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Abstract

	 Backgrounds: Trypanosoma evansi has a wide host range and spread in many regions. Study 
of its genetic diversity in each host species from each area is an important consideration for disease 
control. Aim of this study was to examine genetic characteristics of T. evansi found in rusa deer (Cervus 
timorensis) and water buffalo (Bubalus bubalis) compared to those found in various hosts and in 
various areas reported in Genbank database. 
	 Methods: Two blood samples from rusa deer and two blood samples from water buffaloes 
that T. evansi was previously detected by Woo’s method and Giemsa-stained blood smears were 
used in this study. Parasite DNA of Internal Transcribed Spacer (ITS) region were amplified by PCR.  
The PCR products were cloned and sent for sequencing. Obtained sequences were analyzed and 
phylogenetic trees were constructed.
	 Results: All four isolates showed 99-99.5% nucleotide sequence identity and also possessed 
99% identity to other T. evansi strains reported in GenBank database. Although two  isolates  from  
rusa deer possessed 99.1% nucleotide sequence identity to each other, these two isolates showed 
genetic relationship close to T. evansi isolates from various hosts and various geographic locations. 
Two isolates from water buffaloes possessed a close genetic relationship with 99.5% nucleotide        
sequence identity. Phylogenetic analysis based on ITS region showed that two isolates from rusa deer 
seem to be placed in different groups whereas two isolates from water buffaloes were grouped         
together. Both two isolates from water buffaloes were closely related to T. evansi Tansui strain from Taiwan.
	 Conclusions: This study reports genetic information of ITS region of T. evansi found in rusa deer 
and water buffaloes in Thailand. All isolates from this study and others reported in GenBank database 
possessed 99% nucleotide sequence identity. Nevertheless, phylogenetic analysis based on ITS regions 
reveals intra-species genetic diversity.
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บทคัดย่อ

	 ที่มาของการศึกษา: ทริปปาโนโซมา อีแวนซาย 

(Trypanosoma evansi) มกีารแพร่กระจายในโฮสต์หลาย

ชนดิและในหลายภมูภิาค การศึกษาความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมของเชือ้ในโฮสต์แต่ละชนดิในแต่ละพืน้ทีจ่งึมส่ีวน

ส�ำคญัในการควบคมุโรค การศกึษาในครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่

ศึกษาเปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมของ T. evansi 

ที่พบในกวางรซู่า (Cervus timorensis) และกระบือแม่น�ำ้ 

(Bubalus bubalis) ในประเทศไทย รวมถงึเชือ้ทีพ่บในโฮสต์

และในพื้นที่ต่าง ๆ ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank 

	 วธีิการ: ตวัอย่างเลอืดกวางรซู่า จ�ำนวน 2 ตวัอย่าง 

และจากกระบือแม่น�้ำ จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบเชื้อ

ด้วยวิธี Woo’s method และวิธี Giemsa-stained 

blood smears น�ำมาเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมของ               

T. evansi บริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) 

จากนั้นโคลนผลผลิต PCR ที่ได้และน�ำไปหาล�ำดับสาร

พนัธกุรรม วเิคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรม และสร้างแผนภมูิ

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

	 ผล: การเปรียบเทียบข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรม

จากทั้ง 4 ตัวอย่าง พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน 99-99.5%  

และมีความคล้ายคลึงกับ T. evansi สายพันธุ์ต่าง ๆ ที่มี

รายงานใน GenBank สูงถึง 99% และแม้ว่าเชื้อที่พบใน

กวางรูซ่า 2 ตัวอย่าง จะมีความคล้ายคลึงกันถึง 99.1% 

แต่พบว่ามคีวามใกล้เคียงกบั T. evansi ทีม่าจากต่างโฮสต์

และต่างพืน้ทีก่นั ส่วนเชือ้ทีพ่บในกระบอืแม่น�ำ้ 2 ตวัอย่าง 

มีความคล้ายคลึงกัน 99.5% แผนภูมิความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการพบว่าตัวอย่างที่พบในกวางรูซ่า 2 ตัวอย่าง มี

แนวโน้มถูกจัดอยู่คนละกลุ่มกัน ส่วนเชื้อที่พบในกระบือ

แม่น�้ำ พบว่าถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันและทั้งสองเช้ือมี

ความใกล้เคียงกับ T. evansi Tansui จากไต้หวัน

	 สรุป :  จากการศึกษาค ร้ังนี้ รายงานข ้อมูล                        

สารพนัธกุรรมของ T. evansi ทีพ่บในกวางรซู่า และกระบือ

แม่น�ำ้ พบว่ามีความเหมือนของล�ำดับนิวคลีโอไทด์สูงถึง 

99% ใกล้เคียงกับ T. evansi สายพันธุ์ต่าง ๆ  ที่มีรายงาน

ใน GenBank อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 

เชงิวิวฒันาการด้วยข้อมลูสารพนัธกุรรมบรเิวณ ITS ได้แสดง

ให้เหน็ความถงึหลากหลายทางพนัธกุรรมภายในสปีชส์ีของ 

T. evansi

ค�ำส�ำคัญ: ทริปปาโนโซมา อีแวนซาย, กวางรูซ่า, กระบือ

แม่น�้ำ, ITS, การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

บทน�ำ

	 ทริปปาโนโซมา อแีวนซาย (Trypanosoma evansi) 

เป็นเชื้อปรสิตในเลือด เป็นสาเหตุของโรคเซอร่า (Surra) 

เช้ือถ่ายทอดสู่โฮสต์ผ่านแมลงดูดเลือด เช่น เหลือบและ

แมลงวันคอก โดยที่เชื้อไม่มีการเปล่ียนแปลงและเพ่ิม

จ�ำนวนภายในตวัแมลงพาหะ (mechanical transmission) 

T. evansi พบได้แพร่หลายในแอฟรกิา ลาตนิอเมรกิา และ

เอเชีย ในโฮสต์หลายชนิดทั้งสัตว์ป่าและปศุสัตว ์(Hoare, 

1972; Desquesnes et al., 2013) และมีรายงานการพบเช้ือ

ในคนในประเทศอนิเดยีและเวยีดนาม (Joshi et al., 2005; 

