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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สกล สุนันทราภรณ์ : การวิเคราะห์ความผันแปรของยีน Cytochrome C Oxidase subunit I 
ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาศีรษะ (Pediculus humanus capitis ) ในประเทศไทย 
(Analysis of Cytochrome C Oxidase subunit I gene in mitochondrial DNA of human 
head lice (Pediculus humanus capitis) in Thailand) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. 
ดร. นพ. เผด็จ สิริยะเสถียร, 131 หน้า. 

การถูกรบกวนโดยเหาศีรษะ (Head lice infestation) มีสาเหตุจากเหาศีรษะสายพันธุ์ 
Pediculus humanus capitis ซึ่งท าให้เกิดโรคทางผิวหนัง (pediculosis) โดยการติดเหาศีรษะยังเป็น
ปัญหาส าคัญทางการสาธารณสุขทั่วโลก ปัจจุบันมีการศึกษาทางชีวโมเลกุลของเหาศรีษะที่จะใช้เป็น
ฐานข้อมูลทางพันธุศาสตร์ประชากรของเหามีแพร่หลายแต่ยังไม่มีข้อมูลที่จ าเพาะกับประเทศไทย งานวิจัยนี้
ได้ท าการศึกษาวิเคราะห์ความผันแปรของล าดับนวิคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI ซึ่งอยู่ในไมโตคอนเดรียดีเอ็น
เอ โดยใช้เทคนิค PCR ในตัวอย่างเหาศีรษะทั้งหมด 275 ตัวอย่างที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย 
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI มีขนาด 599 bp แต่มี 4 ตัวอย่างที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI มี
ขนาด 603 bp เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลสากล NCBI พบว่ามีความเหมือนกับเหา P. 
humanus capitis ทุกตัวอย่าง ในขณะที่ผลการเปรียบเทียบความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์แสดงให้เห็น
ว่าเหาศีรษะจากภาคเหนือ มีค่าเปอร์เซ็นต์ความผันแปรภายในสปีชีส์สูงกว่าภาคอื่นๆ (0-17%) ส าหรับผล
การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากยีน COI พบว่าเหาศีรษะถูกจัดอยู่ใน 2 clade คือ clade A และ clade C 
ซึ่งแบ่งเป็น clade อย่างชัดเจนด้วยค่า bootstrap value 96-97% นอกจากนี้ผลการศึกษาเพื่อตรวจหา
เชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในดีเอ็นเอของเหาศีรษะด้วยเทคนิค PCR พบว่า
ตรวจไม่พบเชื้อ Bartonella spp. แต่สามารถตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างของเหาศีรษะ
ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง (3.6%) โดยเมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ Acinetobacter spp. กับ
ฐานข้อมูล NCBI สามารถระบุสปีชีส์ของเชื้อได้ 3 สปีชีส์คือ A. baumannii, A. radioresistens และ A. 
schindleri ด้วยค่า % identity 98-100% โดยผลการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจัดเชื้อทั้ง 3 สปีชีส์อยู่ใน
กลุ่มเดียวกับสายพันธุ์อ้างอิง แต่เมื่อเปรียบเทียบการตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. กับการจัดจ าแนก 
clade ของเหาศีรษะโดยแผนภูมิวิวัฒนาการปรากฏว่า เชื้อ Acinetobacter spp. สามารถพบได้ทั้งใน 
clade A และ clade C การศึกษานี้ท าให้ทราบถึงข้อมูลในการจ าแนกกลุ่มและความผันแปรของเหาศีรษะ
เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานทางด้านระบาดวิทยาของสายพันธุ์เหาศีรษะในประเทศไทย  และการตรวจพบเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคในเหาศีรษะนั้นเป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวังการเป็นพาหะน าเชื้อโรคจากเหาศีรษะมาสู่คน
ได้ 
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Head lice infestation or pediculosis is caused by Pediculus humanus capitis, a 
global public health problem. Nowadays, the molecular analyses for detection of head 
lice are widely used in genetic population database. However, the data is not available in 
Thailand. Therefore, the aim of this study was to analyze the nucleotide sequences 
variation of COI gene which located in the mitochondrial DNA by using PCR technique. A 
total of 275 head lice samples were collected from various regions of Thailand. We found 
that the nucleotide sequences of COI gene was 599 basepairs. However, there are 4 
samples showed 603 basepairs of the nucleotide sequences. The comparisons of all 
sequences with NCBI database were identical to Pediculus humanus capitis. The result of 
% intraspecific variation showed that head lice from northern region had variation within 
species more than other regions (0-17%). Phylogenetic tree base on COI gene revealed 
that head lice was clearly classified into two clade including clade A and C with 96-97% 
bootstrap value. In addition, this study investigated the Bartonella spp. and Acinetobacter 
spp. in head lice DNA by using PCR. The result found that Bartonella spp. was not 
detected but Acinetobacter spp. was detected in 10 samples (3.6%) of head lice. The 
nucleotide sequences of Acinetobacter spp. compared with NCBI database showed three 
species consist of A. baumannii, A. radioresistens and A. schindleri with the 98-100 of % 
identity. Phylogenetic tree demonstrated that 3 species of Acinetobacter were classified in 
the same group with reference sequences. Moreover, the relationship of Acinetobacter 
spp. and clade of head lice showed that Acinetobacter spp. was found both on clade A 
and clade C. The results of this study can be used for the classification and genetic 
variation of head lice and used as a basic knowledge of the epidemiology of head lice in 
Thailand. Moreover, the detection of pathogenic bacteria in the head lice may be useful 
for monitoring the head louse-borne pathogens to humans. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

เหา (Lice) จัดอยู่ในอันดับ (order) Phthiraptera เป็นแมลงที่เป็นปรสิตภายนอกถาวรของ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Obligate ectoparasite) (1) โดยเหาจะอาศัยอยู่บนโฮสต์ที่มีความจ าเพาะ 
(host specific) และจะอาศัยอยู่บนโฮสต์ตลอดชีวิตของมัน โดยเหาที่มีความส าคัญทางการแพทย์มี
อยู่  2 วงศ์  ( family) ที่ ก่อให้ เกิดความร าคาญและเกิดโรคในมนุษย์คือ วงศ์  Pediculidae 
ประกอบด้วย เหาศีรษะ (Pediculus humanus capitis) เหาตัว (P. humanus humanus หรือ P. 
humanus corporis) และวงศ์ Pthiridae คือ โลน (Phthirus pubis) การอาศัยอยู่บนโฮสต์ของเหา
ทั้ง 3 ชนิดนี้จะอยู่บริเวณท่ีแตกต่างกัน เช่น เหาศีรษะจะอาศัยอยู่ที่ศีรษะของมนุษย์โดยยึดเกาะอยู่บน
เส้นผมของโฮสต์ เหาตัวจะอาศัยบริเวณขนตามร่างกายและเสื้อผ้าที่มักแนบติดกับล าตัวตลอดเวลา 
ส่วนโลนจะอาศัยอยู่ตามขนบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ ขนตา และขนรักแร้ (2) การรบกวนและก่อโรคของ
เหาทั้ง 3 ชนิดจะมีลักษณะที่คล้ายกันคือท าให้โฮสต์มีอาการระคายเคืองที่ผิวหนังเกิดอาการคันและ
แพ้จากน้ าลายของเหา ในปัจจุบันเหาที่ยังก่อให้เกิดการรบกวนต่อคนที่พบมากที่สุดคือพบบนศีรษะซึ่ง
เกิดจากเหาศีรษะ หรือ P. humanus capitis แหล่งที่มีการแพร่กระจายโดยการติดเหาศีรษะยังพบ
ได้ทั่วไปในพ้ืนที่แถบชนบท เนื่องจากการสาธารณสุขที่ยังเข้าไปไม่ทั่วถึงท าให้สุขอนามัยของประชากรใน
พ้ืนที่อยู่อาศัยดังกล่าวยังไม่ดี ท าให้ยังมีการระบาดของเหาศีรษะเพ่ิมมากขึ้น 
 เหาศีรษะ (P. humanus capitis) จัดเป็นปรสิตภายนอกที่อาศัยอยู่บนศีรษะของมนุษย์ โดย
วงจรชีวิตของเหาศีรษะจะอยู่บนศีรษะของมนุษย์ตลอดวงจรชีวิตของมัน โดยจะดูดกินเลือดของโฮสต์
เป็นอาหารซึ่งจะดูดกินเลือดได้หลายครั้งภายในหนึ่งวัน (3) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเหาศีรษะ
นั้นมีความคล้ายคลึงกับเหาตัว จะแตกต่างกันในเรื่องของที่อยู่อาศัย และรูปร่างลักษณะภายนอกบาง
ประการ การจ าแนกเหาทั้ง 2 ชนิดนี้ออกจากกันจึงเป็นเรื่องยาก  
 การถูกรบกวนโดยเหาศีรษะ (Head lice infestation) ท าให้เกิดความร าคาญและก่อให้เกิด
โรคทางผิวหนัง (Pediculosis) (4) การติดเหาศีรษะยังเป็นปัญหาส าคัญทางการสาธารณสุขทั่วโลก ซึ่ง
ส่วนใหญ่พบว่าเกิดข้ึนในประเทศที่ก าลังพัฒนา ส าหรับในประเทศไทยนั้นพบในเด็กมากกว่าผู้ใหญ่โดย
อายุเฉลี่ยของเด็กที่เป็นเหาอายุอยู่ระหว่าง 5-13 ปี ผู้ใหญ่ที่เป็นเหามักติดมาจากเด็กและเชื่อกันว่า
ผู้ใหญ่มีความต้านทานมากกว่าเด็กและรักษาความสะอาดได้ดีกว่าซึ่งเป็นสิ่งส าคัญในการยับยั้งและ
การเพ่ิมจ านวนของเหา การแพร่กระจายของเหาศีรษะเกิดขึ้นได้หลายทางจะติดต่อจากคนหนึ่งไปสู่
อีกคนหนึ่งได้เร็ว โดยเฉพาะสภาพแวดล้อมที่มีผู้คนอยู่อย่างแออัดหรือใกล้ชิดกันอย่างเช่นโรงเรียน
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ประถมศึกษา สถานรับเลี้ยงเด็ก ซึ่งอาจเกิดจากการสัมผัสจากการใช้ของร่วมกัน การใช้หวี เสื้อผ้า 
ผ้าเช็ดตัวหรือผ้าปูที่นอนร่วมกัน (5, 6) เหาไม่สามารถที่จะกระโดดไปยังที่ต่างๆและไปยังสัตว์อ่ืนได้จึง
เกิดข้ึนเมื่อมีการสัมผัสอย่างใกล้ชิดหรือใช้สิ่งของร่วมกันเท่านั้น ซึ่งการติดเหาในเด็กนั้นยังอาจมีผลท า
ให้เด็กขาดประสิทธิภาพในการเรียน ขาดสมาธิในการเรียน หรือบางรายอาจมีอาการคันศีรษะมาก
ตอนกลางคืนจนนอนไม่หลับ หรือเด็กอาจมีความวิตกกังวล รู้สึกอายเพ่ือนท าให้สูญเสียบุคลิกภาพ
และอาจมีผลต่อพัฒนาการต่างๆในเด็กได้ 
 เหาในปัจจุบันพบว่าสามารถเป็นพาหะในการน าเชื้อโรคได้หลายชนิด เช่น ในเหาตัว (body 
lice) พบว่าเป็นสาเหตุในการเป็นพาหะน าเชื้อโรค 3 ชนิดคือ เชื้อ Rickettsia prowazekii ซึ่งเป็น
สาเหตุของโรค epidemic typhus เชื้อ Bartonella quintana เป็นสาเหตุของโรค trench fever 
และเชื้อ Borrelia recurrentis  ที่เป็นสาเหตุส าคัญของโรค louse-borne relapsing fever แต่
พบว่าเหาศีรษะยังมีความสามารถในการเป็นพาหะน าเชื้อโรค B. quintana (7) ซึ่งมีรายงานการ
ตรวจพบครั้งแรกในเด็กที่อาศัยในชุมชนแออัด ประเทศเนปาล อย่างไรก็ตามปัจจุบันมีรายงานการ
ตรวจพบเชื้อ Acinetobacter baumannii ในเหาตัวและเหาศีรษะในบุคคลไร้ที่อยู่อาศัยซึ่งเชื้อ
ดังกล่าวมีความส าคัญทางการแพทย์ซึ่งก่อให้เกิด nosocomial infection ท าให้เกิดอาการได้หลาย
ลักษณะเช่น อาการปอดบวม เยื่อหุ้มสมองอักเสบ หรือเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ (8) 
 ปัจจุบันมีงานวิจัยในต่างประเทศได้ท าการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมและอณูชีววิทยาของ
เหาศีรษะเพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการจ าแนก (Classification) และเป็นฐานข้อมูลโดยศึกษาความแตกต่าง
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในประชากรเหาในพ้ืนที่ต่างๆ ซึ่งในประชากรเหาในแต่ละพ้ืนที่หรือแต่ละ
ประเทศอาจจะมีล าดับของนิวคลีโอไทด์ที่มีความผันแปรหรือมีความแตกต่างกันของล าดับเบสกันได้ 
โดยการศึกษาความผันแปรของล าดับนิวคลีไอไทด์ได้มีการศึกษาจากยีนที่อยู่ภายในนิวเคลียส 

(Nuclear DNA) เช่น ยีน Elongation factor 1α (EF-1α), ยีน RNA polymerase II, ยีน 
Intergenic spacers และยีน 18S ribosomal RNA (18S rRNA) รวมทั้งมีการศึกษายีนที่อยู่ในไมโต
คอนเดรีย (Mitochondrial DNA) เช่น ยีน Cytochrome C oxidase subunit I (COI), ยีน 
Cytochrome b (Cytb) และยีน NADH dehydrogenase 4 (ND4) (9, 10) การวิเคราะห์ยีนในเหา
ศีรษะในงานวิจัยส่วนใหญ่นั้นนิยมใช้ยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอคือ ยีน COI เนื่องจากเป็น
บริเวณท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยยีนนี้มีความหลากหลายที่แตกต่างกันสูงในระหว่าง
สิ่งมีชีวิต (interspecies) และมีความหลากหลายต่ าในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน ( intraspecies) จึง
สามารถใช้จ าแนกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ (species identification) (11, 12) และยีนดังกล่าว
นี้มีความเหมาะสมในการน ามาศึกษาทางด้านวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ( Phylogenetic study) ด้วย
เช่นกัน ส าหรับการศึกษายีน COI ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาศีรษะนั้น จากงานวิจัยต่างๆเมื่อ
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น ายีนนี้มาศึกษาและสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการสามารถแยกความแตกต่างของเหาศีรษะได้ 3 กลุ่ม 
(Clade) ตามพ้ืนที่ต่างๆที่ท าการศึกษาได้เช่นกัน (9, 11, 13-16) 
 ส าหรับในประเทศไทยนั้นยังไม่มีข้อมูลทางอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร์ของเหา ที่จะใช้เป็น
ฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถใช้อ้างอิงได้ โดยการศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในประเทศ
ไทยอาจจะมีความแตกต่างจากงานวิจัยที่ท าการศึกษาในประเทศอ่ืนๆ จากการจ าแนกเหาด้วย
สัณฐานวิทยาที่ไม่สามารถจ าแนกเหาศีรษะและเหาตัวออกจากกันได้อย่างชัดเจน การทราบถึงข้อมูล
ดังกล่าวมีความส าคัญที่สามารถที่จะใช้ในการจ าแนกความแตกต่างและศึกษาระบาดวิทยาของสาย
พันธุ์ของเหาศีรษะในประเทศไทย อีกทั้งยังมีส่วนช่วยในการพัฒนาสารเคมีที่ใช้ในการก าจัดเหาได้
อย่างมีประสิทธิภาพได้ในอนาคต ซึ่งในปัจจุบันเหามีอัตราการดื้อต่อสารเคมีก าจัดแมลงเพ่ิมมากขึ้น 
โดยความผันแปรของยีนในแต่ละพ้ืนที่แตกต่างกันท าให้ประชากรเหามีอัตราการดื้อต่อสารเคมีก าจัด
แมลงที่แตกต่างกันมากข้ึนด้วย   

การศึกษานี้ได้ท าการเปรียบเทียบและวิเคราะห์ความผันแปรและความแตกต่างของล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของเหาศีรษะ (P. humanus capitis) ในยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอ คือ ยีน COI 
โดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ในพ้ืนที่ต่างๆของประเทศไทย รวมถึงประเมิน
ประสิทธิภาพการจ าแนกความหลากหลายของเหาศีรษะด้วยรูปแบบแผนภูมิวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) และใช้เป็นฐานข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของประเทศไทย และท าการ
ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. จากตัวอย่างอย่างดีเอ็นเอ
ของเหาศีรษะด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือดูความสามารถการเป็นพาหะในการน าเชื้อแบคทีเรีย
และความชุกของเชื้อแบคทีเรียที่พบในเหาศีรษะที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย 

1.2  ค าถามของการวิจัย  

1.2.1 เหาศีรษะจากพ้ืนที่ต่างๆในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของต าแหน่งยีน COI หรือไม ่
 1.2.2 ยีน COI สามารถใช้ศึกษาวิวัฒนาการของเหาศีรษะจากพ้ืนที่ต่างๆในประเทศไทยได้
หรือไม ่
 1.2.3 สามารถตรวจพบเชื้อฺ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในเหา
ศีรษะที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทยได้หรือไม่  
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1.3 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1.3.1 เพ่ือเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ต าแหน่งยีน COI ในตัวอย่างเหา
ศีรษะที่เก็บจากพ้ืนที่ต่างๆในประเทศไทย 

1.3.2 เพ่ือศึกษาวิวัฒนาการของเหาศีรษะจากยีน COI โดยใช้แผนภูมิวิวัฒนาการ Phylogenetic  tree 
1.3.3 เพ่ือตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในเหาศีรษะที่

เก็บจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย 

1.4 สมมติฐานของการวิจัย 

1.4.1 เหาศีรษะจากพ้ืนที่ต่างๆในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมของล าดับ
นิวคลีโอ ไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI 

1.4.2 แผนภูมิสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากยีน COI สามารถจ าแนกเหาศีรษะที่เก็บจาก
พ้ืนที่ต่างๆของประเทศไทยได้ 
 1.4.3 มีการติดเชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในเหาศีรษะที่เก็บ
จากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย  
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1.5 กรอบแนวความคิดการวิจัย 

 ส่วนที่ 1 การศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของเหาศีรษะ 

   
 
  

สรุปผลการทดลอง 

เตรียมยีนเป้าหมายด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 
 ท าการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเหาศีรษะ 
 เพิ่มจ านวนยีน COI ด้วยเทคนิค PCR 

เตรียมยีนเป้าหมายเพ่ือศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 เชื่อมต่อยีนเป้าหมายกับ Plasmid vector (DNA ligation) 
 โคลนช้ินส่วนยีน COI (DNA Cloning) 
 สกัดพลาสมดิดีเอ็นเอ 

หาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(Sequencing) 

 สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

 หาเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์
ภายในสายพันธ์ุเดียวกัน  

เปรียบเทยีบล าดับนิวคลโีอไทด ์
กับฐานข้อมูล NCBI (GenBank) 
เพื่อระบุสายสปีช่ีส์ของเหาศีรษะ 

ล าดับนิวคลีโอไทด ์
น าส่งฐานข้อมูล GenBank 

เก็บตัวอย่าง 

เหาศีรษะทั้งระยะไข่ ตัวกลางวัย และตัวเต็มวัย 

จากโรงเรียนประถมศึกษาจากพ้ืนท่ีต่างๆในประเทศไทย 



 6 

 ส่วนที่ 2 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศีรษะ 
  

ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดแล้วของเหาศีรษะจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย 

ตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. จากยีน gltA  
ตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. จากยีน rpoB  

ด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 

 เชื่อมชิ้นส่วนยีนเข้ากับ pGEM-T easy vector 
 โคลนชิ้นส่วนยีน (Transformation)  
 สกัดพลามิดดีเอ็นเอและส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

Positive Negative 

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
กับฐานข้อมูล NCBI (GenBank) 

 

สร้างแผนภูมิวิว ฒนาการ 
(Phylogenetic tree) 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าส่งฐานข้อมูล GenBank 

วิเคราะห์ข้อมูล 
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1.6 ค าส าคัญ 

 Pediculus humanus capitis  
 COI gene 
 Phylogenetic tree  
 Thailand 
 Acinetobacter spp. 

1.7 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

 1.7.1 Pediculus humanus capitis หรือเหาศีรษะเป็นปรสิตภายนอกของคน ไม่มีปีก 
วงจรชีวิตเป็นแบบไม่สมบูรณ์ (incomplete metamorphosis) ประกอบด้วยระยะ ไข่ เมื่อเหาศีรษะ
ตัวเมียออกไข่จะปล่อยกาวเหนียวให้ไข่เหายึดติดกับเส้นผม ระยะตัวกลางวัยซึ่งเป็นระยะที่การเจริญ
ของระบบสืบพันธุ์ยังไม่สมบูรณ์ มีการลอกคราบ 3 ครั้งเพ่ือเข้าสู่ระยะตัวเต็มวัย  และระยะตัวเต็มวัย
เป็นระยะที่สามารถแยกเพศของเหาได้ชัดเจนเป็นระยะที่สามารถติดต่อไปสู่อีกคนได้ โดยตลอดทั้ง
วงจรชีวิตของเหาศีรษะนั้นจะอาศัยอยู่บนหนังศีรษะตลอดทั้งวงจรชีวิตของมันและดูดเลือดของโฮสต์
เป็นอาหาร ในบางคนอาจมีการแพ้เกิดข้ึนจากน้ าลายของเหาเรียกว่า pediculosis นอกจากพบในคน
แล้วยังสามารถที่จะพบเหาในลิงชิมแพนซีได้ด้วย 
 1.7.2 Pediculus humanus corporis หรือเหาล าตัวมีลักษณะเหมือนกับเหาศีรษะมาก 
แต่จะอาศัยอยู่บนขนตามร่างกายหรือเสื้อผ้าที่สวมใส่ มีวิวัฒนาการมาจากเหาศีรษะที่อพยพลงมา
อาศัยอยู่ตามเสื้อผ้าตั้งแต่มีพัฒนาการของเครื่องนุ่งห่ม ปกติจะยึดเกาะกับใยผ้าขณะดูดเลือด เหาตัว
เป็นพาหะของโรค epidemic typhus, trench fever และ relapsing fever  
 1.7.3 Phthirus pubis หรือโลน จัดอยู่ในวงศ์ Pthiridae ลักษณะล าตัวอ้วนป้อม มัก
ติดต่อสู่กันทางเพศสัมพันธ์และจะพบบริเวณขนอวัยวะเพศโดยเฉพาะในผู้ป่วยเพศชาย นอกจากนี้อาจ
พบในส่วนอื่น เช่น ขนตา ขนรักแร้ ซึ่งอาจเกิดจากการใช้ผ้าเช็คตัวร่วมกับผู้ป่วย ไข่ของโลนจะมีขนาด
ที่เล็กกว่าเหาศีรษะ  
 1.7.4 Mitochondrial DNA คือ สารพันธุกรรมนอกนิวเคลียส จีโนมในไมโตคอนเดรียมีอยู่
ประมาณ 5-10 copies สามารถอดรหัสให้ยีนทั้งหมด 37 ยีน เป็นยีนที่ถอดรหัสให้ transfer RNA 
จ านวน 22 ยีน ถอดรหัสให้ ribosomal RNA จ านวน 2 ยีน และถอดรหัสให้โปรตีนจ านวน 13 ยีน 
ขบวนการถ่ายแบบของจีโนมไมโท-คอนเดรียที่เกิดขึ้นใน matrix นั้นไม่มีกระบวนการ repairing 
system ท าให้เกิดความผิดพลาดในการถ่ายแบบสารพันธุกรรมของยีนในไมโตคอนเดรียในอัตราที่สูง
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กว่าในยีนที่อยู่ในนิวเคลียสซึ่งมีกระบวนการ repairing system  จึงพบว่าอัตราของการกลายพันธุ์
ของยีนในไมโตคอนเดรียนั้นสูงกว่ายีนในนิวเคลียสถึง 10-20 เท่า  
 1.7.5 COI gene เป็นยีนที่ก าหนดการสร้างโปรตีนซึ่งท างานเป็นเอนไซม์ที่แทรกอยู่บนเยื่อ
หุ้มชั้นในของไมโตคอนเดรียอยู่บริเวณ complex IV ในกระบวนการ Electron Transport Chain 
ของกระบวนการ oxidative phosphorylation โดยในเหาศีรษะและเหาตัวนั้นพบว่าประกอบด้วย
ยีน cytochrome C oxidase จ านวน 3 subunit คือยีน COI, COII, COIII โดยแต่ละยีนบรรจุอยู่บน
วงโครโมโซมคนละวงโครโมโซมย่อยต่างกัน ซึ่งยีน COI ของเหาถูกบรรจุอยู่บนวงโครโมโซมย่อย 1 วง
ทั้งในเหาตัวและเหาศีรษะและมีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ประมาณ 1,572 คู่เบส เหมือนกัน 
 1.7.6 Clade คือ กลุ่มท่ีก าเนิดมาจากบรรพบุรุษร่วมกัน 
 1.7.7 Out group คือ สิ่งมีชีวิตที่น ามาเปรียบเทียบโดยต้นก าเนิดมาจากบรรพบุรุษ
เดียวกันแต่เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีวิวัฒนาการแยกออกจากสิ่งมีชีวิตตัวอย่างที่ท าการศึกษา 
 1.7.8 Phylogenetic tree คือ แผนภูมิวิวัฒนาการ หรือ แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการ เป็น
การศึกษาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยแบ่งสิ่งมีชีวิตออกเป็นกลุ่มต่างๆจาก
ลักษณะทางสรีรวิทยา สัณฐานวิทยา กายวิภาคศาสตร์ ซึ่งในปัจจุบันได้มีการน าข้อมูลทางชีวโมเลกุล 
เช่น การศึกษาความคล้ายคลึงของล าดับเบสบนสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนที่น ามาท าการวิเคราะห์โดยใช้
แผนภูมิวิวัฒนาการ 
 1.7.9 Bootstrap test คือการทดสอบความเชื่อมั่นทางสถิติของกลุ่มสิ่งมีชีวิตในแผนภูมิ
ต้นไม้วิวัฒนาการโดยใช้วิธีการสุ่มข้อมูลซ้ า (resampling) จากข้อมูลเริ่มต้นหลายๆครั้ง ซึ่งจะท าการ
สุ่มซ้ า 100 ครั้ง ถึง 1,000 ครั้ง แล้วคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 

1.8.1 ท าให้ทราบข้อมูลทางพันธุกรรมและความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน 
COI ของเหาในพ้ืนที่ต่างๆในประเทศไทย และจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์นี้สามารถน าไปใช้เป็น
ฐานข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน GenBank และใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านระบาดวิทยาของ
สายพันธุ์เหาศีรษะที่จ าเพาะในพ้ืนที่ประเทศไทย 

1.8.2 การทราบถึงข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันอาจมีส่วนช่วยในการพัฒนา
สารเคมีที่ใช้ในการก าจัดเหาได้อย่างมีประสิทธิภาพได้ในอนาคต  

1.8.3 ท าให้ทราบถึงความชุกของเชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในเหาศีรษะที่
เก็บจากภูมิภาคต่างๆ ในประเทศไทย 
  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ชีววิทยาและลักษณะทั่วไปของเหา 

2.1.1 การจัดจ าแนกหมวดหมู่ตามหลักวิทยาศาสตร์ของเหา 

เหา (Lice) เป็นแมลงปรสิตขนาดเล็กซึ่งจัดอยู่ใน 
อาณาจักร (Kingdom):  Animalia 

ไฟลัม (Phylum): Arthropoda 
ชั้น (Class): Insecta 

อันดับ (Order): Phithiraptera 
อันดับย่อย (Suborder): Amblycera 

: Ischnocera 
: Rhynchophtirina 
: Anoplura 

วงศ์ (Family): Pediculidae, Pthiridea 

เหาสามารถแบ่งได้ 4 อันดับย่อย (Suborder) โดยมีลักษณะของปากที่แตกต่างกัน โดยที่เหา
ในกลุ่ม 3 อันดับย่อย คือ Amblycera, Ischnocera, Rhynchophtirina  นี้จะมีลักษณะของปาก
แบบกัดแทะ (Chewing mouthpart) เรียกว่า เหากัด โดยจะกินพวกเส้นขนหรือเศษผิวหนังเป็น
อาหารและมีเพียงบางส่วนเท่านั้นที่กินเลือดเป็นอาหารและมีโฮสต์ส่วนใหญ่เป็นสัตว์ปีกและสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนม ส่วนอันดับย่อย Anoplura มีลักษณะของปากเหาแบบเจาะดูด (Piercing sucking 
mouthpart) เรียกว่า เหาดูด จะกินเลือดเป็นอาหารและมีโฮสต์เป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเท่านั้น  

เหาในอันดับย่อย Anoplura นี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 15 วงศ์ (family) โดยวงศ์ 
Pediculidae และวงศ์ Pthiridae เป็นกลุ่มของเหาที่มีความส าคัญทางการแพทย์และก่อให้เกิดความ
ร าคาญและเกิดโรคในมนุษย์โดยที่วงศ์ Pediculidae ประกอบด้วยเหาศีรษะ (P. humanus capitis) 
และเหาตัว (P. humanus corporis) และวงศ ์Pthiridae คือ โลน (Phthirus pubis) (10) 

เหา (P. humanus) เป็นแมลงปรสิตขนาดเล็กไม่มีปีกและเป็นปรสิตภายนอกที่ต้องอาศัยอยู่
บนร่างกายของโฮสต์ ซึ่งมักพบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและนก โดยเหาได้มีการบันทึกและจ าแนกไว้
แล้วมากกว่า 3,000 ชนิด โดยเหาในมนุษย์แบ่งเป็น 3 ชนิดหลักๆ ตามบริเวณที่อยู่อาศัยบนร่างกาย
มนุษย์ คือ เหาศีรษะ (P. humanus capitis) อาศัยอยู่บนศีรษะและหนังศีรษะของมนุษย์ เหาล าตัว 
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(P. humanus corporis) อาศัยอยู่ตามขนตามร่างกายหรือบนเสื้อผ้าที่สวมใส่ และโลน (pubis 
louse) จะพบอาศัยอยู่ตามขนที่อวัยวะสืบพันธุ์ ได้มีการศึกษาด้านพันธุศาสตร์ประชากรของเหาบน
ศีรษะและเหาตามล าตัวเนื่องจากเหาทั้งสองชนิดมีลักษณะรู ปที่ เหมือนกันมาก โดยศึกษา 
Microsatellite DNA ของเหาทั้งสองกลุ่ม พบว่าเหาทั้งสองชนิดมีลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างกัน
โดยเหาบนศีรษะกับเหาบนร่างกายได้แยกสายวิวัฒนาการออกจากกันเมื่อ 30,000 ถึง 100,000 ปี
ก่อนในช่วงที่มนุษย์เริ่มมีการพัฒนาการด้านการสวมใส่เสื้อผ้า(15) 

(A)        (B) 
รูปที่ 1 ลักษณะของปากแบบกัดแทะ (A), ลักษณะของปากแบบแทงดูด (B)  

(ที่มา: http://www.pet-informed-veterinary-advice-online.com/lice-pictures.html) 

2.1.2 เหาที่มีความส าคัญทางการแพทย์ 

2.1.2.1 Pediculus humanus capitis (เหาศีรษะ/ head lice) 
เหาศีรษะเป็นปรสิตภายนอกของคน ไม่มีปีกจึงบินไม่ได้ ขาสั้นไม่สามารถใช้

