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บทน่า

1.1 แนวเหตุผล ทฤษฎีสำคัญ หรึอสมมติฐาน
การระบาด,ของเชือ Trypanosoma evansi ซึงเป็นโปรโตซัวที่เป็นสาเหตุของโรคเชอรา 

(surra) ซ ึงก ่อให ้เก ิดความเส ียหายทางด ้านการปศุส ัตว ์และเศรษฐกิจของประเทศไทย และการควบ 
คุมโรคทำได้ยาก เน ื่องจากประเทศไทยมีความช ุกของแมลงพาหะท ี่สามารถนำเช ื้อได ้ ซึ่งบางครั้ง 
เก ิดการระบาดรุนแรงของโรคเชอราและม ีส ัตว ์ล ้มตายเป ็นจำนวนมากโดยเฉพาะม ้า และอาจเก ิด 
จากการต ิด เช ือชำจากเช ื้อห ลายลายพ ัน ธ ุ ซ ึ่งในประเทศไทยยังไม ่ม ีการรายงานการแยกสายพ ันธุ 
ของเซ ือT. evansi มาก ่อน การศ ึกษาการระบาดของเช ื้อในขั้นต ้นเป ็นการหาความแตกต ่างของสาร 
พันธุกรรม (DNA) ของเชื้อ T. evansi เพ ี่อบ ่งช ื้ความส ัมพ ันธ ์และความแตกต่างของเช ื้อแต ่ละสาย 
พันธุ ทำให ้สามารถบอกได้ว ่าส ัตว ์ท ี่ต ิดเช ื้อ T. evansi ท ี่อย ู่ในปริเวณ ใกล ้เค ียงก ันเก ิดจากสายพ ันธ ุ 
ท ี่ม ีความเหมือนกันหรือคล้ายคลึงก ันหรือไม่ หรือเก ิดจากจำนวนประชากรของเช ื้อมากกว่า 1 กลุ่ม 
(m ixed population) หรือเก ิดจากการขนย้ายส ัตว ์ระหว่างพ ื้นท ี่ ด ังน ั้นว ิธ ีการน ี้สามารถหาลาเหตุ 
ได ้ว ่าการต ิดเช ื้อ T. evansi ของสัตว์เก ิดจากประชากรเช ื้อใดในพื้นท ี่เก ่าหรือพ ื้นท ี่ใหม่ท ี่ส ัตว์เพ ิ่งจะ 
ถ ูก ย ้าย เข ้าม า  เน ื่องจากป ัจจ ุบ ันไม ่สามารถแยกความแตกต ่างของเช ื้อ T. evansi แต่ละสายพันธุ 
ได ้ด ้วยการด ูร ูปร่างของเช ื้อภายใต ้กล้องจ ุลทรรศน ์หรือทางช ีร ั่มว ิทยา

ในประเทศไทยได ้ม ืผ ู้รายงานถึงความแตกต่างของ DNA ของเชื้อ T. e v a n s i  ในปี ค.ศ. 
1989 V iseshakul ได้ใข้วิธี S ou thern  blot hybridization โดยใช้ DNA ตรวจสอบ (DNA probe) 
ชือ pT ec.21 และ W atan ap o k asin  และคณ ะ (1998) ใช้วิธี A rbitrary P rim ered-P o lym erase  
C hain R eaction  (AP-PCR) ทำให้ได้ DNA fingerprinting profiles ของเชือ T. e v a n s i  และใช้ 
อธิบายการเก ิดการระบาดของเช ื้อด ังกล ่าวในฟาร์มโคนมที่อำ๓ อค ่ายบางระจ ัน  และอำ๓ ออินทร์ 
บุรี จ ังหวัดสิงห์บ ุรีได้ว่าเก ิดจากประชากรของเช ื้อ T. evansi ม ากกว ่า 1 iso late  นอกจากนั้นในปี 
ค .ศ .1999 B a sa g o u d a n a v a r  และคณ ะ และปี ค .ศ.2001 O m anw ar และคณ ะ ย ังพบว่าเซ ือ 
T. evansi isolate ต ่างๆท ีทำการศ ึกษาม ี DNA polym orphism s โดยแสดงเป ็น DNA 
fingerprinting profiles ด ้วยวิธ ี AP-PCR

