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บทคัดย่อ เชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค (Bovine leukemia virus, BLV) สาเหตุโรค Bovine enzootic leukemia เป็นโรคติดเชือ้ที่
ก่อให้เกิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจในโคทัว่โลก การศกึษาครัง้นีร้ายงานความชุกและความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน env ของเชือ้
ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคจากโคนม การตรวจด้วยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ผลการศึกษาพบความชุกร้อยละ 34.2 (41/120) การ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีไทด์ของยีน env ของเชือ้ไวรัสจ านวน 20 ตวัอย่างจากตวัอย่างที่ให้ผลบวก 41 ตวัอย่าง โดยวิธีการทาง สายวิวัฒนาการ 
พบว่าเป็นจีโนทยัป์ G10 จ านวน 11 ตวัอย่าง จีโนทยัป์ G1 จ านวน 7 ตวัอย่าง จีโนทยัป์ G6 จ านวน 1 ตวัอย่างและยงัไม่สามารถระบุจีโนทยัป์
ได้จ านวน 1 ตวัอย่าง ตามผลการศกึษาที่แสดงให้เห็นความชกุและการกระจายตวัของจีโนทยัป์ของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคที่พบใน
โคนมในจงัหวดัเชียงใหม่โดยข้อมลูเหล่านีม้ีประโยชน์ส าหรับไปใช้ในการวางแผนส าหรับการควบคมุโรคต่อไป  
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Abstract Bovine leukemia virus (BLV) is the causative agent of bovine enzootic leukemia. This disease is an economic 
importance of disease losses in cattle worldwide. The present study investigated the prevalence and genetic diversity of the env 
gene of BLV in dairy cattle. Polymerase chain reaction revealed the prevalent as 34.2% (41/120).  The phylogenetic analysis of 
nucleotide sequences of env gene of 20 out of 41 positive samples showed 11 samples were designated as genotype G10, 7 
samples were genotype G1, one sample was genotype G6 and one sample was undesignated genotype.  According to results 
of this study, the results showed prevalence and genotypic distribution of BLV in dairy cattle in Chiang Mai. This information 
would be an advantage for the planning disease control in the future.    
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บทน า 
 

โรค Enzootic bovine leukosis พบได้ทั่วโลก
เกิดจากเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค (Bovine 
leukemia virus, BLV) โดย Office International des 
Epizooties (OIE) ได้ก าหนดให้เป็นโรคท่ีต้องตรวจก่อน
การส่งออกหรือน าเข้าโคระหว่างประเทศ (Thiermann, 
2005) โรคนีมี้ความส าคญัทางเศรษฐกิจเน่ืองจากโคท่ี
ติดเชื อ้จะส่งผลท าให้ผลผลิตโดยเฉพาะน า้นมลด 
ระยะเวลาท่ีให้น า้นมสัน้ และโคตาย (Bartlett et al., 
2013) 

เชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคจัดอยู่ใน 
Family Retroviriadae และ Genus Deltaretrovirus 
อนุภาคของเชื อ้ ไวรัสมี รูปร่างกลมและมีเ ส้นผ่าน
ศนูย์กลางขนาด 100-200 นาโนเมตร ภายในอนุภาค
ของเชือ้ไวรัสจะบรรจจีุโนม (genome) ซึ่งเป็นอาร์เอนเอ
สายเด่ียวจ านวน 2 ชดุ ความยาวของจีโนมของเชือ้ไวรัส
มีขนาด 8.7 กิโลเบส ซึ่งจีโนมของเชือ้ไวรัสนีมี้บริเวณท่ี
ก าหนดการสร้างโปรตีนสามกลุ่มคือ โปรตีนโครงสร้าง
ของไวรัส โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในการเพิ่มจ านวนของไวรัส
และโปรตีนท่ีควบคมุการเพิ่มจ านวนของไวรัส (Willems 
et al., 2000) การติดต่อของเชือ้ไวรัสสามารถติดต่อได้
สอ งแบบคือ  การติดต่อ แนว ระนาบ  ( horizontal 
transmission) ส่วนมากจะเป็นการติดต่อผ่านทาง
อปุกรณ์ทางการแพทย์หรืออุปกรณ์ท่ีใช้ในฟาร์มท่ีมีการ
ปนเปือ้นเลือดจากโคท่ีมีการติดเชือ้ เช่น เข็มฉีดยา ถุง
มือล้วงตรวจ อุปกรณ์ส าหรับการตีเบอร์ รวมทัง้การ
ติดต่อผ่านแมลงดูดเลือด  ส่วนการติดต่อแนวดิ่ ง 
(vertical transmission) เป็นการติดต่อผ่านทางรก (In 
utero) หรือ นมน า้เหลือง หากโคเกิดการตดิเชือ้ไวรัสเข้า
สู่ร่างกายโคแล้วจะเกิดการติดเชือ้เรือ้รัง (persistent 
infection) ในร่างกายโคนัน้รวมทัง้โคจะสร้างสารภูมิ
ต้านทาน (antibody) ต่อเชือ้ไวรัสเช่นกัน (Bartlett et 
al., 2013; Hopkins and DiGiacomo, 1997; Konnai 
et al., 2017) อาการแสดงออกของโรคนีพ้บได้ 3 แบบ 

