
บทที่ 5

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ

5.1 ส ร ุป ผ ล ก าร ว ิจ ัย
จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ T. e v a n s i  สามารถสรุปผลการ 

ทดลองได้ดังน้ี

1. การหาลำดับเบสของ small subunit rRNA gene ของเชือ T. e v a n s i  พบว่ามีการ 
เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดํในส่วนของ ITS1 และพบว่าเช้ือ isolate ท่ีทำการศึกษาท้ังหมด 5 
isolates สามารถแยกออกเป็น genotype ถึง 7 genotypes ทำให้สรุปได้ว่า Npl 8/2 เป็นเซือทีเลีย 
คุณสมปติของเช้ือท่ีผ่านการโคลน เน่ืองจากมี 3 genotypes จากการส่งตรวจหาลำดับเบส 3 
พลาสมิด และ genotype f น่าจะเป็น genotype สามัญ (common genotype) ของเชือ T. e v a n s i  

ท่ีพบได้ในประเทศไทยท่ีทำการศึกษาในคร้ังน้ี และเช้ือถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันใน phylogenetic 
tree

2. การหาความแตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer 122-2 และ 
122-3 พบว่าสามารถแยกความแตกต่างของ DNA fingerprint ระหว่าง isolate ได้และจากการ 
ทดลองพบว่าเช้ือ isolate VPd03G และ VPd03R ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมาจากสุนัขมีรูปแบบของ DNA 
fingerprint ท่ีเหมือนกัน และพบว่า isolate VPs มืรูปแบบของ DNA fingerprint ท่ีแตกต่างจากเช้ือ 
isolate อ่ืนๆท่ีทำการศึกษา

3. ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง polymorphism ของลำดับเบสของ ITS1 กับ DNA 
fingerprint ของเช้ือสายพันธุเดียวกันท่ีทำการศึกษา นอกจาก isolate VPs ท่ีมืท้ังลำดับเบสของ 
ITS1 และรูป แบบของ DNA fingerprint ท่ีแตกต่างจาก isolate อ่ืน

4. ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเช้ือ T. e v a n s i  ในประเทศไทย ดูเหมือนว่า isolate 
VPs เป็นเช้ือท่ีมืวิวัฒนาการมานานกว่าเช้ือ isolate อ่ืน เน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีเก็บรักษาไว้ท่ีหน่วย 
ปรสิตวิทยามาเป็นเวลานาน โดยพบว่ามื genotype ของ ITS1 ท่ีแตกต่างจากเช้ือ isolate อ่ืน 
(genotype h) และยังมีรูปแบบของ DNA fingerprint ท่ีแตกต่างจากรูปแบบของเช้ือ isolate อ่ืนท่ี 
ทำการศึกษาอีกด้วย

5. นอกจากน้ีจากการทำให้เช้ือ isolate VPh03 บริสุทธ๋ิช้ืน และคัดเลือกตัวแทนจากการ 
ผ่านเช้ือท้ัง 3 คร้ัง มาทำการทดสอบหาลำดับเบสของ small subunit. rRNA gene พบว่าเช้ือ 
isolate VPh03 ประกอบด้วย 4 genotype คือ f, g, j และ k โดยเช้ือท่ีเป็นตัวแทนจากการผ่านเช้ือ 
ท้ัง 3 คร้ัง มี genotype f เป็น genotype ร่วมกันเสมอ และจากการหาความแตกต่างของ
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minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer 122-2 และ 122-3 พบว่าแอ isolate VPh03 ซ่ึง 
เป็นเช้ือต้ังต้น และเช้ือจากการผ่านเช้ือท้ัง 3 คร้ัง มี DNA fingerprint อยู่ 2 รูปแบบ

