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จากการทดสอบวิธีการจำแนกสปชีสยุงกนปลองกลุมซับซอน Anopheles dirus Peyton and Harrison โดยวิธี rDNA ITS2
ASPCR และ SCAR markers พบวาวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR ใหผลในการจดัจำแนกทีช่ดัเจนกวา โดยใชคไูพรเมอร D-U/D-AC
ในการจำแนกสปชีส A และ C ซึ่งสปชีส A ใหผลแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ มีขนาด 562 และ 360 คูเบส ในขณะที่สปชีส C ใหแถบดีเอ็นเอ
1 แถบ ขนาด 360 คูเบส คูไพรเมอร D-U/D-B จำเพาะตอการจำแนกสปชีส B โดยใหแถบดีเอ็นเอขนาด 510 คูเบส และคูไพรเมอร
D-U/D-D จำเพาะตอสปชีส D มีแถบดีเอ็นเอขนาด 306 คูเบส เมื่อใชคูไพรเมอรเหลานี้ในการจำแนกสปชีสของยุงกนปลอง A. dirus
จำนวน 327 ตัวอยาง ที่เก็บจากพื้นที่ 5 แหลง จากจังหวัดระยอง กาญจนบุรี และนครพนม ระหวางเดือนสิงหาคมถึงพฤศจิกายน พ.ศ.
2545 พบวามยีงุกนปลอง สปชีส A จำนวน 300 ตัว สปชีส C จำนวน 11 ตัว และสปชีส D จำนวน 17 ตัว โดยไมพบสปชีส B จากแหลง
เกบ็ตวัอยาง

⌫   
⌫      
     

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
ยุงกนปลอง Anopheles dirus Peyton and

Harrison เปนพาหะนำโรคมาลาเรียที่สำคัญในทวีป
เอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต การแพรกระจายของยงุชนดินี้
ครอบคลุมพื้นที่ตั้งแตภาคตะวันตกฉียงใตของอินเดีย
จนถงึประเทศไทย (Rosenberg, 1982; Baimai et al.,
1988) A. dirus ถูกจัดอยูในกลุมสปชีสซับซอน
Anopheles (Cellia) leucosphyrus Donitz ซึง่ประกอบ
ดวยสปชสีตางๆอยางนอย 7 สปชสี (Peyton, 1989)
ในประเทศไทยพบ A. dirus จำนวน 5 สปชีส ไดแก
สปชสี A B C D และ F (Baimai et al. 1987; Baimai
et al. 1988a; Baimai et al. 1988b) การแพรกระจาย
ของสปชีส A พบทั่วไปทั้งภาคเหนือ ภาคตะวันออก
ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคตะวนัตกของประเทศ
ไทย แตไมพบทีภ่าคใต สวนสปชสี B และ F พบเฉพาะ
ที่ภาคใตของประเทศไทยและเขตติดตอกับประเทศ
มาเลเซยีเทานัน้ สปชสี C พบบรเิวณเขาหนิปนูแถบฝง
ตะวนัออกของภาคใตและบางแหงในจงัหวดักาญจนบรุี
(Poopittayasataporn and Baimai, 1995) และสปชสี
D จะพบเฉพาะบรเิวณปาตดิชายแดนประเทศพมาและ
ปาเหมอืงแรแถบฝงตะวนัตกของภาคใต (Baimai et al.,
1988b) อยางไรกต็ามไดมรีายงานวา เฉพาะสปชสี A
C และ D เทานัน้ ทีม่บีทบาทสำคญัในการเปนพาหะที่
สำคัญสำหรับเชื้ อไขมาลาเรียทั้ ง  2 สปชีส  คือ
Plasmodium falciparum และ P. vivax (Dutta et al.,
1989; Gingrich et al., 1990; Ratanarithikul et al.,
1996) อยางไรก็ตามความสามารถในการเปนพาหะ
ของแตละสปชีสนั้นแตกตางกัน และเกี่ยวของกับ
กระบวนการวิวัฒนาการรวมกันระหวางพาหะและเชื้อ
กอโรค ซึง่กลไกทีเ่กีย่วของกบัความสามารถนีย้งัไมเปน
ทีท่ราบแนชดั นอกจากนีย้งัพบวายงุกนปลอง A. dirus
จะพบเฉพาะในเขตปาลึก แตกตางจาก A. minimus
และ A. maculatus พบแพรกระจายบรเิวณชายปาและ
เชิงเขา (Van Bortel et al., 2000) และสามารถ
ปรับตัวเขากับสภาพปาที่เปลี่ยนแปลงเปนชุมชน และ
สวนยางพารา ซึง่แตกตางจาก A. dirus ทีม่จีำนวนลด