คือแบบแรกโคไมแ่สดงความผดิปกตใินร่างกายแต่อย่าง
ใดแตส่ามารถตรวจพบสารภูมิต้านทานในร่างกายโคได้ 
แบบท่ีสองสามารถตรวจพบเมด็เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์
ในกระแสเลือดสูงตลอดเวลา (lymphocytosis) และ
แบบท่ีสามเป็นการก่อโรคมะเร็งชนิด Lymphosarcoma 
ในร่างกายโคท่ีติดเชือ้ (Barez et al., 2015; Miller, 
1969)  

การศึกษาระบาดวิทยานัน้นิยมศึกษาอัตรา
การติดเชือ้ไวรัสโดยวิธีทางซีร่ัมวิทยา และการตรวจหา
การตดิเชือ้ด้วยวธีิทางอณชีูววทิยา นอกจากนีว้ธีิทางอณู
ชีววิทยาสามารถศึกษาความแตกต่างของล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยีน env ท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน Env โดยท่ี
โปรตีนนีใ้นบางครัง้เรียก gp51 (glycoprotein 51) 
โปรตีน Env จะอยู่ท่ีชัน้เอนเวลอปของเชือ้โดยเชือ้ไวรัส
จะใช้โปรตีน Env ในการจับกับตัวรับ (receptor) เพ่ือ
เข้าสู่เซลล์ นอกจากนัน้โปรตีน Env จะเป็นสารก่อภูมิ
ต้านทาน (antigen) ท าให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
จดจ าได้ (Katoh et al., 1993; Mamoun et al., 1990; 
Willems et al., 1997) ส าหรับความแตกต่างของล าดบั 
นิวคลีโอไทด์บริเวณของยีน env  ยังสามารถน ามาใช้ใน
การศึกษาระบาดวิทยาในระดับโมเลกุลของเชือ้ไวรัส
มะเร็งเมด็เลือดขาวในโค ได้โดยเฉพาะการน ามาจัดแบ่ง
จีโนทัยป์ (genotype) ของเชือ้ไวรัส รายงานจ านวนจี
โนทัยป์ของเชือ้ไวรัสในปัจจุบนัสามารถแบ่งได้ 10 จี
โนทัยป์ คือ G1 ถึง G10 (Felmer et al., 2005; Gillet, 
2007; Lee et al., 2016; Monti et al., 2005; Polat et 
al., 2016; Rola-Luszczak et al., 2013) 

การศกึษาระบาดวทิยาของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ด
เลือดขาวในโคในประเทศไทยนัน้พบว่าเป็นการศึกษา
ความชุกของการติดเชือ้ไวรัสโดยวิธีทางซีร่ัมวิทยาจาก
ในแตล่ะภมูภิาคของประเทศไทยพบความชุกตัง้แต่ร้อย
ละ 13.4 ถึงร้อยละ 61.3 (Bunyahotra et al., 1994; 
Lee et al., 2016; Paneum et al., 2009; 
Rukkwamsuk and Rungruang, 2008;  
Wongkasemjit et al., 1994) ส าหรับการศึกษาระบาด
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วทิยาในระดบัโมเลกุลของเชือ้มะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค
ในประเทศไทยพบจีโนทยัป์ G1, G6 และ  G10 (Lee et 
al., 2016) โดยท่ีจีโนทยัป์ G10 เป็นจีโนทัยป์ท่ีตรวจพบ
ได้ครัง้แรกในประเทศไทย ถึงแม้ว่าจะมีผู้ รายงานถึง
ความชุกและจีโนทัยป์ของโคท่ีเลีย้งในเขตจังหวัด
เชียงใหม่ไปแล้วนัน้แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลทางด้าน
ระบาดวิทยาดังกล่าวอาจจะยังไม่อาจจะไม่เพียงพอ
ส าหรับการวางแผนในการป้องกันและก าจัดโรคได้ 
เน่ืองจากปัจจัยท่ีเก่ียวข้องกับการกระจายของโรคมี
หลายปัจจัยท่ีเก่ียวข้อง เช่น รูปแบบการเลีย้งโค ชนิด
และพนัธุ์ของโคและระยะเวลาท่ีท าการศึกษา (Richter 
et al., 2017) อีกทัง้เชือ้ไวรัสเองก็มีความผนัแปรทาง
พนัธกุรรม (genetic variation) อนัเป็นผลจากการกลาย
พนัธุ์ (mutation) ของเชือ้ไวรัสในขณะท่ีเกิดกระบวนการ
เพิ่มจ านวนของเชือ้ไวรัส (viral replication) (Castro et 
al., 2005) และการกลายพนัธุ์เพ่ือหลบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย (Smyth and Negroni, 2016) ดงันัน้หากทราบ
สถานการณ์ท่ีแท้จริงของการระบาดของโรคก็จะท าให้
วางแผนควบคมุและก าจดัโรคได้ ซึ่งการศึกษาครัง้นีเ้ป็น
การตรวจหาความชกุของการตดิเชือ้มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ในโค และชนิดของจีโนทัยป์จากโคนมท่ีเลีย้งแบบ
เกษตกรรายเลก็ในเขตจงัหวดัเชียงใหม่ เม่ือน ามาผนวก
รวมกบัองค์ความรู้อ่ืนก็จะสามารถท าให้วางแผนในการ
ปอ้งกนัและก าจดัโรคได้  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
ตัวอย่างและประชากรที่ใช้ในการศึกษา  

