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Abstract  
 
Project Code : TRG5880215 
Project Title : The effect of blood groups, hemoglobin type and heme oxygenase-1      
                    in malaria patients 
Investigator : Assistant Professor Dr. Jiraporn Kuesap 
E-mail Address : jirajira28@yahoo.com 
Project Period : 2 years 
 

Malaria is one of the most important public health problems in tropical areas of 
the world. Several factors are associated with susceptibility to malaria and disease 
severity, including innate immunity such as blood group, hemoglobinopathy, and heme 
oxygenase-1 (HO-1) polymorphisms. The aim of the study was to investigate the 
association of ABO blood group, thalassemia types, and HO-1 polymorphisms in malaria 
infected blood samples collected from areas along the Thai-Myanmar border. 
Determination of ABO blood group, thalassemia variants, and HO-1 polymorphisms 
were performed using agglutination test, low pressure liquid chromatography and 
polymerase chain reaction, respectively. Plasmodium vivax was the major infected 
malaria species in the study samples. The distribution of ABO blood group in malaria 
infected samples was found to be similar to that previously reported in healthy subjects, 
of which blood group O being the most prevalent group. Significant association between 
blood group A and decreased risk of severe malaria was found. Six thalassemia types 
(30%) were detected, i.e., hemoglobin E (HbE), β-thalassemia, α-thalassemia 1, α-
thalassemia 2, HbE with α-thalassemia 2, and β-thalassemia with α-thalassemia 2. 
Malaria infected samples with thalassemia showed significantly higher risk to severe 
malaria. The prevalence of HO-1 polymorphisms, S/S, S/L and L/L were 25, 62 and 
13%, respectively. Further study with larger sample size is required to confirm the 
impact of these three host genetic factors in malaria patients. 
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 โรคมาลาเรียเปนโรคที่กอปญหาสาธารณสุขที่สําคัญของประเทศในเขตรอนชื้นของโลก 
ปจจัยที่สงผลกระทบตอความรุนแรงของโรคมาลาเรียมีหลายอยาง เชน ภูมิคุมกันตามธรรมชาติ 
ไดแก หมูเลือดเอบีโอ  ฮีโมโกลบินผิดปกติ และความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจีเนส-1    
การวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความชุกและความสัมพันธของหมูเลือดเอบีโอ ธาลัสซี
เมีย และความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 ในผูปวยโรคมาลาเรียที่อาศัยอยูบริเวณ
ชายแดนไทย โดยตรวจหาหมูเลือดเอบีโอ  ธาลัสซีเมีย และความหลากหลายของยีนฮีมออกซิ
จีเนส-1 ดวยวิธีการทดสอบ ปฏิกิริยาการจับกลุม การใชเคร่ืองตรวจวิเคราะหฮีโมโกลบิน
อัตโนมัติโครมาโตกราฟฟความดันต่ํา และปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตามลําดับ ผลการวิจัย
พบวาในประชากรผูปวยมาลาเรียที่ศึกษา สวนใหญติดเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ สําหรับการ
กระจายตัวของหมูเลือดเอบีโอในผูปวยโรคมาลาเรียพบวามีความคลายคลึงกับการศึกษากอน
หนาน้ีในคนที่มีสุขภาพดี โดยพบความชุกของหมูเลือดโอมากที่สุด ในขณะที่หมูเลือดเอ มี
ความสําคัญในการปองกันผูปวยที่มีความเส่ียงตอการเกิดโรคมาลาเรียอยางรุนแรงไดอยางมี
นัยสําคัญ สวนความชุกของธาลัสซีเมียคิดเปนรอยละสามสิบ และพบหกชนิดดวยกัน คือ 
ฮีโมโกลบินอี เบตาธาลัสซีเมีย แอลฟาธาลัสซีเสีย-1 แอลฟาธาลัสซีเสีย-2 ฮีโมโกลบินอีรวมกับ
แอลฟาธาลัสซีเสีย-2 และเบตาธาลัสซีเมียรวมกับแอลฟาธาลัสซีเสีย-2 โดยพบวาผูปวยมาลาเรีย
ที่มีภาวะธาลัสซีเมียมีความเสี่ยงตอโรคมาลาเรียที่ รุนแรงมากกวาผูปวยมาลาเรียที่ไมมี
ภาวะธาลัสซีเมียอยางมีนัยสําคัญ สําหรับการศึกษาความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 
พบวาสามารถแบงความยาวของยีนตามการซ้ํากันของเบสจีและทีไดเปนสามชนิดคือ สั้น/สั้น 
สั้น/ยาว และยาว/ยาว โดยมีความถี่รอยละ 25 62 และ 13 ตามลําดับ แตไมพบมีความเก่ียวของ
กันระหวางความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 กับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย ซ่ึงอาจ
เปนเพราะขนาดตัวอยางที่ใชในการศึกษามีไมมากหรืออาจเปนเพราะชนิดของเชื้อมาลาเรียสวน
ใหญที่กอโรคแตกตางจากการศึกษากอนหนาน้ี การศึกษาวิจัยน้ีจึงสรุปไดวาปจจัยทาง
พันธุกรรมของผูปวยมาลาเรีย ไดแกหมูเลือดเอบีโอ และภาวะธาลัสซีเมียมีความสัมพันธกับ
ความรุนแรงของการติดเชื้อมาลาเรีย ทั้งนี้ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในกลุมประชากรที่ใหญขึ้น
เพ่ือยืนยันความสัมพันธของปจจัยทั้งสามชนิดน้ีในผูปวยมาลาเรีย 
 

คําสําคัญ: มาลาเรีย หมูเลอืดเอบีโอ ธาลัสซีเมีย ฮีมออกซิจีเนส 



Executive summary 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

 มาลาเรียเปนโรคเขตรอนท่ีกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุข เศรษฐกิจและสังคม ในหลาย

ประเทศท่ัวโลก โดยเชื้อมาลาเรียท่ีเปนสาเหตุในการเกิดโรคในคนมี 5 ชนิดคือ มาลาเรียชนิดฟลซิพารัม 

(Plasmodium falciparum) มาลาเรียชนิดไวแวกซ (P. vivax) มาลาเรียชนิดโอวาเล (P. ovale) มาลาเรียชนิด

มาลาริอี (P. malariae) และมาลาเรียชนิดโนวเลซี (P. knowlesi) สําหรับประเทศไทยโรคมาลาเรียยังคง

คุกคามชีวิตของประชากรและความเจริญกาวหนาทางเศรษฐกิจของประเทศ โดยเฉพาะในบริเวณจังหวัด

ชายแดนไทยพมา ชายแดนไทยมาเลเซียและชายแดนไทยกัมพูชา จังหวัดท่ีมักพบผูปวยมาลาเรียมากไดแก 

ตาก กาญจนบุรี แมฮองสอน ระนอง สุราษฎรธานี ยะลา ชุมพร อุบลราชธานี ศรีสะเกษ และจันทบุรี ถึงแมวา

ปจจุบันนี้จะมีการควบคุมโรคจนประสบความสําเร็จในระดับหนึ่งแลวก็ตาม แตปญหาการด้ือยาของเชื้อและ

ความลมเหลวในการรักษายังสงผลตอคุณภาพชีวิตของประชากร โดยเกิดไดจากปจจัยหลายๆ อยาง รวมท้ัง

ปจจัยท่ีมาจากผูปวยเอง เชน ความหลากหลายทางพันธุกรรม ภูมิตานทานตอเชื้อมาลาเรีย ภาวะของเม็ด

เลือดแดง รวมท้ังเอนไซมท่ีมีความสําคัญในการเจริญเติบโตของเชื้อหรือเกี่ยวของกับการออกฤทธิ์ของยาตาน

มาลาเรีย ซึ่งสงผลใหความรุนแรงของโรคในผูปวยแตละคนมีความแตกตางกัน การศึกษาความสัมพันธของ

หมูเลือดเอบีโอกับมาลาเรียพบวาชนิดของหมูเลือดมีความเกี่ยวของกับความรุนแรงของโรคมาลาเรียและ

แตกตางกันในแตละพ้ืนท่ี โดยหมูเลือดโอชวยปองกันการเกิดภาวะมาลาเรียขึ้นสมอง ขณะท่ีหมูเลือดเอและบี

เพ่ิมความเส่ียงในการเกิดภาวะมาลาเรียขึ้นสมอง สวนภาวะทางพันธุกรรมของผูปวยท่ีอาจสงผลกระทบตอ

ความรุนแรงและการรักษาโรคมาลาเรีย เชน ภาวะเลือดจางชนิดธาลัสซีเมียนั้น มักพบไดบอยในพ้ืนท่ีระบาด

ของโรคมาลาเรีย โดยผูปวยมาลาเรียท่ีมียีนธาลัสซีเมียจะมีสวนชวยปองกันการเกิดความรุนแรงของโรคได

เพราะเม็ดเลือดแดงมีสภาวะไมเหมาะสม แตก็อาจสงผลตอความไวของยาอารติมิซินินซึ่งเปนยาท่ีมี

ประสิทธิภาพในการรักษามาลาเรียในประเทศไทย สําหรับเอนไซมฮีมออกซิจิเนส-1 (heme oxygenase-1: 

HO-1) ซึ่งเปนกุญแจสําคัญในกระบวนการยอยสลายฮีม ไดผลิตภัณฑสามชนิดคือ บิลิเวอรดิน (biliverdin) ซึ่ง

จะเปล่ียนเปนบิลิรูบิน (bilirubin) กาซคารบอนมอนอกไซด (CO) และเหล็ก (iron) เอนไซมฮีมออกซิจิเนส-1 

จึงชวยปองกันเซลลจากอันตรายตางๆ ท่ีมาจากฮีมอิสระในผูปวยมาลาเรียขึ้นสมอง (cerebrum malaria) 

อยางไรก็ตามความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิเจเนส-1 อาจสงผลใหผูปวยมีความรุนแรงของ

โรคท่ีแตกตางกันไดโดยเฉพาะผูปวยในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต เนื่องจากมีจํานวนชุดของ (GT)n ท่ีโปร

โมเตอรของยีนนอย ซึ่งเกี่ยวของกับระดับการทํางานของเอนไซมท่ีเพ่ิมมากขึ้น ทําใหมีระดับของ

คารบอนมอนอกไซด เหล็ก และบิลิรูบินเพ่ิมมากขึ้นตามไปดวย โดยระดับคารบอนมอนอกไซดท่ีมากเกินไปก็

จะเปนอันตรายตอเซลล สวนเหล็กก็จะเปนแหลงอาหารท่ีสําคัญของเชื้อมาลาเรีย โดยพบวาเชื้อมาลาเรียมี

การสรางสารพรอสตาแกลนดิน (prostaglandin) เพ่ือไปกระตุนระดับของเอนไซมฮีมออกซิจิเนส-1 ได 

นอกจากน้ีการระบาดของโรคมาลาเรียบริเวณแนวชายแดนระหวางประเทศไทยและประเทศเพื่อนบานอาจมี

ความชุกเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากการเขารวมประชาคมเศรษฐกิจอาเซียนในป 2558 ซึ่งจะทําใหการเคล่ือนยาย

แรงงานบริเวณชายแดนมีความสะดวกมากข้ึน และสงผลตอการระบาดของโรคมาลาเรีย จึงจําเปนตองมีการ

เฝาระวังและติดตามการระบาดของโรคมาลาเรีย รวมท้ังการศึกษาความชุกของภาวะทางพันธุกรรมและความ

หลากหลายของยีนดังกลาว ซึ่งอาจเปนประโยชนในการนํามาใชเปนขอมูลประกอบการใชยารักษามาลาเรียได 

 



2. วัตถุประสงค 

2.1 เพ่ือศึกษาชนิดของหมูเลือดเอบีโอท่ีพบในผูปวยมาลาเรียในพ้ืนท่ีระบาดของประเทศไทย 

2.2 เพ่ือศึกษาความชุกของธาลัสซีเมียของผูปวยมาลาเรียในพ้ืนท่ีระบาดของประเทศไทย 

2.3 เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจํานวนชุดของ (GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวย

มาลาเรีย และ ความสัมพันธของเอนไซมกับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย 

2.4 เพ่ือศึกษาความความสัมพันธของความหลากหลายทางพันธุกรรมของธาลัสซีเมียและยีนฮีมออก

ซิจิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรีย 

3. ระเบียบวิธีวิจัย 

 3.1 ประชากรศึกษาและเก็บตัวอยาง 

 ทําการเก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและชนิดไวแวกซ ท่ีเขารับการตรวจและ

รักษาในสถานพยาบาลของรัฐ จํานวน 100 ราย โดยเจาะเลือดจากหลอดเลือดดําปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพียง

ครั้งเดียวกอนผูปวยจะไดรับยาในการรักษา นําเลือดไปเตรียมไลดแบบหนาและบางแลวยอมดวยสียิมซาเพ่ือ

ตรวจหาและนับจํานวนเชื้อในกระแสเลือด ซึ่งปริมาณเชื้อในกระแสเลือดท่ีมากกวา 100,000 ตัวตอไมโครลิตร 

