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และเชื้้�อ Leucocytozoon spp. จากตััวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทย
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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

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคติิดเชื้้�อโปรโตซััวใน 

เลืือดไก่่ที่่�พบในประเทศไทยมีีสาเหตุุหลัักจากเชื้้�อ  

Plasmodium gallinaceum, P. juxtanucleare, 

Leucocytozoon caulleryi และ L. sabrazesi  

การตรวจวิินิิจฉััยทำได้้โดยตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์ของ 

เชื้้� อจากเลืือดป้้ายสไลด์์ย้้อมสีี  G iemsa ภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ ซึ่่�งเป็็นวิธีีที่่�ต้้องอาศััยความชำนาญและ

ประสบการณ์์สููง โดยเฉพาะในกรณีีที่่�เชื้้�อมีีปริิมาณน้้อย 

รวมถึึงการติิดเชื้้�อร่่วมกััน จึึงมีีการนำวิิธีีทางด้้าน 

อณููชีีวโมเลกุุลมาใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยโรค เช่่น วิิธีี 

polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) ซึ่่�งมีีความถููกต้้อง

แม่่นยำ และยัังสามารถจำแนกสปีีชีีส์์ในกรณีีติิดเชื้้�อ 

ร่่วมกััน การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี  

PCR-RFLP สำหรับัตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium 

spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. ที่่�พบในตัวอย่่าง

เลืือดไก่่ในประเทศไทย

	 วิิธีีการ: ออกแบบไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อทั้้�ง 4 

สปีีชีีส์์ โดยอาศััยยีีน cytochrome b ทดสอบความไวเชิิง

วิิเคราะห์์และความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์   

คััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่�เหมาะสมในการจำแนกเช้ื้�อ 

และทดสอบวิธีี PCR-RFLP ด้้วยตััวอย่่างเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์  

จากนั้้�นทดสอบวิิธีีด้้วยตััวอย่่าง DNA จากเลืือดไก่่ จำนวน 

102  ตัั วอย่่ า ง  ซึ่่� ง ให้้ ผลบวกจากการตรวจด้้ วย

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

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

ร่่วมระหว่่าง Plasmodium spp. และ Leucocytozoon 

spp. (n=11) ยืืนยัันสปีีชีีส์์ของรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน 

DNA ที่่�พบด้้วยการตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

	 ผล: ความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ที่่�ออกแบบ

สำหรัับตรวจหา DNA ของเช้ื้�อ P. gallinaceum และ  

P. juxtanucleare เท่่ากัับ 102 copies/µl ส่่วนเชื้้�อ  

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

โดยไพรเมอร์์มีีความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ต่่อเช้ื้�อทั้้�ง 4  

สปีีชีีส์์ และเมื่่�อทดสอบวิิธีี PCR-RFLP โดยใช้้เอนไซม์ ์

ตััดจำเพาะ ApoI และ EcoRV สามารถจำแนกรููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ได้้ 4 รููปแบบตามสปีีชีีส์์ที่่�ศึึกษา 

ผลการทดสอบวิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นด้้วยตััวอย่่าง 

DNA จากเลืือดไก่่ พบว่่าในกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียว 

สามารถจำแนกเช้ื้�อได้้ผลสอดคล้้องกัับวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ 

และสามารถจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium spp. ได้้เป็็น  

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

(n=38) ส่่วนกรณีีติิดเช้ื้�อร่่วมมีีเพีียง 1 ตััวอย่่าง ที่่�ให้้ผล

ไม่่สอดคล้้องกััน สำหรัับรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA 

ทั้้�ง 4 รููปแบบ ให้้ผลสอดคล้้องกัับผลการตรวจหาลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์

	 สรุุป: วิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษานี้้�

สามารถตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้อย่่าง 

ถููกต้้องแม่่นยำ โดยพบรูปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA  

ที่่�เฉพาะของเชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ วิิธีีนี้้�จึึงเป็็นวิิธีีที่่�เหมาะ

สำหรัับผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�ขาดความชำนาญและประสบการณ์์

ในการจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ นอกจากนี้้�ยััง

เป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาที่่�เหมาะสม ส่่งผลให้้

สามารถรัักษาโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ 

คำสำคััญ: ไก่่  Leucocytozoon spp.  PCR-RFLP  

Plasmodium spp. ประเทศไทย

บทนำ

	 โรคติดิเชื้้�อโปรโตซัวัในเลืือดไก่ท่ี่่�พบในประเทศไทย

มีีสาเหตุุหลัักจากเช้ื้�อในจีีนััส Plasmodium และ  

Leucocytozoon ซึ่่�งเชื้้�อ Plasmodium spp. ก่่อให้้เกิิด

โรคมาลาเรีียในไก่่ (avian malaria) โดยสปีีชีีส์์ที่่�มี ี

รายงานพบในประเทศไทย ได้้แก่่ P. gallinaceum  

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

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

ยุุงลาย (Aedes spp.) และยุุงก้้นปล่่อง (Anopheles 

spp.) เป็็นพาหะนำโรค ส่่วนเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. 

ก่่อให้้เกิิดโรคลิิวโคไซโตซููโนสิสในไก่่ (avian leucocyto- 

zoonosis) โดยสปีชีีสี์ท์ี่่�มีรีายงานพบในประเทศไทย ได้แ้ก่่ 

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

L. sabrazesi (พััชราภรณ์์ และคณะ, 2560) มีีริ้้�น  

(Culicoides spp.) เป็็นพาหะนำโรค โรคติิดเชื้้�อดัังกล่่าว
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มีีอาการคล้้ายคลึึงกััน เช่่น โลหิิตจางรุุนแรง หงอนและ

เหนีียงซีีดมาก มููลมีีสีีเขีียว และไข่่ลด (พรเพ็็ญ, 2549) 

อย่่างไรก็็ตามยาที่่�มีีประสิิทธิิภาพในการรัักษาโรคติิดเชื้้�อ

เหล่่านี้้�แตกต่่างกััน โดยยา chloroquine และยา  

doxycycline เป็็นยารัักษาโรคติิดเชื้้�อ P. gallinaceum 

ในไก่่ที่่�ได้้ผลดีี (ปิิยนุุช และคณะ, 2542) นอกจากนี้้� 

ยา chloroquine ยัังมีีประสิิทธิิภาพในการกำจััดเช้ื้�อ  

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

ส่่วนยารัักษาโรคติิดเช้ื้�อ L. caulleryi ในไก่่ที่่�ได้้ผลดี ี

คืือ ยา sulfadimethoxine (มนััสนัันท์์ และคณะ, 2544) 

ในขณะที่่�โรคติิดเช้ื้�อ L. sabrazesi ในไก่่ยัังไม่่มีีรายงาน

ยารัักษาที่่�ได้้ผลดีี มีีเพีียงการศึึกษาของ Zhao et al. 

