
บ ท ท ี่ 3

ร ะ เบ ีย บ ว ิจ ัย

แผนการทดลองแบ่งออกเป ็น 7 ข้อ ดังนี้
3.1 เชือ Trypanosoma evansi ทีใช้ในการ'ทดลอง
3.2 การเพ ิ่มจำนวนเชื้อในหนูทดลอง (m ice)

3 .3 การแยกเช ือด ้วยว ิธ ี A n ion -exchange  ch ro m ato g rap h y  (L anham  a n d  G odfrey, 
1976)

3.4 การสกัด DNA

3.5 การหาลำด ับเบสของ sm all subun it rRNA g e n e  ของเชือ
3.6 การหาความแตกต ่างของ m inisatellite DNA ด้วยวิธ ี PCR
3.7 การทำให้เช ื้อ iso late  VPh03 บรลุทธิ้ชื้น

3.1 เท่ีอ Trypanosoma evansi ที่ใช้ในการทดล'อง
เชื้อ T. evansi ที่ใช้ในการ'ทดลองมี'ทั้งหมด 5 iso la tes (ตารางท ี่ 3.1)

ต าร าง ที่ 3.1 ประวิต ิของเชื้อ T. evansi ที่ใช้ในการทดลอง

Isolate แหล่งท่ีมา host วันท่ีเก็บ สถานท่ีเก็บเท่ีอปัจจุบัน

Npl 8/2 ผ ่าน การโคลน จาก Vriej 
University of B ru sse ls  

ประเทศ Belgium

สุกร พ ฤศ จ ิกายน  

พ.ศ. 2 5 2 8
หน ่วยปรส ิตว ิทยา คณ ะส ิตวแพ ท ยศาส ตร ์ 
จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย

V P s จังหวัดนครปฐม สุกร ไม ่ทราบแน ่ช ัด หน ่วยปรส ิตว ิทยา คณ ะล ัต วแพ ท ยศ าส ตร ์ 
จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย

V P h03 ม้าซ ื่อ พระเดช จากห น ่วยม ้า 

ทรงประจำพระองค์ฯ  
กรุงเทพมหานคร

ม้า 16 ต ุลาคม  

พ.ศ. 2 5 4 6
หน ่วยปรส ิตว ิทยา คณ ะล ัต วแพ ท ยศ าส ตร ์ 
จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย

V P d03G กรุงเทพมหานคร สุนัข 2 4  ก ัน ยายน  
พ.ศ. 254 6

หน ่วยปรส ิตว ิทยา คณ ะล ัต วแพ ท ยศ าส ตร ์ 
จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย

V P d03R กรุงเทพมหานคร สุนัข 24  ก ัน ยายน  

พ.ศ. 254 6
หน ่วยปรส ิตว ิทยา คณ ะล ัต วแพ ท ยศ าส ตร ์ 
จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย
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3.2 ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น เช ื้อ ใน ห น ูท ด ล อ ง  (mice)
นำเช ือ T. evansi ท ีเก ็บ1ไว้ในดู้เย ือกแข็งท ี่อ ุณหภูม ิ -7 0  องศาเซลเซ ียส มาทำให ้ละลายบน 

ถาดนำแข ็งจนถ ึงอ ุณ หภ ูม ิห ้อง และฉีดเข ้าหน ูทดลองละอาด (m ice) ทางช ่องท ้อง![ร ิมาณ 0.1 
ม ิลล ิล ิตรต ่อหนู 1 ตัว หล ังจากน ันตรวจเล ือดจากปลายหางหน ูและน ับจำนวนเซ ีอท ุกว ันด ้วยว ิธ ี 

R apid  M atching M ethods (H erberts  an d  L um sden , 1976) เม ื่อเช ือในกระแสเลือดม ีปริมาณ 
108-109 try p an o so m es  / เล ือด 1 ม ิล ล ิลิตร จ ึงทำการเก ็บเล ือดจากห ัวใจหน ู โดยใช้ heparin  เป็น 
สารกันเล ือดแข็ง นำเล ือดไปทำการทดลองต่อไป และเล ือดส่วนที่เหลือจะทำการเก ็บใน 20%  

glycero l PSG  (p h o sp h a te  sa line  g lucose) ในอัตราส่วนดังนี้ เล ือดที่ม ีเช ื้อ 100 ไมโครลิตร ต่อ 
20%  glycero l PSG 200 ไมโครลิตร และเก็บในอุณหภูม ิ -7 0  องศาเซลเซ ียส

3.3 ก า ร แ ย ก เช ื้อ ด ้ว ย ว ิธ ี A nion-exchange ch rom atography  โด ยว ิธ ีข อ ง L anham  and  
G odfrey  (1976)