ลงตามปาที่ถูกทำลาย ดังนั้น A. dirus จึงไดรับความ
สนใจในการนำมาใชเปนดัชนีชี้วัดสภาพความสมบูรณ
ของปาดิบชื้นไดอีกดวย

การจำแนก A. dirus เปนสปชสีตางๆนัน้ไม
สามารถใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาได เนื่องจากมี
ลกัษณะทีเ่หมอืนกนัมาก (isomorphic species) เดมิใช
ความแตกตางของ โพลีทีนโครโมโซม (polytene
chromosome) และ ไอโซเอนไซม (isoenzyme) มาชวย
ในการจดัจำแนกสปชสีของยงุกนปลองชนดินี ้แตเทคนคิ
เหลานีต้องอาศยัความชำนาญสงู และยงัมขีอจำกดั คอื
วธิแีรกตองใชตวัออนวยัที ่4 (4th instar larvae) ของยงุ
ซึง่มกัหาตวัอยางไดยากจากยงุทีเ่กบ็ในพืน้ที ่สวนการใช
ไอโซเอนไซมนัน้ ตองใชตวัอยางทีม่โีปรตนีทีย่งัคงสภาพ
เทคนคิทางชวีโมเลกลุทีเ่ก่ียวของในระดบั DNA จงึเปน
วิธีที่เหมาะสมและไดรับความสนใจในการนำมาใช
จำแนกสปชีสของยุงกนปลองกลุมซับซอนสปชีสตางๆ
เชน การใชเทคนคิ RFLP ในการจำแนกสปชสียงุกนปลอง
A. funestus และ A. minimus (Van Bortel, et al. 2002;
Garros, et al., 2004) การพฒันาเทคนคิทีเ่กีย่วของ
กบัปฏกิริยิาPCR (Walton  et al., 1999; Huong et al.,
2001; Manguin, et al. , 2002) ในการจัดจำแนก
A. dirus ทำใหการจดัจำแนกสปชสีของยงุกนปลองทำได
งายและรวดเร็วยิ่งขึ้น ดังนั้นในการวิจัย ครั้งนี้มี
จุดประสงคในหาคู ไพรเมอรที่ เหมาะสมตอการ
การจำแนกสปชสีของ A. dirus โดยเปรยีบเทยีบระหวาง
การใชวธิ ีrDNA ITS2 allele-specific PCR (ASPCR)
PCR (Walton et al., 1999) และวิธี sequence
characterized amplified region (SCAR) markers
(Manguin, et al., 2002) นอกจากนีย้งัไดศกึษาการ
กระจายพนัธขุองสปชสีตางๆในพืน้ทีต่วัอยางในภมูภิาค
ตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบรุ)ี ภาคตะวนัออก (จงัหวดั
ระยอง) และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (จังหวัด
นครพนม)

..
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วธิกีารศกึษา
1. การเกบ็ตวัอยางยงุ

ตวัอยางยงุ A. dirus เพศเมยีถกูรวบรวมโดย
ใชวิธี human baited landing จากพื้นที่กระจายพันธุ
5 แหลง ซึง่อยใูน 3 ภมูภิาคของประเทศไทย ไดแก 1)
อำเภอเขาชะเมา จังหวัดระยอง 2) อำเภอบานแพง
จงัหวดันครพนม 3) อำเภอไทรโยค 4) อำเภอทองผาภมูิ
และ 5) อำเภอศรสีวสัดิ ์จงัหวดักาญจนบรีุ ระหวางเดอืน
สงิหาคม ถงึพฤศจกิายน 2545 ซึง่เปนชวงฤดฝูนและ
มีการแพรกระจายของยุงกนปลองมากที่สุด ตัวอยางที่
ยังมีชีวิตจะนำมาผาตัดเพื่อตรวจหาเชื้อ Plasmodium
spp. ในทางเดินอาหารสวนกลางและตอมน้ำลาย และ
เก็บเนื้อเยื่อที่เหลือใน 100% ethanol ที่อุณหภูมิ
-20°C จนกวาจะนำไปสกดัดเีอน็เอเพือ่ใชในการศกึษา
ตอไป สำหรบัตวัอยาง A. dirus สปชสี A และ B ทีใ่ช
ทดสอบและเปรียบเทียบวิธีการจัดจำแนกสปชีสใน
เบื้องตน ไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติ
การกีฏวิทยา กองมาลาเรีย กรมควบคุมโรคติดตอ
กระทรวงสาธารณสขุ จ.นนทบรุี
2. การสกัดดีเอ็นเอ

