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บทนํา
ท่ีมาของการศึกษา



ไก่อาจไม่แสดงอาการ หรือแสดงอาการ เช่น น้ำหนักลด ผอม มีไข้ ไม่มี

แรง อุจจาระร่วง ถ้าติดเชื้อรุนแรงไก่จะมีอาการชัก หงอนซีด และตายได้

เช้ือพลาสโมเดียมและลิวโคไซโตซูน เป็นปรสิตที่พบในเลือดสัตว์ปีก 

เช่น ไก่ มีแมลงเป็นพาหะนำโรค ไก่ที่ติดเชื้อก่อให้เกิดความสูญเสียทาง

เศรษฐกิจแก่เกษตรกรผู้เลี้ยงเป็นอย่างมาก

บทนํา
ท่ีมาของการศึกษา

ไก่ที่ไม่แสดงอาการอาจเป็นตัวอมโรคไปสู่ไก่ตัวอื่นผ่านแมลงพาหะ 



 เชื้อลิวโคไซโตซูน (Leucocytozoon spp.)

 ร้ิน (Culicoides spp.) เปนพาหะในการนําโรค

โรคติดเชื้อลิวโคไซโตซูน

 โรคติดเชื้อพลาสโมเดียม (Plasmodium spp.)  

 ยุงเปนพาหะนําโรค ไดแก ยุงในสกุล Aedes spp. Culex spp. 

และ Anopheles spp. 

โรคติดเชื้อพลาสโมเดียม 

เชื้อลิวโคไซโตซูน

เช้ือพลาสโมเดียม 

บทนํา
ท่ีมาและความสําคัญ

ไกพื้นเมืองมีการเลี้ยงแพรหลายท่ัวประเทศ แตปญหาท่ีพบในการเลี้ยงไกพื้นเมือง คือการเลี้ยงและการจัดการฟารมท่ียังไมดีพอ โดยเกษตรกรสวนใหญมีการ

เลี้ยงแบบปลอยใหหากินเองตามบริเวณท่ีอยูอาศัย หรือบริเวณฟารม อาจสงผลใหไกพื้นเมืองมโีอกาสตดิเชื้อไวรัส แบคทีเรีย และปรสิตจากสิ่งแวดลอมสูงขึน้. 

https://www.istockphoto.com/th



1. สํารวจความชุกของการติดเชื้อพลาสโมเดียมและลิวโคไซโตซูนในไกพืน้เมืองที่เลี้ยงในพื้นที่ภาคเหนือตอนบน 

บทนํา
วัตถุประสงค

2. ศึกษาลักษณะทางอณูชีววิทยาของเชื้อที่ตรวจพบ ทําใหทราบสภาวะโรคในพื้นที่ และนําขอมูลมาชวยในการ

วางแผน ควบคุม และปองกันโรค

3. เปรียบเทียบความสอดคลองของผลการตรวจหาเชื้อโดยวิธี stained thin smear และ multiplex PCR ซึ่ง

เปนประโยชนตอการเลือกใชวิธีทดสอบที่มีความจําเพาะตอการตรวจหาเชื้อมาปรับใชในการตรวจวินิจฉัย



อุปกรณ และ วิธีการ
ตัวอยาง การตรวจ และวิธีการวิเคราะห



จังหวัดเชียงราย 140 ตัวอยาง จาก 14 ฟารม 

เชียงใหม 100 ตัวอยาง จาก 10 ฟารม

พะเยา 80 ตัวอยาง จาก 8 ฟารม .

นาน 80 ตัวอยาง จาก 8 ฟารม

อุปกรณ และวิธีการ
ตัวอยาง พื้นท่ีศึกษา และการเก็บตัวอยาง

80

ตัวอยาง

100

ตัวอยาง

140

ตัวอยาง

80

ตัวอยาง

• เก็บตัวอยางเลือดไกพ้ืนเมือง จํานวน 400 ตัวอยาง

• เก็บเลือดจากเสนเลือดบริเวณใตปก (wing vein) 

• ปริมาตร 0.5-1 มิลลิลิตร 

• ใสหลอดเก็บเลือดที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือดชนิด EDTA 

• เก็บที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส จนกวาทําการทดสอบ 



การเก็บตัวอยาง



การวิเคราะหขอมูล

• วิเคราะหความชุกแบบภาคตัดขวาง (Cross-sectional study)

