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      ⌧ 
       
     

จากการทดสอบวิธีการจำแนกสปชีสยุงกนปลองกลุมซับซอน Anopheles dirus Peyton and Harrison โดยวิธี rDNA ITS2
ASPCR และ SCAR markers พบวาวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR ใหผลในการจดัจำแนกทีช่ดัเจนกวา โดยใชคไูพรเมอร D-U/D-AC
ในการจำแนกสปชีส A และ C ซึ่งสปชีส A ใหผลแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 562 และ 360 คูเบส ในขณะที่สปชีส C ใหแถบดีเอ็นเอ
1 แถบ ขนาด 360 คูเบส คูไพรเมอร D-U/D-B จำเพาะตอการจำแนกสปชีส B โดยใหแถบดีเอ็นเอขนาด 510 คูเบส และคูไพรเมอร
D-U/D-D จำเพาะตอสปชีส D มีแถบดีเอ็นเอขนาด 306 คูเบส เมื่อใชคูไพรเมอรเหลานี้ในการจำแนกสปชีสของยุงกนปลอง A. dirus
จำนวน 327 ตัวอยาง ที่เก็บจากพื้นที่ 5 แหลง จากจังหวัดระยอง กาญจนบุรี และนครพนม ระหวางเดือนสิงหาคมถึงพฤศจิกายน พ.ศ.
2545 พบวามยีงุกนปลอง สปชีส A จำนวน 300 ตัว สปชีส C จำนวน 11 ตัว และสปชีส D จำนวน 17 ตัว โดยไมพบสปชีส B จากแหลง
เกบ็ตวัอยาง

⌫   
⌫      
     

The identification of Anopheles dirus Peyton and Harrison species was initially carried out using the rDNA ITS2
ASPCR and SCAR markers. The former method showed better specific results of amplified DNA bands. The D-U/D-AC primer
pair could be used for identification of species A and C, with the amplified products of 562 bp and 360 bp for species A and the
single amplified band of 360 bp for species C. In addition, the D-U/D-B and D-U/D-D primer pairs were clearly identified
as species B and D respectively. The specific amplified DNA fragment of species B was 510 bp and that of species D was 360
bp. These primer pairs were thus used to identify A. dirus species of 327 samples collected from 5 different field sites including
Rayong, Kanchanaburi and Nakorn Phanom provinces from August to November 2002. The A. dirus samples of 300, 11 and 17
individuals were species A, C and D respectively. However, there were no species B found in our collection.
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บทนำ
ยุงกนปลอง Anopheles dirus Peyton and

Harrison เปนพาหะนำโรคมาลาเรียที่สำคัญในทวีป
เอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต การแพรกระจายของยงุชนดินี้
ครอบคลุมพื้นที่ตั้งแตภาคตะวันตกฉียงใตของอินเดีย
จนถงึประเทศไทย (Rosenberg, 1982; Baimai et al.,
1988) A. dirus ถูกจัดอยูในกลุมสปชีสซับซอน
Anopheles (Cellia) leucosphyrus Donitz ซึง่ประกอบ
ดวยสปชสีตางๆอยางนอย 7 สปชสี (Peyton, 1989)
ในประเทศไทยพบ A. dirus จำนวน 5 สปชีส ไดแก
สปชสี A B C D และ F (Baimai et al. 1987; Baimai
et al. 1988a; Baimai et al. 1988b) การแพรกระจาย
ของสปชีส A พบทั่วไปทั้งภาคเหนือ ภาคตะวันออก
ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคตะวนัตกของประเทศ
ไทย แตไมพบทีภ่าคใต สวนสปชสี B และ F พบเฉพาะ
ที่ภาคใตของประเทศไทยและเขตติดตอกับประเทศ
มาเลเซยีเทานัน้ สปชสี C พบบรเิวณเขาหนิปนูแถบฝง
ตะวนัออกของภาคใตและบางแหงในจงัหวดักาญจนบรุี
(Poopittayasataporn and Baimai, 1995) และสปชสี
D จะพบเฉพาะบรเิวณปาตดิชายแดนประเทศพมาและ
ปาเหมอืงแรแถบฝงตะวนัตกของภาคใต (Baimai et al.,
1988b) อยางไรกต็ามไดมรีายงานวา เฉพาะสปชสี A
C และ D เทานัน้ ทีม่บีทบาทสำคญัในการเปนพาหะที่
สำคัญสำหรับเชื้ อไขมาลาเรียทั้ ง  2 สปชีส  คือ
Plasmodium falciparum และ P. vivax (Dutta et al.,
1989; Gingrich et al., 1990; Ratanarithikul et al.,
1996) อยางไรก็ตามความสามารถในการเปนพาหะ
ของแตละสปชีสนั้นแตกตางกัน และเกี่ยวของกับ
กระบวนการวิวัฒนาการรวมกันระหวางพาหะและเชื้อ
กอโรค ซึง่กลไกทีเ่กีย่วของกบัความสามารถนีย้งัไมเปน
ทีท่ราบแนชดั นอกจากนีย้งัพบวายงุกนปลอง A. dirus
จะพบเฉพาะในเขตปาลึก แตกตางจาก A. minimus
และ A. maculatus พบแพรกระจายบรเิวณชายปาและ
เชิงเขา (Van Bortel et al., 2000) และสามารถ
ปรับตัวเขากับสภาพปาที่เปลี่ยนแปลงเปนชุมชน และ
สวนยางพารา ซึง่แตกตางจาก A. dirus ทีม่จีำนวนลด

