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บทคัดย่อภาษาไทย  ประพิมพร ตุ่นทอง : การตรวจทางอณูชีววิทยาของเช้ือลิชมาเนียและทริพาโนโซมใน

จ้ิงจกจากแหล่งระบาดของโรคลิชมาเนียในภาคใต้ของประเทศไทย. ( MOLECULAR 
DETECTION OF LEISHMANIA SPP. AND TRYPANOSOMA SPP. IN GECKOS 
(REPTILIA: GEKKONIDAE) COLLECTED FROM ENDEMIC AREA OF 
LEISHMANIASIS, SOUTHERN THAILAND ) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ศ. ดร.นพ.เผด็จ สิริยะ
เสถียร, อ.ท่ีปรึกษาร่วม : ดร. นพ.กนก พฤฒิวทัญญู 

  
จิ้งจกเป็นสัตว์เลื้อยคลานขนาดเล็กที่จัดอยู่ในสกุล Hemidactylus สามารถพบได้ในที่อยู่อาศัยของ

มนุษย์ ได้มีการรายงานว่าจิ้งจกสามารถเป็นแหล่งกักเก็บโรคได้ เช่น แบคทีเรีย และโปรโตซัว สำหรับในประเทศ
ไทยเชื้อ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. มีการติดต่อสู่คนและสัตว์โดยการกัดของริ้นฝอยทราย
เพศเมีย อย่างไรก็ตามข้อมูลในสัตว์ที่เป็นแหล่งกักเก็บโรคของเชื้อโปรโตซัวดังกล่าวในประเทศไทยยังมีอยู่อย่าง
จำกัด ในการศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหาเชื้อ Leishmania และ Trypanosoma DNA ในจิ้งจกที่เก็บ
จากบ้านของผู้ป่วย leishmaniasis ในภาคใต้ของประเทศไทย จากตัวอย่างจำนวน 57 ตัวอย่างซึ่งได้จากจิ้งจก
ทั้งหมด 19 ตัว ประกอบด้วยตับ ม้าม และหัวใจ ตัวอย่างทั้งหมดถูกนำมาใช้ในการตรวจหา DNA ของเชื้อ 
Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) จากตำแหน่ง
ยีน ITS1 และ SSU rRNA ตามลำดับ โดยผลการทดลองพบว่า มี 15 ตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ Trypanosoma 
spp. ประกอบไปด้วย ตับ 4 ตัวอย่าง ม้าม 5 ตัวอย่าง และหัวใจ 6 ตัวอย่างจากตัวอย่างจิ้งจกทั้งหมด 9 ตัว แต่
ไม่สามารถตรวจพบเชื้อ Leishmania spp. ในการศึกษาครั้งน้ี จากผลแผนภูมิวิวัฒนาการที่ตำแหน่งยีน ITS1 
แสดงให้เห็นว่า เชื้อ Trypanosoma spp. จัดอยู่ใน An04/Frog1 ของกลุ่ม Anura clade และผลแผนภูมิ
วิวัฒนาการของจิ้งจกที่ตำแหน่งยีน cytb แสดงให้เห็นว่าจิ้งจกทั้งหมดในการศึกษาครั้งน้ีมีความเหมือนกับจิ้งจก
สายพันธ์ุ Hemidactylus platyurus ที่จัดอยู่ในกลุ่ม tropical asian clade โดยการศึกษาน้ีเป็นการตรวจพบ
เชื้อ Trypanosoma spp.ในจิ้งจกเป็นครั้งแรก ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่าจิ้งจกอาจมี
ศักยภาพเป็นแหล่งเก็บโรคของเชื้อ Trypanosoma spp. นอกจากน้ีการศึกษาอาจเป็นประโยขน์ในการป้องกัน
และควบคุมโรค Trypanosomiasis ในประเทศไทยได้ 
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M.D.,Ph.D. Co-advisor: Kanok Preativatanyou, M.D.,Ph.D. 

  
Geckos are small reptile belonging to the Hemidactylus genus, which was found in 

human habitats. Some reports have been revealed that geckos can act as reservoirs hosts such 
as bacteria and protozoa parasite. In Thailand, Leishmania spp. and Trypanosoma spp. are 
transmitted to human and animal by biting of the infected female sand fly. However, data on 
animal reservoir of these protozoa parasites in Thailand is still limited. In the present study, we 
aim to detect the presence of Leishmania and Trypanosoma DNA in geckos collected from 
leishmaniasis patient’s home in southern, Thailand. A total of 57 samples were collected from 
19 geckos, which consisted of liver, spleen and heart. All samples were used for detecting 
Leishmania and Trypanosoma DNA by using Polymerase Chain Reaction (PCR) specific to the 
ITS1 and SSU rRNA gene region, respectively. The results showed that 15 samples were 
detected for Trypanosoma spp. (4 livers, 5 spleens, and 6 hearts) in 9 geckos whereas 
Leishmania spp. was not detected in this study. The phylogenetic tree based of SSU rRNA 
gene sequence showed Trypanosoma spp. are grouped into An04/Frog1 of Anura clade. 
Moreover, the phylogenetic tree of geckos based on cytb gene sequence demonstrated that 
all geckos in this study were identified as Hemidactylus platyurus into tropical asian clade 
(clade1). This study is the first report of Trypanosoma spp. detected in geckos from Thailand. 
The information obtained from this study indicate that geckos might be potential animal 
reservoir host of Trypanosoma parasite. In addition, our study could be helpful to further 
investigate of prevention and control of the Trypanosomiasis in Thailand.   
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บทท่ี1  
บทนำ 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญ 
 จ้ิ ง จก  (Geckos) เป็ น สัตว์ เล้ื อ ยคลาน  ท่ี อยู่ ใน สกุ ล  (Genus) Hemidactylus เป็ น

สัตว์เล้ือยคลานท่ีมนุษย์รู้จักเป็นอย่างดี สามารถพบเห็นได้ท่ัวไปแม้กระท่ังในบ้านเรือน และพบได้

ท่ัวไปในภูมิอากาศท่ีอบอุ่นท่ัวโลก ยกเว้นขั้วโลก ซึ่งจ้ิงจกเป็นท่ีรู้จักกันแพร่หลายว่าเป็นแหล่งสำคัญ

ของเช้ือโรค เพราะจ้ิงจกกับมนุษย์มีความสัมพันธ์กันจนกล่าวได้ว่าจ้ิงจกเป็นพาหะนำเช้ือโรคมาสู่

มนุษย์ได้ ซึ่งทำให้เกิดโรคท่ีมีความสำคัญต่อสุขภาพของคนและมีการปนเป้ือนสู่ส่ิงแวดล้อมส่งผลให้มี

การแพร่กระจายของโรคเกิดขึ้น และจ้ิงจกยังสามารถถ่ายทอดเช้ือโรคจากรุ่นสู่อีกรุ่นทำให้จ้ิงจก

กลายเป็นแหล่งท่ีสำคัญในการกักเก็บเช้ือโรค (Reservoir host) ซึ่งเป็นสาเหตุหลักท่ีทำให้เกิดโรค

จากสัตว์สู่คน (Zoonosis) จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า จ้ิงจกอาจเป็นแหล่งรังโรคของเช้ือปรสิตท่ีมี

ความสำคัญทางการแพทย์หลายชนิด เช่น ตัวไร หนอนล้ิน (tongue worm) พยาธิตัวตืด พยาธิใบไม้ 

พยาธิตัวกลม และเช้ือ Leishmania ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของการนำโรคจากสัตว์มาสู่คนได้ (1) 

 Trypanosoma spp. เป็นสาเหตุของการเกิดโรคทริพาโนโซมในคน (Trypanosomiasis) 
เป็นหนึ่งของโรคเขตร้อนท่ีถูกละเลย ซึ่งสามารถแบ่งย่อยได้อีก 2 โรค โดยแบ่งตามสายพันธุ์ท่ีเป็น
สาเหตุและแหล่งท่ีพบ คือ 1.T. cruzi ก่อโรค American trypanosomiasis หรือ Chagas disease 
โดยอาศัยแมลงตัวมวนดูดเลือด (Triatomine หรือ kissing bug) เป็นพาหะ (Vector)  2. T. brucei 
ก่อโรค African sleeping sickness หรือเรียกว่า โรคเหงาหลับ ซึ่งพาหะของโรคคือ แมลง tsetse 
fly (ช่ือทางวิทยาศาสตร์ Glossina palpalis) อย่างไรก็ตามท้ัง 2 โรคท่ีกล่าวมาไม่มีการรายงานพบ
ในประเทศไทย เช้ือ Trypanosoma spp. มีแหล่งรังโรคท่ีสำคัญในสัตว์หลายชนิด เช่น สัตว์เล้ียงลูก
ด้วยนม นก ปลา หนู แกะ วัว กระต่าย สัตว์เล้ือยคลาน กบ และงู (2-6) แต่เมื่อปี พ.ศ. 2549  ได้มี
รายงานการพบเช้ือ T. lewisi  ในผู้ป่วยเป็นครั้งแรก และต่อมาในปีพ.ศ. 2550 มีรายงานการพบเช้ือ 
T. lewisi-like (Herpetosoma) อีกครั้งในจังหวัดลำปาง 

  Leishmania spp. เป็นสาเหตุของการเกิดโรคลิชมาเนีย (Leishmaniasis) โดยอาศัยริ้น
ฝอยทราย (Sand fly) เป็นพาหะ ซึ่งโรคนี้จะแบ่งเป็นกลุ่มตามอาการทางคลินิกของโรคได้ 3 ประเภท 
คือ 1.ประเภทท่ีก่อให้เกิดแผลท่ีผิวหนัง (Cutaneous leishmaniasis) 2.ประเภทท่ีก่อให้เกิดแผลท่ี
เยื่อบุผิว (Mucocutaneous leishmaniasis) 3.ประเภทท่ีก่อให้ เกิดพยาธิสภาพอวัยวะภายใน 
(Visceral leishmaniasis) (7) สัตว์ท่ีเป็นแหล่งรังโรคของเช้ือ Leishmania นั้นมีการรายงานไว้ว่า
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เป็นสัตว์จำพวกสุนัข แมว วัว แพะ ม้า รวมถึงหนู (8-13) สำหรับในประเทศไทยมีรายงานการตรวจ
พบเช้ือ L. orientalis (14), L. martiniquensis (15)  และ L. donovani complex (16) ซึ่งเป็น
สาเห ตุของการเกิด โรค  visceral และ cutaneous leishmaniasis มี จำนวน ผู้ป่ วย ท่ี ติด เช้ือ
ภายในประเทศสะสมต้ังแต่ปี 1996 จนถึงปัจจุบัน จำนวนประมาณ 20 ราย โดยมีแหล่งระบาดอยู่ท่ี
ภาคใต้ของประเทศไทย (17) 

 จากข้อมูลท่ีกล่าวมาข้างต้นนี้เองทำให้ทุกคนมองข้ามท่ีจะกำจัดและควบคุมดูแลหรือเฝ้า
ระวังพวกสัตว์ที่เป็น reservoir host  เฝ้าคอยแต่กำจัดและระมัดระวังสัตว์ที่เป็นพาหะแต่กลับหลงลืม
ไปว่าพวกสัตว์ท่ีเป็น reservoir host  นั้นก็เป็นต้นเหตุของการเกิดโรคได้เช่นกัน ยกตัวอย่าง จ้ิงจก 
เป็นสัตว์ท่ีพบอยู่ตามทุกครัวเรือนเป็นส่วนใหญ่ทำให้คนมีส่วนเข้าไปอยู่ในพื้นท่ีท่ีมีสัตว์ท่ีเป็น  
reservoir host  ซึ่งมีเช้ือมากมายท่ีพบได้ในจ้ิงจกจึงปัจจัยหนึ่งท่ีทำให้คนเส่ียงต่อการติดเช้ือ 

 การตรวจจำแนกเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp ท่ีกล่าวมานั้นนิยมใช้
ในปัจจุบันจะอาศัย 2 วิธีหลักคือ 1.การจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological 
identification) โดยดูผ่านกล้องจุลทรรศน์ และ 2.การจำแนกโดยใช้วิธีทางอณูชีววิทยา (Molecular 
biology) โดยใช้การตรวจหาการตรวจวิเคราะห์ทางสารพันธุกรรมของเช้ือ (Genetic detection) ท่ี
ใช้กันกันโดยท่ัวไป คือ Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification อย่างไรก็ตาม การ
จำแนกเช้ือลิชมาเนียโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญ ในการศึกษานี้จึงต้อง
ใช้วิธีทางอณูชีววิทยา โดยศึกษาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทน์ท่ีพบในนิวเคลียส (Nuclear DNA) 
และในไมโตคอนเดีย (Mitochondria DNA) (18) ในการศึกษาครั้งนี้จึงใช้วิธีการจำแนกโดยใช้วิธีทาง
อณู ชีววิทยาเพื่ อ วิ เคราะห์ลำดับนิ วคลีโอไทน์ และจำแนกสายพันธุ์ ท้ั งของ จ้ิงจกและเช้ือ 
Trypanosoma spp. , Leishmania spp. ท่ีอาศัยอยู่ในจ้ิงจก ซึ่งการตรวจสายพันธุ์ของจ้ิงจกจะใช้ 
Cytochrome b gene (cyt B) (1, 19) และการตรวจสายพันธุ์ของเช้ือ  Trypanosoma spp. , 
Leishmania spp. จ ะ ใ ช้  Internal transcribed spacer 1  ( ITS1 )  แ ล ะ  Small subunit 
ribosomal RNA (SSU rRNA) gene อาศัยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) (20) จาก
ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากอวัยวะของจ้ิงจกท่ีเก็บจากบ้านของคนไข้ท่ีติดเช้ือ Leishmania spp. 
ทางภาคใต้ของประเทศไทยและเคยมีการรายงานตรวจพบเช้ือ  Trypanosoma spp. ในหนูท่ีเก็บ
จากบ้านของคนไข้รายนี้ซึ่งหนูจัดเป็น reservoir host (21) และนอกจากนี้ยังมีรายงานการตรวจพบ
เช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp.ในริ้นฝอยทรายซึ่งเป็น Vector ของเช้ือท้ังสอง
ชนิด (22)  งานวิจัยนี้จึงมีความสนใจตรวจหาเช้ือในจ้ิงจกท่ีอาศัยอยู่ในบ้านคนไข้ เนื่องจากเคยมีการ
รายงานตรวจพบเช้ือท้ังสองชนิดนี้ในสัตว์เล้ือยคลานชนิดอื่น แล้วนำมาวิเคราะห์ผลความหลากหลาย
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ทางพันธุกรรมด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenic tree) เพื่อเป็นข้อมูลท่ีสำคัญในการป้องกันและ
ควบคุมโรคและยังใช้เป็นฐานข้อมูลทางอณูชีววิทยาในงานวิจัยอื่นต่อไป 

1.2  คำถามงานวิจัย (Research Questions) 

 1.2.1 สามารถตรวจพบเช้ือ Leishmania spp. และเช้ือ Trypanosoma spp. ในจ้ิงจก 
ได้หรือไม่ 

1.2.2 ตำแหน่งยีน ITS1 และ SSU rRNA มีความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับนิวคลีโอ
ไทด์ของเช้ือ Leishmania spp. และเช้ือ Trypanosoma spp. หรือไม ่

 1.2.3 ยีน Cytb สามารถใช้แยกชนิดของจ้ิงจกได้หรือไม่ 

1.3 สมมติฐานของการวิจัย (Hypothesis) 

 1.3.1 สามารถตรวจหาและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ Leishmania 
spp. และเช้ือ Trypanosoma spp. ในจ้ิงจก โดยอาศัยความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีตำแหน่ง 
ITS1 และ SSU rRNA 
 1.3.2 สามารถจำแนกชนิดของจ้ิงจก โดยอาศัยความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน Cytb 

1.4 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 1.4.1. เพื่อตรวจหาและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ Leishmania spp. 
และเช้ือ Trypanosoma spp. ในจ้ิงจก ท่ีเก็บจากแหล่งระบาดของโรคลิชมาเนียในภาคใต้ของ
ประเทศไทย  

1.4.2. เพื่อจำแนกชนิดและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของจ้ิงจก ท่ีเก็บจากแหล่ง

ระบาดของโรคลิชมาเนียในภาคใต้ของประเทศไทย 
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1.5 กรอบแนวความคิดงานวิจัย 

 

 

 

1.6 คำสำคัญ 
  Leishmania spp.  
  Trypanosoma spp.  
  Internal transcribed spacer (ITS1) 
  Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) 
  Cytochrome b (Cytb) 
  Phylogenetic tree 
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1.7 คำจำกัดความที่ใช้ในงานวิจัย 
 1.7.1  Leishmania spp. คือ pathogenic flagellated protozoa ดำรงชีวิตอยู่ได้ด้วย
การเป็นปรสิตของคนและสัตว์โดยท่ีอาศัยอยู่ภายในเซลล์ของโฮสต์เท่านั้น เป็นสาเหตุของการเกิด
โรค leishmaniasis โดยจะมีการติดต่อผ่านการกัดของแมลงริ้นฝอยทราย (Sand fly) 
 1.7.2 Trypanosoma spp. คือ  ปรสิต ท่ี อาศัยอยู่ ใน เลือดของคนหรือ สัตว์ซึ่ งมี
ความสำคัญต่อการเกิดโรค Trypanosomiasis โดยโรคนี้จะแบ่งย่อยได้ 2 โรค มีจะแบ่งตามสาย
พันธุ์ที่เป็นสาเหตุและแหล่งท่ีพบ ท้ัง 2 โรคนี้ยังไม่พบในไทย 
 1.7.3 Internal transcribed spacer (ITS1) เป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีพบระหว่าง 18s 
และ 5.8s rRNA gene นิยมใช้ในการจำแนกชนิดและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิต 
 1.7.4 Cytochrome b (cyt b) เป็นยีนท่ีพบใน mitochondria DNA ทำหน้าท่ีเป็นส่วน
หนึ่งในขั้นตอน electron transcription นิยมใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิต 
 1.7.5 Phylogenetic tree เป็นการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมในส่ิงมีชีวิต
โดยใช้ข้อมูลทางความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อหาความสัมพันธ์ของส่ิงมีชีวิต  ซึ่ งค วาม รู้
เหล่านี้มีประโยชน์สำหรับการรักษาโรคทางพันธุกรรม และการปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์เพื่อให้พืช
หรือสัตว์มียีนในรูปแบบท่ีเราต้องการได้ 
1.8 ประโยชนที่ได้รับ 

 1.8.1 สามารถอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ Leishmania spp. และ 

Trypanosoma spp. เพื่อการจำแนกชนิดของเช้ือท่ีสามารถตรวจพบในจ้ิงจกได้ 

 1.8.2 สามารถอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของจ้ิงจกท่ีตรวจพบเช้ือ

Leishmania spp. และ Trypanosoma spp.เพื่อการควบคุมโรคและพัฒนาการรักษาโรคต่อไป 

 1.8.3 สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลเกี่ยวกับเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma 

spp. ท่ีพบในพื้นท่ีต่าง ๆ ของประเทศไทยเพื่อใช้ประโยชน์ในการทำงานวิจัยอื่นต่อไป 
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บทท่ี 2 ทบทวนเอกสาร 
 

2.1 Trypanosoma spp. 
        Trypanosoma spp. เป็นโปโตซัวที่อยู่ในกระแสเลือดซึ่งจัดอยู่ใน 
  อาณาจักร (Kingdom) : Protozoa 

