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และเชื้้�อ Leucocytozoon spp. จากตัวิอย่่างเล้อดไก่ในประเทศไทย่
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Abstract

 Background: Blood protozoan infectious disease in chickens found in Thailand is mainly caused 

by Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, Leucocytozoon caulleryi and L. sabrazesi. The disease 

diagnosis can be performed by detection and species differentiation using microscopic examination 

of Giemsa-stained blood smear, which requires extensive skill and experience, especially, in cases of 

a low number of parasites and co-infection. Therefore, it is necessary to apply molecular method in 

the disease diagnosis such as polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) method, which is an accurate method and can differentiate species in case of co-infection.  

The objective of this study was to develop a PCR-RFLP method to detect and differentiate  

Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. found in chicken blood samples in Thailand.

 Methods: A pair of PCR primers specific to the 4 species was designed based on cytochrome 

b gene.  Analytical sensitivity and specificity of the primers were tested.  Suitable restriction enzymes 

for species differentiation were selected. The PCR-RFLP was tested using the 4 species and 102 DNA 

samples extracted from chicken blood, previously diagnosed by microscopic examination as positive 

for Plasmodium spp. (n=50), L. caulleryi (n=3), L. sabrazesi (n=38) and co-infection of Plasmodium 

spp. and Leucocytozoon spp. (n=11). Species of the DNA fragment band patterns were confirmed by 

nucleotide sequencing method.

 Results: Analytical sensitivity of the designed primers for DNA detection of P. gallinaceum and 

P. juxtanucleare was 102 copies/µl, while the sensitivity for L. caulleryi and L. sabrazesi was 103 

copies/µl. The primers were specific to the 4 species. When the PCR-RFLP method was tested by 

using restriction enzymes ApoI and EcoRV, 4 patterns of DNA fragment band could be differentiated 

according to the studied species. Results from testing the developed PCR-RFLP method by DNA  

samples from chicken blood, it was found that in case of single infection, results of differentiation 

were consistent with microscopic results. Moreover, Plasmodium spp. samples were further identified 

as P. gallinaceum (n=12) and P. juxtanucleare (n=38). In case of co-infection, only one sample showed 
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inconsistent result. The 4 DNA fragment band patterns were consistent with the nucleotide  

sequencing results. 

 Conclusions: The PCR-RFLP method developed in this study was able to detect and  

differentiate the 4 species accurately. The DNA fragment band patterns specific to each species were 

found. Therefore, this method is suitable for laboratory personnel who lack expertise and experience 

in microscopic differentiation of the protozoan. Moreover, it will be useful for appropriate drug  

selection. As a result, the disease can be effectively treated. 
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บทคััดย่่อ

 ที�มาของการศึกษา: โรคติดีเช้�อโปรโตซััวีใน์ 

เล้อดีไก่ที�พบัใน์ประเทศ์ไทยมีสุาเหตุหลักจากเช้�อ  

Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, 

Leucocytozoon caulleryi และ L. sabrazesi  

การตรวีจวิีน์ิจฉีัยทำไดี้โดียตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์ของ 

เช้� อจากเล้อดีป้ายสุไลดี์ย้อมสุี  G iemsa ภายใต้

กล้องจุลทรรศ์น์์ ซั่�งเป็น์วิีธัีที�ต้องอาศั์ยควีามชำน์าญและ

ประสุบัการณ์สุูง โดียเฉีพาะใน์กรณีที�เช้�อมีปริมาณน์้อย 

รวีมถ่งการติดีเช้�อร่วีมกัน์ จ่งมีการน์ำวีิธัีทางดี้าน์ 

อณูชีวีโมเลกุลมาใช้ใน์การตรวีจวีินิ์จฉีัยโรค เช่น์ วีิธัี 

polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) ซั่�งมีควีามถูกต้อง

แม่น์ยำ และยังสุามารถจำแน์กสุปีชีสุ์ใน์กรณีติดีเช้�อ 

ร่วีมกัน์ การศ์่กษาน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์เพ้�อพัฒน์าวีิธัี  

PCR-RFLP สุำหรบััตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ Plasmodium 

spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. ที�พบัใน์ตัวีอย่าง

เล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทย

  วิิธีีการ: ออกแบับัไพรเมอร์ที�จำเพาะต่อเช้�อทั�ง 4 

สุปีชีสุ์ โดียอาศ์ัยยีน์ cytochrome b ทดีสุอบัควีามไวีเชิง

วีิเคราะห์และควีามจำเพาะเชิงวิีเคราะห์ของไพรเมอร์   

คัดีเล้อกเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะที�เหมาะสุมใน์การจำแน์กเช้�อ 

และทดีสุอบัวิีธัี PCR-RFLP ดี้วียตัวีอย่างเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์  

จากน์ั�น์ทดีสุอบัวีิธัีดี้วียตัวีอย่าง DNA จากเล้อดีไก่ จำน์วีน์ 

102  ตั วีอย่ า ง  ซั่� ง ให้ ผู้ลบัวีกจากการตรวีจดี้ วีย

กล้องจุลทรรศ์น์์ต่อเช้�อ Plasmodium spp. (n=50),  

L. caulleryi (n=3), L. sabrazesi (n=38) และติดีเช้�อ

ร่วีมระหวี่าง Plasmodium spp. และ Leucocytozoon 

spp. (n=11) ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ 

DNA ที�พบัดี้วียการตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

 ผล: ควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ที�ออกแบับั

สุำหรับัตรวีจหา DNA ของเช้�อ P. gallinaceum และ  

P. juxtanucleare เท่ากับั 102 copies/µl สุ่วีน์เช้�อ  

L. caulleryi และ L. sabrazesi เท่ากับั 103 copies/µl 

โดียไพรเมอร์มีควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ต่อเช้�อทั�ง 4  

สุปีชีสุ์ และเม้�อทดีสุอบัวีิธัี PCR-RFLP โดียใช้เอน์ไซัม ์

ตัดีจำเพาะ ApoI และ EcoRV สุามารถจำแน์กรูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ไดี้ 4 รูปแบับัตามสุปีชีสุ์ที�ศ์่กษา 

ผู้ลการทดีสุอบัวีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ดี้วียตัวีอย่าง 

DNA จากเล้อดีไก่ พบัวี่าใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี 

สุามารถจำแน์กเช้�อไดี้ผู้ลสุอดีคล้องกับัวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ 

และสุามารถจำแน์กเช้�อ Plasmodium spp. ไดี้เป็น์  

P. gallinaceum (n=12) และ P. juxtanucleare 

(n=38) สุ่วีน์กรณีติดีเช้�อร่วีมมีเพียง 1 ตัวีอย่าง ที�ให้ผู้ล

ไม่สุอดีคล้องกัน์ สุำหรับัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA 

ทั�ง 4 รูปแบับั ให้ผู้ลสุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจหาลำดัีบั

น์ิวีคลีโอไทดี์

 สรุป: วีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ใน์การศ์่กษาน์ี�

สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้อย่าง 

ถูกต้องแม่น์ยำ โดียพบัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA  

ที�เฉีพาะของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ วีิธัีน์ี�จ่งเป็น์วีิธัีที�เหมาะ

สุำหรับัผูู้้ปฏิิบััติงาน์ที�ขาดีควีามชำน์าญและประสุบัการณ์

ใน์การจำแน์กเช้�อดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ น์อกจากน์ี�ยัง

เป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาที�เหมาะสุม สุ่งผู้ลให้

สุามารถรักษาโรคไดี้อย่างมีประสิุทธัิภาพ 

คัำสำคััญ: ไก่  Leucocytozoon spp.  PCR-RFLP  

Plasmodium spp. ประเทศ์ไทย

บทนำ

 โรคตดิีเช้�อโปรโตซัวัีใน์เลอ้ดีไกที่�พบัใน์ประเทศ์ไทย

มีสุาเหตุหลักจากเช้�อใน์จีน์ัสุ Plasmodium และ  

Leucocytozoon ซั่�งเช้�อ Plasmodium spp. ก่อให้เกิดี

โรคมาลาเรียใน์ไก่ (avian malaria) โดียสุปีชีสุ์ที�ม ี

รายงาน์พบัใน์ประเทศ์ไทย ไดี้แก่ P. gallinaceum  

(Pattaradilokrat et al., 2015) และ P. juxtanucleare 

(Tattiyapong et al., 2016)  มียุงรำคาญ (Culex spp.) 

