
บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 ผลการหาลำตบเบสของ small subunit rRNA gene ของเสัอ T. e v a n s iisolate ต่างๆ
จากการทดลองข ้อ 3.5 เมือนำ DNA ของเชือ T. evansi iso late  ต่างๆ มาทำปฏ ิก ิร ิยา 

PCR ตามข ั้นตอน แล ้วนำมาว ิเคราะห ์ห าผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR ที่ม ืขนาด 510 คู่เบส ดังรูปที่ 4.1 (ก)หลัง 
จากน ั้น ทำการโคลน ผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR เข ้าส ่พลาลม ิด แล ้วจึงทำการดัดเล ือกโคโลนีเด ี่ยว 3 โคโลนี 
นำไปสก ัดพลาสม ิด และตรวจ recom binan t พลาสมิด โดยการนำไปดัดด ้วยเอนไซม์ด ัดจำเพาะ 
EcoR  I และนำไปตรวจลอบขนาดของ DNA ที่ด ัดได้ ซ ึ่งถ ้าเป ็น recom binan t พลาลม ิด จะ 
ลาม ารถด ัดได ้ D N A 2 ขนาดคือ 3,000 คู่เบส และ 510 คู่เบส ดังรูปที่ 4.1 (ข)

เม ื่อพบว ่าพ ลาสม ิดท ี่ด ัด เล ือกมาเป ็น  recom binan t พลาสมิด จ ึงทำการส ่งตรวจหาลำด ับ 
เบส ได ้ข ้อม ูลลำด ับเบส ดังตารางท ี่ 4.1 และนำข ้อม ูลลำด ับเบสส ่วนท ี่เป ็นผลิตภ ัณฑ ์ PCR ขนาด 
510 คู่เบส ม าท ำก าร alignm ent ก ับข้อม ูลลำด ับเบสของเช ื้อ T. evansi 2 ข้อมูล (a c c e ss io n  
n u m b er U 75507 และ D89527) และ T. brucei 1 ข ้อม ูล (a c c e ss io n  num b er AE017168) โดย 
ไชโปรแกรม c lu s ta iw  ด ังตารางท ี่ 4 .2  และสามารถนำมาสรุปเป ็นรูปแบบ g en o ty p e  ของเชื้อได้ทั้ง 
หมด 9 g e n o ty p e s  และเฉพาะเช ือ 7. evansi isolate ท ีได ้ทำการส ืกษาม ี 7 g e n o ty p es  ด ังตาราง 
ที 4 .3  พบว ่า เซือ T. brucei a c c e s s io n  n um ber A E 017168 และ T. evansi a c c e ss io n  n um ber 
1)75507 มีร ูปแบบ g e n o ty p e  เหมือนกันคือ g e n o ty p e  a ในขณะที T. evansi a c c e s s io n  
n u m b er D 89527 มีร ูปแบบ g en o ty p e  b ส่วนเรือ T. evansi isolate ท ีทำการค ืกษาในครังน ีม ี 
g e n o ty p e  ดังน ี้ Npl8/2_1 N pl8/2_2 และ Npl8/2_3 มีรูปแบบ g en o ty p e  คือ c d  และ e  ตาม 
ลำด ับ  V Ph03 มี 2 g e n o ty p e  คือ VPh03_1 และ VPh03_3 มีรูปแบบ g en o ty p e  f และ VPh03_2 
ม ีร ูปแบบ g e n o ty p e  g VPs มีข ้อมูลลำดับเบสเหมือนกันหมดทั้ง 3 พลาสมิด คือ g en o ty p e  h 
V Pd03G  มี 2 g e n o ty p e  คือ VPd03G_1 มีรูปแบบ g en o ty p e  i และ V Pd03G _2 และ 
V Pd03G _3 มีร ูปแบบ g e n o ty p e  f และ VPd03R มี 2 g en o ty p e  คือ VPd03R_1 และ VPd03R_2 
มีร ูปแบบ g e n o ty p e  f และ VPd03R_3 มีรูปแบบ g e n o ty p e  g

และได ้นำเอาข ้อม ูลลำด ับเบสท ี่ผ ่านการ alignm en t มาแล ้วมาสร ้างเป ็น  phylogenetic  
tre e  โดยใช้โปรแกรม MEGA version 3 ด้วยวิธ ี N eighbor-Join ing ดังรูปที 4 .3  นอกจากนันยังได ้ 
นำข ้อม ูลมาสร ้าง phy logenetic  tree  ด้วยวิธ ี M aximum Likelihood กำหนด b o o ts trap  1,000 
rep lic a te s  ด ังแสดงในภาคผนวก ข



23

(ก) (ข)

รูปที่ 4.1 : (ก) ผลจากการวิเคราะห์ผลิตภ ัณฑ์ PCR โดยการใช้ primer 18S-F และ 18S-R ด้วยวิธี 

agarose gel electrophoresis จะได้ผลิตภัณฑ ์ PCR ที่ม ีฃนาดประมาณ 510 คู่ 

เบส

(ข) ผลจากการวิเคราะห์ผลการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoR I ด้วยวิธี 

agarose gel electrophoresis จะได้ DNA 2 ขนาดคือ 3,000 คู่เบส และ 510 คู่ 

เบส

lane M1 : 100 bp DNA ladder 

lane M2 : 1 Kb DNA ladder 

lane N : นํ้ากลั่นบรสุทธิ้ 

lane 1 : เชือ T. evansi
lane P1, P2, P3 : พลาสมิดที่ 1, 2 และ 3 ตามลำตับ
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ตารางท 4.1 ข ้อม ูลลำดับเบสของ small subunit rRNA 9 6 ก6 ของเชือ T. evans i isolate ต่างๆท่ี 
นำมาสืกษา

Npl 8/2 
พลาลม ิดท ี่ 1 
(Npl8/2J) 
(511 คู่เบส)

Npl 8/2 
พลาลม ิดท ี่ 2 
(Npl8/2_2) 
(511 คู่เบส)

Npl 8/2 
พลาสม ิดท ี่ 3 
(Npl8/2_3) 
(511 คู่เบส)

GATATT GCTT CAATAGAGGAAGCAAAAGT CGTAACAAGGTAGCT GTAGG 
T GAACCT GCAGCTGGAT CATTTT CT GATAT CCATT AT ACGAAAAAGAGCA 
TATTT AT GTGCAT GT AT AAATTGCACAGT AT GCAACC AAAAAT ATAC AT AT 
AT GTTTT AC ATGTATGT GTTT CT AT AT GCCGTTT G ACAT GGGAGAT GAGG 
G ATGCTCTACATAGTT CT GTTATTTT CTAT CAT GTATGT GT GTT AGAGT GT 
CTGTGTT AAT ATACTTTTTAATGCATGCT CT ACAT AAT AT ACAGTAGT AAT 
AAC AC AG AG AAT ACGTAT G G AAT GCGTATCTCTCTATATAT ATTT ATGT AT 
ATATGCTATGTGTAT AT CAACCT CGCAT ATTTT CTCCCT GTT G ACCACGG 
CT CCCACAACGT GT CGCG ATGGAT GACTT GGCTT CCT ATTT CGTT GAAG 
AACGCAGC AAAGT GCGAT AAGT GGTAT CAATT GCAG AAT c ATTT CATT G 
CCCAATCTTT
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGG 
TG AACCTGC AGCTGG AT CATTTT CT GAT AT CCATT AT ACGAAAAAGAGCA 
T ATTTAT GTGCAT GTAT AAATT GCACAGTAT GCAACC AAAAAT AT ACAT AT 
AT GTTTT ACAT GT AT GT GTTT CTAT AT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
GAT GCTAT ACAT AGTT CT GTTATTTT CTAT CAT GT AT GT GT GTTAG AGT GT 
CTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTAAT 
AACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATATATTTATGTAT 
AT ATGCTATGT GTATAT CAACCT CGCATATTTT CT CCCT GTT G ACCACGG 
CT CCCACAACGT GT CGCG AT GGAT GACTTGGCTT CCT ATTT CGTT GAAG 
AACGCAGCAAAGT GCGAT AAGT GGTAT CAATT GCAG AAT CATTT CATT G 
CCCAATCTTT
GATATTGCTT CAAT AGAGGAAGCAAAAGT CGTAACAAGGTAGCT GTAGG 
T G AACCTGCAGCT GGAT CATTTT CT GAT AT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTT ATGT GCAT GTAT AAATTGCACAGT ATGCAACCAAAAAT ATACAT AT 
AT GTTTT ACAT GTATGT GTTT CT AT AT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
GAT GCT AAA CAT AGTTCT GTTATTTT CTAT CAT GTATGTGTGTTAGAGT GT 
CTGTGTT AAT ATACTTTTT AATGCAT GCT CT ACAT AATATACAGT AGT AAT 
AACACAG AG AATACGT AT GGAAT GCGTAT CTCTCT AT AT AT ATTT ATGTAT 
ATATGCTAT GT GTATAT CAACCTCGCATATTTT CTCCCT GTT G ACCACGG 
CT CCCACAACGT GT CGCGATGGATGACTTGGCTT CCTATTT CGTT GAAG 
AACGCAGCAAAGT GCGAT AAGT GGTAT CAATT GCAGAAT CATTT CATT G 
CCCAATCTTT
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ตารางท่ี 4.1 (ต ่อ )
VPs