ในการกระโดดได้ ดูดเลือดเป็นอาหาร พบได้เป็นกลุ่มและอยู่ได้ทุกส่วนของศีรษะ โดยมีกรงเล็บใช้
ส าหรับเกาะที่เส้นผม จากการรายงานที่พบในคนแล้วยังสามารถพบในลิงชิมแพนซีได้ เหาศีรษะจะ
แตกต่างจากเหาตัวคือการว่างไข่ที่เส้นผมในขณะที่เหาตัวจะชอบว่างไข่ที่เสื้อผ้า ในบางคนอาจมีการ
แพ้ ผื่นคันเกิดขึ้นจากน้ าลายของเหาเรียกว่า pediculosis (4) 

 
รูปที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเหาศีรษะ (ที่มา:http://www.cdc.gov/parasites/lice/) 
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2.1.2.2 Pediculus humanus corporis (เหาตัว/ body lice) 

เหาตัวเป็นเหาดูดเลือดเช่นเดียวกับเหาศีรษะแต่จะอาศัยอยู่ที่ขนบริเวณ
ร่างกายหรือตามเสื้อผ้าที่สวมใส่ วิวัฒนาการมาจากเหาศีรษะที่อพยพมาอาศัยอยู่ตามเสื้อผ้าตั้งแต่
มนุษย์มีการใช่เครื่องนุ่งห่ม ลักษณะล าตัวแบน หนวดสั้น รูปร่างเหมือนและคล้ายกับเหาศีรษะมาก 
เคลื่อนที่ได้รวดเร็วและชอบหลบอยู่ตามใยผ้าหรือขนหน้าอก การติดต่อแพร่กระจายจากคนที่ไม่สนใจ
สุขอนามัย ไม่เปลี่ยนเสื้อผ้า เหาตัวสามารถเป็นพาหะของโรค epidemic typhus, trench fever 
และ relapsing fever (4)  

 
รูปที่ 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเหาตัว (ที่มา:http://www.cdc.gov/parasites/lice/) 

2.1.2.3 Pthirus pubis (โลน/ crab louse, pubic louse) 
ในทางกีฏวิทยาจัดโลนอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับเหา โดยโลนเป็นแมลงปรสิตที่

ติดต่อสู่กันทางอวัยวะสืบพันธุ์ โดยจากการมีเพศสัมพันธ์หรือการใช้สิ่งของร่วมกัน ซึ่งอาจพบโลนได้ใน
ส่วนอ่ืนเช่น ขนตา ขนใบหน้า ขนหน้าอก ขนคิ้วหรือขนรักแร้ พบว่าเป็นแมลงดูดเลือดที่พบได้ในคน
และกอริลา ลักษณะของโลนที่แตกต่างไปจากเหาคือขาคู่หน้าจะอ่อนแอกว่า ยาวเรียว ขาคู่อ่ืนและ
กรงเล็บสั้นทู่ ล าตัวแบนท้องสั้นมากและกว้าง เมื่อถูกโลนกัดบริเวณที่ถูกกัดจะมีอาการคัน อาจพบจุด
สีน้ าเงิน (maculae ceruleae) ตามผิวหนังบริเวณท้องหรืออวัยวะสืบพันธุ์ (4) 

 
รูปที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโลน (ที่มา:http://www.cdc.gov/parasites/lice/) 
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เมื่อดูจากภายนอกแล้วอาจไม่สามารถที่จะจ าแนกลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเหาทั้ง 2 ชนิดคือเหาตัว (P. humanus corporis) และเหาศีรษะ (P. humanus capitis) 
ซึ่งมีความแตกต่างกันน้อยมาก อาจต้องอาศัยผู้เชี่ยวชาญทางกีฏวิทยาเพ่ือจ าแนกสัณฐานวิทยาของ
เหาทั้ง 2 ชนิดออกจากกัน โดยจากลักษณะของเหาตัวที่ต่างจากเหาศีรษะนั้นคือสีของตัวเหามีสีที่อ่อน
กว่า หนวดที่มีความยาวและแคบกว่า และต าแหน่งที่อยู่อาศัยและที่ว่างไข่ที่แตกต่างกันคือเหาตัวจะ
อาศัยอยู่บนล าตัวของคนตามขนบริเวณหน้าอกและล าตัวและเสื้อผ้าที่สวมใส่ ซึ่งต่างจากเหาศีรษะที่
ต้องอาศัยอยู่เส้นผมบนศีรษะเท่านั้นและว่างไข่ยึดติดกับเส้นผม การออกไข่ของเหาศีรษะจะน้อยกว่า
เหาตัวและไข่มีขนาดที่เล็กกว่า อัตราการอยู่รอดเหาศีรษะนั้นจะสูงกว่าเมื่อเทียบกับเหาตัว [9] แต่เมื่อ
มาศึกษาทางพันธุศาสตร์โดยศึกษาวิวัฒนาการโดยสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากยีนในไมโตคอนเดรีย
แล้ว เหาตัวจะจัดอยู่ใน clade A ต่างจากเหาศีรษะที่สามารถแยกได้เป็น 3 clade คือ clade A, B 
และ C เพราะฉะนั้นการศึกษายีนในไมโตคอนเดรียอาจสามารถช่วยจ าแนกความแตกต่างของเหาทั้ง
สองชนิดได้เช่นกัน (17, 18) 

จากการศึกษาด้วยยีนที่อยู่ไมโตคอนเดรียจะพบว่าเหาตัวและเหาศีรษะ
บางส่วนยังจัดอยู่ใน clade A เช่นกัน ซึ่งมีงานวิจัยที่ได้ศึกษาเพ่ือแยกเหาตัวและเหาศีรษะที่จัดอยู่ใน 
clade A โดยจากงานวิจัยของ Drail R และคณะในปี 2013 ได้ศึกษาตัวอย่างเหาจ านวน 142 
ตัวอย่าง จาก 13 ประเทศโดยผู้วิจัยได้ศึกษายีนในไมโตคอนเดรียคือ ยีน Cytb เพ่ือแยก clade A, B 
และ C จากนั้นได้เอาตัวอย่างเหาจาก clade A มาแยกชนิดของเหาตัวและเหาศีรษะด้วยเทคนิค 
Multiplex real-time PCR โดยใช้ยีน Phum_PHUM540460 ซึ่งเป็น housekeeping gene พบว่า
สามารถแยกเหาทั้ง 2 ชนิดได้อย่างชัดเจน โดยมีค่า sensitivity และ specificity เท่ากับ 100% ซึ่ง
ยีนดังกล่าวนี้พบว่ามีความสามารถที่จะใช้เป็น genetic marker ในการศึกษาแยกชนิดของเหาทั้ง 2 
species ได้เป็นอย่างด ี(19) 

2.2 ชีววิทยาและสัณฐานวิทยาของเหาศีรษะ 

เหาศีรษะ (P humanus capitis) เป็นปรสิตจ าเพาะที่อาศัยอยู่บนศีรษะของมนุษย์ตลอด
วงจรชีวิตของมัน  โดยวงจรชีวิตของเหาศีรษะเป็นแบบไม่สมบูรณ์ ( Incomplete metamorphosis 
หรือ hemimetabolus) ในวงจรชีวิตประกอบด้วย 3 ระยะ คือ ระยะไข่ (egg หรือ nit) ตัวกลางวัย 
(nymph) และตัวเต็มวัย (adult) 
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2.2.1 วงจรชีวิตของเหาศีรษะ 

 เหาศีรษะมีการเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงรูปร่างแบบค่อยเป็นค่อยไป (Gradual 
metamorphosis) เมื่อเหาตัวผู้และตัวเมียผสมพันธุ์กันแล้ว เหาตัวเมียจะวางไข่ยึดติดกับเส้นผมหรือ
ขนโดยใช้กาวเหนียวๆ (cement) ซึ่งเป็นสารจ าพวกโปรตีนคล้ายเคอราตินบนเส้นผม กาวนี้จะแห้ง
แข็งหุ้มไข่เอาไว้ และจะมีรูเปิด (operculum) ที่ปลายเปลือกหุ้มไข่ เหาตัวเต็มวัยตัวเมียจะวางไข่วัน
ละประมาณ 6-9 ฟอง หรือประมาณ 200-300 ฟอง ตลอดช่วงชีวิตของเหาตัวเมีย การวางไข่ของเหา
ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิของอากาศ โดยในสภาพอากาศเย็น เหาจะวางไข่ห่างจากหนังศีรษะประมาณ 1 
เซนติเมตร แต่ในสภาพอากาศที่อบอุ่น เหาตัวเมียจะวางไข่ในต าแหน่ง 1.5 เซนติเมตรห่างออกมาจาก
หนังศีรษะ หลังจากวางไข่ประมาณ 7 วัน ตัวอ่อนระยะ nymph จะฟักออกมาจากไข่และจะมีการ
ลอกคราบทั้งหมด 3 ครั้ง โดยจะลอกคราบครั้งแรกภายใน 2 วันหลังจากฟักออกจากไข่ รวมแล้วใช้
เวลาประมาณ 16-18 วัน แล้วจะเจริญเป็นตัวเต็มวัย เหาศีรษะมีอายุประมาณ 30 วัน หากเหาชนิดนี้
อยู่นอกตัวมนุษย์จะมีชีวิตอยู่ได้เพียง 1-2 วัน 

 

 
รูปที่ 5 วงจรชีวิตของเหาศีรษะ (P. humanus capitis) 

(ที่มา: http://cal.vet.upenn.edu/projects/merial/introduction/intro_3.htm) 
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2.2.2 ระยะไข่ (egg หรือ nit) 

ระยะไข่เม่ือเหาตัวเมียผสมพันธุ์แล้วจะวางไข่ไว้ที่บริเวณเส้นผมประมาณ 8-10 ฟอง 
ต่อวัน โดยในวงจรชีวิตของเหาตัวเมียจะออกไข่ประมาณ 50-300 ฟอง สีของไข่เหาค่อนข้างเป็นสีเทา
ขาว หรือสีน้ าตาลอ่อน ผิวเป็นมันวาว แต่ละใบจะมีตัวอ่อน 1 ตัว ไข่จะฟักในช่วงอุณหภูมิประมาณ 
29-32 °C และมักจะพบบริเวณโคนเส้นผม ไข่เหามีขนาดประมาณ 0.8 มิลลิเมตร เหาตัวเมียจะปล่อย
สารประเภทโปรตีนคล้ายกับเคอร์ราตินท าให้ไข่ยึดติดกับเส้นผมได้  

   (A)        (B) 
รูปที่ 6 ลักษณะของระยะไข่เหาศรีษะจากการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (A) และจากการดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (B) 
(ที่มา:http://www.cdc.gov/parasites/lice/head/gen_info/faqs.html) 

2.2.3 ระยะตัวกลางวัย (nymph) 

  เมื่อไข่จะฟักเป็นระยะตัวกลางวัยนั้น ตัวกลางวัยจะดัน operculum ให้เปิดออก
แล้วฉีกส่วน vitelline membrane และดันตัวออกมา ตัวกลางวัยเป็นระยะที่การเจริญของระบบ
สืบพันธุ์แบบไม่สมบูรณ์ ไม่สามารถแยกเพศผู้และเพศเมีย มีขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร ส าหรับระยะ
ตัวกลางวัยประกอบด้วย 3 ระยะ ทั้ง 3 ระยะจะใช้เวลาประมาณ 8-9 วัน แต่ถ้าออกจากผิวหนังใน
ตอนกลางคืนช่วงระยะเวลาของระยะตัวกลางวัยก็จะยาวขึ้นประมาณ 16-19 วัน โดยที่ระยะตัวกลาง
วัยระยะที่ 1 และ 2 จะค่อนข้างอยู่นิ่งไม่มีการเคลื่อนไหว ส่วนระยะตัวกลางวัยระยะที่ 3 เริ่มมีการ
เคลื่อนไหวได้แล้วและสามารถติดต่อไปยังบุคคลอ่ืนได้ ระยะตัวกลางวัยนั้นจะต้องมีการลอกคราบ
ทั้งหมด 3 ครั้งจึงจะเข้าสู่ระยะตัวเต็มวัย และพฤติกรรมของระยะตัวกลางวัยจะเหมือนกับระยะตัว
เต็มวัยคือสามารถดูดกินเลือดจากโฮสต์เป็นอาหาร 
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รูปที่ 7 ลักษณะของระยะตัวกลางวัยเหาศรีษะ 

2.2.4 ระยะตัวเต็มวัย (adult) 

เมื่อเข้าสู่ระยะตัวเต็มวัย (adult) ตัวเต็มวัยเหาศีรษะมีขนาดความยาวประมาณ 1-3 
มิลลิเมตร โดยเหาศีรษะตัวผู้มีขนาดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าเหาตัวเมียที่มีขนาด
ประมาณ 3-4 มิลลิเมตร (3) ลักษณะสัณฐานของตัวเต็มวัยมีล าตัวแบน มีรูปร่างยาวรี ด้านหลังและ
ด้านท้องแบนเข้าหากัน (Dorso - ventrally flatten) ตัวเหาถูกแบ่งเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนหัว ส่วนอก 
และส่วนท้อง ส่วนหัวมีลักษณะเรียวเล็กแคบกว่าส่วนอก ปล้องอกไม่แยกจากกัน ท้องมี 7 ปล้องเห็น
ได้ชัดเจน โดย 6 ปล้องแรกจะมีรูหายใจปล้องละ 1 คู่ และปล้องสุดท้ายจะมีรูทวาร ผิวหนังส่วนท้องมี
ความยืดหยุ่นเพ่ือรองรับเลือดที่ดูดกินเข้ามา ส่วนท้องมักจะพองออกอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเหามีการดูด
กินเลือดเข้ามาอย่างเต็มที่ มีหนวด 1 คู่ แต่ละเส้นมี 5 ปล้องยื่นออกจากหัว ตาประกอบมี 1 คู่ มีขา 3 
คู่ ที่มีลักษณะสั้น ปลายขามีกรงเล็บ (claw) 1 อัน จึงสามารถใช้ขาเกี่ยวเส้นผมได้ดี เหาศีรษะมีสีเทา
ขาว (grayish white) เทาหรือน้ าตาลอ่อน แต่ส่วนมากสีจะแปรผันไปตามสภาพแวดล้อมหรือ
หลังจากกินเลือดสีจะเป็นสีแดง ในการเคลื่อนที่เหาศีรษะจะเคลื่อนที่ได้ช้าโดยสามารถเคลื่อนที่ได้ 23 
เซนติเมตรต่อนาที และเนื่องจากมีขาที่สั้นและไม่มีปีกจึงไม่สามารถที่จะกระโดดหรือบินได้ เหาศีรษะ
นั้นสามารถอาศัยอยู่นอกโฮสต์ได้ประมาณ 3 วัน ส่วนไข่ของเหาศีรษะนั้นสามารถอยู่นอกโฮสต์ได้นาน
ถึง 10 วัน (20) 

ความแตกต่างของเหาศีรษะระหว่างตัวผู้และตัวเมียอาจอาศัยความแตกต่างบริเวณ
ส่วนปลายท้องคือส่วนของ gonopod ซึ่งเหาตัวผู้จะมี aedeagus หรืออวัยวะเพศที่ส่วนปลายของ
ท้อง และขาคู่หน้าสุดจะมีขนาดใหญ่เพ่ือใช้ในการเกาะเพศเมียระหว่างการจับคู่ผสมพันธุ์ ส่วนเหาตัว
เมียส่วนปลายของท้องจะมี gonopod 2 อันลักษณะปลายแยกเป็นแฉกรูปตัว W เรียกว่า bilobe 
และมีรูเปิดของอวัยวะเพศอยู่ตรงกลาง  
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      (A)   (B) 
รูปที่ 8 ลักษณะของระยะตัวเต็มวัยเหาศีรษะตัวเมีย (A) และตัวผู้ (B) 

2.3 โรคเหา (Pediculosis) 

เหาศีรษะมีการกระจายประชากรไปทั่วโลก ซึ่งส่วนใหญ่เกิดในเด็กอายุ 3 - 11 ปี และพบโรค
เหาในเด็กเพศหญิงมากกว่าเพศชาย โรคเหาพบมากในหลายประเทศ เช่น อิสราเอล ออสเตรเลีย 
เดนมาร์ก สวีเดน สหราชอาณาจักร ฝรั่งเศส และไทย ซึ่งต่อมาองค์กรอนามัยโลก (WHO) ได้รายงาน
ถึงการติดโรคเหาว่ามีการระบาดไปทั่วทั้งโลก โดยมีร้อยละการติดเหาอยู่ที่ประมาณ 10-25% แต่จาก
การส ารวจพบว่าในกลุ่มชาวแอฟริกัน-อเมริกัน พบโรคเหาน้อยกว่ากลุ่มคนเชื้อชาติอ่ืน อย่างไรก็ตาม 
โรคเหาไม่ขึ้นกับสุขภาพของร่างกาย เหาเป็นปรสิตที่อยู่กับมนุษย์มาเป็นเวลานาน จึงมีวิวัฒนาการ
ร่วมมาเรื่อยๆ พร้อมกับมนุษย์ และกระจายประชากรออกไปพร้อมกับการกระจายตัวของมนุษย์ไปทั่ว
โลก   

เหาสามารถอยู่อาศัยได้ทั่วศีรษะของโฮสต์ แต่จะพบการวางไข่มากที่บริเวณใกล้ต้นคอและ
ศีรษะหลังหู เหาตัวเต็มวัยสามารถกระจายติดต่อข้ามโฮสต์ได้ผ่านการสัมผัส หรืออยู่ใกล้กันระหว่าง
โฮสต์ รวมไปถึงการใช้สิ่งของร่วมกัน เช่น หวี ผ้าเช็ดตัว เสื้อผ้า เตียงนอน เหาสามารถใช้ปลายขาที่มี
ลักษณะเป็นตะขอในการเคลื่อนที่บนเส้นผมได้อย่างรวดเร็ว ท าให้การติดต่อระหว่างคนสู่คน
แพร่กระจายอย่างรวดเร็ว (6) 
 โรคเหาเกิดจากการที่มีเหาอยู่บนศีรษะเป็นจ านวนมาก ส่วนมากจะเกิดขึ้นกับเด็กผู้หญิง 
เนื่องจากผมยาวกว่าเด็กผู้ชาย เมื่อเป็นโรคเหาเราสามารถสังเกตเห็นได้จากตัวเหาหรือไข่เหาที่ติดอยู่
บนโคนเส้นผม น้ าลายของเหาจะท าให้เกิดการระคายเคืองผิวหนังได้ เนื่องจากมีสาร Anti - 
coagulant ท าให้เกิดตุ่มแดงคันบริเวณที่ถูกกัดหลังจากการดูดเลือดใหม่ ๆ มักจะเกิดขึ้นในช่วงเวลา
กลางคืน เพราะเหามักจะดูดเลือดในช่วงนี้ อาการคันจะพบได้บริเวณหลังใบหูและศีรษะส่วนล่างใกล้
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บริเวณคอ และเด็กจะเกาจนหนังศีรษะถลอก อักเสบเป็นแผล อาจท าให้มีการติดเชื้อแบคทีเรียได้ 
รวมไปถึงการวางไข่ของเหาจะมีการหลั่งสาร cement จ าพวกโปรตีนเกาะแน่นกับเส้นผมเพ่ือหุ้มไข่
เอาไว้ ท าให้เส้นผมเกิดความหยาบกร้านและไม่ดีต่อสุขภาพหนังศีรษะ นอกจากนี้ยังท าให้เด็กเสีย
สมาธิในการเรียนนอกจากอาการคันหนังศีรษะ อับอายเพื่อน เด็กผู้หญิงที่เป็นโรคเหาสามารถแพร่การ
ติดเชื้อให้แก่เด็กคนอื่นๆ ภายในชั้นเรียนเดียวกันได้ภายใน 24 ชั่วโมง  
    การวินิจฉัยโรคจะต้องพิจารณาว่าจุดขาวที่สังเกตเห็นบนหัวเกิดจากรังแคหรือไข่เหา ไข่เหา
จะมีลักษณะเป็นสีเหลืองออกขาวขุ่นเล็กน้อยและมักอยู่ใกล้โคนเส้นผม แพทย์วินิจฉัยการติดเหาได้
จาก อาการคัน ร่วมกับการตรวจพบตัวเหาหรือไข่เหา ซึ่งมีหลายเทคนิควิธี ตั้งแต่การหาด้วยตาเปล่า 
การใช้แว่นขยายช่วยส่องตรวจ การใช้หวีซี่เล็กๆ ที่เรียกว่าหวีเสนียด หวีผมหรือเส้นขนขณะเปียก จะ
ช่วยท าให้พบตัวเหาหรือไข่เหาได้ง่ายขึ้น การติดโรคเหาหัวหากมีปริมาณมากแล้วไม่รีบรักษาจะท าให้
ผมพันกันกลายเป็นก้อน มีสะเก็ดหนองและเกิดกลิ่นเหม็น เรียกว่า Plica polonica เกิดภาวะโลหิต
จาง  (anemia) จากการดูดกินเลือดของเหา และถ้าหากเกิดอาการคันจนเกามากจนผิวหนังถลอก 
อาจท าให้แผลติดเชื้อแบคทีเรีย อักเสบและเป็นหนองได้ นอกจากนั้นการดูดเลือดของเหายังเป็น
พาหะน าโรคหลายชนิด เช่น epidemic typhus, trench fever และ relapsing fever (21) 

การป้องกันโรคเหาสามารถท าได้โดยการสระผมให้สะอาดเป็นประจ าอย่างน้อยสัปดาห์ละ 2 
ครั้งและไม่คลุกคลีหรือใช้สิ่งของร่วมกับผู้ป่วย นอกจากนี้ครูหรือผู้ปกครองควรตรวจเหาให้เด็กอย่าง
น้อยสัปดาห์ละ 1 ครั้ง และแนะน าให้เพ่ือนและสมาชิกในครอบครัวก าจัดเหาพร้อมกันด้วยวิธีที่
ถูกต้อง ซึ่งเป็นการป้องกันการแพร่ระบาดของโรคเหาได้ หากสมาชิกในครอบครัวเป็นเหาควรน า
เครื่องใช้ของผู้ติดเหาไปล้างท าความสะอาด ส่วนเครื่องนุ่งห่มควรน าไปตากแดดหรือซักให้สะอาด การ
สระผมและใช้หวีเสนียดสางเหาและไข่ออก ถ้าท าเช่นนี้ทุกวันประมาณ 2 - 3 สัปดาห์ จะช่วยให้เหา
หมดไปได้โดยไม่ต้องใช้ยาก าจัด การใช้หวีเสนียดควรใช้หวีซึ่งมีซี่ของหวีถี่มากใช้สางผม ท าให้ทั้งตัว
เหาและไข่เหาหลุดติดกับหวีออกมา นอกจากนี้วิธีโกนผมออกให้หมดเป็นการรักษาที่ได้ผลดี เพราะ
เหาไม่มีที่ยึดเกาะ ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวก และไม่สิ้นเปลือง ส าหรับวิธีการรักษาแบบพ้ืนบ้านโดยทั่วไปมี
การใช้สมุนไพรไทยที่มีฤทธิ์ในการฆ่าเหา ได้แก่ ใบน้อยหน่า ใบสะเดา ผลมะ ตูม ผลมะกรูด เป็นต้น 
วิธีใช้โดยการต าแล้วคั้นกับน้ าหรือน้ ามัน ชโลมผมให้ทั่วศีรษะ ทิ้งไว้ 3-4 ชั่วโมง จึงสระผม ในการ
ก าจัดเหาจ าเป็นต้องท าซ้ าเพราะไข่เหาอาจยังไม่ถูกก าจัดได้โดยทันที 

 สมุนไพรหลายชนิดที่ใช้สามารถฆ่าตัวเหาได้ แต่ไข่อาจจะถูกก าจัดไม่หมดจึงควรใช้ซ้ าและ
แนะน าให้รักษาความสะอาดโดยการสระผมบ่อยๆ นอกจากนี้สามารถใช้ยาก าจัดเหาซึ่งมีอยู่หลาย
รูปแบบทั้งแบบ ครีม โลชั่นหรือในรูปแบบเจล  ส าหรับยาที่ออกฤทธิ์ในการก าจัดเหาได้ดีจะเป็นสูตรที่
มีส่วนผสมของ malathion หรือยาที่อยู่ในกลุ่ม pyrethroids ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ เช่น 
permethrin แต่ควรที่จะใช้เมื่อพบตัวของเหาและเม่ือใช้ยาไปแล้วควรที่จะดูผลการรักษาประมาณ 6-
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10 วัน หากยังพบตัวเหาอยู่ให้ท าการรักษาซ้ าอีก การใช้สารเคมีควรใช้อย่างระมัดระวัง และปฏิบัติ
ตามค าแนะน าในฉลาก  

ปัจจุบันมีงานวิจัยได้มีการน าสารสกัดธรรมชาติ (essential oil) เช่น tea tree oil ซึ่งสกัดได้
จากพืชพ้ืนเมืองชื่อว่า Melaleuca alternifolia ที่อยู่ในประเทศออสเตรเลีย ซึ่ง tea tree oil มี
รายงานว่ามีคุณสมบัติออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลายอย่าง เช่น anti-microbial, anti- inflammatory, anti-cancer 
และ insecticidal activity เมื่อน ามาทดสอบการก าจัดเหาพบว่าสามารถฆ่าตัวเหาได้ภายใน 20 นาทีและ
ในระยะไข่เหานั้นสามารถท าให้ไข่ของเหาไม่สามารถฟักออกมาเป็นตัวได้ภายในระยะเวลา 4 วัน 
แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากพืชสามารถน ามาใช้แทนสารสังเคราะห์ที่ใช้อยู่ในปัจจุบันได้เช่นกัน (3) 

2.4 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ในการศึกษาและวิเคราะห์ความผันแปรทางพันธุกรรม 

 การน าดีเอ็นเอมาใช้เป็นเครื่องหมาย (DNA marker) สามารถศึกษาได้ทั้งส่วนที่เป็นยีน 
(coding sequence) และส่วนที่ไม่ใช่ยีน (non-coding sequence) นอกจากจะสามารถใช้เพ่ือ
ศึกษาการจัดเรียงของดีเอ็นเอแล้วยังสามารถใช้ตรวจสอบความหลากหลาย (polymorphism) ทาง
พันธุกรรมและศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได้ โดยบริเวณของยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอ
นั้นสามารถศึกษาได้ทั้งยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอในนิวเคลียสและยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย 

  2.4.1 ยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอในนิวเคลียส (Nuclear DNA gene) 

ในส่วนของจีโนมที่อยู่ในนิวเคลียสมีกระบวนการถอดรหัสของดีเอ็นเอไป
เป็นอาร์เอ็นเอเพ่ือที่จะแปรรหัสเป็นโปรตีนต้องอาศัยยีนบนดีเอ็นต้นแบบคือ mRNA gene, tRNA 
gene และ rRNA gene ซึ่งแต่ละยีนจะสร้างโมเลกุลที่จ าเป็น 3 ชนิดด้วยกัน คือ messenger RNA 
(mRNA) ท าหน้าที่เป็นตัวกลางน าข้อมูลจากดีเอ็นเอเพ่ือแปลรหัสเป็นโปรตีน transfer RNA (tRNA) 
ท าหน้าที่น ากรดอะมิโนไปยังบริเวณที่มีการสังเคราะห์โปรตีน และ ribosomal RNA (rRNA) ท า
หน้าที่เกี่ยวข้องในการสังเคราะห์โปรตีน ตามล าดับ 

ยีนในกลุ่มของ rDNA นั้นจัดอยู่ในกลุ่มที่อยู่ในต าแหน่งที่แน่นอนบน
โครโมโซม โดยยีนมีลักษณะเป็นครอบครัว (gene family) จ านวนมากและเป็นยีนที่มีจ านวนชุดซ้ าสูง
มากและเรียงซ้ าต่อกันอยู่ในทิศทางเดียวกันตลอด (tandem repeat) เนื่องจากมีความต้องการ
ผลผลิตจากยีนดังกล่าวในปริมาณท่ีสูงมากประมาณ 5-10 ล้านโมเลกุลต่อเซลล์ ยีน rRNA ในสิ่งมีชีวิต
ส่วนใหญ่จะอยู่ที่ต าแหน่ง nuclear organizer region (NOR) บนโครโมโซมที่จ าเพาะซึ่งมีปริมาณ
หลายร้อยถึงหลายพันชุด แต่ละชุดประกอบด้วยยีนที่ถอดรหัสเป็น 18S, 5.8S และ 28S rRNA ซึ่งจะ
ยังคงเป็นชุดเดิมตลอด โดยแต่ละชุดจะมีส่วนของดีเอ็นเอแทรกอยู่คือ inter transcribed spacer 1 
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(ITS1) เป็นดีเอ็นเอซึ่งแทรกอยู่ระหว่าง 18S กับ 5.8S และ inter transcribed spacer 2 (ITS2) 
แทรกอยู่ระหว่าง 5.8S กับ 28S ซึ่งไม่มีความส าคัญในการท าหน้าที่ (รูปที่  แต่ล าดับเบสในบริเวณนี้มี
ความหลากหลายสูง โดยพบว่าส่วนของยีนกลุ่ม rRNA ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษ์ ( conserved genes) มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงทั้งในล าดับเบสและความยาว เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตต่างชนิด
กันหรือภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน โดยนิยมน ามาใช้ศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตและการจ าแนก
สิ่งมีชีวิตด้วยเช่นกัน 

2.4.2 ยีนที่อยู่บนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA gene) 

การศึกษายีนในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอพบว่าในเซลล์ยูคาริโอตโดยปกติ
โครโมโซมของไมโตคอนเดรียมีลักษณะเป็นวงสายคู่ (double-stranded circular chromosome) มี
ความยาวประมาณ 16 กิโลเบส (รูปที่ 10) ประกอบด้วยยีนจ านวน 37 ยีน แยกเป็นส่วนของยีนที่
ควบคุมการถอดรหัสเป็น ribosomal RNA จ านวน 2 ยีน ยีนที่ควบคุมการถอดรหัสเป็น tRNA ในการ
ควบคุมการถอดรหัสของโปรตีนในไมโตคอนเดรีย 22 ยีน และยีนท าหน้าที่ในการสร้างโปรตีนใน
กระบวนการ Oxidative phosphorylation จ านวน 13 ยีน โดยโปรตีนที่ได้จากการถอดรหัสทั้ง 13 
ชนิดนี้เป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนที่ใช้ในกระบวนการ oxidative phosphorylation 
ประกอบด้วยเอนไซม์ 5 ชนิด คือ NADH-ubiquinone oxidoreductase, Succinate-ubiquinone 
oxidoreductase, Ubiquinol-cytochrome C oxidoreductase, Cytochrome oxidase และ 
ATP synthase ส าหรับยีนที่ถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อน NADH-ubiquinone 
oxidoreductase ประกอบด้วย 7 ยีน คือ ยีน ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 และ ND6 ยีนที่
ถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อน Ubiquinol-cytochrome C oxidoreductase 
มีเพียงยีนเดียว คือ ยีน cytb ยีนที่ถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อน Cytochrome 
oxidase ประกอบด้วย 3 ยีน คือยีน COI, COII และ COIII และยีนที่ถอดรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อย
ของเอนไซม์เชิงซ้อน ATP synthase คือยีน ATP6 และ ATP8  

