0.7 

L514F 0 0.0 1 1.7 1 0.7 

รวม 76 100.0 59 100.0 135 100.0 
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2.2.2.6 การตอบสนองต่อยาตา้นมาลาเรยีและลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาของเชือ้ P. falciparum 

ทีแ่ยกจากจงัหวดัตราด ไดใ้นชว่งเวลาต่างๆ  

เน่ืองจากในปีพ.ศ. 2552 กระทรวงสาธารณสขุไดม้โีครงการ Artemisinin Containment ทีพ่ืน้ทีช่ายแดน

ไทยกมัพชูาโดยมกีารใชย้า Malarone® (atovaquone-proguanil) แทนที ่artesunate-mefloquine เพือ่ลด 

drug pressure ในบรเิวณพืน้ทีน้ี่ ทางผูว้จิยัจงึนําเชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกไดจ้ากบรเิวณชายแดนไทย

กมัพชูาในชว่งเวลาก่อนเริม่โครงการ Artemisinin Containment  ซึง่เกบ็ในหอ้งทดลอง มาเปรยีบเทยีบกบั

เชือ้บรเิวณเดยีวกนัทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้น้ี พบวา่เชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงัจากเริม่โครงการ Artemisinin 

Containment ในพืน้ทีช่ายแดนไทยกมัพชูา มลีกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt 76T allele และ 

pfmdr1 184F allele เกอืบทัง้หมดดงัแสดงในตารางที ่6 

ตารางที ่6 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfcrt และ pfmdr1 ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีจ่งัหวดัตราดใน

ชว่งเวลาต่างๆ 

ปี พ.ศ. จาํนวน Pfcrt 

76T 

Pfmdr1 

copy 

number 

Pfmdr1 mutations 

    86Y 184F 1034C 1042D 1246Y 

2531-

2532 

20 0 1.2 ± 0.7 4  

(20.0%) 

16 

(80.0%) 

8 

(40.0%) 

12 

(60.0%) 

0 

(0%) 

2534-

2536 

15 0 1.2 ± 0.6 1  

(6.7%) 

13 

(86.7%) 

2 

(13.3%) 

4 

(26.7%) 

0 

(0%) 

2546 15 2 

(13.3%) 

1.1 ± 0.3 2  

(13.3%) 

13 

(86.7%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 

หลงั 2552 51 0 1.1 ± 0.2 0 

(0%) 

49 

(96.1%) 

2 

(3.9%) 

0 

(0%) 

0 

(0%) 
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นอกจากน้ียงัพบสดัสว่นของเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์น K13 propeller gene สงูขึน้ โดยเฉพาะ C580Y อยา่ง

มนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p = 0.001, Chi square test) หลงัจากหลงัจากเริม่โครงการ Artemisinin 

Containment ในปี พ.ศ. 2552 ดงัแสดงในตารางที ่7 

 

ตารางที ่7 จุดกลายพนัธุท์ีต่รวจพบบน Kelch 13 propeller gene ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีจ่งัหวดัตราดใน

ชว่งเวลาต่างๆ 

พืน้ที ่ 2531-2532 2534-2536 2546 หลงั 2552 

จาํนวน % จาํนวน % จาํนวน % จาํนวน % 

Wild 

type 

15 78.9 11 84.6 9 60.0 6 15.8 

C580Y 2 10.5 2 15.4 5 33.3 23 60.5 

R539T 0 0 0 0 1 6.7 7 18.4 

Y493H 0 0 0 0 0 0 1 2.6 

G538V 0 0 0 0 0 0 1 2.6 

T474I 1 5.3 0 0 0 0 0 0 

V568G 1 5.3 0 0 0 0 0 0 

รวม 19 100 13 100 15 100 38 100 
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ตารางที ่8 แสดงความไวต่อยาตา้นมาลาเรยีของเชือ้ทีแ่ยกไดใ้นช่วงต่างๆ พบว่าเชือ้มคี่า IC50 ของ 

chloroquine, quinine, mefloquine และ artesunate ทีแ่ตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05, One-way 

ANOVA) เมื่อใช ้Post Hoc analysis พบว่า เชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงั พ.ศ.2552 มคี่าเฉลีย่ของ quinine IC50 สงู

กว่าเชือ้ในปีพ.ศ. 2546 อยา่งมนียัสาํคญั (p = 0.013, Scheffe test) เชือ้ทีแ่ยกในปี พ.ศ.2531-2532 

ค่าเฉลีย่ของ mefloquine IC50 ตํ่ากว่า เชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงั พ.ศ.2552 (p = 0.001, Scheffe test) และ เชือ้ที่

แยกไดใ้นปี พ.ศ.2534-2536 (p = 0.040, Scheffe test) และ อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิเชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงั 

พ.ศ.2552 มคี่าเฉลีย่ของ artesunate IC50 สงูกว่าเชือ้ในปีพ.ศ. 2546 อยา่งมนียัสาํคญั (p = 0.023, 

Scheffe test) สว่นการตอบสนองของเชือ้ต่อ atovaquone ไมพ่บความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ 

( p = 0.717, Independent t test) ในขณะทีเ่ชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงั พ.ศ.2552 มคีา่เฉลีย่ของ proguanil IC50 สงู

กวา่เชือ้ในปีพ.ศ. 2546 อยา่งมนียัสาํคญั ( p = 0.005, Independent t test) 
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ตารางที ่8 ความไวต่อยาตา้นมาลาเรยีของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีจ่งัหวดัตราดในชว่งเวลาต่างๆ 

ยา ปี 
จาํนวน 

IC50 (nM) p value 

Mean SD 

chloroquine 2531-2532 20 88.5 35.3 0.027 

  2534-2536 15 110.9 34.8  

  2546 15 71.8 34.6  

  หลงั 2552 43 111.7 59.2  

quinine 2531-2532 20 195.1 104.2 0.011 

  2534-2536 15 220.0 132.9  

  2546 15 124.6 55.4  

  หลงั 2552 45 248.7 142.7  

mefloquine 2531-2532 20 10.9 9.9 < 0.001 

  2534-2536 15 35.0 35.3  

  2546 15 18.6 11.7  

  หลงั 2552 45 37.7 26.8  

artesunate 2531-2532 20 3.1 1.3 0.005 

  2534-2536 15 2.3 1.4  

  2546 15 2.1 0.7  

  หลงั 2552 45 3.7 2.1  

dihydroartemisinin 2531-2532 16 2.7 1.5 0.449 

  2534-2536 14 2.9 1.0  

  2546 14 2.4 1.1  
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  หลงั 2552 47 2.3 1.1  

atovaquone 2531-2532 0 . . 0.717* 

  2534-2536 0 . .  

  2546 9 2.9 1.5  

  หลงั 2552 48 2.3 5.1  

proguanil 2531-2532 0 . . 0.005* 

  2534-2536 0 . .  