ลงตามปาที่ถูกทำลาย ดังนั้น A. dirus จึงไดรับความ
สนใจในการนำมาใชเปนดัชนีชี้วัดสภาพความสมบูรณ
ของปาดิบชื้นไดอีกดวย

การจำแนก A. dirus เปนสปชสีตางๆนัน้ไม
สามารถใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาได เนื่องจากมี
ลกัษณะทีเ่หมอืนกนัมาก (isomorphic species) เดมิใช
ความแตกตางของ โพลีทีนโครโมโซม (polytene
chromosome) และ ไอโซเอนไซม (isoenzyme) มาชวย
ในการจดัจำแนกสปชสีของยงุกนปลองชนดินี ้แตเทคนคิ
เหลานีต้องอาศยัความชำนาญสงู และยงัมขีอจำกดั คอื
วธิแีรกตองใชตวัออนวยัที ่4 (4th instar larvae) ของยงุ
ซึง่มกัหาตวัอยางไดยากจากยงุทีเ่กบ็ในพืน้ที ่สวนการใช
ไอโซเอนไซมนัน้ ตองใชตวัอยางทีม่โีปรตนีทีย่งัคงสภาพ
เทคนคิทางชวีโมเลกลุทีเ่ก่ียวของในระดบั DNA จงึเปน
วิธีที่เหมาะสมและไดรับความสนใจในการนำมาใช
จำแนกสปชีสของยุงกนปลองกลุมซับซอนสปชีสตางๆ
เชน การใชเทคนคิ RFLP ในการจำแนกสปชสียงุกนปลอง
A. funestus และ A. minimus (Van Bortel, et al. 2002;
Garros, et al., 2004) การพฒันาเทคนคิทีเ่กีย่วของ
กบัปฏกิริยิาPCR (Walton  et al., 1999; Huong et al.,
2001; Manguin, et al. , 2002) ในการจัดจำแนก
A. dirus ทำใหการจดัจำแนกสปชสีของยงุกนปลองทำได
งายและรวดเร็วยิ่งขึ้น ดังนั้นในการวิจัย ครั้งนี้มี
จุดประสงคในหาคู ไพรเมอรที่ เหมาะสมตอการ
การจำแนกสปชสีของ A. dirus โดยเปรยีบเทยีบระหวาง
การใชวธิ ีrDNA ITS2 allele-specific PCR (ASPCR)
PCR (Walton et al., 1999) และวิธี sequence
characterized amplified region (SCAR) markers
(Manguin, et al., 2002) นอกจากนีย้งัไดศกึษาการ
กระจายพนัธขุองสปชสีตางๆในพืน้ทีต่วัอยางในภมูภิาค
ตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบรุ)ี ภาคตะวนัออก (จงัหวดั
ระยอง) และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัด
นครพนม)

..
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วธิกีารศกึษา
1. การเกบ็ตวัอยางยงุ

