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บทคัดย่อ 

  
ข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างพาหะกับปรสิตมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการท าความเข้าใจการ

ระบาดของโรค Leucocytozoonosis เป็นโรคระบาดที่เกิดจากโปรโทซัวในสกุล Leucocytozoon มีอัตรา
การพบสูงในภูมิภาคเอเชียตะวันนออกเฉียงใต้  แต่ข้อมูลพาหะของโรคยังมีน้อยมาก การศึกษานี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อใช้วิธีพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cytochrome b (cyt b) ในไมโท
คอนเดรียเพื่อตรวจสอบความหลากหลายและความชุกของ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด า จากประเทศ
ไทย ศึกษาแมลงริ้นด าจ านวน  404 ตัวอย่าง จัดจ าแนกตามลักษณะสัณฐานวิทยาได้  6 สปีชีส์ 
ใน 2 สกุลย่อยได้แก่ สกุลย่อย Gomphostilbia (Simulium asakoae complex, S. chumpornense) 
และสกุลย่อย  Simulium (S. chamlongi, S. doipuiense complex, S. nigrogilvum, S. nodosum) 
ต รวจสอบพ บ  Leucocytozoon ตั วอย่ า งแมลงริ้ น ด า  44 ตั วอย่ า ง  จากแมลงริ้ น ด าสกุ ล ย่ อย 
Gomphostilbia ทั้ง 2 สปีชีส์ พบ Leucocytozoon มากที่สุด (35 ตัวอย่าง) ในแมลงริ้นด าที่เก็บจากพื้นที่
ชุมชน ซึ่งมีการเลี้ยงไก่พื้นเมืองจ านวนมาก ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าไก่พื้นเมืองเหล่านี้จะเป็นโฮสต์ของ 
Leucocytozoon ที่พบในแมลงริ้นด า  จากจ านวนล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b 44 ตัวอย่าง จ าแนกได้ 
16 haplotypes เปรียบ เที ยบล าดับนิ วคลี โอไทด์ที่ มี รายงานในฐานข้อมู ล  GenBank พบว่า  11 
haplotypes เหมือนกันหรือคล้ายคลึงกันมากกับ  Leucocytozoon ที่ยังไม่ทราบ สปีชีส์ซึ่งพบในไก่
พื้นเมือง อีก 4 haplotypes มีความคล้ายคลึงกันทางพันธกุรรมกับ L. schoutedeni และ 1 haplotype มี
ความแตกต่างจากล าดับนิวคลีโอไทด์อ่ืนๆ อย่างมาก ผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าแมลงริ้นด า 2 สปีชีส์ 
(Simulium asakoae complex, S. chumpornense) ในสกุลย่อย Gomphostilbia ในประเทศไทยอาจ
เป็นพาหะของ Leucocytozoon ที่พบในไก่พื้นเมือง  
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ABSTRACT 

  
Information regarding vector-parasite association is necessary for fully 

understanding epidemiology of the vector borne disease. This information is lacking in the 
case of Leucocytozoonosis in Oriental region despite high incidence of the disease. In this 
study, molecular approach based on mitochondrial cytochrome b (cyt b) sequence was 
used to examine the diversity and prevalence of the parasite, Leucocytozoon in black flies 
from Thailand. A total of 404 wild caught black flies represented six morphological species 
of the two subgenera including Gomphostilbia (Simulium asakoae complex, S. 
chumpornense) and Simulium (S. chamlongi, S. doipuiense complex, S. nodosum,   S. 
nigrogilvum) were examined. Forty-four black fly specimens from two species of the 
Gomphostilbia were positive for Leucocytozoon. Most (35) of these are found in village 
where high numbers of domestic chicken are keeping suggest the possibility that they are 
host of Leucocytozoon species found in black flies. Sixteen haplotypes were identified 
among 44 cyt b sequences. Comparisons of the sequences with previously reports in 
GenBank database revealed that 11 haplotypes obtained in this study is identical or very 
similar to an unknown Leucocytozoon that found infected domestic chickens. Four 
haplotypes are genetically similar to L. schoutedeni and one haplotype is genetically very 
different from others. The results indicated that two black fly species of the subgenus 
Gomphostilbia in Thailand is possible vectors of Leucocytozoon transmitted among 
domestic chickens and wild birds in the country. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 หลักการและเหตุผล 
Leucocytozoon เป็นโปรโตซัวในเลือด จัดอยู่ในไฟลัม (Phylum) Apicomplexa อันดับ 

(order) Haemosporida รายงานการพบครั้งแรกในเลือดนกฮูก (owl) โดย Vasily Danilewsky ใน

ปี ค.ศ. 1884 ซึ่งขณะนั้นยังไม่ได้ระบุเป็นสกุล (genus) Leucocytozoon (Valkiunas, 1999) 

ปัจจุบันมีรายงานการพบ Leucocytozoon อย่างน้อย 41 สปีชีส์ (species) แต่การศึกษาด้านพันธุ

ศาสตร์โมเลกุลพบว่ามีความหลายหลายของสปีชีส์มากกว่าที่รายงานไว้มาก (Valkiunas et al., 

2010; Freund et al., 2016; Galen et al., 2018) สกุล Leucocytozoon แบ่งเป็น 2 สกุลย่อย 

(subgenus) คือ Leucocytozoon และ Akiba ซึ่งแตกต่างกันจากลักษณะการรวมตัวของ exo-

erythrocytic และพาหะ (vector) โดยเชื้อในสกุลย่อย Leucocytozoon มีแมลงริ้นด า (Diptera: 

Simuliidae) เป็นพาหะ และสกุลย่อย Akiba มีแมลงในสกุล Culicoides (Diptera: 

Ceratopogonidae) เป็นพาหะ ซึ่งสามารถน าเชื้อได้เพียงสปีชีส์เดียว คือ Leucocytozoon (Akiba) 

caulleryi (Valkiunas, 2005)   

Leucocytozoon เป็นโปรโตซัวที่ก่อโรค Leucocytozoonosis ซ่ึงพบในสัตว์ปีกหลายชนิด 

เช่น ไก่ เป็ด ไก่งวง ห่าน และนก เมื่อเชื้อนี้เข้าสู่กระแสเลือด เชื้อจะเจริญในเม็ดเลือดแดงหรือ  

เม็ดเลือดขาว ท าให้การท าหน้าที่ของเม็ดเลือดเสียไป และเม็ดเลือดถูกท าลาย ท าให้ไก่ท่ีติดเชื้อแสดง

อาการโลหิตจาง มีไข้ อุจจาระเหลวเป็นสีเขียว ขาไม่มีแรง มีน้ าลักษณะเหนียวออกมาจากปาก และ

อาจตายในที่สุด (Fallis and Desser, 1977; Kaufmann, 1996; Springer, 1997) ในประเทศไทย 

โรค Leucocytozoonosis ก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่อย่างมาก 

โดยไก่เนื้อจะแสดงอาการป่วย และมีอัตราการตายสูงถึงร้อยละ 25 (สมใจ และคณะ, 2518) ขณะที่

ไก่พ้ืนเมืองมีอัตราการตายสูงถึงร้อยละ 40 (Prasittirat et al., 1997) และส่งผลกระทบทางเศรษฐกิจ

ในฟาร์มไก่ไข่ โดยอัตราการผลิตไข่ลดลงร้อยละ 40 อัตราการป่วยร้อยละ 10 และอัตราการตายร้อย

ละ 1.5 (Worasing et al., 2000) โรคนี้มักพบระบาดในช่วงฤดูฝน (Kaufmann, 1996) ในประเทศ

ไทยมีรายงานการพบ Leucocytozoon จ านวน 2 สปีชีส์ โดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาในการจัด

จ าแนก ได้แก่ L. sabrazesi และ L. caulleryi (สมใจและคณะ, 2518; Wongwatcharadamrong 
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et al., 1980; Nakamura et al., 1990) อย่างไรก็ตามจนถึงขณะนี้ยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับพาหะของ

เชื้อ Leucocytozoon ชนิดดังกล่าวในประเทศไทยรวมถึงเขตร้อนชื้นของทวีปเอเชีย 

แมลงริ้นด า (black flies) เป็นแมลงที่มีความส าคัญทางด้านการแพทย์มากท่ีสุดชนิดหนึ่ง

เนื่องจากเป็นพาหะของโรค Onchocerciasis หรือ River blindness (Adler et al., 2010) ซึ่งเป็น

โรคที่เกิดจากพยาธิตัวกลม filarial nematode สปีชีส์ Onchocerca volvulus โดยมีแมลงริ้นด า

เพศเมียบางสปีชีส์เป็นพาหะ เช่น Simulium damnosum complex, S. naveavie, S. exiguum 

(Crosskey, 1990) โรค Onchocerciasis พบในทวีปแอฟริกา อเมริกากลาง และอเมริกาใต้ โดย

คาดการณ์ว่าจะมีคนไม่ต่ ากว่า 100 ล้านคนมีความเสี่ยงที่จะเกิดโรค Onchocerciasis และในจ านวน

นี้ประมาณ  

18 ล้านคนติดเชื้อ โดย 500,000 คน สายตาเสียและ 270,000 คน ตาบอดจากการติดเชื้อ 

Onchocerca volvulus (Richards et al., 2000) นอกจากการเป็นพาหะของโรค Onchocerciasis 

แมลงริ้นด ายังถ่ายทอดโปรโตซัวในสกุล Trypanosoma และ Leucocytozoon นอกจากนี้แมลงริ้น

ด ายังสามารถถ่ายทอดไวรัสบางชนิด และอะโบไวรัส (aboviruses) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่าง 

ๆ ในสัตว์หลายชนิด เช่นโรค myxomatosis ในกระต่าย (Richards et al., 2000; Mead et al., 

1999)  

ปัจจุบันมีการศึกษาการเป็นพาหะน าโรคของ Leucocytozoon จากแมลงริ้นด า (Diptera: 