การถ่ายทอดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียจะถ่ายทอดผ่านทางมารดา เนื่องจาก
เซลล์สืบพันธุ์เพศเมียจะมี cytoplasm ซึ่งมี organelle ต่างๆอยู่ ซึ่งเป็นข้อดีในการศึกษาพันธุศาสตร์
ประชากร โดยจีโนมในไมโตคอนเดรียมีลักษณะเป็น haploid จึงเรียกรูปแบบของดีเอ็นเอในไมโตคอน
เดรียว่า  haplotype โดยในเซลล์ของสัตว์จะมีรูปแบบของดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียที่เหมือนกันโดย
อาจเรียกว่า homoplasmy แต่บางครั้งอาจพบได้ว่าไมโตคอนเดรียถ่ายทอดผ่านเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้
ได้ด้วยแม้ว่าจะมีโอกาสที่จะเกิดขึ้นได้น้อยมาก ทั้งนี้จะท าให้ลูกมีลักษณะของไมโตคอนเดรียที่มีดีเอ็น
เอที่แตกต่างกัน เรียกว่า heteroplasmy ซึ่งการศึกษาโดยใช้ยีนในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอเป็น
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เครื่องหมายดีเอ็นเอที่พบว่ามีข้อดีคือ ยีนในไมโตคอนเดรียมีอัตราความผันแปรสูงมากกว่ายีนใน
นิวเคลียสประมาณ 10 เท่า โดยพบว่าบริเวณที่ไม่ได้เป็นส่วนของยีนซึ่งรวมไปถึงบริเวณ control 
region หรือ displacement (D) loop มีอัตราการกลายพันธุ์สูงในสิ่งมีชีวิตหลายๆชนิดโดยมีผลมา
จากผลผลิตที่ได้จากกระบวนการ oxidative phosphorylation และกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอ
และการตรวจสอบความผิดพลาดของสายดีเอ็นเอที่มีการสังเคราะห์ล าดับเบสผิดที่ไม่ดีเท่าใน
นิวเคลียส โดยอัตราการกลายพันธุ์ที่สูงในไมโตคอนเดรียท าให้เกิดความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ (polymorphism) จึงเหมาะในการน ามาศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตและการจ าแนกชนิดของ
สิ่งมีชีวิตได้ดีเช่นกัน (22) 

 
รูปที่ 9 แสดงโครงสร้าง gene family ของกลุ่มยีน ribosomal DNA 

(ที่มา: http://www.quazoo.com/q/Eukaryotic_Large_Ribosomal_Subunit) 
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รูปที่ 10 แสดงลักษณะไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอเซลล์ยูคาริโอตในแมลงวันผลไม้  (Drosophila 

yaguba) ลักษณะเป็นวงกลมเดียวสายคู่ มีขนาดประมาณ 16 kb (23) 

2.5 เทคนิคที่ใช้ในการศึกษาอณูพันธุศาสตร์ 

2.5.1 การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction หรือ 
PCR) ค้นพบโดย Kary B. Mullis ในปี ค.ศ. 1983 ซึ่งเทคนิคนี้สามารถเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ
อย่างมีความจ าเพาะ ง่าย รวดเร็วภายในหลอดทดลอง โดยอาศัยการเลียนแบบกระบวนการธรรมชาติ
ที่เซลล์ใช้ในการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอก่อนการแบ่งเซลล์ ซึ่ งจะเริ่มจากดีเอ็นเอเป้าหมายเพียงชิ้นเดียว
หรือเซลล์เพียงเซลล์เดียว โดยเทคนิคนี้สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นได้เป็นล้านๆชิ้นในหลอดทดลองใน
เวลาไม่นาน ส าหรับปัจจัยส าคัญในการท า PCR โดยเราต้องทราบล าดับเบสของยีนที่ปลายทั้ง 2 ข้างที่
ต้องการเพ่ิมจ านวนเพ่ือที่จะสร้างสาย Primer หรือนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆขนาดประมาณ 18-30 bp 
จ านวน 2 เส้นที่จ าเพาะกับเส้นยีนเป้าหมายที่เราต้องการเพ่ิมจ านวน นอกจากนี้ปฏิกิริยา PCR จ าเป็น
ที่ต้องใช้เอมไซม์ DNA polymerase ซึ่งมีความทนต่อความร้อนส าหรับเป็นตัวช่วยในกระบวนการ
สร้างสายดีเอ็นเอใหม่ โดย DNA polymerase ที่นิยมใช้ได้จากแบคที่เรียจากน้ าพุร้อนมีชื่อว่า 
Thermus aquaticus (Taq polymerase) ซึ่งเอนไซม์นี้จะต้องอาศัย Mg2+ เป็น cofactor และ
นอกจากนี้แล้วปฏิกิริยา PCR ยังต้องการนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิดคือ dATP, dCTP, dGTP, dTTP เป็น
สารตั้งต้นและมี buffer เป็นตัวควบคุมให้ระบบปฏิกิริยาอยู่ในสภาวะที่เหมาะสม 
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ส าหรับปฏิกิริยา PCR นั้นจะเกิดขึ้นป็นรอบ (cycle) โดยเราจะน าดีเอ็น
ต้นแบบและองค์ประกอบทั้งหมดใส่ในหลอดทดลองและน าหลอดทดลองดังกล่าวนี้ใส่ลงในเครื่อง
อัตโนมัติ (thermocycler) ที่สามารถปรับอุณหภูมิและเวลาตามที่เราต้องการ ซึ่งแต่ละรอบของ
ปฏิกิริยา PCR มีดังต่อไปนี้ 

2.5.1.1 Denaturation ขั้นตอนนี้เป็นการแยกสายของดีเอ็นเอสายคู่โดย
การท าลายโครงสร้างของดีเอ็นด้วยความร้อนที่อุณหภูมิประมาณ 95°C เพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอสายต้นแบบ
ที่ primer จะสามารถเข้ามาเกาะได้ในขั้นตอนต่อไป 

2.5.1.2 Annealing เป็นขั้นตอนท่ีสาย primer เข้ามาเกาะกับสายดีเอ็นเอ
ต้นแบบทั้ง 2 เส้น โดยในขั้นตอนนี้จะลดอุณหภูมิลงมาเหลือประมาณ 50-60 °C (อาจมากหรือน้อย
กว่านี้ขึ้นอยู่กับความยาวและองศ์ประกอบของเส้น primer) และอาจเกิดการกลับมาจับคู่กันใหม่ 
(reannealing) ของดีเอ็นเอต้นแบบ แต่เนื่องจาก primer มีขนาดที่เล็กกว่าเส้นดีเอ็นเอต้นแบบและมี
ปริมาณที่มากกว่าและเป็นคู่สม (complementary) จึงมีโอกาสที่จะเกิดการจับคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบ
ได้ก่อน 

2.5.1.3 Extension เป็นขั้นตอนในการต่อสายนิวคลีโอไทด์โดยเริ่มจากนิ
วคลีโอไทด์ตัวสุดท้ายที่อยู่ด้านปลาย 3´ ของเส้น primer ทั้งสองข้าง โดยจะใช้อุณหภูมิประมาณ 
72°C ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ Taq polymerase โดยจะท าการสร้าง
สายใหม่จากทิศทาง 5´ ไป 3´  

เมื่อครบปฏิกิริยา PCR แล้วจะวนกลับไปเริ่มต้นใหม่จากขั้นตอนแรกโดยจะ
ท าซ้ าประมาณ 30-40 รอบ เราจะได้ชิ้นส่วนของยีนเป้าหมายที่สนใจ ในปัจจุบันเครื่อง 
thermocycler ได้มีการพัฒนาให้เพิ่มลดอุณภูมิได้เร็วขึ้น ซึ่งสามารถเสร็จปฏิกิริยา PCR ได้ในเวลาไม่
เกิน 2 ชั่วโมง โดยปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้ในแต่ละรอบของ PCR  จะเพ่ิมแบบ 2n โดยเมื่อ n คือ
จ านวนของรอบของการท าปฏิกิริยา PCR  

 2.5.2 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sequencing 

  เทคนิคในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ในสายดีเอ็นเอมีการศึกษาและ
พัฒนาขึ้นหลากหลายวิธี ซึ่งในปัจจุบันพบว่าวิธีที่นิยมมากที่สุดคือวิธีที่พัฒนาขึ้นโดย Frederick 
sanger และคณะในปี ค.ศ. 1977 โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้จะอาศัยการท างานของเอนไซม์ DNA 
polymerase ที่มันสามารถเติมนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ในรูปของ deoxyribonucleotide triphosphate 
(dNTP) ทีละตัวใน  ดีเอ็นเอสายใหม่ที่สร้างขึ้นซึ่งจะมีล าดับเบสที่เข้าคู่กับสายดีเอ็นเอต้นแบบ โดยจะ
เกิดการต่อสายไปเรื่อยๆ แต่ถ้ามีการเติม dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTP) จะท า
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ให้ DNA polymerase ไม่สามารถท่ีจะเติมนิวคลีโอไทด์ตัวต่อไปในการสร้างสายใหม่ได้ เนื่องจากขาด
หมู่ OH ที่ต าแหน่ง 3´ ในโมเลกุลของน้ าตาลดีออกซีไรโบสซึ่งมีความจ าเป็นในการสร้าง พันธะ 
phosphodiester กับ dNTP ตัวถัดไปซึ่งเราเรียกการหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยการใช้ ddNTP ว่า
กระบวนการ dideoxy chain termination DNA sequencing  

ส าหรับกระบวนการเรียกว่า กระบวนการ dideoxy chain termination 
DNA sequencing จะประกอบด้วย 4 ปฏิกิริยา (เบสที่แตกต่างกันคือ A, T, C, G) ซึ่งจะท าปฏิกิริยา
แยกกัน 4 หลอด โดยที่ทุกหลอดจะมีองค์ประกอบเหมือนกันคือ ดีเอ็นเอต้นแบบสายเดี่ยว , primer, 
DNA polymerase และ dNTP 4 ชนิด (dATP, dTTP, dCTP,dGTP) และส่วนของ ddNTP 
(ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) ที่ถูกติดฉลาก เมื่อขั้นตอนสังเคราะห์เส้นดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ้น
โดยจะมีการเติมนิวคลีโอไทด์ที่ด้านปลาย 3´ ของ primer จนเมื่อถึงต าแหน่งที่เอนไซม์ DNA 
polymerase เอานิวคลีโอไทด์ที่เป็น ddNTP เข้าแบบสุ่ม ขั้นตอนในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอก็จะหยุด
ลงจากนั้นจะน าสายดีเอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบด้วยการแยกด้ วยวิธี polyacrylamide gel 
electrophoresis ตามด้วยการท า autoradiography ซึ่งจะเห็นแถบสีด าเมื่อด้วยฟิล์ม X-ray (ใน
กรณีที่ ddNTP ติดฉลากด้วยสารกัมมันตภาพรังสี) โดยจะอ่านล าดับเบสซึ่งเริ่มจากด้านล่างของแผ่น
ซึ่งตรงกับด้าน 5´ ของสายดีเอ็นเอไปเรื่อยๆในทิศทางด้าน 3´  ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคโดย
การน าสาร fluorescence มาเป็นตัวติดตามแทนสารกัมมันตภาพรังสี ซึ่งสารกัมมันตภาพรังสีเป็น
อันตรายต่อผู้วิเคราะห์ผล การท าปฏิกิริยาโดยใช้สาร fluorescence นี้สามารถท าได้ภายในหลอด
ทดลองเดียว (เบสทั้ง 4 ชนิด) ซึ่งเบสทั้งสี่ตัวจะมีการติดฉลากสี fluorescence ที่แตกต่างกัน จากนั้น
สามารถน าไปตรวจสอบโดยการแยกด้วยวิธี capillary electrophoresis หรือวิธี polyacrylamide 
gel electrophoresis ซึ่งจะมีเครื่องที่ใช้ในการอ่านผลโดยการวัดจากสีของ fluorescence ของเบส
แต่ละตัวที่เกิดขึ้น วิธีดังกล่าวเราเรียกว่า automate DNA sequencing ซึ่งเป็นวิธีที่รวดเร็วและใช้
เวลาในการวิเคราะห์น้อยลงและปลอดภัยกว่าวิธีเดิมที่ใช้สารกัมมันตภาพรังสี (รูปที่ 12) 

 2.5.3 การศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตด้วยแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) 

  การวิเคราะห์วิวัฒนาการด้วยการสร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) 
เป็นการศึกษาประว้ติหรือวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต สามารถที่จะสร้างโดยอาศัยข้อมูลของล าดับนิวคลี
โอ-ไทด์หรือล าดับของโปรตีน (amino acid) จากยีนชนิดต่างๆของสิ่งมีชีวิต ลักษณะของ 
phylogenetic tree มีลักษณะคล้ายต้นไม้ซ่ึงประกอบด้วยกิ่งก้านหรือแขนง (branch) โดยที่ก้านอาจ
แตกออกเป็นแบบสองทาง (bifurcation) หรือหลายทาง (multifurcation) ต าแหน่งที่ก้านแตกเป็น
กิ่งย่อยเรียกว่า โนด (node) โดยที่ปลายสุดของกิ่งจะเป็นล าดับเบสหรือล าดับของโปรตีนของสาย
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พันธุ์หรือ species ของสิ่งมีชีวิตที่เรียกว่าแทกซอน (taxon) ซึ่งกลุ่มของแทกซอนที่ก าเนิดมาจาก
บรรพบุรุษเดียวกันหรือร่วมกันจะเรียกว่า เคลด (clade) ในการสร้าง phylogenetic tree อาจจะมี 
clade เพียง clade เดียวซึ่งเรียกว่า monophyletic tree หรือมี clade หลาย clade จะเรียกว่า 
polyphyletic tree ใน phylogenetic tree อาจมีจุดก าเนิดร่วมหรือมีราก (rooted tree) ซึ่งเป็น
ส่วนยอดท่ีเป็นต าแหน่งรวมของแทกซอนทั้งหมดสามารถบอกได้ว่าจุดไหนเป็นบรรพบุรุษและจุดไหน
เป็นลูกหลานที่สืบทอดกันมา และรูปแบบที่ไม่มีราก (unrooted tree) ไม่สามารถระบุได้ว่าจุดไหน
เป็นบรรพบุรุษและจุดไหนเป็นลูกหลานที่สืบทอดกันมาไม่สามารถบอกถึงความใกล้ชิดกันหรือ
ความสัมพันธ์กัน เพราะไม่ทราบว่าจุดเริ่มต้นวิวัฒนาการอยู่ที่ต าแหน่งใด ส าหรับรูปแบบของ 
phylogenetic tree มี 2 แบบคือ phylogram ซึ่งเป็น tree ที่มีความยาวของกิ่งไม่เท่ากันจะแสดง
ถึงระยะเวลาในการเกิดวิวัฒนาการที่แตกต่างกัน แบบที่ 2 เรียกว่า cladogram ซึ่งจะบอกเพียง
ล าดับของ taxon แต่ไม่แสดงระยะเวลาที่เกิดวิวัฒนาการ (24) 

การสร้าง phylogenetic tree นั้นนอกจากจะใช้เพ่ือศึกษาวิวัฒนาการและ
ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตแล้วยังประโยชน์ด้านอ่ืนๆ เช่น การศึกษาด้านระบาดวิทยาการควบคุม
โรคติดเชื้อ การใช้เพ่ือช่วยในการศึกษาคุณสมบัติของ species ที่ยังไม่มีการศึกษา เพ่ือค้นหาสารที่มี
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเพ่ือใช้เป็นยา และการศึกษาเพ่ือน าไปสู่ความรู้ความหลากหลายของโครงสร้าง
เพ่ือใช้เป็นแหล่งศึกษาโครงสร้างและหน้าที่และการออกแบบยารักษา เป็นต้น  
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รูปที่ 11 แสดงขั้นตอนของเทคนิค Polymerase chain reaction 
(ที่มา: https://www.neb.com/products/pcr-polymerases-and-amplification-technologies) 
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รูปที่ 12 แสดงขั้นตอน chain termination DNA sequencing และแสดงผลกราฟ chromatogram จากเครื่อง
automate (ที่มา: automatehttp://en.wikipedia.org/wiki/Sanger_sequencing) 

2.6 การศึกษาอณูพันธุศาสตร์ของเหา 

เหาศีรษะ (P. humanus capitis De Geer) เป็นเหาที่พบในมนุษย์เท่านั้น มีความใกล้ชิด
ทางวิวัฒนาการกันกับ P. schaeffi ซึ่งเป็นเหาในลิงชิมแพนซีซึ่งได้มีการแยกวิวัฒนาการจากกันแล้ว
ประมาณ 5.6 ล้านปีมาแล้ว โดยในเหาแต่ละชนิดจะมีโฮต์ที่จ าเพาะแตกต่างกัน ซึ่งในมนุษย์ในวงศ์ 
Pediculidae มี 2 สกุล คือ เหาศีรษะและเหาตัว โดยที่เหาศีรษะจะแตกต่างจากเหาตัว คือวางไข่ที่
เส้นผมบนศีรษะในขณะที่เหาตัวจะชอบวางไข่ตามเสื้อผ้า รูปร่างภายนอกมีลักษณะที่คล้ายกันแต่ยังไม่
สามารถจ าแนกแยกชนิดของเหาทั้ง 2 ชนิดนี้ได้อย่างชัดเจน จากการศึกษาพันธุศาสตร์พบว่าเหาทั้ง 2 
ชนิดแยกวิวัฒนาการจากกันประมาณ 107,000 ปีมาแล้ว เมื่อมนุษย์ให้ความส าคัญกับการใช้เสื้อผ้า
และเครื่องนุ่งห่ม 

จากการศึกษาล าดับจีโนมของเหาตัว (human body louse) สามารถที่จะยืนยันได้ว่าเหาตัว
และเหาศีรษะมีจีโนมขนาดเล็กกว่าแมลงชนิดอ่ืน เช่น ใน Drosophila melanogaster มีขนาดจีโนม
ขนาด 175 Mb และในยุง  Anopheles gambiae ที่มีขนาดจีโนม 260 Mb โดยในเหาตัวเมียมีจีโนม
ขนาด 108 Mb และเหาตัวผู้มีจีโนมขนาด 109 Mb (25) เหามีจีโนมที่เป็นดิฟพอยท์เซลล์ โดยมี
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โครโมโซมทั้งหมด 6 คู่ ประกอบด้วย  metacentric chromosome จ านวน 5 คู่ และ telocentric 
chromosome จ านวน 1 คู่ (26) อัตราเฉลี่ยของเบสกวานีนต่อเบสไซโตซีน (GC-content) ของ
จีโนมเหาเท่ากับ 28% โดยการสร้างปกติจะเป็น AT rich และมี Transposable element เป็น
ส่วนประกอบเพียง 1% ของจีโนมทั้งหมด ซึ่งน้อยกว่าล าดับจีโนมของแมลงชนิดอื่น (10) 

 
รูปที่ 13 สายวิวัฒนาการของเหา (27) 

การศึกษาอณูพันธุศาสตร์และศึกษาวิวัฒนาการในเหานั้นมีการศึกษาจากยีนที่อยู่ใน

นิวเคลียส เช่น ยีน Elongation factor 1α (EF-1α), ยีน RNA polymerase II (RPII), ยีน 
Intergenic spacers และยีน 18S ribosomal RNA (18S rRNA) และยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรีย เช่น 
ยีน Cytochrome C oxidase subunit I (COI), ยีน Cytochrome b (Cytb) และยีน NADH 
dehydrogenase 4 (ND4) ในขณะที่เริ่มแรกการศึกษายีนในไมโตคอนเดรียได้ศึกษาจากเหาตัว 
(body lice) จากงานวิจัยของ Shao R et al.,2009 พบว่าไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาตัวนั้น
ประกอบด้วย 37 ยีน อยู่บน 18 วงโครโมโซมย่อย (minicircular chromosome) ในแมทริกซ์ของไม
โตคอนเดรีย โดยในแต่ละวงโครโมโซมย่อยมีขนาด 3-4 กิโลเบส และประกอบด้วย 1-3 ยีนในแต่ละวง
โครโมโซมย่อย ในโครโมโซมของไมโตคอนเดรียอาจเกิดการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วน ( recombination) 
กันได้ระหว่างการสังเคราะห์สายใหม่  (23, 28, 29)  ท าให้เกิดความแปรผันของไมโตคอนเดรียดีเอ็น
เอของเหาได้มากกว่าในสิ่งมีชีวิตอ่ืนที่ไม่มีการแยกสายโครโมโซม การแยกชิ้นส่วนโครโมโซมท าให้ยีน
บางยีนมีขนาดยาวขึ้น 2-8 เท่า ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ายีนในไมโตคอนเดรียไม่มีความเสถียรและ
ยีนในไมโตคอนเดรียมีความแตกต่างกันในแต่ละสิ่งมีชีวิต (30) 
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จากรายงานวิจัยของ Shao และคณะในปี 2012 ได้ท าการศึกษาไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของ
เหาศีรษะ สามารถระบุได้ว่าไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาศีรษะประกอบด้วยยีนจ านวน 37 ยีน 
ประกอบด้วยวงโครโมโซมย่อย (minicircular chromosome) จ านวน 20 วง โดยทั้ง 37 ยีนจะอยู่
บน 20 วงโครโมโซมย่อยในแมทริกซ์ของไมโทคอนเดรีย โดยแต่ละวงโครโมโซมย่อยของเหาศีรษะมี
ขนาดประมาณ 1.5-3.0 กิโลเบส ซึ่งการกระจายของยีนทั้งหมดนี้ในวงโครโมโซมของเหาศีรษะจะ
เหมือนกับในเหาตัว โดยในหนึ่งวงโครโมโซมจะประกอบด้วย 1-3 ยีน มีทั้งส่วนที่เป็น coding region 
และ non-coding region และมีขนาดของยีนที่แตกต่างกันในแต่ละวงโครโมโซมตั้งแต่ 65 คู่เบส
จนถึง 1,686 คู่เบส (23) 

 
 

  
รูปที่ 14 แสดงลักษณะไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาตัว (P. humanus coporis) ประกอบด้วย 
minicircular chromosome จ านวน 18 วงโครโมโซมย่อย (23) 
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 รูปที่ 15 แสดงลักษณะไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอของเหาศีรษะ (P. humanus capitis)
ประกอบด้วย minicircular chromosome จ านวน 20 วงโครโมโซมย่อย (23) 

ยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียทั้งยีน COI ยีน Cytb และยีน ND4 เมื่อน ามาศึกษาด้วยการสร้าง
แผนภูมิวิวัฒนาการยีนทั้ง 3 สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ clade A ซึ่งสามารถพบได้บริเวณทั่วไป 
(worldwide) โดยในกลุ่มของ Clade A นั้นประกอบด้วยกลุ่มของเหาตัวและเหาศีรษะและ clade B 
สามารถพบได้ในแถบอเมริกาเหนือ อเมริกากลาง ยุโรป และออสเตรเลีย พบเป็นกลุ่มของศีรษะ ส่วน 
clade C พบได้ในเนปาล เอธิโอเปีย และเซเนกัล (ดังแสดงในรูปที่ 16) ซึ่งพบว่าเหาศีรษะจัดอยู่กลุ่ม
นี้เช่นกัน (4, 15, 31-35) 

2.6.1 ยีน Cytochrome C Oxidase subunit I (COI) 

  ยีน Cytochrome C Oxidase subunit I เป็นยีนในของไมโตคอนเดรีย    
ดีเอ็นเอ (mtDNA) ที่ประกอบด้วย 3 subunit คือ mtCOI, mtCOII, mtCOIII  ยีน COI เป็นยีนที่
ก าหนดการสร้างโปรตีนซึ่งเป็นเอนไซม์ แทรกอยู่บนเยื่อหุ้มชั้นในของไมโทคอนเดรีย อยู่ บริเวณ 
complex IV ในกระบวนการเคลื่อนย้ายอิเล็กตรอน (Electron transport chain) ของกระบวนการ 
oxidative phosphorylation ท าหน้าที่รับอิเล็กตรอนจาก complex ต่าง ๆ และเปลี่ยนโมเลกุล
ออกซิเจนให้กลายเป็นโมเลกุลน้ า โดยกระบวนการนี้จะมีการปั๊มโปรตอนจากแมทริกซ์ไปยังช่อ งว่าง
ระหว่างเยื่อหุ้มชั้นในและชั้นนอก ท าให้เกิดความต่างศักย์ของโปรตอน โปรตอนจะถูกขนส่งกลับเข้าสู่
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แมทริกซ์และจะเกิดการสังเคราะห์ ATP (Adenosine triphosphate)  โดยเอนไซม์ ATP synthase 
(22, 28)    

จากการศึกษายีนในไมโตคอนเดรียของเหาพบว่าประกอบด้วย ยีน 
cytochrome C oxidase จ านวน 3 subunit คือ ยีน COI, COII, COIII โดยแต่ละยีนบรรจุอยู่บนวง
โครโมโซมคนละวงโครโมโซมย่อยกัน ซึ่งยีน COI ของเหาถูกบรรจุอยู่บนวงโครโมโซมย่อย 1 วงทั้งใน
เหาตัวและเหาศีรษะและมีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์ประมาณ 1,572 คู่เบส (36) จากงานวิจัย
ต่างๆได้น าล าดับนิวโอไทด์ของยีน COI มาศึกษาวิวัฒนาการด้วยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากยีน
ดังกล่าวสามารถแบ่งกลุ่มของเหาได้เป็น 3 กลุ่มตามพ้ืนที่ต่างๆ (geographic distributions) คือ 
clade A, B และ C โดยจากยีน COI นี้เป็นยีนที่สามารถใช้ในการศึกษาอัตราการกลายพันธุ์และ
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได้ดี (27) เนื่องจากยีนในไมโทคอนเดรียนั้นมีอัตราการกลายพันธุ์สูง รวมไป
ถึงยีน COI เป็นยีนที่มีผู้ศึกษาเป็นจ านวนมากและมีล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ GenBank 
จากหลาย ๆ งานวิจัยในต่างประเทศ สามารถใช้เปรียบเทียบและตรวจสอบผลการทดสอบได้ท าให้ผล
การทดลองที่ได้ออกมามีความถูกต้องมากยิ่งขึ้น 

 

รูปที่ 16 แสดง Phylogenetic tree จากการศึกษาล าดับเบสของยีน COI ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียโดย
สามารถแยกกลุ่มของเหาได้เป็น  3 clade คือ clade A, B และ C (15) 
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จากรายงานการวิจัยต่างๆที่มีการศึกษายีนในนิวเคลียส พบว่าเมื่อใช้ยีน 

18S rRNA, ยีน EF-1α และยีน intergenic spacer สามารถใช้ยีนดังกล่าวนี้แบ่งแยกเหาศรีษะใน 

clade A ที่เป็นกลุ่มที่พบได้โดยทั่วไป (worldwide) จากการศึกษาด้วยยีนในไมโตคอนเดรียได้เป็น 

subgroup (subclades) ได้จ านวนทั้งหมด 3 subgroup คือ Eurasian subgroup A1 

(worldwide) และ Sub-Saharan subgroup A2 ส่วน subgroup ที่ 3 นั้นเกิดจากการศึกษาความ

หลากหลาย (polymorphism) ในส่วนของยีน intergenic spacer ด้วยเทคนิค multiple spacer 

typing (MST) ซึ่งเป็นเทคนิคในการศึกษา genotype พบว่าเป็นกลุ่มที่มีความจ าเพาะที่พบในเหา 

American ซ่ึงเรียกว่า America subgroup A3 (17) (ดังแสดงในรูปที่ 17) 

 

 

รูปที่ 17 แสดง phylogenetic tree จากล าดับเบสของยีน Cytb และแสดงการแยกกลุม่ของ clade 
A เป็น A1,A2 และ A3 จากการศึกษายีนที่อยู่ในนิวเคลียส (17) 
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ตารางท่ี 1 แสดงการศึกษาอณูพันธุศาสตร์ของเหาศีรษะ  

ชนิดของดีเอ็นเอ ยีน ขนาด (bp) Author (ref.) 

ไมโตคอนเดรียดเีอ็นเอ
(mtDNA) 

Cytochrome oxidase subunit I (COI) 

524 Leo et al.,2002 
610 Kittler et al.,2003 
524 Yong et al.,2003 
854 Reed et al.,2004 
383 Raoult et al.,2008 

827 Light et al.,2008 
Cytochrome b (Cytb) 440 Kittler et al.,2003 

671 Reed et al.,2004 
356 Raoult et al.,2008 
316 Li et al., 2010 

NADH dehydrogenase 4 (ND4) 579 Kittler et al.,2003 

นิวเคลียสดีเอ็นเอ 

(nrDNA) 

Elangation factor 1α (EF-1α) 
485 Kittler et al.,2003 
348 Yong et al.,2003 

RNA polymerase II (RPII) 601 Kittler et al.,2003 

18S rRNA  
1474-1493 Yong et al.,2003 

1195 Leo et al., 2005 

Microsetellites 130-180 Leo et al.,2005 
Intergenic spacers 133-155 Li et al., 2010 

323-328 
165-185 

156-189 

 
2.7 การเป็นพาหะน าเชื้อโรคในเหา 

 จากรายงานวิจัยในต่างประเทศพบว่าเหาสามารถเป็นพาหะในการน าเชื้อโรคได้หลายชนิด 
อาทิเช่น เหาตัว (body lice) พบว่าเป็นสาเหตุในการเป็นพาหะน าเชื้อโรค 3 ชนิดคือ เชื้อ Rickettsia 
prowazekii ซึ่งเป็นสาเหตุของโรค epidemic typhus เชื้อ Bartonella quintana เป็นสาเหตุของ
โรค trench fever และเชื้อ Borrelia recurrentis  ที่เป็นสาเหตุส าคัญของโรค louse-borne 
relapsing fever (37) แต่พบว่าเหาศีรษะยังมีความสามารถในการเป็นพาหะน าเชื้อโรค B. 
quintana ซึ่งมีรายงานการตรวจพบครั้งแรกในเด็กที่อาศัยในชุมชนแออัดจากประเทศเนปาล (38) 
และสามารถตรวจพบในไข่เหาที่เก็บจากบุคคลไร้บ้านในประเทศฝรั่งเศส (39, 40) 
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  2.7.1 เชื้อ Bartonella spp. 