ทำการกำจดั 100% ethanol โดยการระเหย
ที่อุณหภูมิหองหรือบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37°C สกัด
ดีเอ็นเอโดยบดตัวอยางยุงใน 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 และนำไปบมใน water bath ทีอ่ณุหภมูิ
55°C เปนเวลา 3-12 ชัว่โมง สกดัดเีอน็เอบรสิทุธิโ์ดย
ใช phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1)
ปริมาตร 400 mL และปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000
รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้ปเปตสารละลาย
ใสสวนบน นำไปสกัดซ้ำดวย chloroform: isoamyl
alcohol (24:1) ในปริมาตรเทากัน และปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที
เกบ็สารละลายสวนบน ตกตะกอนดเีอน็เอดวย 100%
ethanol ลางตะกอนดเีอน็เอดวย 70% ethanol และทิง้
ไวใหแหงทีอ่ณุหภมูหิอง ละลายดวย สารละลาย TE และ

ตรวจสอบคณุภาพโดยวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาว
คลืน่ 260 nm และ 260 nm ดวยเครือ่ง สเปคโตรโฟโต
มิเตอร (Spectrophotometer) เก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่
สกดัไวที ่-20°C
3. การทดสอบการจำแนกสปชสีโดยวธิ ีrDNA ITS2
ASPCR และ SCAR markers

นำ genomic DNA ทีส่กดัไดจากยงุ A. dirus
สปชสี A และ B จากกรมควบคมุโรคตดิตอฯ มาทดสอบ
วธิกีารจดัจำแนกสปชสี โดยวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR
และ SCAR markers สำหรบัวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
ใชไพรเมอร 4 สาย คือ D-U, D-AC, D-B และ
D-D (ตารางที่ 1) สวนประกอบในปฏิกิริยา PCR
ปรมิาตร 25 mL ไดแก 20-30 ng genomic DNA,
1.2 mM แตละไพรเมอร, 200 mM dNTPs, 2mM
MgCl2, 1 unit Taq DNA  polymerase และ 10% DMSO
ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR เริ่มจาก pre-denaturation
ที ่94°C เปนเวลา 5 นาท ีและตามดวย 3 ขัน้ตอน คอื
denaturation ที ่94°C เปนเวลา 30 วนิาท ีannealing ที่
55°C เปนเวลา 30 วนิาท ีและ extension ที ่72°C เปน
เวลา 30 วนิาท ี โดยทัง้ 3 ขัน้ตอนจะทำซ้ำเปนจำนวน
32 รอบ และสิน้สดุดวย final extension ที ่72°C 10
นาท ีอกี 1 รอบ ทำการตรวจสอบผลของปฏกิริยิา PCR
ดวยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% agarose gel ยอม
ดวยเอธิเดียมโบรไมด และเปรียบเทียบกับ 100 bp
DNA marker

สำหรบัวธิ ีSCAR markers ใช ไพรเมอร 6 สาย
ไดแก APS1, APS2, ES1, ES2, ET1 และ ET2 รวม
ในปฏิกิริยาเดียวกัน (multiplex PCR) (ตารางที่ 2)
สวนประกอบในปฏกิริยิา PCR ปรมิาตร 25 mL ไดแก
20-30 ng Genomic DNA, 2 mM แตละไพรเมอร,
200 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2 และ 1 unit Taq
DNA polymerase ขัน้ตอนปฏกิริยิา PCR ประกอบดวย
pre-denaturation ที ่94ฐC เปนเวลา 3 นาท ีและตาม
ดวย 3 ขัน้ตอน คอื denaturation ที ่94°C เปนเวลา 1
นาท ีannealing ที ่55°C เปนเวลา 1 นาท ีและ exten-
sion ที ่72°C เปนเวลา 2 นาท ีโดยใช 40 รอบ สำหรบั
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ทัง้ 3 ขัน้ตอน และสิน้สดุดวย final extension ที ่72°C
10 นาท ีอกี 1 รอบ ทำการตรวจสอบผลของปฏกิริยิา
PCR ดวยวธิ ี gel electrophoresis บน 1.5% agarose
gel ยอมดวยเอธเิดยีมโบรไมด และเปรยีบเทยีบกบั 100
bp DNA marker

