
การวิเคราะห ์ความหลากหลายทางพ ันธุกรรมของเช ื้อ Trypanosoma evansi 
ด้วยวิธ ีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส

นางสาวศ ุภร ินท? จิรลุฃประเสริฐ

ว ิทยาน ิพนธ ์น ีเป ็นส ่วนหน ึ่งของการศ ึกษาตามหล ักส ูตรปริญญาวิทยาคาสตรมหาบ ัณ ฑ ิต 
สาขาว ิชาพ ยาธ ิช ีวว ิทยาทางล ัตวแพ ทย์ ภาคว ิชาพ ยาธ ิว ิท ยา 

คณ ะส ัตวแพทยศาสตร์ จ ุฬ าลงกรณ ์มห าว ิทยาล ัย 
ป ีการศ ึกษา 2548 

ISBN 974-17-6039-6  
ลิฃสิทธี้ฃอง'จุฬาลงกรณ์มหา'วิทยาลัย

I'วิ0 4  6 e?



THE ANALYSIS OF GENETIC VARIATIONS OF Trypanosoma evansi 
BY POLYMERASE CHAIN REACTION

M iss S upparin  J ira su k p rase rt

A th esis  S ubm itted  in Partial Fulfillment of the R equ irem en ts 
for th e  D eg ree  of M aster of S c ien ce  Program  in V eterinary P athob io logy  

D epartm ent of V eterinary Pathology.
Faculty of Veterinary S c ien ce  

C hulalongkorn University 
A cadem ic Y ear 2005
ISBN 974-17-6039-6



หัวข้อวิทยานิพนธ์ 

โดย
อาจารย์ที่ปรึกษา 
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม

การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ 
Trypanosoma evansi ด้วยวิธีปฏิกริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 
นางสาวศุภรินทร์ จิรสุขประเสริฐ 
สัตวแพทย์หญิง ดร.นารึรัตน์ วิเศษกุล 
รองศาสตราจารย์ดร.โกสุม จันทร์ศ๊ริ

คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ 
เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต

คณบดีคณะสัตวแพทยศาสตร์ 
(ศาส^า'จารย ์น ายส ัตวแพทย ์ ดร.ณรงค์ศึกดิ้ ชัยบุตร)

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์

ประธานกรรมการ
(รองศาสตราจารย์สัตวแพทย์หญิง ดร.อัจฉ่ริยา ไศละสูต)

..............ห ัร ึ.ร ึณ ์ร ึ........ร?รึร.:รึ:............. อาจารย์ที่ปรึกษา
(สัตวแพทย์หญิง ดร.นารึรัตน์ วิเศษกุล)

............... /
(รองศาสตราจารย์ดร.โกสุม จันทร์ศิริ)

อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม

พ _______ 1\
(' ร ึ...........................................  กรรมการ

(ผู้ช ่วยศาสตราจารย์ส ัตวแพทย์หญิง ดร.มีนา สารึกะภูติ)



ศุภรินทร์ จิรสุขประเสริฐ : การวิเคราะห ์ความหลากหลายทางพ ันธุกรรมของเช ือ 
Trypanosoma evansi ด้วยวิธ ีปฏิก ิร ิยาลูกโซ่โพลีเมอเรส. (THE ANALYSIS OF 
GENETIC VARIATIONS OF Trypanosoma evansi BY POLYMERASE CHAIN 
REACTION). อ. ท ี่ปรึกษา: ลพ.ญ . ดร.นารีรัตน์ ว ิเศษก ุล , อ.ท ี่ปรึกษาร่วม:
รศ. ดร.โกสุม จันทร์ศร. 7 5 หน้า. ISBN 974-17-6039-6

