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Abstract

 Background: Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp., parasites identified within the blood of 

chickens, are associated with potential disease transmission through insects. The impact of infections 

leads to significant economic losses within the poultry farming sector. This study aimed to investigate 

the prevalence and molecular biology characterization of Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. in 

native chicken populations raised in the upper northern region of Thailand. 

 Method: A total of 400 blood samples from chickens were collected across four provinces as 

Chiang Mai, Chiang Rai, Phayao, and Nan. Blood samples were examined through both stained thin smear 

and multiplex PCR techniques. After obtaining positive results from multiplex PCR, nucleotide  

sequences were carried out on a randomly selected of 28 samples. A phylogenetic tree was  

constructed by analyzing the cox3 gene from both Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp., with 

samples obtained from the GenBank database. The agreement between these two testing methods was 

assessed by Kappa statistic and analyzed the molecular biology of the nucleotide sequences and  

genetic relationships of the detected parasites.

 Result: The findings of this study revealed an 88.8% prevalence of parasites in the blood of native 

chickens by multiplex PCR. The breakdown of parasite prevalence included L. sabrazesi at 79%,  

P. juxtanucleare at 73%, P. gallinaceum at 6%, and L. caulleryi at 2%. The prevalence by province  

revealed rates of 97.5% in Nan, 92% in Chiang Mai, 85.7% in Chiang Rai, and 64% in Phayao. The  

agreement values   of both methods were at a substantial level. When studying molecular biological 

characteristics among the organisms, it was found that L. sabrazesi has higher genetic diversity than the 

other parasites. 

 Conclusion: Plasmodium and Leucocytozoon infections were found in the blood of native  

chickens in the upper northern region at high levels. Implementing strategic measures, such as  

promoting improved standards in poultry farming, offering guidance on correct farming and management 

practices, and controlling disease-carrying insects, is crucial to prevent and manage blood parasite  

infections in native chickens.

Keywords: Prevalence, Molecular Characterization, Plasmodium, Leucocytozoon, Native Chickens

National Institute of Animal Health, Department of Livestock Development, 50/2 Phahonyothin Road, Lat Yao, Chatuchak, Bangkok, 10900 

*Corresponding Author: Tel. 0 2579 8911  k_unjit@hotmail.com

Received: 28 May 2024

Revised: 20 June 2024

Accepted: 27 June 2024



2
สัตวแพทยสาร ปีที่ 75 เล่มที่ 1

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

ความชุุก และลักษณะทางอณูชุีววิทยาของ เชุ้�อพลาสโมเดีียมและลิวโคไซโตซูนในไก่พ้�นเม้อง

ในพ้�นที�ภาคเหน้อตอนบนของประเทศไทย

กิิตติชััย อุ่่�นจิิต* มััญชัรีี ทััตติยพงศ์์ จิันทัรีา วััฒนะเมัธานนทั์ ทัิพย์กิัญญา อุ่มัรีชััยสุ่วัรีรีณ  

กิิ�งดาวั หมัอุ่แกิ้วั  ทัวัีวััฒน์ ดีมัะกิารี

บทคัดีย่อ

 ที�มาของการศึกษา: เช้ั�อุ่พลาสุโมัเดยีมั (Plasmodium spp.) และลิวัโคไซโตซนู (Leucocytozoon spp.) เป็น็ป็รีสิุต

ทัี�พบในเล้อุ่ดไกิ� มัีแมัลงเป็็นพาหะนำโรีค ไกิ�ทัี�ติดเชั้�อุ่กิ�อุ่ให้เกิิดควัามัสุูญเสุียทัางเศ์รีษฐกิิจิแกิ�เกิษตรีกิรีผูู้้เลี�ยงเป็็นอุ่ย�างมัากิ 

กิารีศึ์กิษาครีั�งนี�มัีวััตถุ่ป็รีะสุงค์เพ้�อุ่ศึ์กิษาควัามัชั่กิและลักิษณะทัางอุ่ณูชัีวัวิัทัยาขอุ่งเชั้�อุ่ Plasmodium spp. และ  

Leucocytozoon spp. ในไกิ�พ้�นเมั้อุ่งในพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่ตอุ่นบนขอุ่งป็รีะเทัศ์ไทัย

 วิธีีการ: เกิ็บตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ดไกิ� 400 ตัวัอุ่ย�าง ในพ้�นทัี� 4 จิังหวััดได้แกิ� เชัียงใหมั� เชัียงรีาย พะเยา และน�าน นำเล้อุ่ดมัา

ตรีวัจิหาเชั้�อุ่ป็รีสุิตโดยวัิธี stained thin smear และ multiplex PCR จิากินั�นสุ่�มัตัวัอุ่ย�างทัี�ให้ผู้ลบวักิด้วัย multiplex PCR 

จิำนวัน 28 ตัวัอุ่ย�าง มัาตรีวัจิหาลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์และสุรี้าง phylogenetic tree โดยอุ่าศ์ัยยีน cox3 ขอุ่งเชั้�อุ่  

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. รี�วัมักิับตัวัอุ่ย�างจิากิฐานข้อุ่มัูล GenBank จิากินั�นวัิเครีาะห์หาค�า 

ควัามัชัก่ิ ลกัิษณะทัางอุ่ณูชัวีัวิัทัยา รีวัมัถึุงควัามัสัุมัพันธ์ทัางพันธก่ิรีรีมัขอุ่งเช้ั�อุ่ทัี�ตรีวัจิพบ และวิัเครีาะห์หาค�าควัามัสุอุ่ดคล้อุ่ง

ขอุ่งกิารีตรีวัจิทัั�งสุอุ่งวัิธีโดยสุถุิติ Kappa 

 ผลการศึกษา: ควัามัชั่กิขอุ่งป็รีสุิตในเล้อุ่ดไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง โดยวัิธี multiplex PCR สุูง 88.8% โดยควัามัชั่กิขอุ่งป็รีสุิต

แต�ละชันิดพบ L. sabrazesi 79% P. juxtanucleare 73% P. gallinaceum 6% และ L. caulleryi 2% ควัามัชั่กิขอุ่ง

ป็รีสุิตจิากิจิังหวััดน�าน 97.5% เชัียงใหมั� 92% เชัียงรีาย 85.7% และพะเยา 64% ค�าควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งกิารีตรีวัจิทัั�งสุอุ่ง

วัิธีอุ่ยู�ในรีะดับดี เมั้�อุ่ศึ์กิษาลักิษณะทัางอุ่ณูชัีวัวิัทัยาขอุ่งเช้ั�อุ่ พบ L. sabrazesi มัีควัามัหลากิหลายทัางพันธ่กิรีรีมัสูุงกิวั�า 

เชั้�อุ่ป็รีสุิตชันิดอุ่้�น

 สรุป: กิารีติดเชั้�อุ่ Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ในเล้อุ่ดไกิ�พ้�นเมั้อุ่งในพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่ตอุ่นบน

พบในรีะดับสุูง ดังนั�นควัรีมัีมัาตรีกิารีในกิารีควับค่มัและป็้อุ่งกิันกิารีติดเชั้�อุ่ป็รีสุิตในเล้อุ่ดไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง โดยสุ�งเสุรีิมักิารีเลี�ยงให้

ไดม้ัาตรีฐาน กิารีใหค้วัามัรีูแ้ละคำแนะนำแกิ�เกิษตรีกิรีให้มัรีีะบบกิารีเลี�ยงและกิารีจัิดกิารีทัี�ถุกูิตอุ้่ง รีวัมัทัั�งควับคม่ัแมัลงพาหะ 

เพ้�อุ่เป็็นแนวัทัางในกิารีลดอุ่่บัติกิารีณ์ขอุ่งโรีค 

คำสำคัญ: ควัามัชั่กิ ลักิษณะทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยา พลาสุโมัเดียมั ลิวัโคไซโตซูน ไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง
สุถุาบันสุ่ขภาพสุัตวั์แห�งชัาติ กิรีมัป็ศ์่สุัตวั์ 50/2 ถุนนพหลโยธิน แขวังลาดยาวั เขตจิต่จิักิรี กิรี่งเทัพฯ 10900 

*ผูู้้รีับผู้ิดชัอุ่บบทัควัามั: โทัรี. 0 2579 8911  k_unjit@hotmail.com
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บทนำ

 โรีคติดเช้ั�อุ่พลาสุโมัเดียมั (Plasmodium spp.)  