Simuliidae) ด้วยวิธีทางพันธุศาสตร์โมเลกุลซึ่งพบความหลากหลายของโปรโตซัวในเลือดที่ก่อโรคใน

สัตว์ปีกได้ เช่น การศึกษาแมลงริ้นด าในเทือกเขาร็อคก้ี ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยใช้ล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ ของยีน cytochrome b (cyt b) พบว่าแมลงริ้นด า S. silvestre และ S. exulatum เป็นพาหะ

ของ Leucocytozoon (Murdock et al., 2015) ในประเทศญี่ปุ่นมีการรายงานพบแมลงริ้นด าเป็น

พาหะของ L. lovati ในแมลงริ้นด า 3 สปีชีส์ ได้แก่ S. japonicum, S. uchidai และ Prosimulium 

hirtipes (Sato et al., 2009) และในสาธารณรัฐเช็ก พบว่าแมลงริ้นด า S. securiforme เป็นพาหะ

ของ Leucocytozoon (Synek et al., 2013) และแมลงริ้นด า S. vernum เป็นพาหะของ 

Leucocytozoon ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคโลหิตจางในนกฮูก (Synek et al., 2016) 

ในประเทศไทยยังไม่มีการรายงานการศึกษาบทบาท และศักยภาพของแมลงริ้นด าในการเป็น

พาหะน าโรคของ Leucocytozoon แต่มีการรายงานการพบ Leucocytozoon ในสัตว์ปีกอย่าง

ต่อเนื่อง การศึกษาครั้งนี้เป็นรายงานแรกเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่าง Leucocytozoon กับแมลง

ริ้นด าในประเทศไทยรวมถึงเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพ่ือใช้วิธีทางพันธุศาสตร์โมเลกุลตรวจสอบความหลากหลายและความชุกของ 

Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าจากประเทศไทย 

 
1.3 ความส าคัญของการวิจัย 

ทราบความหลากหลายและความชุก ของ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าจากประเทศไทย 

 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
เก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าในภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย โดยใช้สวิงจับแมลง เก็บตัวอย่าง

ในเอทานอลความเข้มข้น 80 % หลังจากนั้นน ามาแช่ในตู้แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

เพ่ือรักษาสภาพก่อนน าไปท าการศึกษา  

ระบุสปีชีส์ของแมลงริ้นด าด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา จากนั้นสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) ตามวิธีของ Hellgren 

et al. (2004) โดยใช้ยีน cytochrome b (cyt b) ในการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของโปรโตซัว 

Leucocytozoon วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์

ส าเร็จรูป โดยเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI GenBank  
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บทที่ 2 
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

 

2.1 ชีววิทยาของ Leucocytozoon 

Leucocytozoon เป็นโปรโตซัวในเลือดกลุ่ม Haemosporozoa จัดอยู่ใน Phylum 

Apicomplexa พบเชื้อครั้งแรกในนกฮูก (owl) โดย Vasily Danilewsky ในปี ค.ศ.1884 

(Valkiunas, 1999) Leucocytozoon ในปัจจุบันมีรายงานอย่างน้อย 41 สปีชีส์ แต่การศึกษา

ทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุลพบว่ามีความหลายหลายของชนิดมากกว่าที่รายงานด้วยการศึกษา

สัณฐานวิทยา (Valkiunas et al., 2010; Freund et al., 2016; Galen et al., 2018) 

 
  ล าดับขั้นทางอนุกรมวิธานของ Leucocytozoon สามารถจัดจ าแนกได้ดังนี้  

Domain: Eukaryota 

Phylum: Apicomplexa 

Class: Aconoidasida 

Subclass: Haemosporidiasina 

Order: Haemosporida 

Suborder: Theileriina 

Family: Leucocytozoidae 

Genus: Leucocytozoon 

             (Valkiunas, 1999)   
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2.1.1วงชีวิตของ Leucocytozoon  

           วงชีวิตของ Leucocytozoon (ภาพที่ 1) แบ่งเป็น 2 ระยะ ดังนี้  
1. วงจรชีวิตในแมลงพาหะ มีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ หรือ sporogony     
2. วงจรชีวิตในสัตว์ปีก มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ หรือ schizogony ซึ่งแบ่งเป็น 

            2.1 ระยะที่อยู่ในอวัยวะ หรือ exo-erythrocytic schizogony 
           2.2 ระยะที่อยู่ในเม็ดเลือด หรือ erythrocytic schizogony 
 

 
 

ภาพที่ 1 วงชีวิตของ Leucocytozoon  
(A) แมลงที่ติดเชื้อ ได้รับเชื้อจากการกัดนกที่มีเชื้อ (B) ระยะเชื้อพัฒนาในนก (C) ระยะเชื้อพัฒนาใน

แมลง 
(ที่มา: Atkinson, 1999) 
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1. วงชีวิตในแมลงพาหะ 
เมื่อแมลงพาหะกัดสัตว์ปีกท่ีติดเชื้อ Leucocytozoon แมลงจะดูดเลือดที่มีเซลล์เพศผู้ 

(microgametocyte) และเซลล์เพศเมีย (macrogametocyte) เข้าไป โดยส่วนใหญ่ 
Leucocytozoon มีพาหะเป็นแมลงริ้นด าสกุล Simulium ยกเว้น L. caulleryi มีพาหะ คือแมลง
สกุล Culicoides ระยะ gamont ที่เข้าสู่แมลงดูดเลือด (midgut) ของพาหะจะมีรูปร่างกลมข้ึน และ
ออกจากเซลล์เม็ดเลือดโดยการกระตุ้นจากความเข้มข้นของออกซิเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ใน
สิ่งแวดล้อมท่ีเปลี่ยนแปลงไป โดยระยะ microgamont แบ่งเซลล์ได้ 8 microgametes ซ่ึงแต่ละ
เซลล์จะมีแฟลเจลลัม (flagellum) 1 เส้น ซึ่งสามารถเคลื่อนที่ไปหา macrogamete ได้ โดยที่ 
macrogamete 1 เซลล์มาจากการเปลี่ยนแปลงของ macrogamont เมื่อผสมกันจะได้ zygote  
ที่สามารถเคลื่อนที่ได้ (ookinete) ระยะ zygote จากเดิมที่มีรูปร่างกลมจะเปลี่ยนแปลงให้มีรูปร่างรี
และยาวขึ้นซึ่งจะไชเข้าสู่ผนังของ  midgut และเปลี่ยนแปลงไปเป็น oocyst ที่ผนังชั้นนอกของ 
midgut ซ่ึง oocyst จะอยู่ใต้ชั้น basal lamina โดย oocyst มีขนาดมากกว่า 25 ไมครอน  
แต่ส าหรับ L. simondi  oocyst มีขนาด 10 – 12 ไมโครเมตร sporogony ภายใน oocyst จะเกิด
กระบวนการ sporogony ขึ้น ท าให้ภายใน oocyst มี sporozoite อยู่จ านวนมาก และต่อมาผนัง 
oocyst จะแตกออกและปล่อย sporozoite เข้าสู่ช่องว่างล าตัว (hemocoel) ของพาหะ ซึ่งจะ
เคลื่อนที่ไปยังต่อมน้ าลายโดยเข้าไปอยู่ในต่อมน้ าลายและพร้อมที่จะเข้าสู่สัตว์ปีกตัวอ่ืนเมื่อแมลง
พาหะดูดเลือดสัตว์ปีกตัวอ่ืน เวลาที่ใช้สร้าง sporozoite จะใช้เวลาประมาณ 6 – 7 วัน sporozoite 
ในต่อมน้ าลายจะมีการพัฒนาของ apical complex เจริญดีกว่าใน oocyst และมีรูปร่างเรียวกว่า 
เมื่อพาหะของเชื้อเข้ากัดสัตว์ปีก sporozoite ที่อยู่ในต่อมน้ าลายจะเข้าสู่สัตว์ปีกพร้อมกับน้ าลายของ
แมลงพาหะที่ฉีดเข้าสู่ผิวหนัง 

 
2. วงชีวิตในสัตว์ปีก 

2.1 ระยะที่อยู่ในอวัยวะ เมื่อแมลงพาหะกัดสัตว์ปีกจะปล่อย sporozoite เข้ากระแสเลือด 
จากนั้น sporozoite จะกระจายไปยังอวัยวะ ได้แก่ ไต ม้าม ตับ ตับอ่อน กล้ามเนื้อ ล าไส้ รังไข่ ต่อม
หมวกไต หลอดลม และสมอง โดยเซลล์ที่พบว่ามักจะติดเชื้อ ได้แก่  hepatic parenchymal cell, 
renal epithelial cell และ reticuloendothelial cell โดยเฉพาะในม้ามและต่อมน้ าเหลือง  
ยกเว้น L. caulleryi ที่ sporozoite  มักเข้าสู่ endothelial cell ของ visceral organ และ 
merogony   เมื่อเข้าสู่เซลล์ดังกล่าวจะเกิดกระบวนการ primary merogony ซึ่งท าให้ได้ meront 
ที่มีขนาดตั้งแต่ 20 – 40 ไมครอน (4 – 5 วันหลังติดเชื้อ) ภายในมี merozoite  ที่มีขนาด 1 
ไมครอนประมาณ 1,000 เซลล์ นอกจากนี้ใน primary meront ของ L. simondi จะมีชิ้นส่วนเล็ก ๆ 
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(syncytia) ที่มีนิวเคลียสตั้งแต่สองอันขึ้นไป อยู่ร่วมกับ merozoite  เมื่อผนัง meront แตกออกจะ
ปล่อย  merozoite และ syncytia (กรณีของ L. simondi) ออกมา primary merozoite ของ  
L. caulleryi จะเข้าสู่ endothelial cell และกลายเป็น secondary meront และ 
megalomeront ที่สร้าง merozoite ที่พร้อมจะเข้าสู่เม็ดเลือดแดงต่อไปส่วนกรณี primary 
meront ของ L. simondi นั้นเมื่อผนัง meront แตกออก merozoite จะเข้าสู่เม็ดเลือดแดงเพ่ือ
เปลี่ยนแปลงไปเป็น gametocyte  ทันที แต่ syncytia ที่ออกมาจะมีการสร้าง secondary meront 
ใน hepatic parenchymal cell หรือ vascular endothelial cell ต่อไป ซึ่ง meront ที่มาจาก 
syncytia จะมีการขยายขนาดค่อนข้างเร็ว มีขนาด 100 – 200 ไมโครเมตร  เรียกว่า 
megalomeront หรือ megaloschizont ซึ่งภายในมี merozoite ที่มีขนาด 1 ไมครอนจ านวน
มากกว่า 1 ล้านเซลล์ ระยะ merozoite จาก megaloschizont จะเข้าสู่เม็ดเลือดขาวและกลายเป็น 
elongate gametocyte ต่อไป 