พลาสม ิดท ี่ 1 

(VPs_1) 

(510 คู่เบส)

VPs

พลาสม ิดท ี่ 2 

(VPs_2) 

(510 คู่เบส)

VPs

พลาสม ิดท ี่ 3 

(VPs_3)

(510 ค ู่เบส)

GAT ATTGCTT c  AATAG AGG AAGCAAAAGT CGT AACAAGGT AGCT GTAGG 
T GAACCTGCAGCT GGAT CATTTT CT GATAT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTT ATGTGCATGTAT AATT GCACAGTATGCAACCAAAAAT AT ACAT ATA 
T GTTTTACAT GT AT GT GTTT CTAT ATGCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGGG 
ATGTTATATATAGTTCTGTT ATTTT CT AAT ATGTATGTGTGTT AGAGTGTCT 
GTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTGATAA 
CAAAG AG AAT ACGT ATGG AATGCGTATCTCTCT ACAT AT ATTT ATGTATAT 
AT GCTAT GT GTAT AT CAACCT CGCATATTTT CT CCCTGTT GACCACGGCT 
CCCACAACGT GT CGCGATGGAT GACTT GGCTT CCT ATTT CGTT GAAGAA 
CGCAGCAAAGTGCGATAAGT GGT AT CAATTGCAGAAT CATTT CATTGCC 
CAATCTTT
G AT ATTGCTT c  AAT AG AGG AAGCAAAAGT CGT AACAAGGT AGCT GT AGG 
TG AACCTG C AGCTGG ATC ATTTTCTG ATATCC ATT ATACAAAAAAG AGC A 
T ATTT ATGTGCATGTAT AATT GCACAGT AT GC AACCAAAAAT AT ACAT AT A 
TGTTTT ACAT GTATGT GTTT CTAT ATGCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGGG 
AT GTT AT AT AT AGTT CT GTT ATTTT CT AAT ATGTATGTGT GTTAGAGT GTCT 
GTGTT AAT AT ACTTTTT AAT GCATGCT CT ACAT AAT AT ACAGT AGT GAT AA 
CAAAG AG AAT ACGTAT GG AATGCGT AT CTCTCT ACAT AT ATTTAT GT AT AT 
ATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CTCCCT GTT GACCACGGCT 
CCCACAACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCT ATTT CGTT GAAGAA 
CGCAGCAAAGT GCG AT AAGT GGT AT CAATT GCAG AAT CATTT CATT GCC 
CAATCTTT
GAT ATT GCTT c  AAT AGAGG AAGCAAAAGT CGTAACAAGGT AGCTGTAGG 
T GAACCTGCAGCTGGAT CATTTT CT GATAT CCATTAT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTT AT GTGCAT GTAT AATT GCACAGTATGCAACCAAAAATAT ACAT AT A 
T GTTTTACAT GTAT GT GTTT CTATAT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGGG 
AT GTTATATAT AGTT CT GTT ATTTT CT AAT ATGTATGTGTGTT AGAGT GTCT 
GTGTTAATAT ACTTTTT AATGCATGCTCTACAT AAT ATACAGTAGT GAT AA 
C AAAGAG AAT ACGTAT GGAATGCGT ATCTCTCTAC ATAT ATTT ATGTATAT 
AT GCT AT GT GTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGCT 
CCCACAACGT GT CGCGATGGAT GACTT GGCTT CCT ATTT CGTT GAAGAA 
CGCAGCAAAGT GCGAT AAGTGGTAT CAATT GCAGAAT CATTT CATTGCC 
CAATCTTT
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ตารางท ี่ 4.1 (ต ่อ )

VPh03 
พลาลม ิดท ี่ 1 
(VPh03_1) 
(511 คู่เบส)

VPh03 
พลาสม ิดท ี่ 2 
(VPh03_2) 
(511 คู่เบส)

VPh03 
พลาสม ิดท ี่ 3 
(VPh03_3) 
(511 คู่เบส)

GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGG 
T GAACCTGCAGCT GGAT CATTTT CT GAT AT CCATTATACAAAAAAGAGCA 
TATTT AT GTGCATGTAT AAATTGCACAGTATGCAACCAAAAAT AT ACATAT 
AT GTTTT AC AT GTATGT GTTT CTATAT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
GATGCTATACATAGTTCT GTTATTTT CTATCATGTATGTGT GTT AG AGTGT 
CTGTGTT AATAT ACTTTTT AATGCATGCT CT ACAT AATAT ACAGT AGTAATA 
ACACAGAG AATACGT AT GGAATGCGT ATCTCTCTACATAT ATTT AT GT AT A 
TATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGTGT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTTCGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGTGCGAT AAGT GGTAT CAATTGCAGAAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT
GAT ATT GCTT CAAT AG AGG AAGCAAAAGT CGT AACAAGGT AGCT GTAGG 
T GAACCTGCAGCTGGAT CATTTT CT GATAT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA 
TATTTATGTGCATGTATAAATTGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATAT 
AT GTTTT ACAT GTATGT GTTT CT AT AT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
G ATGCTATACAT AGIT CTGTT ATTTT CTAT CAT GTATGTGT GTTAGAGT GT 
CT GTGTTAAT AT ACTTTTT AAT GCATGCTCT ACAT AAT ATACAGT AGTAAT A 
ACACAGAG AAT ACGTAT GG AAT GCGT AT CT CT CTATAT ATATTT AT GTAT A 
TATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CTCCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGT GCGATAAGT GGTAT CAATTGCAGAAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT
GAT ATT GCTT CAAT AGAGG AAGCAAAAGT CGT AACAAGGT AGCT GT AGG 
T GAACCT GCAGCT GGAT CATTTT CT GAT AT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTTAT GTGCAT GT AT AAATTGCACAGT AT GCAACC AAAAATATACAT AT 
AT GTTTTACAT GTATGT GTTT CTATAT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
G ATGCTAT ACAT AGTT CT GTT ATTTT CT AT CAT GTATGTGT GTT AG AGT GT 
CTGTGTTAATAT ACTTTTT AAT GCATGCT CT ACAT AAT ATACAGTAGT AAT A 
AC ACAG AG AAT ACGT AT GG AAT GCGT AT CT CT CT ACAT AT ATTT ATGTATA 
TATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGT GTCGCG AT GGAT GACTT GGCTTCCT ATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGT GCGAT AAGTGGT AT CAATT GCAGAAT CATTT CATTGC 
CCAATCTTT
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ตารางท ี่ 4.1 (ต ่อ )

V Pd03G  
พลาลม ิดท ี่ 1 
(V Pd03G_1) 
(511 ค ู่เบล)

V Pd03G  
พลาสม ิดท ี่ 2 
(V Pd03G_2) 
(511 คู่เบส)

V Pd03G  
พลาสมิดท ี่ 3
(V Pd03G _3) 
(511 คู่เบส)

GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGG 
T GAACCTGCAGCTGGAT c  ATTTTTT GATATCCATTAT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTT ATGTGCATGTAT AAATT GCACAGTAT GCAACC AAAAAT AT ACAT AT 
AT GTTTT ACATGTATGTGTTTCTATAT GCCGTTT GACAT GGG AGAT GAGG 
GATGCTATATATAGTTCTGTT ATTTT CT ATT ATGTATGTGT GTT AGGGTGTC 
TGTGTT AAT AT ACTTTTT AAT GCATGCTCTACATAATAT ACAGT AGT AAT AA 
CACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATATATTTATGTATAT 
ATGCTAT GT GT AT AT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGCT 
CCCACAACGT GT CGCGATGGAT GACTT GGCTT CCT ATTT CGTT GAAGAA 
CGCAGCAAAGT GCGATAAGT GGT AT CAATT GCAGAAT CATTT CATT GCC 
CAATCTTT
GAT ATT GCTT CAAT AGAGG AAGC AAAAGT CGTAAC AAGGTAGCT GTAGG 
T GAACCT GCAGCT GGAT CATTTT CT GATAT CCATTATACAAAAAAGAGCA 
T ATTT ATGT GCAT GT AT AAATTGCACAGT ATGCAACCAAAAATAT ACAT AT 
AT GTTTT ACAT GTATGT GTTT CT AT AT GCCGTTT GACAT GGGAG AT GAGG 
GAT GCTATACAT AGTT CTGTTATTTT CTAT CAT GTATGTGT GTT AGAGT GT 
CTGTGTT AAT AT ACTTTTTAAT GCATGCT CT ACAT AATAT ACAGT AGTAATA 
ACACAGAGAATACGTAT GGAATGCGTAT CT CT CTACATATATTTATGTATA 
TATGCTATGT GTAT AT CAACCT CGCATATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT G AAG A 
ACGCAGCAAAGTGCGAT AAGT GGTAT CAATTGCAGAAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT
GAT ATT GCTT CAAT AGAGG AAGC AAAAGT CGTAACAAGGT AGCTGTAGG 
T GAACCT GCAGCTGGAT CATTTT CTG ATAT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA 
T ATTTAT GT GCAT GTAT AAATTGCACAGT AT GC AACCAAAAAT AT ACAT AT 
AT GTTTT ACAT GTATGT GTTT CT AT AT GCCGTTT GACAT GGGAG AT GAGG 
GAT GCTAT ACAT AGTT CT GTT ATTTT CTATCATGTATGTGT GTT AGAGT GT 
CTGTGTTAATAT ACTTTTT AAT GCAT GCTCT ACAT AATAT ACAGT AGT AAT A 
ACACAGAG AAT ACGTAT GGAATGCGT ATCTCT CT ACAT AT ATTT ATGTATA 
TATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC
T CCCACAACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGTGCGAT AAGTGGTAT CAATT GCAGAAT CATTT CATTGC 
CCAATCTTT
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ตารางท ี่ 4.1 (ต ่อ )