การศึกษาครัง้นีใ้ช้เลือด (whole blood) จาก
โคนมจ านวน 120 ตัวอย่าง จากฟาร์มโคนมท่ีเป็น
รูปแบบการเลีย้งโคนมแบบฟาร์มเกษตรกรรายเล็ก
จ านวน 7 ฟาร์ม โดยฟาร์ม A ถึงฟาร์ม D อยู่ในต าบล
สหกรณ์ และฟาร์ม E ถึงฟาร์ม G อยู่ต าบลออนกลาง 
อ าเภอแมอ่อน จงัหวดัเชียงใหม่ ตวัอย่างเลือดทัง้หมดท่ี
ใช้ในการศกึษาได้จากโคนมท่ีมีอายุเร่ิมตัง้แต่ 2 ถึง 7 ปี 

โดยเก็บจากหลอดเลือดโคนหาง (coccygeal vein) ตวั
ละ 10 มลิลลิติร ในหลอดท่ีมีสารป้องกันการแข็งตวัของ
เลือดและเก็บไว้ท่ี –20 องศาเซลเซียส ตลอดการศึกษา 
ในการศึกษาครัง้นีต้ัวอย่างล าดบัท่ี 1-100 ได้รับความ
เห็นชอบจากคณะกรรมการดูแลการเลีย้งสัตว์และใช้
สตัว์ทดลองเลขท่ีใบอนุญาติท่ี Ag007/2558 [02/2558-
09-03] และตัวอย่างท่ีล าดับท่ี 101-120 ได้รับความ
อนุเคราะห์จากรายวิชาคลินิกปฏิบตัิเคีย้วเอือ้งส าหรับ
นักศึกษาชั น้ ปี ท่ี  6 คณะสัตวแพทยศาสต ร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม ่ปีการศกึษา 2558 

 
การสกัดดีเอนเอจากเลือดและการตรวจหา
ความชุกของการติดเชือ้มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ในโคด้วยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส   

การสกัดดีเอนเอใช้ชุดสกัด QIAgen DNA 
blood minikit (QIAgen, GmbH, Germany) มีขัน้ตอน
การสกดัดีเอนเอตามท่ีบริษัทแนะน า จากนัน้สารละลาย
ดีเอนเอท่ีสกัดได้มาท าปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสเพ่ือ
ตรวจหาความชุกของการติดเชือ้มะเร็งเม็ดเลือดขาวใน
โคโดยใช้หลกัการตรวจหาจีโนมของไวรัสในลกัษณะของ
โปรไวรัส (provirus) ท่ีแทรกอยู่ในโครโมโซมในเม็ดเลือด
ขาวของโคโดยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Fechner  
et al., 1996) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อส่วนยีน env 
เป็นดงันี ้ไพรเมอร์คูท่ี่หนึ่งคือ  

env5032F 5’-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA-3’  
env5608 R 5’-AACAACAACCTCTGGGAAGGGT-3’  

และไพรเมอร์คูท่ี่สองคือ  
env5099F 5’-CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT-3’  
env5521R 5’-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG-3’  

ปฏิกริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสจ านวน 1 ตวัอย่าง 
ประกอบด้วยสารละลายดีเอนเอจ านวน 1 ไมโครลิตร 
สารละลาย Quick Taq HS DyeMix ท่ีมี Taq 
polymerase (Toyobo ® , Osaka, Japan) จ านวน 10 
ไมโครลติร ไพรเมอร์ 1 คูจ่ านวน 1.6 ไมโครลิตร น า้กลัน่
จ านวน 8.2 ไมโครลิตร รวมทัง้สิน้ 25 ไมโครลิตร โดย
อณุหภมูิและเวลาส าหรับการท าปฏิกริยาลกูโซ่โพลีเมอ
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เรสใน 1 รอบเป็นดงันี ้เร่ิมต้นท่ี 94 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 9 นาที  การแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูอ่อกจากกันท่ี 
94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ท่ี 68 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 วนิาที และการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ
สายใหมต่อ่จากไพรเมอร์ ท่ี 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
4 นาทีโดยท าทัง้หมด 35 รอบ และขัน้ตอนสดุท้ายท่ี 72 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 นาทีในการท าปฏิกริยาลกูโซ่
โพลีเมอเรสจะท าโดยใช้ไพรเมอร์ชดุท่ีหนึ่งก่อน ตวัอย่าง
ใดท่ีให้ผลลบตอ่การตรวจด้วยไพรเมอร์ชุดท่ีหนึ่งก็น ามา
ตรวจด้วยท าการท าปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสอีกครัง้
ด้วยไพรเมอร์ชุดท่ีสองผลบวกคือตัวอย่างท่ีตรวจพบ
จีโนมของเชือ้ไวรัสจากปฏิกริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสจากไพ
เมอร์ชุดท่ีหนึ่ง หรือจากไพรเมอร์ชุดท่ีสอง ผลผลิตพีซี
อาร์ (PCR product) ส าหรับไพเมอร์ชุดท่ีหนึ่งมีขนาด 
598 คูเ่บส และผลผลติพีซีอาร์ส าหรับไพเมอร์ชุดท่ีสองมี
ขนาด 444 คูเ่บสตามล าดบั 