   ไฟลัม (Phylum) : Euglenozoa 

    ช้ัน (Class) : Kinetoplastea 

     อันดับ (Order) : Trypanosomatida 

      วงศ์ (Family) : Trypanosomatidae 

       สกุล (Genus) : Trypanosoma 

 Trypanosomes เป็นโปโตซัวท่ีอาศัยอยู่ในกระแสเลือดท่ีมีการอธิบายถึง species และ 
subspecies ของ Trypanosomes จำนวนมาก Trypanosomes ชนิดต่าง ๆ สามารถติดต่อกับสัตว์
มีกระดูกสันหลัง หลายชนิดรวมถึงสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม และมนุษย์ส่วนใหญ่จะติดต่อโดยแมลงเป็น
พาหะ ในทวีปแอฟริกา เช้ือ Trypanosoma ssp. และ subspecies มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ
อย่างมากเพราะเช้ือก่อให้เกิดโรคในมนุษย์และสัตว์ซึ่งเป็นอุปสรรคในการดำเนินชีวิตของมนุษย์ส่งผล
ต่อการเล้ียงโคและการพัฒนาการเกษตร 

 โรค Trypanosomiasis ในประเทศไทย 

 ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีไม่ได้อยู่ในพื้นท่ีท่ีเป็นแหล่งระบาดของโรค trypanosomiasis 
ในมนุษย์ แต่มีรายงานการเกิดโรค Trypanosomiasis ในสัตว์มาเป็นเวลานาน ซึ่งเป็นปัญหาต่อปศุ
สัตว์ และเศรษฐกิจของประเทศ จากงานวิจัยของ Marc Desquesnes ในปี 2013 มีการพบเช้ือ     
T. evansi ท่ีส่งผลกระทบต่อปศุสัตว์ และสัตว์เล้ียงของประเทศไทย เช่น ม้า วัว ควาย และสุนัข โดย
พบว่าสัตว์เหล่านี้จะ มีไข้ เกิดภาวะซีด มีน้ำหนักลด ผอมแห้ง เบื่ออาหาร และอาจทำให้ตายได้ (23) 
ประเทศไทยพบโรค trypanosomiasis ในมนุษย์เป็นครั้งแรก ในปี พ.ศ. 2549 ในผู้ป่วยเด็กท่ีอาศัย
อยู่ในจังหวัดลำปาง พบว่ามีการติดเช้ือ T.lewisi  และอีกครั้งในปี พ.ศ. 2550 พบเช้ือ T. lewisi-like 
ในเด็กแรกเกิดท่ีอาศัยอยู่ในจังหวัดลำปางเช่นเดียวกัน โดยอาการท่ีตรวจพบ จะมีไข้สูง ไอ มีภาวะซีด 
(anemia) และมีน้ำหนักต่ำกว่าเกณฑ์ (7) 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Euglenozoa
https://en.wikipedia.org/wiki/Kinetoplastea
https://en.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatida
https://en.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatida
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เชื้อ trypanosome ในสัตว์เลื้อยคลาน 

 Christensen H และคณะ ทำการตรวจ T. thecadactyli sp. ใน Blood smear ของ
จ้ิงจก 25 ตัวอย่างในประเทศปานามา ผลปรากฏว่าพบเช้ือใน 18 ตัวอย่าง คิดเป็น 72% ซึ่งบ่งช้ีว่า
จ้ิงจกอาจเป็นแหล่งรังโรคท่ีสำคัญของเช้ือปรสิตชนิดนี้  และสามารถแพร่กระจายโดย  L. 
trinidadensis ซึ่งมีผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการและการสังเกตทางนิเวศวิทยาเกี่ยวข้องกับ  L. 
trinidadensis เป็นอาจจะเป็นเวกเตอร์ของ T. thecadactyli (24)  ในปี 2008 Viola และคณะ ได้
ทำการศึกษาทางอณูชีววิทยาของเช้ือ trypanosomes ในงู กิ้งก่า และริ้นฝอยทรายจำนวน 459 
ตัวอย่าง ผลปรากฏว่าพบเช้ือ T. cascavelli ในงู พบ T. varani ในกิ้งก่าและพบ Trypanosoma 
spp. ในริ้นฝอยทรายท้ังหมดจำนวน 39 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นงานวิจัยแรกท่ีมีการศึกษาและสร้างแผนภูมิ
ต้นไม้พันธุกรรม (Phylogenetic tree analysis) ของ snake trypanosomes ทำให้ทราบว่าเช้ือ T. 
cascavelli ในงูมีความคล้ายคลึงกับเช้ือ trypanosomes ในริ้นฝอยทราย (6) 

 
 2.1.1 Trypanosoma brucei (T. brucei) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 T. brucei ระยะ trypomastigote ใน Blood smear ย้อมสี Giemsa 
ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 

         T.  brucei มีอยู่สองชนิดท่ีสามารถก่อให้เกิดการติดเช้ือในมนุษย์  ได้แก่ T. brucei 
gambiense และ T. brucei rhodesiense เป็นสาเหตุของโรค Trypanosomiasis เช้ือท้ังสองชนิด
นี้มักถูกส่งผ่านโดยการกัดของแมลง Tsetse fly (Glossina spp.) โรคนี้มีผลกระทบต่อมนุษย์และปศุ
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สัตว์ ในมนุษย์โรคนี้ถูกเรียกว่า  Human African Trypanosomiasis (HAT) หรือเรียกว่า โรคเหงา
หลับ  (Sleeping sickness) ในขณะท่ี สัตว์ เล้ียงจะถูก เรียกว่า  nagana หรือ  African Animal  
Trypanosomiasis (AAT) โรค Trypanosomiasis อาการของผู้ป่วยมีความแตกต่างกันตามชนิดของ
เช้ือ  โดยมีความแตกต่างใน ด้านสาเห ตุของการเกิดโรค  (etiology) ด้านวิทยาการระบาด 
(epidemiology) การแสดงอาการทางคลินิก และรวมท้ังการรักษาด้วย รูปแบบการติดเช้ือ T.b. 
gambiense จะเป็นการติดเช้ือแบบเรื้อรัง พบใน 24 ประเทศในแอฟริกาตะวันตก และแอฟริกา
ตอนกลาง ส่วนรูปแบบการติดเช้ือแบบฉับพลัน เกิดจากเช้ือ T.b. rohodostense  พบใน 13 
ประเทศในแอฟริกาตะวันออก และแอฟริกาตอนใต้ ยูดานเป็นประเทศเดียวที่มีท้ัง 2 โรค อย่างไรก็
ตามโรคท้ัง 2 ชนิดนี้แตกต่างกันไปตามแต่ละพื้นท่ี และไม่มีการรวมกันในแต่ละโซนของโรค มักพบ
ระบาดในประเทศต่าง ๆ ในทวีปแอฟริกาท่ีต้ังอยู่ใต้ทะเลทรายซาฮารา (Sub-Sahara Africa) เพราะ
ถือว่าเป็นท่ีอยู่ของแมลง tsetse flyท่ีเป็นปัจจัยสำคัญในการก่อโรค  มักจะแพร่หลายในพื้นท่ีชนบท  

  2.1.1.1 Trypanosoma brucei gambiense (T.b. gambiense)  

   T.b. gambiense พบระบาดได้ใน 24 ประเทศบริเวณทางตะวันตก และ

ทางตอนกลางของทวีปแอฟริกา (ซีนีกัล ถึงซูดาน และยูกานดา) ปัจจุบันมีการรายงานพบผู้ป่วย

จำนวน 97% ท่ีมีอาการของโรค sleeping sickness และ มีการติดเช้ือเรื้อรัง เป็นเวลาหลายเดือน

หรือหลายปีโดยไม่มีอาการหรืออาการแสดงท่ีสำคัญของโรค เมื่อเช้ือเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลาง 

(central nervous system) ทำให้เกิดแผลในสมอง ทำให้ผู้ป่วยแสดงอาการเหงาหลับ เรียกว่า โรค

เหงาหลับ ส่วนใหญ่ผู้ป่วยจะเสียชีวิตในท่ีสุด  

  2.1.1.2 Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b. rhodesiense) 

   T.b. rhodesiense พบระบาดได้ใน 13 ประเทศบริเวณทางตะวันออก 

และทางใต้ของทวีปแอฟริกา ซึ่งในปัจจุบันนี้มีการรายงานพบผู้ป่วยจำนวนน้อยกว่า 3% ท่ีมีการติด

เช้ือ เพราะโรคนี้จะมีการติดเช้ือแบบเฉียบพลัน (acute infection) โรคนี้จะมีอาการและอาการบ่งช้ี

อย่างรวดเร็วและบุกรุกระบบประสาทส่วนกลาง โดยเฉพาะประเทศยูกันดา ท่ีมีการรายงานพบโรคท้ัง

สองรูปแบบ แต่มีการแยกโซนอย่างชัดเจน 

  2.1.1.3 รูปร่างลักษณะของ Trypanosoma brucei 

เช้ือชนิดนี้อยู่ในโฮสต์คือ คน และแมลง จะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างได้ 4 ระยะ คือ 

           1.  ระยะ Trypomastigote หรือ Trypanosome form เป็นปรสิตท่ีอาศัย

อยู่ในเลือดของคนหรือสัตว์ซึ่งเป็นโฮสต์กักตุน มีลักษระเรียวยาวประมาณ 20 ไมครอน มี flagella 1 
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เส้น ท่ีฐานมีส่วน basal body อยู่มี undulating membrane เป็นเย่ือบาง ๆอยู่ด้านข้าง เมื่อย้อมสี

จะพบก้อนติดสีเข้มอยู่ค่อนไปทางด้านท้ายเรียกว่า kinetoplast ซึ่งประกอบด้วยโครงสร้างของ 

mitochondrial DNA และพบ nucleus อยู่กลางลำตัว trypomastigote เพิ่ มจำนวนด้วยการ

แ บ่ ง ตั ว แ บ บ  longitudinal binary fission ท่ี พ บ ใน ก ระแ ส เลื อ ดมี รู ป ร่ า ง ไ ด้ ห ล าย แ บ บ 

(polymorphic) ได้แก่ รูปแบบลำตัวยาวเรียว (slender form) เป็นรูปแบบท่ีมีการแบ่งตัวพบได้มาก

ท่ีสุดในกระแสเลือด รูปแบบลำตัวป้อมส้ัน (stumpy form) เป็นรูปแบบท่ีมีการเปล่ียนแปลงเพื่อ

เตรียมท่ีจะเข้าไปเจริญต่อในแมลงพาหะ (Tsetse fly) 

           2. ระยะ Epimastigote หรือ crithidia form เป็นระยะท่ีพบในต่อมน้ำลาย

ของแมลงมีลักษณะป้อมส้ัน มี flagellum ด้านหน้า พบ nucleus และ kinetoplast อยู่ค่อนไปทาง

ท้ายลำตัว โดยมี kinetoplast อยู่หน้า nucleus และมี undulating membrane อยู่ด้านหน้า 

            3. ระยะ Promastigote หรือ Leptomonad form เป็นระยะท่ีพบบริเวณ

ทางเดินอาหารส่วนกลางของแมลงพาหะ รูปร่างยาวเรียว คล้ายระยะ trypomastigote พบ 

nucleus และ kinetoplast อยู่ค่อนชิดด้านหน้า มี flagella แต่ไม่ม ีundulating membrane  

            4.ระยะ Metacyclic trypomastigote เป็นปรสิตท่ีแบ่งตัวเพิ่มจำนวนและ

เปล่ียนแปลงรูปร่างป้อมส้ันเป็นระยะติดต่อจากแมลงสู่คน 
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  2.1.1.4 วงจรชีวิต (life cycle) 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 2 วงจรชีวิตของ ของโรค Human African Trypanosomiasis 
ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2015) 

 1.เมื่อแมลง testes fly (Glossina spp.) กัดคนหรือสัตว์จะได้รับปรสิตระยะติดต่อ 

metacyclic trypomastigote ซึ่งปนออกมากับน้ำลายของแมลง 

 2. เช้ือระยะติดต่อ metacyclic trypomastigote จะเข้าสู่กระแสโลหิต จากนั้นจะเปล่ียน

รูปร่างเป็นระยะ trypomastigote และเข้าสู่ส่วนอื่น ๆของร่างกาย เช่น ระบบประสาท 

 3. trypomastigote เพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็วในน้ำส่วนต่าง ๆของร่างกาย เช่น กระแสเลือด 

น้ำไขสันหลัง และน้ำหนอง  

 4.ระยะ trypomastigote ท่ีอยู่ในกระแสโลหิตจะเปล่ียนรูปร่างเป็น stumpy form พร้อมท่ี

จะเข้าไปเจริญต่อในแมลงท่ีเป็นพาหะ 

 5. trypomastigote เข้าสู่แมลงจากการดูดเลือดจากคน แมลงท่ีเป็นพาหะของโรค คือ

แมลงวัน tsetse fly กัดและดูดเลือดคน จะได้รับปรสิต trypomastigote ทุกรูปแบบเข้าไป แต่

เฉพาะ  trypomastigote ท่ีเป็น stumpy form เท่านั้นท่ีเจริญต่อในแมลงได้ 

 6. trypomastigote ท่ีเป็น stumpy form เดินทางเข้ามาถึงทางเดินอาหารของแมลงวัน

แล้วเปล่ียนรูปร่างเป็น procyclic trypomastigote แล้วเริ่มแบ่งตัวเพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็ว  

 7. จากนั้นประมาณ 2-3 สัปดาห์ procyclic trypomastigote จึงเคล่ือนท่ีเข้าไปอยู่ในต่อม

น้ำลายของแมลงวันแล้วเปล่ียนแปลงเป็นระยะ epimastigote ซึ่งยังคงแบ่งตัวเพิ่มจำนวนได้อีก 
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 8. ในท่ีสุดปรสิตจะหยุดแบ่งตัวแล้วเปล่ียนเป็นระยะ metacyclic trypomastigote ซึ่งเป็น

ระยะติดต่อท่ีพร้อมจะเข้าไปเจริญในโฮสต์ต่อไป โดยแมลงพาหะดูดกินเลือดจากสัตว์ หรือคนพร้อม

กับปล่อยปรสิตระยะ metacyclic trypomastigote ออกมากับน้ำลาย 

 

  2.1.1.5 การติดต่อและพยาธิวิทยา 

            ระยะติดต่อ (infective stage) ของ African trypanosomiasis คือ ระยะ 

metacyclic trypomastigote ติดต่อสู่คนโดยแมลงวันกินเลือด Tsetse fly เป็นพาหะ เมื่อถูกแมลง

พาหะกัดจะทำให้มีอาการเป็นตุ่มบวมแดงหรือเป็นแผลเรื้อรัง (chancre) เช้ือจะแบ่งตัวในบริเวณแผล 

แต่แผลจะหายไปเองได้ใน 1-2 สัปดาห์พร้อม ๆ เช้ือจะเข้าสู่กระแสเลือด ผู้ป่วยจะเริ่มแสดงอาการ

ของโรค เช่น ปวดศีรษะ มีไข้ ซึม ต่อใน้ำเหลืองโต อาการไข้จะเป็นๆหายๆ ทำให้เกิดอาการเรื้อรัง 

พยาธิสภาพของโรคชัดเจนเมื่อเช้ือเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) เจริญ

แบ่งตัวแย่งอาหารจากโฮสต์ และทำให้เกิดแผลในสมอง ทำให้ผู้ป่วยแสดงอาการเหงาหลับ เรียกว่า 

โรคเหงาหลับ (sleeping sickness) ส่วนใหญ่ผู้ป่วยจะเสียชีวิตในท่ีสุด อย่างไรก็ตามอาการของผู้ป่วย

อาจแบ่งออกเป็น 2 แบบตามชนิดของเช้ือ คือ  

   Gambian trypanomiasis ท่ีเกิดจากเช้ือ T.b. gambiense ผู้ป่วยจะมี

อาการเหงาหลับชัดเจน ปรสิตอยู่ในเลือดนานเป็นปีก่อนเข้าสู่ประสาทส่วนกลาง และเสียชีวิตในท่ีสุด  

   Rhodesian trypanomiasis ท่ีเกิดจากเช้ือ T.b. rhodesiense ใช้เวลาส้ัน

กว่าแต่รุนแรงกว่า มักไม่มีอาการเหงาหลับ แต่เสียชีวิตเพราะหัวใจวายในเวลาน้อยกว่า 1 ปี (1-2 

เดือน) 

      โรคนี้ส่วนใหญ่จะติดต่อสู่คนโดยแมลงวันกินเลือด Tsetse fly ท่ีติดเช้ือ มา
กัด แต่มีวิธีอื่น ๆ ท่ีคนสามารถติดเช้ือได้ : 
  - การติดเช้ือจากแม่สู่ลูก : โดย trypanosome สามารถข้ามผ่านรกแม่และติด
เช้ือทารกในครรภ์ได้ 
  - การส่งผ่านทางแมลงดูดเลือดชนิดอื่น ๆ  อย่างไรก็ตามเป็นเรื่องยากท่ีจะ
ประเมินผลกระทบทางระบาดวิทยาของเช้ือชนิดนี้ 
  - การติดเช้ือในห้องปฏิบัติการเนื่องจากมีอุบัติเหตุโดยบังเอิญ เช่น ถูกเข็มหรือ
ของมีคมท่ีมีปนเป้ือนของเช้ือท่ิมตำ 
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  - การติดต่อทางเพศสัมพันธ์ได้  
  
  2.1.1.6 Antigenic variation ของ T. brucei 

          การเปล่ียนแปลงของแอนติเจนใน  T. brucei สามารถเปล่ียนลักษณะของ
แอนติเจนบนผิวเยื่อหุ้มเซลล์ได้  เพื่อหลีกเล่ียงการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ ซึ่งเป็น
กลไกการอยู่รอดของเช้ือท่ีมีความซับซ้อนสูง ซึ่งมีการเกี่ยวข้องกับการสลับตำแหน่งในระหว่าง
ขบวนการถอดรหัสของ variant surface glycoprotein genes (VSG)  ในขบวนการถอดรหัสนี้จะมี
การสลับตำแหน่งท่ีมีการแสดงออกของ VSG genes ในตำแหน่งต่าง ๆ หรือ มีการเกิดขบวนการ 
gene rearrangement คือ การสลับไปมาของยีนแบบสุ่ม (random) ทำให้ VSG genes ท่ี inactive 
ไปแทนท่ีในตำแหน่งท่ีมีการแสดงออกของยีนก่อนหน้านี้ การเปล่ียนแปลงลักษณะทางฟีโนไทป์นี้ไม่มี
การเหนี่ยวนำของ Antigen antibody complex  

 2.1.2 Trypanosoma cruzi (T. cruzi) 
 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3  T. cruzi ระยะ trypomastigote ใน Blood smear (รูปซ้าย) และ ใน CSF (รูปขวา) ย้อม
สีGiemsa 

ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 

          T. cruzi เป็นสาเหตุของการเกิดโรค Chagas disease หรือท่ีเรียกว่า American 
trypanosomiasis โดยมีพาหะนำโรคท่ีเกี่ยวข้องกับการแพร่เช้ือชนิดนี้สู่มนุษย์ คือ มวนเพชฆาต/
มวนดูดเลือด (triatomine bug ) หรือท่ีเรียกว่า 'kissing bug' พบระบาดมากท่ีสุดใน 21 ประเทศใน
ทวีปอเมริกา ระบาดบริเวณอเมริกาใต้และตอนกลาง (อาร์เจนตินา ชิลี โบลิเวีย บราซิล เวเนซุเอลา 
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และเม็กซิโก) พบผู้ป่วยประมาณ 8 ล้านคนท่ีติดเช้ือ T. cruzi ท่ัวโลกซึ่งส่วนใหญ่อยู่ในทวีปอเมริกา 
แพร่กระจายไปยังภูมิภาคท่ีไม่ติดเช้ือมากขึ้น เมื่อเทียบกับวิวัฒนาการของมันนับ แต่เมื่อกว่า 9,000 ปี
ท่ีผ่านมา  การติดเช้ือจาก T. cruzi เกิดขึ้นระหว่างสัตว์ป่า แต่ภายหลังแพร่กระจายไปยังต่อภายหลัง
แพร่กระจายไปยังสัตว์เล้ียงและมนุษย์โดยมีการเพิ่มขึ้นของสัมพัทธ์เมื่อต้นศตวรรษท่ีผ่านมา ส่วนใหญ่
มาจากสาเหตุท่ีมีการการเดินทางของนักท่องเท่ียวและการเปล่ียนแปลงทางเศรษฐกิจรวมท้ังการ
อพยพในชนบทการตัดไม้ทำลายป่าทำให้เปล่ียนรูปแบบการระบาดวิทยาของโรคนี้ทำให้พบการติด
เช้ือ T. cruzi ในเมือง และชานเมืองมากขึ้น ยังคงเป็นปัญหาสุขภาพท่ีใหญ่ท่ีสุดแห่งหนึ่งซึ่งทำให้เกิด
ความสามารถในการติดเช้ือและเสียชีวิตมากกว่า 10,000 รายต่อปี และยังมีความเส่ียงท่ีจะได้รับการ
ติดเช้ือเพิ่มมากขึ้นกว่า 25 ล้านคน ซึ่งโรค Chagas disease สามารถรักษาได้ในทางการแพทย์หาก
เริ่มรักษาในระยะเริ่มแรก ดังนั้นการเข้าถึงการวินิจฉัยและการดูแลจึงจำเป็นอย่างยิ่งในปัจจุบัน   
เพราะฉนั้นการควบคุมแมลงท่ีเป็นพาหะนำโรคยังคงเป็นวิธีที่มีประโยชน์มากท่ีสุดในการป้องกันการ
ติดเช้ือ 
และการตรวจคัดกรองเลือดยังมีความสำคัญเพื่อท่ีจะหลีกเล่ียงการติดเช้ือผ่านการถ่ายเลือดและการ
ปลูกถ่ายอวัยวะ ส่วนการตรวจคัดกรองและการวินิจฉัยโรคในหญิงต้ังครรภ์และบุตรหลาน ยังคงเป็น
มาตราการควบคุมท่ีจำเป็นของประเทศในทวีปอเมริกา  

 

 

 

   

 

 

รูปท่ี 4 การกระจายของเช้ือ T. cruzi ในทวีปอเมริกาไปยังประเทศอื่น ๆ 
ท่ีมา The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 
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 2.1.2.1 รูปร่างลักษณะของ T. cruzi 

      1.ระยะ trypomastigote มีขนาดยาว 15-20 ไมโครเมตร รูปร่างยาวเรียวโค้งงอ 
พบลักษณะเดียว (monomorphic) คล้ายตัว “C” หรือ “S” มี nucleus อยู่กลางลำตัว เคล่ือนไหว
โดยใช้ flagellum ยาวอยู่ส่วนหน้าของลำตัว ส่วนท่ีอยู่บนตัวมีผนังบาง (undulating membrane) 
พบฐานของ flagellum อยู่ด้านท้ายเป็นแท่งเล็ก ๆ (basal body) และมีก้อน kinetoplast ขนาด
ใหญ่อยู่ท้ายสุดของลำตัว เป็นระยะท่ีพบในเลือด 
  2.ระยะ amastigote ลักษณะรูปไข่ มีขนาดยาว 3 - 6 ไมโครเมตร มีnucleus และ 
kinetoplast ไม่มี flagellum พบภายในเซลล์โฮสต์ 
  3.ระยะ epimastigote รูปร่างป้อมและส้ันกว่า trypomastigote nucleus อยู่

ด้านท้ายของลำตัว kinetoplast อยู่ถัดจาก nucleus มี undulating membrane ส้ัน พบในทาง

เดินอาหารส่วนกลาง (midgut) ของแมลงท่ีเป็นพาหะ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5 T. cruzi ระยะ trypomastigote ใน Blood smear (รูปซ้าย) และ ระยะ epimastigote ท่ี
ได้มาจากการ Culture    (รูปขวา) ย้อมสี Giemsa 

ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 
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 2.1.2.2 วงจรชีวิต 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 

  1.ปรสิตระยะติดต่อ metacyclic trypomastigote จากแมลง triatomine bug 
เข้าสู่โฮสต์ทางบาดแผลท่ีถูกกัด 
  2.ทันทีท่ี metacyclic trypomastigote เข้าสู่ร่างกาย ปรสิตจะเข้าไปในเซลล์และ
เปล่ียนแปลงเป็นระยะ amastigote  
  3. Amastigote จะมีการเเบ่งตัวเพิ่มจำนวนภายในเซลล์ 
  4. Amastigote ยังสามารถเปล่ียนเป็นระยะ trypomastigote ซึ่งระยะนี้ไม่มีการ
แบ่งตัวเพิ่มจำนวน ปรสิตท่ีอยู่ในเซลล์จะทำให้เซลล์ตายแตกออก trypomastigote จะถูกปล่อยเข้าสู่
กระแสโลหิตกระจายท่ัวร่างกาย สามารถเข้าไปเจริญในเนื้อเยื่อต่าง ๆท่ัวร่างกายได้ โดยเฉพาะใน
ระบบประสาทส่วนกลาง เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ 
  5. โฮสต์ตัวกลาง หรือพาหะท่ีสำคัญได้แก่ มวนดูดเลือด (Triatomine bug) จะดูด
กินเลือดจากคน ก็จะได้ปรสิตระยะ trypomastigote ท่ีอยู่ในกระแสเลือดเข้าไป  
  6. หลังจากท่ีแมลงพาหะได้รับเช้ือเข้าไป ปรสิตจะแบ่งตัวเพิ่มจำนวนบริเวณทางเดิน
อาหารส่วนกลางของแมลง แล้วจึงเคล่ือนตัวไปยังทางเดินอาหารส่วนปลาย เปล่ียนแปลงเป็นระยะ 
epimastigote 
  8. Epimastigote เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นระยะ metacyclic trypomastigote ซึ่ง

รูปท่ี 6 วงจรชีวิตของ ของโรค American tripanosomiasis 
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เป็นระยะติดต่อจากแมลงไปสู่คน 
 
  2.1.2.3 การติดต่อและพยาธิวิทยา 
   ระยะติดต่อ (infective stage) คือ ระยะ metracyclic trypomastigote 
โดยอาศัยแมลงตัวมวนดูดเลือด (triatomine หรือ kissing bug) เป็นพาหะ T.cruzi ยังสามารถติดต่อ
โดยการให้เลือด การปลูกถ่ายอวัยวะ จากแม่สู่ลูกทางน้ำนม ทางเพศสัมพันธ์ และอุบัติเหตุท่ีอาจเกิด
ได้ในห้องปฏิบัติการ  
   T. cruzi ก่ อ โรค  American trypanosomiasis หรือ  Chagas’disease 
ผู้ใหญ่ท่ีติดเช้ือมักไม่แสดงอาการของโรค หรือมีแต่อาการไม่รุนแรง อาการท่ีรุนแรงมักพบในเด็กอายุ
ต่ำกว่า 5 ขวบ อาการของโรคแบ่งออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะเฉียบพลัน (acute phase) และระยะ
เรื้อรัง (chronic phase) ระยะเฉียบพลันเกิดขึ้นหลังรับเช้ือประมาณ 2-3 สัปดาห์  จะมีการอักเสบ
บวมแดง และเจ็บมากบริเวณท่ีถูกกัด ร่วมกับการอักเสบของต่อมน้ำเหลืองบริเวณใกล้เคียงจากนั้นจะ
เข้าสู่ระยะเรื้อรัง  ซึ่งมักเกิดหลังจากมีอาการระยะเฉียบพลันแล้วประมาณ 2-4 เดือน โดยจะแสดง
อาการรุนแรงของโรคเนื่องจากท่ีเช้ือเข้าไปยังกล้ามเนื้อหัวใจ ทำให้กล้ามเนื้อหัวใจตาย อาการท่ีตรวจ
พบได้แก่ หัวใจโต หัวใจเต้นผิดปกติ เลือดเล้ียงหัวใจไม่พอ และหัวใจล้มเหลว ซึ่งเป็นสาเหตุตายท่ี
สำคัญท่ีสุดของโรคนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2017) 

 

 

 

รูปท่ี 7 T. cruzi ระยะ amastigotes ใน heart tissue ย้อมด้วยสี hematoxylin and eosin (H&E) 
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  2.2 Leismania spp. 
  Leishmania spp. เป็นโปโทซัวที่อยู่ในกระแสเลือดซึ่งจัดอยู่ใน 

 อาณาจักร (Kingdom) : Protista  

    Subkingdom: Protozoa  

        ไฟลัม (Phylum) : Sarcomastigophora  

         Subphylum: Mastigophora  

          ช้ัน (Class) : Zoomastigophora 

       อันดับ (Order) : Kinetoplastida  

                      Suborder  : Trypanomatina  

        วงศ์ (Family) : Trypanosomatidae  

                      สกุล (Genus) : Leishmania  

 

โรคลิชมาเนียเป็นโรคติดต่อท่ีนำโดยแมลง (Vector-borne disease ;p VBD) ท่ีองค์กรณ์

อนามัยโลกให้ความสำคัญเป็น 1 ใน 5 ของโรคติดต่อท่ีสำคัญของมนุษย์ โรคนี้เกิดจากเช้ือชนิด 

obligate intracellular protozoa ท่ี เ รี ย ก ว่ า   Leishmania spp.  ซึ่ ง เ ป็ น   pathogenic 

flagellated protozoa ดำรงชีวิตอยู่ได้ด้วยการเป็นปรสิตของคนและสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมชนิดอื่น ๆ 

โดยอาศัยอยู่ภายในเซลล์ของโฮสต์เท่านั้น โดยปกติจะติดต่อด้วยการกัดของแมลงพาหะ คือ ริ้นฝอย

ทรายเพศเมีย (sand fly) ในตระกูล Phlebolotomus ซึ่งเป็นแมลงขนาดเล็ก 2-3 มิลลิเมตร และ

แหล่งรังโรคท่ีสำคัญคือ สัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง โดยเฉพาะสัตว์เล้ียงภายในบ้าน (Domestic animals) 

ได้แก่ สุนัข แมว วัว ม้า และสัตว์กัดแทะ จำพวก หนู กระรอก กระแต เป็นต้น ท้ังนี้มนุษย์เป็นโฮสต์

บังเอิญ (Accidental host) ของวงจรชีวิตของเช้ือ Leishmania spp. (9) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatida
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การระบาดของเช้ือ Leismania spp. ในประเทศไทย จัดเป็นโรคอุบัติใหม่ในประเทศไทย 

นับต้ังแต่ปี พ.ศ.2503 ท่ีมีการพบเช้ือในผู้ป่วยท่ีมีการเดินทางกลับมาจากประเทศแถบตะวันออกกลาง 

ซึ่งเป็นพื้นท่ีท่ีมีการระบาดของโรคนี้ ในประเทศไทยพบผู้ป่วยลิชมาเนียเฉพาะท่ีมีรายงานประมาณ 20 

ราย โดยส่วนใหญ่เช้ือท่ีพบคือเช้ือ L. orientalis (14), L. martiniquensis (15) และ L. donovani 

จำนวน 1 ราย ซึ่งเป็นผู้ป่วยที่มีภูมิลำเนาอยู่ท่ีจังหวัด (16) 

 อาการแสดงออกของโรค Leismaniasis ในประเทศไทยมีท้ังอาการท่ีแสดงออก

บริเวณอวัยวะภายใน อาการท่ีแสดงออกบริเวณผิวหนัง และอาการท่ีแสดงออกบริเวณอวัยวะภายใน

ร่วมกับอาการท่ีแสดงออกบริเวณผิวหนัง ซึ่งโรคลิชมาเนียนั้นเป็นโรคท่ีสามารถพบได้ท้ังในผู้ป่วยท่ีมี

ภูมิคุ้มกันปกติ และผู้ป่วยท่ีมีความคุ้มกันบกพร่อง โดยเฉพาะผู้ป่วยโรคเอดส์ 

 เชื้อ Leishmania ในสัตว์เลื้อยคลาน 

 ในปี 2004 B. Kazemi และคณะได้ทำการตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. จาก

กิ้งก่าจำนวน 144 ตัวท่ี เก็บจากประเทศอิหร่าน  โดยวิธีการทำ Blood smear พบเช้ือระยะ 

promastigote และ amastigote  จำนวน 3 และ 10ตัวอย่างตามลำดับ และทำการเพาะเล้ียงเช้ือ

จากหัวใจของกิ้งก่าผลปรากฎว่าพบระยะ promastigote จำนวน 2 ตัวอย่างซึ่งเป็นการรานงานครั้ง

แรกเกี่ยวกับ Leishmania promastigote ในกิ้งก่า ท่ีประเทศอิหร่าน (25) 

 ในปี  2016 Jun-Rong Zhang และคณ ะได้ ศึกษาเช้ือ  Leishmania spp. ใน

สัตว์เล้ือยคลานโดยวิธีการทางอณูชีววิทยาซึ่งได้ถูกสนใจว่าสัตว์เล้ือยคลานอาจเป็นแหล่งกักเก็บโรค

ของสัตว์เล้ียงลูกด้วย จึงทำการตรวจเช้ือ Leishmania spp.ในจ้ิงจก 6 สายพันธุ์ท่ีเก็บมาจากภาค

ตะวันตกเฉียงเหนือของจีน ผลปรากฎว่าพบเช้ือ Leishmania 3 สายพันธุ์คิดเป็น 64.6% (53/82) 

ป ร ะ ก อ บ ไป ด้ ว ย  L. (Sauroleishmania) sp. (43.9%) แ ล ะ  L. tropica (28.1%) แ ล ะ   L. 

donovani complex. (8.5%) และจากการทำ Phylogenitic พบว่าเช้ือ L. tropica มีความคล้าย

กับตัวอย่างท่ีเก็บจากคนไข้ ซึ่งสรุปได้ว่าจ้ิงจกอาจเป็นแหล่งรังโรคท่ีสำคัญของเช้ือปรสิตชนิดนี้(26) 

 ในปี 2019 Jun-Rong Zhanและคณะได้ศึกษาเช้ือ Leishmania spp. ในกิ้งก่าท้ัง 

13 สายพันธุ์จำนวน 316 ตัวอย่างท่ีเก็บจากทางตะวันตกเฉียงเหนือของประเทศจีนโดยใช้วิธีการทาง

อณูชีววิทยา ผลปรากฎว่าพบเช้ือ Leishmania 4 สายพันธุ์  (Leishmania sp., L.turanica, L. 

donovani complex, L. tropica) จำนวน 183 ตัวอย่างคิดเป็น 57.51% และพบการติดเช้ือร่วมกัน
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อีก 37.7% ซึ่งบ่งช้ีว่าการติดเช้ือร่วมกันในกิ้งก่าอาจนำไปสู่การแพร่กระจายของเช้ือ Leishmania 

สายพันธุ์ที่ทำให้เกิดโรค Leishmaniasis อาจมีความสำคัญต่อการระบาดของระบบนิเวศ(27) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2015) 

 
  2.2.1  การระบาดของเช้ือ Leismania spp. 
           การระบาดของโรค leishmaniasis ในแอฟริกาตะวันออก (เอธิโอเปีย 
เคนยา ซูดานใต้ และซูดาน) จะพบโรคระบาดท่ีก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีอวัยวะภายใน (visceral 
leishmaniasis) โรคนี้มักมีการระบาดใหญ่ในเมืองท่ีมีประชากรหนาแน่นโดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขต
สงครามและความขัดแย้งค่ายผู้ล้ีภัย และในสถานท่ีท่ีมีการโยกย้ายถ่ินฐานเป็นจำนวนมาก 
 
ต้ังต่ปี 1999 leishmaniasis ถือเป็นโรคนำเข้ามาในประเทศไทย ซึ่งได้พบเช้ือสายพันธุ์ใหม่ คือ 
Leishmania siamensis ประกอบด้วยสองสายพันธุ์คือสายตระกูล TR และ PG  ต้ังแต่นั้นมาได้มี
การรายงานพบในผู้ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันต่ำ (Immunocompetent) และผู้ป่วยท่ีติดเช้ือ HIV (human 
immunodeficiency virus) โดยเฉพาะอย่างยิ่ ง ใน ผู้ป่วยHIV ท่ีมีการติดเช้ือร่วมกันของโรค 
leishmaniasis ร่วมด้วย (Leishmania/HIV co-infection) 2528  จึงจัดโรค leishmaniasis เป็น
โรคติดเช้ือฉวยโอกาสท่ีสำคัญของผู้ติดเช้ือ HIV-1 โรคหนึ่ง โดยเฉพาะโรค visceral leishmaniasis 
(VL) จะทำให้ผลของการติดเช้ือ HIV รุนแรงขึ้นจนเกิดอาการของโรคเอดส์ (AIDS) 

รูปท่ี 8 Leishmania spp.ระยะ amastigote ย้อมสี Giemsa 
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ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2015) 

 
 

รูปท่ี 10 Leismania spp. ระยะ Promastigote ท่ีได้มาจากการ Culture (รูปซ้าย) และ ระยะ 
Amastigote ใน tissue scraping (การขูดเนื้อเยื่อ) (รูปขวา) ย้อมสี Giemsa 

รูปท่ี 9 การพบเช้ือ Leishmania spp. ในประเทศไทย (Leelayoova; 2017) 
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  2.2.2 รูปร่างลักษณะของ Leismania spp. 
  1. Amastigote form 
 พบในเซลล์ reticuloendothelial  cell และ lymphoid tissue ของคน ลักษณะรูปไข่ มี
ขนาดยาว 2-5 ไมโครเมตร ไม่มีหนวด มีนิวเคลียสใหญ่ เมื่อย้อมสี Giemsa พบ Kinetoplast มีขนาด
เล็ก รูป rod ติดสีม่วงเข้มกว่า nucleus ส่วน cytoplasm ติดสีน้ำเงินจางๆ และมี axoneme ยื่นถึง
ปลายด้านหน้า (anterior end) ระยะนี้สามารถแบ่งตัวแบบ binary fission ได้ 
  2. Promastigote form  
 พบในทางเดินอาหารของแมลงริ้นฝอยทราย (sandfly) รูปร่างยาวเรียว มีขนาดยาว 15-20 
ไมโครเมตร kinetoplast และ basal body อยู่ชิดด้านหน้าลำตัว หนวดยาวเกือบเท่าความยาวลำตัว 
มีนิวเคลียสอยู่กลางลำตัว ไม่มี undulating membrane  
 
   3.2.3วงจรชีวิต (life cycle) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ทีม่า The Centers for Disease Control and Prevention website (CDC;2013) 