Powar et al., 2006; Chau et al., 2016) ในประเทศไทย 

T. evansi ก่อความสญูเสยีในม้า โคเนือ้ โคนม กระบือ สกุร

และช้าง (Boonyawong, 1975; Indrakamhang, 1998; 

Hin-On et al., 2004) สตัว์ป่าหลายชนดิเป็นแหล่งรงัโรคของ

เชื้อได้ หนึ่งในนั้นคือกวางรซู่า (Cervus timorensis) (Reid 

et al., 1999) อาการทีพ่บ ได้แก่ ซบูผอม โลหติจาง หายใจ

ล�ำบาก แท้ง และชกัก่อนตาย (Thiptara et al., 2016) 

นอกจากนีใ้นประเทศไทยยงัมีรายงานการพบ T. evansi ใน

กวางแซมบาร์ (Cervus unicolor) และเนือ้ทราย (Axis 

porcinus) (Indrakamhang, 1998; Tuntasuvan et al., 2000) 

สตัว์ตระกูลกวางจงึสามารถเป็นสัตว์รงัโรคก่อให้เกิดการตดิ

เช้ือข้ามไปมา ระหว่างสัตว์ตระกูลกวางและปศสุตัว์ท่ีอยูใ่น

พืน้ทีใ่กล้เคยีงกนัและก่อความสญูเสยีต่อสตัว์ท้ังสองกลุม่นีไ้ด้ 

ส�ำหรบัในกระบือ (Bubalus bubalis) พบว่าส่วนใหญ่มกีาร

ตดิเช้ือแบบเรือ้รงัและไม่แสดงอาการ แต่ก็มรีายงานอาการที่

พบในกระบือในประเทศไทย ได้แก่ มีไข้ ขาแข็ง เยือ่ตาขาว

อกัเสบ โลหติจาง แท้ง และตาย (Indrakamhang, 1998) 

	 ถงึแม้ว่าเซอร่าจะเป็นโรคประจ�ำถิน่ของประเทศไทย 

แต่การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ T. evansi ยังมี

จ�ำกัด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกวาง มีการรายงานในฐาน

ข้อมลู GenBank จากกวาง ซ่ึงไม่ได้ระบุชนดิในประเทศไทย 

และมีรายงานข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมจากกวางซีกา 

(Cervus nippon yesoensis) ในประเทศญี่ปุ่น  ส�ำหรับ

กระบอืในประเทศไทย Khuchareontaworn et al. (2007) 

ได้ศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ไว้ เนือ่งจาก 
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T. evansi มีการแพร่กระจายในโฮสต์หลายชนิดและใน

หลายภูมิภาค การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของเชื้อในโฮสต์แต่ละชนิดในแต่ละพื้นที่จึงมีความส�ำคัญ 

โดยตัวอย่าง T. evansi จากกวางรูซ่าและกระบือแม่น�้ำ             

ทีท่�ำศกึษาในครัง้นีเ้ป็นเชือ้ทีพ่บในประเทศไทย จากโฮสต์

ที่เป็นสัตว์ป่าและปศุสัตว์ตามล�ำดับ 

	 สายพนัธุกรรมของเชือ้ T. evansi บรเิวณ ribosomal 

RNA (rRNA) มีต�ำแหน่งจาก 5’ ไป 3’ คือ  18S rRNA, 

Internal Transcribed Spacer (ITS) 1, 5.8S rRNA, ITS2 

และ 28S rRNA ตามล�ำดบั (Lodish et al., 2001) (รปูท่ี 1) 

สายพนัธกุรรมบรเิวณ ITS เป็นส่วน noncoding spacer DNA 

ทีไ่ม่มกีารควบคมุการสงัเคราะห์โปรตนีพบว่ามกีารกลายพนัธุ์

โดยธรรมชาติได้รวดเร็วกว่าส่วน coding DNA ซึ่งมีการ

ควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน จึงมีประโยชน์ในการน�ำมา

ใช้วิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ศึกษา

ววิฒันาการและการจ�ำแนกเชือ้ตามอนุกรมวธิาน (Powers 

et al., 1997) การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการวเิคราะห์เปรยีบเทียบ

ข้อมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณ ITS ของ             

T. evansi จากกวางรูซ่าและกระบือแม่น�้ำ ซึ่งพบในเวลา

ใกล้เคียงกัน แต่ต่างพื้นที่ ตลอดจนเปรียบเทียบกับเช้ือ            

ที่พบในสตัว์ป่าและปศุสตัว์ในพืน้ทีต่่าง ๆ ทีร่ายงานในฐาน

ข้อมูล GenBank ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการศึกษาทาง

ระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล การศึกษาความเชื่อมโยงของ           

การติดเชื้อข้ามระหว่างสัตว์ป่าและปศุสัตว์ เพ่ือน�ำไป

ประกอบการวางแผนในการควบคุมและป้องกันโรคต่อไป

รปูที ่1 แสดงโครงสร้างสายพันธกุรรมของเชือ้ T. evansi บรเิวณ Internal 
Transcribed Spacer และต�ำแหน่งของ ITS/F และ ITS/R primers ทีใ่ช้
ในการศกึษาคร้ังนี ้(Khuchareontaworn et al., 2007)

การสกัด DNA และการเพ่ิมจ�ำนวนสารพันธุกรรม

บริเวณ ITS

	 สกดั DNA จากตวัอย่างเลอืดกวางรซู่าและกระบอื

แม่น�้ำที่เก็บในหลอดที่มีสารป้องกันเลือดแข็งตัว EDTA 

ตัวอย่างละ 200 µl โดยใช้ Genomic DNA Mini Kit 

(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) ตามขั้นตอนที่บริษัท

ผูผ้ลติระบุไว้ เกบ็รกัษา DNA ทีส่กัดได้ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ-30oC 