 
กา รต รวจสอบความหลากหลายทา ง
พันธุกรรมของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ในโคโดยการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยีน env ของเชือ้ไวรัส 

หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน env โดยวิธีการ
ของ Sanger chain termination method โดยใช้ไพรเม
อร์หนึ่ งคู่ส าหรับการตรวจล าดับนิวคลีโอ ไทด์คือ 
env5099F และ env5521R (Sanger and Coulson, 
1975) โดยส่งตรวจท่ีบริษัท Bio Basic Inc จ ากัด 
ประเทศสิงคโปร์ น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีท าการศึกษา
มาเรียงเทียบ (alignment) ล าดบันิวคลีโอไทด์ทีทราบจี
โนทัยป์ด้วยโปรแกรม ClustralW สร้างสายวิวฒันาการ 
(phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA7 การสร้าง
สายวิวฒันาการ ใช้วิธี maximum likelihood และวิเคา
ระห์ค่า bootstrapping จ านวน 1000 ครัง้เพ่ือจัดจี
โนทัยป์ของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค (Kumar 
et al., 2016)  

 

ผลการศกึษา 
 
 จากตวัอย่างเลือดโคนม 120 ตวัอย่างตรวจ
พบเชื อ้ไวรัสมะเ ร็งเม็ดเลือดขาวในโค  จ านวน 41 
ตวัอย่างจาก 7 ฟาร์มในเขตจังหวดัเชียงใหม่ เม่ือน าไป
ตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน env 
จะสามารถแบง่แยกจีโนทยัป์ของเชือ้ไวรัสได้โดยปัจจุบนั
มีรายงานจ านวนจีโนทยัป์ของเชือ้ไวรัสชนิดนีท้ั่วโลก 10 
จีโนทัยป์ได้แก่ จีโนทัยป์ G1 จนถึงจีโนทัยป์ G10 
การศึกษาในครัง้นี ไ้ด้ศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคจ านวน
ทัง้สิน้ 20 ตัวอย่างโดยการเลือกแบบสุ่ม (randomize 
sampling) จากตัวอย่างท่ีให้ผลบวกด้วยวิธีการท า
ปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส  (ตารางท่ี  1) จากนัน้
ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน env แล้วน าล าดบั
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาสร้างสายวิวัฒนาการ ร่วมกันกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากแต่ละภูมิภาคทีได้รับการจัดจี
โนทัยป์ไว้แล้วท่ีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ท าการ
เปรียบเทียบและจัดจีโนทัยป์ของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ด
โลหิตขาวในโคเกณฑ์ท่ีใช้ส าหรับการจัดจีโนทัยป์คือ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีศึกษาอยู่ในเคลด (clade) เดียวกัน
และมาจากปม (node) เดียวกันกับล าดบันิวคลีโอไทด์
อ้างอิงท่ีทราบจีโนทยัป์   
 การศึกษาครัง้นีไ้ด้ใช้ความยาวของล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของ env ทัง้สิน้ 430 คู่เบส ซึ่งป็นบริเวณท่ี
สามารถจ าแนกชนิดของจีโนไทป์ได้ โดยการกระจายตวั
ของจีโนทัยป์ของโคนมในจังหวดัเชียงใหม่ (ตารางท่ี 2) 
พบว่าจีโนทัยป์ G10 เป็นจีโนทัยป์ท่ีตรวจพบได้มาก
ท่ีสุดคือ 11 ตัวอย่างซึ่งได้จากฟาร์มท่ีท าการศึกษา
จ านวนทัง้สิน้ 5 ฟาร์มจากทัง้หมด 7 ฟาร์ม ในขณะท่ีจี
โนทัยป์ G1 ตรวจพบได้จ านวนทัง้สิน้ 7 ตัวอย่างโดย
ตรวจพบได้จากโคนมจาก 2 ฟาร์ม ส่วนจีโนทัยป์ G6 
สามารถตรวจพบ 1 ตวัอย่าง และมีอีก 1 ตวัอย่างยังไม่
สามารถสรุปได้วา่เป็นจีโนทัยป์ใดเน่ืองจากล าดบันิวคลิ
โอไทด์ในตวัอย่างนีไ้มมี่ความใกล้เคียงกับจีโนทัยป์อ่ืนท่ี
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เคยมีรายงานมาก่อนหน้านี  ้(รูปท่ี 1) ผลการตรวจ
ลักษณะการกระจายตัวของชนิดจีโนทัยป์ท่ีพบในแต่
ฟาร์มนัน้พบการระบาดในฟาร์มได้สองลักษณะคือ 
ลกัษณะแรกมีเพียงจีโนทัยป์เดียวเท่านัน้ท่ีตรวจพบใน
หนึ่งฟาร์มโดยพบในฟาร์ม A, D, F และ G  และอีก