ตวัอยางยงุ A. dirus เพศเมยีถกูรวบรวมโดย
ใชวิธี human baited landing จากพื้นที่กระจายพันธุ
5 แหลง ซึง่อยใูน 3 ภมูภิาคของประเทศไทย ไดแก 1)
อำเภอเขาชะเมา จังหวัดระยอง 2) อำเภอบานแพง
จงัหวดันครพนม 3) อำเภอไทรโยค 4) อำเภอทองผาภมูิ
และ 5) อำเภอศรสีวสัดิ ์จงัหวดักาญจนบรีุ ระหวางเดอืน
สงิหาคม ถงึพฤศจกิายน 2545 ซึง่เปนชวงฤดฝูนและ
มีการแพรกระจายของยุงกนปลองมากที่สุด ตัวอยางที่
ยังมีชีวิตจะนำมาผาตัดเพื่อตรวจหาเชื้อ Plasmodium
spp. ในทางเดินอาหารสวนกลางและตอมน้ำลาย และ
เก็บเนื้อเยื่อที่เหลือใน 100% ethanol ที่อุณหภูมิ
-20°C จนกวาจะนำไปสกดัดเีอน็เอเพือ่ใชในการศกึษา
ตอไป สำหรบัตวัอยาง A. dirus สปชสี A และ B ทีใ่ช
ทดสอบและเปรียบเทียบวิธีการจัดจำแนกสปชีสใน
เบื้องตน ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติ
การกีฏวิทยา กองมาลาเรีย กรมควบคุมโรคติดตอ
กระทรวงสาธารณสขุ จ.นนทบรุี
2. การสกัดดีเอ็นเอ

ทำการกำจดั 100% ethanol โดยการระเหย
ที่อุณหภูมิหองหรือบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37°C สกัด
ดีเอ็นเอโดยบดตัวอยางยุงใน 400 mL lysis buffer
(100 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM EDTA, 100
mM Nacl และ 0.5% (w/v) SDS) เตมิ 200 mg/mL
proteinase K และนำไปบมใน water bath ทีอ่ณุหภมูิ
55°C เปนเวลา 3-12 ชัว่โมง สกดัดเีอน็เอบรสิทุธิโ์ดย
ใช phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1)
ปริมาตร 400 mL และปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000
รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้ปเปตสารละลาย
ใสสวนบน นำไปสกัดซ้ำดวย chloroform: isoamyl
alcohol (24:1) ในปริมาตรเทากัน และปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที
เกบ็สารละลายสวนบน ตกตะกอนดเีอน็เอดวย 100%
ethanol ลางตะกอนดเีอน็เอดวย 70% ethanol และทิง้
ไวใหแหงทีอ่ณุหภมูหิอง ละลายดวย สารละลาย TE และ

ตรวจสอบคณุภาพโดยวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาว
คลืน่ 260 nm และ 260 nm ดวยเครือ่ง สเปคโตรโฟโต
มิเตอร (Spectrophotometer) เก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่
สกดัไวที ่-20°C
3. การทดสอบการจำแนกสปชสีโดยวธิ ีrDNA ITS2
ASPCR และ SCAR markers

นำ genomic DNA ทีส่กดัไดจากยงุ A. dirus
สปชสี A และ B จากกรมควบคมุโรคตดิตอฯ มาทดสอบ
วธิกีารจดัจำแนกสปชสี โดยวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR
และ SCAR markers สำหรบัวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
ใชไพรเมอร 4 สาย คือ D-U, D-AC, D-B และ
D-D (ตารางที่ 1) สวนประกอบในปฏิกิริยา PCR
ปรมิาตร 25 mL ไดแก 20-30 ng genomic DNA,
1.2 mM แตละไพรเมอร, 200 mM dNTPs, 2mM
MgCl2, 1 unit Taq DNA  polymerase และ 10% DMSO
ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR เริ่มจาก pre-denaturation
ที ่94°C เปนเวลา 5 นาท ีและตามดวย 3 ขัน้ตอน คอื
denaturation ที ่94°C เปนเวลา 30 วนิาท ีannealing ที่
55°C เปนเวลา 30 วนิาท ีและ extension ที ่72°C เปน
เวลา 30 วนิาท ี โดยทัง้ 3 ขัน้ตอนจะทำซ้ำเปนจำนวน
32 รอบ และสิน้สดุดวย final extension ที ่72°C 10
นาท ีอกี 1 รอบ ทำการตรวจสอบผลของปฏกิริยิา PCR
ดวยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% agarose gel ยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมด และเปรียบเทียบกับ 100 bp
DNA marker