  2546 9 35.0 4.3  

  หลงั 2552 47 55.2 20.3  

 
ความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติวิเิคราะหด์ว้ย One-way ANOVA, p < 0.05 
ความแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติวิเิคราะหด์ว้ย Independent t test, p < 0.05 
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เมือ่นําเกณฑ ์cut-off point สาํหรบัเชือ้ดือ้ยาใชด้งัต่อไปน้ี Chloroquine resistance เมือ่ IC50 ≥ 25 nM, 

Quinine resistance เมือ่ IC50 ≥ 500 nM (Pradines et al., 1998b), Mefloquine resistance เมือ่IC50 ≥ 

30 nM (Hatin et al., 1992), Artesunate resistance เมือ่ IC50 ≥ 10.5 nM, Dihydroartemisinin 

resistance เมือ่ IC50 ≥ 10.5 nM (Pradines et al., 1998a) และ Atovaquone resistance เมือ่ IC50 ≥ 

1900 nM (Musset et al., 2006) พบวา่เชือ้ทัง้หมดดือ้ต่อ chloroquine พบเชือ้ดือ้ quinine หลงัพ.ศ. 2552 

จาํนวน 4 สายพนัธุ ์พบวา่เชือ้ทีแ่ยกไดห้ลงั พ.ศ. 2552 ดือ้ต่อ mefloquine มากขึน้อยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ(p < 0.001, Chi square test) ไมพ่บเชือ้ดือ้ยาต่อ artesunate, dihydroartemisinin และ atovaquone 

ดงัไดแ้สดงในตารางที ่9 
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ตาราง 9 สดัสว่นของเชือ้ดือ้ยา chloroquine, quinine, mefloquine, artesunate, dihydroartemisinin และ 

atovaquone ของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีจ่งัหวดัตราดในชว่งเวลาต่างๆ  

ยา ปี จาํนวน 
ทัง้หมด 

Resistant phenotype p value 
จาํนวน % 

Chloroquine  

  

  

  

2531-2532 20 20 100 0.154 

2534-2536 15 15 100  

2546 15 15 100  

หลงั 2552 43 43 100  

Quinine  

  

  

2531-2532 20 0 0 0.200 

2534-2536 15 0 0  

2546 15 0 0  

หลงั 2552 45 4 8.9  

Mefloquine  

 

2531-2532 20 2 10.0 < 0.001 

2534-2536 15 6 40.0  

2546 15 3 20.0  

หลงั 2552 45 28 62.2  

Artesunate  2531-2532 20 0 0  

2534-2536 15 0 0  

2546 15 0 0  

หลงั 2552 45 0 0  

Dihydroartemisinin  

  

  

2531-2532 16 0 0  

2534-2536 14 0 0  

2546 14 0 0  
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หลงั 2552 47 0 0  

Atovaquone  

  

  

2531-2532 0 0 0  

2534-2536 0 0 0  

2546 9 0 0  

หลงั 2552 48 0 0  

Chloroquine resistance เมือ่ IC50 ≥ 25 nM,  Quinine resistance เมือ่ IC50 ≥ 500 nM, Mefloquine 
resistance เมือ่IC50 ≥ 30 nM, Artesunate resistance เมือ่ IC50 ≥ 10.5 nM, Dihydroartemisinin 
resistance เมือ่ IC50 ≥ 10.5 nM และ Atovaquone resistance เมือ่ IC50 ≥ 1900 nM  
 

ตารางที ่ 10 การเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ทีม่พีนัธุกรรมยนีดือ้ยา pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยาตา้น

มาลาเรยีในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากจงัหวดัตราด     

Pfmdr1 genotypes Chloroquine  

IC50 (nM) 

Quinine 

IC50 (nM) 

Mefloquine 

IC50 (nM) 

Artesunate 

IC50 (nM) 

Dihydroartemisinin 

IC50 (nM) 

86  N86 102.8 ± 49.5 222.9 ± 128.4 30.3 ± 26.6* 3.2 ± 1.8 2.4 ± 1.1 

86Y 67.8 ± 41.9 92.3 ± 71.0 7.6 ± 3.9 2.5 ± 0.9 3.1 ± 1.8 

184 Y184 74.7 ± 38.3 104.1 ±67.7* 12.6 ±11.6* 2.6 ±1.1 2.9 ±1.5 

184F 103.2 ±50.2 226.1 ±129.1 30.5 ±26.9 3.2 ±1.8 2.4 ±1.1 

1034 S1034 97.8 ±51.4   210.7 ±133.0 31.5 ± 26.7* 3.2 ± 1.8 2.5 ± 1.1 

1034C 116.2 ±33.1 231.2 ±103.8 8.4 ±7.8 2.6 ±1.5 2.6 ± 1.5 

1042 N1042 99.0 ±52.3 207.1 ±133.8 32.8 ±26.8* 3.2 ± 1.8 2.4 ± 1.2 

1042D 105.5 ±34.8 243.6 ±103.7 7.7 ±4.8 2.8 ± 1.6 2.7 ±1.3 

Copy No. < 1 96.7 ± 41.2 186.1 ± 96.6 24.1 ± 24.7 2.5 ± 1.1* 2.8 ± 1.5 

> 1 101.7 ± 53.3 225.2 ± 140.5 30.6 ± 26.8 3.4 ± 1.9 2.4 ± 1.0 
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IC50 values are shown as mean values ± s.d., * Significant difference determined by Independent t 

test, p < 0.05 

 

ตารางที ่ 10 แสดงคา่ความไวของเชือ้ทีม่พีนัธุกรรมยนีดือ้ยา pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยาตา้นมาลาเรยีในเชือ้ที่

แยกไดจ้ากจงัหวดัตราด พบความแตกต่างของความไวต่อยา mefloquine อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ เมือ่มี

การเปลีย่นแปลงทีจุ่ดกลายพนัธุ ์ N86Y (p < 0.001), Y184F (p < 0.041), S1034C (p < 0.001) และ 

N1042D (p < 0.001) การเปลีย่นแปลงทีจุ่ดกลายพนัธุ ์ Y184F มผีลต่อความไวต่อยา quinine อยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถติ ิ (p < 0.004) สายพนัธุท์ีม่ยีนี pfmdr1 มากกวา่ 1 copy จะมคีวามไวต่อยา artesunate 

ลดลงอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p < 0.007) 

 

2.2.2.7 การตอบสนองต่อยา piperaquine และลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีม่ผีลต่อยา 

piperaquine ในเชือ้ P. falciparum  

เพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงของการตอบสนองของเชื้อในประเทศไทยต่อยา piperaquine และผลของ

ลกัษณะทางพนัธุกรรมยนีดือ้ยา คณะผูว้จิยัไดเ้ปรยีบเทยีบเชือ้ในช่วงปีต่างๆ ไดแ้ก่ พ.ศ. 2531-2532 

จาํนวน 12 สายพนัธุ ์ พ.ศ. 2536 จาํนวน 9 สายพนัธุ ์  พ.ศ. 2541 จาํนวน 60 สายพนัธุ ์พ.ศ. 2546 

จาํนวน 27 สายพนัธุ ์และ พ.ศ. 2555-2559 จาํนวน 24 สายพนัธุ ์  รวมทัง้สิน้จาํนวน 132 สายพนัธุ ์และ

เชือ้หอ้งทดลองมาตรฐานจาํนวน 5 สายพนัธุ ์(K1, T994, M12, 3D7 and G112) พบว่า piperaquine IC50 

ของเชือ้ทัง้ 132 สายพนัธุอ์ยูร่ะหว่าง 6.4-33.7 nM เชือ้ K1, T994, M12, 3D7 and G112 ม ีpiperaquine 

IC50 ที ่37.8, 24.7, 37.9, 18.9 และ 14.2 nM ตามลําดบั ตารางที ่11 แสดงถงึค่าเฉลีย่ของ piperaquine 

IC50 ของเชือ้สายพนัธุไ์ทย ไมพ่บว่า piperaquine IC50 ของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากฝ ัง่ไทยพมา่และฝ ัง่ไทยเขมรมี

ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (Independent t test, p = 0.223) ค่าเฉลีย่ของ piperaquine 

IC50 ในเชือ้ทีแ่ยกในแต่ละปีไมม่คีวามแตกต่างกนัอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (One-way ANOVA, p = 

0.438) (ปีพ.ศ. 2531-2532 =  14.9 ± 6.1 nM, พ.ศ. 2536 = 16.1 ± 9.0 nM, ปีพ.ศ. 2541 = 16.4 ± 5.9  

nM, พ.ศ. 2546 = 16.8 ± 5.4  nM และพ.ศ. 2555-2559 = 18.6 ± 7.0  nM)  
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ตารางที ่11 คา่เฉลีย่ของ piperaquine IC50 และ pfmdr1 mutations ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีไ่ทยพมา่และ

ไทยกมัพชูา   

Area No.  Piperaquine  

IC50 (nM) 

pfmdr1 

copy 

number 

pfmdr1 mutations 

86Y 184F 1034C 1042D 1246Y 

Thai-

Myanmar 

72 16.5±5.8 2.8±1.4 5 

(6.9%) 