สามารถจําแนกเปนการติดเชื้อในกระแสเลือดในปริมาณที่สูง (hyperparasitemia) และจัดเปนการติดเชื้อชนิด

รุนแรง (severe malaria) จากนั้นทําการหาชนิดหมูเลือดเอบีโอของผูปวยดวยวิธีการตกตะกอน 

(agglutination test) สําหรับการหาชนิดของธาลัสซีเมีย ทําการสงตรวจท่ีโรงพยาบาลในพื้นท่ีกรณี

โรงพยาบาลในพื้นท่ีไมมีเครื่องมือในการตรวจวิเคราะหจึงสงตรวจที่โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ 

สวนความชุกและรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ของผูปวยมาลาเรียจะ

วิเคราะหในหองปฏิบัติการ บัณฑิตศึกษา สาขาชีวเวชศาสตร คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

3.2 การตรวจวิเคราะหภาวะธาลัสซีเมีย 

การตรวจกรองภาวะธาลัสซีเมียโดยการวัดความเปราะของเม็ดเลือดแดง โดยดูการแตกของเม็ดเลือดแดงใน

น้ําเกลือท่ีมีความเขมขน 0.36% ซึ่งเม็ดเลือดแดงของคนปกติจะแตกหมด แตเม็ดเลือดแดงของผูท่ีเปนธาลัสซี

เมีย และ ฮีโมโกลบิน อี จะแตกไมหมด อยางไรก็ตามผูท่ีเปนพาหะของแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 ฮีโมโกลบิน อี 

และ Hb CS จะใหผลเหมือนคนปกติ การตรวจกรองจะตองทําควบคูกับการทดสอบยืนยัน หรือแยกชนิดดวย

วิธีมาตรฐาน ซึ่งในงานวิจัยนี้จะทําควบคูกับการตรวจดัชนีเม็ดเลือดแดงและการตรวจชนิดอีโมโกลบินดวยวิธี 

LPLC การตรวจดัชนีเม็ดเลือดแดง (red cell indices) เปนการวัดปริมาตรเฉล่ียของเม็ดเลือดแดง (mean cell 

volume: MCV) ซึ่งเปนสวนหนึ่งของการตรวจนับเม็ดเลือดอยางสมบูรณ (complete blood count: CBC) จะ

ชวยการวินิจฉัยธาลัสซีเมีย โดยคนปกติจะมีคา 85-95 เฟมโตลิตร (fL) ผูท่ีเปนพาหะของแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 

และ 2 จะมีคา 70 + 8.7 fL และ 85+5.5 fL ตามลําดับ ในขณะท่ีผูท่ีเปนพาหะของเบตาธาลัสซีเมีย

และเบตาธาลัสซีเมียจะมีคา 68+6.9 fL และ 55+65 fL ตามลําดับ สวนผูท่ีเปนพาหะของฮีโมโกลบิน อี จะมีคา 

84+5.1 fL สวนการตรวจวิเคราะหชนิดของธาลัสซีเมียจะนําตัวอยางเลือดครบสวนมาตรวจแยกชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบินเพ่ือหายีนธาลัสซีเมีย ตามหลักการการตรวจแยกชนิดและความเขมขนของฮีโมโกลบิน

ดวยวิธี low pressure liquid chromatography (LPLC) (automated analyzer: Hb Gold) หากตัวอยางเลือดมี

ผลการตรวจวาไมเปนพาหะของเบตาธาลัสซีเมียหรือฮีโมโกลบิน อี แตมีคา MCV ตํ่า จะทําการตรวจหา

แอลฟาธาลัสซีเมียดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยตรวจหาแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด 



Southeast Asia (SEA) และ Thai (THAI) และตรวจหาแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิดท่ีมีการขาดหายไปของยีน -

3.7 kb และ -4.2 kb และชนิด non deletion Hb CS และ Hb PS  

3.3 ฮีมออกซิจิเนส -1 

ศึกษารูปแบบความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 โดยสกัดดีเอ็นเอจากชั้นเม็ดเลือดขาว (buffy 

coat) แลวนําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสวนโปรโมเตอรดวยวิธี PCR เพ่ือพิจารณาขนาดของยีนโดยดูการเรียงตัว

ซ้ําๆกันของจํานวนชุดของ (GT)n และแบงเปนแบบส้ันและแบบยาว แลวนําไปหาความสัมพันธระหวางความ

หลากหลายของจํานวนชุดของ (GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรียกับความรุนแรงของโรค

มาลาเรียโดยพิจารณาความรุนแรงจากจํานวนเชื้อในกระแสเลือด 

3.4 การวิเคราะหทางสถิติ 

การวิเคราะหทางสถิติใชโปรแกรม SPSS โดยความถ่ีของชนิดมาลาเรีย หมูเลือดเอบีโอ ชนิดธาลัสซี

เมีย ความชุกและรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ท่ีพบในผูปวยมาลาเรีย จะ

แสดงผลเปนรอยละ การศึกษาความสัมพันธของหมูเลือดเอบีโอกับการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและ

ชนิดไวแวกซ ธาลัสซีเมียกับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย (จํานวนเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือด) ความ

หลากหลายของจํานวนชุดของ (GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรียกับความรุนแรงของโรค

มาลาเรีย รวมท้ังความสัมพันธของความหลากหลายทางพันธุกรรมของธาลัสซีเมียกับยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ท่ี

พบในผูปวยมาลาเรีย จะวิเคราะหดวยวิธี Chi-square ท่ี  = 0.05 

4. แผนการดําเนินงานวิจัยตลอดโครงการในแตละชวง 6 เดือน 

แผนการดําเนินงาน ระยะเวลา 

ปท่ี 1 ปท่ี 2 

1-6 7-12 1-6 7-12 

เก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยมาลาเรีย     

ตรวจสอบชนิดหมูเลือดเอบีโอ     

วิเคราะหชนิดฮีโมโกลบิน (ธาลัสซีเมีย)      

สกัดดีเอ็นเอ     

วิเคราะหธาลัสซีเมียชนิดแอลฟาดวยวิธีพีซีอาร     

วิเคราะหยีนฮีมออกซิจิเนสดวยวิธีพีซีอาร     

วิเคราะหผลและเขียนรายงานรวมทั้งตีพิมพผลงาน     
 

5. ผลงาน/หัวขอเรื่องท่ีคาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 

  ชื่อเรื่องท่ีคาดวาจะพิมพ: The effect of blood groups, hemoglobin type and heme oxygenase-1 

in malaria patients in endemic areas of Thailand 

 ชื่อวารสารท่ีคาดวาจะตีพิมพ: Malaria Journal 

 คา impact factor: 3.49 

 

 



6. งบประมาณโครงการ (ตามระยะเวลาโครงการที่ไดเสนอรับทุน โดยงบประมาณไมเกิน 300,000 บาท/ป)

  

 ปท่ี 1 ปท่ี 2 รวม

1. หมวดคาตอบแทน  

   - คาตอบแทนหัวหนาโครงการ  (13,000x12) 

  - คาตอบแทนอาสาสมัคร (100 คน x 500 บาท) 

156,000.00 

25,000.00 

156,000.00 

25,000.00 

312,000.00 

50,000.00 

2. หมวดคาวัสดุ 

   - คาน้ํายาทดสอบ HO-1 ELISA  kits, ชุดสกัดดีเอ็นเอ, ชุดตรวจ

หมูเลือด, สาร dNTPs, Taq polymerase, HO-1 primers, 

thalssemia primers, DNase and RNase free water, restriction 

enzyme, acrylamide, DNA marker เปนตน 

   - เข็มเจาะเลือด, ไซริงค, หลอดบรรจุสารกันเลือดแข็ง, 

microcentrifuge tube, pipette tips, PCR tube, glass slide, slide 

box, ELISA plate เปนตน 

   - คาวัสดุส้ินเปลืองและคาวัสดุสํานักงาน 

 

95,500.00 

 

 

 

 

3,000.00 

 

500.00 

 

95,500.00 

 

 

 

 

3,000.00 

 

500.00 

 

191,000.00 

 

 

 

 

6,000.00 

 

1,000.00 

3. หมวดใชสอย 

    - คาวิเคราะหธาลัสซีเมียทางหองปฏิบัติการ (100x400) 

 

20,000.00 

 

 

20,000.00 

 

40,000 

4. หมวดคาจาง 0 0 0 

งบประมาณโครงการ 300,000.00 300,000.00 600,000.00 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



การศึกษาผลกระทบของชนิดกลุมเลือด ฮีโมโกลบิน และเอนไซมฮีมออกซิจิเนส ในผูปวยโรค
มาลาเรีย 

The effect of blood groups, hemoglobin type and heme oxygenase-1 in malaria patients 
 

วัตถุประสงค 
1. เพ่ือศึกษาชนิดของหมูเลือดเอบีโอที่พบในผูปวยมาลาเรียในพืน้ที่ระบาดของประเทศไทย 
2. เพ่ือศึกษาความชุกของธาลัสซีเมียของผูปวยมาลาเรียในพื้นที่ระบาดของประเทศไทย 
3. เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจํานวนชุดของ (GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวย
มาลาเรีย   
   และความสมัพันธของเอนไซมกับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย 
4. เพ่ือศึกษาความความสมัพันธของความหลากหลายทางพันธุกรรมของธาลัสซีเมียและยีนฮีมอ
อกซิ-  
   จิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรยี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
มาลาเรียเปนโรคที่กอใหเกิดความเจ็บปวยและเปนสาเหตุการตายของคนตั้งแตยุคอดีต

จนถึงปจจุบัน การติดเชื้อมาลาเรียกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุขในประเทศเขตรอนและ
ก่ึงเขตรอนโดยเฉพาะอยางยิ่งในแถบแอฟริกาและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงรวมประเทศไทย
ดวย โดยมีหลายปจจัยที่เก่ียวของและมีความสัมพันธกับความรุนแรงของโรค เชน ระบบ
ภูมิคุมกันแตกําเนิด (Stevenson and Riley 2004)  ฮีโมโกลบินผิดปกติ (Weatherall 1997) 
และเอนไซมฮีมออกซิจิเนส (Takeda et al. 2005, Kuesap et al. 2010) ทั้งน้ีความแตกตางทาง
ภูมิศาสตรและประชากรมีความเกี่ยวของกับความหลากหลายทางพันธุกรรมซึ่งสงผลในการ
ปองกันโรคมาลาเรียตางกันดวย (Campino et al. 2006) รายงานความสัมพันธที่เปนไปได
ระหวางหมูเลือดเอบีโอและโรคมาลาเรียในบางพื้นที่ แสดงใหเห็นวาการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟล
ซิพารัมแบบรุนแรงพบในหมูเลือดตางกัน ในประชากรแตละพ้ืนที่ เชนพบการติดเชื้อมาลาเรีย
ชนิดฟลซิพารัมแบบรุนแรงอยางมีนัยสําคัญในผูปวยที่มีหมูเลือดเอ ในชาวกิบบอน (Lell et al., 
1999), เอธิโอเปย (Tekeste and Petros, 2010) และซิมบับเว (Fischer and Boone, 1998) 
พบในผูปวยที่มีหมูเลือดเอบี ชาวศรีลังกา (Pathirana et al., 2005), มาลี (Rowe et al., 2007) 
และเอธิโอเปย (Tekeste and Petros, 2010) และพบในผูปวยที่มีหมูเลือดบี ชาวอินเดีย (Panda 
et al., 2011) ในขณะที่ผูปวยมาลาเรียที่มีหมูเลือดโอมีรายงานวาสามารถปองกันการเกิดภาวะ
มาลาเรียขึ้นสมองได (Rout et al. 2012) สําหรับภาวะธาลัสซีเมียซึ่งเก่ียวของกับความผิดปกติ
ของการสรางสายโกลบิน พบวาสามารถปองกันการเกิดโรคมาลาเรียได โดยภาวะธาลัสซีเมียน้ัน
จะพบไดทั่วไปในพ้ืนที่ที่มีการระบาดของโรคมาลาเรีย (Vento et al. 2006) โดยการปองกัน
มาลาเรียน้ันมีรายงานวาพบในผูปวยที่มีภาวะธาลัสซีเมียแบบ hemoglobin E (Chotivanich et 
al. 2002) α-thalassemia (Weatherall 1997, Wambua et al. 2006) และ β- thalassemia 
(Pasvol et al. 1976, Pantaleo et al. 2012) สวนความสัมพันธของเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 
และมาลาเรียมีรายงานในประชากรบางกลุม โดยพบวาการเพ่ิมขึ้นของเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 
เก่ียวของกับการเกิดมาลาเรียชนิดรุนแรงในผูปวยเด็กชาวแกมเบียน (Walther et al. 2012) 
และการเกิดมาลาเรียขึ้นสมองในผูปวยชาวมาลาเวียน (Clark et al.2003), ผูปวยเด็กชาวแองโก
ลาน (Sambo et al. 2010) และชาวพมา (Takeda et al. 2005) เอนไซมฮีมออกซิจิเนส-1 นั้น
เปนเอนไซมที่ถูกกระตุนไดจากส่ิงเรา (inducible enzyme) ทําใหเกิดการสลายฮีมซ่ึงสวนใหญ
เปนองคประกอบของฮีโมโกลบิน ไดผลิตภัณฑ 3 ชนิด คารบอนมอนอกไซด (CO), บิลิเวอรดิน 
และเหล็ก ((Tenhunen et al. 1968, Shibahara et al. 2002, Shibahara 2003) ดังน้ัน
เอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 จึงนาจะเปนประโยชนตอเชื้อมาลาเรียในการเจริญเติบโตและเพ่ิม
จํานวนเนื่องจากเชื้อมาลาเรียตองการเหล็กจากการสลายฮีมเพราะเชื้อมาลาเรียไมมีเอนไซมฮี
มออกซิจิเนส 1 จึงไมสามารถสลายฮีมเพราะปลดปลอยเหล็กไดเอง ในผูปวยมาลาเรียที่มี
ภาวะธาลัสซีเมียรวมดวย โดยเฉพาะชนิดฮีโมโกลบิน อี (Hb E) ซ่ึงพบมากในประชากรชาวไทย 
(Fucharoen and Winichagoon 2002, Chotivanich et al. 2002) เม็ดเลือดแดงจะมีคุณสมบัติ