เตรียม PSG buffer โดยนำ s to ck  PS buffer ผสมกับนำกลั่นในอัตราส่วน 5:5 และเติม 
g lu c o se  ให้ใด้เป็น 1% g lu c o se  จากนั้นชั่ง DE52 DEAE cellu lose (W hatman®, USA) มา 1.2 
กรัม ละลายใน PSG buffer ท ี่เตรียมไว้ 10 ม ิลล ิล ิตร ปรับ pH ให ้เป ็นค ่า pH 8 .0  ด้วย 0.1 M 
NaOH วางทิ้งไว้ให ้ตกตะกอน จากนั้นเทส่วนใสทิ้งไป และเติม PSG buffer จนได้ปริมาตร 10 
ม ิลล ิล ิตร คนให้เข ้ากัน จากน ั้น เตร ียม colum n โดยใช้ p a s tu re  p ip e tte  หยด DE52 DEAE 
ce llu lo se  ที่ผสมกับ PSG buffer ลงใน syringe ขนาด 3 ม ิลล ิล ิตร ท ี่ใช ้สำลีอ ุดปลายท ่อไว้ รอให้ตก 
ตะกอนลงมาจนผิวหน ้าของตะกอนเรียบ จึงหยดเล ือดหนูท ี่ม ีเช ื้อ T. evansi ที,ผสมกับ PSG buffer 
(อ ัตราส ่วน 1:1) ปร ิมาณ  400  ไมโครลิตร และหยด PSG buffer ลงใน colum n จนกว่าเช ื้อจะถูก 
e lu te  ลงมาห มด โดยใช้หลอด p lastic  cen trifuge ขนาด 15 มิลลิลิตรรองรับ buffer ท่ี e lu te  ลงมา 
น ำเอา buffer ทีถูก e lu te  ลงมาไปปันเหวียงความเร ็ว 5 ,000  รอบ/นาที (rpm , round  p e r minute) 
เป ็น เวลา 10 นาที เพ ื่อให ้เช ื้อตกตะกอนลงมา เทส่วนใสทิ้ง เก ็บตะกอนมาละลายใน PSG buffer 
ใหม่จนได้ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เพื่อนำไปสกัด DNA ต่อไป

3.4 ก าร ส ก ัด  DNA
วิธ ีการสกัด DNA ด ัดแปลงมาจากวิธ ีของ Z hao  และคณ ะ (2001) ซ ึ่งม ีว ิธ ีการดังน ี้ นำเชื้อ 

T. evansi ท ีได ้จากการแยกเร ือด ้วยว ิธ ี A n ion -exchanged  ch ro m ato g rap h y  (Lanham  an d  
G odfrey , 1976) ตามวิธ ีข ้อ 3.3 มา 200 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิล ิตร เติม 
lysis buffer (660 mM EDTA และ 1.3%  AZ-Lauroylsarcosine) 60 ไมโครลิตร และ p ro te in ase  K 
(2 ม ิลล ิกร ัม/ม ิลล ิล ิตร) 3 ไมโครลิตร vortex ให ้เข ้าก ัน นำไปบ่ม (incubate) ท ี่อ ุณหภูม ิ
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65 องศาเซลเซ ียส ในอ่างควบคุมอ ุณหภ ูม ิ (w aterbath) นาน 2 ชั่วโมง จากน ั้น เต ิม CTAB buffer 
(cetryltrim ethylam m onium  brom ide) 350 ไมโครลิตร vortex ให ้เข ้าก ัน นำไปบ่มในอ่างควบคุม 
อ ุณ หภ ูม ิท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 60 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 1 ชั่วโมง ดูดเก็บส่วนที่เป ็นของเหลวใส่หลอดใหม่ 
จากน ํน เต ิม  phenol: chloroform : isoam ylalcohol (25:24:1) 400  ไมโครลิตร vortex  ให ้เข ้าก ัน นำ 
ไปป ันเหวี่ยงความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 10 นาที และดูดเก็บสารละลายส่วนบนใส่หลอด 
ใหม่ จากน ั้นทำการตกตะกอน DNA โดยเติม 4M NaCI 40  ไมโครลิตร และ ab so lu te  e thanol ท่ี 
เย ็นจ ัด 1 ม ิลล ิล ิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ -2 0  องศาเซลเซ ียส ทิ้งไว้ 30 นาทีหรือข ้ามคืน หลังจากนั้นนำไป 
ป ันเหวี่ยงท ีความเร ็ว 13,500 รอบ/นาที นาน 30 นาที เหลือส่วนที่เป ็นตะกอนอยู่ก ้นหลอด เติม 
70%  ethano l 1 ม ิลล ิล ิตร และนำไปปันเหวี่ยงท ี่ความเร็ว 13 ,500 รอบ/นาที นาน 30 นาที เทส่วน 
ใสทิ้ง เหลือส่วนที่เป ็นตะกอนอยู่ก ้นหลอด และเต ิม 70%  ethanol 1 ม ิลล ิล ิตร และปันเหวี่ยงอีกครั้ง 
จากนั้นวางทิ้งไวให้ตะกอนแห้ง และละลายตะกอน DNA ด้วยน ั้ากลั่นปริส ุทธิ้ 200 ไมโครลิตร และ 
เก ็บสารละลาย DNA ไว้ท ี่อ ุณหภูม ิ -2 0  องศาเซลเซ ียส จนกว ่าจะนำมาใช ้