และเชั้�อุ่ลิวัโคไซโตซูน (Leucocytozoon spp.) เป็็นโรีค 

ทัี�มัีแมัลงเป็็นพาหะนำโรีค (vector borne disease)  

โดยเชั้�อุ่ทัั�ง 2 ชันิดเป็็นเชั้�อุ่โป็รีโตซัวัทัี�อุ่ยู�ใน order 

Haemospororida และต้อุ่งกิารีโฮสุต์ทัี�มัีกิรีะดูกิสุันหลัง 

เชั�น สุัตวั์ป็ีกิ และโฮสุต์ทีั�ไมั�มัีกิรีะดูกิสัุนหลัง เชั�น แมัลง 

ดูดเล้อุ่ด โดยเชั้�อุ่ Plasmodium spp. มัีย่งเป็็นพาหะ 

นำโรีค ได้แกิ� ย่งในสุกิ่ล Aedes spp. Culex spp. และ 

Anopheles spp. สุ�วันเชั้�อุ่ Leucocytozoon spp. มัีรีิ�น 

(Culicoides spp.) เป็็นพาหะทัี�สุำคัญในกิารีนำโรีค โดย

เชั้�อุ่ทัี��มัรีีายงานพบในป็รีะเทัศ์ไทัย ได้้แกิ�� P. gallinaceum 

(Pattaradilokrat et al., 2015) P. juxtanucleare 

(Tattiyapong et al., 2016) L. caulleryi (Pohuang  

et al., 2021) และ L. sabrazesi (พััชัรีาภรีณ์์ และคณะ, 

2560) ซึ�งเช้ั�อุ่เหล�านี�พบได้บ�อุ่ยและกิ�อุ่ให้เกิิดควัามั 

สุญูเสีุยทัางเศ์รีษฐกิจิิแกิ�เกิษตรีกิรีผูู้้เลี�ยงไกิ� (มัานพ, 2545) 

เ น้� อุ่ งจิากิเชั้� อุ่มัี รีะยะทัี� อุ่าศ์ั ยอุ่ยู� ใน เมั็ ด เล้ อุ่ดแดง 

(erythrocytic stage) ทัำให้เกิิดกิารีทัำลายเมั็ดเล้อุ่ดแดง 

นำไป็สูุ�ภาวัะโลหิตจิาง และรีะยะทัี�อุ่ยู�นอุ่กิเมั็ดเล้อุ่ดแดง 

(exoerythrocytic stage) จิะเกิิดกิารีแบ�งตัวัเพิ�มัจิำนวัน

ขอุ่งเชั้�อุ่ภายในเสุ้นเล้อุ่ดฝอุ่ยขอุ่งอุ่วััยวัะ เกิิดกิารีทัำลาย

อุ่วััยวัะต�าง ๆ โดยเฉพาะในตับ (มัานพ, 2545) ไกิ�อุ่าจิ 

ไมั�แสุดงอุ่ากิารี หรี้อุ่แสุดงอุ่ากิารี เชั�น น�ำหนักิลด ผู้อุ่มั 

มัีไข้ ไมั�มีัแรีง อุ่่จิจิารีะรี�วัง ในกิรีณีติดเชั้�อุ่รี่นแรีงไกิ�จิะมีั

อุ่ากิารีชัักิ หงอุ่นซีด และตายได้ ไกิ�ทัี�ไมั�แสุดงอุ่ากิารีอุ่าจิ

เป็็นตัวัอุ่มัโรีคไป็สุู�ไกิ�ตัวัอุ่้�นผู้�านแมัลงพาหะ กิารีตรีวัจิ

วันิจิิฉยัเพ้�อุ่หาเชั้�อุ่โป็รีโตซวััในเลอุ้่ดทัำโดยวัธิ ีstained thin 

smear ซึ�งเป็น็วัธิมีัาตรีฐาน (Permin and Hanson, 1998) 

แต�ถุ้าสุัตวั์ติดเชั้�อุ่ในรีะยะแรีกิ อุ่าจิตรีวัจิหาเชั้�อุ่ไมั�พบ

เน้�อุ่งจิากิเชั้�อุ่มัีป็รีิมัาณน้อุ่ย และกิารีจิำแนกิเชั้�อุ่ทัั�ง 2 ชันิด

อุ่อุ่กิจิากิกิันทัำได้ยากิ กิารีนำเทัคนิคทัางอุ่ณูชีัวัวัิทัยา 

มัาชั�วัยตรีวัจิหาสุารีพันธ่กิรีรีมัขอุ่งเชั้�อุ่จึิงเป็็นอีุ่กิวิัธีหนึ�ง 

ทัี�นำมัาใชั้เพ้�อุ่ให้กิารีตรีวัจิมัีควัามัถุูกิต้อุ่งยิ�งขึ�น ในป็ัจิจิ่บัน

มัีกิารีนำเทัคนิค PCR (Bensch et al., 2000) Nested 

PCR (Hellgren et al., 2004) และ multiplex PCR  

(Xuan et al., 2021) มัาชั�วัยในกิารีตรีวัจิวัินิจิฉัย ซึ�งนิยมั

ใชั้ยีน cytochrome b (cytb) ในกิารีศ์ึกิษา (Clark et al., 

2014) แต�จิากิกิารีศ์ึกิษาขอุ่ง Zhao et al. (2016) พบวั�า

ยีน cytochrome c oxidase subunit III (cox3) มัีควัามั

จิำเพาะต�อุ่ Leucocytozoon spp. มัากิกิวั�ายีน cytb  

กิารีศึ์กิษาขอุ่ง Xuan et al. (2021) จิึงได้พัฒนาวิัธี 

multiplex PCR โดยอุ่อุ่กิแบบ primer ทัี�จิำเพาะต�อุ่ยีน 
cox3 ทัำให้สุามัารีถุตรีวัจิหาสุารีพันธ่กิรีรีมัขอุ่งเช้ั�อุ่  

P. gallinaceum P. juxtanucleare L. sabrazesi และ 

L. caulleryi ได้ในป็ฏิิกิิริียาเดียวั นอุ่กิจิากินี�เทัคนิคทัาง 

อุ่ณูชัีวัวิัทัยายังมีัสุ�วันชั�วัยในกิารีศึ์กิษาควัามัหลากิหลาย

และหาควัามัสุัมัพันธ์ขอุ่งเช้ั�อุ่ จิากิกิารีนำข้อุ่มัูลลำดับ 

นิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่งเชั้�อุ่ทัี�ศ์ึกิษามัาเป็รีียบเทัียบกิับเชั้�อุ่ในฐาน

ข้อุ่มูัล GenBank ไกิ�พ้�นเมั้อุ่งมัีกิารีเลี�ยงแพรี�หลาย 

ทัั�วัป็รีะเทัศ์ไทัย เน้�อุ่งจิากิเป็็นแหล�งโป็รีตีนทีั�มีัรีาคาถุูกิ 

เลี�ยงง�าย ต้นทั่นในกิารีเลี�ยงต�ำ สุามัารีถุเลี�ยงเป็็นรีายได้

เสุรีิมั หรี้อุ่เพ้�อุ่กิารีแข�งขัน เชั�น ไกิ�ชัน โดยพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่