   เชื้อ Bartonella spp. เป็นแบคทีเรียประเภท facultative intracellular 

มีลักษณะเป็น gram-negative รูปร่างเป็นแท่งขนาดประมาณ 1-1.7 µm จัดอยู่ในกลุ่มของ α- 
proteobacteria (41) เป็นเชื้อที่เจริญยากบนอาหารเลี้ยงต้องเลี้ยงด้วยอาหารชนิดพิเศษโดยอัตรา
การเจริญประมาณ 12-14 วัน โดยพบว่าเชื้อ Bartonella spp. ที่ส าคัญโดยมีเหาเป็นพาหะคือ B. 
quintana ซึ่งเชื้อดังกล่าวมีพาหะน าโรคคือเหาตัวที่อาศัยอยู่ตัวเสื้อผ้าประกอบกับความไม่สะอาด
ของเครื่องแต่งกาย โดยพบในบุคคลไร้บ้านโดยติดต่อไปส่งบุคคลต่างๆที่อยู่ร่วมกับ ส าหรับการติดเชื้อ
แบคทีเรียชนิดนี้ ติดได้ทางอุจจาระของเหาที่มีเชื้อที่ถ่ายทิ้งผ่านเข้าทางบาดแผลที่ผิวหนัง หรือจาก
การที่ถูกเหาดูดเลือดกัด (8) เมื่อติดเชื้อ B. quintana จากสาเหตุดังกล่าวแล้วจะท าให้เกิดทางคลินิก
ได้หลายแบบ เช่น trench fever โดยผู้ป่วยจะมีอาการไข้ประมาณ 1-3 วันประกอบกับมีอาการปวด
ศีรษะ, Chronic bacteremia โดยพบเชื้อแบคทีเรียเกาะอยู่รอบๆเม็ดเลือดแดงซึ่งมีรายงานว่า
สามารถอยู่กระแสเลือดได้นานถึง 8 ปีโดยที่ผู้ป่วยไม่แสดงอาการแต่เมื่อตรวจหาเชื้อพบว่าสามารถ
เลี้ยงเชื้อจากเลือดได้เช่นกัน, อาการ endocarditis หรือเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบโดยมีการท าลายส่วนของ
ลิ้นเปิดปิดหัวใจ, ลักษณะอาการ bacillary angiomatosis มีลักษณะของเป็นตุ่มหรือผื่นแดงที่ผิวหนัง
อาจมีอาการลุกลามไปอวัยวะอ่ืนๆได้เช่น ตับ ม้าม ไขกระดูก และต่อมน้ าเหลือง และอาการ 
lymphadenopathy ซึ่งมีอาการเก่ียวกับต่อมน้ าเหลืองอักเสบ (7, 42) 

อย่างไรก็ตามปัจจุบันมีรายงานการตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. ได้
ในแมลง เช่น ม่วนเพชรฆ่วน (tsetse flies), ริ้นฝอยทราย (sand fly), ยุง, หมัด และเห็บ (43) ใน
หลายงานวิจัยมีรายงานว่าสามารถตรวจเจอเชื้อ A. baumannii ในเหาตัวและเหาศีรษะ (44) ซึ่งเชื้อ
ดังกล่าวมีความส าคัญทางการแพทย์ซึ่งก่อให้เกิด nosocomial infection ท าให้เกิดอาการได้หลาย
ลักษณะเช่น อาการปอดบวม เยื่อหุ้มสมองอักเสบ หรือเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ 

  2.7.2 Acinetobacter spp. 

   เชื้อในกลุ่ม Acinetobacter spp. เป็นเชื้อแบคทีเรียลักษณะ gram 
negative รูปทรงแท่ง เป็นสกุลหนึ่งในวงศ์ Moraxellaceae ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรียในสกุล 
Moraxella, Acinetobacter และ Psychrobacter โดยสามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อม เช่น ในน้ า ดิน 
พืชผัก หรือแม้กระทั่งบนผิวหนังของผู้ป่วยหรือบุคคลที่มีสุขภาพดี  (45 , 46) โดยพบว่า 
Acinetobacter spp. ที่มีความส าคัญมากทางการแพทย์คือเชื้อ A. baumannii เป็นเชื้อก่อโรคใน
โรงพยาบาลที่พบได้บ่อยขึ้น และมักเป็นเชื้อที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด และเป็นสาเหตุของโรค
ปอดบวม (pneumonia) การติดเชื้อในกระแสเลือด ระบบปัสสาวะ ติดเชื้อที่บาดแผล และพบบ่อย
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ที่สุดในหอผู้ป่วยหนัก (Intensive Care Unit, ICU) นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบเชื้อนี้มากขึ้นใน
หลายๆ ประเทศ โดยส่วนใหญ่เป็นการติดเชื้อในโรงพยาบาล แม้ว่าจะมีรายงานการติดเชื้อ 
Acinatobacter จากชุมชนแต่ก็ไม่มากนักเมื่อเทียบกับการติดเชื้อในโรงพยาบาล (47) 
   ความส าคัญของเชื้อ Acinetobacter spp. คือ เชื้อดังกล่าวนี้มักจะดื้อต่อ
ยาปฏิชีวนะพร้อมๆ กันหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งการดื้อต่อยาในกลุ่ม carbapenems โดยเชื้อที่
ดื้อต่อ Carbapenems มักจะดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดในเวลาเดียวกัน ท าให้มีความยากล าบาก
ในการเลือกใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาภาวะติดเชื้อ การศึกษาระดับโมเลกุล ท าให้การจัดแบ่งสปีชีส์
โดยใช้เทคนิค DNA-DNA hybridization แต่วิธีการดังกล่าวท าได้ยากในห้องปฏิบัติการทั่วไป จาก
การศึกษาเปรียบเทียบดีเอ็นเอ ของ Acinetobacter spp. เพ่ือแบ่งแยกสปีชีส์โดยถือว่าเชื้อที่มีการ
จัดเรียงตัวและล าดับของนิวคลีโอไทด์เหมือนกันตั้งแต่ร้อยละ70 ขึ้นไป และมีค่าของความแตกต่าง
ของอุณหภูมิการแยกสายดีเอ็นเอน้อยกว่า 5 °C ถือว่าเป็นสปีชีส์เดียวกัน โดยเรียกว่า genomic 
species หรือ DNA group โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 25 genomicspecies (47) 

ส าหรับเชื้อ A. baumannii เป็นที่ทราบกันดีว่าก่อให้เกิดการติดเชื้อภายใน
โรงพยาบาล (hospital-acquired infections) จากรายงานวิจัยต่างๆได้มีการส ารวจความชุกและ
ปัจจัยเสี่ยงต่อการติดเชื้อดังกล่าวนี้ โดยเฉพาะผู้ป่วยวัยชราและวัยเด็กที่เข้ารับการรักษาใน
โรงพยาบาลเป็นเวลานานๆมักจะมีการติดเชื้อ ส าหรับประเทศไทยนั้นมีการศึกษาจากงานวิจัยของ 
Punpanich และคณะ (48) ได้ศึกษาอัตราการติดเชื้อและปัจจัยเสี่ยงการติดเชื้อ A. baumannii ใน
กระแสเลือดจากเด็กที่เข้ารับการรักษาในสถาบันสุขภาพเด็กแห่งชาติช่วงอายุตั้งแต่แรกเกิดถึงอายุ 18 
ปี พบการติดเชื้อ 26.1% โดยปัจจัยเสี่ยงจากการติดเชื้อมาจากการดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems เด็ก
ที่มีภุมิคุ้มกันต่ าจากการเป็นมะเร็งและได้รับเคมีบ าบัด การติดเชื้อจากเครื่องช่วยหายใจหรือสายสน
ท่อปัสสาวะ และการศึกษาของ Aimsaad และคณะ (49) ได้ท าการศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ A. 
baumannii ในคนไข้โรงพยาบาลพระมงกุฏเกล้าโดยผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่ติดเชื้อนี้อายุมากกว่า 60 ขึ้นไป
มีการติดเชื้อมากถึง 90% (72 คนจากผู้ป่วยที่ศึกษา 80 คน) ส าหรับการตรวจเจอเชื้อ A. 
baumannii ในเหาศีรษะได้ยังไม่มีรายงานว่ามีเด็กที่เป็นเหาศีรษะแล้วมีการติดเชื้อเชื้อกลุ่ม 
Acinetobacter spp. แต่เหาศรีษะอาจมีความส าคัญในการเป็นแหล่งกักเก็บเชื้อโรคซึ่งอาจมีการ
พัฒนาไปเป็นพาหะในการน าเชื้อโรคมาสู่คนได้  



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive study) โดยงานวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณา
จริยธรรมในมนุษย์และอนุมัติโดยคณะกรรมการจริยธรรมจาก คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ -
มหาวิทยาลัย (Faculty of Medicine, Chulalongkorn University Ethics Committee) 
หมายเลข IRB 184/57 

3.2 กลุ่มประชากรเป้าหมาย  

ท าการส ารวจการเป็นเหาศีรษะจากเด็กนักเรียนหญิง ช่วงอายุระหว่าง 7-12 ปีตั้งแต่ชั้น
ประถมศึกษาปีที่ 1 ถึงชั้นประถมศึกษาปีที่ 6 จากโรงเรียนประถมศึกษาในภูมิภาคต่างๆของประเทศ
ไทย คือ ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดน่าน แพร่ และเชียงราย ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม สระบุรี 
ลพบุรี และกรุงเทพมหานคร ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา เลย และมุกดาหาร 
ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดพัทลุง สงขลา และนครศรีธรรมราช ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดระยอง และ
ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี (ดังแสดงในรูปที่ 18) 

 
รูปที่ 18 แสดงพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างเหาศีรษะ  
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3.2.1 การค านวณขนาดตัวอย่าง 
ในการค านวณขนาดตัวอย่างเพ่ือศึกษาความผันแปรของยีน COI ในประเทศไทยนั้น 

ได้อาศัยข้อมูลการศึกษาความชุกของการติดเหาศีรษะในประเทศไทยที่รายงานในฐานข้อมูลเป็นข้อมูล
เปรียบเทียบโดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 41% (50) 

ขนาดของประชากรตัวอย่างที่ศึกษา (Sample size)  
              การค านวณขนาดตัวอย่างจากสูตร 

           =      Z2
α /2 P (1-P)                                                             

                                                              e2 

                             =    (1.96)2 x (0.41) x (0.59) 
                                     (0.1)2 

                    =    93 ตัวอย่าง 

โดยจะท าการเก็บตัวอย่างเหาศีรษะอย่างน้อย 93 ตัวอย่าง 

เนื่องจากขนาดของตัวอย่างที่ค านวณได้นั้นมีจ านวนตัวอย่างน้อยซึ่งอาจท าให้ได้
ข้อมูลไม่เพียงพอในการศึกษา โดยผู้วิจัยจะท าการเก็บตัวอย่างจ านวนทั้งหมด  275 ตัวอย่าง ซึ่ง
สามารถใช้เป็นตัวแทนในการศึกษาความผันแปรของยีน COI ของเหาศีรษะในประเทศไทยได้  

    = ขนาดตัวอย่าง 

  α = ค่าความผิดพลาดในการสรุปผลอ้างอิงจากตัวอย่างสู่ประชากร 

  Z = confidence coefficient ได้จากระดับความเชื่อมั่นที่ก าหนด (1-α) 

        ก าหนดค่าความเชื่อม่ันที่ 95% หรือ  α = 0.05 (Zα /2 = 1.96) 
  P = ค่าสัดส่วนจากการศึกษาท่ีผ่านมา 
  e = ค่าความคลาดเคลื่อนสูงสุดที่ยอมรับได้ระหว่างสัดส่วนในประชากร 
        ก าหนดให้ e = 0.1 (ยอมรับให้เกิดความคลาดเคลื่อนได้ 10 %) 
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3.3 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

3.3.1 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) รุ่น Veriti บริษัท GenPlus® ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

3.3.2 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) รุ่น Master Cyclern PROS บริษัท
eppendrof® ประเทศเยอรมนี 

3.3.3 ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 °C รุ่น LG บริษัท LG® ประเทศไทย 
3.3.4 ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 °C รุ่น Whirlpool บริษัท Sanyo® ประเทศไทย 
3.3.5 ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 °C รุ่น Forma 900 series บริษัท Thermo scientific®

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.3.6 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ Incubator shaker รุ่น Innova®43 บริษัท 

eppendrof® ประเทศเยอรมนี 
3.3.7 เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Centrifuge 5430 R บริษัท eppendrof®

ประเทศเยอรมนี 
3.3.8 เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Centrifuge 5417 R บริษัท eppendrof® 

ประเทศเยอรมนี 
3.3.9 เครื่องไมโครเวฟ, รุ่น LG บริษัท LG ประเทศจีน 
3.3.10 เครื่องเขย่าผสมสาร Vortex รุ่น FINEVORTEX (FinePCR) ประเทศเกาหลี 
3.3.11 เครื่อง Dry bath Incubator บริษัท Cleaver Scientific® ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.3.12 เครื่อง gel electrophoresis รุ่น Biorad sub-cell® RT บริษัท Bio-Rad® 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.3.13 เครื่องถ่ายรูป gel documentation รุ่น Gel Doc™ XR บริษัท Bio-Rad® ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
3.3.14 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม spectrophotometer รุ่น Nanodrop 2000c 

บริษัท Thermo scientific® ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.3.15 เครื่องชั่งน้ าหนักทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น Sarteriur ประเทศเยอรมนี 
3.3.16 เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเชื้อ) รุ่น HIRAYAMA HA-3D ประเทศญี่ปุ่น 
3.3.17 เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเชื้อ) รุ่น HVE-50 ประเทศญี่ปุ่น 
3.3.18 ตู้ปรับอุณหภูมิส าหรับเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย บริษัท Memmert 

3.3.19 ตู้ส าหรับเตรียมสาร PCR (PCR cabinet) รุ่น PCR-01 ประเทศไทย 
3.3.20  ไมโครปิเปตขนาด 0.1-10, 2-20, 20-200 และ100-1000 µl บริษัท eppendrof® ประเทศเยอรมนี 
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3.4  อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 3.4.1 หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml บริษัท ExtraGene, Inc® 
3.4.2 หลอด PCR ขนาด 0.2 ml บริษัท ExtraGene, Inc® 
3.4.3 ปิเปตทิป ขนาด 0.1-10, 200 และ 1000 µl   
3.4.4 หลอด centrifuge ขนาด 15 และ 50 ml 
3.4.5 ปากคีบ (forceps) 
3.4.6 ถุงมือยาง 
3.4.7 จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
3.4.8 Loop เขี่ยเชื้อและ spreader 
3.4.9 ตะเกียงแอลกออฮลล์  
3.4.10 ขวดแก้วส าหรับเตรียมสารเคมี ขนาด 100, 500 และ 1000 ml 
3.4.11 กล่องโฟมส าหรับใส่น้ าแข็ง 
3.4.12 นาฬิกาจับเวลา 
3.4.13 กระดาษทิชชูส าหรับท าความสะอาด 
3.4.14 หยอดหยด (dropper) 
3.4.15 พาราฟิล์ม (parafilm) 

3.5 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

3.5.1 ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อส าเร็จรูป (Invisorb® Spin Tissue Mini Kit บริษัท 
STRASTEC Molecular GmbH ประเทศเทศเยอรมนี)  

3.5.2 ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Invisorb® Spin Plasmid Mini Two บริษัท 
STRASTEC Molecular GmbH ประเทศเทศเยอรมนี) 

3.5.3 ชุดโคลนส าหรับ PCR product บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.5.4 ชุดสารเคมีในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา PCR บริษัท Bioline ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.5.5 สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Luria-bertani (LB medium)  
3.5.6 สารเคมีส าหรับเตรียมอาหาร SOB และ SOC medium 

3.5.7 สารเคมีส าหรับเตรียม competent cell (E. coli สายพันธุ์ DH5α) 
3.5.8 สารเคมีส าหรับเตรียม gel electrophoresis 
3.5.9 Ethanol ความเข้มข้น 70% และ 95% 
หมายเหตุ: รายละเอียดและวิธีการเตรียมสารเคมีแสดงในภาคผนวก  
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3.6  โปรแกรมส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูล 

 3.6.1 โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 
เป็นโปรแกรมท่ีใช้ในการรวบรวมข้อมูลและวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(sequence alignment) และอ่านกราฟ chromatogram จากผล sequencing
และสามารถวิเคราะห์ความเหมือนและความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยแสดงค่า
ออกเป็นค่า sequence identity matrix 

 3.6.2 โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGA 6.0)  
  เป็นโปรแกรมท่ีใช้วิเคราะห์และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 
 3.6.3 โปรแกรม nucleotide blast (BLASTN) 

เป็นโปรแกรมออนไลน์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ความเหมือนและความคล้ายคลึงของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งจะเทียบกับล าดับนิวโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล genbank  

3.6.6 โปรแกรม BankIt เป็นโปรแกรมออนไลน์ที่ใช้ส าหรับส่งล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือขอ
เลขทะเบียน (accession number) เพ่ือเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
ฐานข้อมูล GenBank  

3.7 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.7.1 การเก็บตัวอย่างเหาศีรษะ  

3.7.1.1 ติดต่อโรงเรียนประถมศึกษาเพ่ือขอความร่วมมือในการเก็บตัวอย่างเหา
ศีรษะ จากนั้นแจกหนังสือยินยอมเข้าร่วมโครงการให้เด็กนักเรียนหญิงทุกคน หลังจากได้รับอนุญาต
แล้วจึงแจกแบบสอบถามให้นักเรียนกรอกข้อมูลหรือใช้วิธีสัมภาษณ์ในกรณีที่นักเรียนไม่สะดวกในการ
กรอกข้อมูลได้ เมื่อได้แบบสอบถามที่กรอกเสร็จแล้วนักเรียนหญิงแต่ละคนจะได้รับการตรวจเหา
ศีรษะจากการดูด้วยตาเปล่าว่ามีตัวเหาศีรษะหรือมีไข่เหาอยู่บนเส้นผมหรือไม่ โดยการใช้มือแหวกเส้น
ผมทุกๆ 3-4 เซนติเมตรทั่วทั้งศีรษะ ถ้าพบตัวเหาจะใช้หวีเสนียดหวีผมทั้งศีรษะเพ่ือแยกตัวเหาออกมา 

3.7.1.2 เก็บตัวอย่างเหาศีรษะอย่างน้อยโรงเรียนละ 20 ตัวอย่าง ภูมิภาคละ 2 
จังหวัด โดยใช้ forceps คีบตัวเหา เก็บเหาศีรษะทั้งระยะตัวเต็มวัย ตัวกลางวัย และไข่เหาใส่ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ประมาณ 5-10 ตัว ในกรณีที่เป็นไข่เหาที่ติดอยู่กับเส้นผมจะใช้
กรรไกรตัดเส้นผมที่มีไข่เหาติดอยู่ เก็บไข่เหาประมาณ 5-10 ฟอง จากนั้นท าการบันทึกรหัส ชั้นเรียน 
อายุ ในแต่ละโรงเรียน   
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3.7.1.3 เก็บตัวอย่างเหาศีรษะใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ที่มี
สารละลาย 70% ethanol เพ่ือรักษาสภาพของเหาศีรษะก่อนน าส่งห้องปฏิบัติการหน่วยกีฏวิทยา 
ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.7.2 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

ตัวอย่างเหาศีรษะเก็บรักษาสภาพใน 70 % ethanol ก่อนน าไปสกัดดีเอ็นเอให้ท า
การแยกตัวอย่างใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml โดยเลือกเหาศีรษะตัวอย่างละ 1 ตัว 
ในกรณีที่ตัวอย่างเป็นไข่เหาให้เลือกไข่จ านวน 3 ฟองน ามาสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นใส่สาร 1X PBS 
(phosphate-buffered saline) เพ่ือล้างเอา 70% ethanol ออก 

3.7.2.1 การสกัดดีเอ็นเอเหาศีรษะโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปจาก Invisorb® Spin 
Tissue Mini Kit (Invitek Gmbh, ประเทศเยอรมนี) 

1. หลังจากล้าง 70% ethanol ออกโดยใช้ 1X PBS แล้ว ใส่ Lysis buffer G  
ปริมาตร 200 µl และ proteinase K ปริมาตร 20 µl จากนั้นใช้ไม้บดตัวอย่างเหาจนละเอียด น าไป
ผสมให้เข้ากันด้วยการเขย่าบนเครื่อง Vortex  จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 52°C ประมาณ 2 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาบ่มแล้ว 2 ชั่วโมง ให้น าตัวอย่างมาปั่นตกตะกอนประมาณ 2 นาที ความเร็ว 11,000 rpm 

2. ย้ายส่วนใส (supernatant) ใส่ในหลอด microcentrifuge ใหม่ จากนั้นใส่
สารละลาย Binding buffer A ปริมาตร 200 µl (ผสมให้เข้ากันเบาๆ) 

3. ย้ายใส่ในหลอดที่มีชุดตัวกรอง (spin filter) บ่มที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 
นาที จากนั้นปั่นตกด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนใสที่ปั่นตกทิ้ง 

4. ใส่สารละลาย Wash buffer ปริมาตร 550 µl ปั่นล้างด้วยความเร็ว 11,000 
rpm เป็นเวลา 1 นาที น าส่วนใสที่ปั่นตกทิ้ง (ท าซ้ าในขั้นตอนการปั่นล้างด้วยสารละลาย Wash 
buffer อีก 1 ครั้ง) 

5. ปั่นด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือเอา Ethanol ออก 
6. ย้ายชุดตัวกรองไปใส่ในหลอด microcentrifuge จากนั้นใส่ elution buffer 

ปริมาตร 40 µl (ท าการ prewarm elution buffer ที่อุณหภูมิ 52°C ก่อนน ามาใช้) บ่มที่
อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที จากนั้นปั่นด้วยความเร็ว 11,000 rpm น าชุดตัวกรองทิ้ง จากนั้นเก็บ
ตัวอย่างสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 °C ก่อนน าดีเอ็นเอไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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3.7.2.2 การตรวจสอบคุณภาพความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยการวัดค่า
การดูดกลืนแสง 
   น าสารละลายดีเอ็นเอของเหาศีรษะที่สกัดได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง Nanodrop1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) โดยเครื่องจะวัดที่ความ
ยาวคลื่น 260 nm (ความยาวคลื่นที่ดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงได้มากสุด) และความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตร แล้วน าค่าทีได้มาค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ จากสูตร 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (µg/ml) = A260 x 50 x dilution factor 

    ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 nm และ 280 nm น ามาเปรียบเทียบ
กันเพ่ือประเมินความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ ส าหรับค่าอัตราส่วน (A260/A280 ratio) ต้องอยู่
ในช่วงระหว่าง 1.80-2.00 เมื่อวัดค่าดูดแสงแล้วถ้าค่าอัตราส่วน (A260/A280 ratio) มีค่าน้อยกว่า 1.80 
แสดงว่าตัวอย่างสารละลายดีเอ็นเอมีโปรตีนและฟีนอลปะปนอยู่ในสารละลายดีเอ็นเอ แต่ถ้ามีค่า
มากกว่า 2.00 แสดงว่ามีการปนของอาร์เอ็นเอในสารละลายดีเอ็นเอ 

 3.7.3 การเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมาย (COI) ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ Polymerase 
Chain Reaction (PCR)  

3.7.3.1 การออกแบบ Primer เพื่อใช้ในการเพิ่มจ านวนยีน COI 

ในการศึกษานี้ได้ศึกษายีน COI ในไมโตคอนเดรียของเหาศีรษะโดย
ออกแบบ primer แบบ Degenerate primer โดยหาล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล genbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) เลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI หลายๆนิวคลีโอ-
ไทด์จากนั้นวิเคราะห์ล าดับล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ClutalX version 1.8.1 ท าการ 
alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดเพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์แต่ละเส้น 
จากนั้นออกแบบหาบริเวณที่มีความเหมือนมากที่สุดสร้าง forward และ reverse primer ขนาด
ประมาณ 18-30 เบส (แสดงในภาคผนวก ข) ท าการค านวณหาค่า Tm (Melting temperature) 
จากเส้น primer ที่ออกแบบได้จากสูตร Tm = 2(A+T)+4(G+C) ซึ่งค่า Tm ของ primer ทั้ง 2 เส้น
ควรอยู่ระหว่าง 55-65 °C และมีค่าใกล้เคียงกันไม่ควรต่างกันเกิน 5 °C จากนั้นใช้โดยโปรแกรม 
Oligocal เพ่ือตรวจหา self-complementary และการเกิด Hairpin ท าการตรวจสอบความจ าเพาะ
ของเส้น primer ที่ออกแบบกับโปรแกรม primer-blast เพ่ือทดสอบว่า primer ที่ออกแบบนั้นมี
ความจ าเพาะสามารถจับกับยีน COI ของเหาศีรษะได้หรือไม่ และมีขนาดของยีนเท่าไร เมื่อได้ล าดับ
เบสของ primer แล้วจึงท าการส่งล าดับเบสของ primer ไปที่บริษัท 1st BASE DNA sequencing 
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services ประเทศมาเลเซีย โดยมีบริษัท Ward Medic Ltd. เป็นตัวกลางในการจัดส่ง เพ่ือท าการ
สังเคราะห์ primer เพ่ือใช้ในการเพ่ิมจ านวนยีนในขั้นตอนการท า PCR ต่อไป  

ตารางท่ี 2 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกับยีน COI 

Primer Sequences (5´ – 3´) Size (bp) 
COI-F GGTACTGGCTGGACTRTTTATCC 

599 
COI-R CTAAARACTTTYACTCCCGTTGG 

     หมายเหตุ: R แทนเบส A/G, Y แทนเบส C/T 

3.7.3.2 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR  

เป็นขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอในส่วนของบริเวณยีนที่เราสนใจให้มี
จ านวนมากพอที่จะไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้โดยใช้ primer ที่ได้ท าการออกแบบที่มีความจ าเพาะ
และใช้สารละลายสัดส่วนที่พอเหมาะ (ตารางที่  4) และปฏิกิริยาของวิธี PCR ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม (ตารางที่ 3) โดยเริ่มจากขั้นตอน initial denaturation เพ่ือเป็นการแยกสายดีเอ็นเส้นคู่
ออกจากกันเพ่ือเป็นการกระตุ้นในการเข้าสู่ขั้นตอนการท า PCR อย่างสมบูรณ์ โดยใช้อุณหภูมิ 95°C 
เป็นเวลา 3 นาที  จากนั้นเป็นขั้นตอน denaturation เป็นการแยกสายดีเอ็นเอที่เป็นต้นแบบจากสาย
คู่ให้เป็นสายเดี่ยวโดยใช้อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 1 นาที ต่อด้วยขั้นตอน annealing ซึ่งใช้อุณหภูมิ 
50°C เป็นเวลา 1 นาที ขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนที่ลดอุณหภูมิลงและจะท าให้ primer ซึ่งเป็นดีเอ็นเอ
สายสั้นๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 18-30 เบส) ที่มีล าดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอที่เป็น
ต้นแบบจับคู่กัน จากนั้นคือขั้นตอน extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดย
สังเคราะห์ต่อจากส่วนปลาย 5´ ของ primer ที่เป็นต้นแบบแต่ละสายโดยอาศัยการท างานของ
เอ็นไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ซึ่งใช้อุณหภูมิที่ 72 °C เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที 
ซึ่งทั้ง 3 ขั้นตอนนี้จะท าซ้ ากันจ านวน 35 รอบ และสุดท้ายคือขั้นตอน final extension จะใช้
อุณหภูมิที่  72 °C เป็นเวลา 7 นาที เมื่อเสร็จเรียบร้อยแล้วน าไปตรวจสอบดู PCR product โดยวิธี 
gel electrophoresis 

3.7.3.3 การตรวจสอบ PCR product โดยวิธี gel electrophoresis 

เตรียมแผ่นเจลส าหรับใช้ในการรันดีเอ็นเอโดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 
1.5 %  ละลายด้วย 1X TAE Buffer ตามปริมาตรของถาดวุ้นจากนั้นน าไปอบในตู้อบไมโครเวฟเป็น
เวลา 3 นาที ที่ก าลัง 600 วัตต์ เขย่าเรื่อย ๆ เพ่ือให้ผงวุ้นละลายจนใส เทสารละลายวุ้นใส่ในถาด
แม่แบบที่มีซี่ฟันส าหรับการรัน gel electrophoresis น าวุ้นที่แข็งตัวแล้วใส่ในอ่างเครื่องรันเจลที่มี 
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1X TAE Buffer อยู่แล้ว จากนั้นน า PCR product ที่ผสมกับ 6X loading buffer หยอดลงในช่อง
วุ้นจนครบทุกตัวอย่าง หลังจากนั้นจึงใส่ negative control, positive control และ DNA marker 
ขนาด 100 bp ลงในช่องวุ้นที่เหลือตามล าดับ โดยการวิธี gel electrophoresis นี้รันเจลด้วยไฟฟ้า
ความต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นน าเจลที่ได้ไปแช่ในสารละลาย ethidium 
bromide เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นประมาณ 2–3 ครั้ง น าเจลที่ได้เข้าเครื่องถ่ายภาพเจล
ด้วยรังสีอัลตร้าไวโอเลต (gel documentation) ปรับภาพให้เหมาะสมแล้วบันทึกภาพเจล ซึ่งคาดว่า 
PCR product จะมีขนาดประมาณ 600 bp เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 
ขนาด 100 bp 

ตารางท่ี 3 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพ่ิมจ านวนยีน COI 
ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาที) จ านวนรอบ(cycle) 

1. Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step 
- Denaturation 
- Annealing 
- extension 

95 1 
35 50 1 

72 1.30 
3. Final extension 72 7 1 

 

ตารางท่ี 4 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน COI 
สารส่วนประกอบ ปริมาตรสาร(µl) 

10X PCR Buffer 
50 mM MgCl2 

2 mM dNTPs 
Primer COI-F (10 µM) 
Primer COI-R (10 µM) 
Taq polymerase (5U/µl) 
DNA template (50-100 ng/µl) 
ddH2O 

2.5 
1.25 
2.5 
0.4 
0.4 
0.2 
2.0 

15.75 

รวม 25 
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3.7.4 ขั้นตอนการเชื่อมต่อดีเอ็นเอเป้าหมายกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA ligation)  

เมื่อเพ่ิมจ านวนยีนที่เราสนใจด้วยวิธี PCR แล้วจะน ายีนที่สนใจมาเชื่อมกับดีเอ็นเอ
พาหะ (vector) ชนิด plasmid เรียกว่าขั้นตอน DNA ligation โดยใช้ pGEM®-T Easy (Promega® 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) เป็น vector มีลักษณะเป็นพลาสมิดเวคเตอร์เส้นตรง (linearized vector) 
ซึ่งมีปลายเป็นเบส T (Thymine) ติดที่ปลาย 3´OH ของทั้ง 2 ข้าง เรียกว่า T-overhang (ระบบ TA 
Cloning) จากในขั้นตอน PCR เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาเอนไซม์ Tag polymerase จะมีการเติมเบส A 
(adenine) บริเวณด้านปลาย 3´ เพราะฉะนั้นเมื่อท าการ ligation โดยเอนไซม์ ligase ส่วนปลายของ 
vector ที่มีเบส T จะสามารถเชื่อมต่อกับเบส A ของ PCR product ได้ ซึ่งจะเรียกว่า ดีเอ็นเอ
ลูกผสม (recombinant DNA)  

ในขั้นตอนการท า ligation ใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูปจากบริษัท Promega ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่ 3.4 เมื่อผสมเรียบร้อยแล้วจึงตั้งทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง หรือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 OC ประมาณ 12-16 ชั่วโมง ซึ่งจะสามารถ
เพ่ิมปริมาณของ transformed cell ให้มีจ านวนมากยิ่งข้ึน 

ตารางท่ี 5 แสดงส่วนประกอบของสารส่วนประกอบในขั้นตอน DNA ligation 

สารส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
2x Rapid ligation buffer 
pGEM® T easy vector (50 ng/µl) 
T4 ligase enzyme (5 U/µl) 
PCR product (50 ng/µl)  

5 
1 
1 
2 

Deionized water  1 

รวม 10 

3.7.5 ขั้นตอน Transformation ในการน าพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมถ่ายโอนเข้าสู่ 
competent cell โดยวิธีกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) 

 น าแบคทีเรีย competent cell (Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α) มาแช่ใน
น้ าแข็งรอให้ละลาย จากนั้นค่อยๆดูด competent cell ปริมาตร 100 µl ใส่ลงในหลอด 
microcentrifuge ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมอยู่แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือท าให้พลาสมิด-
ดีเอ็นเอลูกผสมเกาะที่ permeable site บริเวณผนังเซลล์ของ competent cell หลังจากนั้นน าดี
เอ็นเอลูกผสมถ่ายโอนเข้าสู่ competent cell โดยกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) ที่อุณหภูมิ 
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42 oC นานเป็นเวลา 45 วินาที แล้วรีบน ากลับไปแช่ในน้ าแข็งทันทีโดยทิ้งไว้ประมาณ 2 นาที เมื่อ
ครบเวลาแล้วให้เติมอาหารเหลว SOC medium หลอดละ 200 µl จากนั้นน าไปบ่มแบบเขย่าที่
ความเร็วรอบ 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37OC นานประมาณ 1 ชั่วโมง เมื่อใกล้ถึงเวลาให้น า LB agar ที่มี
ยา Ampicillin 100 µg/ml มาใส่ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) 
ปริมาตร 50 µl และ Isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG) ปริมาตร 50 µl โดยผสม
ให้เข้ากันแล้วดูดสารใส่ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแล้ว spread ให้ทั่วจนแห้งแล้วน าเข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ 
37OC เมื่อครบเวลาบ่มเชื้อ 1 ชั่งโมงแล้วจึงน าเชื้อที่เลี้ยงได้มาดูดจานอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดแล้ว 
spread ให้ทั่ว จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC ประมาณ 16-18 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูลักษณะ 
colony สีฟ้า-สีขาวเพ่ือคัดเลือก colony สีขาวเพ่ือใช้ทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