3.5 การหาลำดับเบสของ small subunit rRNA gene ของเสัอ
3.5.1 การเพิ่มสารพันรุกรรมบริเวณ small subunit rRNA gene ด้วยวิธี PCR

การออกแบบ prim er ครอบคลุมทั้งหมด 3 ตำแหน่ง ด้งนี้ ตำแหน่งที่ 1 ค ือต ั้งแต ่ลำด ับ 
เบสที' 2181-2251 ของ 18s rRNA g e n e  ตำแหน่งที่ 2 คือส่วนที่เป็น ITS1 region ทั้งหมดตั้งแต่ 
ลำด ับเบสท ี่ 1-337 และตำแหน่งที่ 3 ค ือต ั้งแต ่ลำด ับเบสท ี่ 1-100 ของ 5.8 ร rRNA g e n e  โดย 
ออกแบบจากข ้อม ูล DNA s e q u e n c e  ของ T. evansi จาก G enB ank  (a c c e ss io n  num b er 
U 75507) จะทำให ้ใด ้ผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR ท ี่ม ีความยาวป ระมาณ  510 คู่เบส ดังรูปที่ 3.1

นำ DNA ของเช ื้อแต่ละ isolate ท ี่สกัดได้จากข้อ 3.4 (การสกัด DNA) ปร ิมาณ  5 
ไมโครลิตรมาทำปฏิก ิร ิยา PCR โดย 1 ปฏ ิก ิร ิยา PCR ประกอบด้วย Ixbuffer MgCI2 1.5 ทาM 
dN TP mix (E ppendorf, G erm any) 0.2 กาM forw ard prim er (5' GAT ATT GCT TCA ATA 
GAG GAA 3 ’) 0 .2  |J.M rev e rse  prim er (5’ AAA GAT TGG GCA ATG AAA TGA 3') 0 .2  (J. 
M และ Platinum ® Tag DNA P olym erase  High Fidelity (Invitrogen, USA) 5 unit และเต ิม 
นํ้ากลั่นบริล ุทธี้จนได้ปร็มาตร 50 ไมโครลิตร นำปฏ ิก ิร ิยาท ังหมดไปเข ้าเครื่อง therm al cycler 
(PCR Sprint, Therm oH ybaid) ซ ึ่งต ั้งโปรแกรมควบคุมอุณหภูม ิด ังน ี้ initial PCR activation 
94 องศาเซลเซ ียส 5 นาที ตามด ้วย d én a tu ra tio n  s te p  94 องศาเซลเซ ียส 30 วินาที 
an n ea lin g  s te p  41 องศาเซลเซ ียส 30 ว ินาท ี ex ten sio n  s te p  72 องศาเซลเซ ียส 45  ว ินาที 
ทั้งหมด 35 รอบ และ final ex tension  72 องศาเซลเซ ียส 5 นาที
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3.5.2 การวิเคราะหผล ิต ภณฑ PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis
ผสมผล ิตภ ัณ ฑ ์ PCR 10 ไมโครลิตร กับ loading dye 2 ไมโครลิตร และใช้ m arker เป็น 

100 b a s e  pair DNA la d d e r (SibEnzym e, USA) 2 ไมโครลิตร ผสมกับ loading d y e  2 
ไมโครลิตร หยอดลงในหลุม (well) ของ 2% a g a ro s e  gel ท ีแช่อยู่ใน c h a m b e r  ทีมี 1xTAE ใช้ 
กระแสไฟฟ้า 400 แอมแปร์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที เสร็จแล้วนำ gel มาตรวจสอบผลิต 
ก ัณ ฑ ์ PCR ภายใต ้แลง uv (ultraviolet) และถ่ายรูปเก็บไว้

3.5.3 การทำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธ
การทำให ้ผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR ปริล ุทธ ิ้โดยใช ้ QIAquick® PCR purification kit (QIAGEN®, 