ตอุ่นบนมัีกิารีเลี�ยงไกิ�พ้�นเมั้อุ่งมัากิกิวั�า 16 ล้านตัวั จิากิ

เกิษตรีกิรีผูู้้เลี�ยงจิำนวัน 348,492 รีาย (ศ์ูนย์เทัคโนโลยี

สุารีสุนเทัศ์และกิารีสุ้�อุ่สุารี กิรีมัป็ศ์สัุ่ตวั,์ 2566) ซึ�งมัจีิำนวัน

เกิษตรีกิรีรีายย�อุ่ยทีั�เลี�ยงมัากิเป็็นอุ่ันดับสุอุ่งรีอุ่งจิากิ                

ภาคตะวัันอุ่อุ่กิเฉียงเหน้อุ่ แต�ป็ัญหาทีั�พบในกิารีเลี�ยงไกิ� 

พ้�นเมั้อุ่ง ค้อุ่กิารีเลี�ยงและกิารีจัิดกิารีฟารี์มัทีั�ยังไมั�ดีพอุ่  

โดยเกิษตรีกิรีสุ�วันใหญ� มัีกิารีเลี�ยงแบบรีะบบเปิ็ด ป็ล�อุ่ย

ใหห้ากินิเอุ่งตามัธรีรีมัชัาติในบรีเิวัณบา้น และให้เศ์ษอุ่าหารี

ทัี�เหล้อุ่จิากิครีัวัเรี้อุ่น หรี้อุ่อุ่าจิให้อุ่าหารีเสุรีิมัเป็็นบางครีั�ง 

โดยไกิ�จิะจิิกิกิินอุ่าหารีทัี�ป็นเป็้�อุ่นจิากิพ้�น อุ่าจิสุ�งผู้ลให้ 

ไกิ�พ้�นเมั้อุ่งมัีโอุ่กิาสุติดเช้ั�อุ่ป็รีสุิตและเชั้�อุ่อุ่้�น ๆ จิากิ 

สุิ�งแวัดล้อุ่มัสูุงขึ�น นอุ่กิจิากินี�ข้อุ่มูัลควัามัช่ักิและลักิษณะ

ทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยาขอุ่งเชั้�อุ่ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. ในไกิ�พ้�นเมั้อุ่งทัี�เลี�ยงในพ้�นทีั� 

ภาคเหน้อุ่ตอุ่นบนรีะหวั�างป็ี 2555 – 2565 มัีจิำกิัด โดย

พบเพียงกิารีศ์ึกิษาทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยาขอุ่งเชั้�อุ่ L. sabrazesi 

ในจิังหวััดเชัียงรีาย (Chawengkirttikul et al., 2021) 

เทั�านั�น ซึ�งข้อุ่มัูลลักิษณะทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยามัีควัามัสุำคัญใน

เชิังรีะบาดวิัทัยา ทัำให้ทัรีาบควัามัสัุมัพันธ์ขอุ่งแหล�งทัี�มัา

ขอุ่งเชั้�อุ่ และชันิดขอุ่งโฮสุต์ รีวัมัทัั�งให้ผู้ลถุูกิต้อุ่ง แมั�นยำ 

ทัำให้ทัรีาบสุภาวัะขอุ่งโรีคในพ้�นทัี�ทัี�ตรีงกัิบควัามัเป็็นจิริีง 

ซึ�งเป็็นป็รีะโยชัน์ในด้านกิารีควับค่มัและป็้อุ่งกิันโรีค 
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เน้�อุ่งจิากิเชั้�อุ่ทัั�ง 2 ชันิดมัีพาหะในกิารีนำโรีคทัี�ต�างกิัน  

รีวัมัทัั�งยาทัี�ใชั้ในกิารีรีักิษาต�างกิัน วััตถุ่ป็รีะสุงค์ขอุ่งกิารี

ศ์กึิษานี�เพ้�อุ่สุำรีวัจิควัามัชัก่ิขอุ่งกิารีติดเช้ั�อุ่ Plasmodium 

spp. และ Leucocytozoon spp. ในไกิ�พ้�นเมั้อุ่งทัี�เลี�ยง 

ในพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่ตอุ่นบน ศ์ึกิษาลักิษณะทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยา

ขอุ่งเช้ั�อุ่ทัี�ตรีวัจิพบ และเป็รีียบเทีัยบควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่ง

ผู้ลกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่โดยวัิธี stained thin smear และ 

multiplex PCR ซึ�งข้อุ่มัูลทัี�ได้ทัำให้ทัรีาบสุภาวัะโรีคใน

พ้�นทัี� และนำข้อุ่มูัลมัาชั�วัยในกิารีวัางแผู้น ควับค่มั และ

ป็้อุ่งกิันโรีค 

อุปกรณ์และวิธีีการ

ตัวอย่าง และพ้�นที�ศึกษา

 ตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ดไกิ�ทัี�ใชั้ในกิารีศึ์กิษา คำนวัณจิากิ

ป็รีะชัากิรีไกิ�พ้�นเมั้อุ่งทัั�งหมัดในพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่ตอุ่นบน       

(ศ์ูนย์เทัคโนโลยีสุารีสุนเทัศ์และกิารีสุ้�อุ่สุารี กิรีมัป็ศ์่สุัตวั์, 

2566) โดยกิำหนดรีะดับควัามัเชั้�อุ่มัั�น 95% ค�าควัามั 

คลาดเคล้�อุ่น 5% รีะดับควัามัชั่กิทัี�คาดวั�าจิะพบเชั้�อุ่ 50% 

ตามัวิัธีขอุ่ง Yamane (1973) ทัำกิารีเกิ็บตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ด 

ไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง จิำนวัน 400 ตัวัอุ่ย�าง จิากิ 4 จิังหวััดทัี�มัี

ป็รีะชัากิรีไกิ�พ้�นเมั้อุ่งสุูงสุ่ดตามัสุัดสุ�วันป็รีะชัากิรีไกิ�ใน 

แต�ละจิังหวััด ได้แกิ� เชัียงรีาย เชัียงใหมั� พะเยา และน�าน 

โดยเกิ็บตัวัอุ่ย�างรีะหวั�างเด้อุ่นมัีนาคมั ถุึงเด้อุ่นเมัษายน 

2566 ซึ�งกิารีศ์ึกิษาในตัวัอุ่ย�างดังกิล�าวั ได้รีับกิารีอุ่น่มััติ 

จิากิคณะกิรีรีมักิารีกิำกิับดูแลกิารีดำเนินกิารีต�อุ่สุัตวั ์

เพ้�อุ่งานทัางวัิทัยาศ์าสุตรี์ สุถุาบันสุ่ขภาพสุัตวั์แห�งชัาติ  

(EA-004/66R)

การเก็บตัวอย่าง

 เกิ็บตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ดไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง จิำนวัน 400 ตัวัอุ่ย�าง 

โดยแบ�งเป็็น จิังหวััดเชัียงรีาย 140 ตัวัอุ่ย�าง จิากิ 14 ฟารี์มั 

เชัียงใหมั� 100 ตัวัอุ่ย�าง จิากิ 10 ฟารี์มั พะเยา 80 ตัวัอุ่ย�าง 

จิากิ 8 ฟารี์มั และน�าน 80 ตัวัอุ่ย�าง จิากิ 8 ฟารี์มั โดย 

เกิบ็เลอุ้่ดจิากิเสุ้นเลอุ้่ดบริีเวัณใต้ป็กีิ (wing vein) ป็รีมิัาตรี 

0.5-1 มัิลลิลิตรี ใสุ�หลอุ่ดเก็ิบเล้อุ่ดทีั�มัีสุารีป้็อุ่งกัินกิารี 

แข็งตัวัขอุ่งเล้อุ่ดชันิด EDTA เกิ็บรีักิษาทัี�อุ่่ณหภูมัิ 4-8°C 

จินกิวั�าทัำกิารีทัดสุอุ่บ

การตรวจดี้วยวิธีี stained thin smear

 นำตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ดไกิ� มัาทัำกิารีป้็ายเล้อุ่ดแบบบาง 