จนกว่าจะน�ำไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

	 ท�ำการเพิ่มจ�ำนวนสารพันธุกรรมด้วยวิธี PCR           

โดยใช้ forward primer ITS/F (5’-GGTGATCGGAC-

CGTCGCTCGTCT-3’) และ reverse primer ITS/R 

(5’-CCTCTTCGCTCGCCGCTGACTG-3’) ซึ่งครอบคลุม

บางส่วนของ 18S rRNA ส่วนทั้งหมดของ ITS1, 5.8S 

rDNA, ITS2 และบางส่วนของ 28S rRNA (รูปที่ 1) ตาม

วิธีการของ Khuchareontaworn et al. (2007) โดย

ดัดแปลงเล็กน้อยดังนี้ ปฏิกิริยา PCR ปริมาตรสุทธิ 25 µl 

ประกอบด้วย 10X PCR buffer (Invitrogen, USA), dNTP 

(New England Biolabs, USA) ชนดิละ 0.2 mM,  MgCl
2
 

1.5 mM, forward และ reverse primers ชนดิละ 0.2 µM, 

Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) 

0.5 units และตวัอย่างสารสกัด DNA ต้นแบบ 1 µl โดยใช้ 

Dnase/Rnase-free water (Invitrogen, USA) ในการ

ปรับปริมาตร ขั้นตอนของ PCR ประกอบด้วย initial 

denaturation ที่ 94oC 2 นาที ตามด้วยการเพิ่มจ�ำนวน

สารพันธุกรรมจ�ำนวน 35 รอบ โดย denaturation ที่ 

94oC 30 วินาที annealing ที่ 60oC 1 นาที extension 

ที่ 72oC 1 นาที 30 วินาที ตามด้วย final extension ที่ 

72oC 15 นาที ตรวจสอบผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 

1,300 bp ด้วย 1% agarose gel electrophoresis ที่

ย้อมด้วย RedSafe nucleic acid solution (iNtRON 

Biotechnology, South Korea) ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 

โดยใช้ DNA ของเชื้อ T. evansi ซึ่งเก็บรักษาไว้ยังห้อง

ปฏิบัติการปรสิตวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ เป็น

ตัวควบคุมบวกและ Dnase/Rnase-free water เป็นตัว

อุปกรณ์และวิธีการ
ตัวอย่างที่ท�ำการศึกษา

	 ตัวอย่างเลือดกวางรูซ่า จากจังหวัดกระบ่ี ซ่ึงเก็บ

ตัวอย่างในเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง 

รหสัตวัอย่าง R001 และ R002 จากฝูงเดียวกนั ทีต่รวจพบ 

T. evansi ด้วยวธิ ีWoo’s method และ Giemsa-stained 

blood smears โดยศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์

ภาคใต้ตอนบน จังหวัดนครศรีธรรมราช และตัวอย่างเลอืด

กระบือแม่น�้ำ จากจังหวัดบุรีรัมย์ ที่เก็บตัวอย่างในเดือน

สิงหาคม พ.ศ. 2559 จ�ำนวน 2 ตวัอย่าง รหสัตวัอย่าง B19 

และ B20 จากฝูงเดียวกัน ที่ตรวจพบ T. evansi ด้วยวิธี 

Woo’s method และ Giemsa-stained blood smears 

โดยสถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ
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ควบคุมลบ ท�ำผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์โดยใช้ QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) 

การโคลนผลผลติ PCR และการตรวจหาล�ำดบันิวคลโีอไทด์

	 โคลนผลผลิต PCR ที่เป็นสารพันธุกรรมเป้าหมาย 

เข้าในพลาสมดิโดยใช้ TOPO TA cloning kit (Invitrogen, 

USA) และเพิม่จ�ำนวนพลาสมดิด้วย TOP 10 Escherichia 

coli ตามขัน้ตอนทีผู่ผ้ลติระบไุว้  ตรวจหาพลาสมดิทีม่สีาร

พนัธกุรรมเป้าหมายด้วยวธิ ีPCR โดยใช้ forward primer 

M13F (5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) และ reverse 

primer M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’) ตรวจสอบ

ผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1,500 bp ด้วย 1% agarose 

gel electrophoresis ทีย้่อมด้วย RedSafe nucleic acid 

solution (iNtRON Biotechnology, South Korea) ภายใต้

แสงอลัตราไวโอเลต ท�ำพลาสมดิให้บริสทุธิโ์ดยใช้ QIAprep 

Spin Miniprep Kit (Qiagen, USA) ตามขั้นตอนที่ผู้ผลิต

ระบไุว้ น�ำไปตรวจหาล�ำดบัสารพนัธกุรรมด้วยวธิ ีSanger 

sequencing (Macrogen, South Korea) 

การวิเคราะห์ข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมและการสร้าง

แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

	 น�ำข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมท่ีได้ในแต่ละส่วนมา

ประกอบรวมกันโดยใช้โปรแกรม SEQMAN ใน DNAStar 

Lasergene software version 7.1.0 (DNASTAR Inc., 

USA) น�ำข้อมูลบริเวณ ITS ซึ่งประกอบด้วยบริเวณ ITS1, 

5.8S rDNA และ ITS2 มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับข้อมูล

ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม Basic local 

alignment search tool (BLAST) (Altschul et al., 1990) 

วเิคราะห์ % nucleotide identity ด้วยโปรแกรม MegAlign 

ใน DNAStar Lasergene software  version  7.1.0 จัดเรยีง

ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อท่ีพบในการศึกษาครั้งน้ี

และเชื้ออื่นในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม  

MUSCLE ใน MEGA software, version 7.0 (Kumar et al., 

2016) ทดสอบหาโมเดลทีด่ทีีส่ดุเพือ่ใช้ประกอบการสร้าง

แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ สร้างแผนภูมิความ

สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยวิธี Maximum Likelihood 

และวิเคราะห์ boostrap 1,000 รอบ ด้วย MEGA software, 

version 7.0 โดยม ีTrypanosoma vivax เป็น outgroup 

ผลและวิจารณ์

	 จากการเพิม่จ�ำนวนสารพนัธกุรรมในตวัอย่างเลอืด

กวางรซู่า รหสั R001 และ R002 และตวัอย่างเลอืดกระบอื

แม่น�ำ้ รหสั B19 และ B20 ได้ผลติผล PCR ขนาดประมาณ 

1,300 bp (รูปที่ 2) ข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมที่ได้จาก