ลักษณะหนึ่งคือตรวจพบสองจีโนทัยป์ในหนึ่งฟาร์ม
ได้แก่ฟาร์ม B, C และ E  ส าหรับตวัอย่างท่ีแยกได้จาก
โคในฟาร์ม G มีเพียงตวัอย่างเดียวท่ีท าการศึกษาจึงไม่
สามารถยืนยันได้ว่ามีการกระจายตัวของจีโนทัยป์ใน
ลกัษณะใด  

 
Table 1 Prevalence of BLV in seven farms  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิจารณ์ 
 
 การศึกษาในครัง้นีเ้ป็นการตรวจสอบหา
ความชุกของการติดเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค 
จากโคนมท่ีเลีย้งแบบฟาร์มขนาดเล็กในเขตจังหวัด
เชียงใหม่โดยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสโดยใช้ไพร
เมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน env ท าหน้าท่ีในการก าหนดการ
สร้างโปรตีนท่ีอยู่ด้านนอกของอนภุาคไวรัส โดยสามารถ
ตรวจหาส่วนของจีโนมของเชือ้ไวรัสนีไ้ด้จากตัวอย่าง
เม็ดเลือดขาวของโคนมโดยเฉพาะอย่างยิ่งบีลิมโฟไซต์ 
(B-lymphocytes) ซึ่งจีโนมของเชือ้ไวรัสจะอยู่ในรูปแบบ
โปรไวรัสภายในเซลล์เป้าหมายของเชือ้ไวรัสเหล่านี ้
นอกจากนัน้ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน env ยงัสมารถใช้จ าแนกจีโนทยัป์ได้ โดยท่ีความยาว
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีสามารถใช้จ าแนกจีโนทัยป์
สามารถใช้ได้ทัง้ล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมดของยีน env 
หรือล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน env โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณเปา้หมายของไพเมอร์

ชุดท่ีสอง ท่ีใช้ในการศึกษาครัง้ นี  ้ซึ่งจนถึงปัจจุบัน
สามารถจ าแนกได้ 10 จีโนทัยป์ (Felmer et al., 2005; 
Gillet, 2007; Lee et al., 2016; Monti et al., 2005; 
Polat et al., 2016;  Rola-Luszczak et al., 2013) 
นอ กจาก นี ้วิ ธี ท า ง ซี ร่ั มวิ ท ย า เ ช่ น  agar gel 
immunodiffusion หรือ ELISA ก็สามารถใช้ในตรวจหา
การตดิเชือ้ไวรัสได้เช่นกัน ข้อดีของวิธีทางซีร่ัมวิทยาคือ
เหมาะส าหรับการตรวจคัดกรองจากตัวอย่างจ านวน
มากเ น่ืองจากขัน้ตอนการตรวจไม่ยุ่ งยากและใช้
ระยะเวลาในการตรวจน้อยส่วนข้อจ ากัดคือสามารถ
บอกได้เพียงว่าโคมีการติดเชือ้หรือไม่อีกทัง้ไม่สามารถ
ตรวจการติดเชือ้ได้ในโคท่ีอายุน้อยกว่า 6 เดือนอันเกิด
จากการบกวนของสารภมูต้ิานทานท่ีได้จากนมน า้เหลือง 
(Thurmond et al., 1982) ส าหรับการตรวจทางอณูชี
วทิยามีข้อดีของการศกึษาระบาดวิทยาในระดบัโมเลกุล
ของเชือ้ไวรัสนัน้ผลการศกึษามีรายละเอียดเก่ียวกับการ
กระจายตวัของเชือ้ไวรัสได้มากกว่าวิธีทางซีร่ัมวิทยาแต่
ข้อจ ากดัของการตรวจทางอณูชีวิทยาคือมีค่าใช้จ่ายสงู

Farm No of samples No of positives Prevalence 
A 34 14 71.2 
B 8 5 62.5 
C 9 3 33.3 
D 9 3 33.3 
E 19 5 26.3 
F 19 8 42.1 
G 22 3 13.6 

Total 120 41 34.2 
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และใช้เวลาการตรวจนานกว่าวิธีทางซีร่ัมวิทยาซึ่ง
การศึกษาครัง้นี ต้้องการทราบการกระจายตัวของจี
โนทยัป์จึงใช้วธีิการทางอณูชีวิทยาโดยเฉพาะการศึกษา
ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล เป็นวิธีท่ีใช้ในการศึกษาการ
ตรวจหาความชุกของการติดเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวในโคการศึกษาครัง้นีค้ิดเป็นร้อยละ 34.2 โดยเม่ือ
เปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผ่านมาในโคจากประเทศ
ไทยพบวา่มีแนวโน้มการตดิเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาว
ในโคท่ีสูงขึน้ โดยมีรายงานการติดเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ด
เลือดขาวในโคจากโคในประเทศไทยครัง้แรกในปี ค.ศ.
1994 ซึ่งเป็นการตรวจหาสารภูมิต้านทานด้วยวิธี agar 

gel immunodiffusion โดยตรวจพบความชุกได้ร้อยละ 
13.4 และร้อยละ 3.4 ตามล าดบั (Bunyahotra et al., 
1994; Wongkasemjit et al., 1994) ในปี ค.ศ. 2008 มี
รายงานความชุกของการติดเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวในโคจากโคสาวทดแทนในเขตจังหวดัสระบุรีโดยวิธี 
ELISA ตรวจพบการตดิเชือ้ร้อยละ 32.5 (Rukkwamsuk 
and Rungruang, 2008) ในปี ค.ศ. 2009 รายงานจาก
จงัหวดักาญจนบรีุตรวจการติดเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวในโคด้วยวิธี ELISA พบว่าฟาร์มโคนมจ านวนร้อย
ละ 61.3 ให้ผลบวกต่อการติดเชือ้ไวรัส (Panneum et 
al., 2009)   