ผลการศกึษา
1. การเกบ็ตวัอยางยงุและตรวจหาเชือ้ Plasmodium spp.

จากการเก็บตัวอยางยุงกนปลองเพศเมีย
A. dirus โดยจำแนกตามลกัษณะสณัฐานวทิยาเบือ้งตน
(Rattanarithikul and Panthusiri, 1994) จาก 5 พืน้ที่
(ตารางที ่3) ทีเ่คยมกีารรายงานการกระจายพนัธขุองยงุ
สายพนัธนุี ้พบวาไดตวัอยางยงุทัง้สิน้ 327 ตวัอยาง เมือ่
นำตัวอยางยุงมาผาตัดทางเดินอาหารและตอมน้ำลาย
เพื่อตรวจหา Plasmodium spp. ระยะ oocysts และ
sporozoites ตามลำดบั ปรากฏวาไมพบการตดิเชือ้จาก
ยงุตวัอยาง
2. การทดสอบเบื้องตนในการใชเทคนิค rDNA
ITS2 ASPCR และ SCAR markers ในการจำแนก
A. dirus สปชสี A และ B

เมือ่นำตวัอยางยงุ A. dirus สปชสี A และ
B ซึง่เพาะเลีย้งโดยหองปฏบิตักิากฏีวทิยา กรมควบคมุ
โรคตดิตอฯซึง่ถกูจำแนกสปชสีใชวธิทีาง  cytogenetics
ของรนุพอ-แม มาทำการทดสอบวธิกีารจดัจำแนกสปชสี
โดยวธิ ี rDNA ITS2 ASPCR ซึง่ใช 4 ไพรเมอร คอื
D-U, D-AC, D-B และ D-D เมื่อใชคูไพรเมอร
D-U/D-AC พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอกับตัวอยาง
A. dirus สปชสี A เทานัน้ ซึง่มแีถบดเีอน็เอทีช่ดัเจน 1
แถบ ขนาด 562 bp (รปูที ่1) แตในบางปฏกิริยิาเกดิ
แถบดเีอน็เอทีไ่มชดัเจนอกี 1 แถบขนาด 360 bp (รปู
ที่ 4) และเมื่อใชคูไพรเมอร D-U/D-B พบวาเกิด
แถบดเีอน็เอขนาด 510 bp กบัสปชสี B เทานัน้ (รปูที่
2)

เมือ่ทดสอบการจดัจำแนกสปชสีโดยใช 6 ไพร
เมอร คอื APS1, APS2, ES1, ES2, ET1 และ ET2
วธิ ีmultiplex PCR ดวย SCAR markers พบวาเกดิแถบดี

เอน็เอทีไ่มจำเพาะเจาะจงหลายแถบในตวัอยางยงุสปชสี
A และ B (รปูที ่3) โดยแถบดเีอน็เอจำเพาะสำหรบัการ
จำแนกสปชสี A ตามรายงานของ Manguin และคณะ
(2002) มขีนาด 471 bp และ 888 bp แตการทดลองที่
ไดปรากฏชัดเจนเพียงขนาด 471 bp เทานั้น สำหรับ
แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะสำหรับการจำแนกสปชีส B มี
ขนาด 220 bp ปรากฏชดัเจนอยางจำเพาะตอตวัอยาง
ยุงสปชีส B ถึงแมวามีการปรับเปลี่ยนสภาวะตางๆใน
ปฏกิริยิา PCR ไดแก เพิม่ความเขมขน MgCl2 และ ปรบั
ความเขมขนของ DNA ตนแบบ และเลอืกใชไพรเมอร
ทลีะค ูคอื ET1/ET2 ในการจำแนก สปชสี A และ ไพร
เมอร ET1/APS1ในการจำแนก สปชีส B ยังคงให
ผลแถบดีเอ็นเอจำนวนมากที่ไมจำเพาะเจาะจง