ยุงลาย (Aedes spp.) และยุงก้น์ปล่อง (Anopheles 

spp.) เป็น์พาหะน์ำโรค สุ่วีน์เช้�อ Leucocytozoon spp. 

ก่อให้เกิดีโรคลิวีโคไซัโตซูัโน์สิุสุใน์ไก่ (avian leucocyto- 

zoonosis) โดียสุปชีสีุท์ี�มรีายงาน์พบัใน์ประเทศ์ไทย ไดีแ้ก่ 

L. caulleryi (Pohuang et al . ,  2021) และ  

L. sabrazesi (พัชราภรณ์ และคณะ, 2560) มีริ�น์  

(Culicoides spp.) เป็น์พาหะน์ำโรค โรคติดีเช้�อดีังกล่าวี
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มีอาการคล้ายคล่งกัน์ เช่น์ โลหิตจางรุน์แรง หงอน์และ

เหน์ียงซัีดีมาก มูลมีสุีเขียวี และไข่ลดี (พรเพ็ญ, 2549) 

อย่างไรก็ตามยาที�มีประสุิทธัิภาพใน์การรักษาโรคติดีเช้�อ

เหล่าน์ี�แตกต่างกัน์ โดียยา chloroquine และยา  

doxycycline เป็น์ยารักษาโรคติดีเช้�อ P. gallinaceum 

ใน์ไก่ที�ไดี้ผู้ลดีี (ปิยน์ุช และคณะ, 2542) น์อกจากน์ี� 

ยา chloroquine ยังมีประสิุทธิัภาพใน์การกำจัดีเช้�อ  

P. juxtanucleare ใน์ไก่ (Silveira et al., 2009)  

สุ่วีน์ยารักษาโรคติดีเช้�อ L. caulleryi ใน์ไก่ที�ไดี้ผู้ลดี ี

ค้อ ยา sulfadimethoxine (มนั์สุน์ัน์ท์ และคณะ, 2544) 

ใน์ขณะที�โรคติดีเช้�อ L. sabrazesi ใน์ไก่ยังไม่มีรายงาน์

ยารักษาที�ไดี้ผู้ลดีี มีเพียงการศ่์กษาของ Zhao et al. 

(2016) ซั่�งพบัวี่ายา primaquine สุามารถกำจัดีเช้�อ  

L. sabrazesi ระยะอาศั์ยเพศ์ที�เจริญเติบัโตเต็มวัีย  

(mature gametocyte) ไดี้ ดีังน์ั�น์การวิีน์ิจฉีัยโรคที�

สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อไดี้อย่างถูกต้องแม่น์ยำ 

จะเป็น์ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาใน์การรักษาที� 

เหมาะสุม สุ่ งผู้ลให้ การรั กษาและควีบัคุม โรคมี

ประสิุทธัิภาพ

 วีิธัีมาตรฐาน์ใน์การตรวีจวีินิ์จฉีัยโรคมาลาเรีย 

ใน์ไก่และโรคลิวีโคไซัโตซัูโน์สุิสุใน์ไก่ ค้อ การตรวีจหาเช้�อ

ใน์เ ล้อดีป้ายสุไลดี์ที� ย้อมดี้วียสุี  G iemsa ภายใต้

กล้องจุลทรรศ์น์์ (Chagas et al., 2020) ซั่�งระยะอาศั์ย

เพศ์ (gametocyte) เป็น์ระยะที�สุามารถบั่งบัอกสุปีชีสุ์

ของเช้�อไดี้อย่างชัดีเจน์ อย่างไรก็ตามใน์ระยะที�เช้�อเข้าสุู่

เม็ดีเล้อดีแดีง (trophozoite) รูปร่างของเช้�อเหล่าน์ี� 

มีลักษณะคล้ายกัน์มาก หร้อใน์กรณีที�ติดีเช้�อแบับัเร้�อรัง 

เช้�อระยะ gametocyte ใน์เล้อดีอาจมีปริมาณน์้อยและ

เริ�มเสุ้�อมสุลาย (มาน์พ, 2545) หากผูู้้ปฏิิบััติงาน์มีควีาม

ชำน์าญและประสุบัการณ์น์้อย อาจตรวีจวิีน์ิจฉัียผิู้ดีพลาดี 

จ่งไดี้มีการน์ำวีิธัีทางดี้าน์อณูชีวีโมเลกุลมาใช้ร่วีมใน์การ

ตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ เช่น์ วีิธัี polymerase chain 

reaction (PCR) (Hellgren et al., 2004) อย่างไรก็ตาม

วีิธัี PCR ไม่สุามารถจำแน์กเช้�อใน์กรณีที�มีการติดีเช้�อร่วีม

กนั์ไดี ้ตอ้งน์ำ PCR product มาผู้า่น์กระบัวีน์การโคลน์น์ิ�ง

และตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ DNA (Kistler et al., 

2013) ซั่�งมีขั�น์ตอน์ยุ่งยาก ใช้เวีลาหลายวีัน์ และมีค่า 

ใชจ้า่ยสูุง ทำให้ตอ้งน์ำวิีธัอี้�น์ที�สุะดีวีกรวีดีเร็วีและประหยัดี

มาใช้แทน์วิีธัีดีังกล่าวี ไดี้แก่ วีิธัี polymerase chain 

reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ซั่�งเป็น์วีิธัีที�มีควีามไวีและควีามจำเพาะสูุง 

(Beadell and Fleischer, 2005) อีกทั�งยังสุามารถ

จำแน์กชนิ์ดีของเช้�อใน์กรณีที�มีการติดีเช้�อร่วีมกัน์ 

หลายชน์ิดีไดี้ โดียไม่ต้องผู้่าน์กระบัวีน์การโคลน์น์ิ�งและ

ตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ (Kistler et al., 2013) วีิธีั 

PCR-RFLP จ่งเป็น์วีิธัีที�น์ิยมใช้ใน์การตรวีจหาและจำแน์ก

เช้�อ Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. 

ใน์เล้อดีสัุตวี์ปีก (Cosgrove et al., 2006; Martínez  

et al., 2009; Krams et al., 2012) โดียมีรายงาน์การ

ศ์่กษาการใช้ยีน์ cytochrome b (cyt b) ใน์การออกแบับั

ไพรเมอร์สุำหรับัวิีธัี PCR-RFLP มากที�สุุดี (Kistler et al., 

2013; Clark et al., 2014) เน์้�องจากเป็น์ยีน์ที�อยู่ใน์

บัริเวีณอนุ์รักษ์ (conserved region) จ่งเหมาะสุำหรับั

ใช้ใน์การจำแน์กชนิ์ดีของเช้�อ (Hellgren et al., 2004) 

การศ์่กษาน์ี�จ่งมีวีัตถุประสุงค์เพ้�อพัฒน์าวิีธัี PCR-RFLP 

โดียอาศ์ัยยีน์ cyt b สุำหรับัตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ 

Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon spp. ที�พบั

ใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทย เพ้�อช่วียให้การตรวีจ

วีนิ์จิฉัียและจำแน์กเช้�อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi มีประสิุทธัิภาพสูุง อัน์จะ

เป็น์ประโยชน์์ต่อการชนั์สูุตร การรกัษา และการควีบัคมุโรค 

อุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตัวิอย่่างสารพัันธีุกรรม (DNA)

 ตวัิอย่่าง DNA สำหรบัการพัฒันาวิธิี ีPCR-RFLP

 ตั วีอย่ า งควีบัคุมบัวีกเป็น์  DNA ของ เช้� อ  

P. gallinaceum (LC506179), เช้�อ P. juxtanucleare 

(KU248841), เช้�อ L. sabrazesi (LC506045) จากกลุ่ม

ปรสุิตวีิทยา สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ และเช้�อ  

L. caulleryi (LC505517) จากศู์น์ย์วิีจัยและพัฒน์าการ

สุัตวีแพทย์ภาคตะวัีน์ออกเฉีียงเหน์้อตอน์บัน์ ซั่�งไดี ้

ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ทั�ง 4 ตัวีอย่าง ดี้วียวีิธัีการตรวีจหาลำดีับั 

