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รายงานความก้าวหน้า 

 

สารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ของ Sarcocystis singaporensis ที่น ามาใช้ในการทดลองมีการ
ปนเปื้อนจากปรสิตโปรโตซัวชนิดอ่ืนและเชื้อต่างๆจ านวนมากแม้ว่าจะผ่านการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์
มาแล้วก็ตาม แต่เชื้อเริ่มต้นของ S. singaporensis ในระยะสปอร์โรซีสต์นั้นไม่ได้มาจากเชื้อเพียงหนึ่ง
ซีสต์ (1 sarcocyst) ดังนั้นต้องเริ่มท าการศึกษาปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis  ในระยะซาร์โค
ซีสต์ 1 ซีสต์ก่อน ซึ่งสามารถท าได้ง่ายกว่า อย่างไรก็ดีหลังจากได้ท าการถอดรหัสพันธุกรรมของ S. 
singaporensis ในระยะซาร์โคซีสต์พบว่ามีเชื้อปรสิตโปรโตซัวในกลุ่มค็อคซิเดียโปรโตซัวชนิดอ่ืนปน
อยู่ในกล้ามเนื้อล าตัวหนูประมาณ 2-3 ชนิด ดังนั้นจึงต้องท าการโคลนนิ่งเพ่ือถอดรหัสพันธุกรรมเชื้อ
แต่ละชนิดที่ปนกันอยู่ให้สามารถแยกจากกันได้ก่อนแล้วจึงน ารหัสพันธุกรรมที่ได้น ามาใช้ออกแบบไพร์
เมอร์ให้จ าเพาะต่อ S. singaporensis  เพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิดและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม
ต่อไป 
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ค าน า 

Sarcocystis singaporensis  Zamen & Colley (1976)  เป็นปรสิตโปรโตซัวที่มี
ความจ าเพาะต่อสัตว์อาศัย(หนูและงูเหลือม) พบแพร่ระบาดในแถบเอเซียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่งค้นพบ
โดยศาสตราจารย์ Zamen เป็นครั้งแรกในประเทศสิงคโปร์ การขยายพันธุ์แบบมีเพศของปรสิตชนิดนี้
ในสัตว์อาศัยสุดท้าย เกิดขึ้นภายในเซลล์บุผิวล าไส้ของงูเหลือมและสปอร์โรซีสต์ (sporocysts) ซึ่งเป็น
ผลผลิตสุดท้ายของการเจริญเติบโตจะปะปนออกมาพร้อมมูลงูสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก และสู่สัตว์อาศัย
ตัวกลางโดยทางน้ าและอาหาร คือ หนูในสกุลท้องขาว (Rattus spp.) และสกุลพุก (Bandicota 
spp.) ที่ซึ่งโปรโตซัวชนิดนี้จะขยายพันธุ์แบบไม่มีเพศในเซลล์บุผิวหลอดเลือดในอวัยวะส าคัญเช่น ปอด 
หัวใจ ตับ ไต เป็นต้น และสุดท้ายเจริญพัฒนาเป็นแบรดิซ้อยต์ (bradyzoites) ที่ซึ่งปรากฏในถุงฝัง
ตามกล้ามเนื้อล าตัวหนู (sarcocysts)   

ระยะสปอร์โรซีสต์เท่านั้น ที่มีศักยภาพสูงมากในการท าให้หนูป่วยตายได้  จึงมีการวิจัยและ
พัฒนาโปรโตซัวชนิดนี้ เป็นสารชีวินทรีย์ก าจัดหนู  (bio-rodenticide) ซึ่งเป็นที่ยอมรับของทั้ง
ภาคเอกชนและเกษตรกร โดยมีงูเหลือม (Python reticulates) เป็นแหล่งผลิตขยายสปอร์โรซีสต์ของ
โปรโตซัวชนิดนี้ได้ดีที่สุด แต่งูเหลือมยังสามารถผลิตสปอร์โรซีสต์ของโปโตซัวสกุล Sarcocystis ชนิด
อ่ืนๆ ได้แก่ S. zamani และ S. villvilosi   ซึ่งการจ าแนกชนิดปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ใน
ปัจจุบันนั้น  จ าแนกโดยอาศัยลักษณะรูปร่างและขนาดของสปอร์โรซีสต์ และลักษณะรูปร่างของเชื้อ
ระยะซาร์โคซีสต์ในกล้ามเนื้อของหนูที่ติดเชื้อ ซึ่งอาจจ าแนกผิดพลาดได้ เพราะเกิดการปนเปื้อน
ของค็อคซิเดียโปรโตซัวหลายชนิดได้ ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ความรุนแรงของการเกิดโรคในหนูลดลง
ได้ ดังนั้นจึงควรที่จะมีการยืนยันขนิดที่แน่นอนและเชื่อถือได้ร่วมกับการจ าแนกจากลั กษณะทาง
สัณฐานวิทยาของ S.singaporensis  นอกจากนี้ยั งไม่สามารถตรวจสอบสปอร์ โรซีสต์ ของ 
S.singaporensis ในสารแขวนลอยที่บรรจุในเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยายสูงได ้ดังนั้นการศึกษารหัสทางพันธุกรรมและการจ าแนกชนิดของ S.singaporensis ระยะ
สปอร์โรซีสต์โดยวิธีทางอณูชีววิทยา เพ่ือที่จะพัฒนางานวิจัยการจ าแนกปรสิตโปรโตซัวชนิดนี้เป็นชุด 
kit  เพ่ือตรวจสอบ S. singaporensis  ในเหยื่อโปรโตซัวที่ผลิตโดยภาคเอกชน ในอนาคต 