3.7.6 ขั้นตอนการคัดเลือกโคลนที่มีช้ินส่วนยีน COI โดยวิธี Colony PCR 

  พลาสมิดชนิด pGEM®-T Easy vector  มียีนที่ให้ลักษณะที่ต้านต่อยา Ampicillin 
ดังนั้นเซลล์ของแบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดนี้จะสามารถเจริญบนอาหารชนิดแข็ง LB agar ที่มียา 
Ampicillin ได้ จึงสามารถคัดเลือกเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมออกจากเซลล์แบคทีเรียชนิดอ่ืนที่อาจ
ปนเปื้อนได้ และคุณสมบัติของพลาสมิดมียีน lacZ ซึ่งมีหน้าที่ในการสร้างเอนไซม์ β–galactosidase 
ที่สามารถย่อยสาร X-gal ซึ่งจะท าให้โคโลนีแบคทีเรียมีสีฟ้า เมื่อส่วนของยีนที่เราศึกษาคือยีน COI 
สามารถแทรกเข้าไปในส่วนของยีน lacZ บริเวณ clone insert ส่วนของยีน lacZ นั้นจึงแยกออก
จากกัน ยีน lacZ จึงไม่สามารถท างานได้ท าให้ไม่มีการสร้างเอนไซม์ β–galactosidase มาย่อย X-
gal ได้ โคโลนีของแบคทีเรียที่ได้จะมีสีขาว ด้วยเทคนิคนี้จึงสามารถตรวจสอบแยกโคโลนีของ
แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดที่มียีน COI ออกจากเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดที่ไม่มียีน COI ได ้
  ท าการเลือกโคโลนีที่มีสีขาวในแต่ละตัวอย่าง เนื่องจากอาจจะมีชิ้นส่วนของยีนที่เรา
สนใจ โดยเลือกหลายๆ colony ประมาณ 5-10 colony ต่อ 1 plate มาตรวจสอบโคลนด้วยวิธี 
Colony PCR โดยเตรียมส่วนประกอบในขั้นตอน PCR ซึ่งสารที่ใช้ในปฏิกิริยาและสภาวะ PCR ที่
เหมาะสมใช้เหมือนในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนยีน COI ที่กล่าวมาข้างต้น จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันจิ้ม 
colony ที่เลือกไว้ใส่ในหลอด PCR ที่มี master mix ของ PCR อยู่ ผสมให้เข้ากันแล้วขีดลงบน 
plate ต้นแบบ (master plate) จากนั้นเมื่อท า PCR เสร็จแล้วน ามาตรวจสอบด้วยวิธี gel 
electrophoresis ที่ความเข้มข้น 1.5 % เพ่ือดูว่ามีชิ้นส่วนของยีนที่เราสนใจหรือไม่ แล้วเลือกแถบ
ของดีเอ็นเอที่เข้มและชัดที่สุด ส่วน master plate นั้นน าไปบ่มที่ 37 oC เพ่ือรอน า colony ที่ให้ผล
โคลนที่ Positive จากวิธี colony PCR ไปเตรียมเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อไป 



 46 

  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว LB-broth ใส่หลอดขนาด 15 ml ใส่อาหารเลี้ยง
เชื้อปริมาตร 5 ml และใส่ยา Ampicillin 100 µg/ml ปริมาตร 5 µl และน าไม้จิ้มฟันจิ้มเชื้อจาก  
master plate ที่ให้ผลโคลนที่มีชิ้นส่วนยีน COI ลงใน LB-broth ที่เตรียมไว้ โดย LB-broth ที่มีไม้จิ้ม
ฟันอยู่น าไปบ่มที่ 37OC โดยเขย่าความเร็วรอบ 200 rpm ประมาณ 12-16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาจึง
น าไปใช้ในขั้นตอนการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 

3.7.7 ขั้นตอนการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปของบริษัท Invisorb® 
Spin Plasmid Mini Two (Invitek Gmbh, ประเทศเยอรมนี) 

1. ก่อนการสกัดพลาสมดิดีเอ็นเอน าเชื้อแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอที่เราเลี้ยง
ไว้ไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็วรอบ 11,000 rpm เวลาประมาณ 3 นาที เทส่วนที่เป็น
อาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง (ปั่นตกตะกอนเชื้อแบคทีเรียประมาณ 3 ครั้ง) 

2. เมื่อได้ส่วนของตะกอนแล้วให้ใส่สาร Solution A ปริมาตร 250 µl เขย่าโดย
ใช้ Vortex เพ่ือท าการละลายตะกอนให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

3. ใส่สาร Solution B ปริมาตร 250 µl ผสมข้ึนลงเบาๆประมาณ 4-6 ครั้ง 
4. ใส่สาร Solution C ปริมาตร 250 µl ผสมขั้นลงเบาๆ จากนั้นน าไปปั่น

เหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
5. ย้ายส่วนใสใส่ลงในชุดตัวกรอง (Spin filter) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 

1 นาท ีจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 rpm เวลา 1 นาที เมื่อครบเวลาจึงเทส่วนใสทิ้ง 
6. ท าการล้างตะกอนของพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใส่สารละลาย Wash solution 

ปริมาตร 750 µl จากนั้นปั่นล้างตะกอนด้วยความเร็ว 11,000 rpm เวลา 1 นาที เมื่อครบเวลาจึงเท
ส่วนใสทิ้ง 

7. ปั่นด้วยความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือแยกเอา ethanol ที่ยังมีอยู่ออก 
8. ย้ายชุดตัวกรองใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml จากนั้นใส่

สารละลาย elution solution หรืออาจใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ ปริมาตร 50 µl ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
ประมาณ 5 นาที เมื่อครบเวลาปั่นด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  

เมื่อได้พลาสมิดดีเอ็นเอแล้วน าไปวัดความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วย
เครื่อง Spectrophotometer  ท าเช่นเดียวกับขั้นตอนการสกัดดีเอ็นของเหาศีรษะ จากนั้นแบ่ง
สารละลายที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอปริมาตร 30 µl เพ่ือส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) 
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3.7.8 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) ของเหาศีรษะ 

  การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในการทดลองนี้ใช้บริการตรวจวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากบริษัท 1st BASE DNA sequencing services ประเทศมาเลเซีย โดยมีบริษัท 
Ward Medic Ltd. เป็นบริษัทกลางในการจัดส่ง โดยแต่ละตัวอย่างจะท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน COI ตัวอย่างละ 2 ชุด โดยตัวอย่างที่ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ต้องมีความเข้มข้นของพลาสมิด
ดีเอ็นเออย่างน้อยคือ 100-150 µg/µl และมีปริมาตรอย่างน้อย 10 µl 

 3.7.9 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน COI ในเหาศีรษะ 

น าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างจากบริษัท 1st BASE DNA sequencing 
services ประเทศมาเลเซีย โดยแสดงในรูปกราฟ chromatogram จากโปรแกรม BioEdit 
Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 จากนั้นตัดเอาเฉพาะส่วนของยีนที่เรา
ต้องการคือยีน COI ออกจากพลาสมิดเวคเตอร์แล้วบันทึกในรูปแบบ Fasta format ไว้ในโปรแกรม 
notepad  

3.7.9.1 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI กับฐานข้อมูล NCBI 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน COI ในเหาศีรษะมาวิเคราะห์ค่าความ
เหมือนหรือความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม nucleotide blast (BLASTN) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ซึ่งจะน าล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน COI ไป
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะจากฐานข้อมูลใน NCBI (GenBank) โดย
จะแสดงค่าออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ความเหมือนและความคล้อยคลึง (percentage identities) 

3.7.9.2 การค านวณค่าเปอร์เซ็นต์ความต่างภายในสายพันธุ์เดียวกัน  

หาเปอร์เซ็นต์ (%) ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์
เดียวกัน (intraspecific variations) ในแต่ละตัวอย่างโดยท าการเปรียบเทียบทั้งภายในเหาจากพ้ืนที่
เดียวกันและต่างพ้ืนที่กันด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Program Version 
7.1.9 โดยเลือก sequence identity matrix  ซึ่งจะได้ค่า % identity โดยจากค่า % identity ซึ่ง
คือค่า % ความหมือนของการเทียบของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยค่าความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์หา
ได้จาก  

 % ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ = 100 – % ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์  
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3.7.9.3 การสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

   สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 6 (MEGA 6) (24) โดยใช้ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน COI ของเหาศีรษะ โดยใช้ Neighbor-joining method และก าหนดแบบจ าลองของการ
แทนที่ล าดับ     นิวคลีโอไทด์แบบ Kimura-2-parameter model เพ่ือพิจารณาการแปรผันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และตรวจความน่าเชื่อถือทางสถิติโดยใช้ Bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ 
และใช้ Pediculus schaeffi accession no. AY695999 เป็น out group  
   จากการศึกษาด้วยยีน COI ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียโดยยีนดังกล่าว
สามารถแบ่งกลุ่มของเหาได้เป็น 3 กลุ่มด้วยการสร้าง Phylogenetic tree ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใช้ 
reference sequence ที่ทราบ clade เป็นตัวเปรียบเทียบแยกกลุ่ม Clade A, B และ C เพ่ือสร้าง
แผนภูมิวิวัฒนาการของเหาศีรษะ (แสดงในตารางที ่3.5) 

ตารางท่ี 6 แสดง reference sequence ที่น ามาใช้วิเคราะห์และสร้าง phylogenetic tree จาก
ต าแหน่งยีน COI เพ่ือแยก Clade A, B และ  

Head lice species Accession no. Location Clade 

P. humanus capitis AY695982 Papua New Guinea A 

P. humanus capitis AY695978 Philippines A 

P. humanus capitis AY590005 New Zealand A 

P. humanus capitis AY590023 Israel A 

P. humanus capitis AY695942 USA B 

P. humanus capitis AY316750 United Kingdom B 

P. humanus capitis AY316751 Germany B 

P. humanus capitis AY695947 Honduras B 

P. humanus capitis AY695948 Honduras B 

P. humanus capitis AY239288 Portugal B 

P. humanus capitis AY590029 Australia B 

P. humanus capitis AY316752 Ethiopia C 

P. humanus capitis AY590039 Nepal C 

P. humanus capitis AY590040 Nepal C 

P. humanus capitis AY590041 Nepal C 
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3.7.9.4 การขอขึ้นทะเบียนและการเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์  

   ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน COI ของเหาศีรษะทุกตัวอย่างที่ได้จะน าไป
ยื่นขอเลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ (accession number) โดยใช้โปรแกรมแบบออนไลน์ BankIt 
เพ่ือเผยแพร่และเพ่ิมข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI ของเหาศีรษะที่จ าเพาะในประเทศ
ไทยลงในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) 

3.7.10 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในเหาศรีษะ 

  3.7.10.1 การตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. ในเหาศีรษะ 

การตรวจหาเชื้อ Bartonella sp. โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเหา
ศีรษะจากวิธีข้างต้น ท าการเพ่ิมจ านวนยีน gltA ซึ่งเป็น housekeeping gene โดยใช้ primer ที่
อ้างอิงจากการศึกษาของ Norman และคณะ (41) โดยปฏิกิริยาของวิธี PCR ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม (แสดงในตารางที่ 9) 

ตารางท่ี 7 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกับยีน gltA  
Primer Sequences (5´ – 3´) Size (bp) reference 

BhCS(gltA)781-F GGGGACCAGCTCATGGTGG 
379 Norman et al., 1995 

BhCS(gltA)1137-R AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 

เมื่อท าการเพ่ิมจ านวนยีน gltA ด้วยวิธี PCR เสร็จแล้ว น าไป
ตรวจสอบ PCR product โดยวิธี gel electrophoresis โดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 1.5 %  
รันเจลด้วยไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นน าเจลที่ได้ไปแช่ใน
สารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นประมาณ 3 ครั้ง น าเจลเข้า
เครื่องถ่ายภาพเจลด้วยรังสีอัลตร้าไวโอเลต (gel documentation) ปรับภาพให้เหมาะสมแล้ว
บันทึกภาพเจล ซึ่งคาดว่า PCR product จะมีขนาดประมาณ 379 bp เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 bp (DNA marker)  
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ตารางท่ี 8 ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน gltA 

สารส่วนประกอบ ปริมาตรสาร(µl) 
10X PCR Buffer 
50 mM MgCl2 

2 mM dNTPs 
Primer BhCS(gltA)781-F (10 µM) 
Primer BhCS(gltA)1137-R (10 µM) 
Taq polymerase (5U/µl) 
DNA template (50-100 ng/µl) 
ddH2O 

2.5 
1.25 
2.5 
0.4 
0.4 
0.2 
5.0 

12.75 
รวม 25 

 
ตารางท่ี 9 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพ่ิมจ านวนยีน gltA 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาที)  จ านวนรอบ(cycle) 

1. Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step 
- Denaturation 
- Annealing 
- extension 

95 30 วินาที 
35 60 30 วินาที 

72 1 
3. Final extension 72 7 1 
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3.7.10 การตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. ในเหาศีรษะ 

ตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเหาศีรษะโดย
วิธี PCR ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม โดยการเพ่ิมจ านวนยีน rpoB ซึ่งเป็น housekeeping gene โดย
ใช้ primer ที่อ้างอิงจากการศึกษาของ Kempf และคณะ (47) (แสดงในตารางที่ 10) 

ตารางท่ี 10 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกับยีน rpoB 
Primer Sequences (5´ – 3´) Size (bp) reference 
rpoB-F TAC TCA TAT ACC GAA AAG AAA CGG 

239 Kempf et al., 2012 
rpoB-R GGY TTA CCA AGR CTA TAC TCA AC 

 
ตารางท่ี 11ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน rpoB 

สารส่วนประกอบ ปริมาตรสาร(µl) 

10X PCR Buffer 
50 mM MgCl2 

2 mM dNTPs 
Primer rpoB-F (10 µM) 
Primer rpoB-R (10 µM) 
Taq polymerase (5U/µl) 
DNA template (50-100 ng/µl) 
ddH2O 

2.5 
1.25 
2.5 
0.4 
0.4 
0.2 
5.0 

12.75 

รวม 25 
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ตารางท่ี 12 แสดงขั้นตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพ่ิมจ านวนยีน rpoB 

ขั้นตอน PCR อุณหภูมิ(°C) เวลา(นาที)  จ านวนรอบ(cycle) 
1. Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step 
- Denaturation 
- Annealing 
- extension 

95 30 วินาที 
35 62 30 วินาที 

72 1 
3. Final extension 72 7 1 

ส าหรับขั้นตอนการตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี gel electrophoresis การท า 
DNA ligation, Transformation และการตรวจสอบโคลนของยีน gltA ของเชื้อ Bartonella spp และยีน 
rpoB ของเชื้อ Acinetobacter spp. ท าเหมือนกับในข้ันตอนการการโคลนยีน COI ในเหาศีรษะ  

3.7.11 การส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ในงานวิจัยนี้ใช้บริการตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์จากบริษัท AIT biotech ประเทศสิงคโปร์ ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างวิเคราะห์
โดยแสดงในรูปกราฟ chromatogram จากโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor 
Program Version 7.1.9 ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะน าไปยื่นขอเลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(accession number) โดยใช้โปรแกรมแบบออนไลน์ BankIt เพ่ือเผยแพร่และเพ่ิมข้อมูลล าดับนิวคลี
โอไทด์ลงในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) 

 3.7.12 การสร้าง Phylogenetic tree เพื่อยืนยันสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรีย 

สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 6 โดย
ใช้ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน gltA เพ่ือยืนยันและจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ Bartonella 
spp. โดยเทียบกับ reference sequence ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ และใช้ข้อมูลของล าดับ-
นิวคลีโอไทด์จากยีน rpoB เพ่ือยืนยันและจัดจ าแนกสายพันธุ์ของเชื้อ Acinetobacter spp. โดย
เทียบกับ reference sequence  
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 จ านวนตัวอย่างและพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างเหาศีรษะ 

งานวิจัยนี้ได้ท าการเก็บตัวอย่างเหาศีรษะจากศีรษะของเด็กนักเรียนหญิงช่วงอายุระหว่าง 7-
12 ปี ตั้งแต่ชั้นประถมศึกษาปีที่ 1 ถึงชั้นประถมศึกษาปีที่ 6 จากโรงเรียนประถมศึกษาในภูมิภาค
ต่างๆของประเทศไทย คือ ภาคเหนือจ านวน 34 ตัวอย่าง ภาคกลางจ านวน 44 ตัวอย่าง ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือจ านวน 55 ตัวอย่าง ภาคใต้จ านวน 79 ตัวอย่าง ภาคตะวันออกจ านวน 12 
ตัวอย่างและภาคตะวันตกจ านวน 51 ตัวอย่าง รวมตัวอย่างท้ังหมด 275 ตัวอย่าง (ตารางที่ 13) 

ตารางท่ี 13 ข้อมูลพื้นที่ในการเก็บตัวอย่างเหาศีรษะ (F คือ เหาเพศเมีย, E คือ ไข่เหา) 

ภูมิภาค จังหวัด รหัสตัวอย่าง 
จ านวน 

 (เพศของเหา) 

ภาคเหนือ 

น่าน S001,S003 
D001,D002,D003,D004,D005,D006,D007 

9 (F) 

แพร ่ PA01,PA02,PA03,PA04 4 (F) 

เชียงราย BA1,BA2,BA3,BA6,BA7,BA8,BA10,BA12,BA13,BA14,BA15 
RA1,RA2,RA3,RA4,RA5,RA6,RA7,RA8,RA9,RA10 

21 (F) 

ภาคกลาง 

ลพบุรี L001,L002,L003,L004,L005,L006,L007,L008,L009,L010 10 (F) 

สระบุรี C001,C002,C003,C004,C005,C006,C007,C008,C009 9 (F) 

กรุงเทพฯ BKK1,BKK2,BKK3,BKK4 4 (F) 

นครปฐม KA101,KA102,KP101,KP102,KP202,KP304,KP502,KP601, 
KP602,KP603 
SA201,SA202,SA203,SP204,SP205,SP208,SP301,SP302, 
SP303,SP405,SP407 

21(F) 

ภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือ 

นครราชสีมา T001,T002,T003, 
N001,N002,N003,N004,N005,N006, 
G001,G002,G003,G004,G005,G006,G007,G008,G009, 
G010,G011,G012,G013,G014,G015,G016,G017 

26 (F) 

มุกดาหาร A001,A002,A004,A005,A006 5 (E) 

เลย J001,J002,J003,J004,J005,J006,J007,J008,J009,J010, 
J011,M001,M002,M003,M004,M005,M006,M007,M008, 
M009,M010,M011,M012,M013 

24 (F) 
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ภูมิภาค จังหวัด รหัสตัวอย่าง 
จ านวน 

(เพศของเหา) 

ภาคใต้ 

สงขลา Q001,Q002,Q006,Q007,Q008,Q013,Q014,Q016,Q017, 
Q018,Q019,Q020 
K003,K004,K005,K006,K008,K009,K010,K011,K013,K015,K016, 
K018 

24 (F) 

นครศรีธรรมราช NK1,NK2,NK4,NK5,NK10,NK11,NK12,NK14,NK15,NK16, 
NK17,NK18,NK19 
V003,V004,V005,V006,V007,V008,V009,V011,V012,V013,V014, 
V015,V016,V017,V018,V019,V020 

30 (F) 

พัทลุง W001,W002,W004,W005,W006 
P001,P002,P003 
PT2,PT3,PT4,PT5,PT6,PT7,PT8,PT9,PT10,PT11,PT12, 
PT13,PT14,PT15,PT16,PT17,PT20, 

25 (F) 

ภาคตะวันตก กาญจนบุร ี B002,B003,B005,B006,B007,B010,B011,B012,B013,B014,B015, 
B016,B017,B018,B019,B021,B022,B023,B024,B025,B026,B027, 
B028,B029,B031,B032,B033,B034,B035 
H001,H002,H005,H006,H007,H008,H009,H010,H011, 
H012,H013,H014,H015,H016,H017,H018,H019,H020, 
H021,H022,H023,H024 

51 (F) 

ภาตะวันออก ระยอง R001,R002,R003,R004,R005,R006,R007,R008, 
R009,R010,R011,R012, 

12 (F) 

ตารางท่ี 13 (ต่อ) (F คือ เหาเพศเมีย, E คือ ไข่เหา) 
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4.2 ผลการเพิ่มจ านวนชิ้นส่วนยีน COI โดยเทคนิค PCR 

 การศึกษาความผันแปรของยีน COI ในภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย จากตัวอย่างเหาศีรษะ
ทั้งหมด 275 ตัวอย่างที่เก็บจากโรงเรียนประถมศึกษา ซึ่งท าการสกัด DNA จากชุดสกัดดีเอ็นเอ
ส าเร็จรูป โดยวัดปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นที่สกัดได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer ซึ่งมีความ
เข้มข้นของดีเอ็นอยู่รหว่าง 50-100 ng/µl จากนั้นจึงน าดีเอ็นเอที่ได้มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นบริเวณยีน 
COI ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ที่ได้ออกแบบขึ้นคือ primer COI-F (5́  GGTACTGGCTGGACTRTTTATCC 3́ ) 
และ COI-R (5́CTAAARACTTTYACTCCCGTTGG 3́ ) ภายใต้ปฏิกริยา PCR ที่สภาวะเหมาะสมตามที่ได้
อธิบายในบทที่ 3 วิธีการทดลอง หลังจากนั้นท าการตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยการท า 
1.5 % agarose gel electrophoresis โดยให้เคลื่อนที่ภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 โวต์ เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง หลังจากนั้นน าแผ่นเจลที่ได้แล้วไปย้อมด้วย ethidium  bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง 
UV จะเห็น PCR product ที่มีขนาดประมาณ 599 bp  โดยเปรียบเทียบขนาดของยีนกับแถบดีเอ็น
เอมาตราฐานขนาด 100 bp (รูปที่ 19) 
 

 

รูปที่ 19 ผลการตรวจสอบชิ้นส่วนยีน COI ด้วยวิธี gel electrophoresis (1.5 % agaroes  gel) 
ภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 โวต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง, Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp, 
Lane P คือ Positive control (พลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนยีน COI ของเหาศีรษะ), Lane N คือ 
Negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอต้นแบบ), Lane 1-11 คือ PCR product ของยีน 
COI ในตัวอย่างเหาศีรษะรหัสตัวอย่าง J001-J011 จากจังหวัดเลย (แสดงผลบางส่วน) 
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4.3 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นที่มีชิ้นส่วนยีน COI โดยเทคนิค Colony PCR 

 เมื่อท าการเพ่ิมจ านวนยีนด้วยเทคนิค PCR แล้วจะได้ PCR product ของยีน COI ที่มีขนาด
ประมาณ 599 bp เมื่อท าการเชื่อมต่อยีน COI เข้ากับ pGEM-T® easy vector ที่มีลักษณะบริเวณ
ส่วนปลายเป็นเบส T (thymine) ติดที่ปลายของทั้ง 2 ข้าง และจากในขั้นตอน PCR เมื่อสิ้นสุด
ปฏิกิริยาเอนไซม์ Tag polymerase จะมีการเติมเบส A (adenine) บริเวณด้านปลาย 3´ 
เพราะฉะนั้นเมื่อท าการ ligation เอนไซม์ DNA ligase จะท าการเชื่อมต่อส่วนปลายของ vector ที่มี
เบส T เชื่อมต่อกับเบส A ของ PCR product เกิดเป็นพลาสมิดดีเอ็นที่มียีน COI อยู่ (ขั้นตอนในการ
ทดลองและสารเคมีท่ีใช้อธิบายในบทที่ 3 วิธีการทดลอง) จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดดีเอ็นเอเข้า

สู่ competent cell (E. coli DH5α) ด้วยการกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) จากนั้นน ามา
ตรวจสอบโคลนด้วยการเลือก colony ของแบคทีเรียที่มีสีขาวซึ่งคาดว่าจะมี insert gene (ยีน COI) 
กล่าวคือพลาสมิดเวคเตอร์ชนิด pGEM®-T easy vector มีคุณสมบัติของพลาสมิดที่มียีน lacZ ซึ่งมี
หน้าที่ในการสร้างเอนไซม์ β–galactosidase ที่สามารถย่อยสาร X-gal ซึ่งจะท าให้ colony 
แบคทีเรียมีสีฟ้าแต่เมื่อมียีนที่เราศึกษาคือยีน COI แทรกเข้าไปในส่วนของยีน lacZ บริเวณ clone 
insert ยีน lacZ จึงไม่สามารถท างานได้ท าให้ไม่มีการสร้างเอนไซม์ β–galactosidase มาย่อย 
substrate (X-gal) colony ของแบคทีเรียที่ได้จะมีสีขาว (รูปที่ 20) เราจึงเลือก colony สีขาวมา
ทดสอบด้วยเทคนิค colony PCR โดยเตรียมสารในปฏิกิริยาและสภาวะที่เหมาะสมเหมือนการเพ่ิม
จ านวนยีน COI แต่ในการท าด้วยเทคนิค colony PCR นั้นจะใช้ colony ของแบคทีเรียแทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบด้วย 1.5 % agarose gel electrophoresis ตามด้วยย้อมด้วย 
ethidium  bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง UV จะเห็นโคลนที่มีขนาดประมาณ 599 bp โดย
เปรียบเทียบขนาดของยีนกับแถบดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 (รูปที่ 21) 

 
รูปที่ 20 แสดงลักษณะของ colony สีขาวและ colony สีฟ้าบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar  
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รูปที่  21 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเ อ็น เอที่มีชิ้นส่วนยีน COI ด้วยวิธี  gel 
electrophoresis (1.5 % agaroes gel) ภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 โวต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง, Lane 
M คือดีเอ็นเขนาดมาตรฐาน 100 bp, Lane P คือ Positive control (พลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วน
ยีน COI ของเหาศีรษะ), Lane N คือ Negative control (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอต้นแบบ), 
Lane 1-14 คือ ตัวอย่างโคลนที่พลาสมิดดีเอ็นเอมีชิ้นส่วนของยีน COI (แสดงผลบางส่วน) 

4.4 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 ผลจากการตรวจโคลนที่มีชิ้นส่วนยีน COI ของเหาศีรษะด้วยเทคนิค colony PCR น า 
colony ที่มีชิ้นส่วนยีน COI มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากนั้นน าไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยวัด
ปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเอโดยตัวอย่างที่ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ต้องมีความเข้มข้น
ของพลาสมิดดีเอ็นเออย่างน้อยคือ 100-150 µg/µl และมีปริมาตรอย่างน้อย 10 µl ก่อนน าส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่บริษัท AIT biotech ประเทศสิงคโปร์ โดยใช้ primer T7 (5'GTAATACGACTCACTATAGGGC3') 
และส่งเพ่ือยันยืนความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างละ 2 โคลน เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์
จากการท า sequencing มาแล้วจะแสดงในรูปของกราฟ chromatogram (รูปที่ 22) จากนั้นท าการ
วิเคราะห์เส้นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ เนื่องจากตัวอย่างท่ีส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์เป็นพลาสมิดดีเอ็นเอ 
ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะมีบางส่วนของพลาสมิดเวคเตอร์ติดบริเวณหัวและท้ายของเส้น insert 
gene (ยีน COI) อยู่ เราจึงท าการตัดส่วนของเวคเตอร์ออกโดยวิเคราะห์จากโปรแกรม BioEdit 
Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 จากนั้นเก็บข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้
ลงในโปรแกรม notepad  
 เมื่อวิเคราะห์ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตัดแต่งแล้วพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในเหา
ศีรษะมีความยาวขนาด 599 bp ทุกตัวอย่าง ยกเว้นตัวอย่างจากจังหวัดเลย รหัสตัวอย่าง M002 และ 
M007 และจังหวัดนครปฐม รหัสตัวอย่าง KP202 และ KP304 พบว่ามีขนาด 603 bp ซึ่งเมื่อน ามา
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วิเคราะห์เปรียบเทียบโดยการท า multiple sequence alignment พบว่ามีการ insertion ของเบส 
GGAG ในล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณช่วงต้น เมื่อเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่าทุกตัวอย่างมีความเหมือนกับเหาสายพันธุ์ P. humanus capitis (accession no. KC685849) 
ทั้ง 4 ตัวอย่าง (รูปที่ 23 และ 24) ส่วนความยาวล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ที่ตัดแต่งแล้วได้ท า
การเปรียบเทียบโดยการท า multiple sequence alignment ในแต่ละจังหวัดแสดงในภาคผนวก ข  
 

 

รูปที่ 22 แสดงผลจากขั้นตอน sequencing ในรูปกราฟ chromatogram ของยีน COI ในเหาศีรษะ 

 

 

 รูปที่ 23 ผลการเปรียบเทียบ multiple sequence alignment แสดงตัวอย่าง M002 และ M007 
(แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน) 
 

 

รูปที่ 24 ผลการเปรียบเทียบ multiple sequence alignment แสดงตัวอย่าง KP202 และ KP304 
(แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน) 
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4.5 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในเหาศีรษะกับฐานข้อมูล NCBI 

 จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่ได้ท าการตัดแต่งเรียบร้อยแล้วจะน ามา
เปรียบเทียบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน COI ของเหาศีรษะที่มี
การเก็บสะสมอยู่ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ nucleotide blast (BLASTN) โดยจะแสดง
ค่าออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ความเหมือนและความคล้ายคลึง (percentage identity)  
 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะจากภาคเหนือมีค่า percentage identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.6 % โดย
ที่ตัวอย่างจากจังหวัดน่านมีค่า % identity 97-100% (เฉลี่ย 98.4%) โดยที่ตัวอย่างในจังหวัดน่าน
เหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685851, EU493392 และ KC685849) ด้วยค่า % 
identity 99%, 99-100% และ 97% ตามล าดับ ส่วนจังหวัดแพร่มีค่า % identity เท่ากับ 99% ทุก
ตัวอย่างโดยเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC867686) และตัวอย่างจากจังหวัด
เชียงรายมีค่า % identity 91-100% (เฉลี่ย 98.3%) โดยที่ตัวอย่างจากเชียงรายเหมือนกับ P. 
humanus capitis (acc no. EU493442, EU493392, KC685851, KC685849 และ KC867686) 
ด้วยค่า % identity 99%, 91-100%, 99%, 97-98% และ 99% ตามล าดับ 
 ส าหรับตัวอย่างเหาศีรษะจากภาคกลางมีค่า % identity เฉลี่ยเท่ากับ 97.6 % โดยที่
ตัวอย่างจากจังหวัดลพบุรีมีค่า % identity 95-100% (เฉลี่ย 98.7%) โดยที่รหัสตัวอย่างทั้งหมดจาก
จังหวัดลพบุรีเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685851) ขณะที่ตัวอย่างจากจังหวัด
สระบุรีและกรุงเทพมหานครมีค่า % identity เท่ากับ 97% ทุกตัวอย่างซึ่งมีความเหมือนกับ P. 
humanus capitis (acc no. KC685849) ส่วนตัวอย่างจากจังหวัดนครปฐมมีค่า % identity 97-
99% (เฉลี่ย 97.9%) โดยเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685851, KC685849, 
EU493442 และ KC867686) ด้วยค่า % identity 99%, 97-98%, 99% และ 99% ตามล าดับ 
 ตัวอย่างจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีค่า % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.4% โดยที่ตัวอย่าง
จากจังหวัดนครราชสีมามีค่า % identity 97-99% (เฉลี่ย 98.8%) โดยที่ทุกรหัสตัวอย่างเหมือนกับ 
P. humanus capitis (acc no. KC685851) ด้วยค่า % identity 99% ยกเว้นรหัสตัวอย่าง G001 
และ G007 ที่ตรงกับ P. humanus capitis (acc no. KC685849) ด้วยค่า % identity 97% 
ในขณะที่ตัวอย่างจากจังหวัดมุกดาหารมีค่า % identity 97-99% (เฉลี่ย 98.6%) โดยตัวอย่างจาก
จังหวัดดังกล่าวเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685849 และ KC685851) ด้วยค่า % 
identity 97% และ 99% ตามล าดับ ขณะที่ตัวอย่างจากจังหวัดเลยพบว่ามีค่า % identity 97-99% 
(เฉลี่ย 97.8%) มีความเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685849 และ KC685851) 
ด้วยค่า % identity 97-98% และ 99% ตามล าดับ 
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 ตัวอย่างจากภาคใต้พบว่ามีค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 97.6% โดยที่ตัวอย่างจาก
จังหวัดพัทลุงมีค่า % identity 95-100% (เฉลี่ย 97.9%) มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ P. 
humanus capitis (acc no. KC685849, KC685851 และ EU493392) ด้วยค่า % identity 97%, 
99% และ 97-99% ตามล าดับ ในขณะที่ตัวอย่างจากจังหวัดสงขลามีค่า % identity 96-99% (เฉลี่ย 
97.4%) เหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685849 และ KC685851) ด้วยค่า % 
identity 96-97% และ 96-99% ตามล าดับ ส่วนตัวอย่างในจังหวัดนครศรีธรรมราชมีค่า % identity 
95-100% (เฉลี่ย 97.9%) โดยมีความเหมือนตรงกับ P. humanus capitis (acc no. KC685849 
และ KC685851) ด้วยค่า % identity 95-97% และ 99-100% ตามล าดับ 
 ส าหรับตัวอย่างจากภาคตะวันตกมีค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.8% จาก
ตัวอย่างจังหวัดกาญจนบุรีมีค่า % identity 97-99% โดยมีเหมือนกับ P. humanus capitis (acc 
no. KC685849 และ KC685851) ด้วยค่า % identity 97% และ 99% ตามล าดับ และภาค
ตะวันออกมีค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.8% จากตัวอย่างของจังหวัดระยองซึ่งมีค่า % 
identity 97-99%  ซึ่งตัวอย่างทั้งหมดเหมือนกับ P. humanus capitis (acc no. KC685851) ด้วย
ค่า % identity 99% และ 99% และมีหนึ่งตัวอย่างคือรหัสตัวอย่าง R012 เหมือนกับ P. humanus 
capitis (acc no. KC685849) ด้วยค่า % identity 97 % (รายละเอียดในแต่ละตัวอย่างของแต่ละ
พ้ืนที่ซึ่งเปรียบเทียบความเหมือนกับฐานข้อมูล NCBI (GenBank) (แสดงในตารางที่ 19) 

4.6 ผลการขอขึ้นเลขทะเบียนของล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในเหาศีรษะที่ได้จะท าการเตรียมข้อมูลเพ่ือส่งล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์เพ่ือยื่นขอเลขทะเบียน (accession number) ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างโดยเข้าใช้
แบบออน์ไลน์จากโปรแกรมออนไลน์ BankIt เพ่ือเพ่ิมข้อมูลและเผยแพร่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
COI จากตัวอย่างเหาศรีษะในประเทศไทยลงไปในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยงานวิจัยนี้ได้ท า
การส่งตัวอย่างจ านวน 275 โคลนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของประชากรเหาศีรษะที่ได้ท าการศึกษา 
ส าหรับผลการการยื่นขอเลขทะเบียน (accession number) คือ KP143232-KP143506 โดยเลข
ทะเบียนในแต่ละตัวอย่างโคลนแสดงในตารางที่ 19 

4.7 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ 

 จากรายงานวิจัยต่างๆพบว่ายีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรีย เช่น ยีน COI เมื่อน ามาสร้างเป็น
แผนภูมิวิวัฒนาการแล้วนั้นสามารถแบ่งกลุ่มของเหาได้เป็น 3 clade คือ clade A, B และ C งานวิจัย
นี้ได้ท าการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ในตัวอย่างเหาศีรษะที่
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เก็บจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทยโดยท าการทดสอบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI 
(reference sequence) ที่ทราบ clade จากต่างประเทศที่มีรายงานในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้
โปรแกรม MEGA version 6 โดยวิธี Neighbor-joining method (NJ) และก าหนดแบบจ าลองของ
การแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ Kimura-2-parameter model เพ่ือพิจารณาการแปรผันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) และตรวจความน่าเชื่อถือทางสถิติโดยใช้ bootstrap 
test จ านวน 1,000 รอบ (24) และใช้ Pediculus schaeffi (เหาในลิงชิมแพนซี) accession no. 
AY695999 เป็น out group 
 ผลการวิเคราะห์และสร้างแผนภูมิต้นไม้พบว่า cladogram ที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน COI จากตัวอย่างและเปรียบเทียบกับ reference sequence ที่ทราบ clade สามารถแยก 
clade ได้เป็น 3 clade อย่างชัดเจนโดยที่ clade A และ clade C แยกเป็น monophyly อย่าง
สมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 97 และ 96% ตามล าดับ ในขณะที่ clade A และ clade B จัดเป็น 
monophyly ด้วยการที่อยู่ใน node เดียวกันด้วยค่า bootstrap test 79% (รูปที่ 25) จากการ
วิเคราะห์ cladogram ดังกล่าวนี้ตัวอย่างที่ศึกษาในงานวิจัยทั้งหมดพบว่าถูกจัดอยู่ใน 2 clade คือ 
clade A และ clade C ซึ่งแบ่งเป็น clade อย่างชัดเจน โดยไม่พบตัวอย่างเหาศีรษะถูกจัดอยู่ใน 
clade B โดยมีเพียงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ reference sequence เท่านั้นที่ถูกจัดอยู่ใน clade B 
(รูปที่ 26) 
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รูปที่ 25 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากประเทศไทย จากการใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
ก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ 
 
 
 
 
 
 

 Clade A 

 Clade B

 Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 26 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะจากการ
ใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดยก าหนดค่า bootstrap 
test จ านวน 1,000 รอบ 
  

 Clade A 

 Reference seqeunce isolate from Portugal (AY239288) Clade B

 Reference seqeunce isolate from Honduras (AY695947) Clade B

 Reference seqeunce isolate from Honduras (AY695948) Clade B

 Reference seqeunce isolate from USA (AY695942) Clade B

 Reference seqeunce isolate from United Kingdom (AY316750) Clade B

 Reference seqeunce isolate from Germany (AY316751) Clade B

 Reference seqeunce isolate from Australia (AY590029) Clade B

Clade B

 Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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 จากการพิจารณาความสัมพันธ์แผนภูมิต้นไม้ของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยแยกตามภูมิภาคต่างๆ
จาก cladogram ในรูปที่ 27 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือถูกแยกเป็น 2 
clade ด้วยค่า bootstrap test 99% อย่างสมบูรณ์ โดยในแต่ละ clade มีการแยกเป็นกิ่งย่อย เช่น 
ในตัวอย่างรหัส M002 และ M007 จากจังหวัดเลยและตัวอย่างรหัส G005 และ G008 จากจังหวัด
นครราชสีมาที่แยกเป็น paraphyly ด้วยค่า bootstrap test 99% และ 67% ตามล าดับ ทั้งนี้ยัง
พบว่าเหาศีรษะที่มาจากต่างจังหวัดกันถูกรวมเป็น clade อย่างสมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 50-100% 
 จาก cladogram ในรูปที่ 28 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะในภาคกลางถูกแยกเป็น 2 clade ด้วย
ค่า bootstrap test สูงถึง 100% โดยในแต่ละ clade มีการแยกเป็นกิ่งย่อย เช่น ในตัวอย่างรหัส 
KP601 และ KP602 และตัวอย่างรหัส KP202 และ KP304 จากจังหวัดนครปฐมที่แยกเป็น 
paraphyly ด้วยค่า bootstrap test 99% และ 100% ตามล าดับ ทั้งนี้ยังพบว่าเหาศีรษะที่มาจาก
ต่างจังหวัดกันถูกรวมเป็น clade อย่างสมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 57-100% 
 ความสัมพันธ์แผนภูมิต้นไม้ของล าดับนิวคลีโอไทด์จาก cladogram ในรูปที่ 29 พบว่า
ตัวอย่างเหาศีรษะในภาคเหนือถูกแยกเป็น 2 clade ด้วยค่า bootstrap test 99-100% อย่าง
สมบูรณ์ โดยในแต่ละ clade มีการแยกเป็นกิ่งย่อย เช่น ในตัวอย่างรหัส D006, D006 และ D007 
จากจังหวัดน่านที่แยกเป็น paraphyly ด้วยค่า bootstrap test 65% และรหัสตัวอย่าง BA14 จาก
จังหวัดเชียงรายที่มีความสัมพันธ์แยกออกเป็นกิ่งเดี่ยวแต่ยังรวมอยู่ใน node เดียวกับตัวอย่างอ่ืนด้วย
ค่า bootstrap test 62% นอกจากนี้ยังพบว่าเหาศีรษะที่มาจากต่างจังหวัดกันถูกรวมเป็น clade 
อย่างสมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 62-100% 
 จาก cladogram ในรูปที่ 30 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะในภาคใต้ถูกแยกเป็น 2 clade ด้วยค่า 
bootstrap test 96% และ 99% อย่างสมบูรณ์ โดยในแต่ละ clade มีการแยกเป็นกิ่งย่อยเป็น 
paraphyly เช่น ในตัวอย่างรหัส W001, W004 และ W006 จากจังหวัดพัทลุงด้วยค่า bootstrap 
test 86% รหัสตัวอย่าง NK4 และ NK14 จากจังหวัดนครศรีธรรมราชด้วยค่า bootstrap test 
100% และรหัสตัวอย่าง Q016, Q018 และตัวอย่าง Q013 และ Q014 จากจังหวัดเชียงรายด้วยค่า 
bootstrap test 99% และ 100% ตามล าดับ ซึ่งยังพบว่าเหาศีรษะที่มาจากต่างจังหวัดกันถูกรวม
เป็น clade อย่างสมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 63-99% 
 จากการพิจารณาความสัมพันธ์จาก cladogram ในรูปที่ 31 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะในภาค
ตะวันตกถูกแยกเป็น 2 clade ด้วยค่า bootstrap test สูงถึง 100% อย่างสมบูรณ์ โดยมีบาง
ตัวอย่างจัดเป็น paraphyly แต่อยู่ใน clade เดียวกันด้วยค่า bootstrap test 64-100% ในขณะที่ 
cladogram ในรูปที่ 32 พบว่าตัวอย่างเหาศีรษะในภาคตะวันออกถูกแยกเป็น 2 clade โดยมี
ลักษณะเป็น monophyly ด้วยค่า bootstrap test สูงถึง 99% โดยมี 1 ตัวอย่างแยกออกมาจาก 
clade ที่ศึกษา 
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รูปที่ 27 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จากการใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter 
model โดยก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ   

 Head lice code G005 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143301)

 Head lice code G008 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143304)

 Head lice code G017 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143313)

 Head lice code G016 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143312)

 Head lice code G015 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143311)

 Head lice code G014 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143310)

 Head lice code G011 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143307)

 Head lice code G010 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143306)

 Head lice code G009 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143305)

 Head lice code G006 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143302)

 Head lice code G004 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143300)

 Head lice code G003 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143299)

 Head lice code G002 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143298)

 Head lice code N006 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143387)

 Head lice code N005 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143386)

 Head lice code N004 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143385)

 Head lice code N003 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143384)

 Head lice code N002 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143383)

 Head lice code N001 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143382)

 Head lice code T003 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143463)

 Head lice code T002 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143462)

 Head lice code T001 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143461)

 Head lice code A006 isolate from Mukdahan (KP143236)

 Head lice code A005 isolate from Mukdahan (KP143235)

 Head lice code A004 isolate from Mukdahan (KP143234)

 Head lice code A001 isolate from Mukdahan (KP143232)

 Head lice code M009 isolate from Loei (KP143377)

 Head lice code M006 isolate from Loei (KP143374)

 Head lice code J011 isolate from Loei (KP143346)

 Head lice code J010 isolate from Loei (KP143345)

 Head lice code J009 isolate from Loei (KP143344)

 Head lice code J007 isolate from Loei (KP143342)

 Head lice code J005 isolate from Loei (KP143340)

 Head lice code J004 isolate from Loei (KP143339)

 Head lice code J003 isolate from Loei (KP143338)

 Head lice code G013 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143309)

 Head lice code G012 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143308)

Clade A

 Head lice code M003 isolate from Loei (KP143371)

 Head lice code M004 isolate from Loei (KP143372)

 Head lice code M001 isolate from Loei (KP143369)

 Head lice code J008 isolate from Loei (KP143343)

 Head lice code J006 isolate from Loei (KP143341)

 Head lice code J002 isolate from Loei (KP143337)

 Head lice code J001 isolate from Loei (KP143336)

 Head lice code M002 isolate from Loei (KP143370)

 Head lice code M007 isolate from Loei (KP143375)

 Head lice code M005 isolate from Loei (KP143373)

 Head lice code M008 isolate from Loei (KP143376)

 Head lice code M010 isolate from Loei (KP143378)

 Head lice code M011 isolate from Loei (KP143379)

 Head lice code M012 isolate from Loei (KP143380)

 Head lice code M013 isolate from Loei (KP143381)

 Head lice code G001 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143297)

 Head lice code A002 isolate from Mukdahan (KP143233)

 Head lice code G007 isolate from Nakhon-Ratchasima (KP143303)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 28 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคกลางโดยใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
ก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ  

 Head lice code KP202 isolate from Nakhon-Pathom (KP143490)

 Head lice code KP304 isolate from Nakhon-Pathom (KP143491)

 Head lice code SP405 isolate from Nakhon-Pathom (KP143505)

 Head lice code SP303 isolate from Nakhon-Pathom (KP143504)

 Head lice code SP302 isolate from Nakhon-Pathom (KP143503)

 Head lice code SP301 isolate from Nakhon-Pathom (KP143502)

 Head lice code SP208 isolate from Nakhon-Pathom (KP143501)

 Head lice code SP205 isolate from Nakhon-Pathom (KP143500)

 Head lice code SP204 isolate from Nakhon-Pathom (KP143499)

 Head lice code SA203 isolate from Nakhon-Pathom (KP143498)

 Head lice code SA201 isolate from Nakhon-Pathom (KP143496)

 Head lice code KP502 isolate from Nakhon-Pathom (KP143492)

 Head lice code C009 isolate from Saraburi (KP143289)

 Head lice code C008 isolate from Saraburi (KP143288)

 Head lice code C007 isolate from Saraburi (KP143287)

 Head lice code C006 isolate from Saraburi (KP143286)

 Head lice code C005 isolate from Saraburi (KP143285)

 Head lice code C004 isolate from Saraburi (KP143284)

 Head lice code C003 isolate from Saraburi (KP143283)

 Head lice code C002 isolate from Saraburi (KP143282)

 Head lice code C001 isolate from Saraburi (KP143281)

 Head lice code BKK4 isolate from Bangkok (KP143280)

 Head lice code BKK2 isolate from Bangkok (KP143278)

 Head lice code BKK1 isolate from Bangkok (KP143277)

 Head lice code BKK3 isolate from Bangkok (KP143279)

Clade A

 Head lice code KP601 isolate from Nakhon-Pathom (KP143493)

 Head lice code KP602 isolate from Nakhon-Pathom (KP143494)

 Head lice code KP603 isolate from Nakhon-Pathom (KP143495)

 Head lice code SA202 isolate from Nakhon-Pathom (KP143497)

 Head lice code SP407 isolate from Nakhon-Pathom (KP143506)

 Head lice code L001 isolate from Lopburi (KP143359)

 Head lice code L002 isolate from Lopburi (KP143360)

 Head lice code L003 isolate from Lopburi (KP143361)

 Head lice code L004 isolate from Lopburi (KP143362)

 Head lice code L006 isolate from Lopburi (KP143364)

 Head lice code L007 isolate from Lopburi (KP143365)

 Head lice code L008 isolate from Lopburi (KP143366)

 Head lice code L009 isolate from Lopburi (KP143367)

 Head lice code L010 isolate from Lopburi (KP143368)

 Head lice code KA101 isolate from Nakhon-Pathom (KP143486)

 Head lice code KA102 isolate from Nakhon-Pathom (KP143487)

 Head lice code KP101 isolate from Nakhon-Pathom (KP143488)

 Head lice code L005 isolate from Lopburi (KP143363)

 Head lice code KP102 isolate from Nakhon-Pathom (KP143489)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 29 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคเหนือ จากการใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
ก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ  

 Head lice Code D002 isolate from Nan (KP143291)

 Head lice Code D003 isolate from Nan (KP143292)

 Head lice Code D001 isolate from Nan (KP143290)

 Head lice code RA7 isolate from Chiang Rai (KP143455)

 Head lice code RA5 isolate from Chiang Rai (KP143453)

 Head lice code BA15 isolate from Chiang Rai (KP143276)

 Head lice code BA13 isolate from Chiang Rai (KP143274)

 Head lice code BA12 isolate from Chiang Rai (KP143273)

 Head lice code BA10 isolate from Chiang Rai (KP143272)

 Head lice code BA8 isolate from Chiang Rai (KP143271)

 Head lice Code D004 isolate from Nan (KP143293)

 Head lice code RA8 isolate from Chiang Rai (KP143456)

 Head lice code BA3 isolate from Chiang Rai (KP143268)

 Head lice code BA1 isolate from Chiang Rai (KP143266)

 Head lice code BA2 isolate from Chiang Rai (KP143267)

 Head lice code BA7 isolate from Chiang Rai (KP143270)

 Head lice code S001 isolate from Nan (KP143459)

 Head lice code S003 isolate from Nan (KP143460)

 Head lice code RA3 isolate from Chiang Rai (KP143451)

 Head lice code RA1 isolate from Chiang Rai (KP143449)

 Head lice code RA6 isolate from Chiang Rai (KP143454)

 Head lice code BA6 isolate from Chiang Rai (KP143269)

 Head lice code PA01 isolate from Phrae (KP143404)

 Head lice code PA02 isolate from Phrae (KP143405)

 Head lice code PA03 isolate from Phrae (KP143406)

 Head lice code PA04 isolate from Phrae (KP143407)

 Head lice code BA14 isolate from Chiang Rai (KP143275)

Clade A 

 Head lice Code D005 isolate from Nan (KP143294)

 Head lice Code D007 isolate from Nan (KP143296)

 Head lice Code D006 isolate from Nan (KP143295)

 Head lice code RA2 isolate from Chiang Rai (KP143450)

 Head lice code RA4 isolate from Chiang Rai (KP143452)

 Head lice code RA9 isolate from Chiang Rai (KP143457)

 Head lice code RA10 isolate from Chiang Rai (KP143458)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 30 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคใต้ ใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย ก า ห น ด ค่ า 
bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ  

 Head lice code NK10 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143392)

 Head lice code NK16 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143397)

 Head lice code NK5 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143391)

 Head lice code NK2 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143389)

 Head lice code NK1 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143388)

 Head lice code Q020 isolate from Songkhla (KP143436)

 Head lice code Q008 isolate from Songkhla (KP143429)

 Head lice code Q007 isolate from Songkhla (KP143428)

 Head lice code Q006 isolate from Songkhla (KP143427)

 Head lice code Q002 isolate from Songkhla (KP143426)

 Head lice code Q001 isolate from Songkhla (KP143425)

 Head lice code K016 isolate from Songkhla (KP143357)

 Head lice code K015 isolate from Songkhla (KP143356)

 Head lice code K008 isolate from Songkhla (KP143351)

 Head lice code K006 isolate from Songkhla (KP143350)

 Head lice code K005 isolate from Songkhla (KP143349)

 Head lice code K003 isolate from Songkhla (KP143347)

 Head lice code PT16 isolate from Phatthalung (KP143422)

 Head lice code PT15 isolate from Phatthalung (KP143421)

 Head lice code PT10 isolate from Phatthalung (KP143416)

 Head lice code PT9 isolate from Phatthalung (KP143415)

 Head lice code P001 isolate from Phatthalung (KP143401)

 Head lice code P002 isolate from Phatthalung (KP143402)

 Head lice code P003 isolate from Phatthalung (KP143403)

 Head lice code W002 isolate from Phatthalung (KP143482)

 Head lice code W005 isolate from Phatthalung (KP143484)

 Head lice code PT8 isolate from Phatthalung (KP143414)

 Head lice code PT2 isolate from Phatthalung (KP143408)

 Head lice code NK15 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143396)

 Head lice code NK17 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143398)

 Head lice code K013 isolate from Songkhla (KP143355)

 Head lice code Q016 isolate from Songkhla (KP143432)

 Head lice code Q018 isolate from Songkhla (KP143434)

 Head lice code NK4 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143390)

 Head lice code NK14 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143395)

 Head lice code PT3 isolate from Phatthalung (KP143409)

 Head lice code PT4 isolate from Phatthalung (KP143410)

 Head lice code PT6 isolate from Phatthalung (KP143412)

 Head lice code PT17 isolate from Phatthalung (KP143423)

 Head lice code PT20 isolate from Phatthalung (KP143424)

 Head lice code NK11 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143393)

 Head lice code NK12 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143394)

 Head lice code V020 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143480)

 Head lice code V013 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143473)

 Head lice code V015 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143475)

 Head lice code V019 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143479)

Clade A

 Head lice code W001 isolate from Phatthalung (KP143481)

 Head lice code W004 isolate from Phatthalung (KP143483)

 Head lice code W006 isolate from Phatthalung (KP143485)

 Head lice code Q013 isolate from Songkhla (KP143430)

 Head lice code Q014 isolate from Songkhla (KP143431)

 Head lice code V009 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143470)

 Head lice code PT7 isolate from Phatthalung (KP143413)

 Head lice code PT12 isolate from Phatthalung (KP143418)

 Head lice code NK18 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143399)

 Head lice code NK19 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143400)

 Head lice code Q017 isolate from Songkhla (KP143433)

 Head lice code Q019 isolate from Songkhla (KP143435)

 Head lice code PT5 isolate from Phatthalung (KP143411)

 Head lice code PT11 isolate from Phatthalung (KP143417)

 Head lice code PT13 isolate from Phatthalung (KP143419)

 Head lice code PT14 isolate from Phatthalung (KP143420)

 Head lice code K004 isolate from Songkhla (KP143348)

 Head lice code K009 isolate from Songkhla (KP143352)

 Head lice code K010 isolate from Songkhla (KP143353)

 Head lice code K011 isolate from Songkhla (KP143354)

 Head lice code K018 isolate from Songkhla (KP143358)

 Head lice code V003 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143464)

 Head lice code V004 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143465)

 Head lice code V005 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143466)

 Head lice code V006 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143467)

 Head lice code V007 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143468)

 Head lice code V008 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143469)

 Head lice code V011 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143471)

 Head lice code V012 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143472)

 Head lice code V014 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143474)

 Head lice code V016 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143476)

 Head lice code V017 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143477)

 Head lice code V018 isolate from Nakhon Sri Thammarat (KP143478)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 31 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคตะวันตก ใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
ก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ 

 Head lice code B002 isolate from Kanchanaburi (KP143237)

 Head lice code B003 isolate from Kanchanaburi (KP143238)

 Head lice code B005 isolate from Kanchanaburi (KP143239)

 Head lice code B006 isolate from Kanchanaburi (KP143240)

 Head lice code B007 isolate from Kanchanaburi (KP143241)

 Head lice code B010 isolate from Kanchanaburi (KP143242)

 Head lice code B011 isolate from Kanchanaburi (KP143243)

 Head lice code B012 isolate from Kanchanaburi (KP143244)

 Head lice code B013 isolate from Kanchanaburi (KP143245)

 Head lice code B014 isolate from Kanchanaburi (KP143246)

 Head lice code B015 isolate from Kanchanaburi (KP143247)

 Head lice code B016 isolate from Kanchanaburi (KP143248)

 Head lice code B017 isolate from Kanchanaburi (KP143249)

 Head lice code B018 isolate from Kanchanaburi (KP143250)

 Head lice code B019 isolate from Kanchanaburi (KP143251)

 Head lice code B021 isolate from Kanchanaburi (KP143252)

 Head lice code B022 isolate from Kanchanaburi (KP143253)

 Head lice code B023 isolate from Kanchanaburi (KP143254)

 Head lice code B024 isolate from Kanchanaburi (KP143255)

 Head lice code B025 isolate from Kanchanaburi (KP143256)

 Head lice code B026 isolate from Kanchanaburi (KP143257)

 Head lice code B027 isolate from Kanchanaburi (KP143258)

 Head lice code B028 isolate from Kanchanaburi (KP143259)

 Head lice code B029 isolate from Kanchanaburi (KP143260)

 Head lice code B031 isolate from Kanchanaburi (KP143261)

 Head lice code B032 isolate from Kanchanaburi (KP143262)

 Head lice code B033 isolate from Kanchanaburi (KP143263)

 Head lice code B034 isolate from Kanchanaburi (KP143264)

 Head lice code B035 isolate from Kanchanaburi (KP143265)

 Head lice code H002 isolate from Kanchanaburi (KP143315)

 Head lice code H005 isolate from Kanchanaburi (KP143316)

 Head lice code H008 isolate from Kanchanaburi (KP143319)

 Head lice code H009 isolate from Kanchanaburi (KP143320)

 Head lice code H011 isolate from Kanchanaburi (KP143322)

 Head lice code H012 isolate from Kanchanaburi (KP143323)

 Head lice code H013 isolate from Kanchanaburi (KP143324)

 Head lice code H014 isolate from Kanchanaburi (KP143325)

 Head lice code H019 isolate from Kanchanaburi (KP143330)

 Head lice code H020 isolate from Kanchanaburi (KP143331)

 Head lice code H022 isolate from Kanchanaburi (KP143333)

 Head lice code H006 isolate from Kanchanaburi (KP143317)

 Head lice code H007 isolate from Kanchanaburi (KP143318)

 Head lice code H010 isolate from Kanchanaburi (KP143321)

 Head lice code H015 isolate from Kanchanaburi (KP143326)

 Head lice code H016 isolate from Kanchanaburi (KP143327)

 Head lice code H017 isolate from Kanchanaburi (KP143328)

 Head lice code H018 isolate from Kanchanaburi (KP143329)

Clade A

 Head lice code H001 isolate from Kanchanaburi (KP143314)

 Head lice code H021 isolate from Kanchanaburi (KP143332)

 Head lice code H023 isolate from Kanchanaburi (KP143334)

 Head lice code H024 isolate from Kanchanaburi (KP143335)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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รูปที่ 32 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของเหาศีรษะที่เก็บ
จากภาคตะวันออก ใช้ Neighbor-joining method แบบ Kimura-2-parameter model โดย
ก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ 

จังหวัด จ านวนตัวอย่าง 
Clade 

A C 
น่าน 9 6 3 
แพร่ 4 4 0 
เชียงราย 21 17 4 
ลพบุรี 10 0 10 
สระบุรี 9 9 0 
กรุงเทพมหานคร 4 4 0 
นครปฐม 21 12 9 
นครราชสีมา 26 24 2 
มุกดาหาร 5 4 1 
เลย 24 9 15 
สงขลา 24 15 9 
นครศรีธรรมราช 30 15 15 
พัทลุง 25 16 9 
กาญจนบุรี 51 47 4 
ระยอง 12 11 1 

รวม 275 193 82 

 ตารางท่ี 14 แสดงการจัดจ าแนกเหาศีรษะในแต่ละจังหวัดแยกตาม clade จากยีน COI 

 Head lice code R006 isolate from Rayong (KP143442)

 Head lice code R007 isolate from Rayong (KP143443)

 Head lice code R005 isolate from Rayong (KP143441)

 Head lice code R004 isolate from Rayong (KP143440)

 Head lice code R001 isolate from Rayong (KP143437)

 Head lice code R002 isolate from Rayong (KP143438)

 Head lice code R010 isolate from Rayong (KP143446)

 Head lice code R011 isolate from Rayong (KP143447)

 Head lice code R003 isolate from Rayong (KP143439)

 Head lice code R008 isolate from Rayong (KP143444)

 Head lice code R009 isolate from Rayong (KP143445)

Clade A

Clade C Head lice code R012 isolate from Rayong (KP143448)

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2
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 จากตารางที่ 14 ผลการศึกษาจากแผนภูมิวิวัฒนาการและจัดจ าแนกเหาศีรษะจากยีน COI 
แยกตามจังหวัดต่างๆ โดยพบว่าเหาศีรษะจากจังหวัดต่างๆทั้งหมด 275 ตัวอย่าง ส่วนใหญ่จัดอยู่ใน 
clade A จ านวนทั้งหมด 193 ตัวอย่าง และจัดอยู่ clade C  จ านวน 82 ตัวอย่างโดยไม่พบเหาจาก
จังหวัดต่างๆที่จัดอยู่ใน clade B 

4.8 ผลการวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ 

 การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ (intraspecific 
variation) โดยน าล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างมาท าการเปรียบเทียบ (alignment) ด้วย
โปรแกรม clustal W ที่มีอยู่ในโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Program 
Version 7.1.9 จากนั้นท าการค านวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ 
(intraspecific variation) โดยเลือกโหมด sequence identity matrix ที่มีอยู่ในโปรแกรม BioEdit 
Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 (แสดงตัวอย่างผลการค านวณบางส่วนที่
ตารางที่ 15 และตารางท่ี 16)  
 ผลการค านวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ เมื่อแยกตาม
ภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย พบว่าเปอร์เซ็นต์ intraspecific variation ของตัวอย่างในภาคเหนือ
เท่ากับ 0-17% โดยที่ตัวอย่างในจังหวัดเชียงรายและจังหวัดน่านค่าเปอร์เซ็นต์ intraspecific 
variation เท่ากับ 0-16.9% และ 0-8% ตามล าดับ ขณะที่จังหวัดแพร่ไม่มีความแตกต่างกันภายใน
สายพันธุ์ (intraspecific variation เท่ากับ 0%) ส าหรับเปอร์เซ็นต์ intraspecific variation ของ
ตัวอย่างในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่าเปอร์เซ็นต์ intraspecific variation เท่ากับ 0-9.7% โดย
ที่ตัวอย่างในจังหวัดนครราชสีมา จังหวัดมุกดาหารและจังหวัดเลย เปอร์เซ็นต์ intraspecific 
variation เท่ากับ 0-7.8%, 0-7.8% และ 0-9.6% ตามล าดับ  
 ในขณะที่ตัวอย่างจากภาคกลาง พบว่าเปอร์เซ็นต์ intraspecific variation เท่ากับ 0-14.2% 
โดยที่ตัวอย่างจากจังหวัดสระบุรี จังหวัดลพบุรี และจังหวัดนครปฐม เปอร์เซ็นต์ intraspecific 
variation เท่ากับ 0-0.6%, 0-5.3% และ 0-10.3% ตามล าดับ ซึ่งพบว่าตัวอย่างจาก
กรุงเทพมหานครไม่มีความแตกต่างกันภายในสายพันธุ์ (intraspecific variation เท่ากับ 0%)  
 ส าหรับตัวอย่างจากภาคใต ้พบว่าเปอร์เซ็นต์ intraspecific variation เท่ากับ 0-13.3% โดย
ที่ตัวอย่างจากจังหวัดพัทลุง จังหวัดสงขลา และจังหวัดนครศรีธรรมราช เปอร์เซ็นต์ intraspecific 
variation เท่ากับ 0-7.8%, 0-11.4% และ 0-11.1% ตามล าดับ ในขณะที่ตัวอย่างจากภาคตะวันตก
และภาคตะวันออกมีเพียงภาคละหนึ่งจังหวัดคือจังหวัดกาญจนบุรีและจังหวัดระยองโดยมีค่า
เปอร์เซ็นต์ intraspecific variation เท่ากับ 0-7.8% และ 0-7.6% ตามล าดับ 
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4.9 ผลการตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศรีษะ 