น์ิวีคลีโอไทดี์แล้วี สุำหรับัตัวีอย่าง DNA ของเช้�อปรสิุต

ชน์ิดีอ้�น์ที�พบัใน์เล้อดีไก่ ไดี้แก่ เช้�อ Microfilaria และเช้�อ 

Trypanosoma spp. และตัวีอย่าง DNA ของเล้อดีไก่ที�
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ปราศ์จากเช้�อปรสุิต เป็น์ตัวีอย่างจากกลุ่มปรสุิตวีิทยา 

สุถาบััน์สุุขภาพสุัตวี์แห่งชาติ โดียเก็บัตัวีอย่าง DNA 

ทั�งหมดีที�อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ สุ่วีน์ตัวีอย่าง

ควีบัคุมลบัเป็น์ DNase/RNase-free distilled water 

(Invitrogen, USA)

 ตัวิอย่่าง DNA สำหรับการทดสอบ

 ตวัีอยา่ง DNA จากเลอ้ดีไกท่ี�ตรวีจพบัเช้�อโปรโตซัวัี

ใน์เล้อดีป้ายสุไลดี์ย้อมสุี Giemsa ภายใต้กล้องจุลทรรศ์น์์ 

โดียกลุม่ปรสิุตวีทิยา สุถาบันั์สุขุภาพสัุตวีแ์หง่ชาต ิระหวีา่ง

เดี้อน์เมษายน์ พ.ศ์. 2557 ถ่งเดี้อน์สิุงหาคม พ.ศ์. 2560 

จำน์วีน์ 102 ตัวีอย่าง แบั่งเป็น์ตัวีอย่างที�พบัเช้�อ  

Plasmodium spp. จำน์วีน์ 50 ตวัีอย่าง เช้�อ L. caulleryi 

จำน์วีน์ 3 ตัวีอย่าง เช้�อ L. sabrazesi จำน์วีน์ 38 ตัวีอย่าง 

และติดีเช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. จำน์วีน์ 11 ตัวีอย่าง โดียทำการ

สุกัดี DNA จากเล้อดีไก่ดี้วียชุดีสุกัดี Genomic DNA  

Mini Kit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต และเก็บั

ตัวีอย่าง DNA ที�อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ใน์ 

ขั�น์ตอน์ต่อไป

การออกแบบไพัรเมอร์ 

 เล้อกลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ของยีน์ cyt b ของเช้�อ 

P. gallinaceum (AB250690), P. juxtanucleare 

(AB250415), L. caulleryi (AB302215) และ  

L. sabrazesi (AB299369) จากฐาน์ขอ้มลูของ GenBank 

(NCBI, 2018) มาใช้ใน์การออกแบับัไพรเมอร์ โดียเรียง 

ลำดีับันิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์เปรียบัเทียบักัน์ 

ดีว้ียคำสัุ�ง ClustalW Multiple alignment (Thompson 

et al., 1994) ใน์โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 

(Hall, 1999) ทำการออกแบับัไพรเมอร์สุาย forward 

(PLF) โดียดัีดีแปลงจากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) และออกแบับัไพรเมอร์สุาย reverse (PLR) จาก

บัริเวีณอน์ุรักษ์ แล้วีตรวีจสุอบัควีามจำเพาะของไพรเมอร์

ต่อเช้�อที�ศ์่กษา ค่า melting temperature (Tm) ของ

ไพรเมอร์ และขน์าดีของ PCR product ดี้วียโปรแกรม

ออน์ไลน์์ Primer-BLAST ใน์เว็ีบัไซัต์ https://ncbi.nlm.

nih.gov/tools/primer-blast/ (Ye et al., 2012) 

วิิธีี Polymerase chain reaction (PCR)

 เพิ�มปริมาณ DNA ของเช้�อทุกตัวีอย่าง โดียเตรียม

สุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบั

ดี้วียสุารละลาย 2X GoTaq® Green Master Mix 

(Promega, USA) 12.5 µl, ไพรเมอร์ PLF และ PLR 

ควีามเข้มข้น์ 10 µM อย่างละ 0.25 µl, DNase/RNase-free 

distilled water (Invitrogen, USA) 9 µl และ DNA 

template 3 µl น์ำสุารละลายผู้สุมที�ไดี้ไปทำปฏิิกิริยา 

PCR ใน์เคร้�องเพิ�มปริมาณสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ Applied 

Biosystems™ รุ่น์ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler 

( Thermo Fisher Scientific, USA) โดียใช้สุภาวีะ

อุณหภูมิ ดีังน์ี� initial denaturation ที� 95°C น์าน์ 2 

น์าที ตามดี้วีย denaturation ที� 95°C  น์าน์ 30 วีิน์าที, 

annealing ที� 47°C น์าน์ 30 วีิน์าที และ extension ที� 

72°C น์าน์ 1 น์าที จำน์วีน์ 45 รอบั และ final extension 

ที� 72°C น์าน์ 10 น์าที จากน์ั�น์แบั่ง PCR product 5 µl 

ไปวีิเคราะห์ขน์าดีดี้วียเทคน์ิค gel electrophoresis  

บัน์ 1.5% agarose gel โดียใช้กระแสุไฟฟ้า 100 โวีลต์ 

น์าน์ 35 น์าที ย้อม gel ดี้วีย ethidium bromide แล้วี

น์ำ gel ไปวีิเคราะห์ขน์าดีของ PCR product ภายใต้แสุง 

UV ดี้วียเคร้� องถ่ ายภาพแถบัสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ 

WEALTEC รุ่น์ Dolphin-DOC (Wealtec Corp., USA) 

โดียเปรียบัเทียบักับั DNA marker ขน์าดี 100 bp  

(Invitrogen, USA) น์ำ PCR product ที�เหล้อไปใช้ใน์

การจำแน์กเช้�อดี้วียวิีธัี RFLP ต่อไป 

การสร้างพัลาสมิดและการโคัลนนิ�ง

 เพิ�มปริมาณ DNA บัริเวีณยีน์ cyt b ของตัวีอย่าง

ควีบัคุมบัวีกของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ตามขั�น์ตอน์ของวิีธีั PCR 

ข้างต้น์ โดียปรับัปริมาตรสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR เป็น์ 

50 µl จากน์ั�น์ตัดีแถบั DNA เป้าหมายที�มีขน์าดีประมาณ 

802 bp จาก agarose gel และทำให้บัริสุุทธัิ�ดี้วียชุดี

น์�ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต น์ำ DNA 

เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�แล้วี มาทำการโคลน์เข้าสุู่พลาสุมิดีของ

ชุดีน์�ำยา pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega 

Corporation, USA) ตามขั�น์ตอน์ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต  

แล้วีทำพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายให้บัริสุุทธิั�ดี้วียชุดี
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น์�ำยา Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ย้น์ยัน์ผู้ลการทำโคลน์น์ิ�งดี้วียวีิธัีการ 

ตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ และวีัดีควีามเข้มข้น์ของ 

พลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�ดี้วียชุดีน์�ำยา  

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA)  

ร่วีมกับัเคร้�อง Qubit™ fluorometer (Invitrogen, USA) 

จากนั์�น์เก็บัพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�ไวี้ที�

อุณหภูมิ -20°C จน์กวี่าจะน์ำไปใช้ใน์ขั�น์ตอน์ต่อไป 

การทดสอบคัวิามไวิเชื้ิงวิิเคัราะห์และคัวิามจำเพัาะเชื้ิง

วิิเคัราะห์ของไพัรเมอร์ 

 ทดีสุอบัควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ โดีย

เจ้อจางพลาสุมิดีที�มี DNA เป้าหมายของเช้�อควีบัคุมบัวีก

แต่ละสุปีชีสุ์ใน์หน์่วีย copies/µl (Ke et al., 2006)  

แบับั 10-fold serial dilution ดี้วีย Tris buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8.5)  แล้วีน์ำมาทดีสุอบัตามวิีธัี PCR  