       1. Leishmania spp. ติดต่อโดยการกัดของริ้นฝอยทรายตัวเมีย มีระยะติดต่อ 
คือ promastigote 
       2. promastigote จะผ่านเข้าสู่บาดแผลท่ีถูกกัด และถูก macrophage จับกิน 

รูปท่ี 11 วงจรชีวิตของ ของโรค leishmaniasis 
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       3. ต่อมา promastigote มีการเป ล่ียนแปลงรูปร่างเป็น  amastigote ใน 
macrophage  
       4. amastigotes จะแบ่งตัวในเซลล์ต่าง ๆ จนในท่ีสุด macrophage แตกออก 
amastigote จะเข้าสู่เซลล์อื่น ซึ่งทำให้เกิดพยาธิสภาพ และอาการของโรคบริเวณนั้น ๆ 
       5. ริ้นฝอยทรายตัวเมียได้รับเช้ือเมื่อกัดดูดเลือดคน หรือสัตว์ที่มีเช้ือ โดยการดูด
เลือดท่ีมีเช้ือระยะ amastigote ท่ีอยู่ใน macrophages  
       6. ในทางเดินอาหารของแมลงริ้นฝอยทรายจะพบ amastigote จำนวนมาก 
       7. amastigote จะเป ล่ียนรูปร่างเป็น  promastigote ในทางเดินอาหาร
ส่วนกลางของแมลง 
       8. promastigote ซึ่ งจะมีการแบ่งตัว เพิ่ มจำนวน และเคล่ือน ท่ีไปอยู่ ท่ี  
proboscis ของแมลง   
 
   2.2.4. การติดต่อและพยาธิวิทยา 
             เช้ือก่อโรค leishmaniasis พบได้หลายสายพันธ์โดยสามารถแบ่งออกเป็น
กลุ่ม คือ  
     - L. tropica complex (L. tropica, L. major, L. aethiopica) 
   - L.  mexicana complex ( L. mexicana ,L. amazonensis,              
L. venezueiensis และ Sub species L. brazilliensis) 
   - L. donovani complex (L. donovani, L. infantum, L. chagsi) 

           เช้ือท่ีอยู่ในกระแสเลือดและเนื้อเยื่อก่อให้เกิดโรค leishmaniasis ในคน ซึ่ง

แบ่งเป็นกลุ่มตามลักษณะอาการทางคลินิกของโรค คือ 

   1.ประเภทก่อให้เกิดแผลท่ีผิวหนัง (cutaneous leishmaniasis) มี 2 ชนิด

คือ ชนิดแผลผ่ืนเปียกในชนบท (wet rural form) เกิดจากเช้ือ L.major และชนิดแผลผ่ืนแห้งใรเขต

เมืองใหญ่ (dry urban form) เกิดจากเช้ือ L. tropica เป็นโรคของคนแต่ถ่ายทอดสู่สัตว์ได้เช่นกัน 

   2. ประเภทก่อให้เกิดแผลท่ีเย่ือบุผิว (mucocutaneous  leishmaniasis)  

ลักษณะคล้ายกับท่ีเกิดขึ้นท่ีผิวหนัง แต่จะเกิดแผลลุกลามในอวัยวะท่ีเยื่อเมือก  เช่น จมูก ปาก เป็น

ต้น  ซึ่งมีอยู่หลายแบบข้ึนอยู่ตามชนิดของตัวเช้ือและความรุนแรงของโรค   

   3. ประเภทก่อเกิดพยาธิสภาพอวัยวะภายใน (visceral leishmaniasis) 

เรียกอีกช่ือว่า kala-azar หมายถึง black fever  เพราะเมื่อเป็นโรคนี้นาน ๆจะทำให้ผิวหนังสีคล้ำขึ้น 
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โรคเกิดจากการติดเช้ือในอวัยวะภายในร่างกาย โดยเฉพาะท่ีไขกระดูก ม้าม ต่อมน้ำเหลือง และตับ 

เป็นต้น ถือว่าเป็นลักษณะโรคท่ีรุนแรงท่ีสุด อาการของโรคจะค่อยเป็นค่อยไปอย่างช้า ๆ ระยะฟักตัวมี

ต้ังแต่สัปดาห์ไปจนถึงหลายเดือน (เฉล่ียประมาน 3 - 6 เดือน ) เคยมีระยะฟักตัวนานถึง 9 ปี  ระยะ 

2 - 8 สัปดาห์แรกผู้ป่วยจะรู้สึกมีไข้ต่ำ ๆอ่อนเพลีย และมีอาการไม่สบายในท้อง อาจท้องเดิน ท้องผูก 

เบ่ืออาหาร และปวดเมื่อยตามกล้ามเนื้อ บางครั้งอาจมีไข้สูงขึ้นมาคล้ายมาลาเรีย ไข้อาจเป็นเวลา 

ชนิด intermittent, remittent และร่วมกับมีอาการท้องเดิน ไอแห้งๆ อาจมีเลือดออกผิดปกติ เช่น 

เลือดออกทางจมูก ไรฟัน มีจุดเลือดออกตามตัวและทางเดินอาหาร เป็นต้น หลังจากนั่นผู้ป่วยจะมี

อาการอ่อนเพลียมากขึ้นเรื่อย ๆ และท้องอืด ท้องโต คล่ืนไส้ อาเจียน ผิวหนังแห้ง ตกสะเก็ด และจะ

กลายเป็นสีเทาๆ โดยเฉพาะท่ีบริเวณมือหน้าเส้นกลางของหน้าท้อง petechia, ecchymosis และ

บวมได้ ม้ามจะโตมากซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของโรคนี้ม้ามนุ่มไม่เจ็บปวด และอาจโตมากจนถึงเชิง

กราน ตับโต และบางรายจะมีต่อมน้ำเหลืองโตด้วย เลือดซีด เม็ดเลือดขาวต่ำกว่า 4000/ลบ.มม. เกิด

กั บ บ อั ล บ ลู มิ น ต่ ำ  แ ล ะ มี  polyclonal hypergammaglobinemia สู ง ม า ก ซึ่ ง เป็ น  lgG 

ภาวะแทรกซ้อนท่ีมักเกิดขึ้นร่วมด้วย คือ ปอดบวม กระเพาะอาหารและลำไส้อักเสบ ถ้าไม่ได้รับการ

รักษาก็จะเสียชีวิต ซึ่งมักเกิดจากภาวะแทรกซ้อน ซีดมาก หรือมีเลือดออกในกระเพาะอาหารและ

ลำไส้มาก ๆ ได้ บางรายผู้ป่วยมีอาการคล้ายจะหายแต่ต่อมามีอาการทางผิวหนังเรียกว่า Post kala-

azar dermal leishmaniasis เป็นตุ่มนูนและผ่ืนแดงเกิดขึ้น 
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   2.3 Hemidactylus spp. 
 จ้ิงจกบ้าน  เป็นสัตว์เล้ือยคลาน ท่ีอยู่ในสกุล Hemidactylus  

  อาณาจักร (Kingdom) : Animalia 
   ไฟลัม (Phylum) : Chordata 

          ช้ัน (Class) : Reptilia 

        อันดับ (Order) : Squamata 

      อันดับย่อย (Sub - Order) : Lacertilia 

      วงศ์ (Family) : Gekkonidae 

             วงศ์ย่อย  (Sub-Family) : Gekkoninae 
             สกุล (Genus) :  Hemidactylus 

   
  ประกอบด้วยประมาณ 80 ชนิดท่ีเป็นท่ีรู้จัก พบมากในแถบเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้  และแพร่พันธุ์ ไปในหลายประเทศท่ัวโลก  ท้ังแอฟริกาตะวันออก , นิวกินี , เม็กซิ โก
, มาดากัสการ์, ออสเตรเลีย และหลายพื้นท่ีท่ัวโลก ยกเว้นในเขตขั้วโลก มีท้ังหากินในเวลากลางวัน
และกลางคืน เป็นสัตว์เล้ือยคลานท่ีมนุษย์รู้จักเป็นอย่างดี เพราะสามารถพบเห็นได้ท่ัวไปแม้กระท่ังใน
บ้านเรือน 
  ส่วนใหญ่ชนิดของ Hemidactylus spp. มีการกระจายค่อนข้างมีท่ีขนาดเล็ก 
จะพบอยู่ในเอเชียใต้และแอฟริกาและมีเพียง 8 สายพันธุ์เท่านั้นท่ีพบอย่างแพร่หลายในพื้นท่ีทาง
ภูมิศาสตร์นี้ คือ H. turcicus, H. brookii, H. frenatus, H. garnotii, H. persicus, H. flaviviridis 
และ H. bowringii ซึ่ง Hemidactylus spp. เป็นการอยู่แบบพึ่งพาอาศัยกัน (commensal) กับคน
เป็นอย่างมาก มักเกิดข้ึนในพื้นท่ีรอบ ๆ ท่ีอยู่อาศัยของคน  

  นอกจากนี้แล้วลักษณะพิเศษเฉพาะท่ีสำคัญอีกประการของสัตว์เล้ือยคลานวงศ์นี้ 
คือ สามารถเกาะติดกับผนังได้เป็นอย่างดี โดยไม่หล่นลงมา ด้วยหลักของสุญญากาศท่ีบริเวณใต้ฝ่าเท้า
ท้ัง 4 ด้าน โดยเป็นแผ่นหนังท่ีเรียงตัวต่อกัน ซึ่งแผ่นหนังแต่ละแผ่นมีเส้นขนจำนวนมากและแต่ละเส้น
นั้นยาวประมาณ 60-90 ไมครอน เรียกว่า "เซต้า" ซึ่งส่วนปลายของขนนั้นแตกแขนงและขยาย
ออกเป็นกลุ่ม การเรียงตัวของแผ่นหนังและรายละเอียดของเส้นขนนี้ใช้ในการอนุกรมวิธานแยก
ประเภท แต่ในหลายสกุลก็ไม่อาจจะเกาะติดกับผนังได้ (19) 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25B1%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25A7%25E0%25B9%258C%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B7%25E0%25B9%2589%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2584%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2599
https://th.wikipedia.org/wiki/Hemidactylus
https://th.wikipedia.org/wiki/Animal
https://th.wikipedia.org/wiki/Reptile
https://th.wikipedia.org/wiki/Squamata
https://th.wikipedia.org/wiki/Lacertilia
https://th.wikipedia.org/wiki/Gekkonidae
https://th.wikipedia.org/wiki/Gekkoninae
https://th.wikipedia.org/wiki/Hemidactylus
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25AD%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%258A%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%25B1%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2581%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2589%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2587%25E0%25B9%2583%25E0%25B8%2595%25E0%25B9%2589
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25AD%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%258A%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%25B1%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2581%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2589%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%25A2%25E0%25B8%2587%25E0%25B9%2583%25E0%25B8%2595%25E0%25B9%2589
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2581%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%259F%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%25B1%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2581
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25B5
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25A1%25E0%25B9%2587%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%258B%25E0%25B8%25B4%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%2581
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25A1%25E0%25B9%2587%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%258B%25E0%25B8%25B4%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%2581
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%25A1%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2594%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B1%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A3%25E0%25B9%258C
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25AA%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25A3%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%25A2
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%2582%25E0%25B8%25B1%25E0%25B9%2589%25E0%25B8%25A7%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%25A5%25E0%25B8%2581
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%25B8%25E0%25B8%258D%25E0%25B8%258D%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A8
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B9%2584%25E0%25B8%25A1%25E0%25B8%2584%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2599
https://th.wikipedia.org/wiki/%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%2599%25E0%25B8%25B8%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25A1%25E0%25B8%25A7%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%2598%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2599
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  3.3.1 ลักษณะรูปร่างของจ้ิงจก 

 

รูปท่ี 12 รูปร่างลักษณะของจ้ิงจก 
 

 มีส่ีเท้า มีลำตัวขนาดเล็ก ลำตัวแบน หัวส้ัน และมีหาง ไม่มีม่านตา โดยเฉล่ียลำตัวจะมีความ

ยาว 3 นิ้ว ตัวเต็มวัยอาจจะถึง 5 นิ้ว มีสีน้ำตาลอ่อนจนถึงเข้ม ล้ินส้ันแต่ยืดออกได้ ผิวหนังค่อนข้าง

ละเอียด ตัวมักมีสีขาวหรือคล้ำ สามารถปรับตัวให้กลมกลืนกับส่ิงแวดล้อม เท้าเหนียวช่วยให้ไต่ไป

ตามเพดานหรือข้างฝาได้ มักอาศัยอยู่ตามบ้านเรือน มักหากินในเวลากลางคืน มีอายุประมาณ 5 - 10 

ปี การงอกใหม่ของหางจ้ิงจกใช้เวลาประมาณ 2 - 6 สัปดาห์ ระยะเวลาขึ้นอยู่กับขนาดของหางท่ีขาด

หายไป อาหาร และสุขภาพ ขยายพันธุ์ด้วยออกลูกเป็นไข่ ซึ่งตัวเมียนั้นจะออกไข่คราวละ 2 ฟอง มี

ความกว้างประมาณ 0.5 - 0.9 เซนติเมตร และมีความยาว 0.6 - 1.0 เซนติเมตร ไข่จะใช้เวลาในการ

ฟักตัวเป็นเวลา  50 - 65 วันหลังจากออกจากท้องของตัวเมีย โดยเมื่อตัวอ่อนออกจากไข่แล้วจะมี

ขนาดประมาณ 2 นิ้ว ไข่มีสีขาว ลำตัวเป็นปล้องๆ (28) 

 ในการจัดจำแนก Hemidactylus spp. ตามหลักอณุกรมวิธานจากคุณลักษณะภายนอก
เป็นเรื่องท่ียาก ซึ่งมักจะมีความแตกต่างท่ีใกล้เคียงกันมาก บางชนิดมีตัวแปรทางภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่าง
กันมากทำให้มีลักษณะท่ีแตกต่างกันไปและส่ิงเหล่านี้อาจทำให้สับสน ทำให้ยากท่ีจะระบุลักษณะ
ประจำตัวที่ชัดเจนในการจำแนก ยกตัวอย่างเช่น H. brookii และ H. angulatus ท่ีอยู่ในทวีปแอฟฟิ
กาจะมีรูขุมขนลดลงอย่างมาก และ tubercles ท่ีมีจำนวนลดลงหรือแทบไม่มีเลย ทำให้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยามีความคล้ายคลึงกันมาก จึงต้องใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการแยก (1, 19) 
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 ในปัจจุบัน ประเทศไทยยังไม่มีรายงานท่ีแน่ชัดว่าจ้ิงจกเป็นแหล่งเก็บเช้ือ Trypanosoma 
และ Leishmania มีรายงานเพียงแค่ตรวจพบเช้ือปรสิตท้ังสองชนิดนี้ในสัตว์เล้ือยคลานชนิดต่าง ๆซึ่ง
อยู่ ในไฟลัมเดียวกับจ้ิงจกจากการศึกษาของ Njagu และคณะในปี 1999 ได้ทำการตรวจเช้ือ 
trypanosomes ในสัตว์เล้ือยคลานจำพวกกิ้งก่า ( Monitor lizard , Varanus niloticus) ท่ีอาจติด
เช้ือในมนุษย์ได้ ในพื้นท่ีท่ีมีการระบาดในประเทศเคนย่า ผลปรากฏว่าพบเช้ือ T. brucei จำนวน 1 ใน 
19 ตัวอย่างคิดเป็น 6% (5) และ Viola และคณะในปี 2008 ได้ทำการศึกษาทางอณูชีววิทยาของเช้ือ 
trypanosomes ในงู กิ้งก่า และริ้นฝอยทรายจำนวน 459 ตัวอย่าง ผลปรากฏว่าพบเช้ือ T. 
cascavelli ในงู พบ T. varani ในกิ้งก่าและพบ Trypanosoma spp. ในริ้นฝอยทรายท้ังหมด
จำนวน 39 ตัวอย่าง ซึ่ งเป็นงานวิ จัยแรกท่ีมีการศึกษาและสร้างแผนภูมิ ต้นไม้พันธุกรรม 
(Phylogenetic tree analysis) ของ snake trypanosomes(6) ต่อมาในปี 2014 Zhang และคณะ 
ได้ทำการศึกษาทางอณูชีววิทยาของเช้ือ Leishmania spp.โดยใช้ยีนส์ ITS1  ในสัตว์เล้ือยคลาน ผล
ป ร า ก ฏ ว่ า พ บ เ ช้ื อ  Leishmania sp., Leishmania tropica แ ล ะ  Leishmania donovani 
complex. รวม 64.6%  ของสัตว์ ท้ังหมด และ Ursula และคณะ ได้ทำการศึกษาเลือดของ
สัตว์เล้ือยคลานท่ีนำเข้ามาจากประเทศเยอรมัน (Germany) ได้มีการรายงานพบเช้ือ Trypanosome 
ในงู 9% และพบในสัตว์เล้ือยคลาน 25% ได้แก่ K. fischeri, Acanthosaura capra, G. Gecko  
(26)และในปี  2017  Oluwafem และคณะ ได้ทำการศึกษาการติดเช้ือหนอนพยาธิใน จ้ิงจก 
(Hemidactylus  frenatus) และ จ้ิงเหลน (M. quinquetaeniata) ในประเทศไนจีเรีย โดยการผ่า
อวัยวะต่าง ๆของจ้ิงจกและจ้ิงเหลนมาดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ผลปรากฏว่า ความชุกของการติดเช้ือ
ปรสิตในสัตว์ท้ัง 2 ชนิดมีความสูง 64.0% ใน H. frenatus และ 72.1% ใน M. quinquetaeniata 
ผลการทดลองพบ Paraphayngodon spp., Pharyngodon spp.,  Spirura spp., Oochoristica 
truncate,  Mesocoelium monas, Raileteilla frenatus,  แ ละ  Cystacant (29) ดั งต ารา ง
ด้านล่าง 
 
ตางรางท่ี  1 ตารางการตรวจพบเช้ือหนอนพยาธิในจ้ิงจก (Hemidactylus  frenatus) 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 รูปแบบการวิจัย  

 งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive study) โดยได้ผ่านการพิจรณาจริยธรรม

ในสัตว์ทดลอง และอนุมัติโดยคณะกรรมการกำกับดูแลการเล้ียงและใช้สัตว์ทดลองของคณะ

แพทยศาสตร์ จากคณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Faculty of 

medicine, Chulalongkorn  University Ethics Committee) เลขท่ีใบรับรอง 004/2562 

  

3.2 เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย  

 3.2.1  เครื่องเพิ่ มปริมาณพันธุกรรม (PCR) รุ่นVeriti บริษัท Genplus ประเทศสาร

สหรัฐอเมริกา 

 3.2.2  เครื่องเพิ่มปริมาณพันธุกรรม(PCR) รุ่น Cyclern PROS บริษัท eppendrof ประเทศ

เยอรมนี  

 3.2.3 ตู้เย็นอุณหภูมิ  4 c  รุ่น LG  บริษัท  LG  ประเทศไทย  

 3.2.4 ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 c รุ่น Whirlpool บริษัทSanyo  ประเทศไทย  

 3.2.5 ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 c รุ่น Forma  900 series  บริษัท  Thermo scientific  ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

 3.2.6 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ incubator shaker รุ่น Innova 43 บริษัท Eppendorf 

ประเทศเยอรมนี  

 3.2.7 เครื่องปั่น เหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  รุ่น Centrifuge 5430 R  บริษัท Eppendorf 

ประเทศเยอรมนี 

 3.2.8  เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  รุ่น Centrifuge 5417 R  บริษัท Eppendorf 