แตกตางจากเม็ดเลือดแดงปกติ ซ่ึงสงผลกับปริมาณเหล็กที่มาลาเรียจะนําไปใชได (Nagel et al. 
1981) ดังน้ันการศึกษาความสัมพันธหมูเลือด ธาลัสซีเมีย และฮีมออกซิจีเนส 1 ในผูปวย
มาลาเรียจึงเปนสิ่งนาสนใจ การศึกษานี้จึงจัดตั้งขึ้นมาเพื่อศึกษาความสัมพันธของภาวะดังกลาว
ในผูปวยมาลาเรียที่อาศัยในประเทศไทย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
ทบทวนเอกสารและวรรณกรรม 

 
1. มาลาเรีย 

โรคมาลาเรียเปนหน่ึงในปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขในหลายประเทศท้ัวโลก
รวมทั้งประเทศไทยซึ่งพบปญหาเชื้อมาลาเรียด้ือตอยาท่ีใชในการรักษาสูง จึงสงผลกระทบตอ
การพัฒนาประเทศทั้งดานสาธารณสุข เศรษฐกิจและสังคมของชาติ มาลาเรียเปนโรคเขตรอนที่
ถูกจัดใหเปนเปาหมายในการควบคุมขององคการอนามัยโลก เพราะในแตละป มีประชากรกวา 
350 ถึง 500 ลานคน ติดเชื้อมาลาเรียและมีผูเสียชีวิตประมาณ 1.5 ลานคน (WHO 2001) 
มาลาเรียเกิดจากการติดเชื้อโปรโตซัวพลาสโมเดียม (Plasmodium) ที่มียุงเปนพาหะนําโรค โดย
เชื้อมาลาเรียที่เปนสาเหตุในการเกิดโรคในคนมี 5 ชนิด ประกอบดวย มาลาเรียชนิดฟลซิพารัม 
(Plasmodium falciparum) มาลาเรียชนิดไวแวกซ (P. vivax) มาลาเรียชนิดโอวาเล (P. ovale) 
มาลาเรียชนิดมาลาเรียอี (P. malariae) และมาลาเรียชนิดโนวเลซี (P. knowlesi) โดยเชื้อที่กอ
โรคในประชากรสวนใหญคือเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ ทั้งน้ีเชื้อ
ที่กอใหเกิดพยาธิสภาพรุนแรงและเปนสาเหตุของการเสียชีวิตคือมาลาเรียชนิดฟลซิพารัม สวน
เชื้อที่มีการแพรกระจายในหลายพื้นที่และเกิดการติดเชื้อซํ้าแบบ relapse และนําไปสูความ
รุนแรงจากภาวะมามโตคือมาลาเรียชนิดไวแวกซ   

วงชีวิตของเชื้อมาลาเรียตองการโฮสต (host) 2 ชนิด คีอ คน และยุงกนปลองเพศเมีย 
(รูปที่ 1) ซ่ึงเปนพาหะนําโรค การแพรของเชื้อมาลาเรียสูคนเกิดจากยุงกนปลองเพศเมียที่มีเชื้อ
มาลาเรียกัดคนและปลอยเช้ือเขาสูกระแสเลือด มาลาเรียจึงเปนโรคติดเชื้อที่กอใหเกิดปญหา
ทางดานสาธารณสุขและเศรษฐกิจในประเทศกําลังพัฒนา โดยกอใหเกิดอาการทางคลินิกที่
แตกตางกัน พบไดทั้งไมมีอาการ หรือมีอาการท่ัวไปคลายหวัด ไปจนถึงภาวะโรคที่มีความ
รุนแรง เชน ภาวะมาลาเรียขึ้นสมองซึ่งเปนมาลาเรียชนิดรุนแรงที่สําคัญเน่ืองจากการติดเชื้อ
มาลาเรียชนิดฟลซิพารัม ทําใหเกิดอาการโคมาและอาจทําใหเสียชีวิตได (Newton and Krishna 
1998) ในประเทศไทยนั้น พ้ืนที่ระบาดของมาลาเรียจะพบบริเวณปา เขา ซ่ึงเปนแหลงที่มียุง
พาหะอาศัยอยู โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณชายแดนที่มีอาณาเขตติดตอกับเพ่ือนบาน เชนอาณา
เขตติดตอกับประเทศพมา มาเลเซีย และกัมพูชา ในป พ.ศ. 2556 อัตราสวนเชื้อกอโรคที่พบคือ 
มาลาเรียชนิดฟลซิพารัม รอยละ 40 และมาลาเรียชนิดไวแวกซ รอยละ 60 (60%) และมียุง
พาหะหลักคือ anopheles species, An. dirus, An. minimus, An. maculatus, An. sundaicus 
(WHO 2013) ถึงแมวาอุบัติการณการเกิดโรคและอัตราการตายเนื่องจากมาลาเรียในประเทศ
ไทยจะลดลง แตมาลาเรียก็ยังกอใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุขในพื้นที่ชายแดนของประเทศ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงฤดูฝน (Nacher et al. 2004) ซ่ึงสภาวะเหมาะสมกับยุงพาหะ โดย
ปญหาหลักในการกําจัดมาลาเรียในประเทศไทยมี 3 ขอ คือ (1) การระบาดของเชื้อมาลาเรีย
ชนิดฟลซิพารัมที่ด้ือยาอยางรวดเร็ว (2) พฤติกรรมของยุงพาหะ (3) การเคลื่อนยายของ
ประชากรในการประกอบอาชีพ (Kamolratanakul et al. 1994) 
  



 
 

รูปที่ 1 วงชวีติของเชื้อมาลาเรีย 
(https://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html วันที่ 30 พฤศจิกายน 2560) 

 
2. ปจจัยที่เก่ียวของกับความรุนแรงของมาลาเรีย 

พยาธิสภาพและความรุนแรงของโรคมาลาเรียขึ้นอยูกับหลายปจจัย ไดแก ปจจัยที่เกิด
จากเชื้อมาลาเรีย ปจจัยที่เกิดจากคน และปจจัยดานสิ่งแวดลอม โดยพบวามีปจจัยหลายประการ
ที่แสดงถึงความสัมพันธกับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย เชนภูมิคุมกันแตกําเนิด (Stevenson 
and Riley 2004) )  ฮีโมโกลบินผิดปกติ เชน ธาลัสซีเมีย (Weatherall 1997), ความผิดปกติของ
เอนไซม เชน glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency (Guindo et al. 
2007) ฮีมออกซิจีเนส (HO) (Takeda et al. 2005, Kuesap et al. 2010) tumor necrosis 
factor-α promoter polymorphism (TNF-α) (Grau et al. 1989) และความหลากหลายของเม็ด
เลือดแดง (Genton et al. 1995, Weatherall et al. 2002) 
 
2.1 หมูเลือดเอบีโอ 

หมูเลือดเอบีโอ เปนหมูเลือดที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติในคนทุกคนซึ่งมีลักษณะแตกตาง
กันขึ้นอยูกับชนิดของยีน (gene) ที่ควบคุมการสรางแอนติเจน (antigen) บนผิวเม็ดเลือดแดงที่
ไดรับการถายทอดทางพันธุกรรม โดยยีนดังกลาวอยูบนโครโมโซมที่ 9 ตําแหนง 9q34.1-q34.2 
ประกอบดวย 7 exons ความยาวมากกวา 18 กิโลเบส โดยสวนที่ใหญที่สุดคือ Exon 7 ซ่ึงมี 
coding sequence อยู ในขณะที่ Exon 6 มีสวนที่ขาดหายไปซึ่งแสดงออกเปนหมูเลือดโอ และมี
การทํางานของเอนไซมที่ลดลง ในคนที่มีหมูเลือดเอ จะมีแอนติเจนเอ อยูที่ผิวของเม็ดเลือดแดง 



คนที่มีหมูเลือดบีจะมีแอนติเจนบีอยูที่ผิวของเม็ดเลือดแดง  สวนคนที่มีหมูเลือดเอบีจะมีทั้ง
แอนติเจนทั้งเอและบีอยูบนเม็ดเลือดแดง ในขณะที่คนที่มีหมูเลือดโอจะไมมีทั้งแอนติเจนเอและ
บีบนผิวเม็ดเลือดแดง ในปจจุบันไมมีโรคที่พบวาเกิดจากการท่ีไมมีการแสดงออกของแอนติเจน
ของหมูเลือดเอบีโอ แตมีการศึกษาความไวตอการเกิดโรคกับหมูเลือดเอบีโอ และพบ
ความสัมพันธของการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหารในคนที่มีหมูเลือดเอ (Reid and Bird 1990) 
ในขณะที่พบความสัมพันธของการมีแผลในกระเพาะอาหารและลําไสเล็กสวนตนในคนที่มีหมู
เลือดโอ (O'Donnell and Laffan 2001) 

ความสัมพันธระหวางความรุนแรงของโรคมาลาเรียและยีนของผูปวย เชน หมูเลือดเอบี
โอ ไดมีการศึกษาในบางพื้นที่ ไดแก การศึกษาในภูมิภาคตะวันตกเฉียงเหนือของเอธิโอเปย 
(Tadesse 2013) พบวาประชากรมีหมูเลือดโอมากที่สุด ในขณะที่หมูเลือดที่พบผูปวยมาลาเรีย
ชนิดรุนแรงสูงสุดคือหมูเลือด เอ และ บี  แสดงใหเห็นวาผูปวยที่มีหมูเลือด เอ, บี และ เอบี มี
ความไวตอการเกิดมาลาเรียชนิดรุนแรงมากกวาผูปวยที่มีหมูเลือดโอ (Tadesse 2013) 
เชนเดียวกันกับการศึกษาในประเทศอินเดียซ่ึงพบผูปวยมาลาเรียชนิดฟลพารัมมีหมูเลือดบี สูง 
ขณะที่หมูเลือด O ปองกันการเกิดมาลาเรียขึ้นสมองอยางมีนัยสําคัญ ดังน้ันผูhปวยมาลาเรียที่มี
หมูเลือด เอ และ บี จึงมีความเสี่ยงสูงในการพัฒนาเปนมาลาเรียขึ้นสมอง (Rout et al. 2012) 
นอกจากน้ีในหลายการศึกษาไดสนับสนุนวาผูปวยที่มีหมูเลือดโอ มีโอกาสพัฒนาเปนมาลาเรีย
ชนิดรุนแรงไดนอย (Deepa et al., 2011; Panda et al., 2011; Wolofsky et al., 2012) แมวา
หมูเลือดโอจะมีการกระจายสูงสุดในหมูเลือดเอบีโอในพื้นที่ระบาดของมาลาเรียทั่วโลก จาก
ขอมูลน้ีแสดงใหเห็นวาหมูเลือดโอและเชื้อมาลาเรียมีความเชื่อมโยงกันในประวัติศาสตรการ
วิวัฒนาการ (Cserti and Dzik, 2007) นอกจากน้ียังมีรายงานความสัมพันธระหวางความรุนแรง
ของมาลาเรียกับหมูเลือดเอบีโอ โดยพบการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมแบบรุนแรงอยางมี
นัยสําคัญในผูปวยที่มีหมูเลือดเอ ในชาวกิบบอน (Lell et al., 1999), เอธิโอเปย (Tekeste and 
Petros, 2010) และซิมบับเว (Fischer and Boone, 1998) พบในผูปวยที่มีหมูเลือดเอบี ชาวศรี
ลังกา (Pathirana et al., 2005), มาลี (Rowe et al., 2007) และเอธิโอเปย (Tekeste and 
Petros, 2010) และพบในผูปวยที่มีหมูเลือดบี ชาวอินเดีย (Panda et al., 2011) ดังนั้น
การศึกษาความสัมพันธดังกลาวในผูปวยชาวไทยจึงนาสนใจอยางยิ่ง 
 