การศึกษาในครั้งนี้รายงานในฐานข้อมูล GenBank ด้วย 

accession number MN121257-MN121260 ผลการ

เปรียบเทียบข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมโดยการ BLAST 

พบว่ามคีวามคล้ายคลงึกบั T. evansi isolates ต่าง ๆ ทีม่ี

รายงานใน GenBank สูงถึง 99% เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับสาร

พนัธกุรรมเฉพาะบรเิวณ ITS ซึง่ประกอบด้วยบรเิวณ ITS1, 

5.8S rDNA และ ITS2 พบว่าสารพนัธกุรรมของ T. evansi 

ในตวัอย่างเลอืดกวางรซู่า รหสั R001 และ R002 มคีวามยาว

เท่ากันคอื 1,100 bp และคล้ายคลงึกัน 99.1% (ตารางที ่1) 

ส่วนตวัอย่างเลอืดกระบอื รหสั B19 และ B20 มคีวามยาว 

1,098 และ 1,100 bp ตามล�ำดับ และคล้ายคลึงกัน 

99.5% (ตารางที่ 1) เมื่อเปรียบเทียบล�ำดับสารพันธุกรรม

ของ T. evansi จากกวางรซู่า กบัเชือ้ทีพ่บจากกระบอืแม่น�ำ้ 

พบว่าเชื้อมีความคล้ายคลึงกันค่อนข้างสูง โดยมีความ

คล้ายคลึงกัน 99-99.4% (ตารางที่ 1)

	 ทั้งนี้ ล�ำดับสารพันธุกรรมของ T. evansi บริเวณ 

ITS ที่พบในกวางรูซ่า รหัส R001 มีความคล้ายคลึงที่สุด

กับ T. evansi สายพันธุ์ Tansui จากไต้หวัน 99.7%               

ในขณะทีเ่ช้ือท่ีพบในกวางรซู่า รหสั R002 มคีวามคล้ายคลงึ

ท่ีสดุ (99.5%) กบั T. evansi ท่ีพบในโฮสต์หลายชนดิและ

จากต่างพื้นที่ ได้แก่ T. evansi Sam2 ที่พบในกวาง           

ในประเทศไทย T. evansi KAI.1 ท่ีพบในโคในประเทศไทย 

และ T. evansi Egy.3 ทีพ่บในอฐูในประเทศอยีปิต์ เป็นต้น 

ส่วนเช้ือท่ีพบในกระบือแม่น�้ำ รหัส B19 และ B20 

คล้ายคลึงกับ T. evansi สายพันธุ์ Tansui จากไต้หวัน 

99.5% และ 99.6% ตามล�ำดับ และมีความใกล้เคียง            

อย่างมากกับ T. evansi 014 ท่ีพบในกระบือแม่น�้ำ                    

ในประเทศฟิลิปปินส์ (99.5%) (ตารางที่ 1) ซึ่งสอดคล้อง

กบัการศกึษาก่อนหน้านีท้ีพ่บว่า T. evansi มคีวามใกล้เคยีง

กันสูงแม้ว่าจะมีการแพร่กระจายทางภูมิศาสตร์อย่าง           

กว้างขวางและพบในโฮสต์หลากหลายชนิด (de Oliveira 

Lima et al., 2008; Villareal et al., 2013) 
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	 อย่างไรก็ตามแม้ว ่าล�ำดับสารพันธุกรรมของ                        

T. evansi บริเวณ ITS จะมีความคล้ายคลึงกันสูงจากการ

วิเคราะห์ % nucleotide identity (ตารางที่ 1) แต่ผล

การเปรียบเทียบล�ำดับสารพันธุกรรมบริเวณ ITS ของเชื้อ 

ทัง้ 4 ตวัอย่าง ท่ีพบจากการศึกษาในครัง้น้ี และ T. evansi 

จากฐานข้อมูล GenBank จ�ำนวน 24 เชื้อ ด้วยวิธี                  

multiple sequence alignment พบว่ามีความแตกต่าง

ของนิวคลีโอไทด์ถึง 79 ต�ำแหน่ง ซึ่งประกอบด้วย single 

nucleotide polymorphism ทีม่กีารแทนทีก่ารแทรกเข้า

และการหายไป โดยพบที่บริเวณ ITS2 มากที่สุดคือ 52 

ต�ำแหน่ง พบที่บริเวณ ITS1 จ�ำนวน 21 ต�ำแหน่ง และพบ

ที่บริเวณ 5.8S rDNA 6 ต�ำแหน่ง (ไม่แสดงข้อมูลการ

ทดสอบ)

รูปที ่2  Gel electrophoresis แสดงผลผลติ PCR ขนาดประมาณ 1,300 
bp; lane 1: 100 bp DNA Ladder (biotechrabbitTM, Germany) , 
lane 2-3: ตัวอย่างเลือดกวางรูซ่า รหัส R001 และ R002 ตามล�ำดับ, 
lane 4-5: ตัวอย่างเลือดกระบือแม่น�้ำ รหัส B19 และ B20 ตามล�ำดับ, 
lane 6: ตัวควบคุมลบ (Dnase/Rnase-free water), lane 7: ตวัควบคมุ
บวก (DNA ของเชื้อ T. evansi)

ตารางที่ 1 แสดง % nucleotide identity และ divergence บริเวณ ITS ของเชื้อที่พบในการศึกษาครั้งนี้ (ในกรอบสีแดง) เปรียบเทียบกับเชื้อที่มี
รายงานในฐานข้อมูล GenBank

	 แผนภมูคิวามสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการ สร้างด้วยวิธี 

Maximum Likelihood ของ T. evansi บริเวณ ITS             

(รูปท่ี 3) แสดงให้เหน็ว่า เช้ือท่ีพบในกวางรซู่า รหัส R001 

ถูกจัดกลุม่อยูกั่บ T. evansi สายพนัธุ ์Tansui จากไต้หวนั 

และ T. evansi B18.2 ท่ีพบในกระบือในประเทศไทย              

โดยไม่ได้ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดยีวกนักับเชือ้ทีพ่บในกวางรซู่า 