 
Table 2 Genotypic distribution of Bovine leukemia virus within seven farms  

N/A means identical of nucleotide sequences within the same genotype in each farm 

  

No Farm Sample Genotype Nucleotide difference 

1 

A 

BLV.CM.7 G10 

BLV.CM.7 and BLV.CM.12 : 0.5% (2/430) 
2 BLV.CM.12 G10 
3 BLV.CM.13 G10 
4 BLV.CM.15 G10 
5 

B 

BLV.CM.35 G1 

N/A 
6 BLV.CM.37 G1 
7 BLV.CM.38 G10 
8 BLV.CM.41 G1 

9 
C 

BLV.CM.43 G1 
N/A 10 BLV.CM.44 G1 

11 BLV.CM.45 G10 

12 
D 

BLV.CM.56 G1 
BLV.CM.56 and BLV.CM.58 : 0.7%(3/430) 

13 BLV.CM.58 G1 
14 

E 

BLV.CM.63 G6 

BLV.CM.74 and BLV.CM.77 : 3.3%(14/430) 
15 BLV.CM.68 G10 
16 BLV.CM.74 G10 
17 BLV.CM.77 G10 
18 

F 
BLV.CM.99 G10 

BLV.CM.74 and BLV.CM.77 : 0.2%(1/430) 
19 BLV.CM.100 G10 

20 G BLV.CM.108 U N/A 
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Figure 1. The phylogenetic tree was reconstructing base on 430 
base pairs of env gene of BLV. The total of 73 strains that 
contained 20 strains of Chaing Mai BLVs (closed black circle) and 
53 BLVs deposited in the Genbank database were subjected in the 
phylogenetic tree. The genotypes were assigned based on 
position in phylogenetic tree corresponding to those of the 
previous report. In this study, there were G10 (11/20), G1 (7/20), 
G6 (1/20) and undesignated genotype (1/20). The maximum-
likelihood method with bootstrap 1000 value replicates created 
with MEGA 7.0 software.   
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 ส าหรับโคนมในเขตจงัหวดัเชียงใหม่นัน้ Lee 
และคณะ (Lee et al., 2016) ได้ท าการส ารวจการติด
เชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคโดยใช้สองวิธีการใน
การศึกษาเดียวกันคือการตรวจหาสารภูมิต้านทานต่อ
เชือ้ไวรัสด้วยวิธี ELISA ซึ่งพบโคนมท่ีให้ผลบวกร้อยละ 
76.1 และการตรวจหาจีโนมของเชือ้ไวรัสด้วยวิธี
ปฏิกริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสพบว่าให้ผลบวกร้อยละ 64.2 
ถึงแม้ว่าผลการศึกษาของ Lee เม่ือเปรียบเทียบผล
การศึกษาในครัง้นีจ้ะมีความชุกของการติดเชือ้ไวรัสมี
แตกตา่งเม่ือตรวจสอบด้วยวิธีวิธีปฏิกริยาลกูโซ่โพลีเมอ
เรสเช่นกันและยังเป็นการศึกษาในเขตพืน้ท่ีจังหวัด
เชียงใหม่เช่นเดียวกัน ความแตกต่างของความชุกนี ้
อาจจะเกิดจากการเลือกใช้กลุ่มตัวอย่างท่ีต่างกัน
กล่าวคือในการศึกษาของ Lee และคณะได้ท าการเก็บ
ตวัอย่างจากฟาร์มเพียงหนึ่งฟาร์มพบความชุกร้อยละ 
64.2 โดยเม่ือท าการเปรียบเทียบผลกบัการศึกษาในครัง้
นีใ้ห้ผลสอดคล้องกับการความชุกของฟาร์ม A (ร้อยละ 
71.2) และ ฟาร์ม B (ร้อยละ 62.5) ในขณะท่ีอีก 5 ฟาร์ม
ท่ีเหลือนัน้ตรวจพบความชุกในอัตราท่ีแตกต่างกันดัง
แสดงในตารางท่ี 1 เม่ือน ามาหาค่าเฉล่ียความชุก
ทัง้หมด 7 ฟาร์มมาเฉล่ียแล้วนัน้จึงท าให้ผลของความ
ชุกของทัง้สองการศึกษามีค่าท่ีได้มีความแตกต่างกัน 
หากตรวจสอบจากค่าความแตกต่างของความชุกใน
ระดับฟาร์มขนาดเล็กท่ีได้จากการศึกษาครัง้นีแ้ล้วนัน้
อาจเป็นผลมาจากปัจจัยเส่ียงของการแพร่ระบาดของ
โรคในฟาร์มซึ่งมีสว่นสมัพนัธ์กับวิธีการแพร่กระจายของ
เชือ้โรคภายในฟาร์ม เช่น เกิดจากการใช้อุปกรณ์ทาง
การแพทย์ร่วมกัน (เข็มฉีดยา ถุงมือล้วงตรวจทางทวาร
หนกั) การตดิตอ่ของโรคจากแมลงท่ีดดูกินเลือด รูปแบบ
การเลีย้งโคในแต่ล่ะฟาร์ม  และการแพร่ระบาดของโรค
ท่ีน าเข้าจากโคตวัใหม่เข้าสู่ฝงู (Bartlett et al., 2013; 
Hopkins and DiGiacomo, 1997; Konnai et al., 
2017;  Willems et al., 2000; Kobayashi et al., 2015) 
เน่ืองจากการศึกษานีเ้ป็นการศึกษาในฟาร์มจ านวน 7 
ฟาร์มโดยแตล่ะฟาร์มก็มีวธีิปฏิบตัติอ่ตวัโคท่ีแตกต่างกัน