V Pd03R GATATTGCTT CAATAGAGGMGCAAAAGT CGTAACAAGGTAGCT GTAGG
พลาสมิดท ี่ 1 T GAACCT GCAGCTGGAT CATTTT CT GATAT CCATTATACAAAAAAGAGCA

(VPd03R_1) T ATTT AT GTGCAT GTAT AAATT GCACAGT ATGCAACCAAAAATAT ACAT AT

(511 คู่เบล) AT GTTTT ACAT GT AT GT GTTT CTATAT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
GATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTGTGTTAGAGTGT 
CT GTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTAATA 
ACACAG AGAAT ACGTAT GG AAT GCGTATCTCTCT ACAT AT ATTT ATGTATA 
T ATGCTAT GTGTATAT CAACCT CGCAT ATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGTGT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGC AAAGT GCG ATAAGTGGT AT CAATT GCAG AAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT

VPd03R GAT ATTGCTT CAAT AGAGGAAGCAAAAGT CGTAACAAGGTAGCT GTAGG
พลาสม ิดท ี่ 2 T GAACCTGCAGCT GGAT CATTTT CT GATAT CCATT AT ACAAAAAAGAGCA

(VPd03R_2) TATTTATGTGCATGTATAAATTGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATAT

(511 คู่เบส) AT GTTTT ACAT GTATGT GTTT CT AT ATGCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG 
GAT GCT AT ACAT AGTT CTGTTATTTT CT AT CAT GTATGTGT GTTAG AGTGT 
CTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTAATA 
ACACAG AG AATACGT AT GG AAT GCGT ATCTCT CTACAT AT ATTT AT GTAT A 
TATGCTATGTGT AT AT CAACCT CGCAT ATTTT CTCCCT GTT GACCACGGC 
T CCCAC AACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGT GCGAT AAGTGGTAT CAATT GCAG AAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT

V Pd03R GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGG
พลาสมิดท ี่ 3 T GAACCTGCAGCT GGAT CATTTT CT GAT ATCCATT AT ACAAAAAAGAGCA

(VPd03R_3) T ATTT AT GTGCATGTAT AAATT GCACAGT AT GCAACCAAAAAT AT ACAT AT 
AT GTTTT ACATGTATGT GTTT CTATAT GCCGTTT GACAT GGGAGAT GAGG(511 คู่เบส) GATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTGTGTTAGAGTGT 
CTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTAATA 
ACACAG AG AAT ACGTAT GG AAT GCGTATCTCTCTATATAT ATTT ATGTATA 
TATGCTATGTGTATAT CAACCT CGCATATTTT CT CCCT GTT GACCACGGC 
T CCCACAACGT GT CGCGAT GGAT GACTT GGCTT CCTATTT CGTT GAAGA 
ACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTAT CAATTGCAGAAT CATTT CATT GC 
CCAATCTTT
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ตารางที่ 4 .2  ผลการ alignm ent ของ sm all subunit rRNA g e n e  ด้วยโปรแกรม ClustalW  ของ 
เซอ T. evansi iso la te  ต่างๆที'ทำการสืกษ,า และ T. evansi และ T. brucei ทีมีฃ้'อ 
ม ูลอยู่ใน G enB ank

โ. b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
โ. e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T. e v a n s i  D 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
V P s ^ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R —3

G A TATTGCTTCAATAGAGGAAGC AAAAGTCGTAACAAGGT AGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
G A TATTGCTTCAATAGAGGAAGC AAAAGTCGTAAC AAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0  
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0

T .b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T. e v a n s i  D 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
V P s ~ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R —3

C T G G A T C A TTTTC TG A TA TC C A TTA TA C A A A A A A G A G C A TA TTTA TG TG C A TG TA TA A -T 1 1 9  
CTG G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T A T A C A A A A A A G A G C A TA T TT A TG T G C A T G TA T A A -T  1 1 9  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
C T G G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T  ATACG A A AA A G A GCATA TTTA TG TG CA TG TA TA A AT 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CG A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
C T G G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T  A T AC A A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A -T 1 1 9  
CTG G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T A T A C A A A A A A G A G C A TA T TT A TG T G C A T G TA T A A -T  1 1 9  
C T G G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T  A TA CA A A A A A G A G C A TA TTTA TG TG CA TG TA TA A -T 1 1 9  
CTG G A TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
C T G G A TCA TTTTTTG A TA TC CA TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG CA TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG G A TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG GA TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
CTG G A TCA TTTTCTG A TA TCC A TTA TA CA A A A A A G A G CA TA TTTA TG TG C A TG TA TA A A T 1 2 0  
C T G G A T C A TT TT C T G A T A TC C A T T  AT A CA A AA A A GA G CA TATTTATGTGCATGTATAAAT 1 2 0

r . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
โ . e v a n s i  D 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
V P s _ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R —3

T G C A C A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG CTTC TA TA TG CC 1 7 9  
T G C A C A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG CTTC TA TA TG CC 1 7 9  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 7 9  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 7 9  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 7 9  
T G C A C A G T A T G C A A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
T G C A C A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
T G C A C A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
T G C A C A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0  
TGCACAGT ATGCAACC AAAAAT AT ACA T AT A TG T T T T A C  A TG T A T G TG T TT C T A T A TG C C  1 8 0  
TGCAC A G TA TG CA A CCA A A A A TA TA CA TA TA TG TTTTA CA TG TA TG TG TTTCTA TA TG CC 1 8 0
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T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T . e v a n s i  D 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
V P s ~ 2
7 P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R —3

G TTTG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG TTA TA TA TA G TTCTG TTA TTTTC TA TC A TG TA TG TG  2 3 9  
G TTTG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG TTA TA TA TA G TTCTG TTA TTTTC TA TC A TG TA TG TG  2 3 9  
G TT TG A C A T G G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TTTG A CA TGG G A G A TG A G G G A TG CTCTA CA TA G TTC TG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TTTG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA A A CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TTTG A CA TGG G A G A TG A G G G A TG TTA TA TA TA G TTCTG TTA TTTTC TA A TA TG TA TG TG  2 3 9  
G TTTG A CA TGG G A G A TG A G G G A TG TTA TA TA TA G TTCTG TTA TTTTC TA A TA TG TA TG TG  2 3 9  
G TTTG A CA TG G G A G A TG .-.G G G A TG TTA TA TA TA G TTCTG TTA TTTTC TA A TA TG TA TG TG  2 3 9  
G TT TG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A C A T G G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A C A T G G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TTTG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA TA TA TA G TTC TG TTA TTTTCTA TTA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A CA TG G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TT TG A C A T G G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
G TTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATAC A TA G TT C T G TT A T T TT C TA T C A TG T A T G TG  2 4 0  
G TT TG A C A T G G G A G A TG A G G G A TG CTA TA CA TA G TTCTG TTA TTTTCTA TCA TG TA TG TG  2 4 0  
*★ ■ *•**■ *-* + **•*•■ *•****♦ ■ »»-* + ★ ★ * ★  * ***■ *■ ■ *•■ *****■ *■ ■ *■ *•*★ **** ■ *•★ *•*•*****

T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T . e v a n s i  อ 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s J L
V P s ~ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 J >
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R ~ 3

T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA CTTTTTA A TG CA TG CTCTA C A TA A TA TA CA G TA G TA  2 9 9  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  2 9 9  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA CTTTTTA A TG CA TG CTCTA C A TA A TA TA CA G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
TG TTA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
TG TTA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
TG TTA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TG  2 9 9  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TG  2 9 9  
TG TTA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TG  2 9 9  
T G T TA G A G TG TC TG T G T T  A A TA TA CTTTTTA A TG CA TG C TC TA CA TA A TA TA CA G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G G G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA C TTTTTA A TG C A TG C TC TA C A TA A TA TA C A G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA CTTTTTA A TG CA TG CTCTA C A TA A TA TA CA G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG T G T T  A A TA TA CTTTTTA A TG CA TG C TC TA CA TA A TA TA CA G TA G TA  3 0 0  
T G T TA G A G TG TC TG TG TTA A TA TA CTTTTTA A TG CA TG CTCTA C A TA A TA TA CA G TA G TA  3 0 0  
**-*■ *•** *****★ ***♦ ★ •*■ •*-**********★ ■ **■ *•*■ *****★ *★ **★ -****■ **★ ****•*^*