ประเทศเยอรมนี 

 3.2.9 เครื่องไมโครเวฟ รุ่น LG  บริษัท LG  ประเทศจีน 

 3.2.10 เครื่องเขย่าผสมสาร Vortex  รุ่นFINEVORTEX (FinePCR) ประเทศเกาหลี 

 3.2.11 เครื่อง dry bath incubator บริษัท Cleaver  scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 3.2.12 เครื่อง gel electrophoresis รุ่น Biorade  sub-cell RT บริษัท Bio-Rad ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

 3.2.13 เครื่องถ่ายรูป gel documentation รุ่นgel doc XR บริษัทBio-Rad   ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  

 3.2.14 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม spectrophotometer  

 3.2.15 เครื่องช่ังน้ำหนัก ทศนิยม 2 ตำแหน่ง รุ่น Sarteriur ประเทศเยอรมนี  

 3.2.16 เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเช้ือ) รุ่น HIRAYAMA HA-3D ประเทศญี่ปุ่น  

 3.2.17 เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเช้ือ) รุ่น HVE-50 ประเทศญี่ปุ่น  

 3.2.18 ตู้ปรับอุณหภูมิสำหรับเล้ียงเซลล์แบคทีเรีย บริษัท Memmert  

 3.2.19 ตู้สำหรับเตรียมสาร PCR (PCR caninet) รุ่น pcr- 01 ประเทศไทย 

 3.2.20 ไมโครปิเปต ขนาด 0.1 -10,2-20,20-200 และ100-1,000... บริษัท Eppendorf 

ประเทศเยอรมนี 

 

3.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย  
 3.3.1 หลอด microcentifuge ขนาด 1.5 ml บริษัท extragene ,lnc 

 3.3.2 หลอด pcr ขนาด 0.2 ml บริษัท extragene,lnc  

 3.3.3 ปิเปตทิป ขนาด 0.1-10,200 และ 1,000 

 3.3.4 หลอด centrifuge ขนาด 15 และ 50 ml 

 3.3.5 ปากคีบ (forceps) 

 3.3.6 ถุงมือยาง 

 3.3.7. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) 

 3.3.8 Loop เข่ียเช้ือ และ spreader 

 3.3.9 ตะเกียงแอลกอฮอล์  

 3.3.10 ขวดแก้วสำหรับเตรียมสารเคมี ขนาด 100,500 และ 1,000 ml 

 3.3.11 กล่องโฟมสำหรับใส่น้ำแข็ง 

 3.3.12 นาฬิกาจับเวลา  

 3.3.13 ทิชชู่สำหรับทำความสะอาด 

 3.3.14 หลอดหยด (dropper) 
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 3.3.15 พาราฟิล์ม (parafilm) 

3.4 วิธีการทดลอง 
 3.4.1 การเก็บตัวอย่าง 

  ติดต่อเจ้าของบ้านเพื่อขอความร่วมมือในการเก็บตัวจ้ิงจก การเก็บตัวอย่างจะทำ

การเก็บในพื้นท่ีท่ีเป็นแหล่งระบาดของโรคลิชมาเนียในภาคใต้ของประเทศไทย  และทำการผ่า

ชำแหละจ้ิงจก โดยแบ่งออกเป็น 3 ส่วนคือ ตับ ม้าม หัวใจ  โดยแบ่งการเก็บตัวอย่างเป็น 2 ช่วง คือ 

ช่วงท่ี 1 จำนวนจ้ิงจก 12 ตัว ซึ่งเก็บในช่วงเดือน พฤศจิกายน พ.ศ.2560 ช่วงท่ี 2 จำนวนจ้ิงจก 7 

ตัว ซึ่งเก็บในช่วง เมษายน พ.ศ.2561   

 3.4.2 การจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( Morphological identification) 
 โดยทำการย้อมสี Geimsa และ Hematoxylin and eosin (H&E) ของเนื้อเยื่อจากอวัยวะ

ต่างๆ ของจ้ิงจก (ตับ ม้าม หัวใจ) โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

  3.4.2.1 การย้อมสี Hematoxylin and eosin (H&E)  

1. นำสไลด์ช้ินเนือ จุ่มใน Xylene เป็นขั้นตอน Deparaffinization เป็น การล้างหรือขัด

เอาขี้ผ้ึง (Paraffin) ออกจากสไลด์ หรือ Section (ส่วนของชินเนือ) โดยการจุ่มสไลด์ ลงใน Xylene 

จนช้ินเนื้อปราศจาก Paraffin โดยจะมีลักษณะใส 

 2. จุ่มใน 100% Ethyl alcohol Hydration เป็นการทำให้น้ำเข้าสู่เซลล์ และเนื้อเยื่อ

เข้มข้นสูง โดยผ่านสารละลาย Alcohol จากความเข้มข้นสูง (100%)ลงไปหาต่ำ (95%) เพื่อเป็นการ

เตรียมให้เซลล์มีความพร้อมในการรับสีท่ีจะย้อม เพราะสารละลายสีส่วนใหญ่ใช้น้ำเป็นตัวทำละลาย  

 3. Tap water เป็นขั้นตอนการล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ำประปาทีไหลผ่านช้ินเนื้ อ

ตลอดเวลา  

4. จุ่มใน Mayer’ s Heamatoxylin Primary staining เป็นการย้อมสีแรก ส่วนใหญ่ เป็น 

Basic dye เพื่อย้อม Nucleus และทำการ Tap water เป็นขั้นตอนการล้างสีส่วนเกินออกดว้ย

น้ำประปาทีไหลผ่านช้ินเนื้อตลอดเวลา  
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5. จุ่มในสี Eosin Counterstaining เป็นการย้อมสีซ้ำ เพื่อเพิ่มสีใหม่ในช้ินเนื้อ ทำให้เกิด

การเปรียบเทียบระหว่างส่ิงท่ีย้อมในขั้นตอนแรก และขั้นท่ีสองเด่นชัดขึ้น ส่วนใหญ่เป็นสี Acid dye 

ย้อม Cytoplasm หรือส่วนอื่นของเซลล์และเนื้อเยื่อ  

6. จุ่มใน 95% Ethyl alcohol Dehydration เป็นการขวัดน้ำออกจากเซลล์และเนื้อเยื่อ 

โดยการผ่านสารละลาย Alcohol จากความเข้มข้นต่ำ (95%) ไปสูง (100%)  

7. จุ่มใน Xylene ขั้นตอน Clearing เป็นการทำให้ช้ินเนื้อใสขึ้น โดยใช้ Xylene ช่วยให้ 

แสงผ่าน Section ได้ดี เหมาะต่อการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 3.4.3 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction)  
  การสกัดดีเอ็นเอของอวัยวะต่าง ๆของจ้ิงจก (ตับ ม้าม หัวใจ) โดยใช้ชุดสกัด

สำเร็จรูปจาก Invisorb Spin Tissue Mini kit (Invitek Gmbh, ประเทศเยอรมนี) โดยมีขั้นตอน

ดังนี้ 

  3.4.3.1 นำตัวอย่างตับ ม้าม หัวใจ ของจ้ิงจก แล้วเติม Lysis Buffer G ปริมาตร 

400 µl  ทำการบดโดยใช้ไม้บดจนละเอียด แล้วเติม proteinase S ปริมาตร 40 µl  นำไปผสมให้

เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 52°C ประมาณ 16 - 18 ช่ัวโมง (overnight)  

  3.4.3.2 นำตัวอย่างท่ีมีการบ่มไว้มาปั่นตกโดยใช้ความเร็ว 11,000 rpm  เป็นเวลา 

2 นาที นำส่วนใสท่ีได้ ไปใส่ในหลอด microcentrifuge อันใหม่  แ ล้วเติม  Binding Buffer A 

ปริมาตร 200 µl นำไปผสมให้ เข้ ากัน ด้วยเครื่อง  Vortex จากนั้ นทำการย้ายไปใส่หลอด 

microcentrifuge ท่ีมี Spin filter บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที  

  3.4.3.3 นำตัวอย่างไปปั่นตกโดยใช้ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที เท

ส่วนใสด้านล่างท้ิง  

  3.4.3.4 เติม Wash Buffer ปริมาตร 550 µl นำไปปั่นตกโดยใช้ความเร็ว 11,000 

rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนใสด้านล่างท้ิง ทำขั้นตอนนี้ซ้ำอีกครั้ง แล้วเทส่วนใสด้านล่างท้ิง 

  3.4.3.5 นำตัวอย่างไปป่ันแห้งโดยใช้ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 4 นาที 

  3.4.3.6 ทำการย้าย Spin filter ไปใส่ Receiver tube แล้วเติม Elution Buffer 

ปริมาตร 40 µl ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหถูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที 
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  3.4.3.7 นำไปปั่นตกโดยใช้ความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ท้ิง Spin 

filter จะได้ DNA พร้อมใช้งาน 

 3.4.4 การวัดค่าความดูดกลืนแสงเพื่อหาปริมาณและประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอ 
นำดีเอ็น เอท่ีได้ ไปวัดค่าความดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง  Spectrophotometer 

(nanoDrop 1000 Spectrophotometer ; thermo scientific , USA) โดยเครื่องจะวัดค่าดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm และความยาวคล่ืน 280 nm และเครื่องจะทำการคำนวณความเข้มข้น

ของสารละลายดีเอ็นเอ จากสูตร   

  ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ (µl /ml) = A260  dilution factor  

  ค่าความดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 260 nm ท่ีวัดได้นำมาประเมินผล โดยเทียบกับ

ค่าความยาวคล่ืน 280 nm (A260  / A280) เพื่อประเมินความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ โดยดูจาก 

  อัตราส่วน (A260  / A280) อยู่นช่วง 1.8 – 2.0 แสดงว่า ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ หรือมี

คุณภาพ ถ้าอัตราส่วนอยู่ในช่วงท่ีต่ำกว่า 1.8 แสดงว่า ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้อาจมีโปรตีนหรือฟีนอลปะปน

อยู่ในสารละลาย แต่ถ้าอัตราส่วนอยู่ในช่วงท่ีสูงกว่า 2.0  แสดงว่า ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้อาร์เอ็นเอปะปน

อยู่ในสารละลาย 

 3.4.5 การตรวจหาเชื้อ Trypanosoma และ Leishmania จากตัวอย่างจิ้งจกด้วย
เทคนิคอณูชีววิทยา 

  3.4.5.1 การตรวจเชื้อ Trypanosoma spp. 
   3.4.5.1.1 การเพิ่มจำนวนช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน SSU rRNA  โด ย

อาศัยหลักการทำงานร่วมกับ primer ท่ีจำเพาะต่อบริเวณ SSU rRNA (ตารางท่ี2) ใช้สารละลายใน

สัดส่วนท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี2) และทำการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน SSU rRNA ภายใต้สภาวะท่ี

เหมาะสม (ตารางท่ี 4) เมื่อเสร็จเรียบร้อยทุกขั้นตอนจึงเก็บ PCR Product ไว้ท่ี 4 ºC จนกว่าจะ

นำมาใช้ในขั้นต่อไป 
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ตางรางท่ี  2  แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ท่ีจำเพาะกับยีน SSU rRNA (30) 
Primers Sequences (5´-3´) 

TRY927-F GAAACAAGAAACACGG 

TRY927-R CTACTGGGCAGCTTGGA 

 
ตางรางท่ี  3 ส่วนประกอบของสารละลายท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจำนวนยีน SSU rRNA 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X PCR Buffer 2.5 

25 mM MgCl2 1.25 

2.5 mM dNTPs 2 

10 µM TRY927-F 0.4 

10 µM TRY927-R 0.4 

Taq polymerase (5U/ µl) 0.2 

DNA template 2 

dH2O 16.25 

รวม 25 

 

ตางรางท่ี  4 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจำนวนยีน SSU rRNA 
ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาท)ี จำนวนรอบ (cycles) 

1. Initial denaturation 95 5 1 

2. PCR step 

-  Denaturation 95 0.45 

40 -  Annealing 53 1 

-  Extension 72 1.30 

3. Final extension 72 7 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 33 

 
3.4.5.2 การตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. 

    3.4.5.2.1 การเพิ่มจำนวนช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน ITS1 
   การตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดจากวิธีข้างต้น 

โดยทำการเพิ่มจำนวนช้ินส่วนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณยีน ITS1 โดยใช้ primer ท่ีจำเพาะ (ตารางท่ี5) ใช้

สารละลายในสัดส่วนท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 6) และทำการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน ITS1 ภายใต้สภาวะ

ท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี7) เมื่อเสร็จเรียบร้อยทุกขั้นตอนจึงเก็บ PCR Product ไว้ที ่4 ºC จนกว่าจะ

นำมาใช้ในขั้นต่อไป 

ตางรางท่ี  5 แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ท่ีจำเพาะกับยีน ITS1 (31) 
Primers Sequences (5´-3´) 

Le-F TCCGCCCGAAAGTTCACCGATA 

Le-R CCAAGTCATCCATCGCGACACG 

 

ตางรางท่ี  6 ส่วนประกอบของสารละลายท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจำนวนยีน ITS1 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X PCR Buffer 2.5 

25 mM MgCl2 1.25 

2.5 mM dNTPs 2 

10 µM Le-F 0.4 

10 µM Le-R 0.4 

Taq polymerase (5U/ µl) 0.2 

DNA template 2 

dH2O            16.25 

รวม 25 
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ตางรางท่ี  7 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจำนวนยีน ITS1 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาท)ี จำนวนรอบ (cycle) 

1. Initial denaturation 95 5 1 

2. PCR step 

- Denaturation 95 0.30  

40 - Annealing 53 1 

- Extension 72 1 

3. Final extension 72 7 1 

 

3.4.5.3 การจำแนกสายพันธุ์ของจ้ิงจกด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 

      3.4.4.3.1 การเพิ่มจำนวนช้ินส่วนนบริเวณยีน Cytb 

    การตรวจจำแนกชนิดของจ้ิงจก โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดจากวิธีข้างต้น 

โดยทำการเพิ่มจำนวนช้ินส่วนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณยีน Cytb โดยใช้ primer ท่ีจำเพาะ (ตารางท่ี 8) 

ใช้สารละลายในสัดส่วนท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี9) และทำการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน Cytb ภายใต้

สภาวะท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี10) เมื่อเสร็จเรียบร้อยทุกขั้นตอนจึงเก็บ PCR Product ไว้ที ่4 ºC 

จนกว่าจะนำมาใช้ในขั้นต่อไป 

ตางรางท่ี  8 แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ท่ีจำเพาะกับยีน Cytb (32) 
Primers Sequences (5´-3´) 

Cytb -F AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 

Cytb -R AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 
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ตางรางท่ี  9 ส่วนประกอบของสารละลายท่ีใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจำนวนยีน Cytb 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

10X PCR Buffer 2.5 

25 mM MgCl2 2.5 

2.5 mM dNTPs 2 

10 µM Le-F 0.4 

10 µM Le-R 0.4 

Taq polymerase (5U/ µl) 0.2 

DNA template 2 

dH2O 15 

รวม 25 

  

 
ตางรางท่ี  10 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจำนวนยีน Cytb  

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาท)ี 
จำนวนรอบ
(cycles) 

1. Initial denaturation 95 5 1 

2. PCR step 

- Denaturation 95 0.30  

35 - Annealing 45 0.45 

- Extension 72 1 

3. Final extension 72 7 1 

 
3.4.6 การวิเคราะห์ PCR product โดย Agarose gel electrophoresis 

  โดยการนำ PCR product มาผสม 6X loading buffer แล้วนำมาแยกบน

แผ่นเจลโดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 1.5% หลังจากนั้นใส่ DNA marker ขนาด 100 

bp ลงไปในช่องท่ีเหลือ โดยวิธีการ gel electrophoresis จะรันด้วยไฟฟ้าความต่างศักด์ิ 

100 V เป็นเวลา 50 - 60 นาที หลังจากนั้นนำเจลท่ีได้ไปย้อมด้วย Ethidium bromide 
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ประมาณ 5 นาที แล้วล้างด้วยน้ำเปล่า ประมาณ 3 ครั้ง แล้วนำเจลท่ีได้เข้าเครื่องถ่ายภาพ

เจลด้วยแสง UV (gel documentation) ปรับภาพให้เหมาะสมแล้วบันทึกภาพ โดยท่ีเช้ือ 

Trypanosoma ยีน SSU rRNA จะมีขนาดประมาณ 900 bp เช้ือ Leishmania ท่ีตำแหน่ง 

ITS1 มีขนาดประมาณ 379 bp และยีน Cytb ของจ้ิงจก จะมีขนาดประมาณ 376 bp เมื่อ

เทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 100 bp 

 3.4.7 การโคลนนิ่งยีนเพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
   3.4.7.1 การเชื่อมต่อ PCR product กับ plasmid vector (DNA ligation) 

      เมื่อเพิ่มจำนวนยีนท่ีสนใจได้แล้วจะนำ PCR product ท่ีได้มาเช่ือมต่อกับ pGEM-T 

Easy vector (Promega,USA) โดยส่วนประกอบท่ีใช้ในปฏิกิริยาแสดงดังตารางท่ี  11  เมื่อนำ

สารละลายผสมด้วยกันท้ังหมดแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง หรือท่ี อุณหภูมิ 4 ºC 

ประมาณ 16-18 ช่ัวโมง 

ตางรางท่ี  11แสดงส่วนประกอบและสัดส่วนของสารท่ีใช้ในขั้นตอน DNA ligation 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

2X Rapid ligation buffer 2.5 

pGEM –T easy vector 0.5 

T4 DNA ligase 0.5 

PCR product 1.5 

รวม 5 

 

  3.4.7.2 ก า ร ถ่ า ย โอ น พ ล า ส มิ ด ส า ย ผ ส ม เข้ า สู่  Competent cells 

(transformation)   

   การนำพลาสมิดสายผสมเข้าสู่เซลล์เริ่มจากการละลาย Competent cells 

(Escherichia coli ; DH5 alpha)  โดยแช่ในน้ำแข็งเมื่อเซลล์ละลายจึงดูดแบ่งใส่หลอดท่ีมีพลาสมิด

สายผสมท่ีเตรียมไว้หลอดละ 40 µl  แล้วบ่มไว้ในน้ำแข็งนาน 30 นาที จากนั้นถ่ายโอนพลาสมิดสาย
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ผสมเข้า  Competent  cells โดยกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock)ท่ีอุณหภูมิ 42 ºC นาน 50 

วินาที   แล้วแช่ลงน้ำแข็งทันทีนาน 2 นาที เติม SOC  medium  จนมีปริมาตรครบ 1000 µl   แล้ว

นำไปบ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณภูมิท่ีความเร็ว 170 rpm  อุณหภูมิ  37 ºC นาน 1-2 ช่ัวโมง 

จากนั้นนำสารละลาย x-gel ปริมาตร 40 µl และ IPTG ปริมาตร 40 µl มา spread ลงบน LB agar 

ท่ีผสมยา  ampicillin 100 mg/ml ให้ท่ัวจนแห้งแล้วนำเข้าตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC รอไว้จนครบเวลา 

จะนำเซลล์ท่ีได้มา spread  บน LB agar ท่ีได้เตรียมไว้จนท่ัวแล้วนำไปเข้าสู่บ่มอุณหภูมิ 37 ºC นาน 