• วิเคราะหขอมูลดวยสถิติเชิงพรรณนา แจกแจงความชุกเปนรายตัว

ตามพื้นที่ที่ทําการสํารวจ ตามชนิดของเชื้อที่พบ

• เปรียบเทียบความสอดคลองของผลการตรวจหาเชื้อโดยวิธี 

stained thin smear และ multiplex PCR โดยใช Kappa 

(McHugh, 2012) โดยใชโปรแกรม R 

อุปกรณ และวิธีการ
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

โดยใชเกณฑวัดตาม Weighted Kappa Index 

(Landis & Koch, 1977) มีคาตัดสินดังน้ี 

<0.00 = แย (poor), 

0.00-0.20 = นอย (slight), 

0.21-0.40 = พอใช (fair), 

0.41-0.60 = ปานกลาง (moderate), 

0.61-0.80 = ดี (substantial), 

0.80-1.00 = คอนขางสมบูรณ (almost perfect) 



การตรวจดวยวิธี stained thin smear

• การปายเลือดแบบบางลงบนสไลด (thin smear) 

• คงสภาพดวย absolute ethanol นาน 5 นาที 

• ยอมเลือดปายสไลดดวย 5% Giemsa นาน 40 นาที 

• ตรวจหาเช้ือภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวาง ท่ี

กําลังขยาย 100 เทา (100x) โดยอาศัยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของเช้ือ

อุปกรณ และวิธีการ
การตรวจดวยวิธี stained thin smear



อุปกรณ และวิธีการ
การตรวจดวยวิธี multiplex PCR

1 • สกัดสารพันธุกรรมชนิด DNA 

2 • ตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อดวยวิธ ีmultiplex PCR

3 • เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธกุรรม (PCR machine)

4 • นํา PCR product ไปวิเคราะหขนาดดวยเทคนิค gel electrophoresis 

5 • ยอม gel ดวย Novel juice

6 • วิเคราะหขนาดของ PCR product ภายใตแสง UV 



การตรวจดวยวิธี multiplex PCR

• สกัดสารพันธุกรรมชนิด DNA ดวยชุดสกัด  

• เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเคร่ือง PCR 

    (96-Well Thermal Cycler) 

ประกอบดวย ขั้นตอน 

 Initial denaturation ที่ 95°C นาน 15นาที 

 denaturation ที่ 95 °C นาน 30 วินาที 

 annealing ที่ 59°C นาน 90 วินาที 

 extension ที่ 72°C นาน 90 วินาที 
 final extension ที่ 72๐C  นาน 10 นาที 

อุปกรณ และวิธีการ
การตรวจดวยวิธี multiplex PCR (Xuan et al. 2021)

Table. 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’)
Concentration 

(10x, µM)
PCR product 

size (bp)

P. gallinaceum

PGCox3F TGTAACAAATAATAAAGCTTCTGAAATTATTAATGAT 0.2 469

PGCox3R CCTGGAGTTCTTCATCTAAATTGAA 0.2

P. juxtanucleare

PJCox3F CTAAATGTAAATATTCAGTAGCTTGTAATGATC 0.2 666

PJCox3F 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

35x



Multiplex PCR

LC 1040 bp

LS   868 bp

PJ    666 bp

PG   469 bp

Marker   positive

              control

LC = L. caulleryi

LS = L. sabrazesi

PJ = P. juxtanucleare 

PG =P. gallinaceum



ตัวอยางที่

ใหผลบวกดวย

วิธี multiple-

PCR 

Ne
xt

 S
te

p

ตรวจหาลําดับ

นิวคลีโอไทด
ของสารพันธุกรรมของ

เช้ือที่ตรวจพบดวยวิธี 

DNA sequencing โดย

ใช BigDye 

DNA sequencing

ทําใหบริสุทธิ์
ดวยชุดน้ํายา 

MinElute Gel 

Extraction Kit 

Purified

เพ่ิมปริมาณ     

สารพันธกุรรม

โดยปรับปริมาตร   ส

วนผสมของปฏิกิริยา 

PCR เปน 50 µL 

PCR

ตัดแถบ DNA 

เปาหมาย

ขนาดประมาณ 469, 

666, 868 และ 

1,040 bp จาก 

agarose gel 

ตัดแถบ DNA 

อุปกรณ และวิธีการ
การตรวจและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (1)