T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T . e v a n s i  D 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I 8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
V P s ~ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R ~ 3

A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 5 9  
A TA A C A CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 5 9  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA A A G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TCTCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 5 9  
A TA A CA A A G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TCTCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 5 9  
A TA A CA A A G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TCTCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 5 9  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A CA CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA CA TA TA TTTA TG TA TA TA TG C T 3 6 0  
A TA A C A CA G A G A A TA CG TA TG G A A TG CG TA TC TCTCTA TA TA TA TTTA TG TA TA TA TG CT 3 6 0  
■*■*•■** ไ*-'*’ •*•+**:*••*■***■»■»•♦■*■»*■*•*:■*★ ★ **•*•**■***★ •** ★ -*•★ ★ ■*•★ ★ **■*■*■*■*•■*■*■*★ •*★ **



31

ตารางท ี่ 4 .2 (ต ่อ )

T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7
T .e v a n s i  อ 8 9 5 2 7
N P I 8 / 2 _ 1
N P I  8 / 2 ~ 2
N P I 8 / 2 ~ 3
V P s _ l
VPs~2
V P s ~ 3
V P h Ô 3 _ I
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R ~ 3

A T G T G T — A TA TCA A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 7  
A T G T G T — A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 7  
A TG TG TG TA TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 2 0  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A T G T G T - - A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 8  
A T G T G T — A TA TCA A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 7  
A T G T G T — A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 7  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 7  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A T G T G T — A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 8  
A T G T G T — A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 8  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A T G T G T — A TA T C A A C CTC G CA TA TTTTCTCCC TG TTG A CCA CG G CTC CCA CA A CG TG TC 4 1 8  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  
A TG T G T --A T A T C A A C C T C G C A T A T T T T C T C C C T G T T G A C C A C G G C T C C C A C A A C G T G T C  4 1 8  
A T G T G T — A TA TC A A C C TC G C A TA TTTTC TC C C TG TTG A C C A C G G C TC C C A C A A C G TG TC  4 1 8  ★  **■ **★  **■ *•*-*■ *****■ *■ *■ *••*■ ★ *-*■ *★ ■ *•*•*•****■ ***-*■ *•*•*•*•**■ *■ ***-*•***7*:-**-*****

T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8  
T . e v a n s i  U 7 5 5 0 7  
T . e v a n s i  D 8 9 5 2 7  
N P I 8 / 2 _ 1  
N P I 8 / 2 ~ 2  
NPI8 / 2 3 3

V P s _ l
V P s ~ 2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R ~ 3

GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG GTA A GTG GTA  4 7 7  
GCGATGGATGACTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG GTA A GTG GTA  4 7 7  
GCGATGGATGACTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 8 0  
GCGATGGATGACTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATGACTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 7  
GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 7  
GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 7  
GCGATGG ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCG A TG G ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCG A TG G ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCGATGGATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
GCG A TG G ATG A CTTG GCTTCCTA TTTCGTTG A A G AA CG CA G CA A AG TG CG ATA A GTG GTA  4 7 8  
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * *

T . b r u c e i  A E 0 1 7 1 6 8  
T . e v a n s i  Ü 7 5 5 0 7  
T . e v a n s i  D 8 9 5 2 7  
N P I 8 / 2 _ 1  
N P I 8 / 2 ~ 2  
N P I 8 /2 3 3
V P s _ l
VPs~2
V P s ~ 3
V P h 0 3 _ l
V P h 0 3 ~ 2
V P h 0 3 ~ 3
V P d 0 3 G _ l
V P D 0 3 G ~ 2
V P d 0 3 G ~ 3
V P d 0 3 R ~ l
V P d 0 3 R ~ 2
V P d 0 3 R ~ 3

TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 0  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 0  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 3  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 0  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 0  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 0  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A T TG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1  
TCA A TTG C A G A A TC A T TT C A TT G C C C A A T C TT T  5 1 1

*  *  *  *  *



ต าร างท ี่ 4 .3  ร ูปแบบ g e n o ty p e  ฃอง่เช ื้อ โ. e va n s i iso late ต ่างๆท ี่ท ำการส ืกษ 'า และ โ. e va n s i และ โ. b ru ce i ท ี่ม ีข ้อม ูลอย ู่'ใน G enB ank

เชือ trypanosomes โคโลนีที่ ตำแหน่งของ nucleotide ที่มีการเปลี่ยนแปลง
genotype

73 89 119 169 205 207 208 210 230 231 247 300 307 339 367 368 471
T. brucei AE017168 - C A - C T A T T T C A A C T - - G a
T. evansi U75507 - C A - C T A T T T C A A C T - G a
T. evansi D89527 - C A A T C A T C T C A A C T G T A ช
Npl 8/2 1 C G A T C C T C T C A A C T - - A c

2 C G A T c A A c T C A A C T - - A d
3 C A A T c A T c T C A A C T - - A e

VPho3 1,3 C A A T c A T c T C A A C C - - A f
2 C A A T c A T c T C A A C T - A g

VPs 1,2,3 C A - T T A T T A T A G A C - _ A h
VPd03G 1 T A A T C A T T T C G A C T - - A i

2,3 C A A T C A T C T C A A C C - A f
VPd03R 1,2 C A A T C A T C T C A A C C - - A f

3 C A A T C A T C T C A A C T - - A g
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96

98

61

52
67

■  T. evansi U75507
- Tbrucei AE017168
■  VPs_1
■  VPs_2
■ VPs_3
- VPdo3G_1
- VPdo3G_2 ^
- VPdo3R_1
■ VPdo3R_2 
' VPho3_1
- VPho3_3
- VPdo3G_3 y
■ VPho3_2 า
- Npl8/2_3
■ VPdo3R_3
- Npl8/2_1
- Npl8/2_2
■ T evansi D89527 J

Group 1

Group 2

Group 3

y Group '

■ Group 5

ร ูปท ี 4.2 phylogenetic tree ของ small subunit rRNA gene ทีสร้างด้วยวิธี Neighbor-joining 

ของเชื้อ T. evansi isolate ต่างๆที่ทำการสืกษ'า และ T. evansi และ T. brucei ที,มีข้อมูล 

อยู่ใน GenBank
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4.2 ผลการหาความแตกต่างของ minisatellite ด้วยวิธี PCR
นำเอา DNA ของเชือ T. evansi ทุก isolate ทีสกัดได้จากการทดลองข้อ 3.4 มาทำ 

ปฏิกิร ิยา PCR ตามการทดลองข้อ 3.5 โดยใช้ primer 2 คู่ ได้แก่ NV4 และ NV5 และ122-2 และ 
122-3

4.2.1 primer NV4 และ NV5
ผลจากนำเอาผล ิตภ ัณฑ ์ PCR ของเชื้อแต่ละ isolate ที่ใช้ primer NV4 และ NV5 

ในปฏิกรยามาวิเคราะห์ด้วย agarose gel electrophoresis พบว่าเซือแต่ละ isolate ไม่มี 

ความแตกต่างกันของ band ที่เกิดชื้น ดังแสดงในรูปที่ 4.3 แสดงว่า primer NV4 และ 

NV5 ไม่สามารถแสดงให้เห็นความแตกต่างระหว่างเชื้อแต่ละ isolate ได้

4.2.2 primer 122-2 และ122-3
ผลจากนำเอาผลิตภ ัณฑ ์ PCR ของเชือแต่ละ isolate และ negative control ซึง 

ได้แก่ DNA ของ หนู mice, สุกร, ม้า, สุนัข, วัว, กระบือ และแกะ ที่ติดเชื้อ T. evansi ใน 

กระแสเลือด ที่ใช้ primer 122-2 และ122-3 ในปฏิกิริยา มาวิเคราะห์ด้วย agarose gel 

electrophoresis พบว่าเชือทุก isolate มี band อยู่ระหว่างประมาณ 200-2,500 คู่เบส 

และพบความแตกต่างกันของขนาดและจำนวนของ band ลิวน negative control ไม่มี 

band ของ DNA เกิดชื้นเลย ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และ 4.5 ตามลำดับ