ลงบนสุไลด์ (thin smear) ภายใน 24 ชัั�วัโมังหลังเก็ิบ

ตัวัอุ่ย�าง คงสุภาพด้วัย absolute methanol นาน 5 นาทัี 

จิากินั�นยอุ้่มัเลอุ้่ดป็า้ยสุไลดด์ว้ัย 5% Giemsa นาน 40 นาทัี 

และมัาตรีวัจิหาเ ช้ั�อุ่  Plasmodium  spp.  และ 

Leucocytozoon spp. ภายใต้กิล้อุ่งจิ่ลทัรีรีศ์น์แสุงสุวั�าง 

ทีั�กิำลังขยาย 100 เทั�า (100x) โดยอุ่าศั์ยลักิษณะทัาง

สุัณฐานวัิทัยาขอุ่งเชั้�อุ่ตามัวัิธีขอุ่ง มัานพ (2545) 

การตรวจดี้วยวิธีี multiplex PCR

 นำตัวัอุ่ย�างเล้อุ่ด มัาสุกิัดสุารีพันธ่กิรีรีมัชันิด DNA 

ด้วัยช่ัดสุกัิด DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN, 

Germany) ตามัขั�นตอุ่นวัิธีขอุ่งบรีิษัทัผูู้้ผู้ลิต ตรีวัจิหาสุารี

พันธ่กิรีรีมัทัี�บรีิเวัณยีน cox3 ขอุ่งเชั้�อุ่ด้วัยวัิธี multiplex 

PCR (Xuan et al., 2021) โดยใชั้สุ�วันผู้สุมัป็รีะกิอุ่บด้วัย 

Primer (ตารีางทัี� 1), QIAGEN Multiplex PCR Master 

Mix (Qiagen, Germany) และ DNA 2 µL โดยป็รีับ

ป็รีิมัาตรีรีวัมัให้ได้  25 µL ตามัขั�นตอุ่นขอุ่งผูู้้ผู้ลิต  

นำสุารีละลายผู้สุมัทีั��ได้้ไป็ทัำป็ฏิิกิิริียาด้วัยเครี้�อุ่งเพิ�มั

ป็รีิมัาณสุารีพันธ่กิรีรีมั Applied Biosystems™ รี่��น  

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher 

Scientific, USA) ป็รีะกิอุ่บด้วัย ขั�นตอุ่น Initial  

denaturation ทัี� 95°C นาน 15 นาทัี ตามัด้วัยขั�นตอุ่น 

denaturation ทัี� 95°C นาน 30 วันิาทีั annealing ทัี� 59°C 

นาน 90 วัินาทีั extension ทัี� 72°C นาน 90 วัินาทีั  

จิํานวัน 35 รีอุ่บ และ final extension ทีั� 72๐C นาน  

10 นาทีั จิากินั��นนำ PCR product ไป็วิิัเครีาะห์์ขนาด 

ด้้วัยเทัคนิิค gel electrophoresis บน 1.5% agarose 

gel โดยใชั้้กิรีะแสุไฟฟ้้า 100 โวัลต์์ นาน 35 นาทัี ย้้อุ่มั gel 

ด้้วัย Novel juice (Bio-Helix., Taiwan) แล้้วันำไป็ 

วัิิเครีาะห์์ขนาดขอุ่ง PCR product ภายใต้้แสุง UV 

ด้้วัยเครี้��อุ่งถุ��ายภาพแถุบสุารีพัันธ่่กิรีรีมัร่ี�น GelDoc Go 

Imaging System (Bio-Rad Laboratories., USA) โดย

เป็รีีียบเทีีัยบกััิบ DNA marker ขนาด 100 bp (New 

England Biolabs, USA) ดัง ตารีางทัี� 1
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ตารางที� 1 Primer sequences for specific detection and amplification 

of P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. sabrazesi and L. caulleryi and 

their PCR products size (bp)  

Primer 
name

Sequence (5' to 3')
Concen-
tration 
(µM)

PCR 
product 

size 
(bp)

P. gallinaceum

PGCox3F TGTAACAAATAATAAAGCTTCTGAAATTATTAATGAT 0.2 469

PGCox3R CCTGGAGTTCTTCATCTAAATTGAA 0.2

P. juxtanucleare

PJCox3F CTAAATGTAAATATTCAGTAGCTTGTAATGATC 0.2 666

PJCox3R CAACAATACACGCTATGTTTTTATTATGTA 0.2

L. caulleryi

LCCox3F GCTTTGAACACGAATATATTTCGTCTAATA 0.15 1,040

LCCox3R GCCTGGAGTTCTTAATCTTGATAGAT 0.15

L. sabrazesi

LSCox3F CATATGAGAAACCAATAACAGATGGTATA 0.2 868

LSCox3R ACGCCTGGAGTTCATGTTA 0.2

การตรวจหาลําดีับนิวคลีโอไทดี์ 

 คัดเล้อุ่กิตัวัอุ่ย�างทัี�ให้ผู้ลบวักิด้วัยวัิธี multiplex PCR จิากิ

แต�ละจิังหวััดโดยเล้อุ่กิตัวัอุ่ย�างบวักิจิำนวันอุ่ย�างน้อุ่ย 2 ตัวัอุ่ย�าง/

ชันิดขอุ่งเชั้�อุ่/จิังหวััด มัาเพิ�มัป็รีิมัาณสุารีพันธ่กิรีรีมับรีิเวัณยีน 

cox3 ด้วัยวิัธี singleplex PCR โดยใช้ัสุ�วันผู้สุมัป็รีะกิอุ่บด้วัย 

Primer จิำเพาะขอุ่งเช้ั�อุ่แต�ละชันิด (ตารีางทัี� 1) ควัามัเข้มัข้น  

0.3 µM, HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen, Germany)  

และ DNA 4 µL โดยป็รีับป็รีิมัาตรีรีวัมัให้ได้ 50 µL ตามัขั�นตอุ่น

ขอุ่งผูู้้ผู้ลิต และทัำตามัสุภาวัะขอุ่งวิิัธีี multiplex PCR ข้้างต้้น  

จิากินั�นตัดัแถุบ DNA เป็า้หมัายทัี��มัีขีนาดป็รีะมัาณ 469, 666, 868 

และ 1,040 bp จิากิ agarose gel และทัำให้้บรีิิสุ่่ทัธิ�ด้้วัยชั่่ดน�ำยา 

MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) นำมัาตรีวัจิ

หาลาํดบันิวัคลีโอุ่ไทัดข์อุ่งสุารีพนัธก่ิรีรีมัขอุ่งเชั้�อุ่ทัี�ตรีวัจิพบ โดยใชั้ 

BigDye v3.1 Terminator cycle sequencing kit (Applied 

Biosystems, USA) ด้วัยเครี้�อุ่ง Applied Biosystems 3500 

genetic analyzer (Applied Biosystems, USA) ตามัขั�นตอุ่น

ขอุ่งผูู้้ผู้ลิต 

การวิเคราะห์ลําดีับนิวคลีโอไทดี์ 

 วัิเิครีาะห์ล์ำดัับนิิวัคลีโีอุ่ไทัด์ด้้์วัยโป็รีแกิรีมั BioEdit version 

7.0.5.3 (Hall, 1999) และย้้นยัันชันิดขอุ่งเชั้�อุ่โดยกิารีตรีวัจิสุอุ่บ

ควัามัเหมั้้อุ่น (% Identity) ขอุ่งลำดัับนิิวัคลีีโอุ่ไทัด์์ขอุ่งตััวัอุ่ย��างทัี�

ศ์ึึกิษากััิบลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ในฐานข้อุ่มููัลขอุ่ง 