USA) ทำตามข ั้นตอนด ังน ี้ โดยเต ิม PB buffer เป ็นปริมาณ 5 เท ่าของผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR 
(ผ ล ิต ก ัณ ฑ ์ PCR 40 ไมโครลิตร ดังนั้นเติม PB buffer 200 ไมโครลิตร) จากน ั้น ย ้ายส ารละลาย 
ใส่ลงใน colum n นำไปป่นเหวี่ยงที'ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 1 นาที เทสารละลาย 
ทิ้ง เต ิม PE 750 ไมโครลิตร ลงใน colum n ป ่นเหวี่ยงท ี่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เทสาร 
ละลายท ิ้ง  ย ้าย  colum n มาใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหม่ และเติม EB 4 0 ไมโครลิตร (ตาม 
ปร ิมาตรของผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR เด ิม) ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที ก่อนนำไปป่นเหวี่ยง 13 ,000 รอบ/นาที จะ 
ได ้ผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR ปริสุ'ท ธ ิ้40 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อ ุณหภูมิ -2 0  องศาเซลเซ ียส

3.5.4 การโคลน (clone) ผลิตภัณฑ์ PCR ในพลาสมิด (plasmid)
3.5.4.1 การ ligate ผ ล ิตก ัณ ฑ ์ PCR

ทำการ ligate ผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR ส่ pGEM®-T E asy V ector S ystem  I (P rom ega, 
USA) โดยปฏ ิก ิร ิยา ligation ประกอบด้วย IxR ap id  ligation buffer, T4 DNA L igase 5 
ไมโครลิตร pGEM®-T E asy  V ector 50 นาโนกรัม ผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR ปริส ุทธิ้ 3 ไมโครลิตร 
และ T4 DNA L igese  3 W eiss units ต ั้งท ิ้งไว้ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจาก 
นั้นนำไปไว้ที่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเซ ียส 24 ชั่วโมง

3 .5 .4 .2  ขันตอน Transform ation
เตรียม Bacto® LB a g a r  ที่ผสม Ampicillin 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สำหรับทำ 

transform ation  โดยนำ IPTG (Isopropyl-P -D -T hiogalactopyranoside) 0.1 M ปร ิมาณ  
100 ไมโครลิตร และ X-gal (5-B rom o-4-C hloro-lndolyl-P-D -G alactopyranoside) 50 
ม ิลล ิกร ัม/ม ิลล ิล ิตร ป ร ิมาณ  20 ไมโครลิตรทำไห้กระจายตัวบน Bacto® LB a g a r  และทิง 
ไว้ 30 นาทีให้แห้ง ก่อนนำไปใช้
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นำ ECOS  101 1-m inute co m p e ten t cells (ECOS™ 1 Taiwan) 100 ไมโครลิตร 
มาทำให ้ละลายในน ํ้าแข ็ง เต ิมปฏิก ิร ิยา ligation 10 ไมโครลิตร เขย ่าให้เข ้าก ัน นำไปบ่มที่ 
อ ุณหภูม ิ 42 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 45  ว ินาท ี และแซ่น ํ้าแข็งท ันทีเป ็นเวลา 2 นาที นำ 
เซลล์ท ี่ได ้ทำให ้กระจายตัวบน Bacto® LB a g a r  ท ี่เตรียมไว้แล้ว นำไปบ่มที่อ ุณหภูม ิ 37 
องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

3 .5 .4 .3  การสก ัดพลาสม ิดจาก Escherichia coli
เลือกโคโลนีสีขาวที่ขึ้นบน Bacto® LB a g a r  ไปเพาะเล ี้ยงต ่อใน Bacto® LB 

a g a r  ที่ผสม Ampicillin 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส 
เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

จากน ั้น เล ือกโคโลน ีเด ี่ยวมาเพาะเล ี้ยงต ่อใน Bacto® LB broth ที่ผสม 
Ampicillin 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นำ,ไปบ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 24 
ชั่วโมง

นำ Bacto® LB broth ที่มี E. coli มาสก ัดพลาสม ิดด ้วยช ุดสก ัด QIAprep® 
M iniprep Kit (QIAGEN®, USA) โดยนำ Bacto® LB broth  ทีมี E. coli ใส่ลงในหลอด 
ทดลองขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร นำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 5 นาที 
นำตะกอนที่ได ้มาเต ิม buffer P1 250 ไมโครลิตร และ buffer P2 250  ไมโครลิตร ผสมให้ 
เข ้าก ันโดยการกลับหลอดไปมา 4-6 ครั้ง เต ิม buffer N3 350  ไมโครลิตร และกลับหลอด 
ไปมา 4-6 ครั้ง นำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 10 นาที จากน ั้นด ูด 
ส่วนใสใส่ลงใน colum n และนำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 1 นาที 
เทส่วนใสทิ้ง เติม buffer PB 500 ไมโครลิตร นำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว 13,000 รอบ/นาที 
เป ็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม buffer PE 750 ไมโครลิตร นำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว
13.000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง และนำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป ็นเวลา 1 นาทีอ ีกครั้ง จากน ั้น ย ้าย  colum n ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 
มิลลิลิตรใหม่ เติม buffer EB 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที แล้วนำไปป่นเหวี่ยงความเร็ว
13 .000 รอบ/นาที เป ็นเวลา 1 นาที จะได ้พลาสม ิดปร ิมาณ 50 ไมโครลิตร เก ็บพลาลมิดท ี่
สก ัดได ้ไว ้ท ี่อ ุณหภูม ิ- 2 0  องศาเซลเซ ียส ' -