(2016) ซึ่่�งพบว่่ายา primaquine สามารถกำจััดเชื้้�อ  

L. sabrazesi ระยะอาศััยเพศที่่�เจริิญเติิบโตเต็็มวััย  

(mature gametocyte) ได้้ ดัังนั้้�นการวิินิิจฉััยโรคที่่�

สามารถตรวจหาและจำแนกเชื้้�อได้้อย่่างถููกต้้องแม่่นยำ 

จะเป็็นประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาในการรัักษาที่่� 

เหมาะสม ส่่ งผลให้้ การรัั กษาและควบคุุม โรคมีี

ประสิิทธิิภาพ

	วิ ิธีีมาตรฐานในการตรวจวิินิิจฉััยโรคมาลาเรีีย 

ในไก่่และโรคลิิวโคไซโตซููโนสิิสในไก่่ คืือ การตรวจหาเชื้้�อ

ในเลืือดป้้ายสไลด์์ที่่� ย้้อมด้้วยสีี  G iemsa ภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ (Chagas et al., 2020) ซึ่่�งระยะอาศััย

เพศ (gametocyte) เป็็นระยะที่่�สามารถบ่่งบอกสปีีชีีส์์

ของเช้ื้�อได้้อย่่างชััดเจน อย่่างไรก็็ตามในระยะที่่�เชื้้�อเข้้าสู่่�

เม็็ดเลืือดแดง (trophozoite) รููปร่่างของเชื้้�อเหล่่านี้้� 

มีีลัักษณะคล้้ายกัันมาก หรืือในกรณีีที่่�ติิดเชื้้�อแบบเร้ื้�อรััง 

เชื้้�อระยะ gametocyte ในเลืือดอาจมีีปริิมาณน้้อยและ

เริ่่�มเสื่่�อมสลาย (มานพ, 2545) หากผู้้�ปฏิิบััติิงานมีความ

ชำนาญและประสบการณ์์น้้อย อาจตรวจวิินิิจฉััยผิิดพลาด 

จึึงได้้มีีการนำวิิธีีทางด้้านอณููชีีวโมเลกุุลมาใช้้ร่่วมในการ

ตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อ เช่่น วิิธีี polymerase chain 

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

วิิธีี PCR ไม่่สามารถจำแนกเชื้้�อในกรณีีที่่�มีีการติิดเชื้้�อร่่วม

กันัได้ ้ต้อ้งนำ PCR product มาผ่า่นกระบวนการโคลนนิ่่�ง

และตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA (Kistler et al., 

2013) ซึ่่�งมีีขั้้�นตอนยุ่่�งยาก ใช้้เวลาหลายวััน และมีีค่่า 

ใช้จ้่า่ยสููง ทำให้้ต้อ้งนำวิิธีอีื่่�นที่่�สะดวกรวดเร็็วและประหยััด

มาใช้้แทนวิธีีดัังกล่่าว ได้้แก่่ วิิธีี polymerase chain 

reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�มีีความไวและความจำเพาะสููง 

(Beadell and Fleischer, 2005) อีีกทั้้�งยัังสามารถ

จำแนกชนิิดของเช้ื้�อในกรณีีที่่�มีีการติิดเช้ื้�อร่่วมกััน 

หลายชนิิดได้้ โดยไม่่ต้้องผ่่านกระบวนการโคลนนิ่่�งและ

ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ (Kistler et al., 2013) วิิธีี 

PCR-RFLP จึึงเป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้ในการตรวจหาและจำแนก

เช้ื้�อ Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. 

ในเลืือดสัตว์์ปีีก (Cosgrove et al., 2006; Martínez  

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

ศึึกษาการใช้้ยีีน cytochrome b (cyt b) ในการออกแบบ

ไพรเมอร์์สำหรัับวิธีี PCR-RFLP มากที่่�สุุด (Kistler et al., 

2013; Clark et al., 2014) เนื่่�องจากเป็็นยีีนที่่�อยู่่�ใน

บริิเวณอนุุรัักษ์์ (conserved region) จึึงเหมาะสำหรัับ

ใช้้ในการจำแนกชนิิดของเช้ื้�อ (Hellgren et al., 2004) 

การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP 

โดยอาศััยยีีน cyt b สำหรัับตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ 

Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon spp. ที่่�พบ

ในตัวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทย เพื่่�อช่่วยให้้การตรวจ

วินิิจิฉััยและจำแนกเช้ื้�อ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, 

L. caulleryi และ L. sabrazesi มีีประสิิทธิิภาพสููง อัันจะ

เป็็นประโยชน์์ต่่อการชันัสูตร การรักัษา และการควบคุมุโรค 

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างสารพัันธุุกรรม (DNA)

	ตั วัอย่่าง DNA สำหรับัการพัฒันาวิธิี ีPCR-RFLP

	ตั ั วอย่่ า งควบคุุมบวกเป็็น  DNA ของ เชื้้� อ  

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

(KU248841), เชื้้�อ L. sabrazesi (LC506045) จากกลุ่่�ม

ปรสิิตวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ และเชื้้�อ  

L. caulleryi (LC505517) จากศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการ

สััตวแพทย์์ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ซึ่่�งได้ ้

ยืืนยัันสปีีชีีส์์ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีีการตรวจหาลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์แล้้ว สำหรัับตัวอย่่าง DNA ของเช้ื้�อปรสิิต

ชนิิดอื่่�นที่่�พบในเลืือดไก่่ ได้้แก่่ เชื้้�อ Microfilaria และเชื้้�อ 

Trypanosoma spp. และตััวอย่่าง DNA ของเลืือดไก่่ที่่�
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ปราศจากเชื้้�อปรสิิต เป็็นตัวอย่่างจากกลุ่่�มปรสิิตวิิทยา 

สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ โดยเก็็บตััวอย่่าง DNA 

ทั้้�งหมดที่่�อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ ส่่วนตัวอย่่าง

ควบคุมลบเป็็น DNase/RNase-free distilled water 

(Invitrogen, USA)

	ตั ัวอย่่าง DNA สำหรัับการทดสอบ

	ตั วัอย่า่ง DNA จากเลืือดไก่ท่ี่่�ตรวจพบเชื้้�อโปรโตซัวั

ในเลืือดป้้ายสไลด์์ย้้อมสีี Giemsa ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ 