 ตัวอย่างดีเอ็นเอของเหาศีรษะทั้งหมด 275 ตัวอย่างได้น ามาตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย โดยเทคนิค 
PCR ส าหรับเชื้อ Bartonella spp. ใช้คู่ primer BhCS (gltA) 781-F (5́  GGGGACCAGCTCATGGTGG 3́ ) และ BhCS 
(gltA) 1137-R (5́AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 3´) อ้างอิงจากการศึกษาของ Norman และคณะ โดย
ขนาดของ PCR product จะมีขนาด 379 bp และตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. โดยใช้ primer 
rpoB-F (5́ TACTCATATACCGAAAAGAAACGG3́ ) และ rpoB-R (5́GGYTTACCAAGRCTATACTCAAC 3́ ) อ้างอิง
จากการศึกษาของ Kempf และคณะ (47) หลังจากนั้นท าการตรวจสอบขนาดของ PCR product โดยการท า 
1.5 % agarose gel electrophoresis โดยให้เคลื่อนที่ภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 โวต์ เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง หลังจากนั้นน าแผ่นเจลที่ได้แล้วไปย้อมด้วย ethidium  bromide ก่อนน าไปส่องภายใต้แสง 
UV  
 ผลการตรวจหาเชื้อด้วยวิธี PCR พบว่าไม่สามารถตรวจพบเชื้อ Bartonella spp. ในตัวอย่าง
ดีเอ็นเอของเหาศีรษะแต่สามารถตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างเหาศีรษะทั้งหมด 10 
ตัวอย่างและจากการตรวจสอบการโดยวิธี gel electrophoresis จะเห็น PCR product ของยีน 
rpoB ของเชื้อ Acinetobacter spp. ที่มีขนาดประมาณ 239 bp โดยเปรียบเทียบขนาดของยีน 
rpoB กับแถบดีเอ็นเอมาตราฐานขนาด 100 bp (รูปที่ 33)  
 

 
 
รูปที่ 33 แสดงผล gel electrophoresis ของยีน rpoB ของเชื้อ Acinetobacter spp. ที่ตรวจพบ
ในดีเอ็นเอเหาศีรษะภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 โวต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง Lane M คือ ดีเอ็นเอขนาด
มาตรฐาน 100 bp, Lane P คือ Positive control Lane N คือ Negative control (ใช้น้ ากลั่น
บริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอต้นแบบ), Lane 1-9 คือ PCR product ของยีน rpoB ของเชื้อ Acinetobacter 
spp. ในตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศีรษะ (แสดงผลบางส่วน) 
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 จากตารางที่ 17 แสดงผลการตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ 
primer ที่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งยีน rpoB ซึ่งเป็น housekeeping gene ในเชื้อ 
Acinetobacter spp. พบว่าจากตัวอย่างดีเอ็นเอของเหาศีรษะทั้งหมด 275 ตัวอย่างที่ได้ท าการสกัด
ดีเอ็นเอแล้วจากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทยให้ผล  PCR positive ต่อต าแหน่งยีน rpoB ของเชื้อ 
Acinetobacter spp. ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง (คิดเป็น 3.6%) โดยที่ภาคเหนือจากตัวอย่างทั้งหมด 34 
ตัวอย่างให้ผล  PCR positive ทั้งหมด 3 ตัวอย่าง (คิดเป็น 8.8%) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตัวอย่าง
ทั้งหมด 55 ตัวอย่าง ให้ผล  PCR positive ทั้งหมด 2 ตัวอย่าง (คิดเป็น 3.6%) ในขณะที่ภาคกลาง
ตัวอย่างทั้งหมด 44 ตัวอย่างแต่ตรวจไม่พบเชื้อ Acinetobacter spp. ด้วยวิธี PCR ในตัวอย่าง
ทั้งหมด ส่วนภาคใต้ตัวอย่างทั้งหมด 79 ตัวอย่าง ให้ผล  PCR positive ทั้งหมด 3 ตัวอย่าง (คิดเป็น 
3.7%) โดยที่ภาคตะวันตกตัวอย่างทั้งหมด 51 ตัวอย่างให้ผล  PCR positive เพียง 1 ตัวอย่าง (คิด
เป็น 1.9%) และภาคตะวันออกมีตัวอย่างทั้งหมด 12 ตัวอย่างให้ผล  PCR positive 1 ตัวอย่าง (คิด
เป็น 8.3%)  

ตารางท่ี 17 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. ด้วยเทคนิค PCR จากตัวอย่างดีเอ็นเอ
ของเหาศีรษะที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย 

ภูมิภาค 
จ านวนตัวอย่าง

เหา 
PCR positive 

% การติดเช้ือ 
ภูมิภาค ประเทศ 

ภาคเหนือ 34 3 8.8 1.09 
ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ 55 2 3.6 0.72 
ภาคกลาง 44 0 0.0 0.00 
ภาคใต ้ 79 3 3.7 1.09 
ภาคตะวันตก 51 1 1.9 0.36 
ภาคตะวันออก 12 1 8.3 0.36 
รวม 275 10 - 3.6 

4.10  ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ในเชื้อ Acinetobacter spp. 

 ผลจากการตรวจโคลนที่มีชิ้นส่วนยีน rpoB ของเชื้อ Acinetobacter spp. ด้วยเทคนิค 
colony PCR จากนั้นน าไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอก่อนน าส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท AIT 
biotech ประเทศสิงคโปร์ เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์จากการท า sequencing จากนั้นท าการวิเคราะห์
เส้นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยการปรับปรุงเส้นเส้นล าดับนิวคลีโอไทด์ เนื่องจากตัวอย่างท่ีส่งหาล าดับ
นิวคลีโอไทด์เป็นพลาสมิดดีเอ็นเอ ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะมีบางส่วนของพลาสมิดเวคเตอร์ติด
บริเวณหัวและท้ายของเส้น insert gene เราจึงท าการตัดส่วนของเวคเตอร์ออกโดยวิเคราะห์จาก
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โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 จากนั้นเก็บข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ลงในโปรแกรม notepad จากผลการวิเคราะห์และปรับปรุงเส้นล าดับนิวคลีโอ
ไทด์แล้วพบว่าเส้นล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ในเชื้อ Acinetobacter spp. มีความยาว 239 
bp ทุกตัวอย่าง โดยแสดงการท า multiple sequence alignment ทั้ง 10 ตัวอย่างในรูปที่ 34 

 

รูปที่ 34 แสดงผล multiple sequence alignment จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของเชื้อ 
Acinetobacter spp. ที่แยกได้จากดีเอ็นเอของเหาศีรษะ รหัสตัวอย่าง AcG13 คือ A. baumannii, 
รหัสตัวอย่าง AcPT10 คือ A. baumannii, รหัสตัวอย่าง AcG14 คือ A. baumannii, รหัสตัวอย่าง AcD6 คือ A. 
baumannii, รหัสตัวอย่าง AcB5 คือ  A. radioresistens, รหัสตัวอย่าง AcW5 คือ A. radioresistens, รหัสตัวอย่าง 
AcR1 คือ A. radioresistens, รหัสตัวอย่าง AcNK16 คือ A. radioresistens, รหัสตัวอย่าง AcPA3 คือ A. schindleri, 
รหัสตัวอย่าง AcS3 คือ A. schindleri 
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4.11 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ในเชื้อ Acinetobacter spp. กับ
ฐานข้อมูล NCBI และการระบุ species ของเชื้อ Acinetobacter spp. 

 จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของ Acinetobacter spp. ที่ได้ท าการตัดแต่ง
เรียบร้อยแล้วจะน ามาเปรียบเทียบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ของ
ยีน rpoB ของ Acinetobacter spp. อ่ืนๆที่มีการเก็บสะสมอยู่ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดย
ใช้โปรแกรมออนไลน์ nucleotide blast (BLASTN) โดยจะแสดงค่าออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนและความคล้อยคลึง (percentage identity) พบว่าตัวอย่างรหัส AcD6, AcG13, AcG14 
และ AcPT10 มีค่า % identity เท่ากับ 100% ตรงกับเชื้อ A. baumannii ( acc no. AP014649) 
โดยที่ตัวอย่างรหัส AcNK16 และ AcR1 มีค่า % identity 99% เหมือนกับเชื้อ A. radioresistens 
(acc no. DQ207489) ในขณะที่ตัวอย่างรหัส AcPA3 และ AcS3 มีค่า % identity 98% เหมือนกับ
เชื้อ A. radioresistens (acc no. DQ207489) และตัวอย่างรหัส AcW5 และ AcB5 มีค่า % 
identity 99% เหมือนกับเชื้อ A. schindleri (acc no. DQ207490) 
 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของ Acinetobacter spp.  โดยในการศึกษานี้สามารถ
แยกเชื้อ Acinetobacter ได้เป็น 3 species คือ A. baumannii, A. radioresistens และ A. 
schindleri โดยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะท าการเตรียมข้อมูลเพ่ือส่งยื่นขอเลขทะเบียน 
(accession number) ของล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างโดยเข้าใช้แบบออน์ไลน์จากโปรแกรม
ออนไลน์ BankIt เพ่ือเพ่ิมข้อมูลและเผยแพร่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ในเชื้อ Acinetobacter 
จากตัวอย่างดีเอ็นเอของเหาศรีษะในประเทศไทยลงไปในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) ส าหรับผลการ
การยื่นขอเลขทะเบียน (accession number) คือ KP161045-KP161054 โดยเลขทะเบียนในแต่ละ
ตัวอย่างแสดงในตารางที่ 18  
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ตารางท่ี 18 แสดงผล percentage identity เลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ การระบุ species ของ
เชื้อ Acinetobacter และเลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลอ้างอิง    

รหัส 

ตัวอย่าง 
จังหวัด Acc no. % identity Species 

ฐานข้อมูล
อ้างอิง 

AcD6 น่าน KP161045 100 A. baumannii AP014649 

AcG14 นครราชสีมา KP161046 100 A. baumannii AP014649 

AcG13 นครราชสีมา KP161047 100 A. baumannii AP014649 

AcPT10 พัทลุง KP161048 100 A. baumannii AP014649 

AcNK16 นครศรีธรรมราช KP161049 99 A. radioresistens DQ207489 

AcR1 ระยอง KP161050 99 A. radioresistens DQ207489 

AcPA3 แพร่ KP161051 98 A. radioresistens DQ207489 

AcS3 น่าน KP161052 98 A. radioresistens DQ207489 

AcW5 พัทลุง KP161053 99 A. schindleri DQ207490 

AcB5 กาญจนบุรี KP161054 99 A. schindleri DQ207490 

4.12 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ 

 ท าการสร้างแผนภูมิต้นไม้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของ Acinetobacter spp.  
ในตัวอย่างดีเอ็นเอของเหาศีรษะที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆในประเทศไทยโดยท าการทดสอบเทียบกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของ Acinetobacter สายพันธุ์อ่ืนๆ (reference sequence) ที่มี
รายงานในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม MEGA version 6 โดยวิธี Neighbor-joining method 
(NJ) และก าหนดแบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ Kimura-2-parameter model 
เพ่ือพิจารณาการแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide substitution) และตรวจความ
น่าเชื่อถือทางสถิติโดยใช้ bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ (24) และใช้ Pseudomonas 
aeruginosa accession no. FJ652696 เป็น out group 
 จากผลการวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้พบว่า cladogram ที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoB จากตัวอย่างและเปรียบเทียบกับ reference sequence ตัวอย่างรหัส AcD6, AcG13, AcG14 
และ AcPT10 มีความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับ A. baumannii (acc no. CP009534) ในขณะที่ตัวอย่าง
รหัส AcNK16, AcR1, AcPA3 และ AcS3 มีความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับ A. radioresistens (acc no. 
DQ207489) และตัวอย่างรหัส AcW5 และ AcB5 มีความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับ A. schindleri (acc 
no. DQ207490) (รูปที่ 35) 
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 จาก cladogram ในรูปที่ 36 แสดงความสัมพันธ์ของการตรวจพบเชื้อ Acinetobacter 
spp. ในตัวอย่างเหาศีรษะ จากตัวอย่างทั้งหมด 10 ตัวอย่างที่พบเชื้อ Acinetobacter เปรียบเทียบ
กับการแยกกลุ่ม clade A,B แล C โดยใช้ยีน COI ในการศึกษาและเปรียบเทียบกับ reference 
sequence ที่ทราบ clade  พบว่าตัวอย่างที่ตรวจพบเชื้อ Acinetobacter พบได้ทั้งใน clade A 
และ  C  โดยจัดอยู่ใน clade A จ านวน 6 ตัวอย่าง และจัดอยู่ใน clade C จ านวน 4 ตัวอย่าง 
 

 
 
รูปที่ 35 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ของเชื้อ 
Acinetobacter spp. ที่แยกได้จากดีเอ็นเอของเหาศีรษะโดยใช้ Neighbor-joining method แบบ 
Kimura-2-parameter model โดยก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบโดยใช้ 
Pseudomonas aeruginosa เป็น out group 

  

 

 Acinetobacter radioresistens of human head lice isolate AcNK16 (KP161049)

 Acinetobacter radioresistens of human head lice isolate AcR1 (KP161050)

 Acinetobacter radioresistens (DQ207489)

 Acinetobacter radioresistens of human head lice isolate AcPA3 (KP161051)

 Acinetobacter radioresistens of human head lice isolate AcS3 (KP161052)

Acinetobacter radioresistens

 Acinetobacter towneri (DQ207493)

 Acinetobacter haemolyticus (DQ207484)

 Acinetobacter parvus (DQ207488)

 Acinetobacter tjernbergiae (DQ207492)

 Acinetobacter grimontii (DQ207483)

 Acinetobacter junii (DQ207486)

 Acinetobacter calcoaceticus (DQ207474)

 Acinetobacter baumannii (CP009534)

 Acinetobacter baumannii of human head lice isolate AcPT10 (KP161048)

 Acinetobacter baumannii  of human head lice isolate AcG13 (KP161047)

 Acinetobacter baumannii of human head lice isolate AcD6 (KP161045)

 Acinetobacter baumannii of human head lice isolate AcG14 (KP161046)

Acinetobacter baumannii

 Acinetobacter bouvetii (DQ207473)

 Acinetobacter gerneri (DQ207482)

 Acinetobacter schindleri of human head lice isolate AcW5 (KP161053)

 Acinetobacter schindleri of human head lice isolate AcB5 (KP161054)

 Acinetobacter schindleri (DQ207490)

Acinetobacter schindleri

 Acinetobacter lwoffii (DQ207487)

 Acinetobacter johnsonii (DQ207485)

 Acinetobacter tandoii (DQ207491)

 Acinetobacter ursingii (DQ231239)

 Pseudomonas aeruginosa (FJ652696) out group

0 . 1
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รูปที่ 36 แสดง Phylogenetic tree จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ของตัวอย่างดีเอ็นเอ
เหาศีรษะที่ตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. จากการใช้ Neighbor-joining method แบบ 
Kimura-2-parameter model โดยก าหนดค่า bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ 

  

 Head lice code B005 (Acinetobacter schindleri_AcB5)

 Head lice code S003 (Acinetobacter radioresistens_AcS3)

 Head lice code PA03 (Acinetobacter radioresistens_AcPA3)

 Head lice code R001 (Acinetobacter radioresistens_AcR1)

 Head lice code G013 (Acinetobacter baumannii_AcG13)

 Head lice code G014 (Acinetobacter baumannii_AcG14)

 Reference seqeunce isolate from NewZealand (AY590005) Clade A

 Reference seqeunce isolate from Philippines (AY695978) Clade A

Clade A

 Reference seqeunce isolate from USA (AY695942) Clade B

 Reference seqeunce isolate from Germany (AY316751) Clade B
Clade B

 Reference seqeunce isolate from Nepal (AY590041) Clade C

 Reference seqeunce isolate from Nepal (AY590040) Clade C

 Head lice code PT10 (Acinetobacter baumannii_AcPT10)

 Head lice code NK16 (Acinetobacter radioresistens_AcNK16)

 Head lice Code D006 (Acinetobacter baumannii_AcD6)

 Head lice code W005 (Acinetobacter schindleri_AcW5)

Clade C

 Pediculus schaeffi (AY695999) out group

0 . 0 2



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การถูกรบกวนโดยเหาศีรษะ (Head lice infestation) มีสาเหตุจากเหาศีรษะ Pediculus 
humanus capitis ท าให้เกิดความร าคาญและก่อให้เกิดโรคทางผิวหนัง (pediculosis) โดยที่การติด
เหาศีรษะยังเป็นปัญหาส าคัญทางการสาธารณสุขทั่วโลกโดยเฉพาะในประเทศไทยที่ยังพบว่าเด็กส่วน
ใหญ่ในโรงเรียนประถมศึกษาทั่วทุกภูมิภาคยังพบกับปัญหาดังกล่าวอยู่ส าหรับในประเทศไทยนั้นยังไม่
มีข้อมูลการศึกษาทางขีวโมเลกุลเหาศรีษะที่จะใช้เป็นฐานข้อมูลทางพันธุศาสตร์ที่สามารถใช้อ้างอิงได้ 
โดยการศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในประเทศไทยอาจจะมีความแตกต่างจากงานวิจัยที่
ท าการศึกษาในประเทศอ่ืนๆ อีกทั้งปัจจุบันการก าจัดเหาศีรษะด้วยสารเคมีสังเคราะห์ท าให้เหามีการ
ดื้อต่อสารเคมีก าจัดแมลงเพิ่มมากขึ้น 
 การศึกษาเพ่ือจัดจ าแนกเหา (Classification) โดยอาศัยเทคนิควิธีทางอณูชีววิทยาสามารถ
ศึกษาได้จากจากยีนที่อยู่ทั้งในนิวเคลียสและยีนในไมโตคอนเดรีย ส าหรับการศึกษทางด้านพันธุ -
ศาสตร์ของเหาศีรษะมีงานวิจัยท าการศึกษามากมายในต่างประเทศแต่ยังไม่พบรายงานการศึกษาใน
ประเทศไทย งานวิจัยนี้ไดท้ าการศึกษาเปรียบเทียบและวิเคราะห์ความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์
ในยีน COI ซึ่งอยู่ในไมโตคอนเดรียดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค PCR จากตัวอย่างเหาศีรษะทั้งหมด 275 
ตัวอย่างที่เก็บจากภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย ซึ่งในแต่ละตัวอย่างเหาศีรษะได้เลือกเหาศีรษะระยะ
ตัวเต็มวัยเพศเมียตัวอย่างละ 1 ตัว ซึ่งยกเว้นตัวอย่างที่มาจากจังหวัดมุกดาหารที่ตัวอย่างเหาศีรษะ
เป็นระยะไข่ เนื่องจากการศึกษานี้เป็นการศึกษายีน COI ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียโดยมี
คุณสมบัติในการถ่ายทอดดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียผ่านทางมารดา (maternal inheritance) โดยเมื่อ
เกิดการ mutation หรือเกิดความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์จะส่งถ่ายจากแม่ไปสู่ลูก เหมาะใน
การศึกษาวิวัฒนาการหรือพันธุศาสตร์ประชากร (genetic population)  
 จากตัวอย่างทั้งหมดน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดส าเสร็จรูปก่อนน าไปวัดคุณภาพของ
ปริมาณความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอโดยดีเอ็นเอที่สกัดได้มีความเข้มข้นระหว่าง 50-100 ng/µl 
ซึ่งมีความเข้มข้นเพียงพอที่จะสามารถน าไปเพ่ิมจ านวนยีน COI ด้วยเทคนิค PCR ด้วยการใช้ primer ที่ออกแบบขึ้น
ส าหรับงานวิจัยนี้ที่จ าเพาะกับบริเวณยีน COI คือ primer COI-F (5  ́ GGTACTGGCTGGACTRTTTATCC 3 )́ และ 
COI-R (5 ĆTAAARACTTTYACTCCCGTTGG 3 )́ พบว่าเมื่อตรวจสอบขนาด PCR product ด้วยวิธี 
electrophoresis พบแถบยีน COI ขนาดประมาณ 599 bp ที่ชัดเจนเมื่อเทียบกับ DNA marker 
ขนาด 100 bp โดยไม่เกิด primer dimer หรือ nonspecific band แสดงว่า primer ที่ได้ออกแบบ
ขึ้นมานั้นมีความจ าเพาะในการเพิ่มจ านวนยีน COI ของเหาศีรษะได้เป็นอย่างด ี
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 ส าหรับผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวนี้เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
BioEdit Sequence Alignment Editor Program Version 7.1.9 โดยล าดับนิวคลีโอไทด์จะมีส่วน
ของ vector ติดอยู่ทั้งสองข้างเมื่อตัดส่วนของ vector ออกจะพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน 
COI ที่ถูกตัดแต่งแล้วมีความยาวเท่ากับ 599 bp ทุกตัวอย่าง โดยมีขนาดของยีนที่ใกล้เคียงและ
สอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนๆที่เคยมีการศึกษาในยีน COI (16, 32) ยกเว้นตัวอย่างจากจังหวัดเลยรหัส
ตัวอย่าง M002, M007 และตัวอย่างจากนครปฐมรหัสตัวอย่าง KP202 และ KP304 ที่มีขนาดความ
ยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 603 bp ซึ่งเกิดจากการ insertion ของเบส GGAG ในช่วงต้นของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์และจากผลของแผนภูมิวิวัฒนาการจากตัวอย่างทั้ง 4 ที่เกิดการ insertion ของเบส
ในช่วงต้นๆของล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าตัวอย่างจากจังหวัดเลย (M002 และ M007) จัดอยู่ใน clade 
C ในขณะที่ตัวอย่างจากจังหวัดนครปฐม (KP202 และ KP304) จัดอยู่ใน clade A ซึ่งการเกิด 
insertion ของเบส GGAG นั้นถึงแม้ว่าจะมีการ insertion ในต าแหน่งที่เหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ แต่พบว่า
ไม่มีผลต่อการจัดจ าแนกกลุ่มของเหาศีรษะ และการพบ insertion ของเบสดังกล่าวยังไม่มีรายงานใน
การศึกษาจากยีน COI จากรายงานวิจัยต่างประเทศ 
 เมื่อท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน COI กับข้อมูลของยีน 
COI ของเหาศีรษะที่มีการเก็บสะสมไว้ในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) พบว่าตัวอย่างล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของเหาศีรษะในภาคเหนือมีค่า % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.6 % โดยที่ตัวอย่างจากภาคกลางมี
ค่า % identity เฉลี่ยเท่ากับ 97.6 % ตัวอย่างจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีค่า % identity เฉลี่ย
เท่ากับ 98.4% ขณะที่ตัวอย่างจากภาคใต้พบว่ามีค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 97.6% 
ตัวอย่างจากภาคตะวันตกมีค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.8% และภาคตะวันออกมี
ค่าเฉลี่ยของ % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98.8% เมื่อพิจารณาจากค่า % identity ของยีน COI แล้ว
พบว่าตัวอย่างทั้งหมด 275 ตัวอย่างมีความเหมือนกับเหา P. humanus capitis ที่มีรายงานอยู่ใน
ฐานข้อมูล NCBI โดยที่ยีน COI ดังกล่าวนี้สามารถใช้ระบุสายพันธุ์ของเหาได้อย่างชัดเจน 
 ยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียในเหาศีรษะทั้งยีน COI, ยีน Cytb และยีน ND4 เมื่อน ามาศึกษา
ด้วยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการยีนทั้ง 3 สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ clade A ซึ่งสามารถพบได้
บริเวณทั่วไป (worldwide) โดยในกลุ่มของ clade A นั้นประกอบด้วยกลุ่มของเหาตัวและเหาศีรษะ
และ clade B สามารถพบได้ในแถบอเมริกาเหนือ อเมริกากลาง ยุโรป และออสเตรเลีย พบเป็นกลุ่ม
ของศีรษะ ส่วน clade C พบได้ในเนปาล เอธิโอเปีย และเซเนกัล (32, 35) ซึ่งพบว่าเหาศีรษะจัดอยู่
กลุ่มนี ้จากการวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการพบว่ามีประสิทธิภาพในการจ าแนกความแตกต่างของเหา
โดยอาศัยความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณยีน COI เมื่อท าการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ
โดยเทียบกับ reference sequence ของ clade A, B และ C พบว่าสามารถแยก clade ได้เป็น 3 
clade อย่างชัดเจนโดยสามารถแยกเป็น monophyly อย่างสมบูรณ์ด้วยค่า bootstrap test 97 
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และ 96% ตามล าดับ ในขณะที่ clade A และ clade B จัดเป็น monophyly ด้วยการที่อยู่ใน 
node เดียวกันด้วยค่า bootstrap test 79% อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่ศึกษาทั้งหมด 275 ตัวอย่าง
พบว่าถูกจัดอยู่ใน 2 clade คือ clade A และ clade C ซ่ึงแบ่งเป็น clade อย่างชัดเจน และจากผล
แผนภูมิวิวัฒนาการซึ่งตัวอย่างเหาศีรษะส่วนใหญ่ถูกจัดอยู่ใน clade A ซึ่งเป็น clade พบได้ทั้งในเหา
ตัวและเหาศีรษะ (32, 35) ในการศึกษานี้เราได้ออกแบบ primer ที่จ าเพาะกับยีน COI ของเหาศีรษะ
สายพันธุ์ P. humanus capitis และจากผลของการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI กับ
ฐานข้อมูล GenBank ที่มีค่า % identity เฉลี่ยเท่ากับ 98% สามารถระบุได้ว่าเหาที่เราศึกษาเป็นเหา
ศีรษะสายพันธุ์ P. humanus capitis ทั้งหมด 
 จากงานวิจัยของ Fane และคณะ (13) ได้ท าการศึกษาวิวัฒนาการของเหาศีรษะในอเมริกา
โดยศึกษาจากยีน COI เมื่อสร้างแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการแล้วสามารถแยกกลุ่มของเหาอยู่ใน clade 
A และ clade B โดยกล่าวว่าการจัดแยกเหาศีรษะอยู่ใน clade B แสดงให้เห็นถึงการแยกกันของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยภูมิศาสตร์ (geographic distribution) โดย clade B ที่พบเป็น clade ที่สันนิ
ฐานได้ว่าอาจเกิดจากการเคลื่อนย้ายของประชากรเหาจากกลุ่มของบุคคลที่ เป็นเหา เช่นเดียวกับใน
การศึกษานี้ที่เหาศีรษะจัดอยู่ใน 2  clade คือ clade A และ C โดยที่ clade C เป็น clade ที่
จ าเพาะที่พบได้ในประเทศเนปาล (35) เอธิโอเปีย (51) และเซเนกัล (37) โดยเป็นสายพันธุ์ที่พบใน
เอเชียและเมื่อวิเคราะห์จ าแนกเหาศีรษะตามภูมิภาคต่างๆด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการพบว่าทุกภาค
สามารถแยกเหาได้เป็น 2 กลุ่มประชากรซึ่งสอดคล้องกับการแยกเหาศีรษะข้างต้นที่แยกเหาศีรษะได้ 
2 clade เมื่อเทียบกับ reference sequence ที่ทราบ clade การศึกษาความผันแปรที่จะสามารถ
แยกกลุ่มของเหาได้ดียิ่งขึ้นควรศึกษาโดยใช้ genetic marker ตัวอ่ืนๆ อย่างเช่น ยีน Cytb หรือยีน 