25 

(34.7%) 

4 

(5.6%) 

4 

(5.6%) 

- 

Thai-

Cambodia 

60 16.6±5.2 1.4±0.9 7 

(11.7%) 

52 

(86.7%) 

6 

(10.0%) 

10 

(16.7%) 

- 

Total 132 16.7±6.3 2.2±1.4 12 

(9.1%) 

77 

(58.3%) 

10 

(7.6%) 

14 

(10.6%) 

- 

 

ตารางที ่12 แสดงการเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์นยนี pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยา 

piperaquine เชือ้ทีม่กีารเปลีย่นแปลงทีจุ่ดกลายพนัธุ ์N86Y และ N1042D มผีลต่อความไวต่อยา 

piperaquine อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p < 0.001 และ p = 0.003 ตามลาํดบั) 
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ตารางที ่12 การเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ทีม่พีนัธุกรรมยนีดือ้ยา pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยา 

piperaquine    

pfmdr1 genotypes  No. (%) Mean piperaquine 

IC50 (nM) 

p value 

Mutations    

86 N86 122 (89.1) 16.0 ± 5.7 < 0.001* 

86Y 15 (10.9) 25.8 ± 8.2 

184 Y184 59 (43.1) 17.3 ± 7.6 0.252 

184F 78 (56.9) 16.5 ± 5.9 

1034 S1034 127 (92.7) 17.3 ± 6.8 0.177 

1034C 10 (7.3) 14.3 ± 3.8 

1042 N1042 123 (89.8) 17.5 ± 6.8 0.003* 

1042D 14 (10.2) 13.5 ± 3.9 

Copy no. ≤ 1 41 (30.0) 17.3 ± 7.2 0.365 

> 1-2 35 (25.5) 17.8 ± 7.0 

> 2-3 24 (17.5) 16.8 ± 6.3 

> 3-4 18 (13.1) 18.4 ± 6.7 

≥ 4 19 (13.9) 14.3 ± 4.8 

* Significant difference determined by independent t test 
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ตารางที ่ 13 การเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ต่อยา piperaquine ในเชือ้ทีม่ ี pfmdr1 haplotype กลุ่ม

ต่างๆ 

Group Pfmdr1 haplotype N Piperaquine IC50 

(nM) 

 86 184 1034 1042 Copy No.   

I Y Y S N 0.87-5.0 15 25.88.2 

II N F S N 0.76-5.0 65 17.16.1* 

III N Y C D 0.87-3.4 9 14.83.7** 

IV N Y S D 1.0-4.7 4 11.33.8** 

V N F C D 1.0 1 10.1 

VI N Y C N ≤ 1 4 16.55.9 

VII N Y C N > 1 39 15.15.1* 

Significant difference among groups (p < 0.001, one-way ANOVA)  

*Significant difference compared to group I (p < 0.001, Post hoc analysis) 

**Significant difference compared to group I (p = 0.003, Post hoc analysis) 

 

เมือ่จดักลุ่มตาม pfmdr1 haplotype ดงัตารางที ่ 13 พบวา่เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 mutation ทีต่ําแหน่ง 86 จะมคีา่ 

piperaquine IC50 สงูกวา่เชือ้กลุ่มทีม่ ีpfmdr1 mutation ทีต่ําแหน่ง 184 (p < 0.001) เชือ้ที ่pfmdr1 mutation 

ทีต่ําแหน่ง 1034 และ 1042 (p = 0.003) เชือ้ที ่pfmdr1 mutation ทีต่าํแหน่ง 1042 (p = 0.003) และ เชือ้ที ่

pfmdr1 copy number มากกวา่ 1 (p < 0.001) 
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ตารางที ่ 14 การวเิคราะหห์าปจัจยัทีม่คีวามสมัพนัธก์บัเชือ้ทีล่ดคา่ความไวต่อ piperaquine โดยใช ้

Univariate and multivariate analysis  

   Factors No. (%) Reduced 

piperaquine 

sensitivity 

(%) 

Crude OR 

(95% CI) 

p value Adjusted 

OR (95% 

CI) 

p value 

Pfmdr1 

N86 

86Y  

 

122 (89.1) 

15 (10.9) 

 

6 (4.9) 

7 (46.7) 

 

1 

16.9  

(4.6-62.4) 

 

< 0.001 

 

1 

15.7  

(4.0-60.8) 

 

< 0.001 

Pfmdr1 

N1042 

1042D  

 

123 (89.8) 

14 (10.2) 

 

13 (10.6)  

0 (0) 

 

1 

0.6  

(0.1-5.4) 

 

0.570 

  

Pfmdr1 

Copy no. ≤ 1 

Copy no. > 1 

 

41 (30.0) 

96 (70.0) 

 

5 (12.2) 

8 (8.3) 

 

1 

0.7  

(0.2-2.1) 

 

0.339 

  

Chloroquine 

resistance 

< 100 nM 

 > 100 nM 

 

 

87 (63.5) 

50 (36.5) 

 

 

5 (5.7) 

8 (16.0) 

 

 

1 

3.1  

(1.0-10.1) 

 

 

0.050 

  

Adjusted for pfmdr1 N1042D mutation, pfmdr1 copy number and chloroquine resistance  



29 

 

ตารางที ่ 14 แสดงการวเิคราะหห์าปจัจยัทีม่คีวามสมัพนัธก์บัเชือ้ทีล่ดคา่ความไวต่อ piperaquine เมือ่ใช้

คา่เฉลีย่ของ piperaquine IC50 บวกดว้ย 2 SD เทา่กบั 28.3 มาเป็นเกณฑส์าํหรบัเชือ้ทีล่ดความไวต่อยา 

piperaquine ปจัจยัทีส่มัพนัธต่์อเชือ้ทีล่ดความไวต่อยา piperaquine วเิคราะหโ์ดย Univariate และ 

Multivariate analysis ไดแ้ก่ เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 mutation ทีต่ําแหน่ง 86 (adjusted OR = 15.7, 95% CI 4.0-

60.8, p < 0.001)  

 

2.2.2.8 การตอบสนองต่อยา pyronaridine และลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีม่ผีลต่อยา 

pyronaridine ในเชือ้ P. falciparum  

เพื่อศกึษาการเปลี่ยนแปลงของการตอบสนองของเชื้อในประเทศไทยต่อยา pyronaridine และผลของ

ลกัษณะทางพนัธุกรรมยนีดือ้ยา คณะผูว้จิยัไดเ้ปรยีบเทยีบเชือ้ในช่วงปีต่างๆ ไดแ้ก่ พ.ศ. 2532 จาํนวน 6 

สายพนัธุ ์ พ.ศ. 2536 จาํนวน 7 สายพนัธุ ์ พ.ศ. 2541 จาํนวน 51 สายพนัธุ ์พ.ศ. 2546 จาํนวน 22 สาย

พนัธุ ์และ พ.ศ. 2555-2559 จาํนวน 38 สายพนัธุ ์  รวมทัง้สิน้จาํนวน 124 สายพนัธุ ์พบว่า pyronaridine 

IC50 ของเชือ้ทัง้ 124 สายพนัธุอ์ยูร่ะหว่าง 0.2-15.4 nM ตารางที ่15 แสดงถงึค่าเฉลีย่ของ pyronaridine 

IC50 ของเชือ้สายพนัธุไ์ทย ไมพ่บวา่ pyronaridine IC50 ของเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากฝ ัง่ไทยพมา่และฝ ัง่ไทยเขมรมี

ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ (Independent t test, p = 0.678) ค่าเฉลีย่ของ pyronaridine 

IC50 ในเชือ้ทีแ่ยกในแต่ละปีมคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(One-way ANOVA, p = 0.001) 

(ปีพ.ศ. 2532 =  5.7 ± 1.9 nM, พ.ศ. 2536 = 9.3 ± 4.1 nM, ปีพ.ศ. 2541 = 5.8 ± 3.2  nM, พ.ศ. 2546 

= 5.9 ± 2.8  nM และพ.ศ. 2555-2559 = 4.2 ± 2.1  nM) Post Hoc analysis พบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดใ้นปี พ.ศ. 