2.2 ธาลัสซเีมีย 

ธาลัสซีเมีย หรือภาวะความผิดปกติของฮโมโกลบิน ซ่ึงเกิดจากการสรางฮโมโกลบิน ฮ
โมโกลบินประกอบดวยสาย α-globin 2 สาย และ β-globin 2 สาย ธาลัสซีเมียจึงแบงไดตามสาย
โกลบินได 2 ชนิดคือ α- และเบตาธาลัสซีเมีย (β-thalassemia) ตามความผิดปกติของสาย
โกลบิน โดย แอลฟาธาลัสซีเมีย (α-thalassemia) เกิดจากการความบกพรองในการสรางสาย α-
globin บนโครโมโซม 16p13.3 (Yuthavong et al. 1993) ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงจากยีน
ปกติไปเปน แอลฟาธาลัสซีเมีย -1 (α-thalassemia-1) ซ่ึงมีความรุนแรงมาก และ แอลฟาธาลัส
ซีเมีย -2 (α-thalassemia-2) ซ่ึงมีความรุนแรงนอย สวนเบตาธาลัสซีเมีย กิดจากการความ
บกพรองในการสรางสาย β-globin บนโครโมโซม 11p15.5 (Yuthavong and Wilairat 1993) 



ซ่ึงมักเกิดจากการกลายพันธุมากกวาการ deletion  ธาลัสซีเมีย ชนิด Hemoglobin E (Hb E) 
พบมากในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต (Fucharoen and Winichagoon 1987) เกิดจากการ 
glutamic acid ที่codon 26 ของสาย β -globin ดวย lysine (Ohashi et al. 2004) ธาลัสซีเมีย
น้ันพบกระจายทั่วโลกโดยเฉพาะในพื้นที่ที่มีการระบาดของมาลาเรีย (Vento et al. 2006) ซ่ึง
ภาวะรวมกันดังกลาวแสดงใหเห็นถึงการปองกันโรคมาลาเรียที่มีสาเหตุจากเชื้อมาลาเรียชนิดฟล
ซิพารัมในหลายพ้ืนที่ (Wambua et al. 2006, Mockenhaupt et al. 2001, Yuthavong and 
Wilairat 1993) ทั้งนี้การศึกษาสวนใหญเปนการศึกษาเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัม จึงควรมี
การศึกษาในเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซซึ่งเปนเชื้อที่พบมากอีกชนิดหน่ึงดวย   
 
2.3 ฮีมออกซิจิเนส-1 

เอนไซมฮีมออกซิจิเนส-1 อาจมีบทบาทสําคัญในโรคมาลาเรีย (Shibahara, 2003) 
โดยฮีมออกซิจีเนส 1 เปน microsomal enzyme ซ่ึงมี 2 isoforms คือ HO-1 และ HO-2 ซ่ึงมี
บทบาทสําคัญในการสลายฮีม (heme degradation process) ทําใหไดผลิตภัณฑ 3 ชนิดคือ 
คารบอนมอนอกไซด (CO), บิลิเวอรดิน และเหล็ก(Tenhunen et al. 1968, Shibahara et al. 
2002, Shibahara 2003) ในสวนโปรโมเตอรของยีนฮีมออกซิจิเนส 1 มีเบส GT ที่ซํ้ากันโดยมี
ความหลากหลายในแตละบุคคล และมีการกลายพันธุของ single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) 2 ตําแหนงคือ G(-1135)A และ T(-413) ซ่ึงทั้งความหลากหลายของ (GT)n repeat 
และ SNPs มีความเก่ียวของกับการ transcription ทั้งน้ีพบวา Long (GT)n alleles เก่ียวของกับ
มาลาเรียโดยตานการเกิดมาลาเรียขึ้นสมอง ฉะนั้นเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 อาจเปนเปาหมาย
หน่ึงในการรักษามาลาเรียในอนาคต ความสัมพันธของเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 และมาลาเรีย
จากการศึกษาใน in vitro และระบาดวิทยาทางโมเลกุล(Schluesener et al. 2001, Clark et al. 
2003, Takeda et al. 2005, Yeo et al. 2013) การศึกษาความหลากหลายของ (GT)n repeat 
ของยีนฮีมออกซิจิเนส 1  มีรายงานในผูปวยเชื้อชาติกะเหรี่ยง (Takeda et al., 2005) และใน
ผูปวยชาวไทยและพมา ที่อาศัยในบริเวณพื้นที่ระบาดของประเทศไทย (Kuesap et al. 2010) 
โดยพบวา short (GT)n alleles พบมากในผูปวยที่มีภาวะมาลาเรียขึ้นสมอง มากกวาผูปวยที่ไม
มีอาการ (Takeda et al., 2005) ซ่ึงทําใหไดสมมติฐานวา short (GT)n alleles อาจทําใหเสี่ยงที่
จะเกิดภาวะมาลาเรียขึ้นสมองโดยการเพิ่มการ transcription ของฮีมออกซิจิเนส 1 ในผูปวย ทํา
ใหเพ่ิมผลิตภัณฑจากการสลายฮีม สวนการศึกษาโปรโมเตอรและระดับเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 
ในผูปวยเด็กชาวแกมเบียนที่มีภาวะรุนแรงจากการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมพบวาการติด
เชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมเพ่ิมระดับเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 และแสดงใหเห็นวาความ
ผิดปกติของยีนมีผลตอการเพ่ิมขึ้นของเอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 และมีความสัมพันธกับความ
รุนแรงของโรคมาลาเรียและความเสี่ยงตอการเสียชีวิตของ (Walther et al. 2012)  การยับยั้ง
เอนไซมฮีมออกซิจิเนส 1 จึงอาจเปนประโยชนสําหรับผูปวยโรคมาลาเรียเน่ืองจากการเติบโต
และการเพ่ิมจํานวนของเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัม ภายในเม็ดเลือดแดงขึ้นอยูกับปริมาณธาตุ
เหล็กที่ไดจากการยอยสลายฮีมของเซลลผูปวย 
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 ประชากรศึกษาและการเก็บตวัอยาง 

ทําการเก็บตัวอยางเลือดจากผูปวยมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและชนิดไวแวกซที่เขารับ
การตรวจและรักษาในสถานพยาบาลของรัฐ จํานวน 100 ราย โดยเจาะเลือดจากหลอดเลือดดํา
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรเพียงคร้ังเดียวกอนผูปวยจะไดรับยาในการรักษา นําเลือดไปเตรียมไลด
แบบหนาและบางแลวยอมดวยสียิมซาเพ่ือตรวจหาและนับจํานวนเชื้อในกระแสเลือด ซ่ึงปริมาณ
เชื้อในกระแสเลือดที่มากกวา 100,000 ตัวตอไมโครลิตร สามารถจําแนกเปนการติดเชื้อใน
กระแสเลือดในปริมาณท่ีสูง (hyperparasitemia) และจัดเปนการติดเชื้อชนิดรุนแรง (severe 
malaria) จากน้ันทําการหาชนิดหมูเลือดเอบีโอของผูปวยดวยวิธีการตกตะกอน (agglutination 
test) สําหรับการหาชนิดของธาลัสซีเมีย ทําการสงตรวจที่โรงพยาบาลในพื้นที่กรณีโรงพยาบาล
ในพ้ืนที่ไมมีเคร่ืองมือในการตรวจวิเคราะหจึงสงตรวจที่โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระ
เกียรติ สวนความชุกและรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ของ
ผูปวยมาลาเรียจะวิเคราะหในหองปฏิบัติการ บัณฑิตศึกษา สาขาชีวเวช-ศาสตร คณะสหเวช
ศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 
 
3.2 การตรวจวิเคราะหภาวะธาลัสซเีมีย 

การตรวจคัดกรองภาวะธาลัสซีเมียโดยการวัดความเปราะของเม็ดเลือดแดง (osmotic 
fragility test: OF test) โดยดูการแตกของเม็ดเลือดแดงในน้ําเกลือที่มีความเขมขน 0.36% ซ่ึง
เม็ดเลือดแดงของคนปกติจะแตกหมด แตเม็ดเลือดแดงของผูที่เปนธาลัสซีเมีย และ ฮีโมโกลบิน 
อี จะแตกไมหมด อยางไรก็ตามผูที่เปนพาหะของแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 ฮีโมโกลบิน อี และ Hb 
CS จะใหผลเหมือนคนปกติ การตรวจกรองจะตองทําควบคูกับการทดสอบยืนยัน หรือแยกชนิด
ดวยวิธีมาตรฐาน ซ่ึงในงานวิจัยน้ีจะทําควบคูกับการตรวจดัชนีเม็ดเลือดแดงและการตรวจชนิดอี
โมโกลบินดวยวิธี LPLC การตรวจดัชนีเม็ดเลือดแดง (red cell indices) เปนการวัดปริมาตร
เฉลี่ยของเม็ดเลือดแดง (mean cell volume: MCV) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของการตรวจนับเม็ดเลือด
อยางสมบูรณ (complete blood count: CBC) จะชวยการวินิจฉัยธาลัสซีเมีย โดยคนปกติจะมีคา 
85-95 เฟมโตลิตร (fL) ผูที่เปนพาหะของแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และ 2 จะมีคา 70 + 8.7 fL และ 
85+5.5 fL ตามลําดับ ในขณะที่ผูที่เปนพาหะของเบตาธาลัสซีเมียและเบตาธาลัสซีเมียจะมีคา 
68+6.9 fL และ 55+65 fL ตามลําดับ สวนผูที่เปนพาหะของฮีโมโกลบิน อี จะมีคา 84+5.1 fL 
สวนการตรวจวิเคราะหชนิดของธาลัสซีเมียจะนําตัวอยางเลือดครบสวนมาตรวจแยกชนิดและ
ปริมาณฮีโมโกลบินเพ่ือหายีนธาลัสซีเมีย ตามหลักการการตรวจแยกชนิดและความเขมขนของ
ฮีโมโกลบินดวยวิธี low pressure liquid chromatography (LPLC) (automated analyzer: Hb 
Gold) หากตัวอยางเลือดมีผลการตรวจวาไมเปนพาหะของเบตาธาลัสซีเมียหรือฮีโมโกลบิน อี 
แตมีคา MCV ต่ํา จะทําการตรวจหาแอลฟาธาลัสซีเมียดวยวิธี polymerase chain reaction 
(PCR) โดยตรวจหาแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด Southeast Asia (SEA) และ Thai (THAI) และ



ตรวจหาแอลฟาธาลัสซีเมีย 2 ชนิดที่มีการขาดหายไปของยีน -3.7 kb และ -4.2 kb และชนิด 
non deletion Hb CS และ Hb PS 

 
3.3 การสกัดดีเอ็นเอ 
 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลอืดครบสวน (whole blood) ดวยชุดนํ้ายา QIAamp® DNA 
Mini kit kit (QIAGEN, CA, USA) ตามคําแนะนําในการใชงาน แลวนําตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดไป
เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปใชงาน  
 
3.4 การหาความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิจิเนส -1 

ศึกษารูปแบบความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากผูปวย
ไปเพ่ิมปริมาณ    ดีเอ็นเอสวนโปรโมเตอรดวยวิธี PCR เพ่ือพิจารณาขนาดของยีน โดยใชไพร
เมอร forward primer AGAGCCTGC AGCTTCTCAGA และ reverse primer 
ACAAAGTCTGGCCATAGGAC ดวยเครื่อง PCR thermocycler (Perkin Elmer Cetus, USA) 
ที่ภาวะ denaturation ที่ 95°C 10 นาที ตามดวย 95°C 30 วินาที,  61.6°C 2 นาที และ 72 °C 
5 นาที จํานวน 40 รอบ แลวตอดวย final extension step ที่ 72°C 10 นาที จากนั้นนําไปแยก
ขนาดของ PCR product โดย gel electrophoresis แลวนําแผนเจลไปดูแถบดีเอ็นเอที่มีการ
เรียงตัวซํ้าๆกันของจํานวนชุดของ (GT)n ภายใตแสงยูวี แลววิเคราะหโดยแบงเปนแบบสั้นและ
แบบยาวเทียบกับตัวอยางมาตรฐานที่มี (GT)n จํานวน 25 ชุด โดยตัวอยางที่มีความยาวนอย
กวา 25 GT repeats จะจัดเปนแบบสั้น และตัวอยางที่มีความยาวมากกวา 25 GT repeats จะ
จัดเปนแบบยาว จากน้ันจึงนําไปหาความสัมพันธระหวางความหลากหลายของจํานวนชุดของ 
(GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรียกับความรุนแรงของโรคมาลาเรียโดยพิจารณา
ความรุนแรงจากจํานวนเชื้อในกระแสเลือด 
 