5.2 อภิปรายผล
ผลการหาลำดับเบสของเช้ือ T. e v a n s i  isolate ต่าง  ๆ ในส่วนของ small subunit rRNA 

gene ช่วง 18S rRNA gene ITS1 และ 5.8S rRNA gene ความยาวประมาณ 510-511 คู่เบส ซ่ึง 
ครอบคลุมในช่วง ITS1 ท้ังหมด พบว่ามิการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์ท่ีลำดับเบสต่างๆอยู่ 
ในช่วง ITS1 ส่วนช่วงของ 18S rRNA gene และ 5.8S rRNA gene ไม่พบการเปล่ียนแปลงของ 
นิวคลีโอไทด์ เน่ืองจากการตรวจหาลำดับเบสของ 18S rRNA gene และ 5.8S rRNA gene เป็น 
เพียงบางช่วงเท่าน้ัน และเม่ือนำเอาลำดับเบสที'ได้มาทำการ alignment เปรียบเทียบกับลำดับเบส 
ท่ีมีอยู่'ใน GenBank ของเช้ือ T. b r u c e i  จำนวน 1 ข้อมูลและ T. e v a n s i  จำนวน 2 ข้อมูล สามารถ 
จำแนกออกได้เป็น 9 genotype (a-i) โดยพบว่าเช้ือสายพันธุ NPI 8/2 มี genotype ท่ีแตกต่างกัน 
ออกไปถึง 3 genotype (c, d, e) จากข้อมูลลำดับเบสจากท้ัง 3 พลาสมิด ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าเช้ือ 
สายพันธุ NPI 8/2 เลียคุณสมปติของเช้ือสายพันธุท่ีผ่านการโคลน เน่ืองจากมีประชากรเช้ือ 
มากกว่า 1 ประชากรเช้ือ ในขณะท่ี isolate VPs มี genotype เดียวคือ genotype h ซ่ึงจากการ 
ทดลองฉีดเช้ือ T. b r u c e i  ใหนูทดลอง ( M u s  ท าน รc u i u s )  พบว่าการฉีดเช้ือผ่านหนูทดลองมาเป็น 
เวลานานทำให้เกิดการคัดเลือกเช้ือท่ีมีความรุนแรงท่ีสามารถเพ่ิมจำนวนในหนูทดลองได้ (Turner, 
C. M. R., Aslam, N. and Dye, D„ 1995) เน่ืองจากหนูทดลอง M . m u s c u l u s  ไม่ใช่โฮสต์ตาม 
ธรรมชาติของเชือ T. e v a n s i  และเชือ isolate VPh03 VPd03G และ VPd03R มี genotype f 
ร่วมกันท้ังๆท่ีเช้ือมาจากต่างโฮสต์กันคือ VPh03 เป็นเช้ือท่ีมาจากม้า และ VPd03G และ VPd03R 
เป็นเช้ือท่ีมาจากสุนัข แสดงว่ารูปแบบของ genotype ไม่มีความจำเพาะกับชนิดของโฮสต์