3 .5 .4 .4  การตรวจสอบ recom binan t พลาสมิด
นำพลาลม ิดท ี่ลก ัดได ้มา 5 ไมโครลิตร มาต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะ (restriction 

enzym e) EcoR I ปฏ ิก ิร ิยาประกอบด้วย IX buffer H และเอนไซม์ EcoR I (P rom ega,
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USA) 5 unit และเติมนั้ากลั่นบริส ุทธึ๋จนได้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร นำปฏิก ิร ิยาไปบ่มที่ 
อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 1 ชั่วโมง

จากน ั้นนำปฏ ิก ิร ิยาการต ัดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะมาตรวจลอบขนาดของ DNA ท่ี 
ต ัดได้ด ้วยวิธ ี a g a ro se  e lec tro p h o res is  โดยนำปฏิก ิร ิยาท ังหมด 10 ไมโครลิตร มาผสม 
กับ load ing  d y e  2 ไมโครลิตร ใช้ m arker ขนาด 1 kb DNA lad d e r (S ibEnzym e, USA) 
ผสมกับ loading dye  2 ไมโครลิตร หยอดลงในหลุมของ 1% a g a ro se  gel ที่แช่อยู่ใน 1X 
TAE buffer ใช้กระแสไฟฟ้า 400  แอมแปร์ 100 โวลต์ 45 นาที หลังจากนั้นจึงนำไปตรวจ 
สอบผลการต ัดพลาสม ิดด ้วยเอนไซม ์ต ัดจำเพาะภายใต ้แสง UV และถ่ายรูปเก ็บไว้

3 .5 .4 .5  การส่งตรวจหาลำต ับเบสของ sm all subunit rRNA g e n e
เม ื่อตรวจสอบแล้วว่า recom binan t พลาสมิด มี DNA ท ี่ต ้องการ insert อยู่ จึงทำ 

การส ่งตรวจหาลำต ับเบสที่หน ่วยบริการช ีวภาพ (B ioservice Unit, BSU)
ศูนย์พ ันธุว ิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ สำน ักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
แห่งชาติ

3 .5 .4 .6  การวิเคราะห์ข้อมูลลำตับเบส
เม ื่อได ้ข ้อม ูลลำต ับเบสของเชื้อแต่ละ isolate มาแล ้วจะน ำม าท ำการ alignm ent 

ด้วยโปรแกรม ClustalW  (w w w .ebi.ac.uk /clustalw ) และน ำมาค ืกษา phylogenetic  
re la tionsh ip  โดยใช้โปรแกรม MEGA3 ด้วยวิธ ี N eighbor-Joining กำหนด b o o ts trap
1 ,000  rep lica te s

3.6 การหาความแตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR
ปฏ ิก ิร ิยา PCR ที่ทำการทดลองได้ทดลองใช้ prim er 2 คู่ ได้แก่ NV4 และ NV5 และ 122-2 

และ 122-3 เพ ื่อทดสอบหา prim er ค ู่ท ี่แสดงความแตกต่างของ m inisatellite DNA ได้
Prim er NV5 (5’ GAT TGG GTA ACG CCT TCC ACT 3') เป็น forw ard prim er และ 

NV4 (5 ’ TAA CCA TGA AAC ATG GGC CAT 3 ’) เป็น rev e rse  prim er โดย prim er คู่นีมี 
ล ักษ ณ ะเป ็น  inverted  prim ers เพื่อให้ได้ PCR p ro d u c t ในส่วนที่อยู่ระหว่าง m inisatellite และ 
prim er อีกหนึ่งค ู่ค ือ prim er 122-3 (5’ GCG CCT 3 ’) เป็น forward prim er และ 122-2 (5’ TAA 
CAC ACC A 3') เป็น rev e rse  prim er โดย prim er ทั้ง 2 คู่ ท ี่กล ่าวมาช ้างด ้น  (NV4, NV5 และ 
122-2, 122-3) ออกแบบมาจาก DNA ตรวจสอบ (DNA probe) pTec.21 ท ีม ีขนาด 122 คู่เบส

http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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ของ T. evansi ท ี่รายงานไว้โดย Viseshakul (1989) และได้แสดงการเข ้าเกาะของ prim er บน 
DNA tem p la te  ดังรูปที 3.2

3.6.1 ปฏิก ิร ิยา PCR โดยใช้ primer NV4 และ NV5
นำสารละลาย DNA ของเชื้อ T. evansi isolate ต่างๆที,ได ้จากการสกัด DNA (ข้อ 3.4) 