จากการนับจำนวน band ที่ได้ของเชื้อแต่ละ isolate และนำมาคำนวณหาค่า 
similarity coefficient (F) (Nei and ม, 1979) พบว่าเมื่อเปรียบเทียบกันระหว่างเชื้อ 
isolate ทีทำการสืกษาทังหมด 5 isolates พบว่า isolate Npl 8/2 และ isolate VPh03 
(F=0.86) มีความคล้ายกันมากที่ส ุด เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเชื้อ isolate VPh03 กับเชื้อ 
isolate อ่ืนๆ พบว่ามีความคล้ายกับเช ื้อ isolate VPd03G และ VPd03R มากที่สุด 
(F=0.89) เช้ือ isolate VPs มีความคล้ายกับ VPh03 มากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ 
isolate อื่น (F=0.76) แต่อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อ isolate VPs มีความคล้ายกับ isolate อ่ืน 
น้อยที่สุด และเชื้อ isolate VPd03G และ VPd03R มีค่าเท่ากับ 1 หมายความว่าเชื้อทั้ง 2 
isolate ม ีความเหมือนกัน ดังตารางที่ 4.3
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รูปที่ 4.3 ผลจากการวิเคราะห์ผลิตภ ัณฑ์ PCR ที่ใช้ primer NV4 และ NV5 ด้วยวิธี agarose gel 

electrophoresis

lane M : 100 base pair DNA ladder

lane 1 : isolate Npl 8/2

lane 2 : isolate VPs

lane 3 : isolate VPh03

lane 4 : isolate VPd03G

lane 5 : isolate VPd03R

2  o  ฑ ์ๆๆ 0  A  b * }
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(ก) (ข)

ร ูปท ี่ 4.4 : (ก) การตรวจหา DNA ของสัตว์ชนิดต่างๆ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 

(ข) ผลจากการวิเคราะห์ผลิตภ ัณฑ ์ PCR ที่ใช้ primer 122-2 และ 122-3 ด้วยวิธี 

agarose gel electrophoresis 

lane M และ M2 : 100 base pair DNA ladder 

lane M1 : 1 Kb DNA ladder 

lane N : นํ้ากลั่นบรสุทธิ้ 

lane P : เซือ isolate Npl 8/2 

lane 1 : DNA หนู mice 

lane 2 : DNA สุกร 

lane 3 : DNA ม้า 

lane 4 : DNA สุนัข 

lane 5 : DNA วัว 

lane 6 : DNA กระบือ

lane 7 : DNA แกะ
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รูปที่ 4.5 : (ก) และ (ข) การตรวจหา DNA ของเช้ือ T. evansi isolate ต่าง  ๆ ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis

(ค) ผลจากการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ใช้ primer 122-2 และ 122-3 ด้วยวิธี 
agarose gel electrophoresis 
lane M1 : 1 Kb DNA ladder 
lane M2 : 100 bp DNA ladder 
lane N : นํ้ากลั่นบรสุทธี้ 
lane 1 : isolate Npl 8/2 
lane 2 : isolate VPs 
lane 3 : isolate VPd03G 
lane 4 : isolate VPd03R
lane 5 : isolate VPh03
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ตารางท ี 4.4 ผลการคำนวณค่า similarity coefficient ระหว่างเชือแต่ละ isolate
ค่า similarity coefficient ระหว่างเชือแต่ละ isolate

Npl 8/2
Npl 8/2 VPh03 VPs VPd03G VPd03R

VPh03 0.86 - - - -
VPs 0.73 0.76 - - -

VPd03G 0.74 0.89 0.63 - -

VPd03R 0.74 0.89 0.63 1.00 _

4.3 ผลการทำ'ให ้เข ึ้อ  isolate VPh03 บริสุทธขึ้น
การทดลองในหนูกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการฉีดยากดภูมิคุ้มกัน และทำการตรวจเช้ือใน

กระแสเลือดจากปลายหางหนูเป็นเวลา 20 วัน ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดของหนูทดลอง 2 ตัว ใน 
5 ตัว โดยตรวจพบเชื้อในวันท่ี 4 และ 6 หลังการฉีดเชื้อตามลำดับ

การผ่านเชื้อครั้งที่ 1 ตรวจพบว่าหนูมีเชื้ออยู่ในกระแสเลือดหลังจากฉีดเชื้อ 4 วัน เป็น 
จำนวน 7 ตัว ได้แก่หนูตัวที่ 2, 3, 5, 7, 8, 9 และ 10 ดังรูปท่ี 4.6 และได้ทำการเก็บเลือดและสกัด 
DNA เก็บไว้ทุกตัว ยกเว้นหนูตัวที่ 8 และ 9 ซึ่งตายก่อนที่เชื้อจะมีปริมาณ 108 trypanosom es / 
เลือด 1 มิลลิลิตร และนำเลือดจากหนูทดลองที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดมาทำการผ่านเชื้อครั้งที่ 
2 ต่อไป

การผ่านเชื้อครั้งที่ 2 ทำโดยผ่านเชื้อจากการผ่านเชื้อครั้งที่ 1 พบว่า การผ่านเชื้อจากหนูตัว 
ท่ี 3 และ 7 จากการผ่านเชื้อครั้งที่ 1 ตรวจไม่พบเชื้อในกระแสเลือด การผ่านเชื้อจากหนูตัวที่ 2 
ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดในหนูเพียง 1 ตัว คือ H2.2/3 และสามารถตรวจพบเชื้อในวันที่ 8 หลัง 
การฉีดเชื้อ การผ่านเชื้อจากหนูตัวที่ 5 ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดในหนู 2 ตัว คือ H5.2/3 และ 
H5.3/3 โดยตรวจพบในวันที่ 4 หลังการฉีดเชื้อทั้ง 2 ตัว และการผ่านเชื้อจากหนูตัวที่ 10 ตรวจพบ 
เชื้อในกระแสเลือดของ H10.1/3 เพียง 1 ตัว และตรวจพบในวันที่ 4 หลังการฉีดเชื้อ โดยหนูทุกตัวที่ 
ตรวจพบเชื้อในการผ่านเชื้อครั้งที่ 2 น้ี จะถูกเก็บเลือดและสกัด DNA ของเชื้อเก็บไว้ และนำเลือด 
จากหนูทดลองที่ตรวจพบเชื้อในกระแสเลือดมาทำการผ่านเชื้อครั้งที่ 3 ต่อไป

การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 3 ได้ทำการผ่านเชื้อที่ได้จากการผ่านเชื้อครั้งท่ี 2 ได้แก่ H2.2/3 H5.2/3 
H5.3/3 และ H10.1/3 พบว่า การผ่านเช้ือจาก H2.2/3 สามารถตรวจพบเช้ือในกระแสเลือดของหนู 
2 ตัว ในวันที่ 4 หลังการฉีดเช้ือ ได้แก่ H2.2.1/3 และ H2.2.2/3 การผ่านเช้ือจาก H5.2/3 และ 
H5.3/3 ตรวจพบเช้ือในกระแสเลือดของหนูทั้งหมด 3 ตัว และตรวจพบได้ในวันท่ี 4 หลังการฉีดเรือ 
ยกเว้น H5.2.1/3 เพียงตัวเดียวที่ตรวจพบเชื้อในวันท่ี 8 หลังการฉีดเช้ือ และการผ่านเช้ือจาก
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H10.1/3 ตรวจไม่พบเชือในกระแสเลือดของหนูทัง 3 ตัว โดยหนูทุกตัวท่ีตรวจพบเช้ือในการผ่านเช้ือ 
ครังท่ี 3 น้ี จะถูกเก็บเลือดและสกัด DNA ของเช้ือเก็บไว้

การผ ่าน เช ื้อคร ั้งท ี่ 1

V P h03

O
^ £  H 2/10 

H 3/10

O
H 5/10

O
H 9/10

4แแ  H10/10-

การผ ่านเช ื้อคร ั้งท ี่ 2

H 5.2/3 

( เ ^  H 5.3/3

O
O

H 10.1 /3

O
O

การผ ่าน เช ื้อคร ั้งท ี่ 3

-------------- H 2 .2 .1 /3

-------------- H 2 .2 .2 /3

---------O

-------------  H 5 .2 .1 /3

-------------  H 5 .2 .2 /3

-------------  H 5 .2 .3 /3

-------------  H 5 .3 .1 /3

-------------  H 5 .3 .2 /3

-------------- H 5 .3 .3 /3

--------O
--------O
--------O

ร ูป ท ี่4 .6 แผนผังการทำให้เช้ือ isolate VPh03 บรสุทธิ้ชื้น:( ^ ) คือหนูท่ีตรวจไม่พบเช้ือ
T. evansi ในกระแสเลือด และ คือหนูท่ีตรวจพบเช้ือ T. evansi ในกระแสเลือด
และนำเช้ือ isolate VPh03, H2/10, H2.2/3 และ H2.2.1/3 มาทำปฎิกิเรัยา PCR และนำ 
ผลิตภัณฑ์ PCR เข้าลํพลาสมิด และนำมาหาลำดับเบสในช่วง 18S rRNA gene, ITS1 
และ 5.8S rRNA gene เช้ือละ 3 พลาลมิด
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4.3.1 การหาลำด้บเบสของ small subunit rRNA gene ของเซี้อ isolate VPh03 ท่ี
ผ่านการทำให้เชื้อบริสุทธชื้น
เลือกเช้ือจากการผ่านเช้ือคร้ังท่ี 1 2 และ 3 มาทำการทดลองดังน้ี การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 