GenBank ด้วัยโป็รีแกิรีมัอุ่อุ่นไลน์์ Nucleotide  

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov.Blast.cgi) 

เป็รียีบเทัยีบควัามัสุมััพนัธ์รีะหวั�างลำดบันวิัคลีโอุ่ไทัด์ 

(multiple sequence alignment) ขอุ่งยีน cox3 

จิากิตัวัอุ่ย�างทัี�ศ์ึกิษาและจิากิฐานข้อุ่มัูล GenBank 

ด้วัยโป็รีแกิรีมั ClustalW (Higgins et al., 1994) 

สุรี้างและวิัเครีาะห์แผู้นภูมัิ phylogenetic tree 

ด้วัยวัิธี Maximum Likelihood และทัดสุอุ่บ 

ควัามัเชั้��อุ่มัั�นด้ว้ัยวัิธีิ bootstrap จิำนวัน 1,000 ครีั�ง 

โดยใชั้โป็รีแกิรีมั MEGA X version 10.2 (Kumar 

et al., 2018) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิิติ

 วัเิครีาะห์ควัามัชัก่ิแบบภาคตัดขวัาง (Cross-

sectional study) ณ ชั�วังเวัลาทัี�ศ์ึกิษา วัิเครีาะห์

ข้อุ่มัูลด้วัยสุถุิติเชัิงพรีรีณนา ตามัชันิดขอุ่งเชั้�อุ่ทัี�พบ 

และเป็รีียบเทัียบควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งผู้ลกิารีตรีวัจิ

หาเชั้�อุ่โดยวัธิ ีstained thin smear และ multiplex 

PCR ด้วัยสุถุิติ Kappa (McHugh, 2012) โดยใชั้

โป็รีแกิรีมั R version 4.2.3  (R Core Team, 2021) 

ชั่ดคำสุั�ง “fmsb” โดยใชั้เกิณฑ์์วััดตามั Weighted 

Kappa Index (Landis and Koch, 1977) มัีค�า

ตัดสุินดังนี� <0.00 = แย� (poor), 0.00-0.20 = น้อุ่ย 

(slight), 0.21-0.40 = พอุ่ใชั้ (fair), 0.41-0.60 = 

ป็านกิลาง (moderate), 0.61-0.80 = ดี 

(substantial), 0.80-1.00 = ค�อุ่นข้างสุมับูรีณ์ 

(almost perfect) 

ผลและวิจารณ์

 ผู้ลกิารีตรีวัจิโดยวัิธี stained thin smear 

พบลักิษณะทัางสัุณฐานวิัทัยาขอุ่งเช้ั�อุ่ ดังแสุดง 

ตามัรูีป็ทีั�  1 (A-D) ควัามัช่ักิขอุ่งกิารีติดเช้ั�อุ่ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. 

ในภาพรีวัมัอุ่ยู�ในรีะดับสุูง 79.8% (319/400) โดย

พบควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติดเชั้�อุ่ L. sabrazesi 66.5% 

(266/400), P. juxtanucleare 49.3% (197/400), 
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P. gallinaceum 2% (8/400) และ L. caulleryi 0.5% 

(2/400) ตามัลำดับ สุอุ่ดคล้อุ่งกิับกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่ป็รีสุิต

ด้วัยวัิธี multiplex PCR พบควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติดป็รีสุิต 

ในภาพรีวัมัทัี� 88.8% (355/400) โดยควัามัชั่กิขอุ่งกิารี 

ติดป็รีสุิตแต�ละชันิดพบ L. sabrazesi 79% (316/400), 

P. juxtanucleare 73% (292/400), P. gallinaceum 

6% (24/400) และ L. caulleryi 2% (8/400) ตามัลำดับ  

(รีปู็ทัี� 2) จิากิขอุ้่มัลูพบวั�ากิารีตรีวัจิโดยวัธิ ีmultiplex PCR 

ตรีวัจิพบเช้ั�อุ่สูุงกิวั�าวิัธ ีstained thin smear อุ่าจิเน้�อุ่งจิากิ

กิารีตรีวัจิโดยวิัธี multiplex PCR เป็็นกิารีตรีวัจิหาสุารี

พันธ่กิรีรีมัขอุ่งเชั้�อุ่ โดยใช้ัป็ฏิิกิิรีิยาเพิ�มัจิำนวันสุารี

พันธ่กิรีรีมัขอุ่งเชั้�อุ่ทัำให้เพิ�มัโอุ่กิาสุกิารีตรีวัจิพบเชั้�อุ่สุูงขึ�น 

ในขณะทัี�กิารีตรีวัจิโดยวัิธี stained thin smear ซึ�งจิำเป็็น

ต้อุ่งอุ่าศ์ัยผูู้้ทัี�มัีทัักิษะ ควัามัชัำนาญและป็รีะสุบกิารีณ์ 

(Chawengkirttikul et al., 2021) โดยเฉพาะกิารีติดเชั้�อุ่

ในรีะยะแรีกิ อุ่าจิตรีวัจิไมั�พบเน้�อุ่งจิากิเช้ั�อุ่มัีป็รีิมัาณน้อุ่ย

ทัำใหเ้กิดิผู้ลลบลวัง (false negative) (Zhao et al., 2016) 

สุอุ่ดคลอุ้่งกิบักิารีศ์กึิษากิ�อุ่นหนา้ทัี�รีะบว่ั�า กิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่

โดยใชั้กิล้อุ่งจิ่ลทัรีรีศ์น์มัีควัามัไวั (sensitivity) ต�ำกิวั�ากิารี

ตรีวัจิโดยใชั้ เทัคนิคทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยา (molecular 

technique) (Richard et al., 2002; Rantala et al., 

2010; Doctor et al., 2016; Zhao et al., 2016) อุ่ย�างไรี

กิ็ตามัวัิธี stained thin smear ยังเป็็นวัิธีทัี�นิยมัใชั้ใน 

ห้อุ่งป็ฏิิบัติกิารีทัั�วัไป็เน้�อุ่งจิากิเป็็นวิัธีมัาตรีฐาน ป็รีะหยัด 

และมีัควัามัน�าเช้ั�อุ่ถุอุ้่ (Valkiunas et al., 2008) นอุ่กิจิากินี�

ยังสุามัารีถุบอุ่กิรีะยะขอุ่งเชั้�อุ่ได้ (Mbanefo and Kumar, 

2020)ถึุงแมั้วัิธีกิารีตรีวัจิทัางอุ่ณูชัีวัวัิทัยาจิะมีัควัามัไวัต�อุ่

กิารีตรีวัจิสูุง แต�ก็ิมัีค�าใช้ัจิ�ายในกิารีตรีวัจิสูุงเชั�นกัิน 

เน้�อุ่งจิากิจิำเป็็นต้อุ่งใช้ัเครี้�อุ่งมั้อุ่ และวััสุด่อุ่่ป็กิรีณ์เฉพาะ

ในกิารีตรีวัจิ ดังนั�นอุ่าจิพิจิารีณากิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่ทัาง 

อุ่ณูชัีวัวัิทัยาเมั้�อุ่จิำเป็็น เชั�น ต้อุ่งกิารีตรีวัจิย้นยันผู้ล 

กิารีตรีวัจิโดย stained thin smear ในกิรีณีสุงสุัยผู้ล 

กิารีตรีวัจิ กิารีศ์กึิษานี�พบ L. caulleryi อุ่ยู�ในรีะดบัต�ำกิวั�า

เช้ั�อุ่ชันิดอุ่้�น อุ่าจิเน้�อุ่งจิากิเชั้�อุ่นี�กิ�อุ่ควัามัร่ีนแรีงขอุ่งโรีค

มัากิกิวั�าเชั้�อุ่ชันิดอุ่้�น โดยทัำเกิิดโรีคเล้อุ่ดอุ่อุ่กิอุ่ย�างรี่นแรีง 

(fatal hemorrhagic disease) ในไกิ�อุ่าย่น้อุ่ย (Nakamura, 

2022) ทัำใหพ้บเชั้�อุ่นี�นอุ้่ยกิวั�าเชั้�อุ่ชันดิอุ่้�น ซึ�งไกิ�มีัควัามัทัน

ต�อุ่กิารีติดเชั้�อุ่สุูงกิวั�า

รูปที� 1 The morphological characteristics of Plasmodium spp. 