เน ื่องจากห้องปฏิบ ัต ิการของหน่วยปรสิตว ิทยาได้เก ็บเช ื้อ T. evansi iso late  Npl 8/2 ท่ี 
ผ ่านการโคลนมาแล ้วจาก Vriej University of B ru sse ls  ป ระเท ศฌ ลเย ี่ยม  (V iseshakul, 1989) 
ซ ึ่งม ั่นใจได ้ว ่ามาจากเช ื้อ เพ ียง 1 ประชากร โดยจะทำการศ ึกษาเปร ียบเท ียบลำด ับเบสของ internal 
tra n sc r ib e d  s p a c e r  1 (ITS1) ระหว่างเชึอ T. evansi iso late  Npl 8/2 กับ เชือ iso la te  อืนทีไม่ได้
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ผ่านการโคลนเพ ื่อย ืนย ันว ่าเช ือ T. evansi isolate Npl 8/2 เป ็นสายฟันธุ้บร ลิ ุท ธ ิ้จริง ซึ่งลามารถนำ 
มาใช ้เป ็นต ัวควบค ุมบวก (positive control) สำหรับ DNA fingerprinting profiles ของเชือ T. 
evansi ด ้วยการตรวจสอบด้วยว ิธ ี m inisatellites PCR

ในการส ืกษาครั้งน ี้ม ีความสนใจท ี่จะส ืกษาหาความแตกต ่างของเช ื้อ T. evansi ด ้วยวิธ ี 
m inisatellites PCR โดยใช้ inverted  prim ers ท ี่ออกแบบจากสำตับเบสของ DNA ตรวจสอบ 
(pT ec.21) ท ีรายงานไวิโดย V iseshakul (1989) ซ ึ่งจะทำให้ได้ ชินส่วนของ DNA ที่ม ีขนาดแตก 
ต ่างก ัน  เน ื่องจากแต ่ละ m inisatellite unit ม ีระยะห ่างท ี่แตกต ่างก ันและม ีล ักษณะท ี่จำเพาะในแต ่ 
ละ iso la te  ทำให ้เก ิดเป ็น DNA fingerprinting profile ของ m inisatellites ซึงเป็นประโยชน์ในการ 
ส ืกษาการระบาดของประชากรเช ื้อ T. evansi

1.2 จัตถุประสงค์ของการวิจัย
1. เพ ื่อตรวจสอบว่าเช ือ T. evansi ลายพ ันธุ Npl 8/2 ที่ใช ้เป ็นสายพันธุหลักของการสืกษา

เป ็นลายพันธุบริส ุทธิ้ท ี่โคลนมาจาก 1 ปรสิตและนำมาเป ็นตัวควบคุมบวกของ DNA
fingerprin t 1 profile

2. เพ ื่อส ืกษาหาความหลากหลายของพ ันธ ุกรรมภายในชน ิดของเช ื้อ T. evansi แต ่ละ isolate 
ด ้วยว ิธ ี P o ly m erase  C hain R eaction (PCR) โดยใช้ inverted prim ers ท ีออกแบบจาก 
DNA ตรวจสอบ pTec.21

3. เพ ื่อส ืกษาความส ัมพ ันธ ์เช ิงว ิว ัฒนาการระหว่างข ้อม ูลลำด ับเบสของ ITS1 และ 
m inisatellites

4. เพ ื่อส ืกษาความส ัมพ ันธ ์เช ิงว ิว ัฒ นาการ (phy logenetics) ของเชื้อ T. evansi สายพันธุ 
ต ่างๆ โดยอาลัยลำดับเบสในส่วนของ sm all su b u n it rRNA g e n e jวมกับ DNA fingerprint

1.3 สมมติฐานของการวิจัย
1. เชื้อ T. evansi สายพันธุ Npl 8/2 เป็นลายพันธุบริสุทธิ้จริงหรือไม่
2. เชือ T. evansi แต่ละ iso la te  ม ีความแตกต ่างของ DNA fingerprinting profiles หรือไม่ 

ด ้วยเทคน ิค PCR ที่มี p rim er ออกแบบจาก 122 b p  (คู่เบส) ของ pTec.21 ที่ใช้เป็น DNA 
ตรวจลอบ

3. ความสัมพันธ์ไกลชิด (re la ted n ess) และความส ัมพ ันธ ์เช ิงว ิว ัฒนาการ (phy logenetics) 
ของเชือ T. evansi ลายพ ันธ ุ Npl 8/2 กับเซือ T. evansi isolate อ ืนๅทีใช ้ในการสืกษาครัง 
นีเป็นอย่าง'ไร เมื่อใช้สำตับเบสชอง 18S rRNA g e n e  และ DNA fingerprinting profiles
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจ้ย
า . ทราบถ ึงความแตกต ่างภายในชน ิดของเช ื้อ T. evansi ด ้วยการใช้วิธ ี PCR
2. ทราบถ ึงความส ัมพ ันธ ์เช ิงว ิว ัฒนาการของเช ื้อ T. evansi iso late  ต่างๆ

3. เป ็นประโยชน์ในด้านการสืกษาการระบาดของเชือ T. evansi ท ี่ระบาดอยู่ในประเทศไทย 
ในอนาคต
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