สำหรบัวธิ ีSCAR markers ใช ไพรเมอร 6 สาย
ไดแก APS1, APS2, ES1, ES2, ET1 และ ET2 รวม
ในปฏิกิริยาเดียวกัน (multiplex PCR) (ตารางที่ 2)
สวนประกอบในปฏกิริยิา PCR ปรมิาตร 25 mL ไดแก
20-30 ng Genomic DNA, 2 mM แตละไพรเมอร,
200 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2 และ 1 unit Taq
DNA polymerase ขัน้ตอนปฏกิริยิา PCR ประกอบดวย
pre-denaturation ที ่94ฐC เปนเวลา 3 นาท ีและตาม
ดวย 3 ขัน้ตอน คอื denaturation ที ่94°C เปนเวลา 1
นาท ีannealing ที ่55°C เปนเวลา 1 นาท ีและ exten-
sion ที ่72°C เปนเวลา 2 นาท ีโดยใช 40 รอบ สำหรบั
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ทัง้ 3 ขัน้ตอน และสิน้สดุดวย final extension ที ่72°C
10 นาท ีอกี 1 รอบ ทำการตรวจสอบผลของปฏกิริยิา
PCR ดวยวธิ ี gel electrophoresis บน 1.5% agarose
gel ยอมดวยเอธเิดยีมโบรไมด และเปรยีบเทยีบกบั 100
bp DNA marker

ผลการศกึษา
1. การเกบ็ตวัอยางยงุและตรวจหาเชือ้ Plasmodium spp.

จากการเก็บตัวอยางยุงกนปลองเพศเมีย
A. dirus โดยจำแนกตามลกัษณะสณัฐานวทิยาเบือ้งตน
(Rattanarithikul and Panthusiri, 1994) จาก 5 พืน้ที่
(ตารางที ่3) ทีเ่คยมกีารรายงานการกระจายพนัธขุองยงุ
สายพนัธนุี ้พบวาไดตวัอยางยงุทัง้สิน้ 327 ตวัอยาง เมือ่
นำตัวอยางยุงมาผาตัดทางเดินอาหารและตอมน้ำลาย
เพื่อตรวจหา Plasmodium spp. ระยะ oocysts และ
sporozoites ตามลำดบั ปรากฏวาไมพบการตดิเชือ้จาก
ยงุตวัอยาง
2. การทดสอบเบื้องตนในการใชเทคนิค rDNA
ITS2 ASPCR และ SCAR markers ในการจำแนก
A. dirus สปชสี A และ B

เมือ่นำตวัอยางยงุ A. dirus สปชสี A และ
B ซึง่เพาะเลีย้งโดยหองปฏบิตักิากฏีวทิยา กรมควบคมุ
โรคตดิตอฯซึง่ถกูจำแนกสปชสีใชวธิทีาง  cytogenetics
ของรนุพอ-แม มาทำการทดสอบวธิกีารจดัจำแนกสปชสี
โดยวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR ซึง่ใช 4 ไพรเมอร คอื
D-U, D-AC, D-B และ D-D เมื่อใชคูไพรเมอร
D-U/D-AC พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอกับตัวอยาง
A. dirus สปชสี A เทานัน้ ซึง่มแีถบดเีอน็เอทีช่ดัเจน 1
แถบ ขนาด 562 bp (รปูที ่1) แตในบางปฏกิริยิาเกดิ
แถบดเีอน็เอทีไ่มชดัเจนอกี 1 แถบขนาด 360 bp (รปู
ที่ 4) และเมื่อใชคูไพรเมอร D-U/D-B พบวาเกิด
แถบดเีอน็เอขนาด 510 bp กบัสปชสี B เทานัน้ (รปูที่
2)

เมือ่ทดสอบการจดัจำแนกสปชสีโดยใช 6 ไพร
เมอร คอื APS1, APS2, ES1, ES2, ET1 และ ET2
วธิ ีmultiplex PCR ดวย SCAR markers พบวาเกดิแถบดี