2.2 ระยะที่อยู่ในเม็ดเลือด เมื่อ merozoite ที่เข้าสู่เม็ดเลือดจะมีขนาด 1 – 2 ไมโครเมตร 
โดยจะอยู่ชิดติดกับนิวเคลียสของเม็ดเลือด  primary merozoite ของ L. simondi และ secondary 
merozoite ของ L. caulleryi จะเข้าสู่เม็ดเลือดแดงทั้งชนิด erythrocyte และ erythroblast โดย
จะกลายเป็น round gametocyte ต่อไประยะ prepatent peroid ของเชื้อ L. caulleryi  
ประมาณ 14 วัน ส่วนระยะเวลาที่มี parasitemia ประมาณ 1 สัปดาห์ หลังจากนั้นจะพบ gamont 
ลดลงเรื่อย ๆ จนหายไปจากกระแสเลือด (รวมทั้งหมดประมาณ 14 วัน) ในกรณีของนกที่ติดเชื้อ 
Leucocytozoon ที่ไม่ก่อโรครุนแรง ลักษณะของโรคจะเป็นแบบ chronic infection ที่มีระดับ 
parasitemia ค่อนข้างต่ าและมักจะพบเป็นเวลาสั้น ๆ นอกจากนี้ในไก่หรือเป็ดที่มีชีวิตรอดจากการ
ติดเชื้อจะสามารถกลับมามีเชื้อในกระแสเลือดใหม่อีกได้ โดยเป็นเชื้อที่มาจากระยะ meront ใน 
visceral organ (recurrence) ซึ่งเป็นการปลดปล่อย merozoite จาก megalomeront ลักษณะ
รูปแบบของ  parasitemia ในระยะ chronic stage มักเป็นแบบ irregular parasitemia คือ จะมี
รูปแบบการปรากฏของเชื้อในกระแสเลือดแบบไม่แน่นอนทั้งจ านวนเชื้อและระยะเวลา อันเป็นผลมา
จากความไม่แน่นอนของ host immunity โดยมักพบได้ในช่วง การออกไข่ การสร้างรัง การแย่งพ้ืนที่
อาศัยและการอพยพ ซึ่งทั้งหมดจะก่อให้เกิดความเครียดส่งผลให้ระดับภูมิคุ้มกันในร่างกายลดลง 
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2.2 ความส าคัญของเชื้อ Leucocytozoon  

Leucocytozoon เป็นสาเหตุของโรค Leucocytozoonosis เป็นโรคพยาธิในเลือดที่ส าคัญ
ของไก่และสัตว์ปีก ซึ่งท าให้ไก่ป่วยและตายได้ หากไม่ได้ท าการรักษา ใน สัตว์ปีกท่ีติดเชื้อ 
Leucocytozoon จะไม่แสดงอาการป่วยชัดเจนหรือแสดงอาการแบบเฉียบพลัน เช่น โลหิตจาง ซึม 
ท้องเสีย อุจจาระเป็นสีเขียว หงอนและเหนียงซีด อาจแสดงอาการทางระบบประสาท (Krimahakim 
et al., 1975; Nakamura et al., 1990; Wongwatcharadamrong et al.,1980) ลักษณะของไก่ที่
แสดงอาการใบหน้า หงอนเหนียงซีด อาจเกิดได้จากหลายสาเหตุ แต่สิ่งหนึ่งที่มีความเกี่ยวข้อง คือ
ปัญหาเกี่ยวกับการท างานของระบบการสร้างเม็ดเลือดแดง หรือปัญหาที่ก่อให้เกิดการท าลายเม็ด
เลือดแดงที่มีลักษณะผิดปกติเพ่ิมสูงขึ้นจนกระทั่งก่อให้เกิด ภาวะเลือดจาง ซึ่งจะส่งผลให้ปริมาณเม็ด
เลือดแดงในกระแสเลือดมีปริมาณลดลง ไก่จึงแสดงอาการซีด โดยเฉพาะในส่วนของอวัยวะที่
สังเกตเห็นได้ง่าย เช่น ใบหน้า หงอนและเหนียง เป็นต้น เม็ดเลือดแดงที่มีลักษณะความผิดปกติของไก่
พบว่าสาเหตุที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่มักเป็นปัจจัยที่ก่อให้เกิดความผิดปกติของเม็ดเลือดแดง คือ การติด
เชื้อพยาธิในเม็ดเลือด (Wongwatcharadamrong et al., 1980)  

ประเทศไทยมีรายงานการพบโรค Leucocytozoonosis ครั้งแรกโดย Campbell (1954) 
โรค Leucocytozoonosis ในประเทศไทยเกิดจากเชื้อ 2 ชนิดคือ L. caulleryi และ L. sabrazesi 
มีริ้น (midge) และ แมลงริ้นด า (back fly) (Culicoides sp., Simulium sp.) เป็นพาหะน าโรคที่
ส าคัญ อาการของโรค Leucocytozoonosis คือ เกิดภาวะโลหิตจาง ซึม อุจจาระเหลว มีสีเขียวปน
ขาว หงอนและเหนียงซีด อัตราไข่ลดลง อัตราการตายอาจจะสูง ถึง 25% (สมใจ และคณะ, 2518) 
ในไก่พ้ืนเมืองมีอัตราการตายสูงถึงร้อยละ 40 (Prasittirat et al., 1997) และส่งผลกระทบทาง
เศรษฐกิจในฟาร์มไก่ไข่โดยอัตราการผลิตไข่ลดลงร้อยละ 40 อัตราการ และอัตราการตายร้อยละ 1.5 
ซึ่งเป็นการเกิดโรคร่วมกับเชื้อมาลาเรียในไก่ (Worasing et al.,2000) ไก่พ้ืนเมืองในจังหวัดเชียงใหม่ 
พบติดเชื้อ L. sabrazesi สูงถึง 73% และ L. caulleryi  0.47% (Takang et al., 2017) ไก่พ้ืนเมือง
ในจังหวัดน่าน ติดเชื้อ Leucocytozoon สูงถึง 74% (Jaijan et al., 2012) ในปี พ.ศ. 2554 พบนก
ป่าที่สถานีเพาะเลี้ยงสัตว์ป่าเข้าค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ ติดเชื้อ Leucocytozoon 29% (Singjam and 
Ruksachat, 2011) และในภาคใต้ของไทย พบการระบาดของโรค Leucocytozoonosis สูงถึง 60% 
ในจังหวัดนครศรีธรรมราช (Worasing et al., 2001)  
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2.3 แมลงริ้นด า 

แมลงริ้นด าเป็นแมลงขนาดเล็กจัดอยู่ในไฟลัม (phylum) Arthropoda ชั้น (class) Insecta 
อันดับ (order) Diptera อันดับย่อย (suborder) Nemathocera Infraorder Culicomorpha 
Superfamily Chironomidae วงศ์ Simulidae ทั่วโลกมีรายงานพบท้ังสิ้น 2,328 ชนิด ในจ านวนนี้
เป็นสปีชีส์ที่สูญพันธุ์ไปแล้ว 18 สปีชีส์ (Adler, 2019) 

 

 
 

ภาพที่ 2 ชีวิตของแมลงริ้นด า 
ระยะไข่ (egg) ระยะตัวอ่อน (larva) ระยะดักแด้ (pupa) อาศัยในแหล่งน้ าไหล (lotic ecosystem) 

ระยะตัวเต็มวัย (adult) อาศัยบนบก (terrestrial ecosystem) 
(ที่มา: ไพโรจน์ ประมวล, 2557) 

 
แมลงริ้นด ามีวงชีวิต ประกอบด้วย 4 ระยะ ได้แก่ ระยะไข่ (egg) ระยะตัวอ่อน (larva) ระยะ

ดักแด้ (pupa) และระยะตัวเต็มวัย (adult) (ภาพที่ 2) ซึ่งระยะไข่ ตัวอ่อน และดักแด้ อาศัยอยู่ใน
แหล่งน้ าไหล ระยะเวลาในการเจริญพัฒนาจากไข่ไปจนถึงตัวเต็มวัยแตกต่างกันข้ึนอยู่กับสปีชีส์ และ
อุณหภูมิของน้ า ตัวอ่อนจับยึดเกาะกับเศษใบไม้โขดหินตามแหล่งน้ าไหลเป็นแหล่งอาศัยโดยใช้
โครงสร้างที่อยู่ส่วนท้ายของล าตัวที่เรียกว่า posterior circlet มีระยะการกินอาหารแบบกรอง 
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(filter- feeding) โดยใช้โครงสร้างที่เรียกว่า cephalic fan หรือ labral fan ซึ่งอยู่บนส่วนของตัว
อ่อนตัวเต็มวัยอาศัยอยู่บนบก 