โรคเชอราเก ิด 'จากเช ื้อTrypanosoma evansi ซึ่งเป็นโปรโตซัวที่เป็นปรสิตในสัตว์เลี้ยงลูก 
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ว ัตถ ุประสงค ์เพ ื่อพ ัฒ นาว ิธ ีการในการจำแนกความหลากหลายภายในชน ิดของเช ื้อ  T. evansi ด้วย 
สารพันธุกรรม ในขั้นตอนแรกคือการหาลำดับเบสขนาด 511 คู่เบส ในส่วนของ ITS1 และนำมา 
ว ิเค ราะห ์ phy lo g en e tic  เปรียบเท ียบก ับข ้อม ูลลำด ับเบสของเช ื้อ T. evansi ใน G enB ank  ทำให้ 
ลามารถแยกกล ุ่มของเช ื้อท ี่ทำการศ ึกษาออกได ้เป ็น  5 กลุ่ม ต ่อมาเป ็นการพ ัฒ นาว ิธ ี Amplification 
F rag m en t Length Polym orphism  (AFLP) โดยใช้ prim er 122-2/122-3 พบว่าสามารถแสดงถ ึง 
ความหลากหลายทางพ ันธุกรรมในรูปแบบของแถบ DNA ท ี่เก ิดข ึ้นจากการว ิเคราะห ์ผลด ้วย
a g a ro s e  gel e lec tro p h o re s is  และส ุดท ้าย ได้'นำเอาเซือ T. evansi VPh03 ซ ึงเป ็น เช ีอจากม ้า มา 
ทำ'ให้บริสุทธึ๋ชื้'น'โดยการผ่านเชื้อสู่หนู'ทดลอง 3 ครั้ง นำเช ื้อท ี่ผ ่านการทำให ้บริส ุทธ ึ๋ช ื้นมาทำการ 
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Surra in an im als is a  resu lt of infection by  the  p ro tozoan  Trypanosoma evansi1 a 
haem o flag e lla ted  p a ras ite . The d is e a s e  show s c o n s id e ra b le  diversity of clinical s ig n s  
from a  mild chron ic  infection in d o g s  or sw ine to the fatally a c u te  d is e a s e  in h o rses . เท 
this study , w e genetica lly  c h a ra c te r iz e d  four iso la tes an d  o n e  c lo n ed  T. evansi in 
Thailand by th ree  m o lecu lar a p p ro a c h e s . Aims a re  to d ev e lo p  the  m ethod  of g en e tic  
identification of T. evansi u sing  V Ph03 w hich w as iso lated  from the  in fec ted  horse . Firstly, 
the 511 b p  s e q u e n c e s  of the  ITS1 region have b e e n  an a ly zed  phylogenetically  
c o m p a re d  to th e  T. evansi s e q u e n c e s  re trieved  from G enB ank d a ta b a s e .  R esults 
sh o w ed  tha t th e  Thai iso la tes  w ere  c lu s te re d  into a  g ro u p  of a t leas t five g en o ty p es . 
S econd ly , th e  m ethod  of A m plification F ragm en t Length Polym orphism s (AFLP) w as 
d ev e lo p ed . U sing prim er 122-2/122 in th e  AFLP reaction  w as ab le  to d e te c t  the  g en e tic  
variations show ing a  b a n d in g  p a tte rn  on  th e  a g a ro s e  gel e lec tro p h o res is . Lastly,
T. evansi p a ra s ite s  from VPh03 w a s  c lo n ed  a n d  su b se q u e n tly  p a s s e d  onto m ice up to 
th ree  p a s s a g e s .  By all m e a n s , c lo n e d  VPh03 co m p rised  at leas t four g e n o ty p e s , f, g, j 
an d  k, an a ly zed  by th e  ITS1 reg ion . H ow ever, there  a re  only two AFLP fingerprint 
p a tte rn s  d e te c te d . By using  all m e th o d s  a n d  although  th e re  w ere  no corre la tions 
b e tw een  ITS1 s e q u e n c e s  a n d  th e  AFLP pattern , our conclusion  is that VPh03 is a  mixture 
of at le a s t four T. evansi p opu la tions. M oreover, g e n o ty p e  f is the  m ajor population  
am o n g  Thai iso lates.
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