มา 2 .5  ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏ ิก ิร ิยา PCR ซ่ึง 1 ปฏ ิก ิร ิยา PCR ประกอบด้วย 1X buffer MgCI2 
1 mM dNTP mix 0.2 mM prim er NV4 และ NV5 อย ่างละ 0.4 pM และ Taq DNA 
p o ly m era se  (Invitrogen, USA) 2.5 unit และเต ิมน ํ้ากลั่นบริล ุทธิ้จนได้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
น ำปฏ ิก ิร ิยา PCR ท ั้งหมดเข ้าเครื่อง therm al cy c le r ซ ึ่งต้ังโปรแกรมควบคุมอุณหภูม ิด ังน ี้ initial 
PCR activation 94 องต่าเซลเซ ียส 5 นาที ตามด ้วย dénatu ra tion  s te p  94 องศาเซลเซ ียส 
1 นาที annea ling  s te p  4 5 องศาเซ ลเซ ียส 45 ว ินาท ี ex tension  s te p  7 2 องศาเซลเซ ียส
1 นาท ี ทั้งหมด 35 รอบ และ final ex tension  72 องศาเซลเซ ียส 10 นาที

3.6.2 ปฏิก ิร ิยา PCR โดย'ใช้ primer 122-2 และ 122-3
นำสารละลาย DNA ของเชื้อ T. evansi isolate ต ่างๆที่ได ้จากการสกัด DNA (ข้อ 3.4) 

ม า2 .5  ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏ ิก ิร ิยา PCR ซ่ึง 1 ปฏ ิก ิร ิยา PCR ประกอบด้วย 1X buffer MgCI2
2 mM dNTP mix 0.2 mM prim er 122-2 และ 122-3 อย ่างละ 1 pM และ Taq DNA 

p o ly m era se  2.5 unit และเติมน้ํากล่ันปริลุทธิ้จนได้ 25 ไมโครลิตร นำปฏิกิริยา PCR เข้าเคร่ือง 
therm al cy c le r ซ ึ่ง ต้ังโปรแกรมควบคุมอุณหภูม ิไว้ด ังนี้ initial PCR activation  94
องต ่าเซลเซ ียส 5 นาที ตามด ้วย dénatu ra tion  s te p  94 องศาเซลเซ ียส 45  ว ินาท ี annealing  
s te p  37 องศาเซลเซ ียส 30 ว ินาท ี ex tension  s te p  72 องศาเซลเซ ียส 1 นาที ทั้งหมด 30 รอบ 
และ final ex tension  72 องศาเซลเซ ียส 10 นาที

3.6.3 การวิเคราะห์ผลิตภ้ณฑ์ PCR ด้วยวิธึ agarose gel electrophoresis
น ำผ ล ิต ก ัณ ฑ ์ PCR มาว ิเคราะห ์ด ้วยว ิธ ี a g a ro se  gel e le c tro p h o re s is  โดยใช้ 2% 

a g a ro s e  ผสม ethidium  brom ide 2 ไมโครกรัม ทีแช่อยู่ใน 1X TAE ใช้ m arker เป็น 100 b a s e  
pair DNA la d d e r 2 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye  2 ไมโครลิตร และผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR 10 
ไมโครลิตร ผสมกับ loading d y e  2 ไมโครลิตร โดยใช้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ เป ็นเวลา 70 นาที 
หลังจากนั้นนำ gel ท ี่ได ้มาตรวจลอบผล ิตก ัณ ฑ ์ PCR ภายใต ้แสง UV และถ่ายรูปเก ็บไว้
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3.6.4 การคำนวณค่า Similarity coefficient โดยวิธีของ Nei and ม (1979)
นำรูป gel ท ี่ได ้มานับจำนวนแถบของชิ้นส่วนของ DNA แต่ละ iso la te  ม าค ำน วณ ค ่า 

similarity coefficient (Nei a n d  Li, 1979) ช ึ่งม ีส ูตรการคำนวณดังน ี้

F = 2nxy/(n x+ny)
ทxหรือ ทy คือ จำนวนแถบของช ิ้น ส่วนของ DNA ของ isolate  X หรือy 
ทxy คือ จำนวนแถบของช ิ้น ส่วนของ DNA ท ี่ม ีฃ นาดเท ่าก ันท ั้ง iso late  X และ y 
น ำค ่า similarity coefficient ท ีคำนวณได ้ มาว ิเคราะห ์ความเหม ือนและความแตกต ่างก ัน  

ระหว่างแต ่ละ isolate

NontM nsoibed

PCR
i }
-------J 510ดู่เบส

ร ูปท ี่ 3.1 การเพ ิ่มสารพ ันธุกรรมบริเวณ sm all subun it rRNA g e n e  (ด ัดแปลงจาก C ooper,
2000): ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ PCR ม ีขนาดประมาณ 510 คู่เบส ซ ึ่งครอบคลุมส่วนปลายของ 18S 
rRNA g e n e  ITS1 และส่วนต้นของ 5 .8S  rRNA g e n e