ข้างต้น์ที�ควีามเข้มข้น์เริ�มต้น์ตั�งแต่ 107 จน์ถ่ง 10-1  

copies/µl เพ้�อหาควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีที�สุามารถตรวีจพบั 

DNA ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ไดี้

 ทดีสุอบัควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ 

โดียน์ำตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีกทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ตัวีอย่าง 

DNA ของเช้�อปรสุิตชน์ิดีอ้�น์ ๆ ที�พบัใน์เล้อดีไก่ ไดี้แก่ 

Microfilaria และ Trypanosoma spp. และตัวีอย่าง 

DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต มาทดีสุอบัตาม

วีิธีั PCR ข้างต้น์

การคััดเล้อกเอนไซม์ตัดจำเพัาะ

 คัดีเล้อกเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะโดียใช้โปรแกรม

ออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0 ใน์เว็ีบัไซัต์ https://nc2.neb.

com/NEBcutter2/ (Vincze et al., 2003) ทำการ

จำลองการตัดี PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีก

ทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะชน์ิดีต่างๆ ที�สุามารถ

ใช้ร่วีมกัน์ใน์การตัดี PCR product แล้วีไดี้จำน์วีน์และ

ขน์าดีของชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�แตกต่างกัน์ เพ้�อให้ไดี้รูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ( DNA fragment band pattern) 

ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ที�แตกต่างกัน์อย่างชัดีเจน์ 

การเตรีย่มตัวิอย่่างคัวิบคัุมบวิกเพั้�อหารูปแบบของแถบ

ชื้ิ�นส่วิน DNA 

 น์ำตัวีอย่าง DNA ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกมา

ทดีสุอบัดี้วียวิีธัี PCR ข้างต้น์ จากน์ั�น์วีัดีควีามเข้มข้น์ของ 

PCR product ที�ไดี้ดี้วียชุดีน์�ำยา Qubit™ dsDNA HS 

Assay Kit (Invitrogen, USA) ร่วีมกับัเคร้�อง Qubit™ 

fluorometer (Invitrogen, USA) แล้วีน์ำ PCR product 

ไปทดีสุอบัดี้วียวีิธัี RFLP โดียกรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี  

ใช้ PCR product ปริมาณ 500 ng และปรับัปริมาตร

ของปฏิิกิริยา RFLP ดี้วีย DNase/RNase-free distilled 

water จน์ครบั 25 µl สุำหรับักรณีติดีเช้�อร่วีม ทำการ

ผู้สุม PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุม 2 สุปีชีส์ุ สุปีชีส์ุละ 

500 ng โดียผู้สุม PCR product ของ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare, P. gallinaceum และ L. caulleryi, 

P. gallinaceum และ L. sabrazesi, P. juxtanucleare และ 

L. caulleryi, P. juxtanucleare และ L. sabrazesi, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi ให้เข้ากัน์ ก่อน์น์ำไป 

ทดีสุอบัดี้วียวิีธัี RFLP โดียปรับัปริมาตรของปฏิิกิริยาดี้วีย 

DNase/RNase-free distilled water จน์ครบั 25 µl 

วิิธีี Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP)

 ตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะที� 

คัดีเล้อกไดี้ โดียเตรียมสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา RFLP 

ปริมาตร  25 µl ตามคำแน์ะน์ำของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต ดีังน์ี� 10X 

Buffer 3.1 ปริมาตร 2.5 µl, เอน์ไซัม์ ApoI (10 units/µl) 

และ EcoRV (20 units/µl) อย่างละ 0.5 µl, DNase/

RNase-free distilled water 11.5 µl และ PCR product 

10 µl บั่มที� 37°C น์าน์ 15 น์าที แล้วีบั่มต่อที� 50°C น์าน์ 

15 น์าที หยุดีปฏิิกิริยาดี้วียการบั่มที� 80°C น์าน์ 20 น์าที  

ตรวีจสุอบั PCR product ที�ผู้่าน์การตัดีดี้วียเอน์ไซัม์แล้วี

ดี้วียเทคน์ิค gel electrophoresis บัน์ 4% agarose gel 

โดียใช้กระแสุไฟฟ้า 100 โวีลต์ น์าน์ 50 น์าที จากน์ั�น์ย้อม 

gel ดีว้ีย ethidium bromide แลว้ีน์ำไปวีเิคราะหร์ปูแบับั

ของแถบัชิ�น์สุว่ีน์ DNA ภายใตแ้สุง UV ดีว้ียเคร้�องถา่ยภาพ

แถบัสุารพัน์ธัุกรรมยี�ห้อ WEALTEC รุ่น์ Dolphin-DOC 

(Wealtec Corp., USA) โดียเปรียบัเทียบักับั DNA 

marker ขน์าดี 50 bp  (New England Biolabs, USA) 



7
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

การทดสอบตัวิอย่่างด้วิย่วิิธีี PCR-RFLP 

 น์ำตัวีอย่าง DNA สุำหรับัการทดีสุอบั จำน์วีน์ 102 

ตัวีอย่าง มาตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์ตามวิีธัี PCR และ 

RFLP ข้างต้น์ จากน์ั�น์สุุ่มตัวีอย่างที�พบัรูปแบับัของแถบั

ชิ�น์สุ่วีน์ DNA เหม้อน์กัน์ รูปแบับัละ 2 ตัวีอย่าง โดียใช้วิีธัี

การเลอ้กตัวีอยา่งแบับัสุะดีวีก (convenience sampling) 

เพ้�อน์ำไปตรวีจย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของเช้�อดี้วียวีิธัีการตรวีจหา

ลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์

การ ตรวิจหาลำดับนิวิคัลีโอไทด์ของ DNA 

 ทำการเพิ�มปริมาณ DNA ตามขั�น์ตอน์ของวิีธัี PCR 

ข้างต้น์ โดียปรับัปริมาตรสุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา PCR  

เป็น์ 50 µl จากนั์�น์ตัดีแถบั DNA เป้าหมายที�มีขน์าดี

ประมาณ 802 bp จาก agarose gel เพ้�อน์ำมาทำให้

บัริสุุทธิั�โดียใช้ชุดีน์�ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามขั�น์ตอน์ของ

บัริษัทผูู้้ผู้ลิต น์ำ DNA เป้าหมายที�บัริสุุทธัิ�มาตรวีจหา 

ลำดีบััน์วิีคลโีอไทดีโ์ดียใชช้ดุีน์�ำยา BigDyeTM Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit ( Thermo Fisher Scientific, 

USA) ร่วีมกับัเคร้�องตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ยี�ห้อ 

Applied Biosystems™ รุ่น์ ABI Prism 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) ตามขั�น์ตอน์

ของบัริษัทผูู้้ผู้ลิต แล้วีวีิเคราะห์ลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ดี้วีย

โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) และ

ย้น์ยัน์สุปีชีสุ์ของเช้�อโดียการตรวีจสุอบัควีามเหม้อน์ของ

ลำดัีบันิ์วีคลีโอไทดี์ของตัวีอย่างที�ศ์่กษากับัลำดีับันิ์วีคลีโอ

ไทดี์ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ 

 Nucleotide BLAST ใน์เว็ีบัไซัต์ https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi (NCBI, 2021) 

ผลและวิิจารณ์์

ผลการออกแบบและทดสอบไพัรเมอร์

 เม้�อใช้โปรแกรมออน์ไลน์์ Primer-BLAST ตรวีจ

สุอบัไพรเมอร์ที�ไดี้ดัีดีแปลงและออกแบับัใหม่ พบัวี่า 

ไพรเมอร์ทั�งสุองเสุ้น์มีควีามจำเพาะต่อเช้�อที�ศ์่กษาและ 

มีค่า Tm ใกล้เคียงกัน์ โดียคาดีวี่าขน์าดี PCR product 

ของเช้�อที�ศ์่กษา มีขน์าดี 802 bp (ตารางที� 1) ซั่�งมากกวี่า 

PCR product จากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) ที�มีขน์าดี 530 bp ทำให้สุามารถเล้อกตำแหน์่ง

ของเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะบัน์สุาย PCR product ไดี้มากข่�น์ 

 เม้�อทำการทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีก 

ของเช้�อที�ทำการศ์่กษาดี้วียวิีธัี PCR โดียใช้ไพรเมอร์ PLF 

และ PLR ทดีสุอบัหาอุณหภูมิที�เหมาะสุมใน์ขั�น์ตอน์ 

annealing ใน์ช่วีง 45-53°C พบัวี่าสุามารถตรวีจหา DNA 

ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้ โดียปรากฏิเป็น์แถบั DNA ชัดีเจน์

มากที�สุุดีที�อุณหภูมิ  47°C จ่งเล้อกเป็น์อุณหภูมิที� 

เหมาะสุมที�สุุดีสุำหรับัปฏิิกิริยา PCR และพบัแถบั PCR 

product ขน์าดีประมาณ 802 bp ซั่�งสุอดีคล้องกับัขน์าดี 

PCR product ที�ตรวีจสุอบัดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์  

Primer-BLAST จากผู้ลการทดีสุอบัแสุดีงให้เห็น์วี่า 

ไพรเมอร์ที�ดีัดีแปลงจากการศ์่กษาของ Hellgren et al. 