ระยะไข่ (egg) หลังจากท่ีตัวเมียได้รับการผสมพันธุ์แล้วจะวางไข่ไว้ตามโขดหิน เศษวัสดุ 
ต่าง ๆ ตามล าต้นหรือใบของพืชน้ าที่อยู่ในแหล่งน้ าไหลธรรมชาติโดยแต่ละกลุ่มของไข่ประกอบด้วยไข่
ประมาณ 150 - 600 ฟอง โดยการที่ไข่อยู่รวมกันเป็นกลุ่มนี้เกิดเนื่องจากอิทธิพลของฟีโรโมนของตัว
เมียทีห่ลั่งออกมาขณะวางไข่ ซึ่งไข่มีขนาดเล็กมาก และมีความยาวตั้งแต่ 0.18 - 0.46 มิลลิเมตร 
ลักษณะของไข่เป็นรูปสามเหลี่ยมรี มีลักษณะ คล้ายรูปไตที่ด้านหนึ่งโป่งนูนออกมาเล็กน้อยเปลือกหุ้ม
ไข่ค่อนข้างเรียบสีของไข่ท่ีตัวเมียวางใหม่ๆเป็นสีขาวต่อมาสีจะค่อยค่อยเข้มเป็นสีน้ าตาลระยะเวลาที่
ไข่ของแต่ละสปีชีส์ฟักเป็นตัวอ่อนนั้นแตกต่างกันตั้งแต่ 4-30 วัน ขึ้นกับสภาวะแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ
ของน้ า และอากาศแต่อาจจะใช้เวลานานกว่านี้ใน สปีชีส์ที่ไข่ต้องผ่านระยะพัก (diapauses) ในเขต
อากาศร้อน ไข่จะฟักเป็นตัวอ่อนภายใน1 หรือ 2 วันเท่านั้น เช่น ไข่ของริ้นด ากลุ่ม สปีชีส์ซับซ้อน S. 
damnosum ในแอฟริกา ใช้เวลา 1-3 วัน แต่ไข่ของแมลงริ้นด ากลุ่มสปีชีส์ซับซ้อน S. damnosum 
ในแอฟริกากลาง ใช้เวลา 3-20 วัน (Davies and Crosskey, 1991) 

ระยะตัวอ่อน (larva) ตัวอ่อนมีลักษณะเรียวยาว และมีด้านล่างของล าตัวกว้างด้านบนตัว
อ่อนของแมลงริ้นด าแต่ละชนิดมีความยาวแตกต่างกัน ตั้งแต่ 5-15 มิลลิเมตร ล าตัวมีสีน้ าตาลอ่อน
จนถึงน้ าตาลด า ส่วนหัวมีปลอกหุ้ม มีตา 1 คู่ และมี cephalic fan 1 คู่ ซึ่งมีเส้นแกนจ านวนหลาย
หลายเส้น และมีเส้นเล็ก ๆ สั้น ๆ แตกออกจากเส้นแกนเป็นจ านวนมาก เส้นแกนสามารถขยาย
ออกเป็นรูปครึ่งวงกลมคล้ายพัด ท าหน้าที่กรองอาหารขนาดเล็ก ๆ จากน้ าไหลเข้าสู่ปากตัวอ่อนของ
แมลงริ้นด า มีอวัยวะยึดเกาะ 2 ต าแหน่ง คือ proleg เป็นส่วนที่ยื่นออกมาจากปล้องแรกของส่วนอก 
บริเวณส่วนปลายของ proleg ประกอบด้วยเส้นเล็กๆ ที่มีลักษณะคล้ายตะขอ (hook) เรียงเป็น
วงกลมเรียกว่า anterior circlet ท าหน้าที่ ในการยึดเกาะกับก้อนหินหรือพืชน้ าเพื่อใช้ในการเคลื่อนที่
นอกจากนี้ภายสุดของล าตัว ยังมี posterior circlet ที่มีเส้นเล็ก ๆ คล้ายตะขอเรียงเป็นวงกลม ช่วย
ยึดเกาะการเคลื่อนที่เช่นกัน ตัวอ่อนอาศัยและเจริญเติบโตในน้ าไหล จะปล่อยเส้นใยเหนียวที่ผลิตจาก
ต่อมน้ าลายออกมาเป็นตาข่าย ติดกับก้อนหินหรือพืชน้ าเพื่อให้ posterior circlet ยึดเกาะ ซึ่งท าให้ 
ตัวอ่อนยึดติดไม่ไหลไปกับกระแสน้ า ตัวอ่อนมีระยะการเจริญเติบโต 6- 9 ระยะ แล้วแต่สปีชีส์ และใน
แต่ละสปีชีส์อาจจะมีระยะการเจริญของตัวอ่อนแตกต่างกันบางครั้งตัวอ่อนที่เจริญ เต็มที่แล้วจะ
สามารถเห็น gill spot 1 คู่ มีจุดสีด าได้อย่างชัดเจนที่บริเวณด้านข้างระหว่าง ปล้องที่ 1 และ 2 
ภายใน gill spot จะเป็น histoblasts ของขาและปีกท่ีก าลังเจริญบนตัว สองข้างของส่วนอก และ
เป็น histoblasts  สีเข้มของ pupal gill ซึ่งเป็นอวัยวะช่วยในการหายใจ ช่วงระยะเวลาการ
เจริญเติบโตของตัวอ่อนขึ้นอยู่กับอุณหภูมิ เช่น แมลงริ้นด ากลุ่มสปีชีส์ซับซ้อน S. damnosum ใน
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แอฟริกาตะวันออกท่ีมีอุณหภูมิสูงกว่า 30 องศา อาจใช้เวลาเพียง 4 วันเท่านั้น โดยการลอกคราบทุก
วันในช่วงที่มีการเจริญเติบโต 

ระยะดักแด้ (pupa) ตัวอ่อนที่เจริญเติบโตในระยะสุดท้าย ใช้เวลาประมาณ 1 ชั่วโมงในการ
สร้างปลอกหุ้มดักแด้ (cocoon) ที่จะลอกคราบเปลี่ยนเป็นตัวดักแด้อยู่ภายในปลอกหุ้มนั้น ลักษณะ
รูปร่างของปลอกหุ้มดักแด้สามารถใช้วินิจฉัยแยกสปีชีส์ของแมลงริ้นด าได้ ส่วนหัว และอกของดักแด้
รวมเป็นหนึ่งเดียวกันเรียก cephalothorax ซึ่งจะมี pupal gills 1 คู่ ที่ประกอบด้วยเส้นเล็ก ๆ ใช้
เป็นอวัยวะช่วยหายใจ มีจ านวนตั้งแต่ 2 เส้นขึ้นไป ขนาด ลักษณะ จ านวน และแบบแผนการเรียงตัว
ของ pupal gills สามารถใช้แยกกลุ่ม และชนิดของแมลงริ้นด าได้อย่างแม่นย า ช่วงชีวิตของดักแด้มี
ระยะประมาณ 2-17 วัน 

 

  
 

ภาพที่ 3 แมลงริ้นด า Simulium asakoae complex ระยะตัวเต็มวัย (ภาพถ่ายโดย Dr. Adrian 
Plant) 

 
ตัวเต็มวัย (adult) หลังจากตัวดักแด้เจริญเต็มที่จะออกจากปลอกหุ้ม เป็นตัวเต็มวัยใน

ช่วงเวลากลางวัน ซึ่งระยะเวลาขึ้นกับแสงสว่างและอุณหภูมิ ตัวเต็มวัยของแมลงริ้นด ามีขนาดเล็ก 
รูปร่างอ้วนสั้น ล าตัวมีความยาวตั้งแต่ 1.2 - 5.5 มิลลิเมตร ตัวเต็มวัย เพศเมียสามารถแยกออกจาก
เพศผู้ได้โดยสังเกตลักษณะของตาที่มีขนาดใหญ่ ตาใหญ่ 2 ข้างของตัวเมียจะอยู่แยกไม่เรียงชิดติดกัน
เหมือนในตัวผู้ และตาเล็ก (facets) ที่มีจ านวนมากซ่ึงประกอบกันเป็นตาใหญ่ของตัวเมียมีขนาด
เท่ากัน ในขณะที่ตาเล็กซึ่งอยู่ ด้านครึ่งบนของตาใหญ่ของตัวผู้นั้นจะมีขนาดใหญ่กว่าตาเล็กที่อยู่ทาง
ครึ่งล่าง หนวดของตัวเต็มวัยมีลักษณะอ้วน และตรง แมลงริ้นด าตัวผู้จะกินเฉพาะน้ าหวานของดอกไม้



 

 

 12 
 
เป็นอาหารส่วนแมลงริ้นด าตัวเมียบางชนิดจะดูดเลือดคน และสัตว์เลือดอุ่นเพ่ือใช้โปรตีนจากเลือดใน
การเจริญเติบพัฒนาของไข่ อวัยวะดูด (proboscis) ของตัวเมียค่อนข้างสั้น นอกจากนี้ส่วนต่าง ๆ 
ของปากท่ีประกอบด้วยขากรรไกรบน และขากรรไกรล่างที่มีลักษณะเหมือนฟันเลื่อยเพ่ือใช้ส าหรับ 
ตัดผิวหนัง และดูดเลือดค่อนข้างแข็งแรงในขณะที่ส่วนต่าง ๆ ของปากของแมลงริ้นด าชนิดที่ไม่ดูด
เลือดและแมลงริ้นด าตัวผู้จะดัดแปลงส าหรับดูดน้ าหวานแมลงริ้นด าจะกัด และดูดเลือดคน และสัตว์
ในช่วงเช้า และเย็นเท่านั้น 

 

2.4 ความส าคัญของแมลงริ้นด า 
แมลงแมลงริ้นด าเพศเมียมีความส าคัญทางด้านการแพทย์และเศรษฐกิจ  ทางด้านการแพทย์

แมลงริ้นด าเพศเมียเป็นพาหะส าคัญของพยาธิ Onchocerca volvulus สาเหตุของโรค 

Onchoerciasis หรือโรค River Blindness ซึ่งพบแพร่ระบาดในทวีปแอฟริกา อเมริกากลาง และ