5’
DNA ขนาด 122 ค่เบส

^  NV4 122-3 1 I NV5
[ = = ] — ►  122-2 - CHZ

3’

รูปที่ 3.2 ตำแหน่งของ primer ที่เข้าเกาะบริเวณ minisatellite pïec21 ท่ีมืฃนาด 122 คู่เบส
(V iseshakul, 1989
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3.7 ก าร ท ำให ้เข ึ้อ  iso late  V Ph03 บร ิส ุทธ ีข ึ้น
การทำ'ให้เชือ iso late  VPh03 บริสุทธี้ฃึน ทำโดยการฉ ีดเล ือดท ี่คาดว ่าม ีเช ื้อ  1

try p an o so m e  เข ้าส ่หนูทดลองสะอาดที่ถ ูกกดภูม ิค ุ้มก ันไว้แล ้ว โดยเมื่อตรวจพบเชื้อในหนูทดลอง 
แล ้วก ็จะทำการเก ็บเล ือดและผ ่านเช ื้อด ้วยว ิธ ีเด ียวก ันต ่อไป ซึ่งการทำให้เช ื้อบริส ุทธชื้นนี้จะทำการ 
ผ ่านเช ื้อท ั้งหมด 3 ครั้ง (รูปที่ 3.1) เล ือดจากหนูท ี่ม ีเช ื้อถ ูกแบ ่งออกเป ็น 3 ส่วน คือ ส่วนที่ 1 นำมา 
เจ ือจางด ้วย PBS (p h o sp h a te  buffer saline) จนได้เชือ 1 try p an o so m e หรือที่เร ียกว่า limiting 
dilution และฉีดเข ้าหน ูทดลองท ี่ถ ูกกดภูม ิค ุ้มก ันในการผ่านเช ื้อ เลือดส่วนที่ 2 นำมาทำการแยกเช ื้อ  
ด ้วยวิธ ี A n io n -ex ch an g e  ch ro m ato g rap h y  และ สกัด DNA (ตามข้อ 3.3 และ 3.4 ตามลำด ับ) 
และเลือดส่วนที่ 3 แบ่งเก็บใน 20%  glycerol PSG เก ็บท ี่อ ุณหภูม ิ -7 0  องศาเซลเซ ียส

การเตรียมหนูทดลองละอาดก่อนโคลนเซ ือ โดยนำหนูทดลองมาชั่งน ํ้าหนัก นำนํ้าหนักหนู 
ม าค ำน วณ ป ร ิม าณ ยา cy c lo p h o sp h am id e  (Sigm a, USA) ที่ใข้ฉีดต่อหนู 1 ตัว เพื่อใช้กด 
ภ ูม ิค ุ้มก ัน  ซ ึงใช ้ยาในปริมาณ 200 มิลลิกรัม / นำหนักตัว 1 กิโลกรัม และต ้องทำก ่ารฉ ีดยาก ่อนการ 
ฉ ีดเช ื้อ เป ็น เวลา 24-72 ชั่วโมง (Smith et al., 1982)

การทำให้เช ื้อปริส ุทธชื้นจะทำการผ่านเชื้อ 3 ครั้ง (รูปที่ 3.1) การผ ่านเช ื้อคร ั้งท ี่1 ทำโดยนำ 
เอาเซ ือ T. evansi isolate VPh03 ที่เก ็บไว้ท ี่อ ุณหภูม ิ -7 0  องศาเซลเซ ียส มาทำให ้ละลายและฉ ีด 
เข ้าหน ูทดลองละอาดทางช ่องท ้อง ตรวจเล ือดจากปลายหางหน ูและประมาณจำนวนเช ื้อด ้วยว ิธ ี
R ap id  M atching M ethod จนเช ื้อม ีปร ิมาณ  109 try p an o so m es / เลือด 1 ม ิลล ิล ิตร จ ึง เจาะเล ือด 
จากห ัวใจ และเจ ือจางเล ือดท ี่ม ีเช ื้อด ้วย PBS จนเช ื้อม ีปร ิมาณ  1 try p an o so m e  แล้วฉีดเข้าหนู 
ทดลองสะอาดที,ถ ูกฉ ีดกดภูม ิค ุ้มก ันไว้แล ้วเป ็นจำนวน 10 ตัว ตรวจเล ือดหน ูจากปลายหางท ุก 2 วัน 
เม ื่อพบว ่าเช ื้อม ีปร ิมาณ  109 t r y p a n o s o m e s / เล ือด 1 ม ิลล ิล ิตรจ ึงทำการเก ็บ เล ือดจากห ัวใจ