รหสั R002 ส่วนเช้ือท่ีพบในกระบือแม่น�ำ้ รหสั B19 และ 

B20 ถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกัน ผลการศึกษาแสดงให้เห็นถึง

ความหลากหลายทางพันธกุรรมของเชื้อที่พบในกวางรูซ่า 

จากฝงูเดยีวกนัไม่ได้เกาะกลุม่อยูด้่วยกนั และเชือ้ทีพ่บใน

กวางรซู่า รหสั R001 มคีวามใกล้เคยีงกบัเชือ้ท่ีพบในกระบอื

ในประเทศไทยทีเ่คยรายงานก่อนหน้านี ้(T. evansi B18.2) 

มากกว่าเช้ือที่พบในกระบือแม่น�้ำ รหัส B19 และ B20              

ซึ่งพบในประเทศไทยในระยะเวลาใกล้เคียงกัน 	

	 จากการวเิคราะห์ล�ำดับสารพนัธกุรรมบรเิวณ ITS1 

ของเช้ือท่ีพบในตวัอย่างรหสั R001, R002 และ B20 พบว่า

มีขนาดเท่ากันคือ 341 bp ส่วนตัวอย่างรหัส B19 มีขนาด 

339 bp โดยล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ขาดหายไปคือต�ำแหน่ง 

291 และ 292 ซ่ึงพบได้เช่นเดยีวกันใน T. evansi สายพนัธ์ุ

อื่น (ไม่แสดงข้อมูลการทดสอบ) เมื่อวิเคราะห์ความ

สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการบริเวณ ITS1 (รูปที่ 4) พบว่าเชื้อที่

พบในตัวอย่างรหัส R002 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ             

T. evansi B18.2 และ B17.2 ท่ีพบในกระบือในประเทศไทย 

และ T. evansi 014 และ 013 ท่ีพบในกระบือแม่น�้ำ 

ประเทศฟิลิปปินส์ ส่วนเชื้อที่พบในกวางรูซ่า รหัส R001 



45ปีที่ 14 ฉบับที่ 3

รปูที ่3  แสดงแผนภูมคิวามสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมบรเิวณ ITS ของเชือ้ท่ีพบจากการศกึษาในคร้ังนีกั้บเชือ้ท่ีมรีายงานในฐานข้อมลู GenBank สร้างด้วยวธิี 
Maximum Likelihood โดยใช้โมเดล Kimura 2-parameter และวเิคราะห์ bootstrap 1,000 รอบ โดยค่า bootstrap ทีม่ค่ีา 50 ขึน้ไป แสดงไว้ใน
แต่ละก่ิง เชือ้ท่ีพบจากการศึกษาในครัง้นีแ้สดงเป็นตวัหนา, “▲” คอืเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างเลอืดกวางรูซ่า และ “♦” คอืเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างเลอืดกระบือแม่น�ำ้

รปูที ่4  แสดงแผนภูมคิวามสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมบรเิวณ ITS1 ของเชือ้ท่ีพบจากการศกึษาในคร้ังนีก้บัเชือ้ท่ีมรีายงานในฐานข้อมลู GenBank สร้างด้วย
วธิ ีMaximum Likelihood โดยใช้โมเดล Kimura 2-parameter และวเิคราะห์ bootstrap 1,000 รอบ โดยค่า bootstrap ทีม่ค่ีา 50 ข้ึนไป แสดงไว้ใน 
แต่ละก่ิง เชือ้ท่ีพบจากการศึกษาในครัง้นีแ้สดงเป็นตวัหนา, “▲” คอืเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างเลอืดกวางรูซ่า และ “♦” คอืเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างเลอืดกระบือแม่น�ำ้
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ถูกจัดแยกออกมา แต่ก็ด้วยค่า bootstrap ที่ต�่ำ แผนภูมิ

ความสมัพนัธ์เชงิววิฒันาการบรเิวณ ITS1 ยงัแสดงให้เหน็ว่า

เชื้อที่พบในกระบือแม่น�้ำ รหัส B19 ถูกจัดกลุ่มอยู่กับ T. 

evansi KAI.2 ทีพ่บจากโคในประเทศไทยและ T. evansi 

Hubei ทีพ่บในกระบอืในสาธารณรฐัประชาชนจนี ด้วยค่า 

bootstrap ที่ 92% สอดคล้องกับการศึกษาโดย Sarkhel 

et al. (2017) และ Tian et al. (2011) ในประเทศอนิเดยี

และสาธารณรัฐประชาชนจนีตามล�ำดบั ทีพ่บว่าข้อมูลล�ำดบั

สารพันธุกรรมบริเวณ ITS1 สามารถแสดงให้เห็นถึงความ

หลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ทีพ่บในโฮสต์ต่าง ๆ  แต่

การศกึษาครัง้น้ีเชือ้ทีพ่บในกระบอืแม่น�ำ้ รหสั B20 ถกูแยก

ออกมาจากเชือ้ทีพ่บในกระบอืแม่น�ำ้ รหัส B19 ด้วยค่า % 

bootstrap ทีต่�ำ่ ซึง่อาจเป็นผลจากสารพนัธกุรรมบรเิวณ ITS1 

มขีนาดทีส่ัน้เกนิกว่าจะแสดงให้เหน็ถงึความหลากหลายทาง

พันธกุรรมของเชือ้บางสายพันธุไ์ด้ (Areekit et al., 2008)

	 เม่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเฉพาะ

บริเวณ ITS2 ซึ่งมีขนาดเท่ากันทั้ง 4 ตัวอย่างที่พบในการ

ศึกษาครั้งนี้คือ 589 bp พบว่าเชื้อที่พบในกระบือแม่น�้ำ 

รหัส B19 และ B20 ถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกันเช่นเดียวกันกับ

เมื่อวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูลบริเวณ ITS ส่วนเชื้อที่พบใน