3.5 การวิเคราะหทางสถติ ิ

การวิเคราะหทางสถิติใชโปรแกรม SPSS (version 12.0 SPSS Inc., IL, USA) โดย
ความถี่ของชนิดมาลาเรีย หมูเลือดเอบีโอ ชนิดธาลัสซีเมีย ความชุกและรูปแบบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิ-จิเนส-1 ที่พบในผูปวยมาลาเรีย จะแสดงผลเปนรอย
ละ การศึกษาความสัมพันธของหมูเลือดเอบีโอกับการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและชนิด
ไวแวกซ ธาลัสซีเมียกับความรุนแรงของโรคมาลาเรีย (จํานวนเชื้อมาลาเรียในกระแสเลือด) 
ความหลากหลายของจํานวนชุดของ (GT)n ของยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ในผูปวยมาลาเรียกับความ
รุนแรงของโรคมาลาเรีย รวมทั้งความสัมพันธของความหลากหลายทางพันธุกรรมของธาลัสซี
เมียกับยีนฮีมออกซิจิเนส-1 ที่พบในผูปวยมาลาเรีย จะวิเคราะหดวยวิธี Chi-square ที่ p = 0.05 
 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
 จากการศึกษาตัวอยางจากผูปวยมาลาเรีย 100 ราย ซ่ึงเปนตัวอยางที่มีเชื้อมาลาเรีย
ชนิดฟลซิพารัม รอยละ 35 เชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ รอยละ 63 และเชื้อผสมทั้งและมาลาเรีย
ชนิดไวแวกซ รอยละ 2 ดังแสดงในตารางที่ 1 พบวา มีคามัธยฐาน (ชวง) ของจํานวนเชื้อใน
กระแสเลือด 4,205 (50-80,300) ตัวตอไมโครลิตร ซ่ึงแยกเปนเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัม 
7,764 (355-80,300) ตัวตอไมโครลิตร เชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ 3,618 (50-74,667) ตัวตอ
ไมโครลิตร และเชื้อผสมทั้งและมาลาเรียชนิดไวแวกซ 12,820 (2,920-22,720) ตัวตอไมโครลิตร 
 

ตารางที่ 1 แสดงขอมูลทั่วไป 
  ขอมูลทัว่ไป คารอยละ 

ขอมูลผูปวย
เพศ ชาย 62 
 หญิง 38 
อายุ เฉลี่ย      30 ป  
เชื้อชาต ิ ไทย 26 
 ตางชาติ 74 
ขอมูลเชื้อมาลาเรีย  
ชนิดของเชื้อมาลาเรีย ชนิดฟลซิพารัม 35 
 ชนิดไวแวกซ 63 
 ผสม (ชนิดฟลซิพารัมรวมกับชนิด

ไวแวกซ) 
2 

 
 
4.1 ความสัมพันธระหวางหมูเลือดเอบโีอกับการติดเชื้อมาลาเรยีและความรุนแรง 
 การตรวจสอบชนิดหมูเลือดเอบีโอของผูปวยมาลาเรียพบวามีชนิดโอมากที่สุด รอยละ 
37 รองลงมาคือชนิดบี รอยละ 31 ชนิดเอ รอยละ 25 และเอบี รอยละ 7 อยางไรก็ตามจาก
การศึกษานี้ไมพบความสัมพันธระหวางหมูเลือดเอบีโอกับการตดิเชื้อมาลาเรีย ดังแสดงในตาราง
ที่ 2 โดยไมพบความสัมพันธระหวางชนิดของเชื้อมาลาเรียและหมูเลือดเอบีโออยางมีนัยสําคัญ
เชนกันถึงแมวาสัดสวนของตัวอยางที่มีหมูเลือดโอที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซจะสูงกวาหมู
เลือดโอที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมถึงสามเทาก็ตาม สําหรับการศึกษาความความสัมพันธ
ระหวางหมูเลือดเอบีโอกับความรุนแรงของโรคมาลาเรียโดยวิเคราะหจากจํานวนเชื้อในกระแส
เลือดและภาวะโลหิตจาง (ระดับฮีโมโกลบินและ ฮีมาโตคริต) พบวาสัดสวนของกลุมผูปวยซึ่งมี



ความเส่ียงจะพัฒนาเปนมาลาเรียชนิดรุนแรงสูงในผูปวยที่มีหมูเลือดเอแตกตางจากหมูเลือดอ่ืน
อยางมีนัยสําคัญ (p = 0.026) ดังแสดงในตารางที่ 3 
 

ตารางที่ 2 ชนิดของเชื้อมาลาเรียและหมูเลือดเอบีโอ 

Plasmodium species O A B AB Total 

P. falciparum 9 11 12 3 35
P. vivax 27 13 19 4 63
Mixed infection of 
P. falciparum and P. vivax 

1 1 0 0 2

 
ตารางที่ 3 แสดงการกระจายของชนิดหมูเลือดและความเสี่ยงในการพัฒนาเปนมาลาเรียชนิด
รุนแรงวิเคราะหจากจํานวนเชื้อในกระแสเลือดและภาวะโลหิตจาง (ระดับฮีโมโกลบนิและฮีมา
โตครติ)  

Variables Distribution in ABO group 
 O A B AB 
Parasitemia (median and range, /ul blood):     
  P. falciparum 15,776 

(461-80,300) 
 

7,200 
 (800-41,429) 

9,703  
(355-70,095) 

1,608  
(1,600-2,300) 

  P. vivax 4,705 
 (64-74,667) 

3,909 
 (50-12,000) 

2,583  
(150-42,988) 

12,075 (1,563-
12,808) 

  Mixed infection of  
  P. falciparum and P. vivax 

2,920 (2,920-
2,920) 

22,720 (22,720-
22,720) 

- - 

Hemoglobin (%):     
   Non-anemia (male >13, female >12 g/dL) 14 13 15 4 
   Mild anemia (male 11-12.9, female 11-  
11.9   g/dL) 

13 8 8 0 

   Moderate anemia  (8.0-10.9 g/dL for both 
genders) 

6 5 3 2 

Severe anemia (<8.0 g/dL for both genders) 4 0 5 0 
Hematocrit (%):     
  > 20% 37 26 28 6 
  < 20% 0 0 3 0 
Risk of developing severe malaria (%):     
Low risk  30 25 25 7 
   High risk (parasitemia (>70,000 /ul) and/or 
hemoglobin (<8.0) and/or hematocrit < 20% 

7 0a 6 0 

a Statistically significant difference from patient with other blood groups (p = 0.026) 



4.2 ความสัมพันธระหวางความหลากหลายของชนิดธาลัสซเีมียกับการตดิเชื้อมาลาเรีย 
 การศึกษานี้พบความชุกของภาวะธาลัสซีเมียในกลุมตัวอยางเทากับรอยละ 30 โดย
จําแนกเปน 6 ชนิดคือฮีโมโกลบินอี (Hb E), เบตาธาลัสซีเมีย (β-thalassemia), แอลฟาธาลัสซี
เมีย-1 (α-thalassemia-1), แอลฟาธาลัสซีเมีย-2 (α-thalassemia-2), ฮีโมโกลบินอีรวมกับแอล
ฟาธาลัสซีเมีย-2 และเบตาธาลัสซีเมียรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย-2  โดยชนิดที่พบมากที่สุดสอง
ชนิดคือฮีโมโกลบินอีและแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 คิดเปนรอยละ 14 และ 10 ตามลําดับ ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4 ทั้งน้ีตัวอยางที่เปนแอลฟาธาลัสซีเมีย-1 พบเพียงชนิดเดียวคือ SEA deletion และ
ตัวอยางชนิดแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 ก็พบเพียงชนิดเดียวคือ 3.7 kb deletion  
 การหาความสัมพันธระหวางความหลากหลายของธาลัสซีเมียและชนิดของมาลาเรีย 
จํานวนเชื้อในกระแสเลือด ฮีโมโกลบิน ฮีมาโตคริต ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงโดยเฉลี่ย (MCV) 
และคาเฉลี่ยของน้ําหนักฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดง (MCH) พบวาพารามิเตอรของเซลลเม็ด
เลือดแดงของผูที่มีภาวะธาลัสซีเมียชี้ใหเห็นถึงผลกระทบที่มีนัยสําคัญตอการติดเชื้อมาลาเรีย 
โดยพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของคาฮีมาโตคริตระหวางผูปวยมาลาเรียที่ไมมีและมี
ภาวะธาลัสซีเมียรวมดวย ดังแสดงในตารางที่ 4 และพบวาคาปริมาตรของเม็ดเลือดแดงโดย
เฉลี่ยของผูปวยที่มีภาวะธาลัสซีเมียชนิดฮีโมโกลบินอี, แอลฟาธาลัสซีเมีย-2 และเบตาธาลัสซี
เมียรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากผูปวยมาลาเรียที่มี
ภาวะธาลัสซีเมียชนิดอ่ืนและผูปวยที่ไมมีภาวะธาลัสซีเมีย สําหรับคาเฉลี่ยของน้ําหนัก
ฮีโมโกลบินในเม็ดเลือดแดงของผูปวยมาลาเรียที่มีภาวะภาวะธาลัสซีเมียชนิดฮีโมโกลบินอี, 
เบตาธาลัสซีเมีย และเบตาธาลัสซีเมียรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญจากผูปวยมาลาเรียที่มีภาวะธาลัสซีเมียชนิดอ่ืนและผูปวยที่ไมมีภาวะธาลัสซีเมีย 
การหาความสัมพันธระหวางการติดเชื้อมาลาเรียที่มีและไมมีภาวะธาลัสซีเมีย และภาวะโลหิต
จาง (non-anemia, mild anemia, moderate anemia และ severe anemia) แสดงผลในตารางที่ 
5 ซ่ึงพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางผูปวยมาลาเรียที่มีและไมมีภาวะธาลัสซี โดย
เบตาธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอีรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมียมีความสัมพันธกับภาวะโลหิตจาง
อยางมีนัยสําคัญ และยังพบวาผูปวยมาลาเรียที่ไมมีภาวะธาลัสซีเมียมีสัดสวนของมาลาเรียชนิด
รุนแรงนอยกวาผูปวยมาลาเรียที่มีภาวะธาลัสซีเมียรวมดวยอยางมีนัยสําคัญ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 4 ความชุกของภาวะธาลัสซีเมียในผูปวยมาลาเรีย 100 ราย 
Thalassemia Number Malaria Type Hb Hct MCV MCH 
 (%) PF PV Mixed (g/dL) (%) (fl) (pg)
Malaria with thalassemia: 30 9 20 1  11.5 (5.1-14.3) 34.3 (15.9-44.1) 71.0 (53.0-91.0) 23.2 (15.2-30.2)
   Hb E  14  3  10  1    11.8 (7.8-14.3)  35.5 (21.9-43.0) 73.5 (63.0-83.0)b  24.1 (20.5-27.4)f

   -thalassemia   1  1   0  0    6.0 (6.0-6.0)  18.0 (18.0-18.0)   58.0 (58.0-58.0)  18.7 (18.7-18.7)g

   α-thalassemia 1   1  1   0  0    12.7 (12.7-12.7)  41.3 (41.3-41.3)   68.7 (68.7-68.7)  21.2 (21.2-21.2)
   α-thalassemia 2  10  3   7  0   12.0 (5.1-14.3)  35.5 (15.9-44.1) 73.5 (53.0-91.0)c  23.8 (15.2-30.2)
   Hb E/α-thalassemia 2   1  0   1  0    7.6 (7.6-7.6)  24.0 (24.0-24.0)   62.0 (62.0-62.0)  19.7 (19.7-19.7)

   /α-thalassemia 2   3  1   2  0    10.9 (9.8-11.1)  33.6 (28.3-34.3) 67.0 (60.0-67.0)d  21.3 (19.6-22.7)h

Malaria without thalassemia: 70 26 43 1  12.4 (3.4-17.7) 37.7 (10.7-55.1)a 84.5 (50.0-101.0)e 27.80 (20.8-32.3)i

PF = P. falciparum, PV = P. vivax, Hb = hemoglobin, Hct = hematocrit, MCV = mean corpuscular 
volume (MCV), MCH = mean corpuscular hemoglobin  
a Statistically significant difference from samples with  thalassemia (p= 0.006) 
b Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.002)        
c Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.045)          
d Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.007)          
e Statistically significant difference from samples with thalassemia (p< 0.001)          
f Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.001)          
g Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.043)          
h Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.006)  
i Statistically significant difference from patients with thalassemia (p< 0.001)        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 5 ความสัมพันธของภาวะธาลัสซีเมียและโลหิตจางในผูปวยมาลาเรีย 

Thalassemia Non-anemia 
Anemic status 
Mild anemia 

Moderate 
anemia 

Severe anemia 

Malaria with thalassemiaa: 10 7 7 6 
   Hb E   6   2   4   2 
   -thalassemiab   0   0   0   1 
   α-thalassemia 1   0   1   0   0 
   α-thalassemia 2   4   3   1   2 
   Hb E/α-thalassemia 2c   0   0   0   1 
   /α-thalassemia 2   0   1   2   0 
Malaria without 
thalassemia:  