(2004) และไพรเมอรท์ี�ออกแบับัใหม ่สุามารถตรวีจหาเช้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ไดี้

ผลการทดสอบคัวิามไวิเชื้ิงวิิเคัราะห์และคัวิามจำเพัาะ

เชื้ิงวิิเคัราะห์ของไพัรเมอร์

 จากการทดีสุอบัควีามไวีเชงิวีเิคราะหข์องไพรเมอร์ 

 PLF และ PLR โดียการหาควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีของพลาสุมิดี

ซั่�งมี DNA เป้าหมายของเช้�อควีบัคุมบัวีกแต่ละสุปีชีสุ์ที�

วีิธัี PCR สุามารถตรวีจพบัไดี้ พบัวี่าควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีใน์

การตรวีจพบัแถบั PCR product ขน์าดีประมาณ 802 bp 

ของเช้�อ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare เท่ากับั 

102 copies/µl ใน์ขณะที�ควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดีใน์การตรวีจ

พบัแถบั PCR product ขน์าดีประมาณ 802 bp ของเช้�อ 

L. caulleryi และ L. sabrazesi เท่ากับั 103 copies/µl 

(รปูที� 1) แสุดีงวี่าไพรเมอร์ PLF และ PLR ที�ออกแบับัมี

ควีามสุามารถใน์การตรวีจหา DNA ของเช้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare ไดี้ดีีกวี่าเช้�อ L. caulleryi และ 

L. sabrazesi 

ตารางที� 1 ผู้ลการตรวีจสุอบัไพรเมอร์ที�ใช้ใน์การศ์่กษานี์�ดี้วียโปรแกรม
ออน์ไลน์์ Primer-BLAST

 ไพัรเมอร์ ลำาดับนิวิคัลีโอไทด์ (5′- 3′) T
m
 (°C)

ขนาด PCR 
product 

(bp)

 PLF  CAACATATATTAAGAGAATTATGGAG 52
802

 PLR  GGTTTATATGTTCATTCTATGCTT 53
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รูปที� 1 แสุดีงควีามไวีเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ใน์การทดีสุอบั DNA 
ของเช้�อ P. gallinaceum (A), P. juxtanucleare (B), L. caulleryi 
(C) และ L. sabrazesi (D) ดี้วียวิีธีั PCR ที�ควีามเข้มข้น์ของพลาสุมิดี 
DNA ตั�งแต่ 107 จน์ถ่ง 10-1 copies/µl ตามลำดัีบั โดีย lane M ค้อ 
DNA marker ขน์าดี 100 bp (Invitrogen, USA) และ lane Neg ค้อ 
ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

รูปที� 2 แสุดีงควีามจำเพาะเชิงวีิเคราะห์ของไพรเมอร์ใน์การทดีสุอบั
ตัวีอย่าง DNA ของเช้�อ P. gallinaceum (lane 1), P. juxtanucleare 
(lane 2), L. caulleryi (lane 3), L. sabrazesi (lane 4), Microfilaria 
(lane 5 และ 6), Trypanosoma spp. (lane 7 และ 8) และตัวีอย่าง 
DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต (lane 9 และ 10) โดีย  
lane M ค้อ DNA marker ขน์าดี 100 bp (Invitrogen, USA) และ 
lane Neg ค้อ ตัวีอย่างควีบัคุมลบั

 สุำหรบััการทดีสุอบัควีามจำเพาะเชงิวีเิคราะหข์อง

ไพรเมอร ์PLF และ PLR  พบัวีา่ตวัีอยา่ง DNA ควีบัคมุบัวีก

ของเช้�อทั�ง 4 สุปชีสีุ ์ใหผู้้ลบัวีก โดียพบัแถบั PCR product 

ขน์าดีประมาณ 802 bp ใน์ขณะที�ตัวีอย่าง DNA จากเช้�อ 

Microfilaria และเช้�อ Trypanosoma spp. รวีมถง่ตวัีอยา่ง 

DNA ของเล้อดีไก่ที�ปราศ์จากเช้�อปรสิุต ให้ผู้ลลบั (รูปที� 2)

รูปที� 3 แสุดีงตำแหน์่งตัดีจำเพาะของเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI  
และ EcoRV บัน์สุายน์ิวีคลีโอไทดี์ของ PCR product ของเช้�อ  
P. gallinaceum (I), P. juxtanucleare (II), L. caulleryi (III) และ 
L. sabrazesi (IV) จากการวีิเคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter 
V2.0

ตารางที� 2 แสุดีงจำน์วีน์และขน์าดีของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของเช้�อที�
ศ์่กษา ซั่�งไดี้จากการตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI 
และ EcoRV โดียใช้โปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0 และเทคนิ์ค 
gel electrophoresis

เชื้้�อ

แถบชื้ิ�นส่วิน DNA

รูป
แบบ

NEBcutter Gel electrophoresis

จำานวิน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

จำานวิน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

P. gallinaceum 5 419, 149, 143, 66, 25 3 419, 149+143a, 66 I

P. juxtanucleare 5 444, 143, 100, 66, 49 4 444, 143, 100, 66+49b II

L. caulleryi 4 568, 143, 66, 25 3 568, 143, 66 III

L. sabrazesi 3 524, 212, 66 3 524, 212, 66 IV

a = แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 149 bp ชิดีกับัแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 143 bp
b = แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 66 bp ชิดีกับัแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 49 bp

ผลการคััดเล้อกเอนไซม์ตัดจำเพัาะ

 จากการคัดีเลอ้กเอน์ไซัมต์ดัีจำเพาะโดียการจำลอง

การตัดี PCR product ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกทั�ง 4 

สุปีชีสุ์ที�ควีามยาวี 802 bp ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์  

NEBcutter V2.0 พบัวี่าเอ น์ไซัม์ตัดีจำเพาะที�เหมาะสุม 

ค้อ เอน์ไซัม์ ApoI และ EcoRV (รูปที� 3) โดียเอน์ไซัม์ 

ApoI มตีำแหน์ง่ตดัีจำเพาะ 2 ตำแหน์ง่บัน์สุายน์วิีคลโีอไทดี์

ของ PCR product ของเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ ซั่�งเช้�อ  

P. gallinaceum และ L. caulleryi มตีำแหน์ง่ตดัีจำเพาะ

ที�เหม้อน์กัน์ สุ่วีน์เอน์ไซัม์ EcoRV มีตำแหน์่งตัดีจำเพาะ 

2 ตำแหน์่งบัน์สุายนิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare และมีตำแหน์่งตัดีจำเพาะ 1 