ในการทดลองนี้ใช้วิธีทางอณูชีววิทยาในการจ าแนกชนิดและใช้ในการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของปรสิตโปรโตซัว S.singaporensis ในระยะสปอร์โรซีสต์ จากตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ
กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตรและภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย  

 
วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. กรงเลี้ยงงูเหลือมและงูเหลือม  กรงเลี้ยงเดี่ยวส าหรับหนูท้องขาว อาหารหนูและน้ า 
2. ชุด kit สกัดดีเอ็นเอ , ชุด kit PCR , ชุด kit Pure gel , ชุด kit remove dye 
3. อุปกรณ์ run gel electrophoresis , ชุดถ่ายรูป gel electrophoresis  
4. สารเคมีเตรียม TAE/TBE buffer, Agarose gel, Ethidium bromide (gel star) 
5. หม้อนึ่ง Autoclave  
6. เครื่อง spindown , microcentrifuge , autopipette 
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7. กระดาษทิชชูแบบอเนกประสงค์      ถุงมือยางส าหรับแพทย์   ชุดเครื่องมือผ่าตัด 
 
วิธีการ  

ท าการตรวจจ าแนกชนิดของเชื้อโดยวิธีทางอณูชีววิทยาด้วยเทคนิค PCR เพ่ือเป็นการ
สนับสนุนผลที่ได้จากสัณฐานวิทยาและยืนยันชนิดของเชื้อ รวมถึงการถอดรหัสทางพันธุกรรมของเชื้อ
โดยวิธีทางอณูชีววิทยาด้วยเทคนิค sequencing มีรายละเอียดดังนี้ 
 1.สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับงานวิจัยที่เกี่ยวข้องเพ่ือศึกษาเป็นแนวทาง 
 2.สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของยีนต่างๆที่มีรายงานในฐานข้อมูล Genbank (data 
base ของ NCBI) ของ S. singaporensis และกลุ่มอื่นที่ใกล้เคียงกันเพื่อนาใช้เปรียบเทียบอ้างอิง 

3.ออกแบบ primer  โดยใช้ล าดับเบสของ S. singaporensis ที่มีในฐานข้อมูล Genbank 
Accession number AF 434050-59, AF 237617  เพ่ือน ามาใช้ในการโคลนนิ่งและถอดรหัส
พันธุกรรมด้วยเทคนิค Sequencing 

4.เก็บตัวอย่างโปรโตซัว S. singaporensis จากกล้ามเนื้อล าตัวหนูโดยดูผ่านกล้อง 
สเตอริโอสโคป 

5.สกัดดีเอ็นเอของโปรโตซัว S. singaporensis ด้วยเทคนิค Phenol extraction/Alcohol 
precipitation DNA แล้วเก็บ ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ที่ อุณหภูมิ -20 หรือ -70๐C 

6.ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของโปรโตซัว S. singaporensis ด้วยวิธีโคลนนิ่ง โดยใช้ไพร
เมอร์ที่เป็นส่วนของ ไรโบโซมอล อาร์เอ็นเอ จ านวน 2 คู่ มีล าดับเบส ดังนี้ 