ไปซึ่งเป็นปัจจยัเส่ียงท่ีอาจเกิดขึน้ได้ดงันัน้ความชุกของ
การติดเชือ้ไวรัสเม็ดเลือดขาวในโคในแต่ล่ะฟาร์มจึงมี
ความแตกตา่งกนั  

ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้คดัเลือกตวัอย่างของเชือ้
ไวรัสท่ีแยกได้จ านวน 20 ตัวอย่างจากเลือดโคท่ีให้ผล
บวกต่อการตรวจด้วยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส
จ านวน 41 ตวัอย่างเพ่ือตรวจหาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของยีน env และชนิดของจีโนทัยป์ของเชือ้
ไวรัสมะเร็งเมด็เลือดขาวในโค ผลการศึกษาพบจีโนทัยป์ 
G10 จ านวน 11 ตัวอย่าง จีโนทัยป์ G1 จ านวน 8 
ตวัอย่าง จีโนทัยป์ G6 จ านวนหนึ่งตัวอย่าง และอีก 1 
ตัวอย่างท่ีไม่มีความเก่ียวข้องกับจีโนทัยป์ใดเท่าท่ีมี
รายงานมาก่อนหน้านี ้จากการศึกษากระจายตวัของจี
โนทยัป์นัน้จีโนทยัป์ G1 และ จีโนทยัป์ G6 เป็นจีโนทัยป์
ของเชือ้ไวรัสท่ีสามารถตรวจพบได้จากภูมิภาคต่างๆทั่ว
โลกโดยท่ีจีโนทยัป์ G1 มีรายงานการตรวจได้จากหลาย
ประเทศ เช่น ประเทศอาร์เจนตินา (Rodriguez et al., 
2009) ญ่ีปุ่ น  (Zhao and Buehring, 2007) 
สหรัฐอเมริกา (Zhao and Buehring, 2007) ปารากวยั 
(Polat et al., 2016) เปรู (Polat et al., 2016) 
คอสตาริกา (Polat et al., 2016) เบลเย่ียม (Mamoun 
et al., 1990) ออสเตรเลีย (Coulston et al., 1990) 
เกาหลีใต้ (Lim et al., 2009) ในขณะท่ีจีโนทัยป์ G6 ก็
เป็นจีโนทัยป์ท่ีมีรายงานการตรวจพบได้จากประเทศ
ปารากวยั และเปรู (Polat et al., 2016) เป็นต้น ส่วน
การตรวจพบอีกลักษณะของการกระจายตัวของเชือ้
มะเร็งเม็ดขาวในโคนัน้จะพบจีโนทัยป์ท่ีจ าเพาะในบาง
ภูมิภาคหรือบางประเทศเท่าท่ีมีรายในช่วงเวลานี ้เช่น 
การตรวจพบจีโนทัยป์ G8 ซึ่งมีรายงานการตรวจพบ
เฉพาะในประเทศโครเอเชีย (Balic et al., 2012)  จี
โนทัยป์ G9 ท่ีมีรายงานการตรวจพบเฉพาะในประเทศ
โบลิเวีย (Polat et al., 2016) เป็นต้น ซึ่งสถานการณ์
ของการตรวจพบจีโนทัยป์ G8 และจีโนทัยป์ G9 
ดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกับการตรวจพบจีโนทัยป์ 
G10 ท่ีพบเฉพาะในประเทศไทยเท่านัน้เช่นกัน  การ
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ตรวจพบจีโนทยัป์ท่ีพบเฉพาะบางประเทศนัน้อาจเป็นไป
ได้ว่าเชือ้ไวรัสจีโนทัยป์เหล่านีมี้อยู่แล้วแต่เดิมโดย
อาจจะเพิ่งมีรายงานการตรวจพบหรืออาจจะเกิดขึน้
เ น่ืองจากเ ชื อ้ ไวรัสมะเ ร็ง เม็ด เ ลือดขาวในโค นี มี้
วิวฒันาการเพ่ือความอยู่รอดโดยเกิดการกลายพนัธุ์ไป
จนกระทั่งท าให้เกิดเชือ้ไวรัสจีโนทัยป์ใหม่เกิดขึน้ (Lim 
and Maini, 2014) 