โดยกลุ่่�มปรสิิตวิทิยา สถาบันัสุขุภาพสััตว์แ์ห่ง่ชาติ ิระหว่า่ง

เดืือนเมษายน พ.ศ. 2557 ถึึงเดืือนสิงหาคม พ.ศ. 2560 

จำนวน 102 ตััวอย่่าง แบ่่งเป็็นตััวอย่่างที่่�พบเชื้้�อ  

Plasmodium spp. จำนวน 50 ตัวัอย่่าง เช้ื้�อ L. caulleryi 

จำนวน 3 ตััวอย่่าง เช้ื้�อ L. sabrazesi จำนวน 38 ตััวอย่่าง 

และติิดเชื้้�อร่่วมระหว่่างเชื้้�อ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. จำนวน 11 ตััวอย่่าง โดยทำการ

สกััด DNA จากเลืือดไก่่ด้้วยชุุดสกััด Genomic DNA  

Mini Kit (Blood/Cultured cell) (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของบริษััทผู้้�ผลิต และเก็็บ

ตััวอย่่าง DNA ที่่�อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ใน 

ขั้้�นตอนต่่อไป

การออกแบบไพรเมอร์์ 

	 เลืือกลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน cyt b ของเชื้้�อ 

P. gallinaceum (AB250690), P. juxtanucleare 

(AB250415), L. caulleryi (AB302215) และ  

L. sabrazesi (AB299369) จากฐานข้อ้มูลูของ GenBank 

(NCBI, 2018) มาใช้้ในการออกแบบไพรเมอร์์ โดยเรีียง 

ลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์เปรีียบเทีียบกััน 

ด้ว้ยคำสั่่�ง ClustalW Multiple alignment (Thompson 

et al., 1994) ในโปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 

(Hall, 1999) ทำการออกแบบไพรเมอร์์สาย forward 

(PLF) โดยดััดแปลงจากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) และออกแบบไพรเมอร์์สาย reverse (PLR) จาก

บริิเวณอนุุรัักษ์์ แล้้วตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์์

ต่่อเช้ื้�อที่่�ศึึกษา ค่่า melting temperature (Tm) ของ

ไพรเมอร์์ และขนาดของ PCR product ด้้วยโปรแกรม

ออนไลน์์ Primer-BLAST ในเว็็บไซต์์ https://ncbi.nlm.

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

วิิธีี Polymerase chain reaction (PCR)

	 เพิ่่�มปริิมาณ DNA ของเชื้้�อทุุกตััวอย่่าง โดยเตรีียม

ส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR ปริิมาตร 25 µl ประกอบ

ด้้วยสารละลาย 2X GoTaq® Green Master Mix 

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

ความเข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 0.25 µl, DNase/RNase-free 

distilled water (Invitrogen, USA) 9 µl และ DNA 

template 3 µl นำสารละลายผสมที่่�ได้้ไปทำปฏิิกิิริิยา 

PCR ในเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ Applied 

Biosystems™ รุ่่�น Veriti™ 96-Well Thermal Cycler 

( Thermo Fisher Scientific, USA) โดยใช้้สภาวะ

อุุณหภููมิิ ดัังนี้้� initial denaturation ที่่� 95°C นาน 2 

นาทีี ตามด้้วย denaturation ที่่� 95°C  นาน 30 วิินาทีี, 

annealing ที่่� 47°C นาน 30 วิินาทีี และ extension ที่่� 

72°C นาน 1 นาทีี จำนวน 45 รอบ และ final extension 

ที่่� 72°C นาน 10 นาทีี จากนั้้�นแบ่่ง PCR product 5 µl 

ไปวิิเคราะห์์ขนาดด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis  

บน 1.5% agarose gel โดยใช้้กระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์์ 

นาน 35 นาทีี ย้้อม gel ด้้วย ethidium bromide แล้้ว

นำ gel ไปวิิเคราะห์์ขนาดของ PCR product ภายใต้้แสง 

UV ด้้วยเครื่่� องถ่่ ายภาพแถบสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ 

WEALTEC รุ่่�น Dolphin-DOC (Wealtec Corp., USA) 

โดยเปรีียบเทีียบกับ DNA marker ขนาด 100 bp  

(Invitrogen, USA) นำ PCR product ที่่�เหลืือไปใช้้ใน

การจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีี RFLP ต่่อไป 

การสร้้างพลาสมิิดและการโคลนนิ่่�ง

	 เพิ่่�มปริิมาณ DNA บริิเวณยีีน cyt b ของตััวอย่่าง

ควบคุุมบวกของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ตามขั้้�นตอนของวิิธีี PCR 

ข้้างต้้น โดยปรัับปริิมาตรส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR เป็็น 

50 µl จากนั้้�นตััดแถบ DNA เป้้าหมายที่่�มีีขนาดประมาณ 

802 bp จาก agarose gel และทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยชุุด

น้้ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของบริษััทผู้้�ผลิต นำ DNA 

เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�แล้้ว มาทำการโคลนเข้้าสู่่�พลาสมิิดของ

ชุุดน้้ำยา pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega 

Corporation, USA) ตามขั้้�นตอนของบริิษััทผู้้�ผลิิต  

แล้้วทำพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วยชุุด
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น้้ำยา Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid Biotech 

Ltd., Taiwan) ยืืนยัันผลการทำโคลนนิ่่�งด้้วยวิิธีีการ 

ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ และวััดความเข้้มข้้นของ 

พลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายที่่�บริสุุทธิ์์�ด้้วยชุุดน้้ำยา  

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA)  

ร่่วมกัับเครื่่�อง Qubit™ fluorometer (Invitrogen, USA) 

จากนั้้�นเก็็บพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�ไว้้ที่่�

อุุณหภููมิิ -20°C จนกว่่าจะนำไปใช้้ในขั้้�นตอนต่่อไป 

การทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์และความจำเพาะเชิิง

วิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ 

	 ทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ โดย

เจืือจางพลาสมิิดที่่�มีี DNA เป้้าหมายของเชื้้�อควบคุุมบวก

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

แบบ 10-fold serial dilution ด้้วย Tris buffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 8.5)  แล้้วนำมาทดสอบตามวิิธีี PCR  

ข้้างต้้นที่่�ความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้นตั้้�งแต่่ 107 จนถึึง 10-1  

copies/µl เพื่่�อหาความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถตรวจพบ 

DNA ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ได้้

	 ทดสอบความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ 

โดยนำตััวอย่่าง DNA ควบคุมบวกทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ตััวอย่่าง 

DNA ของเช้ื้�อปรสิิตชนิิดอื่่�น ๆ ที่่�พบในเลืือดไก่่ ได้้แก่่ 

Microfilaria และ Trypanosoma spp. และตััวอย่่าง 

DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเช้ื้�อปรสิิต มาทดสอบตาม

วิิธีี PCR ข้้างต้้น

การคััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะ

	คั ัดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะโดยใช้้โปรแกรม

ออนไลน์์ NEBcutter V2.0 ในเว็็บไซต์์ https://nc2.neb.