ข้อมูลลำดับเบสของ ITS1 สามารถนำมาใช้เป็นข้อมูลในการศึกษาประชากรเช้ือภายใน 
ชนิดและเป็นข้อมูลในการศึกษาการระบาดของเช้ือ T. e v a n s i  ได้ ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Khuchareontaworn (2003) พบว่าลำดับเบสของ 18S rRNA gene และ 5.8S rRNA gene นันมี 
ความเหมือนกันในทุกสายพันธุของเช้ือ T. e v a n s i  ท่ีพบในประเทศไทย และส่วน ITS2 พบว่ามี 
ความหลากหลายของลำดับเบสแต่ไม่สามารถนำมาวิเคราะห์ phylogenetic tree ได้ ในขณะท่ี 
ลำดับเบสของ ITS1 มีความหลากหลายและสามารถนำมาใช้เป็น genetic marker ในการศึกษา 
การระบาดชองเช้ือในประเทศไทยได้ ซ่ึงแตกต่างกับการศึกษาลำดับเบสในส่วน ITS ของเช้ือ T. 
r a n g e a  ซ่ึงพบความหลากหลายของลำดับเบสในส่วนของ ITS2 มากกว่า IJS1 และ 5.8S rRNA 
gene ตามลำดับ (Botelho-Beltrame et al., 2005)
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เม่ือนำลำดับเบสท้ังหมดมาสร้าง phylogenetic tree พบว่าสามารถจำแนกออกได้ 5 กลุ่ม 
ดังนี กลุ่มที 1 ได้แก่ T. e v a n s i  accession number U75507 และ T. b r u c e i  accession number 
AE017168 มีความคล้ายคลึงกันมากซ่ึงจัดไว้เป็น genotype a กลุ่มท 2 ได้แก่ VPs ท้ัง 3 
พลาสมิดเป็น genotype h กลุ่มท่ี 3 คือ VPd03G_1 เป็น genotype I กลุ่มท่ี 4 ได้แก่ 
VPd03G_2, VPd03G_3, VPd03R_1, VPd03_2, VPh03_1 และ VPh03_3 ท้ังหมดเป็น 
genotype f และกลุ่มที 5 ได้แก่ Npl8/2_1, Npl8/2_2, Npl8/2_3, VPh03_2, VPd03R_3 และ T. 

e v a n s i  accession number D89527 ซึงเป็น genotype c, d, e, g, g และ b ตามลำดับ จาก 
ข้อมูล phylogenetic tree แลดงให้เห็นว่าข้อมูลลำดับเบสของ VPs ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน 
ท้ังหมด (กลุ่มท่ี 2) เช่นเดียวกันกับ Npl 8/2 ซ่ึงถูกจัดอยู่ในกลุ่มท่ี 5 ท้ังหมด และแสดงให้เห็นว่า 
isolate VPs น่าจะมีวิวัฒนาการมานานกว่าเช้ือ isolate ท่ีทำการศึกษาท้ังหมด

จากผลการทดลอง สรุปได้ว่า genotype f น่าจะเป็น genotype หลักของเชือ T. e v a n s i  ที 
พบในประเทศไทย นอกจากน้ันถึงแม้เช้ือ T. e v a n s i  ท่ีทำการศึกษาจะถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม ใน 
phylogenetic tree แต่ยังแสดงให้เห็นว่าเช้ือที'พบในประเทศไทย และทำการศึกษายังคงถูกจัดอยู่ 
ในกลุ่มใหญ่เดียวกันทํงหมด ในขณะทีเซือ T. e v a n s i  accession number U75507 และ T. 

b r u c e i  accession number AE017168 ซึงเป็นข้อมูลลำดับเบสจาก GenBank ถูกแยกกลุ่ม 
ออกไป

ผลการหาความแตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer NV4 และ 
NV5 และปรับสภาวะของปฏิกิริยา PCR แล้วพบว่าไม่ลามารถแยกความแตกต่างของ DNA 
fingerprint ของเชือแต่ละ isolate ได้ เนืองจาก primer อาจเข้าเกาะกับ DNA template ไม่ดี จึงไม่ 
สามารถเพ่ิม'จำนวน DNA ที่มีขนาดยาวได้ ดังน้ันจึงทำการออกแบบ primer 122-2 และ 122-3 ซ่ึง 
มีขนาดลันลงคือ 10 และ 6 นิวคลีโอไทด์ตามลำดับ ทำให้ primer สามารถเข้าเกาะกับ DNA 
template ได้ดีฃึน จากการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่า 
ลามารถแยกความแตกต่างของ DNA fingerprint ของเช้ือแต่ละ isolate ได้ โดยพบว่า isolate VPs 
มี DNA fingerprint จากเช้ือ isolate อ่ืนมากท่ีสุด ในขณะท่ี isolate VPd03G และ VPd03R ซ่ึง 
เป็นเช้ือท่ีมากสุนัขมี DNA fingerprint ท่ีเหมือนกัน