อเมริกาใต้ คาดว่าประชากรมากกว่า 100 ล้านคน เสี่ยงต่อโรค Onchoerciasis นอกจากนี้ประชากร

ประมาณ 18 ล้านคน มีพยาธินี้อยู่ในร่างกาย ประชากรประมาณ 800,000 คนมีสายตาเสีย และ 

270,000 คนตาบอด (Richards et al., 2000) ซึ่งเป็นผลมาจากการท าลายเนื้อเยื่อบริเวณตาของตัว

อ่อนของพยาธิ ตัวอ่อนของพยาธิยังมีผลท าให้ต่อมน้ าเหลืองบวม อักเสบ อุดตัน และอาจเกิดเป็นโรค

เท้าช้างประเภทหนึ่ง ถ้าตัวอ่อนของพยาธิ ตายจะมีผลท าให้เกิดพิษบริเวณผิวหนัง โดยเกิดอาการคัน

มาก และรงควัตถุสีที่ผิวหนังจะลดลง ควบคู่กับการขาดวิตามินเอ ผิวหนังสูญเสียการยืดหยุ่นท าให้มี

ลักษณะคล้ายโรคเรื้อน คนที่ถูกแมลงริ้นด ากัดมาก ๆ จะเกิดอาการแพ้ เป็นไข้ ปวดหัวคลื่นไส้ และมี

อาการหอบหืด เรียกว่า ไข้ริ้นด า (black fly fever) ผิวหนัง ของคนที่ถูกแมลงริ้นด ากัดจะมีลักษณะ

บวมแดง อักเสบ และคัน ในรายของคนที่มีอาการแพ้แมลงริ้นด า ผิวหนังจะบวมแดง และอักเสบมาก

ต้องไปพบแพทย์ท าการรักษา  
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ภาพที่ 4 ลักษณะของแผลที่โดนแมลงริ้นด ากัด 

แมลงริ้นด ายังถ่ายทอดพยาธิ Onchoecerca ชนิดอื่น ๆ ไปสู่สัตว์เลี้ยงและสัตว์ป่า เช่น วัว 
ควาย เป็ด ไก่ เก้ง กวาง และหมูป่า และถ่ายทอดโปรโตซัวสกุล Trypanosoma และ 
Leucocytozoon ระหว่างสัตว์ปีก เช่น นก และไก่ ท าให้เกิดโรค Leucocytozoonosis ในสัตว์ปีก 
และเป็นตัวถ่ายทอดไวรัส และอาโบไวรัส (Aboviruses) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่าง ๆ ในสัตว์
หลายชนิด เช่น โรค Myxomatosis ในกระต่าย (Kettle,1990) 

ประเทศไทยแม้ยังไม่มีรายงานการเกิดโรค Onchoerciasis แต่จากการศึกษาในแมลงริ้นด า
ชนิด Simulium nodosum, S. asakoae และ S. nigrogilvum ในจังหวัดเชียงใหม่ตรวจสอบพบ
เชื้อ Onchoecerca sp. ในตัวเมียของแมลงริ้นด าทั้ง 3 ชนิดแต่ยังไม่สามารถระบุชนิดของพยาธิ
ดังกล่าวได้ (Fukuda et al., 2003;Takaoka  et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบว่าแมลงริ้นด าก่อความ
ร าคาญให้นักท่องเที่ยวในแหล่งท่องเที่ยวที่ส าคัญหลายแห่ง เช่น บริเวณดอยอินทนนท์จังหวัด
เชียงใหม่ บริเวณช่องเย็นอุทยานแห่งชาติแม่วงก์จังหวัดนครสวรรค์ และอุทยานแห่งชาติภูสอยดาว 
จังหวัดอุตรดิตถ์ โดยการกัดของแมลงริ้นด าอาจท าให้เกิดอาการบวมแดงและมีอาการคันอยู่หลายวัน
ถึงอาทิตย์ แต่คนที่แพ้อาจท าให้เกิดอาการบวมแดงอย่างรุนแรง (ภาพที่ 4) และอาจเกิดอาการไข้
นอกจากความส าคัญในการเป็นพาหะของโรค แมลงริ้นด ายังมีความส าคัญต่อระบบนิเวศเนื่องจาก
แมลงริ้นด าจะเป็นตัวเชื่อมต่อระหว่างผู้บริโภคล าดับที่ 2 กับผู้ผลิตจัดเป็นผู้บริโภคล าดับที่หนึ่ง ใน
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แหล่งน้ าไหลเนื่องจากแมลงริ้นด ามีปริมาณมากในระบบนิเวศแหล่งน้ าไหลดังนั้นจึงเป็นองค์ประกอบที่
ส าคัญของระบบนิเวศของแหล่งน้ าไหล  

 ความส าคัญของแมลงริ้นด าด้านเศรษฐกิจ ได้มีการรายงานโจมตีสัตว์เลี้ยงโดยฝูงแมลงริ้นด า
ในภูมิภาคต่าง ๆ ของโลกก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจอย่างมาก เช่นไก่งวง และเป็ดเกิดเป็น
โรค Leucocytozoonosis ล้มตายเป็นจ านวนมากในสหรัฐอเมริกาและแคนาดา (Adler  et 
al.,2004) นอกจากนี้ยังมีรายงานเมื่อปี 1974 ในประเทศออสเตรเลีย ที่การโจมตีของแมลงแมลงริ้น
ด ามีผลท าให้น้ าหนักวัว และการผลิตน้ านมลดลง (Kettle, 1990)  
 

2.5 แมลงริ้นด าในประเทศไทย  
การศึกษาแมลงริ้นด าในประเทศไทยเริ่มมีตั้งแต่ปี ค.ศ. 1911 โดย Summer (1911) ได้

รายงานการพบแมลงริ้นด าชนิด Simulium nigrogilvum ในประเทศไทย ต่อมาในปี ค.ศ. 1928 
Edwards (1984) ได้รายงานการพบ S .hackeri และ S. digramicum การศึกษาแมลงริ้นด าใน
ประเทศไทยได้หยุดชะงักจนกระท่ังในปี ค.ศ. 1984 รายงานการพบแมลงริ้นด าเพ่ิมเติมเป็น 19 สปี
ชีส์ (Takaoka and Suzuki, 1984) ต่อมาได้มี มีการรายงานการพบเพ่ิมเติมอีก 7 สปีชีส์ (Takaoka 
and Saito, 1996)  

ปัจจุบันในประเทศไทยมีการรายงานพบแมลงริ้นด าทั้งหมด 107 สปีชีส์ จ าแนกอยู่ใน 6 สกุล
ย่อย ได้แก่ Asiosimulium  จ านวน 3 สปีชีส์ Daviesellum จ านวน 2 สปีชีส์ Gomphostilbia 
จ านวน 34 สปีชีส์ Nevermannia จ านวน 11 สปีชีส์ Montisimulium จ านวน 6 สปีชีส ์และ 
Simulium จ านวน 51 สปีชีส ์ทั้งหมดจัดอยู่ในสกุล Simulium (Adler, 2019) 

 

2.6 ความสัมพันธ์ระหว่างแมลงริ้นด ากับ Leucocytozoon 
ปัจจุบันการศึกษาการเป็นพาหะน าโรคของ Leucocytozoon จากแมลงริ้นด าด้วยวิธีทาง 

พันธุศาสตร์โมเลกุล ท าให้พบความหลากหลายของโปรโตซัวในเลือดที่ก่อโรคในสัตว์ปีกได้ และ

สามารถทราบสปีชีส์แมลงริ้นด าที่เป็นพาหะของ Leucocytozoon (ตารางที่ 1)   

  ในประเทศสวีเดนการศึกษาพบว่าแมลงริ้นด า 5 สปีชีส์ คือ S. transiens 

Metacnephia lyra, S. usovae, S. annulus และ S. silvestre เป็นพาหะของ Leucocytozoon 

โดยพบอัตราการติดเชื้อดังกล่าวในแมลงริ้นด าสูงถึง 62% (Hellgren et al., 2008) ในญี่ปุ่นมีการ

รายงานการศึกษาโดยวิธีพันธุศาสตร์โมเลกุล พบว่าแมลงริ้นด า 3 สปีชีส์ ได้แก่ S. bicolotatum, S. 

muiscorum และ Gigantodax misitu เป็นพาหะของ Leucocytozoon (Sato et al., 2009) 
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การศึกษาในสาธารณรัฐเช็กพบว่าแมลงริ้นด า 2 สปีชีส์ S. vernum และ S. securiforme 
เป็นพาหะของ Leucocytozoon และ ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้นกฮูกเป็นโรคโลหิตจาง จากการศึกษา
สามารถระบุชนิด (Synek et al., 2016; Synek et al., 2013) 

การศึกษา ในเทือกเขาร็อคกี้ ประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่าแมลงริ้นด า 3 สปีชีส์ ได้แก่ 

S. silvestre S. exulatum และ Greniera denaria เป็นพาหะ ของ Leucocytozoon  (Murdock 

et al., 2015)ในประเทศโคลัมเบีย พบว่าแมลงริ้นด าเป็นหนึ่งในแมลงพาหะน าเชื้อ Leucocytozoon 

สามารถระบุชนิดแมลงริ้นด าที่เป็นพาหะได้ 3 สปีชีส์ ได้แก่ S. bicolotatum, S. muiscorum และ 

Gigantodax misitu (Lotta et al., 2016) 
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ตารางท่ี 1 สปีชีส์แมลงริ้นด าที่เป็นพาหะของ Leucocytozoon 