1 เลือก H2/10 การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 2 เลือก H2.2/3 และการผ่านเช้ือคร้ังท่ี 3 เลือก H2.2.1/3 
(ดังรูปท่ี 4.6) มาทำปฏิกิริยา PCR และนำผลิตภัณฑ์ PCR เข้าส่พลาสมิด เพ่ือส่งตรวจหา 
ลำดับเบสในช่วง 18S rRNA gene/ITS 1/5.8S rRNA gene ดังแสดงผลการตรวจหาลำดับ 
เบสในตารางท่ี 4.5 นำผลการหาลำดับเบสของเช้ือท่ีผ่านการทำให้บรีสุทธ๋ึข้ึนของการผ่าน 
เช้ือท้ัง 3 คร้ัง มาเปรียบเทียบกับเช้ือ isolate VPh03 ซ่ืงเป็นเช้ือท่ีใม่ได้ผ่านการทำให้เช้ือ 
บริสุทธ้ิฃ้ึน โดยการทำ alignment ด้วยโปรแกรม Clustal พ ดังแสดงในตารางท่ี 4.6 และ 
ได้สรุปเป็นรูปแบบของ genotype ของเช้ือท่ีผ่านและไม่ผ่านการทำให้เช้ือบริสุทธ๋ิช้ืน ซ่ึง 
เชือ isolate VPh03 มี genotype 2 รูปแบบ คือ genotype f และ g ดังแสดงไว้แล้วใน 
ตารางท่ี 4.3 เช้ือจากการผ่านเช้ือคร้ังท่ี 1 (H2/10) มี genotype เพียงรูปแบบเดียว คือ 
genotype f เช้ือจากการผ่านเช้ือคร้ังท่ี 2 (H2.2/3) มี genotype ต่างกันไปถึง 3 รูปแบบ 
คือ genotype j, f และ k และเช้ือจากการผ่านเช้ือคร้ังท่ี 3 (H2.2.1/3) มี 2 genotype คือ 
genotype g และ f ดังตารางที 4.7

และนำเอาผลการ alignment ของเช้ือท่ีผ่านและไม่ผ่านการทำใ ห ้เช้ือบ ร ิส ุท ธ ิ้

ชื้นมาสร้างเป็น phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA version 3 ดังรูปท่ี 4.7

4 .3 .2  ผลการห าความแตกต ่างของ m in isa te llite  DNA ด ้วยว ิธ ี PCR โด ย ใช ้ p rim er

122-2 และ 122-3 ของเซ ี้อ  iso la te VPh03 ท ี่ผ ่าน การท ำให ้เช ื้อบ ร ิส ุทธข ึ้น

นำ DNA ของเชื้อ T. e v a n s i  isolate VPh03 จากที่ผ ่านการผ่านเชื้อคร้ังท่ี 1 2 และ 3 

มาทำปฏิก ิร ิยา PCR โดยใช้ primer 122-2 และ 122-3 ตามปฏิกิริยาในการทดลองข้อ 3.6 

โดยการผ่านเชื้อครั้งที่ 1 เลือก H2/10 การผ่านเชื้อครั้งที่ 2 เลือก H2.2/3 และการผ่านเชื้อ 

ครั้งที่ 3 เลือก H2.2.1/3 เมื่อนำปฏิกิริยา PCR มาวิเคราะห์ด้วยวิธี agarose gel 

electrophoresis ดังรูปที 4 . 8  พบว่ารูปแบบของ DNA fingerprint ของเชือ isolate VPh03 

และเชื้อจากการผ่านเชื้อครั้งที่ 2 (H2.2/3) มีความเหมือนกัน ในขณะที่เชื้อจากการผ่าน 

เชื้อครั้งที่ 1 และ 3 (H2/10 และ H2.2.1/3) มีรูปแบบของ DNA fingerprint เหมือนกัน 

และดังค่า similarity coefficient ที่คำนวณได้ดังตารางที่ 4.8
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ตารางที่ 4.5 ลำดับเบสของ small subunit rRNA gene ของเชือ T. e v a n s i  isolate VPh03 ท่ีผ่าน
การทำให้เช้ือบรสุทธ้ิช้ืนท้ัง 3 คร้ัง

H2/10 
พลาสมิดท่ี 1 
(H2/10J) 
(511 คู่เบส)

H2/10 
พลาสมิดท่ี 2 
(แ2/10_2) 
(511 คู่เบส)

H2/10
พลาสมิดท่ี 3 
(H2/1CL3) 
(511 คู่เบส)

G AT A TT  G C T T  CAAT A G A G G A A G C A A A A G T C G T A A C A A G G T A G C T  GT AGG 

T G A A C C T G C A G C TG G A T C A TTTT  CT G AT AT C C A TTA T  A C A A A A A A G A G C A  

TA TTTA TG TG C A TG TA T  A A A T T  G C A C A G TA TG  C A A C  C A A A A A T  A T  A C  ATAT 

A T  G T TT TA C A T  G TATG T G T TT  C TAT A TG C C G TTT  G A C A TG G G A G A T  G AG G  

G A TG C TA TA C A TA G TTC TG TTA TTTTC TA TC A TG TA TG TG TG TTA G A G TG T 

CT G TG TT A A TA T  A C TTTTT A A T  G CATG  C TC T A C A T  A A TA T  A C A G T  A G TA A T A 

A C A C A G A G  A A T A C G TA T G G  A A T G C G TA TC TC TC T A C A T  A T  A TT T  A TG TA TA  

T A TG C TA T  G T G TAT AT C A A C C T C G C A T A TTTT  C T C C C T G TT  G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G T GT C G C G A T G G  AT G A C TT G G C TT  C C T A TT T  C G T T  G A A G  A 

A C G C A G C A A A G T G C G A T A A G TG G T AT C A A TT G C A G A A T C A T TT  C A TTG C  

C C A A TC TTT

G AT A TT G C T T  CAAT A G A G G A A G C A A A A G T  CG T A A C A A G G T  A G C T  G T AG G  

T G A A C C TG C A G C TG G A T C A TT TT C T G A TA T C C A T TA TA C A A A A A A G A G C A  

T A TTT  A TG T  G C A TG TA T A A A T TG C A C A G T  A TG C A A C C A A A A A T  A T  A C A T  AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TA TG T G T TT  C T A T  A TG C C G T TT  G A C A TG G G A G A T  G AG G  

G A TG C T A T  A C A T A G TT C T G TT  A TTTT  C T A T  C A T G T A T G TG T  G TTA G  A G T  GT 

C TG TG TT  A A T  AT A C TTTTT  A A T  G C A TG C T C T A C A T  A A T  A T  A C A G T  A G T  A A TA  

A C A C A G A G  A A T A C G TA T  G G A A TG C G TA T CT C T C T A C A T  A T  A T T T  A TG TA TA  

TA TG C TA TG TG TA TA T  C A A C C T C G C A T A TTTT  C T  C C C T G TT  G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G TG TC G C G A T G G A T G A C TT G G C TT  C C TA T TT  C G T T  G A A G A  

A C G C A G C A A A G TG C G A TA A G T  G G TA T  C A A TTG C A G A A T C A T TT  C A TTG C  

C C A A TC TTT

G A TA T TG C TT  C A A TA G A G G A A G C A A A A G T C G T A A C A A G G T  A G C T  G T AGG 

T G A A C C TG C A G C TG G A T C A TTTT  CTG  A TA TC  c  A TT  A T  A C A A A A A A G A G  CA 

T A TTT  A T G T  G C A T G T AT A A A T T  G C A C A G T A T  G C A A C C A A A A A T  A T  A C A T  AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TATG T G TTT  C T A T  A TG C C G TTT  G A C A TG G G A G A T  G AG G  

G A TG C TA T  A C A T  A G TT C T G TT A TTTT  CT A T  CA T G T A T  G T G TG T T  A G A G T  GT 

C TG TG TT  A A T  AT A C TTTTT  A A T  G C A TG C T C T A C A T A A T  A T  A C A G T  A G T  A A T A 

A C A C A G A G A A T  AC G T A T  G G A A T G C G T AT C T C T C TA C A T A T  A TT T  A TG TA TA  

T A TG C TA T  G T G TAT AT C A A C C T C G C A T A TTTT  C T C C C T G TT G A C C A C G G C

T C C C A C A A C G T GT C G C G A TG G A T G A C TT G G C TT C C T A TTT  C G T T  G A A G A  

A C G C A G C A A A G T G C G A T A A G T G G TA T C A A TTG C A G A A T C A T TT  C A TT GC 

C C A A TC TTT



ตารางท่ี 4.5 (ต่อ)
H2.2/3 
พลาสมิดท่ี 1 
(แ2.2/3_1 ) 
(511 คู่เบส)

H2.2/3 
พลาสมิดท่ี 2 
(H2.2/3_2) 
(511 คู่เบส)

H2.2/3 
พลาสมิดท่ี 3 
(H2.2/3J3) 
(511 คู่เบส)