2536 มคีา่ pyronaridine IC50 สงูกวา่เชือ้ทีแ่ยกไดใ้นปี พ.ศ.2555-2559 อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(Scheffe 

test, p = 0.001) 
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ตารางที ่15 คา่เฉลีย่ของ pyronaridine IC50 และ pfmdr1 mutations ในเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีไ่ทยพมา่และ

ไทยกมัพชูา  

Area No.  Pyronaridine  

IC50 (nM) 

pfmdr1 

copy 

number 

pfmdr1 mutations 

86Y 184F 1034C 1042D 1246Y 

Thai-

Myanmar 

65 5.6±3.2 2.8±1.4 4 

(6.2%) 

23 

(35.4%) 

3 

(4.6%) 

3 

(4.6%) 

- 

Thai-

Cambodia 

59 5.4±2.9 1.3±0.8 6 

(10.2%) 

52 

(88.1%) 

3 

(5.1%) 

7 

(8.5%) 

- 

Total 124 5.5±3.0 2.1±1.4 10 

(8.1%) 

82 

(66.1%) 

6 

(4.8%) 

10 

(8.1%) 

- 

 

ตารางที ่16 แสดงการเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์นยนี pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยา 

pyronaridine เชือ้ทีม่กีารเปลีย่นแปลงทีจุ่ดกลายพนัธุ ์N86Y และ Y184F มผีลต่อความไวต่อยา 

pyronaridine อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p = 0.022 และ p = 0.044 ตามลาํดบั)  
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ตารางที ่16 การเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ทีม่พีนัธุกรรมยนีดือ้ยา pfmdr1 ทีต่่างกนัต่อยา 

pyronaridine 

pfmdr1 genotypes  No. (%) Mean pyronaridine 

IC50 (nM) 

p value 

Mutations    

86 N86 114 (80.6) 5.3 ± 3.0 0.022 

86Y 10 (9.4) 7.6 ± 3.3 

184 Y184 49 (39.5) 4.2 ± 3.4 0.044 

184F 75 (60.5) 5.0 ± 2.7 

1034 S1034 118 (95.2) 5.5 ± 6.8 0.878 

1034C 6 (4.8) 5.3 ± 3.8 

1042 N1042 116 (89.8) 5.5 ± 3.1 0.990 

1042D 8 (10.2) 5.5 ± 1.6 

Copy no. ≤ 1 31 (30.0) 4.9 ± 2.6 0.213* 

> 1-2 21 (25.5) 6.1 ± 3.4 

> 2-3 18 (17.5) 6.4 ± 4.0 

> 3-4 12 (13.1) 4.6 ± 1.6 

≥ 4 16 (13.9) 5.8 ± 3.0 

Significant difference determined by independent t test 

* Significant difference determined by One-way ANOVA 
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ตารางที ่ 17 การเปรยีบเทยีบคา่ความไวของเชือ้ต่อยา pyronaridine ในเชือ้ทีม่ ี pfmdr1 haplotype กลุ่ม

ต่างๆ 

Group Pfmdr1 haplotype N Pyronaridine 

IC50 (nM) 

 86 184 1034 1042 Copy 

No. 

  

I Y Y S N 0.9-3.9 10 7.6 ± 3.3 

II N F S N 0.8-5.0 67 4.9 ± 2.8 

III N Y/F S/C D 0.9-4.7 8 5.5 ± 1.6 

IV N Y C N < 3 22 6.2 ± 3.6 

V N Y C N > 3 17 5.5 ± 3.1 

p = 0.095, one-way ANOVA  

  
 
เมือ่จดักลุ่มตาม pfmdr1 haplotype ดงัตารางที ่17 พบวา่ไมม่คีวามแตกต่างกนัของคา่ pyronaridine IC50 ใน

เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 haplotype แตกต่างกนั (p = 0.095, one-way ANOVA)  

 

2.2.2.9 การพฒันาเชือ้ P. falciparum สายพนัธุด์ือ้ยา artemether ในหลอดทดลอง (Intermittent drug 

pressure) 

 เชือ้ clone K1 และ G112 ถูกนํามาเลีย้งใน medium ทีม่ยีา artemether ทีค่วามเขม้ขน้สงูขึน้จนเชือ้

สามารถเจรญิเตบิโตไดใ้นความเขม้ขน้ของยา 1,000 nM พบว่าเชือ้ K1AM1000 และ G112AM1000 ไมม่ี

การเปลีย่นแปลงของค่า artemether IC50 แต่มกีารเปลีย่นแปลงค่า dihydroartemisinin IC50 (ตารางที ่18) 

เมือ่ทดสอบเชือ้ทัง้สอบเปรยีบเทยีบกบัเชือ้ตัง้ตน้พบวา่เชือ้ทัง้สองมคีา่ % ring survival ทีส่งู อยา่งไรกต็าม

ไมพ่บวา่มจุีดกลายพนัธุบ์นยนี K13 propeller ยนีดือ้ยา artemisinin  
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ตารางที ่18 คา่ Artemether IC50, Dihydroartemisinin IC50, % Ring survival และ K13 propeller ของ

เชือ้ K1AM1000 และ G112AM1000 เมือ่เปรยีบเทยีบกบั K1 และ G112 

Strain Artemether 

IC50 (nM) 

Dihydroartemisinin 

IC50 (nM) 

% Ring survival K13 propeller 

K1 2.8 ± 1.0 2.5 ± 0.5 0 Wild type 

K1Am1000 3.0 ± 0.7 8.3 ± 0.3* 96.0 Wild type 

G112 2.4 ± 0.4 4.0 ± 0.1 0.3 Wild type 

G112Am1000 2.7 ± 0.8 8.6 ± 0.2* 30.7 Wild type 

* Significant difference at p value of < 0.001 (Mann-Whitney U test) 

 

2.3 ข้อวิจารณ์ (Discussion)  

 เชือ้ P. falciparum ทีนํ่ามาศกึษาในครัง้น้ีเกอืบทัง้หมดมคีา่ artesunate และ dihydroartemisinin 

IC50 ตํ่ากวา่ 10.5 nM (Pradines et al., 1998a) มเีพยีง 1 สายพนัธุท์ีม่ ีIC50 ของ artesunate เทา่กบั 10.7 

nM ดงันัน้เชือ้เกอืบทัง้หมดเหล่าน้ียงัเป็นเชือ้ทีไ่มด่ือ้ต่อ artesunate และ dihydroartemisinin อยา่งไรก็

ตามการศกึษาในปจัจุบนัพบเชือ้ P. falciparum จะตอบสนองต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์ artemisinin ชา้ลง 

กล่าวคอืเชือ้จะหายไปจากกระแสเลอืดหลงั 72 ชัว่โมง WHO ใหค้าํนิยามของ artemisinin resistance โดย

ใชล้กัษณะดงักล่าว คอืมกีารกาํจดัเชือ้ในกระแสเลอืดชา้ (delayed parasite clearance) หลงัจากใหก้าร

รกัษาดว้ย artesunate monotherapy หรอื artemisinin-based combination therapy (ACT) (WHO, 

2014a) อยา่งไรกต็ามลกัษณะดงักล่าวมกัไมม่คีวามสมัพนัธก์บัการรกัษาไมห่ายขาดของ ACT ดงันัน้

ลกัษณะน้ีเป็นเพยีง partial resistance (WHO, 2016) นอกจากน้ียงัไดม้กีารใช ้ In vitro ring survival 

assay ซึง่พจิารณาเปอรเ์ซน็การรอดชวีติของเชือ้ P. falciparum 72 ชัว่โมงหลงัจากเลีย้งในน้ําเลีย้งเชือ้ทีม่ ี

ยา dihydroartemisinin เขม้ขน้ 700 nM เน่ืองจากพบวา่คา่ทีไ่ดม้คีวามสมัพนัธก์บั half-life ของเชือ้ทีพ่บ