36 20 11  3d 

a Statistically significant difference from patients with thalassemia (p= 0.016)  
b Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.023) 
c Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia and without 
thalassemia (p= 0.023)          
d Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia (p= 0.019) 
 
4.3 ความสัมพันธระหวางยีนฮีมออกซิจีเนส-1 และความรุนแรงของโรคมาลาเรีย 
 จํานวนชุดของเบส GT ที่ซํ้ากัน ((GT)n repeat) ของสวนโปรโมเตอรของยีนฮีมออกซิ
จีเนส-1 ของผูปวยมาลาเรียในการศึกษาน้ีอยูระหวาง 13-39 ซ่ึงสามารถจําแนกความยาวของ
ยีนไดเปน 2 แบบคือ แบบส้ัน (S: 13-26 repeats) และแบบยาว (L: 27- 39 repeats) จากน้ัน
จําแนกจีโนไทปออกเปน 3 แบบ S/S, S/L และ L/L ดังแสดงในตารางที่ 6 อยางไรก็ตามใน
การศึกษานี้ไมพบความสัมพันธระหวางยีนฮีมออกซิจีเนส-1 และความเสี่ยงในการเกิดโรค
มาลาเรียชนิดรุนแรง 
 
ตารางที่ 6 ความถี่ของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 และความรนุแรงของมาลาเรีย ในตวัอยาง 100 ราย 

   Number Malaria species Malaria Severity 
  P. falciparum P. vivax Mixed 

infection 
UM RSM 

Alleles, n (%)       
S 112 (56)      
L 88 (44)      

Genotypes, (%)       
S/S 25 8 16 1 22 3 
S/L 62 25 37 0 53 9 
L/L 13 2 10 1 12 1 

UM = uncomplicated malaria, RSM = risk to severe malaria 



4.4 ความสัมพันธระหวางหมูเลือดเอบโีอ ภาวะธาลสัซีเมีย ยีนฮมีออกซิจีเนส-1 และ
ความรุนแรงของมาลาเรยี  
 การศึกษาความสัมพันธของปจจัยของผูปวยสามชนิดในผูปวยมาลาเรีย 100 ราย น้ัน
พบวาหมูเลือดเอบีโอไมมีความสัมพันธกับภาวะธาลัสซีเมีย (p = 0.149) รวมทั้งไมมี
ความสัมพันธกับยีนฮีมออกซิจีเนส-1 (p = 0.890) และภาวะธาลัสซีเมียไมมีความสัมพันธกับ
ยีนฮีมออกซิจีเนส-1 (p = 0.811) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
วิจารณและสรุปผลการวจิัย 

 
 สัดสวนการกระจายตัวของหมูเลือดที่พบในผูปวยมาลาเรียในการศึกษาน้ีมีรูปแบบ
เดียวกับการกระจายตัวที่มีการรายงานในประชากรไทย (Chandanayingyong et al. 1967, 
Nathalang et al. 2001, Palacajornsuk et al. 2017) โดยหมูเลือดที่พบมากที่สุดคือหมูเลือดโอ
คิดเปนรอยละ 37 ทั้งน้ีหมูเลือดที่พบมากในผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมคือหมูเลือด
บี และหมูเลือดที่พบมากในผูปวยที่ติดเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซคือหมูเลือดโอ โดยสัดสวนของ
ของผูปวยมาลาเรียชนิดไวแวกซที่มีหมูเลือดโอสูงกวาผูปวยมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมที่มีหมู
เลือดโอถึงสามเทา ซ่ึงอาจแสดงใหเห็นวาผูที่มีหมูเลือดโอจะมีความไวในการติดเชื้อมาลาเรีย
ชนิดไวแวกซสูงกวามาลาเรียชนิดฟลซิพารัม สวนผูปวยมาลาเรียที่มีแอนติเจนเอบนเม็ดเลือด
แดงทั้งผูที่มีหมูเลือดเอและเอบี จะไมพบในกลุมผูปวยที่มีความเส่ียงในการพัฒนาเปนมาลาเรีย
ชนิดรุนแรง ซ่ึงอาจเปนไปไดวาผูปวยที่มีแอนติเจนเอบนเม็ดเลือดแดงจะสามารถปองกันการ
เกิดมาลาเรียชนิดรุนแรงไดในกลุมประชากรที่ศึกษา 
 ความสัมพันธระหวางภาวะธาลัสซีเมียและโรคมาลาเรียมีการศึกษาและแสดงใหเห็น
วาธาลัสซีเมียชนิดตางๆ สามารถปองกันการติดเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมได ไดแกชนิด
ฮีโมโกลบินอี (Chotivanich  et al. 2002), แอลฟาธาลัสซีเมีย (Weatherall 1997, Wambua et 
al. 2006) และเบตาธาลัสซีเมีย (Pasvol et al. 1976, Pantaleo et al. 2012) ในทวีปเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใตน้ันภาวะธาลัสซีเมียที่พบไดมากคือฮีโมโกลบินอี (Fucharoen  et al. 1987) 
สําหรับการศึกษานี้ชนิดของธาลัสซีเมียที่พบมากที่สุดในผูปวยมาลาเรียทั้งชนิดฟลซิพารัมและ
ชนิดไวแวกซที่ศึกษาคือฮีโมโกลบินอีและแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 โดยชนิดของธาลัสซีเมียที่
แตกตางกันก็มีผลตอมาลาเรียแตกตางกันดวย จากการศึกษาน้ีพบวาเบตาธาลัสซีเมียและ
ฮีโมโกลบินอีรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 มีความเก่ียวของกับภาวะโลหิตจางแบบรุนแรงและ
ความเสี่ยงในการพัฒนาเปนมาลาเรียชนิดรุนแรงอยางมีนัยสําคัญ 
  ความสัมพันธระหวางความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีนฮีมออกซิจีเนสและมา
ลาเรียมีการศึกษาในบางกลุมประชากร ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการแสดงออกของยีนฮีมออกซิจีเนสที่
เพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธกับมาลาเรียชนิดรุนแรงในผูปวยเด็กชาวแกมเบียน (Walther  et al. 
2012) การเกิดมาลาเรียขึ้นสมองในผูปวยชาวมาลาเวียน (Clark et al. 2003) การเกิดมาลาเรีย
ชนิดรุนแรงในผูปวยชาวพมา (Takeda et al. 2005) และผูปวยเด็กชาวแองโกลาน (Sambo et 
al. 2010) ทั้งน้ีสมมติฐานเก่ียวกับความสัมพันธระหวางความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีนฮีมออกซิจีเนสและความรุนแรงของโรคมาลาเรียไดมีการกลาวถึงในป ค.ศ . 2002 
(Shibahara et al. 2002, Shibahara 2003) จากนั้นจึงมีการศึกษาเพ่ือสนับสนุนสมมติฐาน
ดังกลาวโดยศึกษาความสัมพันธของความหลากหลายของจํานวนชุดของเบส GT หรือ (GT)n 
repeat ของยีนฮีมออกซิจีเนส-1กับความรุนแรงของโรคมาลาเรียในชาวกะเหรี่ยงซึ่งเปนชนกลุม
นอยในประเทศพมา  (Takeda et al. 2005) และในชาวไทย พมาและกะเหรี่ยงในประเทศไทย 
(Kuesap et al. 2010) ซ่ึงจากการศึกษาพบวาสัดสวนของผูปวยมาลาเรียชาวกะเหรี่ยงที่มี(GT)n 



สั้นจะพบมากในผูปวยที่มีภาวะมาลาเรียขึ้นสมองเม่ือเปรียบเทียบกับผูปวยมาลาเรียชนิดไม
รุนแรงอยางมีนัยสําคัญ (Takeda et al. 2005) และพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีนฮีมออกซิจีเนส-1มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางผูปวยมาลาเรียชาวไทย พมาและ
กะเหรี่ยง ไทย (Kuesap et al. 2010) ซ่ึงอาจเก่ียวของกับความแตกตางของพยาธิสภาพและ
ความรุนแรงของโรคมาลาเรียในผูปวยแตเชื้อชาติ อยางไรก็ตามการศึกษาถึงความสัมพันธของ
ชนิดหมูเลือด ธาลัสซีเมีย รวมทั้งความหลากหลายของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 และความรุนแรง
ของโรคมาลาเรียในการศึกษานี้ ไมพบความสัมพันธระหวางปจจัยทั้งสามและความรุนแรงของ
โรคมาลาเรีย ซึ่งอาจอธิบายไดจากความชุกของจีโนไทปของยีนฮีมออกซิจีเนส-1 แบบ S/S ที่
พบไดนอยในกลุมประชากรที่ศึกษา และมีอัตราสวนของผูปวยมาลาเรียชนิดไวแวกซสูง ซ่ึงปกติ
ผูปวยมาลาเรียชนิดไวแวกซจะมีจํานวนเชื้อในกระแสเลือดนอยกวาผูปวยมาลาเรียชนิดฟลซิ
พารัม 

สรุปผลจากการศึกษานี้พบวาการติดเชื้อมาลาเรียในสภาวะที่ เ ม็ดเลือดแดงมี
ภาวะเบตาธาลัสซีเมียและฮีโมโกลบินอีรวมกับแอลฟาธาลัสซีเมีย-2 จะมีความเสี่ยงที่จะพัฒนา
เปนมาลาเรียชนิดรุนแรง ในขณะที่ผูปวยที่มีหมูเลือดเอและเอบีมีแนวโนมที่จะชวยปองกันจาก
การพัฒนาเปนโรคมาลาเรียชนิดรุนแรง อยางไรก็ตามการศึกษานี้เปนการศึกษาในประชากร
กลุมเล็กจึงควรมีการศึกษาในกลุมประชากรที่มากขึ้นเพ่ือยืนยันถึงความสัมพันธและความสําคัญ
ของปจจัยทั้งสามของผูปวยทั้งชนิดของหมูเลือด ธาลัสซีเมีย และความหลากหลายของยีนฮีมอ
อกซิจีเนส-1 ในผูปวยมาลาเรียตอไป  
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Abstract   
 
 Malaria is a mosquito-borne infectious disease affecting humans by parasites 
of the genus Plasmodium. Hemoglobinopathies are one of the factors that affect 
malaria disease severity. Thalassemia is associated with abnormal erythrocyte that 
might influence iron supply for malaria parasites growth. The association between 
thalassemia and malaria disease has been reported in some populations. The 
coexistence of thalassemia and malaria was reported to protect the infected host 
against malaria caused by Plasmodium falciparum in several areas but not by P. 
vivax in Papua New Guinea. The aim of the current study was to examine the 
prevalence of thalassemia in malaria patients who resided along the border areas of 
Thailand. Hemoglobin typing was performed using low pressure liquid 
chromatography (LPLC) and α-thalassemia was confirmed by multiplex polymerase 
chain reaction (PCR) methods. Thirty percent of HbE, β-thalassemia and type 2 α-
thalassemia were detected. Malaria patients with β -thalassemia and HbE with type 
2 α-thalassemia are more likely to develop severe malaria. Further study with 
increasing sample size is needed to confirm the effect of thalassemia on malaria 
patients in Thai endemic areas. 
 
Keywords:  Malaria, thalassemia, hemoglobin E 
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ไดตรวจดูแลว เห็นชอบวาเปนรายงานท่ีสมบูรณ สามารถสงมอบใหคณะฯ ได 

ลงชื่อ................................................................  