เอน็เอทีไ่มจำเพาะเจาะจงหลายแถบในตวัอยางยงุสปชสี
A และ B (รปูที ่3) โดยแถบดเีอน็เอจำเพาะสำหรบัการ
จำแนกสปชสี A ตามรายงานของ Manguin และคณะ
(2002) มขีนาด 471 bp และ 888 bp แตการทดลองที่
ไดปรากฏชัดเจนเพียงขนาด 471 bp เทานั้น สำหรับ
แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะสำหรับการจำแนกสปชีส B มี
ขนาด 220 bp ปรากฏชดัเจนอยางจำเพาะตอตวัอยาง
ยุงสปชีส B ถึงแมวามีการปรับเปลี่ยนสภาวะตางๆใน
ปฏกิริยิา PCR ไดแก เพิม่ความเขมขน MgCl2 และ ปรบั
ความเขมขนของ DNA ตนแบบ และเลอืกใชไพรเมอร
ทลีะค ูคอื ET1/ET2 ในการจำแนก สปชสี A และ ไพร
เมอร ET1/APS1ในการจำแนก สปชีส B ยังคงให
ผลแถบดีเอ็นเอจำนวนมากที่ไมจำเพาะเจาะจง

ดังนั้นจากผลการศึกษาที่ได แสดงใหเห็นวา
การใชคไูพรเมอรจากวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ไดผลที่
ดกีวาการใชคไูพรเมอรจากวธิ ี SCAR markers ในการ
จำแนกสปชสี A และ B ของยงุ A. dirus ทัง้นีแ้มในการ
ทดลองไมไดมกีารทดสอบคไูพรเมอรทีจ่ำเพาะตอสปชสี
C และ D เนือ่งจากมขีอจำกดัจากการไมมยีงุสปชสี C
และ D จากหองปฏิบัติการ แตผลในเบื้องตน คาดวา
วธิ ีrDNA ITS2 ASPCR นาจะมคีวามจำเพาะสงู ดงันัน้
จึงเลือกวิธีนี้ในการศึกษาการจำแนกสปชีสของยุง
A. dirus จากตวัอยางทีเ่กบ็จากพืน้ทีต่างๆตอไป
3. การจำแนกสปชสีตวัอยางยงุ A. dirus ทีเ่กบ็จาก
พืน้ทีศ่กึษา โดยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR

ตวัอยางยงุ A. dirus ทีเ่กบ็จากพืน้ทีศ่กึษา
จำนวน 327 ตัวอยาง ถูกนำมาจำแนกสปชีสดวยวิธี
rDNA ITS2 ASPCR โดยเลอืกใชไพรเมอรทลีะค ูคอื
ใช D-U/D-AC ในการจำแนกสปชสี A และ C พบวา
ยงุสปชสี A แสดงแถบดเีอน็เอทีจ่ำเพาะจำนวน 2 แถบ
คอื 562 bp และ 360 bp และถาเปนสปชสี C จะปรากฏ
แถบดเีอน็เอขนาด 360 bp เทานัน้   (รปูที ่4b) ซึง่การ
ทดลองซ้ำใหผลเชนเดมิ ตวัอยางทีไ่มปรากฏแถบดเีอ็น
เอไดนำไปทดสอบกับคูไพรเมอร D-U/D-B ในการ
จำแนกสปชสี B และ คไูพรเมอร D-U/D-D ในการ
จำแนกสปชสี D ซึง่ปรากฏแถบดเีอน็เอขนาด 306 bp
พบวายุงกนปลอง A. dirus ที่เก็บจากพื้นที่ศึกษา
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สวนใหญเปนสปชสี A มจีำนวน 300 ตวั สปชสี C จำนวน
11 ตวั และสปชสี D จำนวน 17 ตวั และไมพบสปชสี B เลย