 
SSU primer 

1LF_edit 5’- AGC CAT GCA TGT CTA AGT ATA AG 
1 hr  5’- TAT CCC CAT CAC GAT GCA TAC 

LSU primer 
 KL 1F 5’- TAC CCG CTG AAC TTA AGC ATA T 
 KL 3R 5’- CCA CCA AGA TCT GCA CTA GA 

 
 เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 50 ul ในหลอดขนาด 0.2 
ml โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยดีเอ็นเอของโปรโตซัว S. singaporensis 5 ul  ผสมกับ 5x PCR 
buffer  , 10mM dNTPs , เอนไซม์ Hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพร์เมอร์ชนิด
ละ 10 mM แล้วเติมน้ ากลั่น จนครบปริมาตร 50 ul ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง
ควบคุมอุณหภูม ิ
(Thermal cycler) โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ดังนี้ 
 ปฏิกิริยา           อุณหภูมิ(oc)            เวลา(นาที) 
1. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบเริ่มต้น (Initial Denaturing) 98   30 วินาที 
2. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ (Denaturing)   98   30 วินาที 
3. ไพร์เมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (Annealing) 55/64   30 วินาที 
4. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (Extension)    72   45 วินาที 
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5. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ รอบสุดท้าย (Final Extension) 72      5 นาท ี
 ท าปฏิกิริยาซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด 40 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 oc น าดีเอ็น
เอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดมาผสมกับ loading dye ปริมาณ 10 ul จากนั้นท าการวิเคราะห์ดี
เอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ( Agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 1.5% อะกาโรส
ใน 0.5xTAE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักดิ์ 135 โวลต์ นาน 45 นาที ย้อมดีเอ็นด้วย เอธิเดียมโบร
ไมด์หรือสีย้อม Syber green dye ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นท าการตัด
แถบดีเอ็นเอและ     ท าให้บริสุทธิ์แล้วท าการ Ligation , Transformation , Sequencing ตามล าดับ 
 

7.วิเคราะห์ผลลักษณะทางพันธุกรรมที่ได้จากโปรโตซัว S. singaporensis แต่ละตัวอย่างด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA 5 วิเคราะห์ค่า Bootstrap และน ามาเปรียบเทียบวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis ในห้องปฏิบัติการกับค็อคซิเดียนโปรโตซัวและ
โปรโตซัวชนิดอ่ืนๆที่มีในฐานข้อมูล Genbank ด้วย Maximum likely hood แล้วจัดท า 
Phylogenetic tree เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มีอยู่ภายในห้องปฏิบัติการที่ได้มา
จากแหล่งต่างๆในประเทศไทย  
เวลาและสถานที ่
 เก็บรวบรวมข้อมูลระหว่างเดือนตุลาคม 2555 - กันยายน 2556 ภายในกลุ่มงานสัตววิทยา
การเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพมหานคร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การจ าแนกสายพันธุ์ของปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis  ในระยะสปอร์โรซีสต์ จาก
ตัวอย่างในห้องปฏิบัติการกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ซึ่งผลการทดลองที่ผ่านมาในปี 2556 นั้น พบว่าสารแขวนลอยสปอร์
โรซีสต์ของ  S. singaporensis ที่น ามาใช้ในการทดลองมีการปนเปื้อนจากปรสิตโปรโตซัวชนิดอ่ืนและ
เชื้อต่างๆจ านวนมากแม้ว่าจะผ่านการคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์มาแล้วก็ตาม แต่เชื้อเริ่มต้นของ S. 
singaporensis ในระยะสปอร์โรซีสต์นั้นไม่ได้มาจากเชื้อเพียงหนึ่งซีสต์ (1 sarcocyst) ดังนั้นต้องเริ่ม
ท าการศึกษาปรสิตโปรโตซัว S. singaporensis  ในระยะซาร์โคซีสต์ 1 ซีสต์ก่อน ซึ่งสามารถท าได้ง่าย
กว่า อย่างไรก็ดหีลังจากได้ท าการถอดรหัสพันธุกรรมของ S. singaporensis ในระยะซาร์โคซีสต์พบว่า
มีเชื้อปรสิตโปรโตซัวในกลุ่มค็อคซิเดียโปรโตซัวชนิดอ่ืนปนอยู่ในกล้ามเนื้อล าตัวหนูประมาณ 2-3 ชนิด 
ดังนั้นจึงต้องท าการโคลนนิ่งเพ่ือถอดรหัสพันธุกรรมเชื้อแต่ละชนิดที่ปนกันอยู่ให้สามารถแยกจากกันได้
ก่อนแล้วจึงน ารหัสพันธุกรรมที่ได้น ามาใช้ออกแบบไพร์เมอร์ให้จ าเพาะต่อ  S. singaporensis  เพ่ือใช้
ในการจ าแนกชนิดและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมต่อไปพร้อมกับพัฒนาวิธีการท าให้สารแขวนลอย
สปอร์โรซีสต์ของ S. singaporensis  มีความบริสุทธิ์มากขึ้นสามารถน ามาใช้เป็นหัวเชื้อตั้งต้นในการ
ผลิตสารแขวนลอยสปอร์โรซีสต์ในการผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูและสามารถน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ทางด้าน อณูชีววิทยาได้  

การทดลองงานวิจัยนี้ยังไม่สิ้นสุด ยังต้องท าการศึกษาวิจัยต่อไปอีก 
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