วิธี minisatellite PCR น้ั มีความแตกต่างกับการหาความแตกต่างภายในชนิดด้วยวิธี AP- 
PCR (พatanapokasin et.al, 1998) และวิธี RAPD-PCR (Omanwar et. al, 2001) ซึงวิธีเหล่านื 
primer ท่ีใช้ใม่ได้ออกแบบมาจากลำดับเบสท่ีพบบน chromosomal DNA โดยตรง ในขณะท่ี 
primer 122-2 และ 122-3 ออกแบบมาจาก ลำดับเบสภายใน DNA ตรวจสอบ pTec.21 ท่ีมีฃนาด 
122 คู่เบส ซ่ึงเป็น DNA ตรวจสอบท่ีใช้ในการทำ hybridization ท่ีสามารถน่ามาแยกความแตกต่าง
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ภายในชนิดของเชื้อ T. evansi ได้ และพบว่า DNA ขนาด 122 คู่เบสนี้มกระ'จายอยู่'ใน 
chrom osom al DNA ของเชือ T. evansi ซึงรายงานไว้โดย Viseshakul (1990)

วิธีการหาความแตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR น้ี เม่ือนำ DNA ของโฮสต์ 
ชนิดต่างๆมาทำปฏิกิริยา PCR ด้วย primer 122-2 และ 122-3 พบว่าไม่มีแถบ DNA เกิดช้ืน ดังน้ัน 
วิธีน้ีจึงเป็นวิธีที่นำไปศึกษาการระบาดของเชื้อ T .  evansi และสามารถนำไปใช้กับตัวอย่างเลือด 
ของสัตว์ท่ีสงสัยว่าติดเชื้อ T. evansi ได้โดยตรง และเป็นวิธีท่ีสะดวกและรวดเร็ว

เมื่อนำผลของการหาลำดับเบสของ small subunit rRNA gene  และผลของการหาความ 
แตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR มาเปรียบเทียบกัน พบว่าการใช้ลำดับเบสของ small 
subunit rRNA gen e  ซื่งครอบคลุมในส่วนของ ITS1 พบว่าสามารถจำแนก genotype ของเชื้อ 
ภายในเชื้อ 1 isolate ได้ในขณะที่วิธีการหาความแตกต่างของ minisatellite DNA ไม่สามารถบอก 
ถึง genotype ของเชือได้

ผลจากการทำให้เชื้อ isolate VPh03 บริสุทธ๋ีชื้น พบว่าเชื้อจากการผ่านเชื้อทั้ง 3 คร้ังที่ได้ 
ทำการคัดเลือกมาทำการทดลองการหาลำดับเบสของ small subunit rRNA g en e  และการหา 
ความแตกต่างของ minisatellite DNA คือ H2/10 จากการผ่านเชื้อครั้งที่ 1 H2.2/3 จากการผ่าน 
เชื้อครั้งที่ 2 และ H2.2.1/3 จากการผ่านเชื้อครั้งที่ 3 เนื่องจากเป็นเชื้อที่ดูเหมือนว่ามีความรุนแรง 
ปานกลาง ซึ่งสังเกตได้จากการผ่านเชื้อครั้งที 3 ของ H2/10 พบเชื้อในหนูทดลอง 2 ใน 3 ตัว 
ในขณะที่ H5/10 มีความรุนแรงมากกว่าเนื่องจากการผ่านเชื้อครั้งที่ 3 ของ H5/10 พบเชื้อในหนู 
ทดลองทุกตัว และ H10/10 มีความรุนแรงน้อยทำให้การผ่านเชื้อครั้งที่ 3 ไม่พบเชื้อในหนูทดลองทั้ง 
3 ตัว