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

จำลองการตััด PCR product ของตััวอย่่างควบคุมบวก

ทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะชนิิดต่่างๆ ที่่�สามารถ

ใช้้ร่่วมกัันในการตััด PCR product แล้้วได้้จำนวนและ

ขนาดของชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�แตกต่่างกััน เพื่่�อให้้ได้้รููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ( DNA fragment band pattern) 

ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ที่่�แตกต่่างกัันอย่่างชััดเจน 

การเตรีียมตััวอย่่างควบคุุมบวกเพื่่�อหารููปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA 

	น ำตััวอย่่าง DNA ของตััวอย่่างควบคุุมบวกมา

ทดสอบด้้วยวิิธีี PCR ข้้างต้้น จากนั้้�นวััดความเข้้มข้้นของ 

PCR product ที่่�ได้้ด้้วยชุุดน้้ำยา Qubit™ dsDNA HS 

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

fluorometer (Invitrogen, USA) แล้้วนำ PCR product 

ไปทดสอบด้้วยวิิธีี RFLP โดยกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียว  

ใช้้ PCR product ปริิมาณ 500 ng และปรัับปริิมาตร

ของปฏิิกิิริิยา RFLP ด้้วย DNase/RNase-free distilled 

water จนครบ 25 µl สำหรัับกรณีีติิดเช้ื้�อร่่วม ทำการ

ผสม PCR product ของตััวอย่่างควบคุม 2 สปีชีีส์์ สปีชีีส์์ละ 

500 ng โดยผสม 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 ให้้เข้้ากััน ก่่อนนำไป 

ทดสอบด้้วยวิิธีี RFLP โดยปรัับปริิมาตรของปฏิิกิิริิยาด้้วย 

DNase/RNase-free distilled water จนครบ 25 µl 

วิิธีี Restriction fragment length polymorphism 

(RFLP)

	ตั ัด PCR product ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่� 

คััดเลืือกได้้ โดยเตรีียมส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา RFLP 

ปริิมาตร  25 µl ตามคำแนะนำของบริษััทผู้้�ผลิต ดัังนี้้� 10X 

Buffer 3.1 ปริิมาตร 2.5 µl, เอนไซม์ ApoI (10 units/µl) 

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

RNase-free distilled water 11.5 µl และ PCR product 

10 µl บ่่มที่่� 37°C นาน 15 นาทีี แล้้วบ่่มต่่อที่่� 50°C นาน 

15 นาทีี หยุุดปฏิิกิิริิยาด้้วยการบ่่มที่่� 80°C นาน 20 นาทีี  

ตรวจสอบ PCR product ที่่�ผ่่านการตััดด้้วยเอนไซม์์แล้้ว

ด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis บน 4% agarose gel 

โดยใช้้กระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์์ นาน 50 นาทีี จากนั้้�นย้้อม 

gel ด้ว้ย ethidium bromide แล้ว้นำไปวิเิคราะห์ร์ูปูแบบ

ของแถบชิ้้�นส่ว่น DNA ภายใต้แ้สง UV ด้ว้ยเครื่่�องถ่า่ยภาพ

แถบสารพัันธุุกรรมยี่่�ห้้อ WEALTEC รุ่่�น Dolphin-DOC 

(Wealtec Corp., USA) โดยเปรีียบเทีียบกัับ DNA 

marker ขนาด 50 bp  (New England Biolabs, USA) 
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การทดสอบตััวอย่่างด้้วยวิิธีี PCR-RFLP 

	น ำตััวอย่่าง DNA สำหรัับการทดสอบ จำนวน 102 

ตััวอย่่าง มาตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์ตามวิิธีี PCR และ 

RFLP ข้้างต้้น จากนั้้�นสุ่่�มตััวอย่่างที่่�พบรูปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA เหมืือนกัน รููปแบบละ 2 ตััวอย่่าง โดยใช้้วิิธีี

การเลืือกตััวอย่า่งแบบสะดวก (convenience sampling) 

เพื่่�อนำไปตรวจยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

การ ตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA 

	 ทำการเพิ่่�มปริิมาณ DNA ตามขั้้�นตอนของวิิธีี PCR 

ข้้างต้้น โดยปรัับปริิมาตรส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา PCR  

เป็็น 50 µl จากนั้้�นตััดแถบ DNA เป้้าหมายที่่�มีีขนาด

ประมาณ 802 bp จาก agarose gel เพื่่�อนำมาทำให้้

บริสุุทธิ์์�โดยใช้้ชุุดน้้ำยา GenepHlowTM Gel/PCR Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามขั้้�นตอนของ

บริิษััทผู้้�ผลิิต นำ DNA เป้้าหมายที่่�บริิสุุทธิ์์�มาตรวจหา 

ลำดับันิวิคลีโีอไทด์โ์ดยใช้ชุ้ดุน้้ำยา BigDyeTM Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit ( Thermo Fisher Scientific, 

USA) ร่่วมกัับเครื่่�องตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ยี่่�ห้้อ 

Applied Biosystems™ รุ่่�น ABI Prism 3130 Genetic 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific, USA) ตามขั้้�นตอน

ของบริิษััทผู้้�ผลิิต แล้้ววิิเคราะห์์ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วย

โปรแกรม BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) และ

ยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อโดยการตรวจสอบความเหมืือนของ

ลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ของตััวอย่่างที่่�ศึึกษากัับลำดัับนิวคลีีโอ

ไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ 

 Nucleotide BLAST ในเว็็บไซต์์ https://blast.ncbi.

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

ผลและวิิจารณ์์

ผลการออกแบบและทดสอบไพรเมอร์์

	 เมื่่�อใช้้โปรแกรมออนไลน์์ Primer-BLAST ตรวจ

สอบไพรเมอร์์ที่่�ได้้ดััดแปลงและออกแบบใหม่่ พบว่่า 

ไพรเมอร์์ทั้้�งสองเส้้นมีความจำเพาะต่่อเช้ื้�อที่่�ศึึกษาและ 

มีีค่่า Tm ใกล้้เคีียงกััน โดยคาดว่่าขนาด PCR product 

ของเช้ื้�อที่่�ศึึกษา มีีขนาด 802 bp (ตารางที่่� 1) ซึ่่�งมากกว่่า 

PCR product จากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) ที่่�มีีขนาด 530 bp ทำให้้สามารถเลืือกตำแหน่่ง