1 2 3 4



Fi
ni

sh

สรางและวิเคราะห
แผนภูมิความสัมพันธเชิง

วิวัฒนาการ (phylogenetic 

tree) ดวยวิธี Maximum 

Likelihood 

phylogenetic tree

ยืนยันชนิดของเชื้อ
โดยการตรวจสอบความเหมือน         

(% Identity) ของลําดับ    นิวคลี

โอไทดของตัวอยางที่ศึกษากับ

ลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล

ของ GenBank ดวยโปรแกรม

ออนไลน Nucleotide BLAST

(%) Identity

เปรียบเทียบความสัมพันธ

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cox 3 

(multiple sequence alignment) 

จากตัวอยางที่ศึกษาและจาก

ฐานขอมูล

Compare

อุปกรณ และวิธีการ
การตรวจและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (2)

วิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทด

ดวยโปรแกรม 

BioEdit  

วิเคราะห

5 6 7 8



ผล และ วิจารณ
ความชุก ผลการวิเคราะหความสอดคลอง



P. gallinaceum

ระยะ trophozoite(ลูกศร) (10x)

รูปที่ 1 รูปที่ 2

รูปที่ 3 รูปที่ 4

P. juxtanucleare 

ระยะ gametocyte(ลูกศร) 

(10x)

L. sabrazesi 

elongate form (ลูกศร) (10x)

L. caulleryi 

ระยะ microgametocyte (ลูกศร) (10x)



Multiplex PCR

LC 1040 bp

LS   868 bp

PJ    666 bp

PG   469 bp

Marker   positive

              control

LC = L. caulleryi

LS = L. sabrazesi

PJ = P. juxtanucleare 

PG =P. gallinaceum



ผลและวิจารณ
ผลการตรวจโดยวิธี multiplex PCR และ stained thin smear 

Parasites
Number of positive (% prevalence) 

stained thin smear multiplex PCR

P. gallinaceum 8 (2.0%) 24 (6.0%)

P. juxtanucleare 197 (49.3%) 292 (73.0%)

L. sabrazesi 266 (66.5%) 316 (79.0%)

L. caulleryi 2 (0.5%) 8 (2.0%)

Overall 319 (79.8%) 355 (88.8%)

Table 2  Prevalence of P. gallinaceum, P. juxtanucleare, L. sabrazesi and L. caulleryi infection in native chickens 

in upper Northern Thailand during March to April 2023 by stained thin smear and multiplex PCR (n=400)



ผลและวิจารณ
ผลการตรวจโดยวิธี multiplex PCR  

Table 3 Prevalence of Plasmodium spp. and Leucocytozoon spp. infection in native chickens in upper Northern Thailand during March to April 2023 based on multiplex PCR

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



ความสอดคลองของการทดสอบ
Blood Parasite 

multiplex PCR Kappa* 

(Agreement) 
95% CI 

Negative Positive Total 

P. gallinaceum 

M
icr

os
co

pi
c 

ex
am

in
at

io
n 

Negative 376 16 392 
0.484 

(Moderate) 
0.237-0.73  Positive 0 8 8 

Total 376 24 400 

P. juxtanucleare 

Negative 108 95 203 
0.528 

(Moderate) 
0.445-0.61  Positive 0 197 197 

Total 108 292 400 

L. sabrazesi 

Negative 84 50 134 
0.691 

(Substantial) 
0.610-0.77  Positive 0 266 266 

Total 84 316 400 

L. caulleryi 

Negative 392 6 398 
0.395 
(Fair) 

-0.085-0.87  Positive 0 2 2 

Total 392 8 400 

Overall 

Negative 45 36 81 
0.666 

(Substantial) 
0.562-0.77  Positive 0 319 319 

Total 45 355 400 
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		P. gallinaceum

		Microscopic examination

		Negative

		376

		16

		392

		0.484	Comment by กวช.: ตัดทศนิยมเหลือแค่ 3 ตน.

(Moderate)
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		Total

		376

		24

		400
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		L. sabrazesi
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(Substantial)
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		L. caulleryi

		

		Negative

		392
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		0.395

(Fair)
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		Total

		392

		8

		400
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		Negative
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แผนภูมิวิวัฒนาการ 