สรปุและวจิารณผลการศกึษา
จากการเก็บตัวอยางยุงกนปลอง A. dirus

เพศเมยี จากพืน้ทีก่ระจายพนัธ ุ 5 พืน้ที ่ระหวางเดอืน
สงิหาคม ถงึ พฤศจกิายน พ.ศ. 2545 ไดตวัอยางยงุทัง้
หมด 347 ตวัอยาง ซึง่พบจำนวนมากทีส่ดุจาก อ.เขา
ชะเมา จังหวัดระยอง จำนวน 121 ตัว จากการเก็บ
ตวัอยาง 2 ครัง้ รองลงมาคอื อำเภอศรสีวสัดิ ์จงัหวดั
กาญจนบรุ ีจำนวน 102 ตวั จากการเกบ็ตวัอยางเพยีง
1 ครัง้ มากทีส่ดุ พืน้ทีศ่กึษาทกุแหลงอยใูนภมูปิระเทศ
ทีเ่ปนปาดบิชืน้ มหีมบูานใกลเคยีงจำนวนนอย แมบาง
แหลงมกีารปลกูยางพาราทดแทน แตยงัคงรกัษาสภาพ
ปาดบิชืน้ไว จากการสงัเกตขณะเกบ็ตวัอยางพบวา จดุ
ทีเ่กบ็ตวัอยางทีอ่ยใูกลบานเรอืน จะไดจำนวนยงุ A. dirus
นอยกวาจดุเกบ็ตวัอยางทีอ่ยลูกึเขาไปในปา แตตวัอยาง
ทัง้หมดไมพบเชือ้ Plasmodium spp. อาจเนือ่งจากชวง
เวลาที่ทำการเก็บตัวอยางเปนชวงที่ยังไมมีการระบาด
ของโรคมาลาเรยีและจำนวนประชาชนทีท่ำงานในแหลง
อาศัยของยุงมีจำนวนนอยลง โอกาสที่เชื้อจะแพรสูยุง
สปชสีนีจ้งึมนีอย อยางไรกต็าม เพือ่ใหเขาใจกลไกการ
เปนพาหะของเชือ้ Plasmodium spp. ในยงุจำเปนตอง
มกีารวจิยัเกีย่วกบัการแพรกระจายของเชือ้ Plasmodium
spp. ในยุงพาหะสปชีสอื่นๆ เชน A. minimus และ
A. maculatus ตอไป

ในการทดสอบวิธีการจำแนกยุง A. dirus
ออกเปนสปชสี A B C หรอื D โดยใชเทคนคิ rDNA
ITS2 ASPCR และ SCAR markers จากการทดสอบ
กบัยงุ A. dirus สปชสี A และ B ซึง่เปนสตอ็คทีเ่ล้ียงไว
ที ่กรมควบคมุโรคตดิตอฯ พบวาวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
เมื่อใชปฏิกิริยาที่รวมไพรเมอรหลายสายพรอมกัน
(multiplex PCR) ไดแถบดีเอ็นเอที่ไมจำเพาะเปน
จำนวนมาก (ไมไดแสดงผล) ซึง่แตกตางจากทีม่รีายงาน
(Walton et al., 1999) แตหากปรับสภาวะของ
ปฏกิริยิา PCR ใหเหมาะสมและเลอืกใชไพรเมอรทลีะคู

ทีจ่ำเพาะกบัสปชสี ไดแก คไูพรเมอร D-U/D-AC ซึง่
จำเพาะตอ สปชีส A และ สปชีส C และคูไพรเมอร
D-U/D-B ทีจ่ำเพาะตอสปชสี B พบวา ไดแถบดเีอน็เอ
ทีจ่ำเพาะตอสปชสี A จำนวน 2 แถบ ขนาด 562 bp
ซึง่ชดัเจนมาก และแถบดเีอน็เอขนาด 360 bp ทีจ่างกวา
คูไพรเมอร D-U/D-B พบแถบดีเอ็นเอที่จำเพาะตอ
สปชสี B ขนาด 510 bp

สำหรับการทดสอบวิธี SCAR markers ได
แถบดีเอ็นเอเปนจำนวนมาก รวมกับแถบดีเอ็นเอที่
จำเพาะตอสปชสี A และ B คอืขนาด 471 bp และ 220
bp ตามลำดบั ถงึแมไดปรบัเปลีย่นสภาวะของปฏกิริยิา
และเลอืกใชไพรเมอรทลีะคแูลว แตยงัไดผลไมตรงกบั
รายงานที่มีกอนหนานี้ (Manguin, et al., 2002)
ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงเลือกใชวิธี rDNA ITS2
ASPCR