G A TA T TG C TT  CAAT A G A G G A A G C A A A A G TC G T  A A C A A G G T A G C T G T AG G  

T G A A C C T G C A G C T GG AT C A TTTT  C T G AT AT C C A TTA T A C A A A A A A G A G C A  

T A TTTA T G T G C A TG TA T A A A TT  G C A C A G T AT G C A A C C A A A A A T AT A C A T  AT 

AT G TTTT  A C A T  G TATG T G TTT  C TAT A TG C C G TTT  G A C A T G G G A G A T G AG G  

GAT G C T AT AT A T  A G ÎT  CT G TT A TTTT  CT ATT A TG TA T  GT G T G T TA G G G T  GTC 

T GT G TTA A T  A T  A C TTTTT A A T G C A T G C T CT A C A T A A T AT A C A G T A G TA A T  AA  

C A C A G A G  A A T AC G T AT GG A A T G C G T A T  CT C T CT AT A T  AT A TTT  A T  GT A T  AT 

AT G C T A T  G T GT AT AT C A A C C T C G C A T A TTTT  C T C C C TG TT G A C C A C G G C T 

C C C A C A A C G T GT C G C G A TG G A T G A C TT G G C TT C C T A TTTC G TTG  AA G  AA  

C G C A G C A A A G TG C G A T A A G T  G G TA T C A A TT G C A G A A T C A T TT  C A TTG C C  

C A A TC TTT

G A TA T TG C TT  C AAT AG  A G G A A G C A A A A G TC G TA A C A A G G T  A G C T G T  AG G  

T G A A C C TG C A G C TG G A TC A TTTTC TG A TA TC C A TTA T  A C A A A A A A G A G C A  

T A TTT  A T  G T G C A TG TA T A A A T T  G C A C A G TA T G C A A C C A A A A A T A T  A C A T  AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TATG T G TTT  C T AT A T  G C C G TTT G A C A T G G G A G A T G A G G  

G A T G C TA T  A C A TA G TTC TG TT  A TTTT  C T A T  C A T  G TA T G TG T  G T TA G A G T  G T 

C TG TG TT  A A T  AT A C TTTTT A A T G C A TG C T C TA C  AT A A T  A T  A C A G T  A G T A A T  A 

A C A C A G A G  A A T A C G T A T  G G A A T G C G TA T  CT C T C T  A C A T  A T  A TT TA T  G T  A TA  

TA T G C TA T  G TG TA TA T C A A C C TC G C A TA TTTT  C T C C C T G TT G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G T  GT C G C G A TG G A T G A C TT  G G C TT C C TA TTT  C G TT G A A G A  

A C G C A G C A A A G TG C G A T A A G TG G T A T  C A A TTG C A G A A T C A TTT  C A TTG C  

C C A A TC TTT

G AT A TT  G C TT  C A A TA G A G G A A G C A A A A G T C G T A A C A A G G T A G C T  G TA G G  

T G A A C C TG C A G C T G G A T C A TTTT  CT G A TA T C C A TTA TA C A A A A A A G A G C A  

TA TTT  A T  G T G C A T G TA TA A A TT  G C A C A G T AT G C A A C C A A A A A T A T  A C A T  AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TA TG TG TTTC TA TA TG  C C G TTT G A C A TG G G A G  AT G A G G  

G A TG C T A A A C A T A G TTC T G TT A TT TT  CT AT C A T G T A T  G T GT G TT A G A G T GT 

C TG TG TT  A A T  AT A C TTTTT A A T G C A TG C T C T A C A T  A A T  AT A C A G TA G T A A T  A  

A C A C A G A G A A T  A C G T AT G G A A T G C G TA T  CT CT CT A TA T A TA TTT  A TG TA TA  

T A TG C TA T  G TG TA T AT C A A C C T C G C A T A TTTT  C TC C C T G TT G A C C A C G G C  

T  C C C A C A A C G T  GT C G C G A T G G A T G A C TT G G C TT C C T A TTT  C G TT G A A G A  

A C G C A G C A A A G TG C G A T A A G T G G T A T  C A A TT G C A G A A T C A TTT  C A TTG C  

C C A A TC TTT
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ตารางที่ 4.5 (ต่อ)
H2.2.1/3 
พลาสมิดท่ี 1 
(แ2.2.1/3_1)
(511 คู่เบส)

H2.2.1/3 
พลาสมิดท่ี 2 
(แ2.2.1/3_2) 
(511 คู่เบส)

H2.2.1/3 
พลาสมิดท่ี 3 
(H2.2.1/3_3) 
(511 คู่เบส)

G AT A TT  G C TT  C AAT A G A G G A A G C A A A A G T CG T A A C A A G G T  A G C T  GT AG G  

T G A A C C TG C A G  CTGG A T C A TTTT  C T G AT AT C C A TT  AT A C A A A A A A G A G C A  

TA TTTA TG TG C A TG TA T  A A A T T  G C A C A G TA TG  C A A C  C A A A A A T A TA C  AT AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TA TG T G TTT  C TA T A TG C C G TTT  G A C A TG G G A G  A T G AG G  

G A T G C T A T  A C A T A G TT C T G TT A TTTT  CT AT C A TG TA T  G T G TG TT  A G A G T GT 

CT GT G TT A A T  AT A C  TTTTT A A T G C A TG C T CT A C A T  A A T AT A C A G TA G T A A T  A 

A C A C A G A G  A A T A C G TAT G G A A T G CG T AT CT CT CT AT A T  A T  A TTT  AT GT AT A  

TA TG C TA TG TG TA TA T  C A A C C T C G C A T A TTTT  C T  C C C T G TT G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G T GT C G C G A TG G A T G A C TT G G C TT C C T A TTT  C G T T  G A A G A  

A C G C A G C A A A G T G C G A TA A G TG G TA T C A A TT G C A G A A T C A T TT  C A TTG C  

C C A A TC TTT

GAT A TT  G C TT  C AAT A G  A G G A A G  C A A A AG T C G T A A C A A G  G T A G  C TG T AG G  

T G A A C C T G C A G C T G G A T C A TTTT  C T GAT AT C C A TT AT A C A A A A A A G A G C A  

TA TTTA TG TG C A TG TA T  A A A T TG C A C A G TA T G C A A C C A A A A A T A T A C A TA T  

AT G TTTTA C A TG TA T  GT G TTT  C TA T A TG C C G TTT  G A C A TG G G A G A T  G AG G  

G A TG C T A T  A C A T  A G TT C T G TT A TT TT  CT AT C A TG TA T  G TG T G TT  A G A G T  GT 

C TG TG TT  A A T  AT A C TTTTT  A A T G C A TG C T C T A C A T  A A T  A T  A C A G T  A G T A A T  A  

A C A C A G A G  A A T A C G T A T  GG A A TG C G T A T  C T C T C T A C A T  A T  A TT T  A T  GT A T  A  

TA TG C TA TG TG TA TA T  C A A C C T C G C AT A TT TT  C TC C C T G TT  G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G T G T C G C G A T G G A T G AC TT G G C TT C C TA TTT  C G TT  G A A G A  

A C G  C A G C A A A G TG C G  A T  A A G T G G T A T  C A A TT  G C A G A A T C A T TT  C A TTG C  

C C A A TC TTT

G A TA T TG C TT C A A TA G A G G A A G C A A A A G TC G TA A C A A G G TA G C T G TA G G  

T G A A C C TG C A G C TG G A TC A TTTTC TG A TA TC C A TT  AT A C A A A A A A G A G C A  

T A TTT  A TG TG C A TG TA T  A A A T T  G CA C A G T A TG  C A A C  C A A A A A T  A T  A C A T AT 

A T  G TTTT  A C A T  G TA TG T G TTT  C T  A T  A TG C C G TTT  G A C A TG G G A G A T  G A G G  

G A TG C T A T  A C A T A G TT  C T G TTA TTTT  CT A T  C A T  G T A T G TG T G TT  A G A G T  G T 

CT G T  G TT  A A T A T  A C TTTTT  A A T  G C A TG C T C T A C A T  A A T  A T  A C A G T  A G T A A T  A  

A C A C A G A G  A A T A C G TA T GG A A TG C G T AT C T C T CT AT A T  A T  A TT T  A TG TA TA  

TA TG C TA TG TG TA TA T  C A A C C T C G C AT A TTTT  C T C C C T G TT G A C C A C G G C  

T C C C A C A A C G T GT C G C G A T G G A T G A C TT G G C TT  C C TA T TT  C G TT G A A G A  

A C G C A G  C A A A G T G CG A T  A A G TG G T A T  C A A TT G C A G A A T C A T TT  C A TTG C

C C A A TC TTT
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ตารางท่ี 4.1

V Ph03_l 
VPh03~2 
VPh03~3 
H 2/10 ” l  
H 2/10~2 
H 2/10~3 
H 2 .2 /3 _ l  
H2. 2 /3 ~ 2  
H2. 2 / 3~3 
H 2 .2 . l 7 3 _ l  
H 2 .2 . l / 3 ~ 2  
H 2 .2 . l /3 ~ 3

V Ph03_l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H 2/10~2
H2/ I 073
H 2. 2 /3 _ l  
H 2 .2 /3 ^ 2
à \ ï 'Ë  1
H 2 .2 .1 /3 ~ 2  
H2. 2 . 1 / 3~3

V Ph03_l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H 2/10~2
H 2/10~3
H 2 .2 /3 _ l
H 2.2  /  3~2
H 2 .2 / 3 7 3
H 2 .2 . l 7 3 _ l  
H 2 .2 .1 /3 ~ 2  
H 2 .2 . 1 / 3 7 3

VPh03_l
VPh0372
VPh0373
H2/lo7lH2/ I 072
H2/1073H2.2/3_lH2.2/372 
H2.2/373
H2 . 2  . l 7 3 _ l
H2.2. 1/371H2.2.1/3- !