ส าหรับการตรวจความแตกต่างของล าดับนิ
วคลีโอไทด์ ท่ีของเชือ้ ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโค
ภายในจีโนทยัป์เดียวกนัท่ีพบในฟาร์มเดียวกันนัน้มีสอง
รูปแบบคือแบบแรกนัน้พบว่าไม่มีความแตกต่างของ
ล าดบัเบสภายในจีโนทัยป์เดียวกันสามารถพบได้จากจี
โนทัยป์ G1 จากฟาร์ม B และฟาร์ม C ในขณะท่ีแบบท่ี
สองคือมีความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ภายในจี
โนทัยป์เดียวกันสามารถพบได้จากจีโนทัยป์ G1 จาก
ฟาร์มฟาร์ม D โดยมีความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องสองตวัอย่างมากท่ีสดุเพียงร้อยละ 0.7 (3/430)  
และพบได้มากท่ีสุดคือร้อยละ 3.3 (14/430) พบในจี
โนทยัป์ G10 จากฟาร์ม E ข้อมลูท่ีได้นีเ้ป็นการสนบัสนุน
สมมตุฐิานของการแพร่กระจายของโรคจากโคท่ีติดเชือ้
อยู่แต่เดิมซึ่งจะเป็นตวัอมโรคโดยสามารถแพร่กระจาย
เชือ้ไปยงัโคตวัอ่ืนได้ (Kobayashi et al., 2015) และการ
ตรวจพบชนิดของจีโนทัยป์สองชนิดในฟาร์มเดียวกัน
อาจจะเป็นผลจากการน าเข้าโคท่ีมีการติดเชือ้เข้าสู่
ฟาร์มโดยไม่ได้มีการตรวจคดักรองการติดเชือ้มาก่อน 
(Kobayashi et al., 2010) นอกจากนัน้ในการศกึษาครัง้
นีย้งัได้ตรวจพบจีโนทัยป์ท่ีไม่มีความสมัพนัธ์กับล าดบันิ
วคลีโอไทป์ท่ีเคยมีรายงานการจดัจีโนทยัป์มาก่อนหน้านี ้
ซึ่งจะต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยการตรวจสอบ
ลกัษณะทางพนัธกุรรมของเชือ้ไวรัสโดยละเอียดตอ่ไป  

ถึงแม้ว่าข้อมูลจากการศึกษาในครัง้นีท้ าให้
ทราบความชุกและชนิดของจีโนทัยป์ในโคนมและ
สามารถใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้น เพ่ือเป็นแนวทางเพ่ือการ
เฝา้ระวงัโรคซึ่งเป็นผลท่ีตามมาภายหลงัจากการติดเชือ้
ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคได้ แต่อย่างไรก็ตามใน

การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการศึกษาในโคนมอายุตัง้แต่ 2-6 ปี 
รวมทัง้ ท่ีตัง้ของฟาร์มท่ีท าการศึกษาทัง้หมดยังไม่
ครอบคลุม หากเม่ือเปรียบเทียบกับพืน้ท่ีเลีย้งโคนมท่ี
ทัง้หมดในเขตจงัหวดัเชียงใหม่ ทัง้นีก้ารศึกษาในโอกาส
ต่อไปควรท าการศึกษาเพิ่มเติมจากโคกลุ่มอ่ืน เช่น โค
สาวทดแทน หรือการศึกษาในโคพืน้เมืองซึ่งจะท าให้
ทราบระบาดวทิยาได้ใกล้เคียงความเป็นจริงให้มากท่ีสดุ 
โดยข้อมลูท่ีได้สามารถน าไปใช้เพ่ือเป็นแนวทางในการ
พฒันาและวางแผนการป้องกันโรค และก าจัดโรคออก
จากพืน้ท่ีได้อย่างมีประสทิธิภาพและเหมาะสมตอ่ไป  

 

สรุป 
 
 การศึกษาครัง้นีส้ามารถตรวจความชุกของ
การติดเชือ้และจีโนทัยป์ของเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวในโคจากโคนมในเขตจงัหวดัเชียงใหม่โดยการตรวจ
จากเกษตรกรโคนมรายเล็กจ านวน 7 ฟาร์ม ความชุก
ของการติดเชือ้จ านวนทัง้สิน้ร้อยละ 34.2 โดยสามารถ
ตรวจพบเชือ้ไวรัสชนิดนีไ้ด้ทัง้ 7 ฟาร์ม เม่ือตรวจสอบ
ชนิดจีโนทัยป์ของเชือ้ไวรัสสามารถตรวจพบจีโนทัยป์ 
G10 (11/20), G1 (7/20), G6 (1/20) และอีก 1 ตวัอย่าง
ท่ียังไม่สามารถระบุจีโนทัยป์ได้ จากข้อมูลดังกล่าว
แสดงให้เห็นว่าเชือ้ไวรัสมะเร็งเม็ดเลือดขาวในโคนมจี
โนทยัป์ G10 เป็นจีโนทยัป์ท่ีมีการแพร่กระจายมากท่ีสดุ
ในโคนมในเขตจงัหวดัเชียงใหม ่ 
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