(ผูชวยศาสตราจารย ดร. จิราภรณ คุยทรัพย) 

อาจารยท่ีปรึกษา 



I 
 

บทคัดยอ 

ความหลากหลายของยีนฮีมออกซีจีเนส 1 ในผูปวยมาลาเรีย 

ชุติพงศ บุญลือ1, จุฑาภรณ จันทรคง1, จิราภรณ คุยทรัพย2 

1ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

2เภสัชวิทยาและพิษวิทยา บัณฑิตศึกษา สาขาชีวเวชศาสตร คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

 มาลาเรียเปนโรคท่ีเกิดจากเชื้อปรสิตในจีนัสพลาสโมเดียม ในประเทศไทยโรคมาลาเรียสวนใหญเกิด

จากเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิพารัมและชนิดไวแวกซ โดยเชื้อจะอาศัยอยูในเม็ดเลือดแดงและใชเหล็กเปนปจจัย

สงเสริมการเติบโตและเพ่ิมจํานวน เอนไซมฮีมออกซีจีเนส มีความสําคัญในกระบวนการสลายฮีม ไดผลิตภัณฑ

คือ บิลลิเวอรดิน คารบอนมอนอกไซด และเหล็ก การแสดงออกของยีนโดยเฉพาะสวนโปรโมเตอรท่ีมีการซ้ํากัน

ของเบสจีทีท่ีตางกัน ทําใหการแสดงออกของเอนไซมฮีมออกซีจีเนส 1 ในแตละบุคคลตางกัน ซึ่งอาจสงผลตอ

ความรุนแรงของโรคมาลาเรียในผูปวยตางกันดวย ในการวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลาย

ของยีนฮีมออกซีจีเนส 1 ในผูปวยมาลาเรียในประเทศไทย โดยวิเคราะหจํานวนชุดของเบสจีทีท่ีซ้ํากัน ในผูปวย

มาลาเรีย 200 ราย จากจังหวัดกาญจนบุรีและยะลา ดวยวิธีพีซีอาร ผลการวิเคราะหพบวาผูปวยมีจีโนไทป 3 

แบบคือ LL (153 ราย รอยละ 76.5)  LS (28 ราย รอยละ 14) และ SS (19 ราย รอยละ 9.5) โดยผูปวยจาก

จังหวัดยะลาจะมีลักษณะจีโนไทปแบบ SS สูงกวาผูปวยในจังหวัดกาญจนบุรี และมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.008) ซึ่งสอดคลองกับการระบาดของมาลาเรียในจังหวัดยะลาในชวงเวลาท่ีศึกษา 

ดังน้ันความหลากหลายของยีนฮีมออกซีจีเนส 1 ในผูปวยมาลาเรียในประเทศไทยอาจเปนปจจัยท่ีเกี่ยวของกับ

ความรุนแรงของโรคมาลาเรีย อีกท้ังฮีมออกซีจีเนส 1 อาจเปนโมเลกุลเปาหมายของยาตานมาลาเรียได 

 

คําสําคัญ: ฮีมออกซีจีเนส 1, จํานวนชุด จีที, มาลาเรีย, และมาลาเรียชนิดฟลซิพารัม 







For Peer Review

 

 

 

 

 

 

The effect of ABO blood groups, hemoglobinopathy, and 

heme oxygenase-1 polymorphisms on malaria susceptibility 
and severity 

 

 

Journal: Korean Journal of Parasitology 

Manuscript ID 17-227-OA 

Manuscript Type: Original Article 

Date Submitted by the Author: 12-Nov-2017 

Complete List of Authors: Kuesap, Jiraporn; Thammasat University, Graduate Program in Biomedical 

Sciences, Faculty of Allied Health Sciences 
Na-Bangchang, Kesara; Thammasat University, Chulabhorn International 
College of Medicine 

  

 

 

http://mc.manuscriptcentral.com/kjp

Korean Journal of Parasitology



For Peer Review

1 

 

The effect of ABO blood groups, hemoglobinopathy, and heme oxygenase-1 polymorphisms 1 

on malaria susceptibility and severity 2 

 3 

Running head: Blood groups, hemoglobinopathy and HO-1 on malaria diseases 4 

 5 

Jiraporn KUESAP
1
 and Kesara NA-BANGCHANG

2*
 6 

 7 
1
 Faculty of Allied Health Sciences, Thammasat University. Pathumthani, Thailand 8 

2
 Chulabhorn International College of Medicine, Thammasat University, Pathumthani, Thailand 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

Corresponding author  14 

Professor Dr.Kesara Na-Bangchang  15 

Chulabhorn International College of Medicine, Thammasat University 16 

99 Moo 18 Klongnung, Klongluang, Pathumthani, Thailand 12121 17 

Tel. 662-5644440 ext. 1800 18 

e-mail: kesaratmu@yahoo.com 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 

 35 

 36 

 37 

 38 

 39 

 40 

 41 

 42 

 43 

 44 

 45 

 46 

Page 1 of 13

http://mc.manuscriptcentral.com/kjp

Korean Journal of Parasitology



For Peer Review

2 

 

Abstract: 47 

 48 

Malaria is one of the most important public health problems in tropical areas of the world. 49 

Several factors are associated with susceptibility to malaria and disease severity, including innate 50 

immunity such as blood group, hemoglobinopathy, and heme oxygenase-1 (HO-1) 51 

polymorphisms.  The aim of the study was to investigate the association of ABO blood group, 52 

thalassemia types, and HO-1 polymorphisms in malaria infected blood samples collected from 53 

areas along the Thai-Myanmar border. Determination of ABO blood group, thalassemia variants, 54 

and HO-1 polymorphisms were performed using agglutination test, low pressure liquid 55 

chromatography and polymerase chain reaction, respectively. Plasmodium vivax was the major 56 

infected malaria species in the study samples. The distribution of ABO blood group in malaria 57 

infected samples was found to be similar to that previously reported in healthy subjects, of which 58 

blood group O being the most prevalent group. Significant association between blood group A 59 

and decreased risk of severe malaria was found. Six thalassemia types (30%) were detected, i.e., 60 

hemoglobin E (HbE), β-thalassemia, α-thalassemia 1, α-thalassemia 2, HbE with α-thalassemia 61 

2, and β-thalassemia with α-thalassemia 2. Malaria infected samples without thalassemia showed 62 

significantly higher risk to severe malaria. The prevalence of HO-1 polymorphisms, S/S, S/L and 63 

L/L were 25, 62 and 13%, respectively. Further study with larger sample size is required to 64 

confirm the impact of these three host genetic factors in malaria patients. 65 

 66 

Keywords: Malaria, ABO blood group, thalassemia, heme oxygenase 67 

 68 
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Introduction 93 

 The widespread of malaria infection is a major public health problem in tropical and sub-94 

tropical areas especially in Africa and Southeast Asia including Thailand. Several host factors 95 

such as innate immunity [1], hemoglobinopathy [2], and heme oxygenase (HO) polymorphims 96 

[3, 4] were investigated for the possible relationship with susceptibility to malaria and disease 97 

severity. Different geographic distributions and different ethnic populations are associated with 98 

different genetic variants to protect malaria [5]. The Plasmodium parasites are directly related to 99 

host red blood cells and therefore pathology of red blood cells could be expected to influence 100 

malaria infection and severity.  101 

 The possible association between patient ABO blood groups and malaria development 102 

and severity has been suggested since 1957. The frequencies of blood group antigens were 103 

determined in Nigerian children with severe falciparum malaria [6, 7]. The relationship between 104 

ABO blood group and severity of malaria disease was also investigated in other populations with 105 

the focus on Plasmodium falciparum infection [8-13]. Significant association between ABO 106 

blood group and severe P. falciparum infection was demonstrated in different populations, i.e., in 107 

patients with blood group A in Zimbabwe [8], Gabon [9] and Ethiopia [10], in patients with 108 

blood group AB in Sri Lanka [11], Mali [12] and Ethiopia [10], and in patients with blood group 109 

B in India [13]. Falciparum  malaria patients with blood group O was shown to be significantly 110 

associated with protection against cerebral malaria, whereas those with blood groups A and B 111 

was significantly associated with increased risk of developing cerebral malaria in Indian 112 

population [14]. The association between ABO blood group and anemia induced by Plasmodium 113 

vivax infection was investigated in Brazilian patients and results suggested increased 114 

susceptibility to anemia in P. vivax patients with blood group O [15]. 115 

 Thalassemia is a hemoglobinopathy caused by the alterations of globin chain synthesis 116 

that is classified into two forms based on the abnormality of globin chains, i.e., α and β-117 

thalassemia.  Thalassemia is widely distributed and commonly found in malaria endemic areas 118 

[16].  Previous studies demonstrated protective effect against malaria of thalassemic red cells 119 

including hemoglobin E [17], α-thalassemia [2, 18], and β- thalassemia [19, 20]. 120 

  The association between human heme oxygenase-1 (HO-1) polymorphisms and malaria 121 

infection was described in a few studies in different populations, i.e., Gambian [21], Malawian 122 

[22], Angolan [23], and Burmese [3] populations. HO-1 is an inducible enzyme responsible for 123 

the breakdown of heme, mainly from hemoglobin into carbonmonoxide (CO), biliverdin, and 124 

iron [24]. The HO-1 gene promoter contains a polymorphic (GT)n repeat which influences the 125 

expression level of HO-1 enzyme. HO-1 is beneficial for malaria parasite for growth and 126 

survival within red blood cells, for iron supply from the hemoglobin degradation process. The 127 

malaria parasite lacks HO-1 and is unable to cleave heme to release iron. In malaria infected 128 

thalassemic red cells particularly those with Hb E, the most common types in Thai population 129 

[17, 25], the property of red blood cells is changed from normal which might affect iron supply 130 

for malaria parasite [26], and as a consequence the level of HO-1. 131 

 The aim of the study was to investigate the association of ABO blood group, thalassemia 132 

variants, and HO-1 polymorphisms in malaria infected blood samples collected from areas along 133 

the Thai-Myanmar border. 134 

 135 

 136 

 137 

 138 
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Materials and methods 139 

Study subjects and sample collection 140 

 A total of 100 blood samples (5 ml each) were collected from patients (62 males and 38 141 

females, 27 Thais and 73 Burmeses, aged 18-60 years) with mono- or mixed infection with P. 142 

falciparum and/or P. vivax who attended malaria clinics and general hospitals in malaria endemic 143 

areas along the Thai-Myanmar (Kanchanaburi and Ranong provinces). The study protocol was 144 

approved by the Ethics Committee of Thammasat University (COA No.012/2558). Giemsa-145 

stained thin and thick blood smears were prepared and examined under the light microscope for 146 

the presence of malaria parasites.  147 

Analysis of ABO blood groups 148 

 ABO blood group was determined in all malaria infected blood samples by standard 149 

agglutination test using agglutinating A, B, and AB monoclonal anti-sera obtained from The 150 

Thai Red Cross Society (Bangkok, Thailand). 151 

Analysis of thalassemic variants and other hematological parameters 152 

 Osmotic hemolysis of malaria infected red blood cells was screened by osmotic fragility 153 

test (OF test). Hemoglobin typing was performed using automated low pressure liquid 154 

chromatography (LPLC) (Automated analyzer: Hb Gold, Cumbria, UK). The common α-155 

thalassemia variants α-thalassemia-1 (SEA and Thai), α-thalassemia-2 (3.7 and 4.2), and Hb 156 

constant spring were analyzed using multiplex polymerase chain reaction (PCR).The 157 

hematological parameters including hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), 158 

and mean corpuscular hemoglobin (MCH) were analyzed using hematology analyzer (DxH, 159 

Coulter, Miami, USA).  160 

Analysis of severity of anemic status and malaria disease severity of patients 161 

 The severity of anemic status of malaria infected blood samples was classified as mild, 162 

moderate and severe anemia according to the criteria of the World Health Organization [27].  Non-anemic 163 

condition was defined as hemoglobin level of > 13.0 and > 12.0 mg/dL for males and females, 164 

respectively. Mild degree of anemia was defined as hemoglobin levels of 11.0-12.9 and > 11-11.9 mg/dL 165 

for samples collected from males and females, respectively. Moderate and severe anemic conditions in 166 

samples from both genders were defined as hemoglobin levels of 8.0-10.9 and < 8.0 g/dL, respectively. 167 

Malaria disease severity of all blood samples was classified based on the two laboratory criteria, 168 

i.e., anemia (hemoglobin and hematocrit levels) and hyperparasitemia (blood parasitemia count). 169 

The risk of patients to develop severe malaria based on analysis of the infected red blood cells 170 

was defined as: “high risk” if blood parasitemia was >100,000/µl and/or hemoglobin <8.0 and/or 171 

hematocrit < 20%. 172 

Preparation of genomic DNA  173 

 Genomic DNA of all blood samples was prepared using a QIAamp DNA extraction mini-174 

kit (QIAGEN, CA, USA) according to manufacturer’s instruction and used as a template for 175 

polymerase chain reaction (PCR) amplification.  176 

Analysis of HO-1 polymorphisms  177 

 The 5′-flanking region of the HO-1 gene containing the (GT)n repeat was amplified by 178 

PCR using the forward primer ACGCCTGGGGTGCATCAAGTC and the reverse primer 179 

GTGGGGTGGAGAGGAGCAGTCATA [28]. The gene was amplified in a thermocycler 180 

(T100
TM

 Thermal cycler, BioRad) under the following cycling conditions: 5 min denaturation at 181 

94°C followed by 30 cycles of 45 s at 94°C, 30 s at 65°C and 45 s at 94°C at 72°C, and a final 182 

extension step at 72°C for 2  min. The PCR products were subjected to high solution 183 

electrophoresis and the fragment sizes were compared with (GT)27 repeat DNA. The alleles 184 
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consisting of less than (GT)27 repeat were classified as S (short) alleles, and those consisting of 185 

(GT)27 repeat or longer were classified as  L (long) alleles. 186 

 187 

Statistical analysis  188 

 Statistical analysis was performed using the SPSS statistical package (version 12.0 SPSS 189 

Inc., IL, USA). The frequencies of malaria species, ABO blood group, and types of thalassemia 190 

are summarized as percentage (%). Levels of parasitemia, hemoglobin, hematocrit, MCV and 191 

MCH are summarized as median and range for data not conforming to normal distribution. 192 

Differences in qualitative and quantitative data between groups were analyzed using chi-square 193 

test and Kruskal-Wallis Test, respectively. Pair-wise comparison of the statistically significant 194 

Kruskal-Wallis test was performed using Mann-Whitney test. Statistical significance level was 195 

set at α=0.05 for all tests.  196 

 197 

Results 198 

 Of the 100 malaria infected blood samples collected, mono-infection with either P. 199 

falciparum or P. vivax accounted for 35% and 63%, respectively; mixed infection of both species 200 

accounted for 2% of the samples. The median (range) of parasitemia in all samples was 4,205 201 