สปีชีส์แมลงริ้นด า สปีชีส์ Leucocytozoon ประเทศ อ้างอิง  

 S. vernum   Leucocytozoon sp. สาธารณรัฐเช็ก Synek et al., 2016 

S. securiforme Leucocytozoon sp. สาธารณรัฐเช็ก Synek et al., 2013 

S. uchidai Leucocytozoon lovati ญี่ปุ่น Sato et al., 2009 

S. japonicum Leucocytozoon lovati ญี่ปุ่น Sato et al., 2009 

Prosimulium hirtipes Leucocytozoon lovati ญี่ปุ่น Sato et al., 2009 

S. bicolotatum Leucocytozoon sp. โคลัมเบีย Lotta et al., 2016 

S. muiscorum Leucocytozoon sp. โคลัมเบีย Lotta et al., 2016 

Gigantodax misitu Leucocytozoon sp. โคลัมเบีย Lotta et al., 2016 

S. silvestre Leucocytozoon sp. สหรัฐอเมริกา Murdock et al., 2015 

S. exulatum Leucocytozoon sp. สหรัฐอเมริกา Murdock et al.,2015 

Greniera denaria Leucocytozoon sp. สหรัฐอเมริกา Murdock et al., 2015 

S. transiens Leucocytozoon sp. สวีเดน Hellgren et al., 2008 

Metacnephia lyra Leucocytozoon sp. สวีเดน Hellgren et al., 2008 

S. usovae Leucocytozoon sp. สวีเดน Hellgren et al., 2008 

S. annulus Leucocytozoon sp. สวีเดน Hellgren et al., 2008 

S. silvestre Leucocytozoon sp. สวีเดน Hellgren et al., 2008 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 การเก็บตัวอย่างและการจ าแนกชนิดแมลงริ้นด า 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าตัวเต็มวัยจากแหล่งอาศัยตามธรรมชาติในภูมิภาคต่าง ๆ 
ของประเทศไทย จ านวน 28 พ้ืนที่ ระหว่างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2560 ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2561 
(ตารางที่ 1 และภาพที่ 5 - 6) ตัวอย่างบางส่วนได้จากการศึกษาก่อนหน้านี้แล้ว ในช่วงเวลาระหว่าง
เดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2557 ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2558 (Pramual et al. 2016) เก็บตัวอย่างโดย 3 
วิธี (1) เก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าขณะตอมมนุษย์ (2) ใช้สวิงจบัแมลงริ้นด าจากธรรมชาติ (3) เก็บ
ตัวอย่างแมลงริ้นด าขณะที่เกาะอยู่กับพืช จ านวนตัวอย่าง และวิธีการเก็บตัวอย่างแสดงใน ตารางที่ 2 
จากนั้นดองตัวอย่างใน 80% ethanol แล้วเก็บรักษาในตู้แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จ าแนกชนิดของแมลงริ้นด าโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา รวมถึงค าอธิบายลักษณะของแมลงริ้นด าใน
ประเทศไทย และในภูมิภาคเอเชีย (Takaoka and Suzuki,1984; Takaoka and 
Choochote,2004; Tangkawanit et al., 2009) 

 

 
 

ภาพที่ 5 แหล่งอาศัยตามธรรมชาติของแมลงริ้นด าตัวเต็มวัยในประเทศไทย 
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ภาพที่ 6 สถานที่เก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าตัวเต็มวัยในประเทศไทย 
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3.2 การศึกษาพันธุศาสตร์โมเลกุล 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวเต็มวัยโดยใช้ GF-1 Tissue DNA Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) 
จากนั้นเก็บรักษาตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วย
เทคนิค nested PCR ของยีน mitochondrial cytochrome b (cyt b) ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะ
ส าหรับ Leucocytozoon ตามวิธีการของ Hellgren et al. (2004) ส าหรับการศึกษายีน cyt b มี
ความยาวประมาณ 478 bp ใช้ไพรเมอร์สองคู่ในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม โดยการดัดแปลง
วิธีการของ Hellgren et al. (2004) ไพรเมอร์คู่แรก คือ HaemNFI (5’-
CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3’) และ HaemNR3 (5’-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-
3’)  เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR ในปริมาตรรวม 15 μl มีองค์ประกอบได้แก่ 10× 
PCR buffer 1.5 ไมโครลิตร, MgCl2 (50 mM) 0.36 ไมโครลิตร, dNTP mixture (2.5 mM) 0.75 
ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (10 μM) อย่างละ 0.9 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 0.066 ไมโครลิตร 
(TaKaRa, Ohtsu, Japan) เติมดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) 1.5 ไมโครลิตร และเติม ddH2O 
ให้ครบปริมาตร 15 ไมโครลิตร ใช้โปรแกรมอุณหภูมิดังต่อไปนี้ denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 
3 นาที ตามด้วย 20 รอบของ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 53 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 
องศาเซลเซียส 45 วินาที และขั้นตอนสุดท้ายอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี 

น าผลผลิต PCR ในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมรอบแรกด้วยไพรเมอร์คู่แรก (HaemNFI-
HaemNR3) มาเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยไพรเมอร์คู่ที่สองคือ HaemFL (5’-ATGGTGTTTTA 
GATACTTACATT-3’) และ HaemR2L (5’-CATTATCTGGATGAGATAAT GGIGC-3’) (Hellgren 
et al., 2004) ด้วยเทคนิค PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มีองค์ประกอบได้แก่ 10× PCR buffer 5 
ไมโครลิตร, MgCl2 (50 mM) 1 ไมโครลิตร, dNTP mixture (2.5 mM) 3 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (10 
μM) อย่างละ 2 μl, Taq DNA polymerase 0.25 ไมโครลิตร (TaKaRa, Ohtsu, Japan) เติมดีเอ็น
เอแม่แบบ (DNA template) 5 ไมโครลิตร และเติม ddH2O ให้ครบปริมาตร 50 ไมโครลิตร .ใช้
โปรแกรมอุณหภูมิเหมือนการท าปฏิกิริยา PCR รอบแรก แต่เพ่ิมจ านวนรอบในการท าปฏิกิริยาจาก 
20 รอบเป็น 36 รอบ ตรวจสอบ PCR product ด้วย agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 
1% จากนั้นท า PCR product ให้บริสุทธิ์โดยใช้  HiYield Gel/PCR DNA Fragmets Extraction Kit 
(RBC BIOSCIENCE) น า PCR product ที่ท าให้บริสุทธิ์แล้วไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ 
ไพรเมอร์ HaemFL-HaemR2L ในการท าปฏิกิริยารอบสองของ PCR วิเคราะห์หาล าดับ 
นิวคลีโอไทด์โดยหน่วย sequencing service ของบริษัท 1st BASE (Malaysia)  
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3.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 

การศึกษาครั้งนี้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ทั้งหมด 44 ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
จากตัวอย่างแมลงริ้นด า 404 ตัวอย่าง ที่ตรวจสอบ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ใน
การศึกษาครั้งนี้ส่งไปยังฐานข้อมูล NCBI GenBank ภายใต้เลข accession numbers: MK066336 - 
MK066379  

วิเคราะห์ haplotype diversity (h) ของ Leucocytozoon ด้วยโปรแกรม Arlequin ver. 
3.5.1.2 (Excoffier and Lischer, 2010) วิเคราะห์ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมโดยใช้โมเดล 
Kimura’s 2-parameter model (K2P) ด้วยโปรแกรม MEGA 6 (Tamura et al., 2013) วิเคราะห์
สายสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon จากการศึกษาครั้ง
นี้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตรวจสอบเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ทั้ง 44 
ตัวอย่างที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ที่พบว่ามีค่าความคล้ายคลึงสูงสุดโดยวิธี NCBI BLAST และ ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของ L. caulleryi และ L. sabrazesi (accession no. KT290929 – KT290935) ซึ่งเป็น 
Leucocytozoon ที่มีรายงานการพบในประเทศไทย สร้างสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ โดยใช้ 3 
วิธีการ ได้แก่ (1) วิธี Neighbor-joining (NJ) โดยใช้ Kimura’s 2-parameter model (K2P) ด้วย
โปรแกรม MEGA 6 (Tamura et al. 2013) ค านวณค่าสนับสนุนของแขนสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ด้วยวิธีการ bootstrap จ านวน 1,000 ซ้ า (2) วิธี Maximum likelihood (ML) วิเคราะห์สาย
วิวัฒนาการด้วย โปรแกรม RAxML (https://embnet.vital-it.ch/raxml-bb/) (Stamatakis et al., 
2008) (3) วิธี Bayesian analysis (BA) ด้วยโปรแกรม MrBayes 3.04b (Huelsenbeck and 
Ronquist 2001) โดยใช ้2,000,000 generations และ sampling tree ทุก ๆ 100 generations 
การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Haemoproteus sp. (accession 
no. KT290922 – KT290924) เป็น outgroup  
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 

4.1 ความชุกของ Lecocytozoon ในแมลงริ้นด า 
ตัวอย่างแมลงริ้นด าตัวเต็มวัยที่ศึกษาครั้งนี้ จ านวนทั้งหมด 404 ตัวอย่าง จ าแนกชนิดของ