ตำแหน์่งบัน์สุายนิ์วีคลีโอไทดี์ของเช้�อ L. caulleryi  

แต่ไม่พบัตำแหน์่งตัดีจำเพาะบัน์สุายน์ิวีคลีโอไทดี์ของเช้�อ 

L. sabrazesi น์อกจากน์ี�เอน์ไซัม์ทั�ง 2 ชนิ์ดียังใช้ Buffer 

3.1 ซั่�งเป็น์สุ่วีน์ผู้สุมของปฏิิกิริยา RFLP เหม้อน์กัน์ ทำให้

สุามารถใช้เอน์ไซัม์ทั�ง 2 ชนิ์ดีร่วีมกัน์ใน์การตัดี PCR 

product ช่วียลดีขั�น์ตอน์การปฏิิบััติงาน์ โดียผู้ลการ

วีิ เคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์พบัวี่าเช้�อที�ศ์่กษา 

มีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 รูปแบับั 

แตกต่างกัน์ ค้อ รูปแบับั I–IV (ตารางที� 2) ทำให้สุามารถ

จำแน์กเช้�อใน์ระดีับัสุปีชีส์ุซั่�งแตกต่างจากการศ์่กษาของ 

Cosgrove et al. (2006) และ Kistler et al. (2013)  

I

II

IV

III
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รูปที� 4 รูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เกิดีจากการใช้เอน์ไซัม์ตัดี
จำเพาะ ApoI และ EcoRV ตัดี PCR product ของเ ช้�อ ใน์กรณีการติดี
เช้�อสุปีชีสุ์เดีียวีของเช้�อ P. gallinaceum (PG), P. juxtanucleare 
(PJ), L. caulleryi (LC) และ L. sabrazesi (LS) และใน์กรณีการติดี
เช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ PG กับั PJ, PG กับั LC, PG กับั LS, PJ กับั LC, 
PJ กับั LS และ LC กับั LS ตามลำดัีบั โดียเปรียบัเทียบัขน์าดีของแถบั
กับั DNA marker ขน์าดี 50 bp (New England Biolabs, USA) (M) 
และ PCR product ของเช้�อ P. gallinaceum ขน์าดี 802 bp ซั่�งไม่
ไดี้ถูกตัดีดี้วียเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ (U) 

ที�น์ำไพรเมอร์ซ่ั�งออกแบับัโดีย Hellgren et al. (2004) 

มาใช้ใน์การพัฒน์าวีิธัี PCR-RFLP สุำหรับัจำแน์กเช้�อใน์

ระดีับัจีน์ัสุ โดีย Cosgrove et al. (2006) ใช้เอน์ไซัม์  

Nco I และ EcoRV ใน์การจำแน์กระหวี่างเช้�อจีน์ัสุ  

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที�พบั

ใน์เล้อดีน์ก blue tits (Cyanistes caeruleus) สุ่วีน์ 

Kistler et al. (2013) ใช้เอน์ไซัม์ EcoRV ใน์การจำแน์ก

ระหว่ีางเช้�อจนี์สัุ Plasmodium spp. และ Haemoproteus 

spp. ที�พบัใน์เล้อดีน์กป่า

 สุำหรับัผู้ลการใช้เอน์ไซัม์ ApoI และ EcoRV 

ทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA ควีบัคุมบัวีกของเช้�อที�ศ์่กษา 

ดี้วียวิีธัี PCR-RFLP และวิีเคราะห์ผู้ลดี้วียเทคนิ์ค gel 

electrophoresis (ตารางที� 2 และรูปที� 4) พบัวี่าจำน์วีน์

แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของเช้�อที�ปรากฏิบัน์ agarose gel  

มีจำน์วีน์น์้อยกวี่าจำน์วีน์แถบัชิ�น์สุ่วีน์ที� ไดี้จากการ

วีิเคราะห์ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ NEBcutter V2.0  

ซั่�งเกิดีจาก 2 สุาเหตุ ค้อ แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA มีขน์าดีเล็ก 

และแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�มีขน์าดีใกล้เคียงกัน์อยู่ชิดีกัน์ 

โดียสุาเหตุแรก พบัใน์กรณีของเช้�อ P. gallinaceum 

และ L. caulleryi เม้�อตัดี PCR product ดี้วียเอน์ไซัม ์

ApoI และ EcoRV แล้วีไดี้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดีเล็ก

ประมาณ 25 bp ทำให้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ปรากฏิบัน์ 

agarose gel คล้ายแถบั primer-dimer และจางมากจน์

ไม่สุามารถสุังเกตเห็น์ไดี้ สุอดีคล้องกับัการศ์่กษาของ 

Beadell and Fleischer (2005) ที�จำแน์กเช้�อจีน์ัสุ 

Plasmodium spp., Haemoproteus spp. และ  

Leucocytozoon spp. ด้ีวียเอน์ไซัม์ XmnI และ XbaI แล้วี 

ไดี้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี 39 bp ซั่�งมีขน์าดีเล็กและ

จางมากเช่น์เดีียวีกัน์ สุ่วีน์สุาเหตุที�สุอง พบัใน์กรณีของ

เช้�อ P. gallinaceum โดียแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ขน์าดี  

149 bp อยู่ชิดีกับัแถบัขน์าดี 143 bp และใน์กรณีของ

เช้�อ P. juxtanucleare โดียแถบัขน์าดี 66 bp อยู่ชิดีกับั

แถบัขน์าดี 49 bp ทำให้แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ปรากฏิบัน์ 

agarose gel เหม้อน์เป็น์แถบัเดีียวีกัน์ซั่�งปรากฏิเป็น์แถบั

สุีเข้มและมีควีามกวี้างกวี่าแถบัของชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เป็น์

แถบัชิ�น์เดีียวี จากผู้ลการศ์่กษาน์ี�แสุดีงให้เห็น์วี่าวีิธัี  

PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์สุามารถน์ำมาใช้ใน์การจำแน์ก

เช้�อทั�งใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวีและกรณีติดีเช้�อร่วีม  

ถง่แม้ว่ีาผู้ลการวิีเคราะห์ด้ีวียเทคนิ์ค gel electrophoresis 

ของการศ์่กษาน์ี�ไม่สุามารถสัุงเกตเห็น์แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA 

ขน์าดีเล็ก และพบัวี่ามีแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA อยู่ชิดีกัน์ แต่

แถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA อ้�น์ที�ปรากฏิบัน์ agarose gel ของเช้�อ

แต่ละสุปีชีสุ์มีจำน์วีน์และขน์าดีแตกต่างกัน์ ทำให้ยังคง

สุามารถจำแน์กเช้�อทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้ 

 น์อกจากน์ี�เม้�อทำการจำลองการติดีเช้�อร่วีมกัน์

ระหวี่างเช้�อ 2 สุปีชีสุ์ โดียการผู้สุมตัวีอย่าง DNA ควีบัคุม

บัวีก แล้วีน์ำมาทดีสุอบัดี้วียวิีธัี PCR-RFLP พบัวี่ารูปแบับั

ของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ที�เกิดีข่�น์จากการติดีเช้�อร่วีมกัน์

แบับัต่าง ๆ มีลักษณะเฉีพาะ (รูปที� 4) ทำให้สุามารถ

จำแน์กสุปีชีสุ์ของเช้�อใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ที�มีการติดีเช้�อ

ร่วีมกัน์ไดี้ โดียไม่ต้องผู้่าน์ขั�น์ตอน์การโคลน์น์ิ�งและ 

การตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ ซั่�งเป็น์การลดีขั�น์ตอน์ 

ระยะเวีลา และค่าใช้จ่ายใน์การทดีสุอบั สุอดีคล้องกับั

การศ์่กษาของ Kistler et al. (2013) ซั่�งรายงาน์วี่าวิีธัี 

PCR-RFLP สุามารถจำแน์กเช้�อใน์กรณีการติดีเช้�อร่วีมกัน์

ใน์ระดีับัจีน์ัสุระหวี่างเช้�อ Plasmodium spp. และ 

Haemoproteus spp. ไดี้โดียไม่ต้องผู้่าน์ขั�น์ตอน์การ

โคลน์น์ิ�งและการตรวีจหาลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ 

ผลการทดสอบตัวิอย่่างด้วิย่วิิธีี PCR-RFLP

 เม้�อทดีสุอบัตัวีอย่าง DNA จากเล้อดีไก่ จำน์วีน์ 

102 ตัวีอย่าง ดี้วียวีิธัี PCR-RFLP สุามารถจำแน์กตัวีอย่าง

ไดี้ใน์ระดัีบัสุปีชีสุ์ (ตารางที� 3) โดียกรณีตัวีอย่างติดีเช้�อ
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สุปีชีสุ์เดีียวี พบัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 