and Leucocytozoon spp. using the stained thin smear method: 

(A) Trophozoite stage of P. gallinaceum; (B) Gametocyte stage 

of P. juxtanucleare; (C) Elongate form of microgametocyte 

and macrogametocyte stage of L. sabrazesi; and (D) 

Microgametocyte stage of L. caulleryi (arrow) (100x)

(A)

(B)

(C)

(D)

รูปที� 2 Comparison of %prevalence of P. gallinaceum, P. 
juxtanucleare, L. sabrazesi and  L. caulleryi infection in native 
chickens in upper Northern Thailand during March to April 2023 
tested between stained thin smear and multiplex PCR (n=400)
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 ผู้ลกิารีศึ์กิษาควัามัชัก่ิรีายจัิงหวัดัโดยวิัธ ีmultiplex 

PCR (ตารีางทัี�  2) พบวั�าควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติดเช้ั�อุ่ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. อุ่ยู�ทัี� 

80-97.5% โดยพบกิารีติดเชั้�อุ่สุูงสุ่ดทัี�จัิงหวััดน�าน และ 

พบกิารีติดเช้ั�อุ่สูุงสุ่ดเป็็นกิารีติดเช้ั�อุ่รี�วัมักัินรีะหวั�าง  

P. juxtanucleare และ L. sabrazesi ในทั่กิจิังหวััด ซึ�งมัี

ควัามัชั่กิในภาพรีวัมั 59.3% นอุ่กิจิากินี� ยังพบติดเชั้�อุ่ 3 

ชันิดรี�วัมักัิน ค้อุ่ P. gallinaceum P. juxtanucleare  

และ L. sabrazesi  ทัี�รีะดับควัามัชั่กิ 5.5% สุ�วันกิารี 

ตดิเช้ั�อุ่ชันิดเดียวัพบเช้ั�อุ่ L. sabrazesi สุงูสุด่ แต�ไมั�พบกิารี

ติดเชั้�อุ่ P. gallinaceum เพียงชันิดเดียวั  กิารีศ์ึกิษานี�พบ

ควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติด Leucocytozoon spp. สุอุ่ดคล้อุ่ง

กิบักิารีศึ์กิษากิ�อุ่นหน้าในพ้�นทัี�ภาคเหนอุ้่ตอุ่นบน ในจัิงหวัดั

เชัียงใหมั� (พััชัรีาภรีณ์์ และคณะ, 2560) น�าน (อุ่้อุ่มัฤทััย 

และคณะ, 2555) และเชีัยงรีาย (Chawengkirttikul  

et al., 2021) ทัี�พบอุ่ัตรีากิารีติด L. sabrazesi ในรีะดับ

สุูงและ L. caulleryi ในรีะดับต�ำ สุ�วันควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติด 

P. juxtanucleare 73% และ P. gallinaceum 6%  

แตกิต�างกัิบกิารีศ์ึกิษาในจัิงหวััดเชีัยงใหมั� ซึ�งตรีวัจิไมั�พบ 

Plasmodium spp. (พััชัรีาภรีณ์์ และคณะ, 2560) และ

จิงัหวัดัน�านพบควัามัชัก่ิขอุ่ง Plasmodium spp. ในรีะดบั

ต�ำทัี� 3.81% (อุ่้อุ่มัฤทััย และคณะ, 2555) แต�สุอุ่ดคล้อุ่ง 

กิับกิารีศ์ึกิษาทัางภาคใต้ ในจิังหวััดนครีศ์รีีธรีรีมัรีาชั และ 

สุ่รีาษฏิรี์ธานี พบ Plasmodium spp. 64.91% 

(Boonchuay et al., 2023) ซึ�งเป็็นกิารีศ์ึกิษาในชั�วังป็ี 

2021-2022 ซึ�งใกิล้เคียงกัิบกิารีศึ์กิษานี� ทัั�งนี�มัีหลาย 

ป็ัจิจิัยทัี� สุัมัพันธ์กิับควัามัชั่กิขอุ่งกิารีตรีวัจิพบเช้ั�อุ่ 

Plasmodium spp. และ Leucocytozoon spp. ในไกิ� 

เชั�น ป็ัจิจัิยจิากิตัวัสัุตวั์ เชั้�อุ่ป็รีสิุต สุิ�งแวัดล้อุ่มั และกิารี

จิัดกิารี (Ishtiaq et al., 2007) อุ่ีกิหนึ�งป็ัจิจัิยทัี� 

สุำคัญค้อุ่ ควัามัช่ักิช่ัมัขอุ่งแมัลงพาหะในบรีิเวัณทัี�ทัำกิารี

ศ์ึกิษา เน้�อุ่งจิากิเช้ั�อุ่ดังกิล�าวัมีัแมัลงดูดเล้อุ่ดเป็็นพาหะ 

นำโรีค มัีรีายงานวั�าแนวัโน้มัขอุ่งสุายพันธ่์ป็รีสุิตทัี�แตกิต�าง

กิันนั�นสุัมัพันธ์กิับชันิดขอุ่งแมัลงพาหะในพ้�นทีั�นั�น ๆ 

(Ishtiaq  et al., 2007) 

 ผู้ลกิารีวัิเครีาะห์ควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งกิารีตรีวัจิหา

เชั้�อุ่ทัั�ง 4 ชันิด ในเล้อุ่ดไกิ�พ้�นเมั้อุ่ง โดยวัิธี stained thin 

smear และ multiplex PCR (ตารีางทีั� 3) พบควัามั

สุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งกิารีตรีวัจิ P. gallinaceum (kappa=0.484) 

และ P. juxtanucleare (kappa=0.528) ในรีะดับ 

ป็านกิลาง (moderate) ควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งกิารีตรีวัจิ  

L. sabrazesi (kappa=0.691) และกิารีตรีวัจิหาเช้ั�อุ่ป็รีสุติ

ในเล้อุ่ดในภาพรีวัมั (kappa=0.666) ในรีะดับดี 

(substantial) แต�จิากิกิารีตรีวัจิหาควัามัสุอุ่ดคลอุ้่งขอุ่งกิารี

ตรีวัจิหา L. caulleryi ไมั�สุามัารีถุป็รีะเมัินได้ เน้�อุ่งจิากิ

ตัวัอุ่ย�างทีั�ให้ผู้ลบวักิมัีจิำนวันน้อุ่ยเกิินไป็ จิึงทัำให้ไมั�

Blood parasite infection 
(n=400)

Number of infections in each Province Total
(% Prevalence) Chiangmai Chiangrai Phayoa Nan

Single infection

P. gallinaceum 0 0 0 0 0 (0)

P. juxtanucleare 8 12 9 2 32 (8)

L. sabrazesi 15 21 14 4 54 (13.5)

L. caulleryi 2 2 2 0 6 (1.5)

Double infection

P. gallinaceum and L. sabrazesi 1 0 0 1 2 (0.5)

P. juxtanucleare and L. sabrazesi 61 74 36 66 237 (59.3)

P. juxtanucleare and L. caulleryi 0 1 1 0 2 (0.5)

Triple infection

P. gallinaceum P. juxtanucleare  
and L. sabrazesi

5 10 2 5 22 (5.5)

Total of positive (%prevalence) 92(92.0) 121(85.7) 64(80) 78(97.5) 355(88.8)

Negative 8 20 16 2 45 (11.25)