แมลงริ้นด าได้ จ านวน 6 สปีชสี์ ใน 2 สกุลย่อย คือ Gomphostilbia และ Simulium ประกอบด้วย 
Simulium asakoae complex (สกุลย่อย Gomphostilbia) จ านวน 126 ตัวอย่าง (31.2%) S. 
chamlongi (สกุลย่อย Simulium) จ านวน 19 ตัวอย่าง (4.7%) S. chumpornense (สกุลย่อย 
Gomphostilbia) จ านวน 105 ตัวอย่าง (26%) S. doipuiense complex (สกุลย่อย Simulium) 
จ านวน 31 ตัวอย่าง (7.7%) S. nigrogilvum (สกุลย่อย Simulium) จ านวน 60 ตัวอย่าง (14.8%) 
และ S. nodosum (สกุลย่อย Simulium) จ านวน 63 ตัวอย่าง (15.6%) (ตารางที่ 3) 
 จากการตรวจสอบหา Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าจ านวน 404 ตัวอย่าง โดยใช้ยีน 
mitochondrial cytochrome b (cyt b) ตรวจพบ Leucocytozoon จ านวน 44 ตัวอย่าง 
(10.89%) (ตารางที่ 3) ในแมลงริ้นด าสปีชีส์ S. asakoae complex จ านวน 37 ตัวอย่าง และตรวจ
พบในสปีชีส์ S. chumpornense จ านวน 7 ตัวอย่าง ซึ่งแมลงริ้นด าทั้ง 2 สปีชีส์นี้จัดอยู่ในสกุลย่อย 
Gomphostilbia แมลงริ้นด าสปีชีส์ S. asakoae complex ที่เป็นพาหะน าเชื้อ Leucocytozoon 
เกือบทั้งหมด (35 จาก 37 ตัวอย่าง) เก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าจากบ้านปางบง อ าเภอดอยสะเก็ด 
จังหวัดเชียงใหม่ และ S. asakoae complex อีกจ านวน 2 ตัวอย่าง เก็บตัวอย่างในขณะแมลงริ้นด า
ก าลังบินตอมมนุษย์ ในจังหวัดเลย และตัวอย่างแมลงริ้นด าสปีชีส์ S. chumpornense จ านวน 7 
ตัวอย่าง แยกเป็น 5 ตัวอย่าง เก็บในขณะที่ก าลังบินตอมมนุษย์ และอีก 2 ตัวอย่าง เก็บขณะแมลงริ้น
ด าเกาะบนต้นไม้ ไม่พบ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าสกุลย่อย Simulium  
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4.2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Leucocytozoon 

จากล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน cyt b ของ Leucocytozoon จ านวน 44 ล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่
พบในแมลงริ้นด า 2 สปีชีส์ จ าแนกได้ 16 haplotypes (ตารางที่ 4) ประกอบด้วย 11 haplotypes 
(จากทั้งหมด 37 ล าดับนิวคลีโอไทด์) ในแมลงริ้นด า S. asakoae complex และ 5 haplotypes 
(จากทั้งหมด 7 ล าดับนิวคลีโอไทด์) ในแมลงริ้นด า S. chumpornense อย่างไรก็ตามไม่พบการมี 
haplotypes ร่วมกันของ Leucocytozoon ระหว่างตัวอย่างแมลงริ้นด า 2 สปีชีส ์

การวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยวิธี neighbor-joining (NJ) (ภาพที่ 7) โดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b จ านวน 44 ล าดับนิวคลีโอไทด์ แยกจากแมลงริ้นด าที่เป็นพาหะ 
วิเคราะห์ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ที่มีความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลี 
โอไทด์สูงสุด (10 ตัวอย่าง) และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ L. sabrazesi กับ L. caulleryi ที่พบในไก่
พ้ืนเมืองในประเทศไทย (7 ตัวอย่าง) พบว่าแบ่งออกเป็น 2 clades (clade I, II) Clade I แบ่งเป็น  
4 subclades (I-1–4) โดย subclade I-1 ประกอบด้วย 11 haplotypes ของ Leucocytozoon  
ได้แก่ LEUCOTH 2, LEUCOTH 3, LEUCOTH 4, LEUCOTH 6, LEUCOTH 7, LEUCOTH 8, 
LEUCOTH 9, LEUCOTH 10, LEUCOTH 11, LEUCOTH 12 และ LEUCOTH 15 ซึ่งตัวอย่างล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ส่วนใหญ่ใน subclade I-1 พบในแมลงริ้นด า S. asakoae 
complex (33 ตัวอย่าง) และ S. chumpornense (5 ตัวอย่าง) จากผลของ NCBI BLAST พบว่า
ล าดับ  นิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ที่อยู่ใน subclade I-1 มีความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมสูง 
(99%) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon sp. ที่พบได้ในไกป่่าตุ้มหูแดง (Gallus gallus 
spadiceus)  ในประเทศมาเลเซีย และไก่พ้ืนเมือง (Gallus gallus) ในประเทศไทย ยกเว้นล าดับนิ
วคลีโอไทด์ LEUCOTH 7 มีความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมต่ า (96%) (ตารางที่ 4)  

ใน subclade I-2 ประกอบด้วย 4 haplotypes ของ Leucocytozoon คือ LEUCOTH 1, 
LEUCOTH 5, LEUCOTH 14 และ LEUCOTH 16 พบในแมลงริ้นด า S. asakoae complex (3 
ตัวอย่าง) และ S. chumpornense (2 ตัวอย่าง) จากผลของ NCBI BLAST ของ subclade I-2 
พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ L. schoutendeni ที่พบได้ในไก่ป่าตุ้มหูแดง (Gallus gallus 
spadiceus) ในประเทศมาเลเซีย และไก่พ้ืนเมือง (Gallus Gallus) สาธารณรัฐยูกันดา ในภูมิภาค
แอฟริกาตะวันออก โดยมีช่วงความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ 98- 100% (ตารางที่ 4)  
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subclade I-3 ประกอบด้วย 1 haplotype ของ Leucocytozoon คือ LEUCOTH 13 พบ
ในแมลงริ้นด า S. asakoae complex (1 ตัวอย่าง) ผลของ NCBI BLAST ของ subclade I-3 พบว่า
คล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon sp. ที่พบในนกแว่นตาขาว (Zosterops 
senegalensis) จากเกาะบีโอโก ประเทศอิเควทอเรียลกินี ในภูมิภาคแอฟริกาตะวันออก แม้ว่าจะมี
ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมต่ า (93%) ใน subclade I-4 ประกอบด้วย 2 ล าดับนิวลีโอไทด์ของ  
L. sabrazesi Clade II ประกอบด้วย 5 ล าดับดับนิวคลีโอไทด์ของ L. caullery
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ภาพที่ 7 สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการสร้างด้วยวิธี neighbor – joining (NJ) 
จากล าดับนิวคลีโอไทด์ Leucocytozoon ของยีน cyt b ที่พบในแมลงริ้นด าในประเทศไทย (ก าหนด
เป็น LEUCOTH) วิเคราะห์ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทโทด์ของ Leucocytozoon ที่มีความคล้ายคลึง
มากที่สุดจาก NCBI BLAST และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon  2 สปีชีส์ 
(Leucocytozoon caulleryi และ L. sabrazesi) ค่า bootstrap ของ neighbor-joining (NJ) 
maximum likelihood (ML) และ bayesian analysis (BA) แสดงบนแขนของสายวิวัฒนาการ
ตามล าดับ (AS คือ Simulium asaokae complex, CP คือ S. chumpornense) 
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บทที่ 5 
อภิปรายผล 

 
5.1 ความชุกของ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าในประเทศไทย 

Leucocytozoon มีความถ่ีการตรวจพบสูงมากในไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย และภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Morii et al., 1981; Paperna et al., 2005) อย่างไรก็ตามมีเพียงข้อ
สันนิษฐานตามรายงานการศึกษาในภูมิภาคอ่ืน ๆ ว่าแมลงริ้นด า และริ้นดูดเลือดอาจเป็นพาหะของ 
Leucocytozoon ซึ่งผลการศึกษานี้พบว่าแมลงริ้นด าในสกุลย่อย Gomphostilbia   ที่พบใน
ประเทศไทย อย่างน้อย 2 สปชีีส์ คือ S. asakoae complex และ S. chumpornense เป็นพาหะ
ของเชื้อ Leucocytozoon ผลการศึกษาในครั้งนี้เป็นรายงานครั้งแรกในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ที่
พบว่าแมลงริ้นด าอาจเป็นพาหะของ Leucocytozoon  อย่างไรก็ตาม เนื่องจากมีแมลงริ้นด าบางสปี
ชีส์ที่มีความคล้ายคลึงกันมากกับแมลงริ้นด า S. asakoae complex ในระยะตัวเต็มวัยเพศเมีย เช่น 
S. udomi, S. myanmarense และ S. monglaense (Saeung et al., 2017 ; Takaoka et al., 
2017) ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าตัวอย่างบางส่วนที่จ าแนกด้วยสัณฐานวิทยาเป็น S. asakoae complex 
อาจเป็นสปีชีส์เหล่านี้ที่มีความคล้ายคลึงของลักษณะสัณฐานวิทยา ดังนั้นในอนาคตควรมีการ
ตรวจสอบระดับพันธุศาสตร์โมเลกุลเพื่อตรวจสอบสปีชีส์เหล่านี้ 

ผลการศึกษาที่พบว่ามีเพียงแมลงริ้นด าสกุลย่อย Gomphostilbia ซึ่งเป็นแมลงริ้นด าสกุลที่
ดูดเลือดจากสัตว์ปีก (ornithophilic black fly) เป็นพาหะของ Leucocytozoon สอดคล้องกับ
การศึกษาในภูมิภาคอ่ืน ๆ ที่พบว่าแมลงริ้นด ามีการปรับตัวโดยมี basal tooth บริเวณ claw ซึ่งเชื่อ
ว่าเป็นลักษณะสัณฐานที่ช่วยในการแหวกขนของสัตว์ปีกเพ่ือเข้าดูดเลือด (Adler et al., 2004) 
อย่างไรก็ตามแมลงริ้นด าสปีชีส์ S. asakoae complex ไม่ใช่แมลงริ้นด าที่ดูดเลือดจากสัตว์ปีกเพียง
อย่างเดียว แต่พบว่า S. asakoae complex ยังดูดเลือดสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม รวมถึงมนุษย์ 
(Choochote et al., 2005) แม้ว่าการศึกษาครั้งนี้ยังไม่พบหลักฐานโดยตรงที่แสดงให้เห็นว่าแมลงริ้น
ด าทั้งสองสปีชีส์ที่ตรวจพบ Leucocytozoon ดูดเลือดไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย แต่มีรายงานใน
ภูมิภาคอ่ืนๆ ของโลกจ านวนมากที่พบว่าแมลงริ้นด าดูดเลือดสัตว์ปีก (El Bashir et al., 1976; Adler 
et al., 2004) นอกจากนี้ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน cyt b ของ Leucocytozoon ที่พบในแมลงริ้นด า
จ านวนมากกว่า 30 ล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้มีความคล้ายคลึงสูงมาก (มากกว่า 
99%  ) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ที่พบในไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย บ่งชี้ว่ามี
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ความเป็นไปได้สูงมากท่ีแมลงริ้นด าทั้ง 2 สปีชีส์นี้จะเป็นพาหะของ Leucocytozoon ที่พบในไก่
พ้ืนเมืองในประเทศไทย  