(50-80,300) /µl, while those with mono-infection with P. falciparum, P. vivax and mixed 202 

infection of both species were 7,764 (355-80,300), 3,618 (50-74,667) and 12,820 (2,920-22,720) 203 

/µl, respectively. 204 

Association between ABO blood group and occurrence of malaria infection and severity 205 

  The highest frequency of ABO blood group in the samples was O (37%), followed by B 206 

(31%), A (25%), and AB (7%).  No significant association between ABO blood group and 207 

susceptibility of malaria infection was found (Table 1). The distribution of all types of malaria 208 

infections was not significantly different in all blood groups, although proportion of samples 209 

with blood group O with P. vivax infection was about three times higher than that with P. 210 

falciparum infection. The association between the ABO blood group and severity of malaria 211 

infection was further determined based on parasitemia, and anemic status (hemoglobin and 212 

hematocrit levels).  Based on these criteria, proportion of patients with high risk of developing 213 

severe malaria was significantly higher in blood group A compared with other blood groups (p = 214 

0.026) (Table 2). 215 

Association between prevalence of thalassemic variants and occurrence of malaria infection 216 

 The prevalence of thalassemia in the samples was 30%. Among six common types, i.e., 217 

Hb E, β-thalassemia, α-thalassemia-1, α-thalassemia-2, Hb E/α-thalassemia-2, and β-218 

thalassemia/α-thalassemia-2, Hb E and α-thalassemia-2 accounted for the majority of all types 219 

(14% and 10%, respectively) (Table 3). Only one sample with α-thalassemia-1 was SEA 220 

deletion. All samples with α-thalassemia-2 were 3.7 kb gene deletion.  221 

The association between thalassemia variants and the infected malaria species, 222 

parasitemia, hemoglobin, hematocrit, MCV, and MCH were investigated.  Results suggested 223 

significant effects of these red blood cell parameters of the thalassemia in the malaria infected 224 

samples. Significant difference in hematocrit, but not hemoglobin level was found between 225 

malaria infected samples without thalassemia and those with all types of thalassemia (Table 3). 226 

The MCV of malaria infected samples with HbE, α-thalassemia 2 and β/α-thalassemia 2 were 227 

significantly different from those malaria infected samples with or without thalassemia. In 228 

addition, the MCH of malaria infected samples with HbE, β-thalassemia and β/α-thalassemia 2 229 

were significantly different from those malaria infected samples with or without thalassemia.  230 
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The associations between malaria infected samples with or without thalassemia and 231 

anemic status (non-anemia, mild anemia, moderate anemia, and severe anemia) were 232 

investigated and results are summarized in Table 4. Significant association between malaria 233 

infected samples with and without thalassemia was found. β-thalassemia and Hb E/α-thalassemia 234 

2 were significantly associated with the anemic status. In malaria infected samples without 235 

thalassemia, the proportion of severe anemia was significantly lower than that with thalassemia.  236 

Association between heme oxygenase-1 promotor genotypes and malaria disease severity 237 

 The number of (GT)n repeat of the HO-1 gene in the malaria infected samples ranged 238 

from 13 to 39. The size of HO-1 gene was categorized as short (S: 13-26 repeats), and long (L: 239 

27- 39 repeats). The allele frequencies of (GT)n allele in each sample was further classified into 240 

three genotypes, i.e., S/S, S/L, and L/L (Table 5). There was no association between HO-1 241 

promotor genotype and the risk of development of severe malaria. 242 

Relationship between ABO blood group, thalassemia status, HO-1 genotypes and malaria 243 

severity  244 

 The relationships between the three host genetic factors in malaria infected samples were 245 

investigated. Results showed no significant association between ABO blood group and 246 

thalassemia type (p = 0.149), ABO blood group and HO-1 polymorphisms (p = 0.890), as well as 247 

thalassemia type and HO-1 polymorphisms (p = 0.811).  248 

 249 

Discussion and Conclusions 250 

The ABO blood group distribution found in the samples analyzed in the present study 251 

was similar to that previously reported in other studies in Thailand [29-31]. The most prevalent 252 

blood group was O (37%).  The most prevalent blood group in blood samples infected with P. 253 

falciparum and P. vivax were B and O, respectively. It was noted however that the proportion of 254 

samples infected with P. vivax with blood group O was about three times of P. falciparum.  This 255 

observation may suggest increased susceptibility to P. vivax infection compared with P. 256 

falciparum infection in patients with blood group O. Blood samples with A antigen on red blood 257 

cells (blood group A and AB) were not found in samples identified as high risk of developing 258 

severe malaria. It is possible that patients with blood group A and AB are more likely protected 259 

from severe malaria. 260 

 The association between thalassemia and malaria disease was investigated in several 261 

studies and the protective effect against P. falciparum malaria by different types of thalassemic 262 

red cells was demonstrated. These include hemoglobin E [17], α-thalassemia [2, 18], and β- 263 

thalassemia [19, 20]. In Southeast Asia, the major type of thalassemia is Hb E [32]. In the 264 

present study, the most prevalent thalassemia variants found in 100 malaria infected, both P. 265 

falciparum and P. vivax infected samples, were Hb E and α-thalassemia-2. Different types of 266 

thalassemia had different degree of impact on the anemic status of the malaria infected samples. 267 

The β-thalassemia and Hb E/α-thalassemia 2 were significantly associated with severe anemia 268 

and the risk to development of severe malaria.  269 

 The association between HO-1 promotor genotypes and malaria infection was 270 

investigated in various populations. Elevated HO-1 expression was associated with severe 271 

malaria in Gambian children [21] and with cerebral malaria in Malawian [22], Burmese [3] and 272 

Angolan children [23]. The association between HO-1 polymorphism and malaria disease 273 

severity was initially proposed by Shibahara et al. [24, 33]. Later studies provided supporting 274 

evidence on the association between (GT)n repeat polymorphisms of HO-1 and malaria severity 275 

in Karen ethnic minority group in Myanmar [3], and Thai, Burmese and Karen patients in 276 
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Thailand [4]. The proportion of Karen patients with short (GT)n alleles was found to be 277 

significantly higher in cerebral malaria than uncomplicated malaria [3]. Significant difference in 278 

HO-1 genotypes was found among three ethnics patients that may explain difference in 279 

pathogenicity/severity of malaria infection in various ethnics.  Nevertheless, the relationship 280 

between ABO blood group, thalassemia type, HO-1 polymorphisms and malaria disease severity 281 

were not found in the present study. This could be explained by the observed low prevalence of 282 

S/S genotype and high proportion of samples with P. vivax infection with a typical characteristic 283 

of low parasitemia  compared with P. falciparum infection.   284 

In conclusion, malaria infected red blood cells with β-thalassemia and Hb E/α-285 

thalassemia 2 are more likely to develop severe malaria. Those with blood group A and AB are 286 

more likely to protect patients from the risk of developing severe malaria.  Further study with 287 

increasing sample size should be performed to confirm the impacts of these three host genetic 288 

factors, i.e., ABO blood groups, thalassemia types and HO-1 polymorphisms, in malaria patients. 289 
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Table 1. The distribution of ABO group and malaria species infected in 100 blood samples.  Data 

are summarized as percentage (n=100). 

 

Plasmodium species O A B AB Total 

P. falciparum 9 11 12 3 35 

P. vivax 27 13 19 4 63 

Mixed infection of  

P. falciparum and P. vivax 

1 1 0 0 2 
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Table 2 The distribution of ABO blood group and risk of developing severe malaria based on 

parasitemia and the anemic status of patients (levels of hemoglobin and hematocrit).  Data are 

presented as median (range) values or percentage values. 

 

Variables Distribution in ABO group 

 O A B AB 

Parasitemia (median and range, /µl blood):     

  P. falciparum 15,776 

(461-80,300) 

 

7,200 

 (800-41,429) 

9,703  

(355-70,095) 

1,608  

(1,600-2,300) 

  P. vivax 4,705 

 (64-74,667) 

3,909 

 (50-12,000) 

2,583  

(150-42,988) 

12,075 

(1,563-

12,808) 

  Mixed infection of  

  P. falciparum and P. vivax 

2,920 (2,920-

2,920) 

22,720 

(22,720-

22,720) 

- - 

Hemoglobin (%):     

   Non-anemia (male >13, female >12 

g/dL) 

14 13 15 4 

   Mild anemia (male 11-12.9, female 11-  

11.9   g/dL) 

13 8 8 0 

   Moderate anemia  (8.0-10.9 g/dL for both 

genders) 

6 5 3 2 

Severe anemia (<8.0 g/dL for both 

genders) 

4 0 5 0 

Hematocrit (%):     

  > 20% 37 26 28 6 

  < 20% 0 0 3 0 

Risk of developing severe malaria (%):     

Low risk  30 25 25 7 

   High risk (parasitemia (>70,000 /µl) 

and/or hemoglobin (<8.0) and/or hematocrit 

< 20% 

7 0
a
 6 0 

a Statistically significant difference from patient with other blood groups (p = 0.026)  
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Table 3 The prevalence of thalassemia in 100 malaria infected samples. The hematological 

parameters are presented as median (range) values. 

 

Thalassemia Number Malaria Type Hb Hct MCV MCH 

 (%) PF PV Mixed (g/dL) (%) (fl) (pg) 

Malaria with thalassemia:  30  9   20   1   11.5 (5.1-14.3) 34.3 (15.9-44.1) 71.0 (53.0-91.0) 23.2 (15.2-30.2) 

   Hb E 14 3 10 1     11.8 (7.8-14.3)   35.5 (21.9-43.0) 73.5 (63.0-83.0)b   24.1 (20.5-27.4)f 

   β-thalassemia 1 1 0 0     6.0 (6.0-6.0)   18.0 (18.0-18.0)   58.0 (58.0-58.0)   18.7 (18.7-18.7)g 

   α-thalassemia 1 1 1 0 0     12.7 (12.7-12.7)   41.3 (41.3-41.3)   68.7 (68.7-68.7)   21.2 (21.2-21.2) 

   α-thalassemia 2 10 3 7 0     12.0 (5.1-14.3)   35.5 (15.9-44.1) 73.5 (53.0-91.0)c   23.8 (15.2-30.2) 

   Hb E/α-thalassemia 2 1 0 1 0     7.6 (7.6-7.6)   24.0 (24.0-24.0)   62.0 (62.0-62.0)   19.7 (19.7-19.7) 

   β/α-thalassemia 2 3 1 2 0     10.9 (9.8-11.1)   33.6 (28.3-34.3) 67.0 (60.0-67.0)d   21.3 (19.6-22.7)h 

Malaria without thalassemia:     70    26      43      1   12.4 (3.4-17.7) 37.7 (10.7-55.1)a 84.5 (50.0-101.0)e 27.80 (20.8-32.3)i 

PF = P. falciparum, PV = P. vivax, Hb = hemoglobin, Hct = hematocrit, MCV = mean corpuscular volume (MCV), MCH = mean 

corpuscular hemoglobin  
a Statistically significant difference from samples with  thalassemia (p= 0.006) 
b Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.002)        
c Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.045)          
d Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.007)          
e Statistically significant difference from samples with thalassemia (p< 0.001)          
f Statistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.001)         
gStatistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.043)          
hStatistically significant difference from samples with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.006)  j i Statistically 

significant difference from patients with thalassemia (p< 0.001)        
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Table 4 The association of thalassemia and anemic status in malaria infected samples.  Data are 

presented as percentage (%) values.  

 

Thalassemia 
 

Non-anemia 
Anemic status 

Mild anemia 

 

Moderate anemia 

 

Severe anemia 

Malaria with thalassemia
a
: 10 7 7 6 

   Hb E   6   2   4   2 

   β-thalassemia
b
   0   0   0   1 

   α-thalassemia 1   0   1   0   0 

   α-thalassemia 2   4   3   1   2 

   Hb E/α-thalassemia 2
c
   0   0   0   1 

   β/α-thalassemia 2   0   1   2   0 

Malaria without thalassemia:
 
 36 20 11  3

d
 

a
 Statistically significant difference from patients with thalassemia (p= 0.016)  
b
 Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.023) 
c
 Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia and without thalassemia (p= 0.023)          

d 
Statistically significant difference from patients with other types of thalassemia (p= 0.019) 

 

 

Table 5   Distribution of HO-1 promoter genotypes (S and L) including allele (S/S, S/L, and L/L) 

frequencies and malaria severity in 100 malaria infected samples. Data are presented as 

percentage (%) values.  

 
  

 Number Malaria species Malaria Severity  

  P. falciparum P. vivax Mixed 

infection 

UM RSM 

Alleles, n (%)       

S 112 (56)      

L 88 (44)      

Genotypes, (%)       

S/S 25  8 16 1 22 3 

S/L 62  25 37 0 53 9 

L/L 13  2 10 1 12 1  

 UM = uncomplicated malaria, RSM = risk to severe malaria 
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