ดังนั้นจากผลการศึกษาที่ได แสดงใหเห็นวา
การใชคไูพรเมอรจากวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ไดผลที่
ดกีวาการใชคไูพรเมอรจากวธิ ี SCAR markers ในการ
จำแนกสปชสี A และ B ของยงุ A. dirus ทัง้นีแ้มในการ
ทดลองไมไดมกีารทดสอบคไูพรเมอรทีจ่ำเพาะตอสปชสี
C และ D เนือ่งจากมขีอจำกดัจากการไมมยีงุสปชสี C
และ D จากหองปฏิบัติการ แตผลในเบื้องตน คาดวา
วธิ ีrDNA ITS2 ASPCR นาจะมคีวามจำเพาะสงู ดงันัน้
จึงเลือกวิธีนี้ในการศึกษาการจำแนกสปชีสของยุง
A. dirus จากตวัอยางทีเ่กบ็จากพืน้ทีต่างๆตอไป
3. การจำแนกสปชสีตวัอยางยงุ A. dirus ทีเ่กบ็จาก
พืน้ทีศ่กึษา โดยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR

ตวัอยางยงุ A. dirus ทีเ่กบ็จากพืน้ทีศ่กึษา
จำนวน 327 ตัวอยาง ถูกนำมาจำแนกสปชีสดวยวิธี
rDNA ITS2 ASPCR โดยเลอืกใชไพรเมอรทลีะค ูคอื
ใช D-U/D-AC ในการจำแนกสปชสี A และ C พบวา
ยงุสปชสี A แสดงแถบดเีอน็เอทีจ่ำเพาะจำนวน 2 แถบ
คอื 562 bp และ 360 bp และถาเปนสปชสี C จะปรากฏ
แถบดเีอน็เอขนาด 360 bp เทานัน้   (รปูที ่4b) ซึง่การ
ทดลองซ้ำใหผลเชนเดมิ ตวัอยางทีไ่มปรากฏแถบดเีอ็น
เอไดนำไปทดสอบกับคูไพรเมอร D-U/D-B ในการ
จำแนกสปชสี B และ คไูพรเมอร D-U/D-D ในการ
จำแนกสปชสี D ซึง่ปรากฏแถบดเีอน็เอขนาด 306 bp
พบวายุงกนปลอง A. dirus ที่เก็บจากพื้นที่ศึกษา
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สวนใหญเปนสปชสี A มจีำนวน 300 ตวั สปชสี C จำนวน
11 ตวั และสปชสี D จำนวน 17 ตวั และไมพบสปชสี B เลย

สรปุและวจิารณผลการศกึษา
จากการเก็บตัวอยางยุงกนปลอง A. dirus

เพศเมยี จากพืน้ทีก่ระจายพนัธ ุ 5 พืน้ที ่ระหวางเดอืน
สงิหาคม ถงึ พฤศจกิายน พ.ศ. 2545 ไดตวัอยางยงุทัง้
หมด 347 ตวัอยาง ซึง่พบจำนวนมากทีส่ดุจาก อ.เขา
ชะเมา จังหวัดระยอง จำนวน 121 ตัว จากการเก็บ
ตวัอยาง 2 ครัง้ รองลงมาคอื อำเภอศรสีวสัดิ ์จงัหวดั
กาญจนบรุ ีจำนวน 102 ตวั จากการเกบ็ตวัอยางเพยีง
1 ครัง้ มากทีส่ดุ พืน้ทีศ่กึษาทกุแหลงอยใูนภมูปิระเทศ
ทีเ่ปนปาดบิชืน้ มหีมบูานใกลเคยีงจำนวนนอย แมบาง
แหลงมกีารปลกูยางพาราทดแทน แตยงัคงรกัษาสภาพ
ปาดบิชืน้ไว จากการสงัเกตขณะเกบ็ตวัอยางพบวา จดุ
ทีเ่กบ็ตวัอยางทีอ่ยใูกลบานเรอืน จะไดจำนวนยงุ A. dirus
นอยกวาจดุเกบ็ตวัอยางทีอ่ยลูกึเขาไปในปา แตตวัอยาง
ทัง้หมดไมพบเชือ้ Plasmodium spp. อาจเนือ่งจากชวง
เวลาที่ทำการเก็บตัวอยางเปนชวงที่ยังไมมีการระบาด
ของโรคมาลาเรยีและจำนวนประชาชนทีท่ำงานในแหลง
อาศัยของยุงมีจำนวนนอยลง โอกาสที่เชื้อจะแพรสูยุง
สปชสีนีจ้งึมนีอย อยางไรกต็าม เพือ่ใหเขาใจกลไกการ
เปนพาหะของเชือ้ Plasmodium spp. ในยงุจำเปนตอง
มกีารวจิยัเกีย่วกบัการแพรกระจายของเชือ้ Plasmodium
spp. ในยุงพาหะสปชีสอื่นๆ เชน A. minimus และ
A. maculatus ตอไป