จากตัวอย่างแมลงริ้นด าทั้งหมด 44 ตัวอย่างที่พบ Leucocytozoon มีจ านวน 35 ตัวอย่าง 

ที่เก็บตัวอย่างจากแหล่งเดียวในอ าเภอดอยสะเก็ด จังหวัดเชียงใหม่ โดยพื้นที่เก็บตัวอย่างเก็บจาก

แหล่งชุมชน ผลการศึกษาที่พบว่ามีอัตราการพบ Leucocytozoon ในพ้ืนที่ชุมชนสูงกว่าในพ้ืนที่ป่า 

สนับสนุนแนวคิดว่า Leucocytozoon ที่ตรวจพบในแมลงริ้นด าในประเทศไทยเป็นชนิดเดียวกันกับที่

พบในไก่พ้ืนเมือง เนื่องจากในหมู่บ้านในพื้นที่ชนบทของประเทศไทยนิยมเลี้ยงไก่บ้าน (Gallus gallus 

domesticus) มีการประเมินว่าในประเทศไทยมีไก่พ้ืนเมืองประมาณ 100 - 120 ล้านตวั  ที่ผลิตได้

ทุกปี (Choprakarn and Wongpichet, 2008) ดังนั้นไก่พ้ืนเมืองเหล่านี้สามารถเป็นโฮสต์ส าหรับ 

Leucocytozoon เนื่องจากหมู่บ้านที่เก็บตัวอย่างแมลงริ้นด าตั้งอยู่ในพ้ืนที่ภูเขาท่ีมีแหล่งน้ าไหลซึ่ง

เป็นแหล่งอาศัยที่เหมาะสมของตัวอ่อนแมลงริ้นด า จึงมีตัวอ่อนแมลงริ้นด า และแมลงริ้นด าตัวเต็มวัย

จ านวนมาก ดังนั้นในพ้ืนที่นี้มีทั้งพาหะ (แมลงริ้นด า) ปรสิต (Leucocytozoon) และโฮสต์ (ไก่

พ้ืนเมือง)  ซึ่งสามารถอธิบายความถี่ของการตรวจพบ Leucocytozoon ที่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับ

พ้ืนที่อ่ืน ๆ 

 
5.2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าในประเทศไทย 

 ผลการศึกษาครั้งนี้จ าแนก haplotyps จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของ 
Leucocytozoon ได้ทั้งหมด 16 haplotypes จากล าดับนิวคลีโอไทด์ 44 ตัวอย่าง ที่พบในแมลงริ้น
ด า  
2 สปีชีส์ ในจ านวนนี้ 11 haplotypes พบในแมลงริ้นด า S. asakoae complex (37 ตัวอย่าง) และ  
5 haplotypes พบใน S. chumpornense (7 ตัวอย่าง) อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ พบว่า haplotypes ของ Leucocytozoon ที่พบในแมลงริ้นด าทั้ง 2 สปีชีส์ ไม่แบ่งแยก
ทางพันธุกรรม และรวมกลุ่มอยู่ภายใน clade เดียวกันและมีค่าระดับความแตกต่างทางพันธุกรรมต่ า  
(0.9 -11.5 %) สอดคล้องกับการศึกษาในภูมิภาคอ่ืนๆ เช่น ในเขตอเมริกาเหนือและอเมริกาใต้ พบว่า 
Leucocytozoon ไม่มีความจ าเพาะกับสปีชีส์ของแมลงริ้นด า (Murdock et al., 2015; Lotta et 
al., 2016)   

ในประเทศไทยมีรายงานการพบ Leucocytozoon  2 สปีชีส์ โดยจัดจ าแนกตามลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา ประกอบด้วย L. sabrazesi และ L. caulleryi (Morii et al., 1981; Takang et 
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al., 2017) มีรายงานการติดเชื้อ Leucocytozoon ทั้ง 2 สปีชีส์นี้ในไก่พ้ืนเมืองในจังหวัดเชียงใหม่ 
อย่างไรก็ตามไม่มีรายงานล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของ Leucocytozoon ทั้ง 2 สปีชีส์ใน
ประเทศไทย ดังนั้นเพ่ือเปรียบเทียบว่า Leucocytozoon ที่พบในแมลงริ้นด าจากการศึกษาครั้งนี้
เป็นสปีชีส์เดียวกันกับ L. sabrazesi และ L. caulleryi ที่มีรายงานในไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย
หรือไม่ จึงใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ L. sabrazesi และ L. caulleryi ที่มีรายงานในไก่พ้ืนเมืองใน
ประเทศมาเลเซียมาวิเคราะห์เปรียบเทียบ ผลการวิเคราะห์พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ cyt b ของ 
L. sabrazesi และ L. caulleryi แตกต่างจาก Leucocytozoon ที่พบในแมลงริ้นด าในประเทศไทย
ในการศึกษานี้ในครั้งนี้มาก และแยกออกจากกันจากการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการอย่าง
ชัดเจน โดยระดับความแตกต่างทางพันธุกรรม ระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ใน
การศึกษาในครั้งนี้ กับ L. sabrazesi และ L. caulleryi มีค่าระหว่าง 13.28 ถึง 23.23% ในขณะที่
ระดับความแตกต่างทางพันธุกรรมภายในสปีชีส์ของ Leucocytozoon ที่มีรายงานส าหรับยีน cyt b 
มีค่าระหว่าง 0.89 -7.90% (Outlaw and Ricklefs, 2014) ความแตกต่างทางพันธุกรรมที่สูงมาก
รวมทั้งผลจากการวิเคราะห์ทางสายวิวัฒนาการบ่งชี้ว่า Leucocytozoon ที่ตรวจพบในแมลงริ้นด า
จากประเทศไทยไม่น่าจะเป็นสปีชีส์ L. sabrazesi และ L. caulleryi 

ผล NCBI BLAST ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของ Leucocytozoon ในการศึกษาครั้ง
นี้พบว่ามี 2 haplotypes เหมือนกับ L. schoutedeni (ความคล้ายคลึง 100%) ซึ่งพบในไก่พ้ืนเมือง 
(Gallus gallus) จากประเทศยูกันดา (Sehgal et al., 2006) และอีก 2 haplotypes มีความ
คล้ายคลึงกันอย่างมาก (ความเหมือน 98%) กับ L. schoutedeni ที่พบในไก่ป่าตุ้มหูแดง (Gallus 
gallus spadiceus) ในประเทศมาเลเซีย และในไก่พ้ืนเมือง (Gallus gallus) จากประเทศยูกันดา  

จากการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการด้วยวิธี neighbor-joining (NJ)  พบว่าตัวอย่างเหล่านี้จัด
อยู่ใน subclade I-2 ของ clade I ด้วยกันทั้งหมด ดังนั้นล าดับนิวคลีโอไทด์ Leucocytozoon กลุ่ม
นี้ที่พบในแมลงริ้นด า S. asakoae complex และ S. chumpornense ในประเทศไทยอาจเป็น  
L. schoutedeni อย่างไรก็ตามยังขาดหลักฐานเพิ่มเติม เช่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ 
Leucocytozoon เป็นต้น เพ่ือตรวจสอบสมมติฐานนี้ 
 จากล าดับนิวคลีโอไทด์เกือบทั้งหมด (ยกเว้นหนึ่งลับดับนิวคลีโอไทด์) มีความคล้ายคลึงกัน
มาก (ความคล้ายคลึง 99%) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Leucocytozoon ที่พบในไก่ป่าตุ้มหูแดง 
(Gallus gallus spadiceus) จากประเทศมาเลเซีย และไก่พ้ืนเมือง (Gallus gallus) ในประเทศไทย 
ส่วนอีกหนึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างจากล าดับนิวคลีโอไทด์อ่ืน จากการเปรียบเทียบในฐานข้อมูล 
NCBI BLAST แสดงให้เห็นว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใกล้เคียง (ความคล้ายคลึง 93%)  
กับ Leucocytozoon ที่พบในนกนกแว่นตาขาว (Zosterops senegalensis) จากเกาะบีโอโก  
ประเทศอิเควทอเรียลกินี (Loiseau et al., 2017) 
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5.3 สรุปผลการศึกษา  

ผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่าแมลงริ้นด าในประเทศไทย อย่างน้อย 2 สปีชีส์ ได้แก่  
S. asakoae complex และ S. chumpornense ในสกุลย่อย Gomphostilbia อาจเป็นพาหะของ 
Leucocytozoon ในประเทศไทย แม้ว่าจะไม่มีหลักฐานโดยตรงว่า Leucocytozoon ที่พบในแมลง
ริ้นด าเป็นสปีชีส์เดียวกับท่ีพบในไก่ รวมถึงหลักฐานโดยตรงที่แสดงว่าแมลงริ้นด าทั้ง 2 สปีชีส์ดังกล่าว
ดูดเลือดไก่ แต่ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน cyt b ของ Leucocytozoon ที่พบใน
แมลงริ้นด า และในไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย รวมถึงการพบ Leucocytozoon ในแมลงริ้นด าที่เก็บ
ตัวอย่างจากพ้ืนที่ชุมชนที่มีการเลี้ยงไก่พ้ืนเมือง บ่งชี้ว่าแมลงริ้นด าอาจเป็นพาหะน าเชื้อ 
Leucocytozoon ที่พบการแพร่ระบาดในไก่พ้ืนเมืองในประเทศไทย   
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