เล ือดหนูท ี่ม ีเช ื้อจากการผ่านเช ื้อครั้งท ี่ 1 ถ ูกนำมาผ ่านเช ื้อครั้งท ี่ 2 โดยน ำเล ือดมาเจ ือจาง 
ด้วย PBS จนเช ื้อม ีปร ิมาณ  1 try p an o so m e แล้วฉีดเข ้าหน ูทดลองสะอาดที่ถ ูกฉ ีดกดภูม ิค ุ้มกันไว้ 
แล ้วเป ็นจำนวน 3 ตัว ตรวจเล ือดหน ูจากปลายหางท ุก 2 วัน เม ื่อพบว ่าเช ื้อม ีปร ิมาณ  109 
try p a n o so m e s  / เล ือด 1 ม ิลล ิล ิตร จ ึงทำการเก ็บเล ือดจากห ัวใจ

เล ือดหนูท ี่ม ีเช ื้อจากการผ่านเช ื้อครั้งท ี่ 2 ถ ูกนำมาผ ่านเช ื้อครั้งท ี่ 3 โดยน ำเล ือดมาเจ ือจาง 
ด้วย PBS จนเช ื้อม ีปร ิมาณ  1 try p an o so m e แล้วฉีดเข ้าหน ูทดลองสะอาดที่ถ ูกฉ ีดกดภูม ิค ุ้มก ันไว้ 
แล ้วเป ็นจำนวน 3 ตัว ตรวจเล ือดหน ูจากปลายหางท ุก 2 วัน .เม ื่อพบว ่าเช ื้อม ีปร ิมาณ  109 
try p a n o so m e s  / เล ือด 1 ม ิลล ิล ิตร จ ึงทำการเก ็บเล ือดจากห ัวใจ

การทดลองในกลุ่มควบคุม โดยฉ ีดเซ ือท ี่คาดว่าม ีปร ิมาณเช ื้อ 1 try p an o so m e  ในหนู 
ทดลอง 5 ต ัวท ี่ไม ่ได ้ทำการฉ ีดยากดภูม ิค ุ้มก ันไว้ก ่อน ทำการตรวจเล ือดจากปลายหางหน ูท ุก 2 วัน 
เป ็นเวลา 20 วัน เม ื่อพบว่าเช ื้อม ี'ปริมาณ 109 try p an o so m es / เลือด 1 ม ิลล ิล ิตร จ ึงทำการเก ็บ
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เล ือดจากห ัวใจ เล ือดจากหนูท ี่ม ีเช ื้อถ ูกแบ ่งออกเป ็น 2 ส่วน คือ เลือดส่วนที, 1 นำมาสก ัด DNA 
(ตามข ้อ 3.4) และเลือดส่วนที่ 2 แบ่งเก็บใน 20%  glycerol PSG เก ็บท ี่อ ุณหภูม ิ -7 0  องศา 
เซลเซียส

สารละลาย DNA ของเชื้อที่ผ ่านการทำให้เชื้อบรืส ุทธิ,ช ื้นน ี้จะนำมาหาลำด ับเบสของ sm all 
su b u n it rRNA g e n e  ตามวิธ ีข ้อ 3 .6  เพ ื่อเปรียบเท ียบลำดับเบสที่ได ้ระหว่างเช ื้อท ี่ไม ่ผ ่าน (isolate 
VPh03) และผ่านการทำให้บริลุทธิ,ช ื้นว ่าม ิความแตกต่างกันหรือไม่ และหาความแตกต่างของ
m inisatellite DNA ด้วยวิธ ี PCR ตามวิธ ีข ้อ 3.7 เพ ื่อฟ ร ียบ เท ียบ  DNA fingerprinting profile ว่าม ิ 
ความแตกต ่างระหว่างเช ื้อท ี่ไม ่ผ ่าน (isolate VPh03) และผ่านการทำให้บรีลุทธิ,ชื้นหรือไม่

การผ่านเชื้อคร้ังท่ี 1 การผ่านเชื้อคร้ังท่ี 2 การผ่านเชื้อครั้งที่ 3

VPh03

O
๐
O
O
O
O
O
O

ร ูปท ี่ 3 .3  การทำให้เช ื้อ iso late  VPh03 บรืลุทธิ,ช ื้น : ( 3 )  คือหนูทดลองที่ตรวจไม่พบเชื้อในกระแส 
เล ือด แ ล ะ ^ ^  คือหนูทดลองที่ตรวจพบเชื้อในกระแลเลือด จาก น ำผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ PCR ท่ี 
ตำแหน่ง 18S rRNA g e n e , ITS1 และ 5 .8S  rRNA g e n e  และถ ูกนำเข ้าส ่พลาลม ิด ทำ 
ก ารด ัด เล ือ ก พ ล าล ม ิด ม า3 พลาลม ิดเพ ื่อตรวจหาลำด ับ เบสต ่อไป
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