ผลและวิจารณ
แผนภูมิวิวัฒนาการ เปรียบเทียบความสัมพันธ

AB250690/PG/Philippines

MT987649/PG/THChick-G2Pg/Thailand/2013

AB599930/PG/strain-A8

LN835294/PG/stain-8A/Sri Lanka/1936

PG/ChiangMai-39/Thailand/2023

PG/ChiangMai-100/Thailand/2023

PG/ChiangRai-33/Thailand/2023

PG/ChiangRai-100/Thailand/2023

PG/Nan-37/Thailand/2023

PG/Nan-78/Thailand/2023

PJ/ChiangRai-61/Thailand/2023

PJ/Nan-30/Thailand/2023

PJ/ChiangMai-22/Thailand/2023

MG598396/PJ/Pj225-J5/Brazil

MG598393/PJ/Pj222-J2-2/Brazil

MG598392/PJ/Pj221-J1-2/Brazil

AB250415/PJ/Japan

PJ/Phayao-75/Thailand/2023

PJ/ChiangMai-62/Thailand/2023

PJ/ChiangRai-104/Thailand/2023

PJ/Nan-49/Thailand/2023

PJ/Phayao-11/Thailand/2023

MT987648/PJ/THChick19-35Pj/Thailand/2019

AB302215/LC/Japan

MT987646/LC/THChick-LC1/Thailand

LC/ChiangMai-2/Thailand/2023

LC/ChiangMai-6/Thailand/2023

LC/ChiangRai-92/Thailand/2023

LC/Phayao-37/Thailand/2023

LC/Phayao-59/Thailand/2023

LC/Phayao-79/Thailand/2023

LS/ChiangRai-116/Thailand/2023

AB299369/LS/Malaysia/1997

LS/Nan-48/Thailand/2023

MT987647/LS/THChick17-65Ls/Thailand/2017

LS/ChiangMai-28/Thailand/2023

LS/ChiangMai-74/Thailand/2023

LS/ChiangRai-11/Thailand/2023

LS/Nan-16/Thailand/2023

LS/Phayao-31/Thailand/2023

LS/Phayao-53/Thailand/2023

95

79

52

100

100

100

65

64

100

0.020

แสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ 

Plasmodium และ  Leucocytozoon 

PG

PJ

LC

LS



สรุป และ ขอเสนอแนะ
ความชุก ผลการวิเคราะหความสอดคลอง



มีความชุกในระดับสูง 

ความชุกของการติดเชื้อพลาสโมเดียมและลิวโคไซซูนในไกพื้นเมืองในพื้นที่ภาคเหนือตอนบน 

ความชุก

 อยูในระดับดี (substantial) 

ความสอดคลองจากการตรวจหาเชื้อโดยวิธี stained thin smear และ multiplex PCR 

ความสอดคลอง

สรุปผล และ ขอเสนอแนะ
สรุป ความชุก ความสอดคลอง ลักษณะทางอณูชีววิทยา  

 L. sabrazesi มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกวาเชื้อชนิดอ่ืนๆ

ลักษณะทางอณูชีววิทยาของเชื้อ

ลักษณะทางอณูชีววิทยา



การเล้ียงสัตวใหถูกสุขลักษณะ รวมทั้งมี

มาตรการความปลอดภัยทางชีวภาพจะ

ชวยลดโอกาสการแพรเชื้อได

การจัดการฟารมที่ดี

ควรมีการควบคุมแมลงพาหะในบริเวณ

ฟารมอยางมีประสิทธิภาพ

มีแมลงพาหะในการนําโรค

ของการติดเชื้อพลาสโมเดียมและลิวโค

ไซโตซูนในไกพื้นเมืองในพื้นที่ภาคเหนือ

ตอนบนของประเทศไทยอยูในระดับสูง

ผลการศึกษาพบความชุก

ขอเสนอแนะ

สรุปผล และ ขอเสนอแนะ
การศึกษาแมลงพาหะ การจัดการฟารมที่ดี

การศึกษาชนิดและจํานวนของแมลง

พาหะในฟารมเล้ียงสัตวปก เพื่อใชเปน

ขอมูลพื้นฐานในการประเมินความเส่ียง

ของการติดเชื้อปรสิตในเลือดสัตวปกใน

แตละพื้นที่

การศึกษาชนิดและจํานวนของ

แมลงพาหะ



รายงานผลการดาํเนินงาน และใหค้วามรู้เกษตรกร



กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจาหนาที่ของสํานักงานปศุสัตวจังหวัดในพื้นที่ จังหวัดเชียงใหม เชียงราย นาน และ

พะเยา ที่อํานวยความสะดวกในการเก็บตัวอยาง เจาหนาที่กลุมปรสิตวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว

แหงชาติ ที่ชวยตรวจตัวอยาง และขอขอบคุณ สพ.ญ.ดร.อรพรรณ อาจคําภา สํานักงานปศุสัตวเขต 

4 ที่ชวยใหความอนุเคราะหในการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ



ภาพรวมกจิกรรม



THANK YOU
For your attention
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