ของเอนไซม์์ตััดจำเพาะบนสาย PCR product ได้้มากขึ้้�น 

	 เมื่่�อทำการทดสอบตัวอย่่าง DNA ควบคุมบวก 

ของเช้ื้�อที่่�ทำการศึึกษาด้้วยวิิธีี PCR โดยใช้้ไพรเมอร์์ PLF 

และ PLR ทดสอบหาอุุณหภููมิิที่่�เหมาะสมในขั้้�นตอน 

annealing ในช่่วง 45-53°C พบว่่าสามารถตรวจหา DNA 

ของเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้ โดยปรากฏเป็็นแถบ DNA ชััดเจน

มากที่่�สุุดที่่�อุุณหภููมิิ  47°C จึึงเลืือกเป็็นอุณหภููมิิที่่� 

เหมาะสมที่่�สุุดสำหรัับปฏิิกิิริิยา PCR และพบแถบ PCR 

product ขนาดประมาณ 802 bp ซึ่่�งสอดคล้้องกัับขนาด 

PCR product ที่่�ตรวจสอบด้้วยโปรแกรมออนไลน์์  

Primer-BLAST จากผลการทดสอบแสดงให้้เห็็นว่่า 

ไพรเมอร์์ที่่�ดััดแปลงจากการศึึกษาของ Hellgren et al. 

(2004) และไพรเมอร์ท์ี่่�ออกแบบใหม่ ่สามารถตรวจหาเชื้้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ได้้

ผลการทดสอบความไวเชิิงวิิเคราะห์์และความจำเพาะ

เชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์

	 จากการทดสอบความไวเชิงิวิเิคราะห์ข์องไพรเมอร์์ 

 PLF และ PLR โดยการหาความเข้้มข้้นต่่ำสุุดของพลาสมิิด

ซึ่่�งมีี DNA เป้้าหมายของเช้ื้�อควบคุมบวกแต่่ละสปีีชีีส์์ที่่�

วิิธีี PCR สามารถตรวจพบได้้ พบว่่าความเข้้มข้้นต่่ำสุุดใน

การตรวจพบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 802 bp 

ของเช้ื้�อ P. gallinaceum และ P. juxtanucleare เท่่ากัับ 

102 copies/µl ในขณะที่่�ความเข้้มข้้นต่่ำสุุดในการตรวจ

พบแถบ PCR product ขนาดประมาณ 802 bp ของเชื้้�อ 

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

(รูปูที่่� 1) แสดงว่่าไพรเมอร์์ PLF และ PLR ที่่�ออกแบบมี

ความสามารถในการตรวจหา DNA ของเชื้้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare ได้้ดีีกว่่าเช้ื้�อ L. caulleryi และ 

L. sabrazesi 

ตารางที่่� 1 ผลการตรวจสอบไพรเมอร์์ที่่�ใช้้ในการศึึกษานี้้�ด้้วยโปรแกรม
ออนไลน์์ Primer-BLAST

 ไพรเมอร์ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5′- 3′) T
m
 (°C)

ขนาด PCR 
product 

(bp)

 PLF  CAACATATATTAAGAGAATTATGGAG 52
802

 PLR  GGTTTATATGTTCATTCTATGCTT 53
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รููปที่่� 1 แสดงความไวเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ในการทดสอบ DNA 
ของเช้ื้�อ P. gallinaceum (A), P. juxtanucleare (B), L. caulleryi 
(C) และ L. sabrazesi (D) ด้้วยวิิธีี PCR ที่่�ความเข้้มข้้นของพลาสมิด 
DNA ตั้้�งแต่่ 107 จนถึึง 10-1 copies/µl ตามลำดัับ โดย lane M คืือ 
DNA marker ขนาด 100 bp (Invitrogen, USA) และ lane Neg คืือ 
ตััวอย่่างควบคุมลบ

รููปที่่� 2 แสดงความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของไพรเมอร์์ในการทดสอบ
ตััวอย่่าง DNA ของเช้ื้�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) และตััวอย่่าง 
DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเชื้้�อปรสิิต (lane 9 และ 10) โดย  
lane M คืือ DNA marker ขนาด 100 bp (Invitrogen, USA) และ 
lane Neg คืือ ตััวอย่่างควบคุมลบ

	 สำหรับัการทดสอบความจำเพาะเชิงิวิเิคราะห์ข์อง

ไพรเมอร์ ์PLF และ PLR  พบว่า่ตัวัอย่า่ง DNA ควบคุมุบวก

ของเชื้้�อทั้้�ง 4 สปีชีีสี์ ์ให้ผ้ลบวก โดยพบแถบ PCR product 

ขนาดประมาณ 802 bp ในขณะที่่�ตััวอย่่าง DNA จากเชื้้�อ 

Microfilaria และเชื้้�อ Trypanosoma spp. รวมถึึงตัวัอย่า่ง 

DNA ของเลืือดไก่่ที่่�ปราศจากเช้ื้�อปรสิิต ให้้ผลลบ (รููปที่่� 2)

รููปที่่� 3 แสดงตำแหน่่งตััดจำเพาะของเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI  
และ EcoRV บนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของ PCR product ของเช้ื้�อ  
P. gallinaceum (I), P. juxtanucleare (II), L. caulleryi (III) และ 
L. sabrazesi (IV) จากการวิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter 
V2.0

ตารางที่่� 2 แสดงจำนวนและขนาดของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของเชื้้�อที่่�
ศึึกษา ซึ่่�งได้้จากการตััด PCR product ด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI 
และ EcoRV โดยใช้้โปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter V2.0 และเทคนิิค 
gel electrophoresis

เชื้อ

แถบชิ้นส่วน DNA

รูป
แบบ

NEBcutter Gel electrophoresis

จำ�นวน 
(แถบ)

ขนาด 
(bp)

จำ�นวน 
(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 = แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 149 bp ชิิดกัับแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 143 bp
b = แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 66 bp ชิิดกัับแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 49 bp

ผลการคััดเลืือกเอนไซม์์ตััดจำเพาะ

	 จากการคััดเลืือกเอนไซม์ต์ัดัจำเพาะโดยการจำลอง

การตััด PCR product ของตััวอย่่างควบคุุมบวกทั้้�ง 4 

สปีีชีีส์์ที่่�ความยาว 802 bp ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์  

NEBcutter V2.0 พบว่่าเอนไซม์์ตััดจำเพาะที่่�เหมาะสม 

คืือ เอนไซม์์ ApoI และ EcoRV (รููปที่่� 3) โดยเอนไซม์์ 

ApoI มีตีำแหน่ง่ตัดัจำเพาะ 2 ตำแหน่ง่บนสายนิวิคลีโีอไทด์์

ของ PCR product ของเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ ซึ่่�งเช้ื้�อ  