V P h 0 3 _ l
VPh0372
VPh0373
H2 / 10 7 1
H2 / I 072
H 2 / I 0 7 3
H2 . 2 / 3_ l
H2 . 2 / 3 7 2  
H2 . 2 / 3 7 3  
H2 . 2 . l 7 3 _ l  
H2 . 2 1 / 3 7 2
H 2 . 2 . l / 3 ~ 3

ผลการ alignment ซอง small รนทนกit rRNA gene ด้วยโปรแกรม ClustalW ของเชือ 
T . e v a n s i  isolate VPh03 ท่ีไม่ผ่านและผ่านการทำให้เช้ือบริสุทธ๋ิช้ืนท้ัง 3 คร้ัง

GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 6 0 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60
P A T Z X T T P P T T P a  B T  Z ip  A P P A a P P A  A A A P T P P T  A A P  A A P P T  A P P T P T 1 A P P T P  A A P P T P P A P  p n

ร ^ ^  «°GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60 
GATATTGCTTCAAT AG AGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGT AGGTGAACCTGCAG 60 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60 
GATATTGCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAG 60

CTGGATCATTTTCTGAT ATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGAT ATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGAT ATCC ATT ATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAA T 120 
CTGGATCATTTTCTGAT ATCCATT AT ACAAAAAAGAGCATATTT ATGTGCATGT AT AAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGAT ATCCATTAT ACAAAAAAGAGCATATTT ATGTGCATGT AT AAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGAT ATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTAT AAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTAT ACAAAAAAGAGCATATTT ATGTGCATGT AT AAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 
CTGGATCATTTTCTGATATCCATTATACAAAAAAGAGCATATTTATGTGCATGTATAAAT 120 ******************************************************+ *****

TGCACAGTATGC AACC AAAAATATACAT ATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACC AAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACC AAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACC AAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGC AACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACC AAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACC AAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180 
TGCACAGTATGCAACCAAAAATATACATATATGTTTTACATGTATGTGTTTCTATATGCC 180
* * * * * *  + + * * * * ,j r * * *  + * * * *  + * * * * * * " ( r + *  + + *  + * * T H r * ' * * + * * ,i l : * * * * * * * * * * * * * *

GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATATATAGTTCTGTTATTTTCTATTATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTAAACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240 
GTTTGACATGGGAGATGAGGGATGCTATACATAGTTCTGTTATTTTCTATCATGTATGTG 240
* *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  »ๆ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * *

TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAAT AT ACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAAT AT ACAGTAGTA 300 
TGTTAGGGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCT ACATAATAT ACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCT ACATAAT AT ACAGT AGT A 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCT ACATAAT ATACAGTAGTA 300 
TGTT AGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCT ACATAAT ATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCTACATAATATACAGTAGTA 300 
TGTTAGAGTGTCTGTGTTAATATACTTTTTAATGCATGCTCT ACATAAT AT ACAGT AGT A 300 ****** *****************************************************
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ตารางท่ี 4.6 (ต่อ)
VPh03_ l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H 2 /10~2
H2 /10~3
H 2 .2 /3 _ l
H 2 . 2 /3 ~ 2
H 2 .2 /3 ~ 3
H2 . 2 . l 7 3 _ l
H 2 .2 . l / 3 ~ 2
H 2 .2 .1 /3 J 3

ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTACATATATTTATGTATATATGCT 360 
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATATATTTATGTATATATGCT 360
A T  A  A P  A P  A T  û f f î T Û T f î r ï a  A T f Z r r ^ T  A T r ’ T P T P T  a r  A T  A T  A T T T  A T f I T  A T  A T  A T C P T  9  £ ก
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTACATATATTTATGTATATATGCT 360 
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTACATATATTTATGTATATATGCT 360
A T  A  A P  A f  A f iA f^ A  A T  A r ^ T A T H f ^ A  A T f ^ f f^ T  A T P T P T P T  A f  A T  A T  A T T T  Û T O T  A T  A T  A T C P T  9  £  ก
» ™2 2 5 2 5 " comร » ร ™ แ ร ุ
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTACATATATTTATGTATATATGCT 360
A T  A  A C  A P  A H  A n  A  A T  A P f^ T  A T f^ H A  A T f^ P f^ T  A T P T P T P T  A T  A T  A T  A T T T  A T P T  A T  A T  A T P P T  า ก
? ร ^ ^  360 
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTACATATATTTATGTATATATGCT 360 
ATAACACAGAGAATACGTATGGAATGCGTATCTCTCTATATATATTTATGTATATATGCT 360 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

VPh03_ l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H2 /10~2
H2/10~3
H 2 .2 /3 J L
น ' ?  9 / 9  9

à  2 , 1 - 1
H 2 .2 . l7 3 _ l-  
H 2 .2 . l / 3 ~ 2  
H 2 .2 .1 /3 ~ 3

ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
ATGTGTATATCAACCTCGCATATTTTCTCCCTGTTGACCACGGCTCCCACAACGTGTCGC 420 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

V P h03_ l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H 2 /10~2
H 2 /10~3I iH 2 .2 .1 /3 ~ 2
H 2 .2 .1 /3 ~ 3

GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 
GATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTATC 480 * + + + * + *■ *•* + * * * * * * *  + *■ **** + **■ *■ •*•*••*•* + + * * * * - *  + * *  + * * * * *  + + * * * - * * *  + * * * *

V Ph03_l
VPh03~2
VPh03~3
H 2 /1 0 ~ l
H 2/10~2
H 2/10~3
H 2 .2 /3 _ l
H 2 .2 /3 ~ 2
น ' ?  9  /  9  ' ว

H2" 2 . l7 3 _ 1  
H 2. 2 . 1 / 3~2 
H 2. 2 . l / 3 ~ 3

AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511 
AATTGCAGAATCATTTCATTGCCCAATCTTT 511
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ตารางท 4.7 รูปแบบ genotype ต่างๆของ small subunit rRNA gene ของเชือ T . e v a n s i  isolate 
VPh03 ท่ีผ่านการทำให้เช้ือบรสุทธข้ึนท้ัง 3 คร้ัง

เชือ T. e v a n s i โคโลนีท่ี
ลำดับนิวคลีโอไทด์ที'มีการ 

เปล่ียนแปลง genotype
208 210 231 2 4 7 339

VPh03 1,3 T C C A C f

2 T C C A T g
H2/10 (การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 1) 1,2,3 T C C A C f

H2.2/3
(การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 2)

1 T T T G T j
2 T C C A C f

3 A C C A T k ■
H2.2.1/3
(การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 3)

1,3 T C C A T g
2 T C C A C f

62

-แ2.2/3_1
-  VPho3_1 ^  
-VPho3_3 
-H2/10J 
-H2/10_3 
-H2/10_2
-  H2.2/3_2 
-แ22.1/3_2 J  

-VPho3_2
-  H2.2/3_3 
-H2.2.1/3J 
-H2 2.1/3 3

y  genotype f

รูปที 4.7 phylogenetic tree ทีสร้างจากข้อมูลลำดับเบสของ small subunit rRNA gene ของเซือ 
T. e v a n s i  isolate VPh03 ท่ีผ่านการทำให้เช้ือบริสุทธ้ิข้ึนท้ัง 3 คร้ัง
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รูปที่ 4.8 : (ก) การตรวจหา DNA ของเช้ือ T. evansi isolate VPh03 ท่ีไม่ผ่านและผ่านการทำให้ 
เชือบรสุทธขืินทัง 3 ครัง ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 

(ข) การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR จากการใช้ primer 122-2 และ 122-3 ของเช้ือ 
T. evansi isolate VPh03 ท่ีไม่ผ่านและผ่านการทำให้เช้ือบรสุทธ้ิฃ้ึนท้ัง 3 คร้ัง 
lane M1 : 1 Kb DNA ladder 
lane M2 : 100 bp DNA ladder 
lane N : น้ํากล่ันบริสุทธ้ิ 
lane 1 : VPh03
lane 2 : H2/10 (การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 1) 
lane 3 : H2.2/3 (การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 2) 
lane 4 : H2.2.1/3 (การผ่านเช้ือคร้ังท่ี 3)
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ตารางที่ 4.8 ผลการคำนวณค่า similarity coefficient ระหว่างเช้ือ T. e v a n s i  isolate VPh03 ท่ีไม่ 
ผ่านและผ่านการทำให้เช้ือบริลุทธช้ืนท้ัง 3 คร้ัง

ค่า similarity coefficient ระหว่างเชือทีผ่านการทำให้บริสุท"ธ้ิฃึน
VPh03 H2/10 H2.2/3 H2.2.1/3

VPh03 - - - -

H2/10 0.57 - - -
H2.2/3 1 0.57 _ _

H2.2.1/3 0.57 1 0.57
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