Overall 100 140 80 80 400

ตารางที� 2 Prevalence of Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. infection in native chickens in upper Northern Thailand during 

March to April 2023 based on multiplex PCR
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สุามัารีถุใชัสุ้ถุติใินกิารีวัเิครีาะหไ์ด ้(Taube, 2010) ผู้ลกิารี

ศ์ึกิษานี�สุอุ่ดคล้อุ่งกิับกิารีตรีวัจิหาป็รีสุิตในเล้อุ่ดไกิ�โดยวัิธี 

stained thin smear และ multiplex PCR ขอุ่ง Xuan 

et al. (2021) พบวั�าผู้ลกิารีตรีวัจิ L. sabrazesi ให้ผู้ล

ควัามัสุอุ่ดคลอุ้่งในรีะดบัดี (substantial) อุ่าจิเน้�อุ่งจิากิเชั้�อุ่ 

L. sabrazesi ในรีะยะ gametocyte มัีลักิษณะค�อุ่นข้าง

จิำเพาะทัำให้ตรีวัจิวัินิจิฉัยจิำแนกิง�ายกิวั�าเชั้�อุ่ชันิดอุ่้�น  

ในขณะทัี�กิารีตรีวัจิหา P. gallinaceum  P. juxtanucleare 

และกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่ป็รีสุิตในเล้อุ่ดในภาพรีวัมัให้ผู้ลควัามั

สุอุ่ดคล้อุ่งแตกิต�างจิากิกิารีศ์กึิษาขอุ่ง Xuan et al. (2021) 

ทัี�พบผู้ลควัามัสุอุ่ดคลอุ้่งขอุ่งกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่ป็รีสุติในเล้อุ่ด

ทัั�งสุอุ่งวัิธีอุ่ยู�ในรีะดับพอุ่ใชั้ (fair) อุ่าจิเน้�อุ่งจิากิกิารีตรีวัจิ

โดยใชั้กิล้อุ่งจิ่ลทัรีรีศ์น์จิำเป็็นต้อุ่งอุ่าศ์ัยผูู้้ทีั�มัีทัักิษะและ

ป็รีะสุบกิารีณ์ในกิารีตรีวัจิมัาจิำแนกิชันิดขอุ่งป็รีสิุต ซึ�งเป็ ็น

ป็ัจิจิัยทัี�สุำค ัญ (Chawengkirttikul et al., 2021) ทัำให้

ค�าควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งขอุ่งวัิธีกิารีตรีวัจิแตกิต�างกิันในแต�ละ

ห้อุ่งป็ฏิิบัติกิารี จิะเห็นได้วั�าวัิธีกิารีตรีวัจิหาป็รีสุิตในเล้อุ่ด

มัีควัามัสุำคัญต�อุ่ผู้ลกิารีศ์ึกิษา นอุ่กิจิากินี�ควัรีพิจิารีณา

ข้อุ่มัูลอุ่้�น ๆ ป็รีะกิอุ่บกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่ป็รีสุิตในเล้อุ่ด เชั�น 

สุังเกิตจิากิอุ่ากิารีสุัตวั์ ดูภาวัะโลหิตจิางจิากิค�าเล้อุ่ด ได้แกิ� 

ค�ากิารีอุ่ัดแน�นขอุ่งเมั็ดเล้อุ่ดแดง (PCV) มัาชั�วัยป็รีะกิอุ่บ

กิารีวัินิจิฉัยในกิารีตรีวัจิหาเชั้�อุ่

 จิากิผู้ลกิารีหาลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่งยีน cox3  

และเป็รีียบเทีัยบกิับลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ในฐานข้อุ่มัูล 

GenBank ดว้ัยโป็รีแกิรีมั BLASTn เพ้�อุ่ยน้ยันชันิดขอุ่งเช้ั�อุ่ 

พบวั�าลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่ง PCR product ทีั�มัีขนาด  

469, 666, 868, และ 1,040 bp มัีควัามัคล้ายคลึงกิับ 

ลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ (percent identities) ขอุ่งเชั้�อุ่  

P. gallinaceum (99.04-100%), P. juxtanucleare 

(99.52-100%), L. sabrazesi (98.56-100%), และ  

L. caulleryi (99.52-100%) ตามัลำดับ ทัั�งนี�ได้้นำข้อุ่มัูล 

ลำดับนิวัคลีีโอุ่ไทัด์ขอุ่งเชั้�อุ่ทัั�ง 28 ตัวัอุ่ย�าง ไป็รีายงานลง

ในฐานข้อุ่มูัลขอุ่ง DNA Data Bank of Japan (DDBJ)  

และได้รีับ accession number LC802762- LC802789

และเมั้�อุ่นำลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่งเชั้�อุ่ทัี�ศ์ึกิษา มัาจิััดเรีีียง

และเป็รีีียบเทีีัยบลำดัับนิวิัคลีโีอุ่ไทัด์์ (multiple sequence 

alignment) แยกิตามัชันิดเชั้�อุ่โดยไมั�รีวัมัไพรีเมัอุ่รี์ด้วัย

โป็รีแกิรีมั ClustalW พบวั�าเชั้�อุ่ P. gallinaceum,  

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

มัีค�าควัามัคล้ายคลึงกิันอุ่ยู�ในชั�วัง 99.5-100% (407 bp), 

99.8-100% (603 bp), 95.9-100% (820 bp) และ  

99.7-100% (983 bp) ตามัลำดับ แสุดงให้เห็นวั�าเชั้�อุ่  

L. sabrazesi มัีควัามัหลากิหลายทัางพันธ่กิรีรีมัสูุง  

โดยตัวัอุ่ย�างจิากิจิังหวััดเชัียงรีาย (LC802785/LS/

Blood Parasite
multiplex PCR Kappa* 

(Agreement) 95% CINegative Positive Total

P. gallinaceum

st
ai

ne
d 

th
in

 s
m

ea
r

Negative 376 16 392
0.484

(Moderate)
0.237-0.732Positive 0 8 8

Total 376 24 400

P. juxtanucleare

Negative 108 95 203
0.528

(Moderate)
0.445-0.611Positive 0 197 197

Total 108 292 400

L. sabrazesi

Negative 84 50 134
0.691

(Substantial)
0.610-0.770Positive 0 266 266

Total 84 316 400

L. caulleryi

Negative 392 6 398
0.395
(Fair)

-0.085-0.875Positive 0 2 2
Total 392 8 400

Overall

Negative 45 36 81
0.666 

(Substantial)
0.562-0.770Positive 0 319 319

Total 45 355 400

*Weighted Kappa Index (Landis and Koch, 1977) <0.00 = poor, 0.00-0.20 = slight, 0.21-0.40 = fair, 0.41-0.60 = moderate, 0.61-0.80 = substantial, 0.80-1.00 = almost perfect

ตารางที� 3 Kappa statistical comparisons of detection results of P. gallinaceum, P. juxtanucleare,  L. sabrazesi, L. caulleryi and 

overall test result between stained thin smear  and multiplex PCR
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ChiangRai-116/Thailand/2023) และจิากิจัิงหวััดน�าน 

(LC802787/LS/Nan-48/Thailand/2023) มัีลำดับ 

นิวัคลีโอุ่ไทัด์ทัี�แตกิต�างกิับตัวัอุ่ย�างอุ่้�น 18 และ 12  

ตำแหน�ง ตามัลำดับ (รีูป็ทัี� 3) ต�างกิับกิารีศ์ึกิษาขอุ่ง 

Chawengkirttikul et al. (2021) ทัี�พบควัามัหลากิหลาย

ขอุ่ง L. sabrazesi ต�ำในยนี cytb  สุ�วัน P. juxtanucleare 

มัีลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ทัี�ตำแหน�ง 495 ขอุ่งบรีิเวัณทีั�ศ์ึกิษา 