P. gallinaceum และ L. caulleryi มีตีำแหน่ง่ตัดัจำเพาะ

ที่่�เหมืือนกัน ส่่วนเอนไซม์์ EcoRV มีีตำแหน่่งตััดจำเพาะ 

2 ตำแหน่่งบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อ P. gallinaceum 

และ P. juxtanucleare และมีีตำแหน่่งตััดจำเพาะ 1 

ตำแหน่่งบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อ L. caulleryi  

แต่่ไม่่พบตำแหน่่งตััดจำเพาะบนสายนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ 

L. sabrazesi นอกจากนี้้�เอนไซม์์ทั้้�ง 2 ชนิิดยังใช้้ Buffer 

3.1 ซึ่่�งเป็็นส่่วนผสมของปฏิิกิิริิยา RFLP เหมืือนกััน ทำให้้

สามารถใช้้เอนไซม์์ทั้้�ง 2 ชนิิดร่่วมกัันในการตััด PCR 

product ช่่วยลดขั้้�นตอนการปฏิิบััติิงาน โดยผลการ

วิิ เคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์พบว่่าเชื้้�อที่่�ศึึกษา 

มีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 รููปแบบ 

แตกต่่างกััน คืือ รููปแบบ I–IV (ตารางที่่� 2) ทำให้้สามารถ

จำแนกเชื้้�อในระดัับสปีชีีส์์ซึ่่�งแตกต่่างจากการศึึกษาของ 

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

I

II

IV

III
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รููปที่่� 4 รููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เกิิดจากการใช้้เอนไซม์์ตััด
จำเพาะ ApoI และ EcoRV ตััด PCR product ของเชื้�อ ในกรณีีการติิด
เชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียวของเช้ื้�อ P. gallinaceum (PG), P. juxtanucleare 
(PJ), L. caulleryi (LC) และ L. sabrazesi (LS) และในกรณีีการติิด
เชื้้�อร่่วมระหว่่างเช้ื้�อ PG กัับ PJ, PG กัับ LC, PG กัับ LS, PJ กัับ LC, 
PJ กัับ LS และ LC กัับ LS ตามลำดัับ โดยเปรีียบเทีียบขนาดของแถบ
กัับ DNA marker ขนาด 50 bp (New England Biolabs, USA) (M) 
และ PCR product ของเช้ื้�อ P. gallinaceum ขนาด 802 bp ซึ่่�งไม่่
ได้้ถููกตััดด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ (U) 

ที่่�นำไพรเมอร์์ซ่ึ่�งออกแบบโดย Hellgren et al. (2004) 

มาใช้้ในการพััฒนาวิิธีี PCR-RFLP สำหรัับจำแนกเชื้้�อใน

ระดัับจีีนััส โดย Cosgrove et al. (2006) ใช้้เอนไซม์์  

Nco I และ EcoRV ในการจำแนกระหว่่างเช้ื้�อจีีนััส  

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที่่�พบ

ในเลืือดนก blue tits (Cyanistes caeruleus) ส่่วน 

Kistler et al. (2013) ใช้้เอนไซม์์ EcoRV ในการจำแนก

ระหว่่างเช้ื้�อจีนีัสั Plasmodium spp. และ Haemoproteus 

spp. ที่่�พบในเลืือดนกป่่า

	ส ำหรัับผลการใช้้เอนไซม์์ ApoI และ EcoRV 

ทดสอบตััวอย่่าง DNA ควบคุุมบวกของเชื้้�อที่่�ศึึกษา 

ด้้วยวิิธีี PCR-RFLP และวิิเคราะห์์ผลด้้วยเทคนิิค gel 

electrophoresis (ตารางที่่� 2 และรููปที่่� 4) พบว่่าจำนวน

แถบชิ้้�นส่่วน DNA ของเช้ื้�อที่่�ปรากฏบน agarose gel  

มีีจำนวนน้้อยกว่่าจำนวนแถบชิ้้�นส่่วนที่่� ได้้จากการ

วิิเคราะห์์ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ NEBcutter V2.0  

ซึ่่�งเกิิดจาก 2 สาเหตุุ คืือ แถบชิ้้�นส่่วน DNA มีีขนาดเล็็ก 

และแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�มีีขนาดใกล้้เคีียงกัันอยู่่�ชิดกัน 

โดยสาเหตุุแรก พบในกรณีีของเช้ื้�อ P. gallinaceum 

และ L. caulleryi เมื่่�อตััด PCR product ด้้วยเอนไซม์ ์

ApoI และ EcoRV แล้้วได้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาดเล็็ก

ประมาณ 25 bp ทำให้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ปรากฏบน 

agarose gel คล้้ายแถบ primer-dimer และจางมากจน

ไม่่สามารถสัังเกตเห็็นได้้ สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ 

Beadell and Fleischer (2005) ที่่�จำแนกเชื้้�อจีีนััส 

Plasmodium spp., Haemoproteus spp. และ  

Leucocytozoon spp. ด้้วยเอนไซม์ XmnI และ XbaI แล้้ว 

ได้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด 39 bp ซึ่่�งมีีขนาดเล็็กและ

จางมากเช่่นเดีียวกััน ส่่วนสาเหตุุที่่�สอง พบในกรณีีของ

เชื้้�อ P. gallinaceum โดยแถบชิ้้�นส่่วน DNA ขนาด  

149 bp อยู่่�ชิดกัับแถบขนาด 143 bp และในกรณีีของ

เชื้้�อ P. juxtanucleare โดยแถบขนาด 66 bp อยู่่�ชิดกับ

แถบขนาด 49 bp ทำให้้แถบชิ้้�นส่่วน DNA ปรากฏบน 

agarose gel เหมืือนเป็็นแถบเดีียวกัันซึ่่�งปรากฏเป็็นแถบ

สีีเข้้มและมีีความกว้้างกว่่าแถบของชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เป็็น

แถบชิ้้�นเดีียว จากผลการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีี  

PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�นสามารถนำมาใช้้ในการจำแนก

เชื้้�อทั้้�งในกรณีีติิดเชื้้�อสปีีชีีส์์เดีียวและกรณีีติิดเชื้้�อร่่วม  

ถึึงแม้้ว่่าผลการวิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค gel electrophoresis 

ของการศึึกษานี้้�ไม่่สามารถสัังเกตเห็็นแถบชิ้้�นส่่วน DNA 

ขนาดเล็็ก และพบว่่ามีีแถบชิ้้�นส่่วน DNA อยู่่�ชิดกััน แต่่

แถบชิ้้�นส่่วน DNA อื่่�นที่่�ปรากฏบน agarose gel ของเชื้้�อ

แต่่ละสปีีชีีส์์มีีจำนวนและขนาดแตกต่่างกััน ทำให้้ยัังคง

สามารถจำแนกเช้ื้�อทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้ 

	น อกจากนี้้�เมื่่�อทำการจำลองการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