ในกระแสเลอืดผูป้ว่ยหลงัไดร้บัการรกัษาดว้ยยารว่ม ACT เป็นอยา่งด ี (Witkowski et al., 2013) ซึง่คา่ทัง้ 
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In vitro และ In vivo ดงักล่าว ถูกนําไปศกึษาหาความสมัพนัธก์บัยนีดือ้ยาจนวา่พบจุดกลายพนัธุบ์นยนี 

Kelch13 (K13) propeller มคีวามสมัพนัธก์บัการตอบสนองต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin ทีช่า้ลง (Ariey 

et al., 2014) จุดกลายพนัธุบ์นยนีน้ีหลายจุดทีม่คีวามสมัพนัธก์บั delayed parasite clearance ซึง่จุดกลาย

พนัธุเ์หล่าน้ีถกูนํามาเป็น genetic marker ของการดือ้ยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin  

 

ตารางที ่19 นิยามของพืน้ทีร่ะบาดเชือ้ดือ้ยา artemisinin (WHO, 2016) 

Suspected endemic artemisinin 

resistance is defined as: 

≥ 5% of patients carrying K13 resistance-confirmed mutations; 

or 

≥ 10% of patients with persistent parasitaemia by microscopy at 

72 hours (± 2 hours; i.e., day 3) after treatment with ACT or 

artesunate monotherapy; or 

≥ 10% of patients with a half-life of the parasite clearance slope 

≥ 5 hours after treatment with ACT or artesunate monotherapy. 

Confirmed endemic artemisinin 

resistance is defined as: 

 

≥ 5% of patients carrying K13 resistance-confirmed mutations, 

all of whom have been found to have either persistent 

parasitaemia by microscopy on day 3 after treatment with ACT 

or artesunate monotherapy, or a half-life of the parasite 

clearance slope ≥ 5 hours. 

  

การศกึษาในปจัจุบนัพบวา่ จงัหวดัตาก ประเทศไทยพบได ้77.6% ในประเทศกมัพชูาพบวา่มจุีดกลายพนัธุ์

บนยนี K13 propeller ไดส้งูในเมอืงทีต่ดิชายแดนไทย เชน่ที ่ Pailin พบ 95% Battambang พบ 93% 

ในขณะทีเ่มอืงทีต่ดิชายแดนลาวจะพบน้อยกวา่ เชน่ Preah Vihear พบ 16% หรอื Ratanakiri พบเพยีง 

6% (Ariey et al., 2014) การศกึษาในครัง้น้ีพบจุดกลายพนัธุใ์กลเ้คยีงกบัการศกึษาอื่นๆ พบจุดกลายพนัธุ์
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บนยนี K13 propeller ทัง้สิน้ 77.1% เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูามจุีดกลายพนัธุบ์นยนี K13 

propeller (82.9%) สงูกวา่เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่ (62.7%)  ซึง่จุดกลายพนัธุส์ว่นใหญ่คอื 

C580Y คดิเป็น 47.4% ปจัจุบนัพบจุดกลายพนัธุบ์นยนีน้ีกวา่ 200 จุด ซึง่สว่นใหญ่จะพบในกลุม่ประเทศใน 

South-East Asia และจนี โดยจุดกลายพนัธุท์ีพ่บในแต่ละพืน้ทีจ่ะแตกต่างกนั เชน่ ประเทศกมัพชูา ลาว 

และเวยีดนามมกัจะพบ C580Y, R539T, Y493H และ I543T ในขณะทีเ่ชือ้จากจนี พมา่ และไทย จะพบ 

F446L, N458Y, P574L และ R561H (WHO, 2016) ในการศกึษาครัง้น้ีพบวา่เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดน

ไทยกมัพชูามจุีดกลายพนัธุค์ลา้ยคลงึกบัเชือ้ในประเทศเหล่าน้ี โดยพบ C580Y 56.6% และ R539T 21.1% 

Y493H 2.6% G538V และ T474I 1.3% เทา่กนั ในขณะทีเ่ชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่มคีวาม

หลากหลายของจุดกลายพนัธุม์ากกวา่ จุดกลายพนัธุท์ีพ่บคอื C580Y (35.6%), R539T (3.4%), G538V 

(6.8%), P574L (6.8%), R561H (1.7%), A675V (5.1%), E566D (1.7%) และ L514F (1.7%) พบวา่จุด

กลายพนัธุท์ีพ่บไดบ้่อยทีส่ดุคอื C580Y ซึง่ตรงกบัผลทีพ่บในประเทศกมัพชูา (92.6%) และลาว (48.8%) 

จากการศกึษาเชือ้จากจงัหวดัตราดทีแ่ยกไดจ้ากชว่งเวลาต่างๆ กนั พบวา่จุดกลายพนัธุบ์นยนี K13 

propeller สงูขึน้ จาก  21.1% ในปี พ.ศ. 2531-2532 15.4% ในปี พ.ศ. 2534-2536 40.0% ในปี พ.ศ. 

2546 และ 84.2% หลงัปี พ.ศ. 2552 จากการศกึษาโดย Talundzic และคณะในปี 2558 พบวา่เชือ้ทีแ่ยกได้

จากจงัหวดัจนัทบุรแีละตราดในปี พ.ศ. 2550 2 ปีก่อนเริม่โครงการ Artemisinin containment พบจุดกลาย

พนัธุบ์นยนี K13 propeller 45.5% (10/22 สายพนัธุ)์ (Talundzic et al., 2015) ซึง่จะเหน็ไดว้า่หลงัจากที่

เริม่โครงการ Artemisinin containment แลว้เชือ้ทีม่ยีนีดือ้ยา artemisinin น้ีไมไ่ดล้ดลงแต่กลบัมเีปอรเ์ซน็

สงูขึน้ ซึง่อาจจะอธบิายไดจ้ากตวัโครงการเองทีไ่มไ่ดค้รอบคลุมพืน้ทีท่ ัง้หมด หรอือาจเกดิจากการอพยพ

ยา้ยถิน่ของแรงงานเพือ่นบา้น ซึง่อาจนําเอาเชือ้สายพนัธุด์ือ้ต่อ artemisinin เขา้มาในประเทศไทย เป็นตน้  

Delayed parasite clearance ทีพ่บในเชือ้ P. falciparum มกัจะไมส่มัพนัธก์บัการลม้เหลวของการรกัษา

ดว้ย ACT  การลม้เหลวของการรกัษาดว้ย ACT  มกัจะเกดิจากการดือ้ยาทีใ่ชร้ว่มในของ ACT มากกว่าที่

จะเกดิจากการดือ้ artemisinin (WHO, 2016) ประเทศไทยใชย้ารว่ม artesunate-mefloquine ในการรกัษา

มาลาเรยีทีเ่กดิจากเชือ้ P. falciparum มานานกว่า 20 ปี อยา่งไรกต็ามมรีายงานพบอตัราการหายขาดจาก

การใชย้ารว่มคู่น้ีตํ่ากว่า 90% ในบางพืน้ทีข่องประเทศไทย (Vijaykadga et al., 2006) จากการสาํรวจเชือ้
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ในปจัจุบนัพบว่าเชือ้สว่นใหญ่ดือ้ต่อ mefloquine เมื่อใชค้่า cut-off point ของ mefloquine resistance เมื่อ 

IC50 ≥ 30 nM (Hatin et al., 1992) พบเชือ้ดือ้ต่อ mefloquine 78.9% โดยพบว่าเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากฝ ัง่ไทย

พม่ามเีชื้อดื้อ mefloquine คดิเป็น 97.2% ส่วนเชื้อที่แยกได้จากฝ ัง่ไทยกมัพูชามเีชื้อดื้อ mefloquine คดิ