รูปแบับั โดียแบั่งเป็น์ รูปแบับั I (12 ตัวีอย่าง), รูปแบับั 

II (38 ตัวีอย่าง), รูปแบับั III (3 ตัวีอย่าง) และรูปแบับั 

IV (38 ตัวีอย่าง) ซั่�งเป็น์รูปแบับัที�ตรงกับัรูปแบับัของ

ตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกของเช้�อ P. gall inaceum ,  

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ตามลำดีับั ดีังแสุดีงใน์ตารางที� 2 และรูปที� 4 จาก 

ผู้ลการทดีสุอบัแสุดีงให้เห็น์วี่าวีิธัี PCR-RFLP ให้ผู้ล

สุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจดี้วียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ อย่างไร

ก็ตามการตรวีจด้ีวียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ไม่ได้ีจำแน์กเช้�อ  

Plasmodium spp. ใน์ระดีับัสุปีชีสุ์ เน์้�องจากเช้�อ  

P. gallinaceum และ P. juxtanucleare มีลักษณะ 

ใกล้เคียงกัน์มาก ต่างกัน์ที�เช้�อ P. juxtanucleare  

มักจะอยู่ติดีกับันิ์วีเคลียสุของเม็ดีเล้อดีแดีงไก่ และขน์าดี

ของ gametocyte มักจะเล็กกวี่าน์ิวี เคลียสุของ 

เม็ดีเล้อดีแดีงไก่ แต่ปริมาณ gametocyte ของเช้�อ  

P. juxtanucleae ใน์เล้อดีมีน์้อย (Valkiunas, 2004)  

จ่งทำให้ยากต่อการจำแน์กระหวี่างเช้�อ 2 สุปีชีสุ์น์ี� 

น์อกจากนี์�การติดีเช้�อทั� ง 2 สุปีชีสุ์  สุามารถใช้ยา  

chloroquine ใน์การรักษาเหม้อน์กัน์ (ปิยน์ุช และคณะ, 

2542; Silveira et al., 2009) จ่งรายงาน์ผู้ลการจำแน์ก

เช้�อ Plasmodium spp. เพียงระดัีบัจีน์ัสุจากการตรวีจ

ดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์

 สุำหรับัตัวีอย่างที�พบัการติดีเช้�อร่วีมระหวี่างเช้�อ 

Plasmodium spp. กับั Leucocytozoon spp. ดี้วีย

วีิธีักล้องจุลทรรศ์น์์ จำน์วีน์ 11 ตัวีอย่าง พบัวี่าวีิธัี  

PCR-RFLP สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อไดี้ผู้ล

สุอดีคล้องกับัผู้ลการตรวีจดี้วียวีิธัีกล้องจุลทรรศ์น์์  

จำน์วีน์ 10 ตัวีอย่าง มีเพียง 1 ตัวีอย่างที�ให้ผู้ลไม่

สุอดีคล้ อ ง โ ดีย เป็ น์ ตั วีอย่ า งที� ใ ห้ ผู้ ลบัวีกต่ อ เ ช้� อ  

Plasmodium spp. และ L. sabrazesi จากการตรวีจ

ดี้วียวิีธัีกล้องจุลทรรศ์น์์ แต่พบัวี่าให้ผู้ลบัวีกต่อเช้�อ  

P. juxtanucleare เพียงเช้�อเดีียวีเม้�อตรวีจดี้วียวิีธัี  

PCR-RFLP และย้น์ยัน์สุปีชีสุ์เช้�อดี้วียวิีธัีการตรวีจหา 

ลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ DNA แล้วี ซั่�งอาจเป็น์เพราะ

ปริมาณเช้�อ L. sabrazesi ใน์ตัวีอย่างเล้อดีต�ำกวี่า 

ปริมาณเช้�อต�ำสุุดีที�วีิธัี PCR-RFLP สุามารถตรวีจหาไดี้ที�

ควีามเข้มข้น์ต�ำสุุดี 103 copies/µl

ตารางที� 3 เปรียบัเทียบัผู้ลการจำแน์กเช้�อ Plasmodium spp. และ
เช้�อ Leucocytozoon spp. ระหวี่างวิีธัีการตรวีจหาเช้�อภายใต้
กล้องจุลทรรศ์น์์และวิีธัี PCR-RFLP

เชื้้�อที�ตรวิจพับ
จำานวินตัวิอย่่างที�ตรวิจพับ

กล้องจุลทรรศน์ PCR-RFLP

กรณ์ีติดเชื้้�อสปีชื้ีส์เดีย่วิ 

Plasmodium spp. 50 −*

P. gallinaceum −† 12

P. juxtanucleare −† 39

L. caulleryi 3 3

L. sabrazesi 38 38

กรณ์ีติดเชื้้�อร่วิม 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. 11 −*

P. gallinaceum และ L. sabrazesi −† 2

P. juxtanucleare และ L. caulleryi −† 1

P. juxtanucleare และ L. sabrazesi −† 7

                                            รวิม 102 102

† = ผู้ลการตรวีจดี้วียกล้องจุลทรรศ์น์์ไม่ไดี้ระบุัสุปีชีสุ์ ของเช้�อ
* = ผู้ลการตรวีจด้ีวียวิีธั ีPCR-RFLP ระบุัเช้�อใน์ระดัีบัสุปีชีส์ุ จ่งไม่แสุดีงผู้ลใน์ระดัีบัจีนั์สุ

 ผลการ ตรวิจย่้นย่ันสปีชื้ีส์ของเชื้้�อด้วิย่วิิธีีการตรวิจหา 

ลำดับนิวิคัลีโอไทด์ของ DNA

 เม้�อสุุ่มตัวีอย่างที�ให้ผู้ลบัวีกต่อวีิธัี PCR-RFLP และ

มีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA เหม้อน์รูปแบับัของแถบั

ชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของตัวีอย่างควีบัคุมบัวีกของเช้�อทั�ง 4  

รูปแบับั รูปแบับัละ 2 ตัวีอย่าง รวีมจำน์วีน์ 8 ตัวีอย่าง 

มาตรวีจยน้์ยัน์สุปชีีสุด์ีว้ียวิีธักีารตรวีจหาลำดัีบันิ์วีคลีโอไทด์ี

ของ PCR product แล้วีน์ำลำดัีบันิ์วีคลีโอไทดี์ขน์าดี  

752 bp (ไม่รวีมไพรเมอร์) ไปเปรียบัเทียบักับัลำดัีบั 

น์ิวีคลีโอไทดี์ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank โดียใช้โปรแกรม

ออน์ไลน์์ Nucleotide BLAST พบัวี่าลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

ของตัวีอย่าง DNA ทั�ง 8 ตัวีอย่าง เหม้อน์กับัลำดีับั 

น์ิวีคลีโอไทดี์ของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ใน์ฐาน์ข้อมูล โดียมี

เปอร์เซั็น์ต์ควีามเหม้อน์ (% identity) อยู่ใน์ช่วีง 95.35-

100% (ตารางที� 4) ซั่�งแสุดีงให้เห็น์วี่าผู้ลการตรวีจย้น์ยัน์

สุปีชีสุ์สุอดีคล้องกับัรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของ

เช้�อแต่ละสุปีชีสุ์ ทั�งน์ี�ไดี้น์ำข้อมูลลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์ของ

เช้�อทั�ง 8 ตัวีอย่าง ไปรายงาน์ลงใน์ฐาน์ข้อมูลของ DNA 

Data Bank of Japan (DDBJ, 2022) และได้ีรบัั accession 

number LC713395-LC713402
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ตารางที� 4 ผู้ลการย้น์ยัน์สุปีชีสุ์จากรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA ของ

ตัวีอย่างทดีสุอบั โดียการตรวีจสุอบัควีามเหม้อน์กับัลำดัีบัน์ิวีคลีโอไทดี์

ใน์ฐาน์ข้อมูลของ GenBank ดี้วียโปรแกรมออน์ไลน์์ Nucleotide 

BLAST 

ตัวิอย่่าง
ที�

รูปแบบ สปีชื้ีส ์
(GenBank accession no.)