ระหว่่างเชื้้�อ 2 สปีีชีีส์์ โดยการผสมตััวอย่่าง DNA ควบคุุม

บวก แล้้วนำมาทดสอบด้้วยวิิธีี PCR-RFLP พบว่่ารููปแบบ

ของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�เกิิดขึ้้�นจากการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

แบบต่่าง ๆ มีีลัักษณะเฉพาะ (รููปที่่� 4) ทำให้้สามารถ

จำแนกสปีีชีีส์์ของเชื้้�อในตัวอย่่างเลืือดไก่่ที่่�มีีการติิดเชื้้�อ

ร่่วมกัันได้้ โดยไม่่ต้้องผ่่านขั้้�นตอนการโคลนนิ่่�งและ 

การตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ ซึ่่�งเป็็นการลดขั้้�นตอน 

ระยะเวลา และค่่าใช้้จ่่ายในการทดสอบ สอดคล้้องกัับ

การศึึกษาของ Kistler et al. (2013) ซึ่่�งรายงานว่่าวิิธีี 

PCR-RFLP สามารถจำแนกเชื้้�อในกรณีีการติิดเชื้้�อร่่วมกััน

ในระดัับจีีนััสระหว่่างเชื้้�อ Plasmodium spp. และ 

Haemoproteus spp. ได้้โดยไม่่ต้้องผ่่านขั้้�นตอนการ

โคลนนิ่่�งและการตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

ผลการทดสอบตััวอย่่างด้้วยวิิธีี PCR-RFLP

	 เมื่่�อทดสอบตัวอย่่าง DNA จากเลืือดไก่่ จำนวน 

102 ตััวอย่่าง ด้้วยวิิธีี PCR-RFLP สามารถจำแนกตััวอย่่าง

ได้้ในระดัับสปีีชีีส์์ (ตารางที่่� 3) โดยกรณีีตััวอย่่างติิดเช้ื้�อ
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สปีีชีีส์์เดีียว พบรูปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 

รููปแบบ โดยแบ่่งเป็็น รููปแบบ I (12 ตััวอย่่าง), รููปแบบ 

II (38 ตััวอย่่าง), รููปแบบ III (3 ตััวอย่่าง) และรููปแบบ 

IV (38 ตััวอย่่าง) ซึ่่�งเป็็นรููปแบบที่่�ตรงกัับรูปแบบของ

ตััวอย่่างควบคุมบวกของเช้ื้�อ P. gall inaceum ,  

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 และรููปที่่� 4 จาก 

ผลการทดสอบแสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีี PCR-RFLP ให้้ผล

สอดคล้้องกัับผลการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ อย่่างไร

ก็็ตามการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ไม่่ได้้จำแนกเชื้้�อ  

Plasmodium spp. ในระดัับสปีีชีีส์์ เนื่่�องจากเชื้้�อ  

P. gallinaceum และ P. juxtanucleare มีีลัักษณะ 

ใกล้้เคีียงกัันมาก ต่่างกัันที่่�เชื้้�อ P. juxtanucleare  

มัักจะอยู่่�ติิดกับนิวเคลีียสของเม็็ดเลืือดแดงไก่่ และขนาด

ของ gametocyte มัักจะเล็็กกว่่านิิว เคลีียสของ 

เม็็ดเลืือดแดงไก่่ แต่่ปริิมาณ gametocyte ของเช้ื้�อ  

P. juxtanucleae ในเลืือดมีน้้อย (Valkiunas, 2004)  

จึึงทำให้้ยากต่่อการจำแนกระหว่่างเชื้้�อ 2 สปีีชีีส์์นี้้� 

นอกจากนี้้�การติิดเชื้้�อทั้้� ง 2 สปีีชีีส์์  สามารถใช้้ยา  

chloroquine ในการรัักษาเหมืือนกัน (ปิิยนุุช และคณะ, 

2542; Silveira et al., 2009) จึึงรายงานผลการจำแนก

เชื้้�อ Plasmodium spp. เพีียงระดัับจีีนััสจากการตรวจ

ด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์

	ส ำหรัับตัวอย่่างที่่�พบการติิดเช้ื้�อร่่วมระหว่่างเช้ื้�อ 

Plasmodium spp. กัับ Leucocytozoon spp. ด้้วย

วิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ จำนวน 11 ตััวอย่่าง พบว่่าวิิธีี  

PCR-RFLP สามารถตรวจหาและจำแนกเช้ื้�อได้้ผล

สอดคล้้องกัับผลการตรวจด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์  

จำนวน 10 ตััวอย่่าง มีีเพีียง 1 ตััวอย่่างที่่�ให้้ผลไม่่

สอดคล้้ อ ง โ ดย เป็็ นตัวอย่่ า งที่่� ใ ห้้ ผ ลบวกต่่ อ เ ชื้้� อ  

Plasmodium spp. และ L. sabrazesi จากการตรวจ

ด้้วยวิิธีีกล้้องจุุลทรรศน์์ แต่่พบว่่าให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ  

P. juxtanucleare เพีียงเชื้้�อเดีียวเมื่่�อตรวจด้้วยวิิธีี  

PCR-RFLP และยืืนยันสปีีชีีส์์เชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA แล้้ว ซึ่่�งอาจเป็็นเพราะ

ปริิมาณเช้ื้�อ L. sabrazesi ในตััวอย่่างเลืือดต่่ำกว่่า 

ปริิมาณเช้ื้�อต่่ำสุุดที่่�วิิธีี PCR-RFLP สามารถตรวจหาได้้ที่่�

ความเข้้มข้้นต่่ำสุุด 103 copies/µl

ตารางที่่� 3 เปรีียบเทีียบผลการจำแนกเช้ื้�อ Plasmodium spp. และ
เชื้้�อ Leucocytozoon spp. ระหว่่างวิิธีีการตรวจหาเช้ื้�อภายใต้้
กล้้องจุุลทรรศน์์และวิิธีี PCR-RFLP

เชื้อที่ตรวจพบ
จำ�นวนตัวอย่างที่ตรวจพบ

กล้องจุลทรรศน์ PCR-RFLP

กรณีติดเชื้อสปีชีส์เดียว 

Plasmodium spp. 50 −*

P. gallinaceum −† 12

P. juxtanucleare −† 39

L. caulleryi 3 3

L. sabrazesi 38 38

กรณีติดเชื้อร่วม 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. 11 −*

P. gallinaceum และ L. sabrazesi −† 2

P. juxtanucleare และ L. caulleryi −† 1

P. juxtanucleare และ L. sabrazesi −† 7

                                            รวม 102 102

† = ผลการตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ไม่่ได้้ระบุุสปีีชีีส์์ ของเช้ื้�อ
* = ผลการตรวจด้้วยวิิธี ีPCR-RFLP ระบุุเชื้้�อในระดัับสปีชีีส์์ จึึงไม่่แสดงผลในระดัับจีนััส