เป็น 67.8% ในขณะทีเ่มื่อใชค้่า cut-off point ของ artesunate resistance ที ่IC50 ≥ 10.5 nM (Pradines 

et al., 1998a) พบเชือ้ดือ้ยาจาํนวน 1 สายพนัธุ ์(1.1%) ไมพ่บเชือ้ดือ้ยา dihydroartemisinin เมื่อใชค้่า 

cut-off point ของ dihydroartemisinin resistance ที ่IC50 ≥ 10.5 nM (Pradines et al., 1998a) ยากลุ่ม

อนุพนัธ ์artemisinin ทีใ่ชใ้น ACT จะสามารถฆา่เชือ้ในกระแสเลอืดไดอ้ยา่งรวดเรว็ ดงันัน้เมื่อม ีdelayed 

parasite clearance จากการดือ้ต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin (partial resistance) อาจทาํใหเ้ชือ้สมัผสั

กบัยารว่มไดน้านขึน้ สง่ผลใหม้ ีdrug pressure และอาจทาํใหเ้ชือ้ดือ้ยาไดเ้รว็ขึน้  

ในปจัจุบนัประสทิธภิาพของการรกัษาดว้ย ACT มกัจะใหผ้ลหายขาดทีด่ ี ถา้ยารว่มยงัมี

ประสทิธภิาพทีด่อียู ่ แมว้า่ผูป้ว่ยจะมกีารกาํจดัเชือ้ในกระแสเลอืดทีช่า้กวา่ปกต ิ (delayed parasite 

clearance response) กต็าม ดงันัน้การเลอืกใชย้ารว่มที ่ACT เหมาะสมควรคาํนึงถงึยารว่มทีเ่หมาะสม ใน

ปจัจุบนัยารว่ม ACT มใีหเ้ลอืกคอื artesunate-mefloquine, artemether-lumefantrine, artesunate-

amodiaquine, artesunate-sulfadoxine-pyrimethamine และ dihydroartemisinin-piperaquine (WHO, 

2015) การเลอืกยาจะตอ้งคาํนึงถงึยารว่มทีม่ปีระสทิธภิาพ เชือ้ P. falciparum อาจมกีลไกการดือ้ต่อยารว่ม

เหล่าน้ีผา่นยนีดือ้ยาต่างๆ เชน่ pfcrt และ pfmdr1 เป็นตน้ โดย pfcrt เป็นยนีดือ้ยาหลกัของ chloroquine 

ยาในกลุ่ม 4-aminoquinolines สว่น ยนี pfmdr1 เป็นยนีดือ้ยาทีม่ผีลต่อความไวของยากลุ่ม quinolines 

และกลุ่มอนุพนัธ ์ artemisinin เชือ้ P. falciparum ทีนํ่ามาศกึษาในครัง้น้ีเป็นเชือ้ทีด่ือ้ต่อยา chloroquine 

ทัง้หมด ทัง้ phenotype  คอื IC50 ≥ 25 nM และ genotype คอืม ีpfcrt 76T allele แมว้า่ประเทศไทยไมไ่ด้

ใช ้chloroquine ในการรกัษามาลาเรยีทีเ่กดิจากเชือ้ P. falciparum มากกวา่ 50 ปี แต่ chloroquine ยงัเป็น

ยาหลกัในการรกัษามาลาเรยีทีเ่กดิจากเชือ้ P. vivax ซึง่มถีิน่ระบาดบรเิวณเดยีวกนั ดงันัน้อาจจะม ี

chloroquine pressure สาํหรบั P. falciparum ไดต้ลอดเวลาทาํใหเ้ชือ้ในประเทศไทยยงัดือ้ต่อ chloroquine 

ซึง่สง่ผลใหก้ารพจิารณาเลอืกใช ้ artesunate-amodiaquine ยาตวัเลอืก ACT ตวัหน่ึง อาจไมเ่หมาะสมใน

ประเทศไทยเน่ืองจาก amodiaquine เป็นยาในกลุ่มเดยีวกบั chloroquine จงึพบวา่มกีารดือ้ขา้มระหวา่ง 
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amodiaquine และ chloroquine ได ้ นอกจากน้ี amodiaquine อาจม ี adverse effect ทีร่นุแรงเชน่  

hepatitis และ agranulocytosis (WHO, 2015) 

เชือ้ P. falciparum ในประเทศไทยมเีปอรเ์ซน็ทีด่ือ้ต่อ pyrimethamine และ sufadoxine สงู ซึง่ 

WHO ไมแ่นะนําใหพ้จิารณานํา artesunate-sufadoxine-pyrimethamine มาใช ้เมือ่พจิารณา artemether-

lumefantrine พบวา่เชือ้ P. falciparum จากประเทศไทยมกีารดือ้ขา้มกนัระหวา่ง artemether, 

lumefantrine และ mefloquine จากการศกึษาของ Mungthin และคณะ (2010a) พบวา่ประมาณหน่ึงในสี่

ของเชือ้ P. falciparum ทีท่าํการศกึษามกีารลดลงของความไวต่อ lumefantrine ทัง้ๆ ทีย่งัไมไ่ดนํ้ายารว่มคู่

น้ีมาใชใ้นประเทศไทย (Mungthin et al., 2010a) ซึง่อาจเกดิจากโครงสรา้งของยา lumefatrine คลา้ยคลงึ

กบัยา mefloquine เน่ืองจากในปจัจุบนัเชือ้ P. falciparum ดือ้ต่อ mefloquine ในเปอรเ์ซน็ทีส่งู การ

พจิารณานํายา artemether-lumefantrine มาใชอ้าจจะตอ้งมกีารทดสอบก่อนใชแ้ละเฝ้าระวงัอยา่งเหมาะสม   

Dihydroartemisinin-piperaquine เป็นยา ACT อกีตวัเลอืกทีป่ระเทศไทยไดนํ้ามาใชแ้ทน artesunate-

mefloquine ในปจัจุบนั จากการศกึษาครัง้น้ีพบวา่เชือ้ P. falciparum ในประเทศไทยมคีา่เฉลีย่ IC50 อยูท่ี ่

16.7 ± 6.3 nM ซึง่จะอยูช่ว่งเดยีวกบัคา่เฉลีย่ IC50 ของเชือ้ทีร่ายงานจากประเทศอื่นๆ ในเอเซยี ใน

ประเทศกมัพชูาไดใ้ชย้า dihydroartemisinin-piperaquine เป็นยาหลกัในการรกัษามาลาเรยีตัง้แต่ปี พ.ศ. 

2553 ปจัจุบนัพบวา่การตอบสนองหายขาดหลงัจากไดร้บัยา dihydroartemisinin-piperaquine ลดลงอยา่ง

มาก (Leang et al., 2015; Spring et al., 2015; Amaratunga et al., 2016) ซึง่อาจเกดิจากเชือ้ P. 

falciparum ในประเทศกมัพชูาดือ้ piperaquine อยูแ่ลว้เน่ืองจากในประเทศกมัพชูาเคยใชย้า piperaquine 

เป็นยาเดีย่วในการรกัษามาลาเรยีทีเ่กดิจาก P. falciparum ประมาณเกอืบ 20 ปีมาแลว้ (Davis, 2005) มี

รายงานพบวา่เชือ้ทีม่ ี pfmdr1 จาํนวน 1 copy number จะมคีวามไวต่อ piperaquine น้อยกวา่เชือ้ทีม่ ี

pfmdr1 จาํนวนมากกวา่ 1 copy number (Eastman et al., 2011; Veiga et al., 2012) ในการศกึษาครัง้น้ี

เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยกมัพชูาม ี pfmdr1 184F allele ทุกสายพนัธุแ์ละม ี pfmdr1 copy number 

ประมาณ 1 copy เมือ่เทยีบกบัเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยพมา่พบวา่ม ีpfmdr1 184F allele อยู ่47.2% 

และม ี pfmdr1 copy number เฉลีย่ประมาณ 2.5 copy อยา่งไรกต็ามการศกึษาเชือ้ P. falciparum ใน