% 
Identity

Accession 
no.

1 I P. gallinaceum (AB250690) 100% LC713395

2 I P. gallinaceum (AB250690) 100% LC713396

3 II P. juxtanucleare (AB250415) 100% LC713397

4 II P. juxtanucleare (MG598396) 100% LC713398

5 III L. caulleryi (LC505517) 100% LC713399

6 III L. caulleryi (LC505517) 95.35% LC713400

7 IV L. sabrazesi (LC506045) 100% LC713401

8 IV L. sabrazesi (LC506045) 99.73% LC713402

แม่น์ยำ โดียมีรูปแบับัของแถบัชิ�น์สุ่วีน์ DNA จำน์วีน์ 4 

รูปแบับั ซั่�งเป็น์รูปแบับัที�เฉีพาะของเช้�อแต่ละสุปีชีสุ์  

อีกทั� งวีิธัีน์ี� ยั ง เป็น์วิีธัีที�ประหยัดีและเหมาะสุำหรับั 

ห้องปฏิิบััติการที�ขาดีแคลน์ผูู้้ปฏิิบััติงาน์ที�มีควีามชำน์าญ

และประสุบัการณ์ใน์การจำแน์กเช้�อดี้วียวีิธัีกล้อง 

จุลทรรศ์น์์ และไม่มีเคร้�องตรวีจหาลำดีับัน์ิวีคลีโอไทดี์ 

น์อกจากน์ี�การศ์่กษาดีังกล่าวียังเป็น์แน์วีทางใน์การพัฒน์า

วีิธัี PCR-RFLP โดียอาจเล้อกใช้เอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะชนิ์ดี

อ้�น์ที� เหมาะสุมสุำหรับัตรวีจหาและจำแน์กสุปีชีสุ์อ้�น์ 

ที�มีรายงาน์พบัใน์ไก่ เช่น์ เช้�อ P. relictum และ  

L. schoutedeni เปน็์ตน้์ เพ้�อเปน็์การเฝ้า้ระวีงัการเกดิีโรค

กิตติกรรมประกาศ

 ขอขอบัคุณศ์ูน์ย์วีิจัยและพัฒน์าการสุัตวีแพทย์

ภาคตะวัีน์ออกเฉีียงเหน์้อตอน์บัน์ที�ให้ควีามอนุ์เคราะห์

เช้�อ L. caulleryi (LC505517) และขอขอบัคุณเจ้าหน์้าที�

กลุ่มปรสุิตวิีทยา สุถาบััน์สุุขภาพสัุตวี์แห่งชาติทุกท่าน์ที�

ให้ควีามร่วีมม้อและช่วียเหล้อใน์การดีำเนิ์น์การศ์่กษาน์ี�

เอกสารอ้างอิง

ปิยนุ์ช ประสิุทธิัรัตน์์ ชัยศิ์ริ มหัน์ชัยสุกุล ทัศ์นี์ย์ ชมภูจัน์ทร์ กิ�งดีาวี  

หมอแก้วี และอน์ุชา สุุขร้�น์. 2542. ผู้ลของการใช้ยาคลอโรควีิน์

และดี๊อกซีัไซัคลิน์รักษาโรคมาลาเรียใน์ไก่เน้์�อ. การประชุุม

วิิชุาการของมหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์ ครั�งท่� 37 สาขาสัตวิ์ 

สาขาสัตวิแพทยศาสตร์ .  มหาวีิทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์ , 

กรุงเทพมหาน์คร. ระหวี่างวัีน์ที� 3-5 กุมภาพัน์ธั์ 2542. หน์้า 

445-452.

พรเพ็ญ พัฒน์โสุภณ. 2549. โรคสัุตวี์ปีก. สุถาบััน์สุุขภาพสัุตวี์แห่งชาติ 

กรมปศุ์สุัตวี์ กระทรวีงเกษตรและสุหกรณ์. 114 หน์้า.

พัชราภรณ์ ทาแกง สุุรชัย พิกุลแก้วี ณัฐกาน์ต์ อวีัยวีาน์น์ท์ และ 

สุุรีรัตน์์ หนู์มี. 2560. ควีามชุกและปัจจัยเสุี�ยงต่อการติดีเช้�อ

ปรสุิตใน์เล้อดีไก่หลังบั้าน์ ใน์พ้�น์ที�จังหวัีดีเชียงใหม่. เชุ่ยงใหม่

สัตวิแพทยสาร. 15 (3): 157-167.

มน์ัสุน์ัน์ท์ ประสิุทธัิรัตน์์ มน์ทกาน์ติ� วีงศ์์ภากร ทัศ์นี์ย์ ชมภูจัน์ทร์  

อุดีมศ์รี อิน์ทรโชติ กิ�งดีาวี หมอแก้วี และอนุ์ชา สุุขร้�น์. 2544. 

การรักษาโรคลิวีโคไซัโตซูัน์ใน์ไก่พ้�น์เม้องดี้วียยาซััลฟาไดีเม็ท

ท็อกซิัน์ และการใช้มุ้ง.  การประชุุมวิิชุาการของมหาวิิทยาลััย

เกษตรศาสตร์ ครั�งท่� 39 สาขาสัตวิ์ สาขาสัตวิแพทยศาสตร์.  

มหาวิีทยาลัยเกษตรศ์าสุตร์, กรุงเทพมหาน์คร. ระหวี่างวัีน์ที� 

5-7 กุมภาพัน์ธั์ 2544. หน์้า 387-393.

 วีิธัี PCR ที�พัฒน์าข่�น์ใน์การศ่์กษาครั�งน์ี�สุามารถ

ตรวีจหาเช้�อ Plasmodium spp. และเช้�อ Leucocytozoon 

spp. ไดี้ และเม้�อน์ำวิีธัี PCR มาใช้ร่วีมกับัวีิธัี RFLP ซั่�ง

เป็น์วีิธัีที�น์ิยมใช้ใน์การจำแน์กชน์ิดีเช้�อ ทำให้สุามารถ

จำแน์กเช้�อไดี้ถ่ง 4 สุปีชีสุ์ ทั�งใน์กรณีติดีเช้�อสุปีชีสุ์เดีียวี

และกรณีติดีเช้�อร่วีม ซั่�งรายงาน์การศ์่กษาก่อน์หน์้าน์ี�  

เช่น์ การศ์่กษาของ Beadell and Fleischer (2005), 

Cosgrove et al. (2006) และ Krams et al. (2012) 

เปน็์การศ์ก่ษาเพ้�อจำแน์กเช้�อดีงักลา่วีใน์ระดัีบัจนี์สัุเทา่น์ั�น์ 

การศ์ก่ษาน์ี�จง่เป็น์การพัฒน์าวีธิั ีPCR-RFLP เพ้�อจำแน์กเช้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที�มี

รายงาน์พบัใน์ไกใ่น์ประเทศ์ไทยใน์ระดีบััสุปชีสีุเ์ปน็์ครั�งแรก 

ซั่�งสุามารถน์ำวีิธัีที�พัฒน์าข่�น์น์ี�ไปตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ

ทั�ง 4 สุปีชีสุ์ไดี้อย่างรวีดีเร็วี ถูกต้อง และแม่น์ยำ ซั่�งเป็น์

ประโยชน์์ต่อการเล้อกใช้ยาที�เหมาะสุม เพ้�อให้สุามารถ

รักษาโรคไดี้อย่างมีประสิุทธัิภาพ

สรุปผลและข้อเสนอแนะ

 การศ์่กษาน์ี�พบัวี่าวีิธัี PCR-RFLP ที�พัฒน์าข่�น์ 

โดียอาศั์ยยีน์ cyt b และเอน์ไซัม์ตัดีจำเพาะ ApoI และ 

EcoRV สุามารถตรวีจหาและจำแน์กเช้�อ P. gallinaceum, 

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ที�พบัใน์ตัวีอย่างเล้อดีไก่ใน์ประเทศ์ไทยไดี้อย่างถูกต้อง
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