กวางรูซ่า รหัส R001 และ R002 อยู่คนละกลุ่มกัน           

เช่นเดยีวกับการวเิคราะห์ด้วยข้อมลูล�ำดบัสารพนัธุกรรมของ

เชื้อบริเวณ ITS และ ITS1 และพบว่าเชื้อที่พบในตัวอย่าง

รหสั R002 ถูกจดักลุ่มอยูก่บั T. evansi KAI.1, T. evansi 

Sam.2, T. evansi B15.1 และ T. evansi Hubei ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ % nucleotide identity 

(ตารางท่ี 1) ท่ีพบว่าเช้ือท่ีพบในตัวอย่าง R002 มีความ

คล้ายคลงึสงูสดุ (99.5%) กับ T. evansi KAI.1, T. evansi 

Sam.2 และ T. evansi B15.1 (รูปที่ 5) และสอดคล้อง

กับการศึกษาโดย Amer et al. (2011) ที่พบว่ารูปแบบที่

ได้จากการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจาก

ข้อมูลล�ำดับสารพันธุกรรมบริเวณ ITS2 สามารถอธิบาย

ความแตกต่างทีม่เีพยีงเล็กน้อยระหว่างชนดิและสายพนัธุ์

ที่เก่ียวข้องกันอย่างใกล้ชิดของเชื้อได้ จากการศึกษาโดย 

Khuchareontaworn et al. (2007) กพ็บว่า ข้อมลูล�ำดบั

สารพันธุกรรมบรเิวณ ITS2 ให้ข้อมลูท่ีเป็นประโยชน์ต่อการ

วเิคราะห์และจดักลุ่ม T. evansi มากกว่าข้อมลูล�ำดบัสาร

พนัธกุรรมบรเิวณ ITS1 ดังนัน้การศกึษาข้อมลูสารพนัธกุรรม

บริเวณ ITS2 น่าจะเป็นประโยชน์ในการน�ำไปประยุกต์ใช้

เพือ่เฝ้าระวงัการเปลีย่นแปลงของเช้ือในการศกึษาระบาด

วิทยาเชิงโมเลกุล ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการวางแผนการ

ป้องกันและควบคุมโรคอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป 

รปูที ่5  แสดงแผนภูมคิวามสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมบรเิวณ ITS2 ของเชือ้ท่ีพบจากการศกึษาในคร้ังนีก้บัเชือ้ท่ีมรีายงานในฐานข้อมลู GenBank สร้างด้วย
วธิ ีMaximum Likelihood โดยใช้โมเดล Kimura 2-parameter ร่วมกับการใช้การกระจายแกมม่าแบบไม่ต่อเนือ่งเพ่ือจ�ำลองความแตกต่างของอัตราการ
ววิฒันาการระหว่างไซต์ต่างๆ (+G) และวิเคราะห์ bootstrap 1,000 รอบ โดยค่า bootstrap ทีม่ค่ีา 50 ข้ึนไป แสดงไว้ในแต่ละก่ิง เช้ือทีพ่บจากการศกึษา
ในคร้ังนีแ้สดงเป็นตวัหนา, “▲” คือเชือ้ท่ีพบในตวัอย่างเลือดกวางรูซ่า และ “♦” คอืเชือ้ทีพ่บในตวัอย่างเลอืดกระบอืแม่น�ำ้
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	 การศกึษาครัง้นีย้งัพบว่าล�ำดบัสารพนัธกุรรมบริเวณ 

5.8S rDNA ของ T. evansi จากทั้ง 4 ตัวอย่างที่พบใน

การศกึษาคร้ังนีม้คีวามยาวเท่ากนัคอื 170 bp จากการท�ำ 

multiple sequence alignment พบว่าล�ำดับสาร

พันธุกรรมของเชื้อที่พบในตัวอย่างรหัส R001 และ R002 

มคีวามแตกต่างกนัทีต่�ำแหน่งที ่43 เพยีงต�ำแหน่งเดยีว คอื T 

และ G ตามล�ำดบั และส่งผลให้กรดอะมโินแตกต่างกนั 1 ตัว 

คือ asparagine และ lysine ตามล�ำดับ แต่เชือ้ทีพ่บใน

ตวัอย่าง B19 และ B20 ไม่มีความแตกต่างกนั เน่ืองจาก

ล�ำดับสารพันธุกรรมบรเิวณ 5.8S rDNA จะค่อนข้างเป็น

บริเวณทีค่งทีไ่ม่มกีารเปลีย่นแปลง และจากการศกึษาของ 

Khuchareontaworn et al. (2007) ไม่พบความแตกต่าง

ของล�ำดบัสารพันธกุรรมบริเวณ 5.8S rDNA ในแต่ละโคลน

ทีม่าจากโฮสต์คือกระบอืตัวเดียวกนัอกีด้วย อย่างไรกด็กีาร

ศึกษาครั้งนี้เป็นเชื้อที่พบในโฮสต์แต่ละตัว และพบความ

แตกต่างของสารพันธุกรรมในบริเวณนี้ในตัวอย่างจาก

กวางรูซ่า 2 ตัว ในฝูงเดียวกัน พื้นที่เดียวกัน ดังนั้นการ

วเิคราะห์สารพนัธกุรรมบรเิวณ ITS ทีร่วม 5.8S rDNA จึงน่า

จะเป็นประโยชน์ในการใช้ศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเชื้อที่มีความใกล้ชิดกันมาก 

	 จากการศกึษาในครัง้นีพ้บว่าแผนภมิูความสมัพนัธ์

เชิงวิวัฒนาการของ T. evansi บริเวณ ITS และแผนภมูิ

ความสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการบรเิวณ ITS2 ให้ผลสอดคล้อง

ไปในทางเดียวกัน แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายทาง

พนัธกุรรมของ T. evansi  ทีพ่บเปรยีบเทยีบกบัข้อมลูล�ำดบั

สารพันธกุรรมของเชือ้สายพนัธุต่์าง ๆ  ทีม่รีายงานในฐานข้อมลู 

GenBank พบว่าไม่ขึน้กบัโฮสต์และต้นก�ำเนดิทางภมิูศาสตร์ 

โดยเชือ้ทีพ่บในโฮสต์ชนิดเดียวกันไม่ได้ถกูจัดกลุม่อยูด้่วยกัน

หรือเชือ้ทีพ่บในพืน้ทีเ่ดยีวกนัไม่ได้ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดยีวกัน

อย่างชัดเจน และเป็นที่น่าสนใจว่า T. evansi ท่ีพบใน

ตัวอย่างรหัส R001 และ R002 ถูกจัดแยกออกจากกัน  

(รูปที่ 3 และ รูปที่ 5) ทั้งที่เป็นเชื้อที่พบจากกวางรูซ่าใน

ฝูงเดียวกัน อาจเป็นไปได้ว่าเป็นเชื้อคนละสายพันธุ์หรือ

เชือ้มกีารเปลีย่นแปลงไปเมือ่ผ่านโฮสต์ และแม้ว่าเช้ือท่ีพบ

ในกวางรูซ่าและกระบือแม่น�้ำจากการศึกษาในครั้งนี้                 

ที่วิเคราะห์สารพันธุกรรมบริเวณ ITS จะมีความใกล้เคียง

กันสูง แต่พบว่าเชื้อที่พบในกวางรูซ่ามีความใกล้เคียงกับ

เชือ้ทีพ่บในโค กระบอื และกวางในประเทศไทยทีร่ายงานไว้

ก่อนหน้าน้ีมากกว่า มรีายงานว่าสายพนัธกุรรมบรเิวณ ITS 

มีความเหมาะสมในการน�ำมาใช้ศึกษาความสัมพันธ์             

เชงิโมเลกลุในชนดิของเชือ้ทีม่คีวามคล้ายคลงึกนัสงู แต่การ

ศึกษาจากยีนบริเวณเดียวอาจให้ข้อมูลไม่เพียงพอส�ำหรับ

การแสดงความแตกต่างของเชื้อที่มีความเกี่ยวข้องกัน                

อย่างใกล้ชดิโดยเฉพาะเชือ้ในชนดิเดียวกนั ทีผ่่านมามกีาร

ศึกษาท่ีแสดงให้เห็นว่ายีน ESAG6 มีประโยชน์ในการใช้

เป็นเครือ่งหมายทางพนัธกุรรม (genetic markers) ในการ

จดักลุม่ของ T. evansi ได้ดเีช่นเดยีวกัน (Witola et al., 2005; 

Mekata et al., 2009) รวมถึงการศึกษา minicircle                

kinetoplast DNA เพื่อจ�ำแนก T. evansi Type A และ 

Type B (Borst et al., 1987) และความสัมพันธ์ของ              

T. evansi กับเชื้ออื่น ๆ ในสกุลย่อย Trypanozoon             

ในอนาคตจงึควรพจิารณาศกึษาข้อมลูล�ำดบัสารพนัธกุรรม

ของยีนจากหลายบริเวณประกอบกันเพื่อให้ได้ข้อมูล                    

ที่ชัดเจนเพียงพอและเป็นประโยชน์มากยิ่งขึ้น 

สรุปผล และข้อเสนอแนะ

	 ผลการวิเคราะห์สารพันธุกรรม T. evansi บริเวณ 

ITS ทีพ่บจากกวางรซู่าและกระบอืแม่น�ำ้ พบว่ามคีวามใกล้

เคียงกันสูงถึง 99% อย่างไรก็ดีเชื้อที่พบในกวางรูซ่า 2 

ตวัอย่าง มคีวามใกล้เคยีงกบั T. evansi ทีม่าจากต่างโฮสต์

และต่างพื้นท่ีกัน และพบว่ามีความใกล้เคียงสูงกับเช้ือที่

พบในกวาง โคและกระบือท่ีมีรายงานในประเทศไทยไว้

ก่อนหน้านี้มากกว่าเชื้อที่พบในกระบือแม่น�้ำในการศึกษา

ครั้งนี้ และแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแสดงให้

เห็นว่าเชื้อในกวางรูซ่าทั้งสองตัวอย่างมีแนวโน้มถูกจัดอยู่

คนละกลุ่มกัน ส่วนเช้ือท่ีพบในกระบือแม่น�้ำ 2 ตัวอย่าง 

ถูกจัดกลุ ่มอยู ่ด้วยกัน และพบว่ามีความใกล้เคียงกับ                

T. evansi Tansui จากไต้หวัน แผนภูมิความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการบริเวณ ITS แสดงให้เห็นถึงความหลากหลาย

ทางพนัธกุรรมของเชือ้ T. evansi ทีพ่บโดยไม่ขึน้กบัโฮสต์

และพ้ืนท่ีท่ีพบเช้ือ เช้ือท่ีพบท้ังในสัตว์ป่าและปศุสัตว์มี

ความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิเคราะห์ความ

สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการบริเวณ ITS และ ITS2 ให้ผลท่ี

สอดคล้องกัน สายพันธุกรรมบริเวณ ITS2 จึงเป็นอีกทาง

เลือกหนึ่งในการใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

และใช้เฝ้าระวังเพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

พนัธกุรรมของ T. evansi เนือ่งจากเซอร่าเป็นโรคประจ�ำถิน่
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ในประเทศไทย การเฝ้าระวังทางระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล

ทัง้ในสตัว์รงัโรคและสตัว์ทีไ่วต่อการรบัเชือ้ ทัง้โฮสต์ท่ีเป็น

สัตว์ป่าและปศุสัตว์ เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงลักษณะ

ทางพันธุกรรมของเชื้อ จะเป็นประโยชน์ในการมีส่วนช่วย

ให้การป้องกันและควบคมุโรคเป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพ

มากขึ้น

กิตติกรรมประกาศ
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 เปรียบเทียบลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อทริปปาโนโซมา อีแวนซาย 
บริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) จากกวางรูซ่า (Cervus timorensis)