 ผลการ ตรวจยืืนยัันสปีีชีีส์์ของเชื้้�อด้้วยวิิธีีการตรวจหา 

ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ DNA

	 เมื่่�อสุ่่�มตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่่อวิิธีี PCR-RFLP และ

มีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA เหมืือนรูปแบบของแถบ

ชิ้้�นส่่วน DNA ของตััวอย่่างควบคุมบวกของเช้ื้�อทั้้�ง 4  

รููปแบบ รููปแบบละ 2 ตััวอย่่าง รวมจำนวน 8 ตััวอย่่าง 

มาตรวจยืืนยันสปีชีีีส์ด์้ว้ยวิิธีกีารตรวจหาลำดัับนิวคลีีโอไทด์์

ของ PCR product แล้้วนำลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ขนาด  

752 bp (ไม่่รวมไพรเมอร์์) ไปเปรีียบเทีียบกับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ในฐานข้้อมููลของ GenBank โดยใช้้โปรแกรม

ออนไลน์์ Nucleotide BLAST พบว่่าลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ของตััวอย่่าง DNA ทั้้�ง 8 ตััวอย่่าง เหมืือนกับลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ในฐานข้้อมููล โดยมีี

เปอร์์เซ็็นต์์ความเหมืือน (% identity) อยู่่�ในช่่วง 95.35-

100% (ตารางที่่� 4) ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่าผลการตรวจยืืนยััน

สปีีชีีส์์สอดคล้้องกัับรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของ

เชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์ ทั้้�งนี้้�ได้้นำข้้อมููลลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ

เชื้้�อทั้้�ง 8 ตััวอย่่าง ไปรายงานลงในฐานข้้อมููลของ DNA 

Data Bank of Japan (DDBJ, 2022) และได้้รับั accession 

number LC713395-LC713402
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ตารางที่่� 4 ผลการยืืนยันสปีีชีีส์์จากรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA ของ

ตััวอย่่างทดสอบ โดยการตรวจสอบความเหมืือนกับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์

ในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วยโปรแกรมออนไลน์์ Nucleotide 

BLAST 

ตัวอย่าง
ท่ี

รูปแบบ สปีชีส ์
(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

แม่่นยำ โดยมีีรููปแบบของแถบชิ้้�นส่่วน DNA จำนวน 4 

รููปแบบ ซึ่่�งเป็็นรููปแบบที่่�เฉพาะของเชื้้�อแต่่ละสปีีชีีส์์  

อีีกทั้้� งวิิธีีนี้้� ยัั ง เป็็นวิธีีที่่�ประหยััดและเหมาะสำหรัับ 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขาดแคลนผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�มีีความชำนาญ

และประสบการณ์์ในการจำแนกเช้ื้�อด้้วยวิิธีีกล้้อง 

จุุลทรรศน์์ และไม่่มีีเครื่่�องตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ 

นอกจากนี้้�การศึึกษาดัังกล่่าวยัังเป็็นแนวทางในการพััฒนา

วิิธีี PCR-RFLP โดยอาจเลืือกใช้้เอนไซม์์ตััดจำเพาะชนิิด

อื่่�นที่่� เหมาะสมสำหรัับตรวจหาและจำแนกสปีีชีีส์์อื่่�น 

ที่่�มีีรายงานพบในไก่่ เช่่น เช้ื้�อ P. relictum และ  

L. schoutedeni เป็น็ต้น้ เพื่่�อเป็น็การเฝ้า้ระวังัการเกิดิโรค

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุุณศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบนที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์

เชื้้�อ L. caulleryi (LC505517) และขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�

กลุ่่�มปรสิิตวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิทุุกท่่านที่่�

ให้้ความร่่วมมืือและช่่วยเหลืือในการดำเนิินการศึึกษานี้้�

เอกสารอ้้างอิิง

ปิิยนุุช ประสิิทธิิรััตน์์ ชััยศิิริิ มหัันชัยสกุล ทััศนีย์์ ชมภููจัันทร์์ กิ่่�งดาว  

หมอแก้้ว และอนุุชา สุุขรื่่�น. 2542. ผลของการใช้้ยาคลอโรควิิน

และด๊๊อกซีีไซคลิินรักษาโรคมาลาเรีียในไก่่เน้ื้�อ. การประชุุม
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	วิ ิธีี PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษาครั้้�งนี้้�สามารถ

ตรวจหาเช้ื้�อ Plasmodium spp. และเช้ื้�อ Leucocytozoon 

spp. ได้้ และเมื่่�อนำวิิธีี PCR มาใช้้ร่่วมกัับวิิธีี RFLP ซึ่่�ง

เป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้ในการจำแนกชนิิดเชื้้�อ ทำให้้สามารถ

จำแนกเช้ื้�อได้้ถึึง 4 สปีีชีีส์์ ทั้้�งในกรณีีติิดเช้ื้�อสปีีชีีส์์เดีียว

และกรณีีติิดเชื้้�อร่่วม ซึ่่�งรายงานการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�  

เช่่น การศึึกษาของ Beadell and Fleischer (2005), 

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

เป็น็การศึึกษาเพื่่�อจำแนกเช้ื้�อดังักล่า่วในระดัับจีนีัสัเท่า่นั้้�น 

การศึึกษานี้้�จึึงเป็็นการพััฒนาวิธิี ีPCR-RFLP เพื่่�อจำแนกเช้ื้�อ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ที่่�มีี

รายงานพบในไก่ใ่นประเทศไทยในระดับัสปีชีีสี์เ์ป็น็ครั้้�งแรก 

ซึ่่�งสามารถนำวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�ไปตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ

ทั้้�ง 4 สปีีชีีส์์ได้้อย่่างรวดเร็็ว ถููกต้้อง และแม่่นยำ ซึ่่�งเป็็น

ประโยชน์์ต่่อการเลืือกใช้้ยาที่่�เหมาะสม เพื่่�อให้้สามารถ

รัักษาโรคได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ

สรุุปผลและข้้อเสนอแนะ

	 การศึึกษานี้้�พบว่่าวิิธีี PCR-RFLP ที่่�พััฒนาขึ้้�น 

โดยอาศััยยีีน cyt b และเอนไซม์์ตััดจำเพาะ ApoI และ 

EcoRV สามารถตรวจหาและจำแนกเชื้้�อ P. gallinaceum, 

P. juxtanucleare, L. caulleryi และ L. sabrazesi  

ที่่�พบในตััวอย่่างเลืือดไก่่ในประเทศไทยได้้อย่่างถููกต้้อง
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