16-18 ช่ัวโมง  เพื่อให้แบคทีเรียเจริญเติบโต 

  3.4.7.3 การคัดเลือกโคโลนี E. coli ที่ได้รับพลาสมิดสายผสม 

   จากคุณสมบัติของพลาสมิดเวกเตอร์  pGEM-T Easy vector  จะมียีน

ต่อต้านยา ampicillin ดังนั้นเซลล์แบคทีเรีย E.coli ท่ีได้รับพลาสมิดนี้สามารถเจริญได้บนอาหาร LB 

agar  ท่ีมียา ampicillin ได้ จึงสามารถคัดเลือกเซลล์ E.coli ท่ีเจริญแล้วได้รับพลาสมิดสายผสมออก

จากเซลล์ท่ีอาจปนเปื้อนจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆได้และคุณสมบัติของพลาสมิดนี้จะมีบริเวณ LacZ  gene 

ซึ่งทำหน้าท่ีผลิตเอนไซม์ galactosidase ท่ีย่อยสลาย x-gel  แล้วให้โคโลนีมีสีฟ้า โดยใช้คุณสมบัตินี้

มาคัดเลือกเซลล์ E.coli ท่ีได้รับพลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนของยีนท่ีศึกษาได้ โดยเซลล์ E.coli ท่ีได้รับพลาสมิ

ดลูกผสมท่ีมีช้ินส่วนของยีนท่ีเราศึกษา สามารถแทรกเข้าไปในส่วนของยีน LacZ ทำให้ส่วนของยีน 

LacZ  แยกออกจากกันจึงไม่สามารถทำงานและย่อย x-gal ได้ทำให้โคโลนีของเซลล์ E.coli  เจริญใน

สีขาวในทางตรงกันข้ามเซลล์ E.coli  ท่ีได้รับพลาสมิดลูกผสมท่ีไม่มีช้ินส่วนของยีนท่ีศึกษา ยีน LacZ 

จะยังคงทำงานและย่อย x-gal ได้  ทำให้โคโลนีเจริญเป็นสีฟ้า จึงสามารถคัดเลือกโคโลนีของเซลล์ 

E.coli ท่ีได้รับพลาสมิดสายผสมได้ จากนั้นเลือกโคโลนีสีขาวมาทำการยืนยันผลโคลนด้วย PCR โดยใช้

สภาวะท่ีเหมาะตามท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นแต่จะลดสัดส่วนของสารละลายท่ีใช้เหลือปริมาตร 10 µl 

สุ่มเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวจำนวน 5 - 10 โคโลนี/เพลต มาตรวจสอบและทำ subculture  โคโลนี

ดังกล่าวไว้บน LB agar  สำหรับเป็นเพลตต้นแบบ (master plate) แล้วนำเข้าตู้บ่มทีทอุณหภูมิ 37 

ºC นาน 5 - 6 ช่ัวโมง จากนั้นนำ pcr product ท่ีได้ในขั้นตอนนี้มาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส  

หากตรวจพบแถบ ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตามต้องการจะเข่ียโคโลนีจากเพลสต้นแบบมาเล้ียงในอาหาร LB 

broth  ปริมาตร 8 ml และเติมยาแอมพิซิลลิน 100 mg/ml  ปริมาตร 8 ml  แล้วนำมาบ่มบน

เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 170 rpm อุณหภูมิ  37 ºC นาน 16 -18 ช่ัวโมง  เพื่อ

เพิ่มจำนวนเซลล์สำหรับนำไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอในขั้นต่อไป 
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3.4.7.4 การสกัด Plasmid DNA 

            การสกัด Plasmid DNA โดยใช้ชุดทดสอบ Invisorb  Spin Plasmid Mini 

two (invitek Gmbh, Germany )เริ่มจากการปั่นตกเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว  7000 

rpm  นาน 5 นาที เทส่วนท่ีเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท้ิงแล้วเติมสาร Solution A  ปริมาตร 250 µl   ผสม

ไปเข้ากันด้วยการVortex เติมสารSolution B ปริมาตร 250 µl  ผสมให้เข้ากัน ด้วยการดูดขึ้นลง 3 - 

4 ครั้ง เติมสาร solution C  ปริมาตร 250 µl  แล้วผสมให้เข้ากันเบาๆจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12000 rpm นาน 5 นาที จะได้ส่วนใสแล้วเทลงในชุดตัวกรอง (spin column)   บ่มท้ิงไว้ที่

อุณหภูมิ ประมาน 1 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 rpm  นาน 1 นาที  เทส่วนท่ีตกลงก้น

หลอดท้ิง เติม wash buffer  ปริมาตร 750 µl  เพื่อล้างตะกอนเซลล์นำไปปั่นเหวี่ยงต่อท่ีความเร็ว 

12000 rpm นาน 2  นาที เทส่วนใสท้ิงและปั่นแห้งชุดตัวกรองท่ีความเร็ว 12000 rpm นาน 4 นาที  

จากนั้นย้ายชุดตัวกรองใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 mL.  แล้วเติมน้ำกล่ันบริสุทธ์

ปริมาตร 50 µl  บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11000 rpm นาน 1 นาที จะ

ได้สารละลายท่ีมี Plasmid DNA ออกมา  จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงเพื่อวัดปริมาณและ

ประเมินคุณภาพของ Plasmid DNA ท่ีได้ก่อนส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

 

 3.4.8 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide Sequencing) 
  การนำผลลำดับนิวคลีโอไทด์ (บริษัท Prima Scientific  CO.,LTD เป็นบริษัทกลาง

ในการจัดส่ง) ของแต่ละตัวอย่างท่ีแสดงค่าในรูปแบบกราฟ sequence electropherograme มา

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence Aligament Editor version 7.2.6 โดยเลือกตัดเฉพาะ

บริเวณท่ีเป็นลำดับ     นิวคลีโอไทด์ของส่วนท่ีศึกษาออกจากส่วน vector แล้วบันทึกในรูปแบบ 

fasta format สำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป 

3.4.8.1 การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI 

นำลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของ ITSI, SSU rRNA และ Cytb มาเปรียบเทียบ

ค่าความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Nucleotide blast (BLASTN) เทียบกับ

ฐานข้อมูล NCBI (Genbank)  โดยผลการเปรียบเทียบความเหมือนจะถูกวิเคราะห์และแสดงค่า

เปอร์เซ็นความเหมือน (percentage identities) ออกมา 
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3.4.8.2 การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละสายพันธ์ 

หลังการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลแล้วนำลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ท่ีได้ท้ังหมดมา Align โดยโปรแกรม BioEdit Sequence Aligment Editor version 7.2.6 เพื่อ
เปรียบเทียบและประเมินส่วนท่ีเป็นบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) และบริเวณท่ีมีการผันแปร 
(variable region ) ทำให้สามารถใช้บริเวณอนุรักษ์เป็นจุดอ้างอิงเพื่อเทียบหาความแตกต่างของ
บริเวณความผันแปรได้จากนั้นจะนำลำดับนิวคลีโอไทด์นี้ไปศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการต่อไป 
 

 3.4.9 การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 
  การศึกษาความสัมพันธ์ทางลำดับและวิวัฒนาการและความหลากหลายทาง

พันธุกรรมในส่ิงมีชีวิต โดยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการด้วยโปรแกรม Molecular  Evolution 

Genetic Analysis  Version 7 (MEGA7) นำข้อมูลนิวคลีโอไทด์มาจัดลำดับจากระยะห่างทาง

พันธุกรรม (Distance method) โดยใช้ Neighbor Joining method  ร่วมกับการจัดกลุ่มท่ีอาศัย

ลักษณะทางข้อมูลพันธุกรรม  (Character- based method) โดยกำหนดแบบจำลองแบบ 

Maximum likelihood และตรวจสอบความน่าเช่ือถือทางสถิติโดยใช้ Bootsrap test  จำนวน 100 

รอบ จากนั้นคำนวณตาม Algorithm แล้วสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการออกมา ซึ่งสามารถบอกถึง

ความสัมพันธ์ทางลำดับวิวัฒนาการและความหลากหลายในส่ิงมีชีวิตได้ 
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บทท่ี4 
ผลการทดลอง 

4.1 จำนวนตัวอย่างและพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างจิ้งจก 

 งานวิจัยนี้ทำการเก็บตัวอย่างจ้ิงจกจากบ้านของผู้ป่วยโรคลิชมาเนีย จังหวัดสงขลาท่ีแสดง

อาการท้ัง cutaneous และ visceral leishmania รวมทั้งคนในบ้านท่ีเป็น asymptomatic 

leishmania (21) อีกท้ังริ้นฝอยทรายท่ีเก็บจากบ้านผู้ป่วยรายนี้เคยมีรายงานว่าสามารถตรวจพบเช้ือ

ลิชมาเนียและ ทริปพาโนโซมด้วย (22) จำนวนท้ังหมด 19 ตัวอย่างโดยใช้คนจับ และกำหนดรหัส

ตัวอย่างเป็น JJ1 – JJ19 โดยจ้ิงจกแต่ละตัวได้ทำการผ่าชำแหละและนำอวัยวะท้ัง 3 ส่วน คือ ตับ 

ม้าม หัวใจ มาตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. รวมตัวอย่างท้ังหมด 57 

ตัวอย่าง สำหรับในงานวิจัยนี้ได้นำเลือดของจ้ิงจกมาทำ Blood smear ย้อมด้วยสี Giemsa พบว่า ไม่

พบเช้ือ protozoa ในตัวอย่างจ้ิงจกท้ังหมด 

ตางรางท่ี  12 ตารางแสดงข้อมูลรหัสตัวอย่างและจำนวนจ้ิงจกท่ีเก็บในจังหวัดสงขลา 
ชนิดของตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง จำนวน (n=57) 

ตับ 
LJ1, LJ2, LJ3, LJ4, LJ5, LJ6, LJ7, LJ8, LJ9, LJ10, LJ11, 

LJ12, LJ13, LJ14, LJ15, LJ16, LJ17, LJ18, LJ19 

 

19 

ม้าม 
SJ1, SJ2, SJ3, SJ4, SJ5, SJ6, SJ7, SJ8, SJ9, SJ10, SJ11, 

SJ12, SJ13, SJ14, SJ15, SJ16, SJ17, SJ18, SJ19 

 

19 

หัวใจ 
HJ1, HJ2, HJ3, HJ4, HJ5, HJ6, HJ7, HJ8, HJ9, HJ10, HJ11, 

HJ12, HJ13, HJ14, HJ15, HJ16, HJ17, HJ18, HJ19 

 

19 

 

4.2  ผลการตรวจหาเชื้อ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp.  ในตัวอย่างชิ้นเนื้อ

โดยการย้อมสี hematoxylin & eosin  

 การตรวจเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp ในการศึกษานี้ ได้ใช้ตัวอย่าง

จากตับของจ้ิงจกมาทำสไลด์สำหรับย้อมสี H&E  เพียงอวัยวะเดียว เนื่องจาก ม้าม และหัวใจ มีขนาด

เล็ก ไม่สามารถนำมาทำสไลด์ช้ินเนื้อได้ โดยผลการดูช้ินเนื้อจากตับของจ้ิงจก พบว่าไม่พบเช้ือ 

Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. ท่ีเป็นระยะ amastigote ท่ีกำลังขยาย 100X 
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รูปท่ี 13 แสดงการย้อมสี H&E ของช้ินเนื้อตับภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ท่ีกำลังขยาย 100X 
 

4.3 ผลการจำแนกชนิดของจิ้งจกโดยใช้เทคนิค PCR 

 จากการจำแนกชนิดของจ้ิงจกด้วยด้วยเทคนิค PCR จาก DNA ท่ีสกัดจากจ้ิงจก โดยยีน 

Cytochrome b (cytb) โด ย ใช้  Primers คื อ  Cytb-F 5 ´ -AAA-AAG-CTT-CCA-TCC-AAC-ATC-

TCA-GCA-TGA-TGA-AA-3 ´ แ ละ  Cytb -R  5 ´–AAA-CTG-CAG-CCC-CTC-AGA-ATG-ATA-TTT-
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GTC-CTC-A-3´  เมื่อทำการตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยใช้วิธี Gel electrophoresis จะ

พบ PCR product ท่ีมีขนาดประมาณ 376 bp ดังแสดงในรูปท่ี 14 

 

 

รูปท่ี 14 แสดงผลการจำแนกชนิดของจ้ิงจกด้วยยีน Cytb ด้วยวิธี 1.5% agarose gel 
 Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) 

 Line P คือ positive control Lane N คือ Negative control  

 Lane 1-14 PCR product ของตำแหน่งยีน cytb ของจ้ิงจก 

 

4.4 ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของจิ้งจก  

  จากการตรวจสอบ ด้วย เทคนิ ค  Colony PCR และตรวจสอบ ด้วยวิ ธี  Gel 

electrophoresis แล้วจากนั้นเลือกโคโลนีมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือและสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัด

สำเร็จรูปและวัดปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ จากนั้นทำการส่งตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ท่ีบริษัท 

Macrogen (ประเทศเกาหลี) โดยบริษัท เอ็มพี เคมีคอล ซัพพลาย จำกัด เป็นตัวแทนในการจัดส่ง 

หลังจากท่ีได้ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากบริษัทแล้ว จะทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และทำ

การตัดส่วนของ insert gene และ vector ออกและพบว่าผลของลำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่าง

จ้ิงจกจะมีขนาดความยาว 376 bp 
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รูปท่ี 15 แสดงผล multiple sequence alignment จากลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน Cytb ของจ้ิงจก 
 

4.5 ผลการข้ึนทะเบียนขอหมายเลขลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน Cytb ของจิ้งจก 

  ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb ของจ้ิงจก ได้ทำการยื่นขอหมายเลขขึ้นทะเบียน 

( Accession number) ข อ ง จ้ิ ง จ ก ทุ ก ตั ว อ ย่ า ง โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  Banklt 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) เพื่อกรอกข้อมูลและเผยแพร่ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์

ยีน Cytb ของจ้ิงจก จากจังหวัดสงขลา ประเทศไทย ลงในฐานข้อมูลสากล Genbank โดยผลการขอ

หมายเลขข้ึนทะเบียนของตัวอย่างท้ังหมด 19 ตัวอย่าง  
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ตางรางท่ี  13  แสดงผลการขึ้นทะเบียนขอหมายเลขลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน Cytb ของจ้ิงจก 
ลำดับ รหัสตัวอย่าง สายพันธุ ์ Accession No. 

1 JJ1 Hemidactylus platyurus MN635549 

2 JJ2 Hemidactylus platyurus MN635550 

3 JJ3 Hemidactylus platyurus MN635551 

4 JJ4 Hemidactylus platyurus MN635552 

5 JJ5 Hemidactylus platyurus MN635553 

6 JJ6 Hemidactylus platyurus MN635554 

7 JJ7 Hemidactylus platyurus MN635555 

8 JJ8 Hemidactylus platyurus MN635556 

9 JJ9 Hemidactylus platyurus MN635557 

10 JJ10 Hemidactylus platyurus MN635558 

11 JJ11 Hemidactylus platyurus MN635559 

12 JJ12 Hemidactylus platyurus MN635560 

13 JJ13 Hemidactylus platyurus MN635561 

14 JJ14 Hemidactylus platyurus MN635562 

15 JJ15 Hemidactylus platyurus MN635563 

16 JJ16 Hemidactylus platyurus MN635564 

17 JJ17 Hemidactylus platyurus MN635565 

18 JJ18 Hemidactylus platyurus MN635566 

19 JJ19 Hemidactylus platyurus MN635567 

 

4.6 ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb ของจิ้งจกกับฐานข้อมูล GenBank 

  ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีทำการตัดส่วนของ insert gene และ vector ออกแล้วจะ

นำมาเปรียบเทียบดูความคล้ายคลึงกับข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb ของจ้ิงจกกับฐานข้อมูล 

GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ซึ่งโปรแกรมจะ

แสดงค่าความเหมือนเป็นเปอร์เซ็นต์และความคล้ายคลึง (Percentage identity)  โดยพบว่าจาก

ตัวอย่างของจ้ิงจกท้ังหมด 19 ตัวอย่าง มีค่ามีค่า % identity ระหว่าง 87.09-100% (เฉล่ีย 92.33%) 

โดยท่ีตัวอย่างจ้ิงจกท้ังหมดมีความเหมือนกับจ้ิงจกสายพันธุ์ Hemidactylus platyurus (Accession 

no. EU268384) 
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ตางรางท่ี  14 แสดงผลการจำแนกชนิดของจ้ิงจกท่ีเก็บจากจังหวัดสงขลา 
รหัส product size ชนิดของจ้ิงจก Accession No. % identity Ref. Accession No. 

JJ1 376 Hemidactylus platyurus  MN635549 100.00% EU268384.1 

JJ2 376 Hemidactylus platyurus  MN635550 99.67% EU268384.1 

JJ3 376 Hemidactylus platyurus  MN635551 100.00% EU268384.1 

JJ4 376 Hemidactylus platyurus  MN635552 100.00% EU268384.1 

JJ5 376 Hemidactylus platyurus  MN635553 87.67% EU268384.1 

JJ6 376 Hemidactylus platyurus  MN635554 90.85% EU268384.1 

JJ7 376 Hemidactylus platyurus  MN635555 87.58% EU268384.1 

JJ8 376 Hemidactylus platyurus  MN635556 100.00% EU268384.1 

JJ9 376 Hemidactylus platyurus  MN635557 99.02% EU268384.1 

JJ10 376 Hemidactylus platyurus  MN635558 87.58% EU268384.1 

JJ11 376 Hemidactylus platyurus  MN635559 87.91% EU268384.1 

JJ12 376 Hemidactylus platyurus  MN635560 100.00% EU268384.1 

JJ13 376 Hemidactylus platyurus  MN635561 87.91% EU268384.1 

JJ14 376 Hemidactylus platyurus  MN635562 87.91% EU268384.1 

JJ15 376 Hemidactylus platyurus  MN635563 87.91% EU268384.1 

JJ16 376 Hemidactylus platyurus  MN635564 87.75% EU268384.1 

JJ17 376 Hemidactylus platyurus  MN635565 87.58% EU268384.1 

JJ18 376 Hemidactylus platyurus  MN635566 87.91% EU268384.1 

JJ19 376 Hemidactylus platyurus  MN635567 87.09% EU268384.1 

 

4.7 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของจิ้งจก 

  การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีน cytb  ของจ้ิงจก

ทุกตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม MEGA7 โดยใช้  maximum-likelihood method และกำหนด

แบบจำลองของการแทนท่ีลำดับนิวคลีโอไทด์แบบ Hasegawa – Kishino – Yano (HKY) model 

และใช้ bootstrap test จำนวน 1,000 รอบ โดยทำการเปรียบเทียบกับ reference sequence ของ

จ้ิงจกสายพันธุ์ต่างๆ จากฐานข้อมูล  GenBank    

จากการวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของตัวอย่างจ้ิงจกจากยีน cytb เมื่อทำการ

เปรียบเทียบกับจ้ิงจกสายพันธุ์ต่างๆ จากฐานข้อมูล Genbank พบว่าตัวอย่างจ้ิงจกมีความสัมพันธ์

ใกล้ชิดกับจ้ิงจกสายพันธุ์ Hemidactylus platyurus (acc no. KU304111) หรือท่ีเรียกโดยท่ัวไปว่า
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จ้ิงจกบ้าน หรือจ้ิงจกหางแบน โดยจ้ิงจกในสายพันธุ์Hemidactylus platyurus ซึ่งรวมถึงตัวอย่าง

จ้ิงจกในการศึกษาครั้งนี้จัดอยู่ในกลุ่ม Tropical Asian clade (Clade1) 
 

 

รูปท่ี 16 แสดง Phylogenetic tree เพื่อจำแนกสายพันธุ์ของจ้ิงจก จากยีน Cytb 
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4.8 ผลการตรวจหาเชื้อ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. 
ผลการตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. ในจ้ิงจกโดยการจำแนก

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ในตัวอย่างท้ังหมดโดยทำการย้อมสี Geimsa และ Hematoxylin and 

eosin ของเนื้อเยื่อจากอวัยวะต่างๆ ซึ่ ง ในงานวิจัยนี้ ตรวจไม่พบเช้ือ  Leishmania spp.และ 

Trypanosoma spp.  