ประเทศไทยครัง้น้ีไมพ่บความสมัพนัธด์งักล่าว แต่พบวา่เชือ้ทีม่ ี pfmdr1 86Y allele จะมคีวามไวต่อ 
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piperaquine ลดลง อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ ซึง่การศกึษาโดยใชเ้ทคนิค Transfection ในเชือ้ P. 

falciparum พบวา่จุดกลายพนัธุ ์ N86Y และ Y184F บนยนี pfmdr1 มผีลต่อความไวของยา piperaquine 

(Veiga et al., 2016) ในแต่ละพืน้ทีร่ะบาดของมาลาเรยีในประเทศไทยจะมเีชือ้ P. falciparum ทีม่ลีกัษณะ

ทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีต่่างกนั โดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนี pfmdr1 ซึง่จะสง่ผลใหม้กีารตอบสนองต่อยาที่

แตกต่างกนั จากการศกึษาของ Mungthin และคณะ ในปี พ.ศ. 2557 พบวา่เชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกได้

จากชายแดนไทยมาเลเซยีสว่นใหญ่จะเป็นเชือ้ทีม่ ี pfmdr1 86Y allele (Mungthin et al., 2014) การนํา 

dihydroartemisinin-piperaquine มาใชใ้นประเทศไทยควรมกีารทดสอบก่อนใชแ้ละเฝ้าระวงัอยา่งเหมาะสม  

 Artesunate-pyronaridine เป็น ACT ใหมท่ีม่ปีระสทิธภิาพในการรกัษามาลาเรยีจากเชือ้ P. 

falciparum ทีไ่มต่่างจาก artemether-lumefantrine และ artesunate-mefloquine การศกึษาเชือ้ P. 

falciparum ในประเทศไทยพบวา่คา่เฉลีย่ IC50 ของ pyronaridine อยูท่ี ่ 5.5 ± 3.0 nM เมือ่เปรยีบกบั

การศกึษาของ Childs และคณะ ในปี พ.ศ.2531 พบวา่เชือ้ P. falciparum ในประเทศไทยมคีา่ IC50 ของ 

pyronaridine อยูท่ี ่ 8.4 nM (Childs et al., 1988) นอกจากน้ีจากการศกึษาประสทิธภิาพของยา 

pyronaridine ตวัเดยีวในการรกัษามาลาเรยีจากเชือ้ P. falciparum โดย Looareesuwan และคณะในปี 

พ.ศ.2539 พบวา่เชือ้ทีต่อบสนองไดด้ต่ีอ pyronaridine มคีา่ IC50 ของ pyronaridine อยูท่ี ่ 30.3 nM 

ในขณะทีเ่ชือ้ที ่ recrudescence จะมคีา่ IC50 ของ pyronaridine อยูท่ี ่ 44.4 nM (Looareesuwan et al., 

1996) pyronaridine IC50 ของเชือ้ในการศกึษาครัง้น้ีอยูร่ะหวา่ง 0.2-15.4 nM ซึง่ยงัตํ่ากวา่คา่ทีพ่บในเชือ้ 

recrudescence อยา่ตํ่าสามเทา่ เมือ่เปรยีบเทยีบคา่ความไว pyronaridine ในเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุท์ี่

แตกต่างกนัพบวา่จุดกลายพนัธุ ์N86Y และY184F มผีลต่อคา่ความไว pyronaridine อยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ (p = 0.022, p= 0.044 ตามลาํดบั) อยา่งไรกต็ามการแตกต่างทีพ่บอาจไมม่คีวามสาํคญัทางคลนิิค

เน่ืองจากระดบั IC50 ยงัอยูใ่นชว่งเดยีวกนัคอืความเขม้ขน้ในหลกัหน่วย และเมือ่เปรยีบเทยีบแยกตาม 

pfmdr1 haplotype ดงัตารางที ่ 17 ไมพ่บวา่คา่ IC50 ของ pyronaridine มคีวามแตกต่างกนัในแต่ละกลุ่ม 

เมือ่พจิารณาคุณสมบตัขิอง pyronaridine ทีพ่บน้ี artesunate-pyronaridine อาจเป็นยา ACT ทีเ่หมาะสม

สาํหรบัประเทศไทยหรอืประเทศอื่นๆ ทีเ่ชือ้ P. falciparum มคีวามหลายหลายของลกัษณะยนีดือ้ยา 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนี pfmdr1 ขอ้ควรระวงัในกาใช ้ artesunate-pyronaridine ทีย่งัตอ้งมกีารศกึษา
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เพิม่เตมิคอื ผูป้ว่ยทีไ่ดร้บั artesunate-pyronaridine บางคนจะม ี transaminases สงูขึน้ไดเ้มือ่เทยีบกบั 

ACT คูอ่ื่น (Duparc et al., 2013) ดงันัน้ยงัตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิเพือ่หาปจัจยัเสีย่งทีม่ผีลต่อพษิต่อตบั

ของยาน้ี 

ในการศกึษาครัง้น้ีคณะผูว้จิยัไดเ้ลอืกเชือ้ P. falciparum ใหด้ือ้ต่อ artemether ในหลอดทดลอง

โดยเทคนิค Intermittent drug exposure พบวา่เชือ้ K1 และ G112 clone สามารถพฒันาตวัเองใหท้นต่อ

ยาทีค่วามเขม้ขน้ 1,000 nM ได ้ เมือ่ทดสอบความไวต่อยา artemether ไมพ่บวา่ K1AM1000 และ 

G112AM1000 ม ี IC50 ทีต่่างจากเชือ้ K1 และ G112 อยา่งไรกต็ามเชือ้ทัง้สองลดความไวต่อยา 

dihydroartemisinin 3.3 เทา่ และ 2.2 เทา่ ตามลาํดบั นอกจากน้ีเมือ่เปรยีบเทยีบ % ring survival พบวา่

เชือ้ K1AM1000 และ G112AM1000 มกีารรอดชวีติทีส่งูมากเมือ่เทยีบกบัเชือ้ตน้แบบ เมือ่ศกึษายนีดือ้ยา 

artemisinin, K13 propeller ไมพ่บจุดกลายพนัธบ์นยนีน้ีในเชือ้ K1AM1000 และ G112AM1000 จากการ

ทดลองน้ีคณะผูว้จิยัสามารถพฒันาเชือ้ทีม่ลีกัษณะดือ้ต่อยาอนุพนัธก์ลุ่ม artemisinin ได ้การเปลีย่นแปลงน้ี

ไมไ่ดถู้กกาํหนดโดยยนี K13 propeller เชือ้ทัง้สองสายพนัธุส์ามารถนํามาเป็นตน้แบบในการหายนีดือ้ยา 

artemisinin อื่นๆ ไดใ้นอนาคต    

 

2.4 สรปุและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Recommendation)  

2.4.1 ปจัจุบนัมรีายงานเชือ้ P. falciparum ดือ้ต่อยากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin โดยเฉพาะชายแดนไทยพมา่

และไทยกมัพูชา ลกัษณะทีใ่ชใ้นการบ่งชีว้่าเป็นเชือ้ดือ้ยา artemisinin คอื การลา้ชา้ในการกําจดัเชือ้ใน

กระแสเลอืด (delayed parasite clearance) หลงัจากใหก้ารรกัษาดว้ย artesunate monotherapy หรอื 

artemisinin-based combination therapy (ACT) ลกัษณะน้ีเป็นเพยีงลกัษณะ partial resistance ซึง่

อาจจะไมม่คีวามสมัพนัธก์บัอตัราการหายขาด 

2.4.2 ลกัษณะทางพนัธุกรรมทีม่คีวามสมัพนัธก์บั delayed parasite clearance คอืจุดกลายพนัธุบ์นยนี 

Kelch 13 propeller ปจัจุบนัพบการกลายพนัธุบ์นยนีน้ีมากกว่า 200 แบบ อยา่งไรกต็ามการกลายพนัธุท์ี่

ทาํใหม้กีารเปลีย่นแปลงที ่amino acid หลงัตําแหน่งที ่400 มกัจะมผีลต่อการตอบสนองต่อ artemisinin ซึง่