และกระบือแม่น�้ำ (Bubalus bubalis) ในประเทศไทย

	 กวางรูซ่าโดยธรรมชาติถือเป็นสัตว์ป่า อย่างไรก็ดี

ตวัอย่างทีท่�ำการศึกษาในครัง้น้ีเป็นตัวอย่างเลือดจากกวาง

รซู่า ในจงัหวดักระบี ่ทีม่กีารเลีย้งในรปูแบบฟาร์ม บรเิวณ

โดยรอบเป็นสวนปาล์มและอีกด้านติดกับภูเขา ตรวจพบ 

T. evansi ในกวางรูซ่า 2 ตัว ในฝูง 48 ตัว สัตว์อื่น ๆ 

ภายในฟาร์มประกอบด้วย ม้า 1 ตัว โค 3 ตัว และหมูป่า 

10 ตวั ตรวจไม่พบเชือ้ วเิคราะห์ลกัษณะทางพันธกุรรมของ 

T. evansi ทีพ่บในกวางรซู่าทัง้ 2 ตวัอย่างเปรยีบเทยีบกบั

เชื้อที่พบในตัวอย่างเลือดกระบือแม่น�้ำ 2 ตัว ในฝูง 25 ตัว 

จากจงัหวดับุรีรัมย์ ทีต่รวจพบเชือ้ในระยะเวลาใกล้เคียงกนั

คือเดือน มิถุนายน และ สิงหาคม พ.ศ. 2559 ตามล�ำดับ 

รวมถงึวเิคราะห์เปรยีบเทยีบกบั T. evansi ทีพ่บในสตัว์ป่า

และปศุสัตว์ในพื้นที่ต่างๆ ทั้งในและนอกประเทศไทย ที่มี

รายงานในฐานข้อมูล GenBank

	 ผลการเปรียบเทียบล�ำดับสารพันธุกรรมทั้ง 4 

ตัวอย่าง พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน 99-99.5% โดยเชื้อที่

พบในกวางรูซ่าทัง้สองตัวอย่างมคีวามใกล้เคยีงกนั 99.1% 

เชื้อที่พบในกวางรูซ่า รหัส 001 มีความใกล้เคียงกับเชื้อที่

พบในกระบอืแม่น�ำ้ รหสั B19 และ รหสั B20 99.3% และ 

99.4% ตามล�ำดบั เชือ้ทีพ่บในกวางรซู่า รหสั 002 มคีวาม

ใกล้เคียงกับเชือ้ท่ีพบในกระบอืแม่น�ำ้ รหสั B19 และ รหัส B20 

99% และ 99.1% ตามล�ำดับ และเชือ้ทีพ่บในกระบอืแม่น�ำ้

ทั้งสองตัวอย่างมีความใกล้เคียงกัน 99.5% (ตารางที่ 1)

	 เมือ่เปรยีบเทยีบล�ำดบัสารพนัธกุรรมของ T. evansi 

จากกวางรูซ่า กับเชื้อที่พบจากกระบือแม่น�้ำพบว่าเชื้อมี

ความคล้ายคลึงกันค่อนข้างสูง โดยมีความคล้ายคลึงกัน 

99-99.4% โดยเชื้อที่พบในกวางรูซ่า รหัส 001 มีความ

ใกล้เคียงกับเชื้อที่พบในกระบือแม่น�้ำ รหัส B19 และ รหัส 

B20 99.3% และ 99.4% ตามล�ำดับ และเชือ้ทีพ่บในกวาง

รซู่า รหสั 002 มคีวามใกล้เคยีงกับเช้ือท่ีพบในกระบือแม่น�ำ้ 

รหัส B19 และ รหัส B20 99% และ 99.1% ตามล�ำดับ 

(ตารางที่ 1)

	 ทีผ่่านมามหีลายการศกึษาทีพ่บว่าข้อมลูล�ำดบัสาร

พันธุกรรมบริเวณ ITS1 สามารถแสดงให้เห็นถึงความ 

หลากหลายทางพันธุกรรมของ T. evansi ที่พบในโฮสต์

ต่าง ๆ ได้ แต่การศึกษาในครั้งนี้พบว่าผลการวิเคราะห์

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณ ITS1 ให้ผลแตกต่าง

จากการใช้ข้อมูลบริเวณ ITS (ซึ่งประกอบด้วย ITS1, 5.8S 

rDNA และ ITS2) ซึง่ ITS1 อาจมข้ีอจ�ำกัดเนือ่งมาจากสาร

พันธุกรรมบริเวณนี้มีขนาดสั้น จึงไม่สามารถแสดงให้เห็น

ถงึความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้บางสายพนัธุท่ี์

มีความใกล้เคียงกันสูงได้ ในขณะที่ผลการวิเคราะห์ข้อมูล

บรเิวณ ITS2 ให้ผลสอดคล้องกับการวเิคราะห์โดยใช้ข้อมลู

บริเวณ ITS ข้อมูลสารพันธุกรรมบริเวณ ITS2 จึงอาจน�ำ

มาใช้เป็นประโยชน์ในการศึกษาระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล

	 สรุปผลและข้อเสนอแนะจากการศึกษาในคร้ังนี้  

ผลการเปรยีบเทียบล�ำดบัสารพนัธกุรรม T. evansi บรเิวณ 

ITS ที่พบจากกวางรูซ่าและกระบือแม่น�้ำ พบว่ามีความ 

ใกล้เคยีงสงูถึง 99% อย่างไรกด็พีบว่าเช้ือท่ีพบในกวางรซู่า 

2 ตวัอย่าง จากฝูงเดยีวกัน มคีวามใกล้เคยีงกบั T. evansi 

ที่มาจากต่างโฮสต์และต่างพื้นที่กัน 

	 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการบริเวณ 

ITS และ ITS2 ให้ผลสอดคล้องกัน ITS2 จึงเป็นอีกทาง

เลือกหนึ่งในการใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม

และใช้เฝ้าระวังเพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง

พนัธกุรรมของ T. evansi และเป็นประโยชน์ในการศกึษา

ทางระบาดวิทยาเชิงโมเลกุล เพื่อน�ำไปประกอบการ

วางแผนการควบคุมและป้องกันโรค