ND4 ที่เป็นยีนในไมโตคอนเดรีย หรือยีนที่อยู่ในนิวเคลียส เช่น ยีน EF-1α, ยีน RNA polymerase 
II, ยีน Intergenic spacers หรือยีน 18S rRNA เพ่ือยันยืนความถูกต้องให้ชัดเจนขึ้น  
 จากผลการค านวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์เมื่อแยกตาม
ภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย พบว่าเหาศีรษะจากภาคเหนือมีค่าความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์(% 
intraspecific variation 0-17%) ภายในสปีชีส์สูงกว่าภาคอ่ืนๆ ในขณะที่ภาคตะวันออกมีค่าความ
ต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสปีชีส์น้อยที่สุด (% intraspecific variation 0-7.6%) แสดงว่าใน
ประชากรเหาจากภูมิภาคต่างๆมีความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในประชากรเดียวกัน แต่เมื่อ
เทียบความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในจังหวัดเดียวกันหรือภายในโรงเรียนเดียวกันพบว่าส่วน
ใหญ่ไม่มีความแตกต่างภายในสปีชีส์เดียวกัน จากค่า % intraspecific variation ที่พบในแต่ละ
ภูมิภาคที่มีค่าไม่สูงมากนั้นอาจเกิดจากจ านวนตัวอย่างที่เก็บในแต่ละพ้ืนที่มีจ านวนที่ไม่เท่ากันท าให้
เมื่อค านวณค่า % intraspecific variation แล้วท าให้มี % intraspecific variation ที่ได้ไม่ต่างกัน
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มาก ดังนั้นควรศึกษาเพ่ิมเติมโดยอาจท าการเก็บตัวอย่างในแต่ละพ้ืนที่ที่ศึกษาให้มีจ านวนที่เท่ากัน
เพ่ือใช้ในการเปรียบในแต่ละพ้ืนที่เพ่ือให้ผลที่ชัดเจนขึ้น 
 ในการศึกษานี้ได้ท าการตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. และเชื้อ Acinetobacter spp. ใน
ตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศรีษะทั้งหมด 275 โดยเทคนิค PCR ส าหรับการตรวจหาเชื้อ Bartonella spp. 
ใช้คู่ primer BhCS (gltA) 781-F (5´ GGGGACCAGCTCATGGTGG 3´) และ BhCS (gltA) 1137-R 
(5´AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 3´) ที่จ าเพาะกับยีน gltA (citrate synthase) โดยอ้างอิงจาก
การศึกษาของ Norman และคณะ(41) และตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. โดยใช้ primer rpoB-F 
(5́ TACTCATATACCGAAAAGAAACGG3́ ) และ rpoB-R (5́GGYTTACCAAGRCTATACTCAAC 3́ )ที่จ าเพาะกับยีน 
rpoB ซ่ึงอ้างอิงจากการศึกษาของ Kempf และคณะ(47) ที่ท าการตรวจหาเชื้อ Acinetobacter spp. 
ในตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศีรษะ จากผลการทดลองพบว่าไม่สามารถตรวจพบเชื้อ Bartonella spp. แต่
สามารถตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp ในตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศีรษะจ านวน 10 ตัวอย่าง ส าหรับ
การตรวจพบเชื้อ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างดีเอ็นเอเหาศีรษะนั้นจากผลการท า PCR ให้ขนาด
ของ PCR product ประมาณ 239 bp ซึ่งตรงกับรายงานการศึกษาของ Kempf และคณะ(47) ผล
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวเมื่อเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI 
สามารถระบุสปีชีส์ของเชื้อ Acinetobacter ได้ 3 สปีชีส์คือ A. baumannii โดยมีค่า % identity 
เท่ากับ 100%  เชื้อ A. radioresistens ซึ่งมีค่า % identity 98-99% และเชื้อ A. schindleri มีค่า 
% identity 99% ซึ่งงานวิจัยของ Bouvresse และคณะ (8) กับงานวิจัยการศึกษาของ Kempf และ
คณะ (47) ซึ่งตรวจพบเชื้อ A. baumannii, A. radioresistens และ A. rhizosphaerae ในตัวอย่าง
ดีเอ็นเอเหาศีรษะ 
 จากรายงานวิจัยในต่างประเทศที่ตรวจหาเชื้อ Bartonella พบว่าเหาตัวเป็นพาหะของเชื้อ 
B. quintana (7) ก่อนจะมีการตรวจเจอเชื้อนี้ในเหาศีรษะ โดยตรวจเจอครั้งแรกในเหาศีรษะที่เก็บ
จากเด็กที่อาศัยในชุมชนแออัดในประเทศเนปาล (38) ในหลายงานวิจัยสามารถตรวจพบเชื้อ B. 
quintana ในคนที่มีทั้งเหาตัวและเหาศีรษะทั้ง 2 ชนิดได้เช่นกัน โดยจากการศึกษานี้ที่ไม่สามารถ
ตรวจพบนั้นอาจเกิดจากความชุกของการพบเชื้อ B. quintana ยังมีไม่มากและยังไม่มีการตรวจพบ
เชื้อสปีชีส์นี้ในเหาหรือสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนในประเทศไทย แต่มีรายงานวิจัยการตรวจเจอเชื้อสปีชี่ส์ อ่ืนใน
ประเทศไทยคือ B. thailandensis จากตัวอย่างเลือดของสัตว์ฟันแทะ (52) 
 ส าหรับเชื้อ Acinetobacter spp. สามารแยกได้จากเหาตัวจากคนไร้บ้านในประเทศฝรั่งเศส
(44) โดยระบุเป็น A. baumannii  จากการศึกษานี้พบว่าตรวจเจอเชื้อ Acinetobacter ได้ 3 สปีชีส์
คือ A. baumannii ที่เป็นเชื้อก่อโรคที่ส าคัญคือก่อให้เกิดการติดเชื้อในโรงพยาบาล (nosocomial 
infection) ส่วนเชื้อ A. radioresistens และเชื้อ A. schindleri พบว่ามีความสามารถเป็นเชื้อก่อโรค
แต่กลไกการก่อโรคยังไม่ชัดเจน ซึ่งเชื้อทั้ง 3 สปีชีส์พบว่าสามารถพบได้ในธรรมชาติ เช่น ในน้ า ดิน 
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พืชผัก (45) หรือแม้กระทั่งบนผิวผู้ป่วยและอาสาสมัครที่มีสุขภาพดียังพบอีกว่าเหาตัวที่มีเชื้อ A. 
baumannii เมื่อดูดเลือดคนแล้วสามารถท าให้คนติดเชื้อแบคทีเรียนชนิดนี้ได้ จากงานวิจัยของ 
Houhamdi และคณะ (46) ได้ท าการทดลองเบื้องต้นในการ infected เชื้อ A. baumannii ในเหา
ตัวพบว่ามีการขับเอาเชื้อ A. baumannii  ออกมากับอุจจาระของเหาหลังจาก infected เชื้อแล้ว
หนึ่งวัน ในขณะที่เชื้อ A. baumannii  (53, 54) มีรายงานว่ามีความสามารถท่ีจะมีชีวิตอยู่รอดได้นาน
ในบริเวณท่ีแห้งๆ (55) ดังนั้นอุจจาระของเหาที่มีเชื้อสามารถถ่ายทอดเชื้อไปสู่ host (คน) ได้ผ่านจาก
บริเวณแผลที่เหากัดหรือมีการถลอกของผิวหนัง (47) ในประเทศไทยพบว่ามีรายงานวิจัยของ 
Punpanich และคณะในปี 2012 (48) ได้ศึกษาอัตราการติดเชื้อและปัจจัยเสี่ยงการติดเชื้อ A. 
baumannii ที่ท าให้เกิด nosocomial infection จากเด็กที่เข้ารับการรักษาในสถาบันสุขภาพเด็ก
แห่งชาติช่วงอายุตั้งแต่แรกเกิดถึงอายุ 18 ปี พบการติดเชื้อ 26.1% โดยปัจจัยเสี่ยงจากการติดเชื้อมา
จากการดื้อต่อยากลุ่ม carbapenems เด็กท่ีมีภุมิคุ้มกันต่ าจากการเป็นมะเร็งและได้รับเคมีบ าบัด การ
ติดเชื้อจากเครื่องช่วยหายใจหรือสายสนท่อปัสสาวะ อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานวิจัยการติดเชื้อ A. 
baumannii จากเหาที่น าเชื้อมาสู่คน 
 จากผลแผนภูมิวัฒนาวิวัฒนาการเพ่ือจ าแนกสปีชีส์ของเชื้อ Acinetobacter spp. ที่ตรวจ
พบเปรียบเทียบกับ reference sequence พบว่าตัวอย่างที่ระบุเป็นเชื้อ A. baumannii, เชื้อ A. 
radioresistens และเชื้อ A. schindleri ถูกแยกอยู่ในกลุ่มเดียวกับ reference sequence :ซึ่งมี
ความสัมพันธ์คล้ายคลึงกับสปีชีส์ที่ระบุ แสดงว่ายีน rpoB สามารถใช้ในการระบุจ าแนกสปีชีส์ได้เป็น
อย่างดี เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ Acinetobacter spp. ที่ตรวจพบกับการจัดจ าแนก clade 
ของเหาศีรษะโดยแผนภูมิวิวัฒนาการปรากฎว่าเชื้อ Acinetobacter spp.  สามารถพบได้ทั้งใน 
clade A และ clade C โดยการติดเชื้อ Acinetobacter spp.  ที่พบนั้นไม่ได้จ าเพาะกับ clade ที่ใช้
จ าแนกเหาศีรษะ 

ข้อเสนอแนะ 
 การศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบว่ายีน COI ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโตคอนเดรียสามารถน าไปใช้ใน
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และศึกษาถึงความแปรผันในประชากรได้เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม

ควรท าการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือจัดจ าแนกเหาศีรษะได้ละเอียดยิ่งขึ้น เช่นยีน 18S rRNA, ยีน EF-1α 
และยีน intergenic spacer ที่สามารถใช้ยีนดังกล่าวนี้แบ่งแยกเหาศรีษะใน clade A ได้เป็น 3 
subgroup คือ eurasian subgroup A1 (worldwide) และ sub-saharan subgroup A2 และ 
america subgroup A3 และในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียเนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย
ที่อยู่ในเหามีปริมาณน้อยควรพัฒนาวิธีการในการตรวจเพ่ือความไวและจ าเพาะมากขึ้น เช่น เทคนิค 
real-time PCR เพ่ิมโอกาสในการตรวจเจอเชื้อแบคทีเรียมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อส าเร็จรูป (Invisorb® Spin Tissue Mini Kit, ประเทศเยอรมนี) 
Lysis buffer G 
Binding buffer A 
Proteinase K 
Wash buffer 
Elution buffer 

2. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Invisorb® Spin Plasmid Mini Two, ประเทศเยอรมนี) 
Solution A 
Solution B 
Solution C 
Wash solution 
Elution solution 

3. ชุดโคลนส าหรับ PCR product (DNA ligation) 
2X Rapid ligation buffer 
pGEM® - T easy vector 
T4 DNA ligase 
Deionized water 

4. ชุดสารเคมีในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา PCR  
10X NH4 buffer 
50mM MgCl2 
10mM dNTPs 
Taq DNA polymerase (5U/µl) 

5. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Luria-bertani (LB agar) ปริมาตร 1 ลิตร 

Bacto-tryptone 10.0  g 
Yeast extracts 5.0 g 
1M NaCl  10.0 g 
Agar   10.0 g 



 

 

94 

วิธีเตรียม ชั่งสารทั้งหมดใส่ในขวดขนาด 1 L จากนั้นละลายด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาณ
ให้ได้ปริมาณ 1 ลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ต่อรางนิ้วเป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบเวลาน ามาตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้อุ่น จากนั้นใส่ยา ampicillin 
ความเข้มข้น 100 mg/µl ปริมาตร 1 ml ผสมให้เข้ากันจากนั้นจึงเทลงจานอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อด้วย
เทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C 
 ***ส าหรับอาหารเลี้ยงชนิดเหลว (LB broth) เตรียวอาหารด้วยวิธีเดียวกันแต่ไม่ต้องใส่ agar 
เมื่อจะใช้ค่อยเติมยา ampicillin ลงไป เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C เช่นเดียวกัน 

6. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย SOB ปริมาตร 100 ml และ SOC solution   
Bacto-tryptone 5.0  g  
Yeast extracts 1.25   g 
1M NaCl  0.125 g 

วิธีเตรียม SOB  ละลายสารทั้งหมดด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 90 ml ก่อนจากนั้นใส่
สารละลาย KCl ปริมาตร 625 µl แล้วจึงปรับปริมาณให้ได้ 100 ml น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่
อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อต่อรางนิ้วเป็นเวลา 20 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นจากนั้นเก็บไว้ที่
อุณหภูมิ  4 °C 

วิธีเตรียม SOC  เตรียมจากเติมสารละลาย 2M glucose, 1M MgCl2, 1M MgSO4 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ SOB ในอัตราส่วน 970: 10: 10: 10 (ปริมาณรวม 1,000 µl) 

7. การเตรียมสารละลาย 1M KCl ปริมาตร 10 ml 
KCl (potassium chloride) 0.7455 g 

 วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 10 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C 

8. การเตรียมสารละลาย 2M MgCl2/MgSO4 ปริมาตร 10 ml 
1M MgCl2 + 6H2O 2.033 g 
1M MgSO4 + 7H2O 2.465 g 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 10 ml จากนั้นกรองด้วย 
micro filter ขนาด 0.22 µm เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C 

9. การเตรียมสารละลาย 2M glucose ปริมาตร 10 ml 
Glucose (D- glucose) 3.6 g 
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วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้ 10 ml จากนั้นกรองด้วย 
micro filter ขนาด 0.22 µm เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C  

10. การเตรียมยา ampicillin 100 mg/µl (stock solution) 

วิธีเตรียม ชั่งยา ampicillin 1 กรัมใส่น้ ากลั่นปริมาตร 10 ml ละลายให้เข้ากันจากนั้นกรองด้วย 
microfilter ขนาด 0.22 µm แบ่งใส่หลอด microcentrifuge เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C 

11. การเตรียมสารละลาย 10X TAE buffer ปริมาตร 1 L 
Tris base   48.44 g 
Na2EDTA·2H2O   7.44 g 
Sodium acetate trihydrate 27.22 g 
Glacial acetic acid  17.0 ml 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมี Tris base, Na2EDTA·2H2O และ Sodium acetate 
trihydrate ให้เข้ากันด้วยน้ ากลั่น ปรับ pH ให้ได้ 7.8 ด้วย glacial acetic acid จากนั้นปรับปิมาตร
ให้ได้ 1 L ด้วยน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด์ต่อต่อ
รางนิ้วเป็นเวลา 20 นาที ก่อนใช้ 

***เมื่อจะน ามาใช้ให้น า 10X TAE beffer มาเจือจางความเข้มข้น โดยน า 10X TAE 
beffer ปริมาตร 100 ml ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 900 ml ซึ่งจะได้สารละสาร 1X TAE buffer เพ่ือ
น าไปใช้งานต่อไป 

12. การเตรียม 6X loading buffer 

   Bromphenol blue 0.025 g 
   Sucrose  4.0 g 

 วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร 10 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  4 °C 

13. การเตรียมสารละลาย 20 mg/ml X-gal  

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside 0.2 g 
วิธีเตรียม เตรียม stock solution โดยละลาย X-gal ในสารละลาย 

dimethyformamide (DMF) ให้ได้ปริมาตร 10 ml จากนั้นแบ่งใส่หลอด microcentrifuge ห่อ
ด้วยฟลอยด์เก็บที่อุณหภูมิ -20 °C 
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14. การเตรียมสารละลาย 1M IPTG  

Isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside 2.38 g 
วิธีเตรียม เตรียม stock solution 1M IPTG โดยละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปรับ

ปริมาณเป็น 10 ml กรองด้วย microfilter ขนาด 0.22 µm แบ่งใส่หลอด microcentrifuge ห่อ
ด้วยฟลอยด์เก็บที่อุณหภูมิ -20 °C 

15. การเตรียมสารเคมี Medium A เพื่อใช้ในขั้นตอนเตรียม competent cell 

   MgSO4  1.23 g 
   Glucose 1.00 g 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมีทั้งหมดด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) ปรับ
ปริมาตรให้ได้ 50 ml กรองด้วย microfilter ขนาด 0.22 µm จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C  

16. การเตรียมสารเคมี Medium B เพื่อใช้ในขั้นตอนเตรียม competent cell 
   MgSO4    0.295  g 
   Polyethylene glycol (PEG) 1.2 g 
   Glycerol   3.6 ml 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมี MgSO4 และ PEG ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB 
broth) ประมาณ 5 ml จากนั้นเติม glycerol ปริมาตร 3.6 ml ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับ
ปริมาตรเป็น 10 ml ด้วยการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) กรองด้วย microfilter ขนาด 
0.22 µm จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C  

17. การเตรียม competent cell เพื่อใช้ในขั้นตอน DNA cloning  

1. เตรียมเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α โดยการน า stock เชื้อแบคทีเรียที่เก็บ
ใน glycerol มา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่ไม่ใส่ยา ampicillin เพ่ือให้ได้ single colony 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C ประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

2. เลือก single colony มาเลี้ยงในอาหารชนิดเหลว LB broth ที่ไม่ใส่ยา ampicillin 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 °C แบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 rpm ประมาณ 16-18 ชั่วโมง 

3. น า medium A มาแบ่งใส่หลอดปริมาตร 20 ml จากนั้นใส่เชื้อแบคที่เรียปริมาตร 
200 µl น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C แบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 rpm น ามาวัด OD ที่  A600 ให้
ได้ค่าประมาณ 0.4-0.6 (ประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาที)  



 

 

97 

4. เมื่อครบเวลาแล้วให้น าหลอดเชื้อมาแช่ในน้ าแข็ง ประมาณ 5 นาที น าไปปั้นเหวี่ยงที่ 
1,500 g ด้วยอุณหภูมิ 4 °C ประมาณ 10 นาท ี 

5. เมื่อครบเวลาน าหลอดที่ปั้นตกตะกอนเชื้อแล้วแช่ในน้ าแข็ง จากนั้นให้ทิ้งส่วนของ 
supernatant จากนั้นให้ใส่ medium A ปริมาตร 200 µl เพ่ือท าการละลายตะกอนโดยใช้ pipette 
ดูดขึ้นลงเบาๆ  

6. ดูด medium B ปริมาตร 1 ml ใส่ลงไป ใช้ pipette ดูดขึ้นลงเบาๆเพ่ือผสมให้เข้ากัน 
จากนั้นนั้นแบ่งใส่หลอด microcentrifuge หลอดละ 100 µl น าไป fix ด้วยไนโตรเจนเหลวอย่าง
รวดเร็ว เก็บรักษา competent cell ที่อุณหภูมิ -80 °C  

หมายเหตุ: ตั้งแต่ข้ันตอนที่ 4 เป็นต้นไปให้ท าในอุณหภูมิที่เย็น น้ ายาที่ใช้ต้องแช่เย็น และ
ท าอย่างรวดเร็ว 

18. pGEM®- T easy Vector System I, Promega® 

 

 

รูปที่ 37 แผนที่ยีนของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®- T easy 
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ภาคผนวก ข 

 

รูปที่ 38 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง B จังหวัดกาญจนบุรี 
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รูปที่ 38 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง B จังหวัดกาญจนบุรี (ต่อ)
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รูปที่ 39 แสดง Multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง H จังหวัดกาญจนบุรี 
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รูปที่ 40 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง BA จังหวัดเชียงราย
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รูปที่ 41 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง RA จังหวัดเชียงราย  
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รูปที่ 42 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง PA จังหวัดแพร่ 

 

 

 

รูปที่ 43 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง BKK กรุงเทพมหานคร 
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รูปที่ 44 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง C จังหวัดสระบุรี 
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รูปที่ 45 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง L จังหวัดสระบุรี 
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รูปที่ 46 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง D จังหวัดน่าน 
 

 

รูปที่ 47 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง S จังหวัดน่าน 
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รูปที่ 48 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง A จังหวัดมุกดาหาร 
 

 

 

รูปที่ 49 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง T จังหวัดนครราชสีมา 
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รูปที่ 50 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง G จังหวัดนครราชสีมา 
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รูปที่ 51 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง N จังหวัดนครราชสีมา 
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รูปที่ 52 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง J จังหวัดเลย 
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รูปที่ 53 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง M จังหวัดเลย 
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รูปที่ 54 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง P จังหวัดพัทลุง 
 

 

 

รูปที่ 55 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง W จังหวัดพัทลุง 
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รูปที่ 56 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง PT จังหวัดพัทลุง  
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รูปที่ 57 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง R จังหวัดระยอง 
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รูปที่ 58 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง K จังหวัดสงขลา 
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รูปที่ 59 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง Q จังหวัดสงขลา 
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รูปที่ 60 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง V จังหวัดนครศรีธรรมราช  
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รูปที่ 61 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง NK จังหวัดนครศรีธรรมราช 
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รูปที่ 62 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง KA และ KP จังหวัดนครปฐม 
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รูปที่ 63 แสดง multiple sequence alignment รหัสตัวอย่าง SA และ SP จังหวัดนครปฐม 
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   รูปที่ 64 แสดงการออกแบบ Primer เพ่ือใช้ในขั้นตอน PCR  
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 ตารางท่ี 19 ขนาดยีน COI เลขทะเบียนยีน ค่า %identity และฐานข้อมูลอ้างอิง 
สถานที่และรหัสตัวอยา่ง  (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

น่าน 

S001 KP143459 599 99 KC685851 

S003 KP143460 599 99 KC685851 

D001 KP143290 599 100 EU493392 

D002 KP143291 599 99 EU493392 

D003 KP143292 599 99 EU493392 

D004 KP143293 599 99 EU493392 

D005 KP143294 599 97 KC685849 

D006 KP143295 599 97 KC685849 

D007 KP143296 599 97 KC685849 

แพร่ 

PA01 KP143404 599 99 KC867686 

PA02 KP143405 599 99 KC867686 

PA03 KP143406 599 99 KC867686 

PA04 KP143407 599 99 KC867686 

เชียงราย 

BA1 KP143266 599 99 EU493442 

BA2 KP143267 599 99 EU493442 

BA3 KP143268 599 99 EU493442 

BA6 KP143269 599 99 KC685851 

BA7 KP143270 599 99 EU493442 

BA8 KP143271 599 100 EU493392 

BA10 KP143272 599 99 EU493392 

BA12 KP143273 599 99 EU493392 

BA13 KP143274 599 99 EU493392 

BA14 KP143275 599 91 EU493392 

BA15 KP143276 599 99 EU493392 

RA1 KP143449 599 99 KC685851 

RA2 KP143450 599 98 KC685849 

RA3 KP143451 599 99 KC685851 

RA4 KP143452 599 97 KC685849 

RA5 KP143453 599 100 EU493392 

RA6 KP143454 599 99 KC867686 

RA7 KP143455 599 99 EU493392 

RA8 KP143456 599 99 EU493392 

RA9 KP143457 599 97 KC685849 

RA10 KP143458 599 97 KC685849 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง  (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

ลพบุรี 

L001 KP143359 599 99 KC685851 

L002 KP143360 599 99 KC685851 

L003 KP143361 599 99 KC685851 

L004 KP143362 599 99 KC685851 

L005 KP143363 599 95 KC685851 

L006 KP143364 599 99 KC685851 

L007 KP143365 599 100 KC685851 

L008 KP143366 599 99 KC685851 

L009 KP143367 599 99 KC685851 

L010 KP143368 599 99 KC685851 

สระบุรี 

C001 KP143281 599 97 KC685849 

C002 KP143282 599 97 KC685841 

C003 KP143283 599 97 KC685849 

C004 KP143284 599 97 KC685849 

C005 KP143285 599 97 KC685849 

C006 KP143286 599 97 KC685849 

C007 KP143287 599 97 KC685849 

C008 KP143288 599 97 KC685849 

C009 KP143289 599 97 KC685849 

กรุงเทพฯ 

BKK1 KP143277 599 97 KC685849 

BKK2 KP143278 599 97 KC685849 

BKK3 KP143279 599 97 KC685849 

BKK4 KP143280 599 97 KC685849 

นครปฐม 

KA101 KP143486 599 99 KC685851 

KA102 KP143487 599 99 KC685851 

KP101 KP143488 599 99 KC685851 

KP102 KP143489 599 99 KC685851 

KP202 KP143490 603* 98 KC685849 

KP304 KP143491 603* 98 KC685849 

KP502 KP143492 599 97 KC685849 

KP601 KP143493 599 99 EU493442 

KP602 KP143494 599 99 EU493442 

KP603 KP143495 599 99 EU493442 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

นครปฐม 

SA201 KP143496 599 97 KC685849 

SA202 KP143497 599 99 KC867686 

SA203 KP143498 599 97 KC685849 

SP204 KP143499 599 97 KC685849 

SP205 KP143500 599 97 KC685849 

SP208 KP143501 599 97 KC685849 

SP301 KP143502 599 97 KC685849 

SP302 KP143503 599 97 KC685849 

SP303 KP143504 599 97 KC685849 

SP405 KP143505 599 97 KC685849 

SP407 KP143506 599 99 KC867686 

เลย 

J001 KP143336 599 97 KC685849 

J002 KP143337 599 97 KC685849 

J003 KP143338 599 99 KC685851 

J004 KP143339 599 99 KC685851 

J005 KP143340 599 99 KC685851 

J006 KP143341 599 97 KC685849 

J007 KP143342 599 99 KC685851 

J008 KP143343 599 97 KC685849 

J009 KP143344 599 99 KC685851 

J010 KP143345 599 99 KC685851 

J011 KP143346 599 99 KC685851 

M001 KP143369 599 97 KC685849 

M002 KP143370 603 98 KC685849 

M003 KP143371 599 97 KC685849 

M004 KP143372 599 97 KC685849 

M005 KP143373 599 97 KC685849 

M006 KP143374 599 99 KC685851 

M007 KP143375 603 98 KC685849 

M008 KP143376 599 97 KC685849 

M009 KP143377 599 99 KC685851 

M010 KP143378 599 97 KC685849 

M011 KP143379 599 97 KC685849 

M012 KP143380 599 97 KC685849 

M013 KP143381 599 97 KC685849 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

นครราชสีมา 

T001 KP143461 599 99 KC685851 

T002 KP143462 599 99 KC685851 

T003 KP143463 599 99 KC685851 

N001 KP143382 599 99 KC685851 

N002 KP143383 599 99 KC685851 

N003 KP143384 599 99 KC685851 

N004 KP143385 599 99 KC685851 

N005 KP143386 599 99 KC685851 

N006 KP143387 599 99 KC685851 

G001 KP143297 599 97 KC685849 

G002 KP143298 599 99 KC685851 

G003 KP143299 599 99 KC685851 

G004 KP143300 599 99 KC685851 

G005 KP143301 599 99 KC685851 

G006 KP143302 599 99 KC685851 

G007 KP143303 599 97 KC685849 

G008 KP143304 599 99 KC685851 

G009 KP143305 599 99 KC685851 

G010 KP143306 599 99 KC685851 

G011 KP143307 599 99 KC685851 

G012 KP143308 599 99 KC867686 

G013 KP143309 599 99 KC685851 

G014 KP143310 599 99 KC685851 

G015 KP143311 599 99 KC685851 

G016 KP143312 599 99 KC685851 

G017 KP143313 599 99 KC685851 

มุกดาหาร 

A001 KP143232 599 99 KC685851 

A002 KP143233 599 97 KC685849 

A004 KP143234 599 99 KC685851 

A005 KP143235 599 99 KC685851 

A006 KP143236 599 99 KC685851 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

กาญจนบุร ี
B002 KP143237 599 99 KC685851 

B003 KP143238 599 99 KC685851 

B005 KP143239 599 99 KC685851 

B006 KP143240 599 99 KC685851 

B007 KP143241 599 99 KC685851 

B010 KP143242 599 99 KC685851 

B011 KP143243 599 99 KC685851 

B012 KP143244 599 99 KC685851 

B013 KP143245 599 99 KC685851 

B014 KP143246 599 99 KC685851 

B015 KP143247 599 99 KC685851 

B016 KP143248 599 99 KC685851 

B017 KP143249 599 99 KC685851 

B018 KP143250 599 99 KC685851 

B019 KP143251 599 99 KC685851 

B021 KP143252 599 99 KC685851 

B022 KP143253 599 99 KC685851 

B023 KP143254 599 99 KC685851 

B024 KP143255 599 99 KC685851 

B025 KP143256 599 99 KC685851 

B026 KP143257 599 99 KC685851 

B027 KP143258 599 99 KC685851 

B028 KP143259 599 99 KC685851 

B029 KP143260 599 99 KC685851 

B031 KP143261 599 99 KC685851 

B032 KP143262 599 99 KC685851 

B033 KP143263 599 99 KC685851 

B034 KP143264 599 99 KC685851 

B035 KP143265 599 99 KC685851 

H001 KP143314 599 97 KC685849 

H002 KP143315 599 99 KC685851 

H005 KP143316 599 99 KC685851 

H006 KP143317 599 99 KC685851 

H007 KP143318 599 99 KC685851 

H008 KP143319 599 99 KC685851 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

กาญจนบุร ี

H009 KP143320 599 99 KC685851 

H010 KP143321 599 99 KC685851 

H011 KP143322 599 99 KC685851 

H012 KP143323 599 99 KC685851 

H013 KP143324 599 99 KC685851 

H014 KP143325 599 99 KC685851 

H015 KP143326 599 99 KC685851 

H016 KP143327 599 99 KC685851 

H017 KP143328 599 99 KC685851 

H018 KP143329 599 99 KC685851 

H019 KP143330 599 99 KC685851 

H020 KP143331 599 99 KC685851 

H021 KP143332 599 97 KC685849 

H022 KP143333 599 99 KC685851 

H023 KP143334 599 97 KC685849 

H024 KP143335 599 97 KC685849 

ระยอง 

R001 KP143437 599 99 KC685851 

R002 KP143438 599 99 KC685851 

R003 KP143439 599 99 KC685851 

R004 KP143440 599 99 KC685851 

R005 KP143441 599 99 KC685851 

R006 KP143442 599 99 KC685851 

R007 KP143443 599 99 KC685851 

R008 KP143444 599 99 KC685851 

R009 KP143445 599 99 KC685851 

R010 KP143446 599 99 KC685851 

R011 KP143447 599 99 KC685851 

R012 KP143448 599 97 KC685849 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

พัทลุง 

P001 KP143401 599 97 KC685849 

P002 KP143402 599 97 KC685849 

P003 KP143403 599 97 KC685849 

PT2 KP143408 599 97 KC685849 

PT3 KP143409 599 97 KC685849 

PT4 KP143410 599 97 KC685849 

PT5 KP143411 599 99 KC685851 

PT6 KP143412 599 97 KC685849 

PT7 KP143413 599 99 KC685851 

PT8 KP143414 599 97 KC685849 

PT9 KP143415 599 97 KC685849 

PT10 KP143416 599 97 KC685849 

PT11 KP143417 599 99 KC685851 

PT12 KP143418 599 99 KC685851 

PT13 KP143419 599 99 KC685851 

PT14 KP143420 599 99 KC685851 

PT15 KP143421 599 97 KC685849 

PT16 KP143422 599 97 KC685849 

PT17 KP143423 599 97 KC685849 

PT20 KP143424 599 97 KC685849 

W001 KP143481 599 99 EU493392 

W002 KP143482 599 97 KC685849 

W004 KP143483 599 99 EU493392 

W005 KP143484 599 97 KC685849 

W006 KP143485 599 97 EU493392 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

สงขลา 

K003 KP143347 599 97 KC685849 

K004 KP143348 599 99 KC685851 

K005 KP143349 599 97 KC685849 

K006 KP143350 599 97 KC685849 

K008 KP143351 599 97 KC685849 

K009 KP143352 599 99 KC685851 

K010 KP143353 599 99 KC685851 

K011 KP143354 599 99 KC685851 

K013 KP143355 599 97 KC685849 

K015 KP143356 599 97 KC685849 

K016 KP143357 599 97 KC685849 

K018 KP143358 599 99 KC685851 

Q001 KP143425 599 97 KC685849 

Q002 KP143426 599 97 KC685849 

Q006 KP143427 599 97 KC685849 

Q007 KP143428 599 97 KC685849 

Q008 KP143429 599 97 KC685849 

Q013 KP143430 599 96 KC685851 

Q014 KP143431 599 96 KC685851 

Q016 KP143432 599 96 KC685849 

Q017 KP143433 599 99 KC685851 

Q018 KP143434 599 96 KC685849 

Q019 KP143435 599 99 KC685851 

Q020 KP143436 599 97 KC685849 
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สถานที่และรหัสตัวอยา่ง (Accession No.) ขนาดยีน COI (bp) %identity อ้างอิง 

นครศรีธรรมราช 

NK1 KP143388 599 97 KC685849 

NK2 KP143389 599 97 KC685849 

NK4 KP143390 599 95 KC685849 

NK5 KP143391 599 97 KC685849 

NK10 KP143392 599 97 KC685849 

NK11 KP143393 599 97 KC685849 

NK12 KP143394 599 97 KC685849 

NK14 KP143395 599 95 KC685849 

NK15 KP143396 599 97 KC685849 

NK16 KP143397 599 97 KC685849 

NK17 KP143398 599 97 KC685849 

NK18 KP143399 599 99 KC685851 

NK19 KP143400 599 99 KC685851 

V003 KP143464 599 99 KC685851 

V004 KP143465 599 99 KC685851 

V005 KP143466 599 99 KC685851 

V006 KP143467 599 99 KC685851 

V007 KP143468 599 99 KC685851 

V008 KP143469 599 99 KC685851 

V009 KP143470 599 99 KC685851 

V011 KP143471 599 99 KC685851 

V012 KP143472 599 99 KC685851 

V013 KP143473 599 97 KC685849 

V014 KP143474 599 99 KC685851 

V015 KP143475 599 97 KC685849 

V016 KP143476 599 99 KC685851 

V017 KP143477 599 100 KC685851 

V018 KP143478 599 99 KC685851 

V019 KP143479 599 97 KC685849 

V020 KP143480 599 97 KC685849 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นายสกล สุนันทราภรณ์  เกิดวันที่ 5 เดือนมีนาคม พ.ศ. 2530 ที่โรงพยาบาลมหาราช
นครราชสีมา จ. นครราชสีมา ที่อยู่ปัจจุบัน 1555 ถ. สืบศิริ ต. ในเมือง อ. เมืองนครราชสีมา จ. 
นครราชสีมา 30000 ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะ
เทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต พ.ศ. 2553 ท างานต าแหน่งนักเทคนิคการแพทย์ หน่วยคลัง
เลือด ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี พ.ศ. 2554 จากนั้นเข้า
ศึกษาต่อปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วิทยาศาสตร์การแพทย์) แขนงวิชาเซลล์ชีววิทยาและ
อณูพันธุศาสตร์ของมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีพ.ศ. 2555 
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