การกลายพนัธุเ์หล่าน้ีมกัจะพบในประเทศเอเซยีตะวนัออกเฉียงใตแ้ละจนี ในพืน้ทีท่ีต่่างกนัมกัพบจุดกลาย
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พนัธุท์ีต่่างกนั โดยประเทศกมัพชูา ลาว และเวยีดนาม มกัพบ C580Y, R539T, Y493H และ I543T ได้

บ่อย ในขณะทีป่ระเทศจนี และพมา่ พบ F446L, N458Y, P574L และ R561H ในการศกึษาครัง้น้ีพบเชือ้ที่

แยกไดจ้ากพืน้ทีไ่ทยพมา่และไทยกมัพชูา พบจุดกลายพนัธุ ์C580Y เป็นสว่นใหญ่  

2.4.3 หลงัจากเริม่โครงการ artemisinin containment บางสว่นของชายแดนไทยกมัพชูาในปี พ.ศ.2552 

โดยมกีารเปลีย่นยาหลกัในการรกัษามาลาเรยีจากเชือ้ P. falciparum จาก artesunate-mefloquine เป็น 

atovaquone-proguanil เพื่อลด drug pressure ของ artemisinin เมื่อมกีารเปลีย่นแปลงดงักล่าวไมพ่บว่า

เชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ทีน้ี่ดือ้ต่อ atovaquone อย่างไรกต็ามเชือ้เหล่าน้ีมเีปอรเ์ซน็ของการดือ้ mefloquine 

สงูขึน้ และเชือ้ทัง้หมดมพีนัธุกรรมของยนีดือ้ยา pfmdr1 184F allele และม ีpfmdr1 copy number 

ประมาณ 1 copy number นอกจากน้ียงัพบเปอรเ์ซน็ของเชือ้ทีม่จุีดกลายพนัธุบ์น K13 propeller สงูขึน้ 

ทัง้น้ีอาจมสีาเหตุมาจากเชือ้ทีม่กีารเปลีย่นแปลงทางพนัธุกรรมดงักล่าวสามารถอยูร่อดไดใ้นธรรมชาตอิยา่ง

ด ี โครงการน้ีครอบคลุมพืน้ทีเ่พยีงบางบรเิวณเท่านัน้ดงันัน้การลด drug pressure ของ artemisinin อาจ

ทาํไดไ้มเ่ตม็ที ่พืน้ทีด่งักล่าวมเีคลื่อนยา้ยประชากรจากกมัพชูาเขา้มาตลอดเวลาอาจทําใหม้กีารนําเชือ้ P. 

falciparum ซึง่มลีกัษณะดือ้ต่อ artemisinin เขา้มา เป็นตน้ 

2.4.4 การลม้เหลวจากการรกัษาโดย ACT มกัจะเกดิจากเชือ้ P. falciparum ลดความไวต่อยาทีใ่ชร้ว่ม

มากกว่ายากลุ่มอนุพนัธ ์artemisinin เอง ซึง่เชือ้ P. falciparum ในประเทศไทยในปจัจุบนัสว่นใหญ่ดือ้ต่อ 

mefloquine ประเทศไทยจงึไดพ้จิารณาเปลีย่นยาหลกัของประเทศสาํหรบัการรกัษามาลาเรยีทีเ่กดิจากเชือ้ 

P. falciparum เป็น dihyroartemisinin-piperaquine 

2.4.5 ในประเทศกมัพชูาไดม้กีารใช ้ dihyroartemisinin-piperaquine เป็นยาหลกัในการรกัษามาลาเรยีที่

เกดิจากเชือ้ P. falciparum ตัง้แต่ปี พ.ศ. 2553 อยา่งไรกต็ามปจัจุบนัพบวา่การตอบสนองหายขาดหลงัจาก

ไดร้บัยา dihydroartemisinin-piperaquine ลดลงอยา่งมาก เน่ืองจากเชือ้ดือ้ยา piperaquine ดงันัน้การเริม่

นํา dihydroartemisinin-piperaquine มาใชใ้นประเทศไทยตอ้งมกีารเฝ้าระวงัอยา่งเหมาะสม การศกึษาเชือ้ 

P. falciparum ในประเทศไทยครัง้น้ีพบวา่เชือ้ทีม่ ีpfmdr1 86Y allele จะมคีวามไวต่อ piperaquine ลดลง 

ในพืน้ทีร่ะบาดของมาลาเรยีต่างๆ จะมเีชือ้ P. falciparum ทีม่ลีกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีต่่างกนั 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนี pfmdr1 พบวา่เชือ้ P. falciparum ทีแ่ยกไดจ้ากชายแดนไทยมาเลเซยีสว่นใหญ่จะ
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เป็นเชือ้ทีม่ ีpfmdr1 86Y allele การนํา dihydroartemisinin-piperaquine มาใชใ้นประเทศไทยโดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ชายแดนไทยมาเลเซยีควรมกีารทดสอบก่อนใชแ้ละการเฝ้าระวงัอยา่งเหมาะสม  

2.4.6 Artesunate-pyronaridine เป็น ACT ใหมท่ีม่ปีระสทิธภิาพในการรกัษามาลาเรยีจากเชือ้ P. 

falciparum ทีไ่มต่่างจาก artemether-lumefantrine และ artesunate-mefloquine คา่ pyronaridine IC50 

ของเชือ้ในการศกึษาครัง้น้ีอยูร่ะหวา่ง 0.2-15.4 nM ซึง่ยงัตํ่ากวา่คา่ทีเ่คยรายงานไวใ้นเชือ้ recrudescence 

ในประเทศไทย 3-220 เทา่ เมือ่เปรยีบเทยีบเชือ้ P. falciparum ทีม่ ีpfmdr1 haplotype ต่างกนั ไมพ่บว่า

คา่ IC50 ของ pyronaridine มคีวามแตกต่างกนัในแต่ละกลุ่ม ดงันัน้ artesunate-pyronaridine อาจเป็นยา 

ACT ทีเ่หมาะสมสาํหรบัประเทศไทยหรอืประเทศอื่นๆ ทีเ่ชือ้ P. falciparum มคีวามหลายหลายของ

ลกัษณะยนีดือ้ยา โดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนี pfmdr1  

2.4.7 จากการใชเ้ทคนิค Intermittent drug exposure ทาํใหเ้ชือ้ P. falciparum ทนต่อยา artemether ใน

หลอดทดลอง พบวา่เชือ้ K1AM1000 และ G112AM1000 มคีวามไวต่อยา dihydroartemisinin ลดลง 3.3 

เทา่ และ 2.2 เทา่ ตามลาํดบั และม ี% ring survival สงูขึน้มากเมือ่เทยีบกบัเชือ้ตน้แบบ อยา่งไรกต็ามไม่

พบจุดกลายพนัธุบ์นยนียนีดือ้ยา artemisinin, K13 propeller ดงันัน้การดือ้ยาทีเ่กดิขึน้น่าจะเกดิจาก

ลกัษณะทางพนัธุกรรมอื่น 

2.4.8 ลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาทีแ่ตกต่างกนัทําใหเ้ชือ้ P. falciparum มคีวามไวต่อยาตา้น

มาลาเรยีชนิดต่างๆ ทีแ่ตกต่างกนั การทดสอบความไวต่อยาตา้นมาลาเรยีชนิดต่างๆ และการสาํรวจขอ้มลู

พืน้ฐานของลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนีดือ้ยาในเชื้อ P. falciparum ทีแ่ยกไดจ้ากพืน้ที่ต่างๆ ของ

ประเทศไทยควรจะตอ้งทําอย่างต่อเน่ือง เพื่อเป็นการเฝ้าระวงัการพฒันาการดือ้ยาของเชือ้ เน่ืองจากเชือ้ 

P. falciparum ในประเทศไทยมสีามารถพฒันาการดือ้ยาไดอ้ยา่งต่อเน่ือง และยงัสามารถเป็นขอ้มลูในการ

เลอืกใชย้าไดอ้ยา่งเหมาะสมอกีดว้ย   
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