เมื่อนำเชื้อจากการผ่านเชื้อทั้ง 3 คร้ัง ได้แก่ H2/10 H2.2/3 และ H2.2.1/3 มาหาลำดับเบส 
ของ small subunit rRNA gen e  นำเอาลำดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบกับลำดับเบสของเชื้อตั้งต้น 
คือ isolate VPh03 โดย isolate VPh03 มี genotype f และ g พบว่าเชื้อจาการผ่านเชื้อทั้ง 3 ครั้งมี 
geno type f ร่วมกันและเป็น genotype หสักของเชื้อ isolate VPh03 นอกจากนั้นยังพบว่า H2.2/3 
(เชื้อจากการผ่านเชื้อครั้งที่2) มี genotype j และ k เพิ่มชื้นมา ซ่ึงไม่พบ genotype นี้ในเชื้อที่ 
ทำการศึกษาในครั้งนี้ ดังนั้นจึงสันนิษฐานว่าไม่ได้เกิดจาการติดเชื้อชํ้า ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณเชื้อที่ 
ฉีดเช้าส่หนูทดลองในการผ่านเชื้ออาจมีมากกว่า 1 trypanosom e เนื่องจากการทำ limiting 
dilution ในการฉีดเชื้อที่ไม่สามารถบอกได้ว่าเชื้อที่ฉีดเช้าส่หนูทดลองมีปริมาณเชื้อ 1
trypanosom e จริงหรือไม่

และจากการนำเชื้อจากการผ่านเชื้อทั้ง 3 คร้ัง และเชื้อ isolate VPh03 ดังกล่าวช้างต้น มา 
หาความแตกต่างของ minisatellite DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ primer 122-2 และ122-3 พบว่ามี 
DNA fingerprint 2 รูปแบบ คือ รูปแบบของ DNA fingerprint ของ VPh03 เหมือนกับ H2.2/3 (เชื้อ
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จากการผ่านเชื้อครั้งที่ 2) และ H2/10 (เชื้อจากการผ่านเชื้อครั้งที่ 1) มี DNA fingerprint เหมือนกับ 
H2.2.1/3 (เชื้อจากการผ่านเชื้อครั้งที่ 3) เมื่อนำเอาผลการหาลำดับเบสของ small subunit rRNA 
g en e  มาวิเคราะห์ผลร่วมกันพบว่ารูปแบบของ DNA fingerprint ของ VPh03 กับ H2.2/3 มีจำนวน 
ของแถบ DNA มากกว่า รูปแบบของ DNA fingerprint ของ H2/10 และ H2.2.1/3 อาจเก ิดจาก 
H2.2/3 มีประชากรเชื้อมากกว่าคือมี genotype j และ k แต่ H2/10 และ H2.2.1/3 อาจมีประชากร 
เชื้อที่มี genotype j และ k แต่มีน้อยมากจนไม่ลามารถแสดงออกใน DNA fingerprint ได้

5.3 ข ้อ เสนอแนะ
เพื่อเป็นการศึกษาประซากรของเชื้อให้ละเอียดมากขึ้น ควรคัดเลือกพลาสมิดไปทำการ

ตรวจหาลำดับเบสในส่วนของ ITS1 มากกว่า 3 พลาสมิด
ควรเพื่มจำนวนของเชื้อที่มาจากโฮลต์ซนิดเดียวกัน เพื่อให้ทราบว่ารูปแบบของ DNA

fingerprint สามารถบอกได้หรือไม่ว่าแถบ DNA มีความจำเพาะกับชนิดของโฮสต์หรือไม่ และควร 
ทำการทดสอบความไวของ primer 122-2 และ 122-3 ว่าสามารถตรวจ DNA fingerprint ได้เมื่อมี 
เชื้อจำนวนเท่าไหร่ในกระแสเลือดเพื่อนำไปประยุกต์ใช้กับงานในภาคสนาม

นอกจากนั้นในการทำให้เชื้อบริสุทธขึ้นควรหาวิธีที่สามารถแยกเอาเชื้อเพียง 1 
trypanosom e มาเพื่มจำนวนในหนูทดลองเพื่อให้สามารถใช้เป็นเชื้อที่ผ่านการโคลนและสามารถ 
นำมาใช้เป็นข้อมูลของเชื้อเพียง 1 ประชากรได้
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