ตางรางท่ี  15 สรุปผลการจำแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ เช้ือ Leishmania spp. และ 
Trypanosoma spp. 

อวัยวะของจิ้งจก จำนวนตัวอย่าง Hematoxylin and eosin 
หัวใจ 19 ND 
ตับ 19 ND 
ม้าม 19 ND 

Total 57 0 

ND = not detected 

 ผลการตรวจหาเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. ในจ้ิงจกด้วยเทคนิค 

PCR จาก DNA ท่ีสกัดจาก ตับ ม้าม และหัวใจ จำนวน 57 ตัวอย่าง โดยในงานวิจัยนี้ตรวจไม่พบเช้ือ 

Leishmania spp. ในตัวอย่างท่ีสกัดจากอวัยวะท้ังหมดโดยใช้ Primers คือ Le-F 5´-TCC-GCC-

CGA-AAG-TTC-ACC-GAT-A-3´  แ ล ะ  Le-R 5´ -CCA-AGT-CAT-CCA-TCG-CGA-CAC-G-3´   แ ต่

สามารถตรวจพบเช้ือ Trypanosoma spp. ในอวัยวะของจ้ิงจกด้วย โดยใช้ Primers คือ TRY927F 

5´ -GAA-ACA-AGA-AAC-ACG-GGA-G- 3´และ TRY927R 5´ -CTA-CTG-GGC-AGC-TTG-GA- 3´ ท่ี

จำเพ าะกั บยีน  SSU rRNA เมื่ อทำการตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยใช้วิ ธี  Gel 

electrophoresis จะเห็น PCR product ท่ีมีขนาดประมาณ 900 bp ดังแสดงในรูปท่ี 17 และ 18 
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รูปท่ี 17 แสดงผลการตรวจหาเช้ือ Trypanosoma spp. ใน DNA ของหัวใจจ้ิงจกบนตำแหน่งยีน 
SSU rRNA ด้วย 1.5% agarose gel 

 

Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) Lane P คือ positive control, 
Lane N คือ Negative control, Lane 1-8 คือตัวอย่างหัวใจจ้ิงจก  

 

 

รูปท่ี 18 แสดงผลการตรวจหาเช้ือ Trypanosoma spp. ใน DNA ของตับจ้ิงจกบนตำแหน่งยีน SSU 
rRNA ด้วยด้วย 1.5% agarose gel 

 

Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) Lane P คือ positive control, 
Lane N คือ Negative control, Lane 1-6 คือตัวอย่างตับจ้ิงจก  
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รูปท่ี 19 แสดงผลการตรวจหาเช้ือ Trypanosoma spp. ใน DNA ของม้ามจ้ิงจกบนตำแหน่งยีน 
SSU rRNA ด้วยด้วย 1.5% agarose gel 

 

Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) Lane P คือ positive control, 
Lane N คือ Negative control, Lane 1-6 คือตัวอย่างม้ามจ้ิงจก  
 

จากผลตารางท่ี 16 จากการตรวจหาเช้ือ Trypanosoma spp. ในอวัยวะต่าง ๆของจ้ิงจก 

โดยสามารถตรวจพบเช้ือ Trypanosoma spp. จากตัวอย่างจ้ิงจกท้ังหมด 9 ตัว ซึ่งประกอบด้วย

ตัวอย่างหัวใจ ให้ผล positive จำนวน 4 ตัวอย่าง ตับให้ผล positive จำนวน 5 ตัวอย่าง และม้าม 

ให้ผล positive จำนวน 6 ตัวอย่าง โดยรวมทั้งหมด 15 ตัวอย่าง คิดเป็น 26.32% 

ตางรางท่ี  16 สรุปผลการตรวจเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. ด้วยวิธี PCR 

อวัยวะของจิ้งจก 
จำนวน
ตัวอย่าง 

ITS1-PCR 
(Leishmania detection) 

SSU rRNA-PCR 
(Trypanosoma detection) 

หัวใจ 19 ND 5  
ตับ 19 ND 4 
ม้าม 19 ND 6 

Total 57 0 15 

ND = not detected 
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ตางรางท่ี  17 ผลการตรวจเช้ือ Leishmania spp. และ Trypanosoma spp. ด้วยวิธี PCR จาก
อวัยวะต่าง ๆ ในจ้ิงจกแต่ละตัว 
จิ้งจก อวัยวะ Leishmania  Trypanosoma  จิ้งจก อวัยวะ Leishmania Trypanosoma  

 
JJ1 

SJ1 - - JJ10 HJ10 - - 

LJ1 - -  
JJ11 

SJ11 - - 

HJ1 - - LJ11 - - 

 
JJ2 

SJ2 - + HJ11 - - 

LJ2 - -  
JJ12 

SJ12 - + 

HJ2 - - LJ12 - + 

 
JJ3 

SJ3 - + HJ12 - - 

LJ3 - +  
JJ13 

SJ13 - - 

HJ3 - - LJ13 - - 

 
JJ4 

SJ4 - + HJ13 - - 

LJ4 - +  
JJ14 

SJ14 - - 

HJ4 - + LJ14 - - 

 
JJ5 

SJ5 - + HJ14 - - 

LJ5 - -  
JJ15 

SJ15 - - 

HJ5 - + LJ15 - - 

 
JJ6 

SJ6 - + HJ15 - - 

LJ6 - -  
JJ16 

SJ16 - - 

HJ6 - - LJ16 - - 

 
JJ7 

SJ7 - - HJ16 - - 

LJ7 - +  
JJ17 

SJ17 - - 

HJ7 - - LJ17 - - 

 
JJ8 

SJ8 - - HJ17 - - 

LJ8 - +  
JJ18 

SJ18 - - 

HJ8 - + LJ18 - - 

 
JJ9 

SJ9 - - HJ18 - - 

LJ9 - -  
JJ19 

SJ19 - - 

HJ9 - + LJ19 - - 

 
JJ10 

SJ10 - - HJ19 - - 

LJ10 - - 

SJ → มา้ม LJ → ตับ HJ → หัวใจ 

จากผลการตรวจพบ Trypanosoma spp. ในตารางท่ี 17 โดยแยกตามอวัยวะท่ีให้ผล 

positive  พบว่าตัวอย่างรหัส JJ4 ให้ผล PCR positive ท้ัง 3 อวัยวะ (ม้าม ตับ และหัวใจ) โดย

ตัวอย่างรหัส JJ3 และ JJ12 ให้ผล PCR positive ท่ีเหมือนกันท่ีอวัยวะม้ามและตับ ตัวอย่างรหัส JJ5 

ให้ผล PCR positive ท่ีอวัยวะ ม้าม และหัวใจ ตัวอย่างรหัส JJ8 ให้ผล PCR positive ท่ีอวัยวะ ตับ 

และหัวใจ และรหัสตัวอย่าง JJ2 (ม้าม) JJ6 (ม้าม) JJ7 (ตับ) และ JJ9 (หัวใจ) ให้ผล PCR positive 

เพียงตัวอย่างละ 1 อวัยวะ  
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4.9 ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ Trypanosoma spp. ใน DNA จากอวัยวะ
ต่างๆ ของจิ้งจก 
 จากการตรวจสอบด้วยเทคนิค Colony PCR และตรวจสอบด้วยวิธี Gel electrophoresis 

แล้วจากนั้นเลือกโคโลนีมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ และสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดสำเร็จรูปและวัด

ปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ จากนั้นทำการส่งตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ท่ีบริษัท Macrogen 

(ประเทศเกาหลี) โดยบริษัท เอ็มพี เคมีคอล ซัพพลาย จำกัด เป็นตัวแทนในการจัดส่ง หลังจากท่ีได้

ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากบริษัทแล้ว จะทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และทำการตัดส่วนของ 

insert gene และ vector ออกและพบว่าผลของลำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเช้ือ Trypanosoma 

spp. จะมีขนาดความยาวประมาณ 900 bp 

 

รูปท่ี 20 แสดงผลจาก sequencing ในรูปของกราฟ chromatogram ของยีน SSU rRNA 
Trypanosoma spp. 
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รูปท่ี 21 แสดงผล multiple sequence alignment จากลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีน SSU rRNA ของ 
Trypanosoma spp. ท่ีตรวจพบในจ้ิงจก 
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4.10 ผลการข้ึนทะเบียนขอหมายเลขลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน SSU rRNA ของเชื้อ 
Trypanosoma spp. 
 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SSU rRNA ของเช้ือ Trypanosoma spp. ได้ทำการยื่นขอ

หมายเลขขึ้นทะเบียน (Accession no.) ของเช้ือ Trypanosoma spp. ทุกตัวอย่างโดยใช้โปรแกรม 

Banklt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) เพื่อเผยแพร่ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน SSU 

rRNA ของเช้ือ Trypanosoma spp. ท่ีสกัด DNA มาจากอวัยวะของจ้ิงจกท่ีเก็บมาจากจังหวัดสงขลา 

ประเทศไทย ลงในฐานข้อมูลสากล GenBank โดยผลการขอหมายเลขขึ้นทะเบียนของตัวอย่าง

ท้ังหมด 15 ตัวอย่าง ดังตารางท่ี 18 

ตางรางท่ี  18 แสดงผลการขึ้นทะเบียนขอหมายเลขลำดับนิวคลีโอไทด์ยีน SSU rRNA ของเช้ือ 
Trypanosoma spp. 

รหัสตัวอย่าง สายพันธ์ุ Accession No. 

HJ4-7 Trypanosoma spp.  MN629898 

HJ5-2 Trypanosoma spp.  MN629899 

HJ8-8 Trypanosoma spp.  MN629900 

HJ9-7 Trypanosoma spp.  MN629901 

LJ3-4 Trypanosoma spp.  MN629902 

LJ4-2 Trypanosoma spp. MN629903 

LJ8-3 Trypanosoma spp.  MN629904 

LJ12-1 Trypanosoma spp.  MN629905 

LJ7-6 Trypanosoma spp.  MN629906 

SJ2-4 Trypanosoma spp.  MN629907 

SJ3-2 Trypanosoma spp.  MN629908 

SJ4-5 Trypanosoma spp.  MN629909 

SJ5-5 Trypanosoma spp.  MN629910 

SJ6-3 Trypanosoma spp.  MN629911 

SJ12-7 Trypanosoma spp.  MN629912 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/
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4.11 ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SSU rRNA ของเชือ้ Trypanosoma กับ
ฐานข้อมูล Genbank 
 นำลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีทำการตัดส่วนของ insert gene และ vector ออกแล้วจะนำมา

เปรียบเทียบดูความคล้ายคลึงกับข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SSU rRNA ของ Trypanosoma 

spp. กับฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ซึ่ง

โปรแกรมจะแสดงค่าความเหมือนและความคล้ายคลึง (% identity)  

 จากผลการทำ BLASTN พบว่าจากตัวอย่างของเช้ือ Trypanosoma spp. ท้ังหมด 15 

ตัวอย่าง มีค่า % identity อยู่ระหว่าง 85.94-100% (เฉล่ีย 98.66%) โดยท่ีตัวอย่างส่วนใหญ่มีความ

เหมือนกับเช้ือ Trypanosoma spp. (Accession No. MK603820) ท่ีตรวจในแมลงริ้นฝอยทราย

สายพันธุ์ Sergentomyia indica และพบว่ามีบางตัวอย่างคือตัวอย่างรหัส SP6 (ตัวอย่างม้ามจาก

จ้ิงจกรหัส JJ6) และตัวอย่างรหัส SP12 (ตัวอย่างม้ามจากจ้ิงจกรหัส JJ12) เช้ือ Trypanosoma 

spp. ท่ีพบมีความเหมือนกับ Trypanosoma spp. (Accession No. MK603822) ท่ีตรวจในแมลง

ริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ Se. Khawi ด้วย % identity 99.27% และ 98.25% ตามลำดับ และตัวอย่าง

รหัส HJ4 (ตัวอย่างตับจากจ้ิงจกรหัส JJ4) มีความเหมือนกับ Trypanosoma spp. (Accession No. 

MK603823) ท่ีตรวจในแมลงริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ Se. Khawi ด้วย % identity 98.85% ดังแสดง

ในตารางท่ี 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ตางรางท่ี  19      ผลแสดงการเปรียบเทียบเช้ือ Trypanosoma spp. กับฐานข้อมูล Genebank 

 

4.12 ผลการวิเคราะห์ความต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ 
 การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ความต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ ( Intraspecific 

variation) โดยนำลำดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างมาทำการเปรียบเทียบ (alignment) ด้วย 

โปรแกรม  Clustal W ท่ี มี อ ยู่ ใน โปรแกรม  BioEdit Sequence Alignment Editor Program 

Version 7.0.5.3 จากนั้นทำการคำนวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ 

(Intraspecific variation) โดย เลือก โหมด Sequence identity matrix  โดยผลการคำนวณ

เปอร์เซ็นต์ความต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ ( Intraspecific variation) ของเช้ือ 

Trypanosoma spp. พบว่าเปอร์เซ็นต์ Intraspecific variation เท่ากับ 0-15.7% ตารางท่ี 20 

 

code 
Sample 
product 

size 
Description 

 
Accession no. % Identity Ref Accession no. 

Suspected 
vectors  

HJ4-7 951 Trypanosoma sp. isolate BSKT4-3  MN629898 98.85 MK603823.1 Se. khawi 

HJ5-2 949 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629899 99.89 MK603820.1 Se. indica 

HJ8-8 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629900 100.00 MK603820.1 Se. indica 

HJ9-7 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629901 100.00 MK603820.1 Se. indica 

LJ3-4 949 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629902 99.89 MK603820.1 Se. indica 

LJ4-2 950 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629903 99.47 MK603820.1 Se. indica 

LJ8-3 952 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629904 99.47 MK603820.1 Se. indica 

LJ12-1 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629905 99.68 MK603820.1 Se. indica 

LJJ7-6 947 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629906 85.94 MK603820.1 Se. indica 

SP2-4 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629907 100.00 MK603820.1 Se. indica 

SP3-2 950 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629908 99.37 MK603820.1 Se. indica 

SP4-5 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629909 99.89 MK603820.1 Se. indica 

SP5-5 948 Trypanosoma sp. isolate CPLT1-2B  MN629910 100.00 MK603820.1 Se. indica 

SP6-3 956 Trypanosoma sp. isolate ASKT3-2  MN629911 99.27 MK603822.1 Se. khawi 

SP12-7 969 Trypanosoma sp. isolate ASKT3-2  MN629912 98.25 MK603822.1 Se. khawi 
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4.13 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree)  
  การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์จากยีน SSU rRNA  ของ

เช้ือ Trypanosoma spp. ทุกตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม MEGA7 โดยใช้ maximum-likelihood 

method และกำหนดแบบจำลองของการแทนท่ีลำดับนิวคลีโอไทด์แบบ Kimura-2-Parameter 

model (K2P) และใช้ bootstrap test จำนวน 1,000 รอบ โดยทำการเปรียบเทียบกับ reference 

sequence ของ Trypanosome สายพันธุ์ต่างๆ จาก  Genbank    

  จากการวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของตัวอย่าง Trypanosome spp. เมื่อ

ทำการเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล GenBank พบว่าตัวอย่างรหัส LJ3-4, LJ4-2, LJ8-3, LJ7-6, 

LJ12-1, HJ4-7, HJ5-2, HJ8-8, HJ9-7, SJ2-4, SJ3-2, SJ4-5, SJ5-5, SP6-3, SP12-7 อยู่ในกลุ่ม 

Trypanosoma spp. เดียวกันท่ีมีความความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Trypanosoma spp.ท่ีตรวจพบใน

แมลงริ้นฝอยทราย สายพันธุ์ Se. indica (Accession No. MK603820) และ Se. khawi 

(Accession No. MK603822) ท่ีพบในประเทศไทย และยังมีความความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ 

Trypanosoma spp.ท่ีตรวจพบในแมลงริ้นฝอยทราย สายพันธุ์ Phlebotomus kazeruni 

(Accession No. AB520638) ท่ีพบในประเทศปากีสถาน โดยเช้ือ Trypanosoma spp. ทุกตัวอย่าง

ท่ีตรวจพบในจ้ิงจกจัดอยู่ในกลุ่ม An04/Frog1 ของ Anura clade ซึง่เป็นกลุ่มของ Trypanosoma 

ท่ีสามารถพบได้ในสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ำโดยเฉพาะในกบ(รูปท่ี22)             
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รูปท่ี 22 แสดง Phylogenetic tree เพื่อจำแนกสายพันธุ์ของ Trypanosoma spp. จากยีน SSU 
rRNA จากการใช้ Maximum likelihood method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
กำหนดค่า bootstrap test จำนวน 1,000 รอบ 
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บทท่ี 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

 การศึกษาครั้งนี้ได้ทำการตรวจหาเช้ือ Trypanosoma และ Leishmania ในตัวอย่างจ้ิงจก

ในพื้นท่ีแหล่งระบาดของโรค leishmaniasis ในประเทศไทยด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา (PCR) ซึ่งเป็น

เทคนิคท่ีมีความไวและจำเพาะสูง นิยมใช้ในการตรวจหาและระบุชนิดของเช้ือปรสิต แม้จะมีลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาท่ีคล้ายกัน (18) จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า จ้ิงจกอาจเป็นแหล่งรังโรคของเช้ือ

ปรสิตท่ีมีความสำคัญทางการแพทย์หลายชนิด เช่น ตัวไร หนอนล้ิน (tongue worm) พยาธิตัวตืด 

พยาธิใบไม้ พยาธิตัวกลม และเช้ือ Leishmania ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของการนำโรคจากสัตว์มาสู่คน

ได้ (33, 34) โรค leishmaniasis เป็นโรคติดต่อ ท่ีพบในประเทศเขตร้อน เกิดจากเช้ือปรสิต 

Leishmania(7)  โดยปกติจะติดต่อโดยการกัดของแมลงพาหะ คือ ริ้นฝอยทราย เป็นโรคท่ีพบได้ท้ัง

ในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมและคน สามารถติดต่อจากคนถึงคน และจากสัตว์ถึงคนได้(13) ซึ่งในประเทศ

ไทยมีรายงานการตรวจพบเช้ือ L. orientalis (14), L. martiniquensis (15) และ L. donovani 

complex (16) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรค visceral และ cutaneous leishmaniasis มีจำนวน

ผู้ป่วยท่ีติดเช้ือภายในประเทศสะสมต้ังแต่ปี 1996 จนถึงปัจจุบัน จำนวนประมาณ 24 ราย โดยมี

แหล่งระบาดอยู่ท่ีภาคใต้ของประเทศไทย (17)  นอกจากนั้นยังมีการรายงานว่าริ้นฝอยทรายยังเป็น