พบวั�าแบ�งเป็็น 2 กิล่�มั กิล่�มัแรีกิมัีนิวัคลีโอุ่ไทัด์เป็็น A และ

กิล่�มัทัี�สุอุ่งมัีนิวัคลีโอุ่ไทัด์เป็็น G

 สุำหรัีบควัามัเหมัอุ้่นรีะหวั�างลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่ง

เชั้�อุ่ทัี�พบในกิารีศึ์กิษานี�กิับเช้ั�อุ่ทัี�รีายงานพบในป็รีะเทัศ์

ต�างๆ พบวั�ากิล่�มัเช้ั�อุ่ P. gallinaceum, P. juxtanucleare, 

L. sabrazesi, และ L. caulleryi มัีค�าควัามัคล้ายคลึงกิัน

อุ่ยู�ในชั�วัง 98.8-100%, 99.5-100%, 98.5-100% และ 

99.2-100% ตามัลำดับ เมั้�อุ่ศึ์กิษาควัามัสัุมัพันธ์ทัาง

พันธ่กิรีรีมัโดยกิารีสุร้ีาง phylogenetic tree พบวั�า 

ลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ขอุ่งเชั้�อุ่ทัั�ง 4 ชันิดถุูกิจิัดแยกิกิล่�มั 

อุ่ย�างชััดเจิน (รูีป็ทัี� 4) และสุอุ่ดคล้อุ่งกิับผู้ลกิารีศึ์กิษา 

ลำดับนิวัคลีโอุ่ไทัด์ โดยพบวั�าเช้ั�อุ่ L. sabrazesi 

(LC802782-LC802789) สุ�วันใหญ�มัีควัามัสุัมัพันธ์ใกิล้ชัิด

กิับเช้ั�อุ่ทัี�เคยรีายงานพบในป็รีะเทัศ์ไทัย (MT987647)  

สุ�วันเชั้�อุ่ P. juxtanucleare (LC802768-LC802775)  

กิล่�มัทัี�มันิีวัคลโีอุ่ไทัดเ์ป็น็ A (LC802768,  LC802770 และ 

LC802772) มัคีวัามัสัุมัพันธใ์กิล้ชัดิกิบัเช้ั�อุ่ทัี�เคยรีายงานพบ

ในป็รีะเทัศ์บรีาซิล (MG598392-3, MG598396) และ

ป็รีะเทัศ์ญี�ป็่�น (AB250415) อุ่าจิเกิิดจิากิกิารีติดเช้ั�อุ่จิากิ 

นกิอุ่พยพทัี�มัาจิากิป็รีะเทัศ์ดังกิล�าวั สุ�วันกิล่�มัทัี�สุอุ่งมีั 

นิวัคลีโอุ่ไทัด์เป็็น G (LC802769, LC802771 และ 

LC802773-5) มัีควัามัสุัมัพันธ์ใกิล้ชัิดกิับเชั้�อุ่ทัี� เคย 

รีายงานพบในป็รีะเทัศ์ไทัย (MT987648) 

สรุป

 ควัามัชั่กิขอุ่งกิารีติดเชั้�อุ่ Plasmodium spp. และ 

Leucocytozoon spp. ในไกิ�พ้�นเมั้อุ่งในพ้�นทัี�ภาคเหน้อุ่

ตอุ่นบน มัีควัามัชั่กิในรีะดับสุูง ควัามัสุอุ่ดคล้อุ่งจิากิกิารี

ตรีวัจิหาเชั้�อุ่โดยวัิธ ีstained thin smear และ multiplex 

PCR อุ่ยู�ในรีะดับดี (substantial) และลักิษณะทัางอุ่ณู

ชัีวัวัิทัยาขอุ่งเชั้�อุ่ L. sabrazesi มัีควัามัหลากิหลายทัาง

พันธ่กิรีรีมัสุูงกิวั�าเชั้�อุ่ชันิดอุ่้�น ๆ 

ข้อเสนอแนะ

 ควัรีมัีกิารีศ์ึกิษาชันิดและควัามัชั่กิชั่มัขอุ่งแมัลง

พาหะในฟารี์มัสุัตวั์ป็ีกิ เพ้�อุ่ใชั้เป็็นข้อุ่มัูลพ้�นฐานในกิารี

ป็รีะเมันิควัามัเสุี�ยงขอุ่งกิารีติดเชั้�อุ่ป็รีสิุตในเลอุ้่ดสุตัวัป์็กีิใน

แต�ละพ้�นทัี� และควัรีมัีกิารีจิัดกิารีฟารี์มัทัี�ดี มัีกิารีเลี�ยงสุัตวั์

ใหถุ้กูิสุข่ลกัิษณะ รีวัมัทัั�งกิารีควับคม่ัแมัลงพาหะในบริีเวัณ

ฟารีม์ัอุ่ย�างมัปี็รีะสุทิัธภิาพ เพ้�อุ่ป็อุ้่งกินักิารีแพรี�รีะบาดขอุ่ง

กิารีติดป็รีสุิตในเล้อุ่ดสัุตวั์ป็ีกิภายในฟารี์มั กิารีควับค่มั

แมัลงพาหะเป็็นกิารีตัดวังจิรีกิารีแพรี�เชั้�อุ่ และลดกิารีแพรี�

กิรีะจิายขอุ่งเชั้�อุ่ไป็สุู�สุัตวั์ปี็กิอุ่้�นทีั�เลี�ยงในบริีเวัณใกิล้เคียง 

นอุ่กิจิากินี�ควัรีศ์กึิษาลกัิษณะทัางอุ่ณชูัวีัวัทิัยาขอุ่งเชั้�อุ่พลาสุ

โมัเดียมัและลิวัโคไซโตซูนในไกิ�พ้�นเมั้อุ่งในจิังหวััดอุ่้�น ๆ  

เพิ�มัเตมิั และควัรีมีักิารีศ์กึิษายีนบรีเิวัณอุ่้�น เชั�น cytb, cox1 

และ cox3 รีวัมัถุึงกิารีศ์ึกิษาหลายยีนรี�วัมักิัน (Nooroong 

et al., 2022) เพ้�อุ่ดูควัามัหลากิหลายขอุ่งเชั้�อุ่ในแต�ละยีน 

ซึ�งมัีป็รีะโยชัน์ในด้านกิารีเฝ้ารีะวัังทัางรีะบาดวัิทัยาเชัิง

โมัเลกิ่ล

กิตติกรรมประกาศ

 ขอุ่ขอุ่บค่ณเจิ้าหน้าทัี�ขอุ่งสุำนักิงานป็ศ์่สุัตวั์จัิงหวััด

ในพ้�นทัี� จิังหวััดเชีัยงใหมั� เชีัยงรีาย น�าน และพะเยา  

ทัี�อุ่ำนวัยควัามัสุะดวักิในกิารีเกิ็บตัวัอุ่ย�าง เจิ้าหน้าทัี�กิล่�มั

ป็รีสิุตวิัทัยา สุถุาบันสุ่ขภาพสัุตว์ัแห�งชัาติ ทีั�ชั�วัยตรีวัจิ

ตัวัอุ่ย�าง และขอุ่ขอุ่บค่ณ สุพ.ญ.ดรี.อุ่รีพรีรีณ อุ่าจิคำภา 

สุำนักิงานป็ศ์่สุัตวั์เขต 4 ทัี�ชั�วัยให้ควัามัอุ่น่เครีาะห์ในกิารี

วัิเครีาะห์ข้อุ่มัูลทัางสุถุิติ
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รูปที� 4 Phylogenetic tree illustrates the evolutionary relationships among cox3 gene sequences of 

Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. from this study (·) compared with isolates from the 

GenBank database using the Maximum Likelihood method, Tamura 3-parameter model, and confidence 

testing using the bootstrap method for 1,000 times using the MEGA X version 10.2.6 program (Kumar 

et al., 2018).
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