ในการจำแนกสปชสียงุตวัอยางจากพืน้ทีศ่กึษา
ในภมูภิาคตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบรุ)ี  ภาคตะวนัออก
(จงัหวดัระยอง) และภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื (จงัหวดั
นครพนม) โดยนำตวัอยางยงุมาตรวจสอบกบัคไูพรเมอร
D-U/D-AC เปนอันดับแรก ถาเปนยุงสปชีส A
จะแสดงแถบดเีอ็นเอ 2 แถบ คอื 562 bp และ 360
bp และถาเปนสปชีส C จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด
360 bp เทานัน้ แตถาผลการทดสอบเปนลบ จะนำไป
ทดสอบกบัคไูพรเมอร D-U/D-B และ D-U/D-D ซึง่
จำเพาะตอสปชสี B และ A ตามลำดบั ซึง่พบวายงุ A.
dirus ทีเ่ก็บจากพืน้ทีศ่กึษาสวนใหญเปนสปชสี A ซึง่มี
จำนวน 300 ตวั สปชสี C จำนวน 11 ตวั และสปชสี D
จำนวน 17 ตวั แตไมพบสปชสี B นอกจากนีย้งัพบวา
สปชสี A มกีารกระจายในทกุแหลงเกบ็ตวัอยาง ในขณะที่
สปชสี C และ D พบเฉพาะจงัหวดักาญจนบรุ ีโดยพบสป
ชสี C  ทีอ่ำเภอศรสีวสัดิ ์และสปชสี D ทีอ่ำเภอทองผาภมูิ
จำนวน 15 ตวั และอำเภอไทรโยค 2 ตวั ซึง่สอดคลอง
กับรายงานกอนหนานี้ที่ระบุวาสปชีส D มีการแพร
กระจายอยบูรเิวณชายแดนไทย-พมา สวนสปชสี B พบที่
ภาคใตของประเทศไทยและในประเทศมาเลเซีย
(Poopittayasataporn and Baimai, 1995) ซึง่การวจิยั
ครัง้นีไ้มไดครอบคลมุพืน้ทีด่งักลาว ผลทีไ่ดจากงานวจิยั
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ครั้งนี้เปนขอมูลยืนยันวาคูไพรเมอรที่ใชในวิธี rDNA
ITS2 ASPCR เหมาะสมตอการใชจำแนกยุงกนปลอง
A. dirus สปชสี A, B, C และ D ทีน่าจะมปีระโยชนตอ
การศึกษาการแพรกระจายของยุงกนปลองสปชีสตางๆ
ในประเทศไทยตอไป
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ตารางที ่1  รายละเอยีดลำดบันวิคลโีอไทดของไพรเมอรทีใ่ชในการจำแนกสปชสียงุ A. dirus โดยวธิ ีrDNA
                ITS2 ASPCR

ตารางที ่2 รายละเอยีดลำดบันวิคลโีอไทดของไพรเมอรทีใ่ชในการจำแนกสปชสียงุ A. dirus โดยวธิ ีSCAR markers

ไพรเมอร ลําดบันิวคลีโอไทด 5′→ 3′ คูไพรเมอร จําแนก 
สปชีส 

แถบดเีอ็นเอ
ที่คาดหมาย 

D-U/D-AC A 562 bp 

D-U/D-B B 514 bp 

D-U/D-AC C 349 bp 

D-U 

D-AC 

D-B 

D-D 

CGC  CGG  GGC  CGA  GGT  GG 

CAC  AGC  GAC  TCC  ACA  CG 

CGG  GAT  ATG  GGT  CGG  CC 

GCG  CGG  GAC  CGT  CCG  TT D-U/D-D D 306 bp 
 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด 5′→ 3′ คูไพรเมอร 
จําแนก 
สปชีส 

แถบดีเอ็นเอ
ท่ีคาดหมาย 

ET1/ET2 A 471 bp & 
888 bp 

ET1/APS1 B 220 bp 

ES1/ES2 C 888 bp 

APS1 

APS2 

ES1 

ES2 

ET1 

ET2 

AAG  TTA  ACA  CGG  ATC  ACC  GC 

CGA  TCG  CCT  ATC  ATC  GAT  TT 

ATC  GGC  CAA  ACA  GAT  CAC  TC 

ATA  TCG  GGG  AGA  GGG  AAG  G 

ATA  TCG  GAG  TAG  CAG  CGC  C 

ATA  TCG  GTC  CAC  CGA  AGA  GA 

APS1/APS2 D 555 bp & 
929 bp 
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ตารางที ่3 จำนวนยงุ A. dirus ทีจ่บัไดจากพืน้ทีศ่กึษา

ตารางที ่4 ผลการจำแนกสปชสียงุ A. dirus จากพืน้ทีศ่กึษา โดยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR

แหลงที่ สถานที ่ วันทีท่ําการเก็บตัวอยาง 
จํานวนยุง 

A. dirus (ตัว) 
13-16 สิงหาคม 2545 25 

1 อําเภอเขาชะเมา จังหวัดระยอง 15-17 ตุลาคม 2545 96 

4-7 กันยายน 2545 34 
2 อําเภอไทรโยค จังหวัดกาญจนบุรี 30 ตุลาคม -1 พฤศจิกายน 

2545 
9 

3 อําเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี 8-11 ตุลาคม 2545 18 

4 อําเภอบานแพง จังหวัดนครพนม 11-14 พฤศจิกายน 2545 43 

5 อําเภอศรีสวัสดิ์ จังหวัดกาญจนบุรี 18-19 พฤศจิกายน 2545 102 

 รวม (ตัว) 327 
 

สปชีส แหลงที่ สถานที่ 
A B C D 

รวม (ตัว) 

1 อําเภอเขาชะเมา จงัหวัดระยอง 121 - - - 121 
2 อําเภอไทรโยค จงัหวัดกาญจนบุรี 41 - - 2 43 
3 อําเภอทองผาภมิู จงัหวัดกาญจนบุรี 92 - 10 - 102 
4 อําเภอบานแพง จงัหวัดนครพนม 3 -  - 15 18 
5 อําเภอศรสีวัสด์ิ จงัหวัดกาญจนบุรี 43 - - - 43 
 รวม (ตัว) 300 0 10 17 327 
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รปูที ่ 1 ผลการใชวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ดวยไพรเมอรค ูD-U/D-AC ในการทดสอบกบัยงุ
A. dirus สปชสี A (แถวที ่2, 3 และ 5) และ สปชสี B (แถวที ่1 และ 4) ซึง่แสดงผลบน
1.5% agarose gel พบแถบดเีอน็เอ ขนาด 562 bp จากตวัอยางยงุ A. dirus สปชสี A เทานัน้

รปูที ่ 2 ผลการจำแนกยงุ A. dirus สปชสี A และ B โดยใชวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ดวยไพรเมอรค ูD-U/D-B
แสดงผลบน 1.5% agarose gel พบแถบดเีอน็เอขนาด 510 bp เกดิขึน้เฉพาะตวัอยางยงุ A. dirus
สปชสี B เทานัน้ โดยในการทดลองใชดเีอน็เอจากยงุ A. dirus สปชสี A (แถวที ่1, 2 และ 3) สปชสี B
(แถวที ่4) และใชดเีอน็เอจากทัง้สปชสี A และ B (แถวที ่5) สวนชดุควบคมุ (negative control) แสดงในแถวที ่6

รปูที ่3 ผล Multiplex PCR โดยใช SCAR markers ในการจำแนกยงุ A. dirus สปชสี A และ B แสดงผลบน1.5%
agarose gel พบแถบดเีอน็เอทีจ่ำเพาะตอ A. dirus สปชสี A (แถวที ่1 และ 2) ขนาด 471 bp (หวัลกูศรชี)้
และ แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะตอสปชีส B (แถวที่ 3) ขนาด 222 bp (หัวลูกศรชี้) และชุดควบคุม
(negative control) (แถวที ่4)



การจำแนกสปชสีของยงุกนปลองกลมุซบัซอน Anopheles dirus ในประเทศไทย วารสารวิจัย มข. 11 (3) : ก.ค. - ก.ย. 2549190

รปูที ่ 4 ตวัอยางผลการจำแนกสปชสียงุ A. dirus จากตวัอยางในพืน้ทีจ่งัหวดักาญจนบรุดีวยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
บน 1.5% agarose gel
a) เปนการใชคูไพรเมอร D-U/D-AC ในการจำแนก สปชีส A และ C โดยสปชีส A ไดแถบดีเอ็นเอ 2

แถบ ขนาด 562 bp และ 360 bp (แถวที่ 1-5 และ 8-9) สวนสปชีส C ไดดีเอ็นเอขนาด 360 bp
เพยีง  1 แถบ (แถวที ่6-7)

b) แสดงผลของบางตวัอยางทีไ่มเกดิแถบดเีอน็เอเมือ่ใชคไูพรเมอร D-U/D-AC (แถวที ่ 3-4)
c) เมือ่ใชดเีอน็เอจากแถวที ่3-4 รปู b ไปทดสอบกบัคไูพรเมอร D-U/D-D ซึง่จำเพาะตอสปชสี D ได

แถบดเีอน็เอขนาด 306 bp

สปชสี C สปชสี D

562 bp

360 bp
562 bp

360 bp

306 bp

a) b)

c)