พ าห ะ ท่ี ส ำ คั ญ ข อ ง เ ช้ื อ  Trypanosoma (21, 22) โด ย เช้ื อ ป ร สิ ต ช นิ ด นี้ ก่ อ ให้ เกิ ด โ ร ค 

trypanosomiasis ในสัตว์เล้ียง สัตว์ฟันแทะ วัว ควาย สัตว์ป่า ช้าง และเสือ  (35) อย่างไรก็ตามมี

รายงานในประเทศไทยแล้วถึงการติดเช้ือ T. lewisi และ T. lewisi-like ในมนุษย์ (36, 37)   ซึ่งถือว่า

มีความสำคัญในการศึกษาระบาดวิทยาของเช้ือปรสิตชนิดนี้ในมนุษย์และสัตว์ต่อไป 

 ในปัจจุบัน ประเทศไทยยังไม่มีรายงานท่ีแน่ชัดว่าจ้ิงจกเป็นแหล่งเก็บเช้ือ Trypanosoma 

และ Leishmania มีรายงานเพียงแค่ตรวจพบเช้ือปรสิตท้ังสองชนิดนี้ในแมลงริ้นฝอยทรายซึ่งเป็น

พาหะท่ีสำคัญ ต่อการนำโรค leishmaniasis โดยในประเทศไทย มีรายงานการตรวจพบเช้ือ 

Trypanosoma และ Leishmania ในริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ ต่ างๆ เช่น จากการศึกษาของ 

Kanjanopas และคณะ ได้มีการตรวจพบ L. orientalis (เดิมช่ือ L. siamensis) ในริ้นฝอยทรายสาย

พันธุ์ Sergentomyia (Neophlebotomus) gemmea นอกจากนั้น Phumee และคณะได้รายงาน
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ก ารต ร วจพ บ  unkown Trypanosoma DNA ครั้ ง แ รก ใน แ ม ล งริ้ น ฝ อ ย ท ร าย ส าย พั น ธุ์  

Phlebotomus stantoni  (21) อีกท้ังยังมีการศึกษาล่าสุดของ Srisuton และคณะ กล่าวไว้ว่ามีการ

ตรวจพบท้ังเช้ือ Trypanosoma และ Leishmania ในแมลงริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ต่างๆ ได้แก่ 

ตรวจพบ L. martiniquensis ในแมลงริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ Se. khawi อีกท้ังตรวจพบ T. noyesi 

ในแมลงริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ Se. anodontis และสายพันธุ์ Ph. Asperulus อีกท้ังยังตรวจพบ 14 

ตัวอย่างท่ีตรวจพบเช้ือ Trypanosoma spp. ท่ียังไม่ได้ระบุสายพันธุ์ในแมลงริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ 

Se. khawi, Se. indica, Se. anodontis, Ph. Asperulus และ Ph. betisi (22) จากรายงานท่ีผ่าน

มาพบว่าเช้ือ Trypanosoma สามารถมีแหล่งรังโรคท่ีสำคัญในสัตว์หลายชนิด เช่น สัตว์เล้ียงลูกด้วย

นม นก ปลา หนู แกะ วัว กระต่าย สัตว์เล้ือยคลาน กบ และงู (2-6) ส่วนสัตว์ท่ีเป็นแหล่งรังโรคของ

เช้ือ Leishmania นั้นมีการรายงานไว้ว่าเป็นสัตว์จำพวกสุนัข แมว วัว แพะ ม้า รวมถึงหนู (8-12, 26, 

38, 39)จากรายงานท่ีผ่านมากล่าวไว้ว่า สามารถตรวจพบเช้ือ Trypanosoma และ Leishmania 

จากอวัยวะต่างๆของสัตว์ที่ติดเช้ือปรสิตท้ังสองชนิดนี้โดยเฉพาะ ตับ ม้าม และหัวใจ  และมีการศึกษา

ของ Chusri และคณะ กล่าวไว้ว่ามีการตรวจพบเช้ือ L. martiniquensis ในตับ เลือด และม้ามของ

หนูดำ (Rattus rattus) ซึ่งสรุปได้ว่าหนูดำอาจเป็นแหล่งรังโรคท่ีสำคัญของเช้ือปรสิตชนิดนี้ และการ

ตรวจพบเช้ือในอวัยวะเหล่านี้มีความสำคัญในการศึกษาและตรวจหาเช้ือในอวัยวะของสัตว์ที่เป็นแหล่ง

รังโรคต่อไป (9)  

ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้ทำการเก็บจ้ิงจกท้ังหมด 19 ตัวอย่างจากบ้านของผู้ป่วยโรคลิชมาเนีย 

ท่ีจังหวัดสงขลา ซึ่งเคยมีรายงานผู้ป่วยท่ีแสดงอาการท้ัง cutaneous และ visceral leishmaniasis 

รวมท้ังผู้อาศัยท่ีพักในบ้านท่ีเป็น asymptomatic leishmaniasis (21) และมีรายงานวิจัยในพื้นท่ี

เดียวกันนี้ ท่ีสามารถตรวจพบ L. martiniquensis และ Trypanosoma spp. ในริ้นฝอยทรายท่ี

สงสัยว่าเป็น potential vector ของเช้ือดังกล่าวด้วย (22) 

 สำหรับการศึกษา histology ของการติดเช้ือ Leishmania และ Trypanosome ในช้ินเนิ้อ

อวัยวะของจ้ิงจกด้วยการย้อมสี H&E พบว่า ไม่สามารถเห็นการติดเช้ือของเช้ือ protozoa อย่างไรก็

ตามการศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาการติดเช้ือในช้ินเนื้อเพียงในตับเท่านั้น เนื่องจากหัวใจและม้ามมีขนาดท่ี

เล็กไม่สามารถนำมาทำ slide ช้ินเนื้อได้ สำหรับตรวจสอบการติดเช้ือโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ท่ี

กำลังขยาย 100X โดยกำลังขยายดังกล่าวอาจไม่เพียงพอสำหรับการเห็นตัวเช้ือท่ีมีการ evasive อยู่
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ในเซลล์ของอวัยวะนั้นๆหรือ เทคนิคท่ีใช้ย้อมอาจมี sensitivity ไม่เพียงเพียงพอ จากงานวิจัยของ 

Frickmann H et al (2012) (40) ได้ใช้ เทคนิค fluorescence in situ hybridization (FISH) เพื่อ

ตรวจหาเช้ือ Leishmania ในตัวอย่างช้ินเนื้อจาก cutaneous leishmaniasis และ ช้ินเนื้อจาก 

visceral leishmaniasis ซึ่ งว่ าเป็ น เทคนิค ท่ีทำให้ เห็น ตัว เช้ือ ได้ ชัดเจน  หรืออาจใช้ เทคนิ ค 

Immunohistochemistry (41) 

 จากตัวอย่างท้ังหมด 57 ตัวอย่างซึ่งประกอบไปด้วย ตับ ม้าม และหัวใจ โดยนำมาทำการ

ตรวจจำแนกสายพันธุ์ของจ้ิงจกด้วยวิธีการทางอณูชีวิวิทยา เนื่องจากการจำแนกลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของจ้ิงจกทำได้ยาก ซึ่งวิธีทางอณูชีววิทยาจะเป็นวิธีท่ีสามารถใช้ในการยืนยันความถูกต้อง

สำหรับการจำแนกชนิดของจ้ิงจก โดยการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ยีน Cytb ซึ่งเป็นยีนท่ีอยู่ในไมโตคอนเดรีย

โดยเป็นยีนท่ีเหมาะสำหรับนำมาใช้เป็น genetic marker สำหรับจำแนกชนิดของจ้ิงจก เนื่องจากยีน

ดังกล่าวมีความความผันแปรระหว่างสายพันธุ์สูงแต่มีความผันแปรในสายพันธุ์เดียวกันต่ำ และยีนใน

ไมโตคอนเดรียมีความนิยมใช้ในการจำแนกสายพันธุ์ในสัตว์จำพวกมีกระดูกสันหลัง และมีประโยชน์ใน

การศึกษาวิวัฒนาการจากแผนภูมิต้นไม้ทางพันธุกรรมและงานด้านนิติวิทยาศาสตร์อีกด้วย (42) (43) 

(44) จากการวิเคราะห์ Phylogenetic tree จากลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Cytb ของจ้ิงจกใน

การศึกษานี้ แสดงการแบ่งกลุ่มของจ้ิงจกได้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีมีความคล้ายคลึงกับจ้ิงจกสายพันธุ์ H. 

platyurus ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ้างอิงท่ีพบในประเทศฟิลิปปินทร์ (accession no. KU304111) และ

กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มท่ีมีความใกล้ชิดกับจ้ิงจกสายพันธุ์ H. Platyurus ซึ่งอาจเป็นกลุ่มใหม่ท่ีแยกมาจาก 

H. platyurus สายพันธุ์เดิม อย่างไรก็ตาม การศึกษาครั้งนี้ไม่สามารถเปรียบเทียบข้อมูลของลำดับนิ

วคลีโอไทด์ของยีน Cytb กับข้อมูลจ้ิงจกในประเทศไทยได้ เนื่องจากยังไม่มีข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน Cytb ของจ้ิงจกท่ีรายงานในประเทศไทย โดยงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกท่ีได้ทำการศึกษา

เกี่ยวกับการจำแนกจ้ิงจกด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา โดยข้อมูลยีน Cytb ในงานวิจัยครั้งนี้สามารถใช้เป็น

ฐานข้อมูลอ้างอิงทางอณูชีววิทยาของลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจำเพาะสำหรับประเทศไทยต่อไป 

 จากผลการระบุชนิดของตัวอย่างจ้ิงจกในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าจ้ิงจกท้ังหมดเป็นสายพันธุ์ H. 

platyurus หรือเรียกท่ัวไปว่า จ้ิงจกบ้านหางแบน โดยยังไม่มีรายงานท่ีแน่ชัดว่าจ้ิงจกสายพันธุ์นี้เป็น

แหล่งรังโรคของเช้ือ Trypanosoma spp. และ Leishmania spp. มาก่อน ซึ่งจากผลการศึกษาใน

ครั้งนี้ ไม่สามารถตรวจพบเช้ือ Leishmania spp. ในตัวอย่างท้ังหมด อาจมีสาเหตุมาจากจำนวน
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ตัวอย่างจ้ิงจกมีจำนวนไม่มากพอ ซึ่งจากการเก็บตัวอย่างจ้ิงจกนั้นเก็บได้ท้ังหมด 19 ตัวอย่างและเก็บ

ท่ีบ้านของผู้ป่วย leishmaniasis เพียงพื้นท่ีเดียว และจากงานวิจัยของ Srisuton et al (2019) (22) 

ตรวจพบเช้ือ Leishmania ในริ้นฝอยทรายซึ่งเป็นพาหะนำเช้ือดังกล่าวเพียง 2 ตัวอย่าง ดังนั้น

สำหรับการศึกษาในครั้งต่อไป ควรเพิ่มจำนวนตัวอย่างให้มากขึ้น และ อาจตรวจหาเช้ือ Leishmania 

ในสัตว์ชนิดอื่นท่ีคาดว่าจะเป็นสัตว์รังโรค เช่น สุนัข แมว ในพื้นท่ีเดียวกัน อย่างไรก็ตามการศึกษาใน

ครั้งนี้พบว่า 15 ตัวอย่างตรวจพบสารพันธุกรรมของเช้ือ Trypanosoma spp. แบ่งออกเป็นหัวใจ 4 

ตัวอย่าง ตับ 5 ตัวอย่าง และม้าม 6 ตัวอย่างคิดเป็น 26.32% ของตัวอย่างท้ังหมด ซึ่งพบว่ามีเพียง

ตัวอย่างเดียวคือจ้ิงจกรหัส JJ4 ท่ีให้ผล positive ท้ัง 3 อวัยวะ และยังพบว่าจากตัวอย่างท้ังหมดท่ี

นำมาตรวจหาเช้ือ Trypanosoma sp. ม้ามเป็นอวัยวะท่ีให้ผล PCR positive มากกว่าอวัยวะอื่นๆ 

โดยจากงานวิจัยของ Silva Pereira et al, (2019) (45) ได้กล่าวไว้ว่าเช้ือ Trypanosoma sp. หลาย

สายพันธุ์ เช่น T. brucei, T. cruzi, T. vivax, T. congolense สามารถพบเช้ือได้ในระบบไหลเวียน

เลือด (intravascular system) และนอกระบบเลือด (extravascular system) เช่น ระบบประสาท

ส่วนกลาง (CNS), หัวใจ ปอด ตับ ไต และม้าม โดยการพบเช้ือในอวัยะนอกระบบเลือดช่วยให้เช้ือ

สามารถซ่อนตัวและทำให้สัตว์ท่ีได้รับเช่ือเข้าไปสามารถเป็นรังโรคของเช้ือ โดยสามารถเพิ่มโอกาสใน

ติดต่อเช้ือไปสู่สัตว์หรือคนได้ (46) (47, 48) (49, 50) โดยการตรวจพบเช้ือ Trypanosoma sp. ใน

สัตว์เล้ือยคลานจำพวกจ้ิงจก มีบางงานวิจัยกล่าวว่าจ้ิงจกอาจมีความสามารถเป็นรังโรค โดนจาก

งานวิจัยของ Christensen HA et al (24) ได้ตรวพบ T. platydactyli ในจ้ิงจกบ้านสายพันธุ์ H. 

frenatus จากประเทศปานามา และจากการศึกษาของ Telford, S.R. (1995) (51) ได้พบว่า จ้ิงจก

สายพันธุ์ Gekko gecko เป็นโฮสต์ของ T. gekkonis ท่ีพบในประเทศไทย และจากงานวิจัยของ 

Viola et al (2008) (6) ได้ตรวจเช้ือ Trypanosomes ในงู กิ้งก่า และริ้นฝอยทราย โดยพบเช้ือ T. 

cascavelli ในงู และพบ T. varani ในกิ้งก่าและพบ Trypanosoma spp. ในริ้นฝอยทราย 

จาการศึกษาโดย Phylogenetic tree จากยีน SSU rRNA ของเช้ือ Trypanosoma spp. 

โดยตัวอย่างท่ี ให้ผล Positive ท้ั งหมด 15 ตัวอย่ างสามารถจัดกลุ่มอยู่ ในกลุ่มเดียวกับเช้ือ 

Trypanosoma spp. ท่ี ต รวจพ บ ใน ริ้ น ฝอยทรายสายพั น ธุ์  Ph. kazeruni (accession no. 

AB520638) จากประเทศปากีสถาน และเช้ือ Trypanosoma spp. ท่ีตรวจพบในริ้นฝอยทรายสาย

พันธุ์ Se. khawi (accession no. MK603822) และ Se. indica (accession no. MK603820) จาก
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พื้นท่ีท่ีทำการศึกษาเดียวกัน ในภาคใต้ของประเทศไทย (22) โดยเช้ือ Trypanosoma spp. นี้ ได้

จำแนกอยู่ก ลุ่ม Frog1 หรือ An04 ของเช้ือ Trypanosoma spp. ท่ีพบในสัตว์ครึ่งบกครึ่ งน้ ำ

โด ย เฉพ าะ ใน ก บ (anuran or amphibian trypanosomes) อ ย่ า ง ไร ก็ ต าม จ าก การ ศึ ก ษ า 

Phylogenetic tree จากยีน SSUrRNA โดยจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้แบ่ง Trypanosoma spp. ท่ี

เป็นกลุ่มของ  anura clade ออกเป็น 6 กลุ่ม คือ An01 ถึง An06 (52) และจากงานวิจัยของ 

Bernal XE et al, (2016) (49) ได้ทำการจัดกลุ่มของ anura clade ใหม่เป็น 4 กลุ่ม โดยเรียกเป็น 

Frog 1 ถึง Frog 4 โดยพบว่า trypanasoma ในกลุ่ม Frog 1 (An04) และ Frog 3 (An03/An06) 

สามารถตรวจพบได้ในสัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ำ เต่า ปลา และตุ่นปากเป็ด. โดยเช้ือในกลุ่มนี้จะติดต่อโดย

ปลิงและริ้นฝอยทราย (52) (50)  

จากการศึกษาครั้งพบว่าการตรวจพบเช้ือ Tryapanosoma spp. ในจ้ิงจก มีความสัมพันธ์

กับการตรวจพบเช้ือในริ้นฝอยทรายซึ่งสงสัยว่าอาจจะเป็นแมลงพาหะ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในริ้นฝอย

ทรายสายพันธุ์ Sergentomyia อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้ไม่ได้ทำการตรวจ blood meal หรือ

ชนิดของเลือดท่ีแมลงพาหะดูดกินเข้าไป ซึ่งแมลงพาหะอาจจะดูดกินเลือดจากโฮสต์แล้วนำไปติดต่อสู่

สัตว์หรือคนได้ โดยจากงานวิจัยของ Siripattanapipong S et al (2018) (53) ได้ทำการตรวจชนิด

ของเลือดจากริ้นฝอยทรายจากบริเวณบ้านของผู้ป่วย leishmaniasis พบว่าชนิดของเลือดท่ีพบคือ 

เลือดคน และเลือดของจ้ิงเหลนบ้าน จากริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ S. iyengari โดยจากงานวิจัยก่อน

หน้านี้พบว่า Sergentomyia จะดูดกินสัตว์เลือดเย็นเป็นหลักโดยเฉพาะสัตว์เล้ือยคลานขนาดเล็ก 

เช่น จ้ิงจก และจากการศึกษาท่ีผ่านมา รายงานว่าริ้นฝอยทรายสายพันธุ์ Se. (Neophlebotomus) 

gemmea มีความสัมพันธ์กับสัตว์หลายชนิด ท้ังสัตว์เล้ือยคลาน เช่น กิ้งก่า จ้ิงจก และสัตว์เล้ียงลูก

ด้วยนม เช่น วัว แมว และสุนัข (54) เพราะฉะนั้นในการศึกษาเพิ่มเติมควรทำการตรวจชนิดของเลือด

ในริ้นฝอยทรายเพราะจะได้ทราบถึง host-vector interaction ต่อไป 

อย่างไรก็ตามการพบว่าเช้ือ Trypanosoma spp. ในอวัยวะท่ีแตกต่างกันของการศึกษานี้ 

ยังตอบไม่ได้อย่างชัดเจน เนื่องจากยังไม่มีการศึกษาวงจรชีวิตของเช้ือ Trypanosoma spp. ท่ีอยู่ใน

กลุ่ม anura clade มาก่อน เพราะฉะนั้นการศึกษาเพิ่มเติมคือการแยกเช้ือจากตัวอย่างช้ินเนื้อหรือ

เลือดของจ้ิงจกเพื่อนำมาเพราะเล้ียงจะช่วยให้ทราบและสนับสนุนการศึกษาวงจรชีวิตของการติดเช้ือ 

Trypanosoma spp. และการศึกษานี้ทำให้ทราบถึงความสามารถจ้ิงจกท่ีอาจเป็นรังโรคของเช้ือ
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ปรสิตชนิดนี้ ในพื้นท่ีท่ีเป็นแหล่งระบาดของโรค leishmaniasis ในทางภาคใต้ของประเทศไทย และ

ทำให้ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของจ้ิงจก ซึ่งยังมีรายงานท่ีไม่มากนักในประเทศไทย อีก

ท้ังยังสามารถนำความรู้ในการศึกษาครั้งนี้มาประยุกต์ใช้ในการศึกษาระบาดวิทยาของเช้ือปรสิตใน

จ้ิงจกต่อไป 
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