ในการทดสอบวิธีการจำแนกยุง A. dirus
ออกเปนสปชสี A B C หรอื D โดยใชเทคนคิ rDNA
ITS2 ASPCR และ SCAR markers จากการทดสอบ
กบัยงุ A. dirus สปชสี A และ B ซึง่เปนสตอ็คทีเ่ล้ียงไว
ที ่กรมควบคมุโรคตดิตอฯ พบวาวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
เมื่อใชปฏิกิริยาที่รวมไพรเมอรหลายสายพรอมกัน
(multiplex PCR) ไดแถบดีเอ็นเอที่ไมจำเพาะเปน
จำนวนมาก (ไมไดแสดงผล) ซึง่แตกตางจากทีม่รีายงาน
(Walton et al., 1999) แตหากปรับสภาวะของ
ปฏกิริยิา PCR ใหเหมาะสมและเลอืกใชไพรเมอรทลีะคู

ทีจ่ำเพาะกบัสปชสี ไดแก คไูพรเมอร D-U/D-AC ซึง่
จำเพาะตอ สปชีส A และ สปชีส C และคูไพรเมอร
D-U/D-B ทีจ่ำเพาะตอสปชสี B พบวา ไดแถบดเีอน็เอ
ทีจ่ำเพาะตอสปชสี A จำนวน 2 แถบ ขนาด 562 bp
ซึง่ชดัเจนมาก และแถบดเีอน็เอขนาด 360 bp ทีจ่างกวา
คูไพรเมอร D-U/D-B พบแถบดีเอ็นเอที่จำเพาะตอ
สปชสี B ขนาด 510 bp

สำหรับการทดสอบวิธี SCAR markers ได
แถบดีเอ็นเอเปนจำนวนมาก รวมกับแถบดีเอ็นเอที่
จำเพาะตอสปชสี A และ B คอืขนาด 471 bp และ 220
bp ตามลำดบั ถงึแมไดปรบัเปลีย่นสภาวะของปฏกิริยิา
และเลอืกใชไพรเมอรทลีะคแูลว แตยงัไดผลไมตรงกบั
รายงานที่มีกอนหนานี้ (Manguin, et al., 2002)
ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงเลือกใชวิธี rDNA ITS2
ASPCR

ในการจำแนกสปชสียงุตวัอยางจากพืน้ทีศ่กึษา
ในภมูภิาคตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบรุ)ี  ภาคตะวนัออก
(จงัหวดัระยอง) และภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื (จงัหวดั
นครพนม) โดยนำตวัอยางยงุมาตรวจสอบกบัคไูพรเมอร
D-U/D-AC เปนอันดับแรก ถาเปนยุงสปชีส A
จะแสดงแถบดเีอ็นเอ 2 แถบ คอื 562 bp และ 360
bp และถาเปนสปชีส C จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด
360 bp เทานัน้ แตถาผลการทดสอบเปนลบ จะนำไป
ทดสอบกบัคไูพรเมอร D-U/D-B และ D-U/D-D ซึง่
จำเพาะตอสปชสี B และ A ตามลำดบั ซึง่พบวายงุ A.
dirus ทีเ่ก็บจากพืน้ทีศ่กึษาสวนใหญเปนสปชสี A ซึง่มี
จำนวน 300 ตวั สปชสี C จำนวน 11 ตวั และสปชสี D
จำนวน 17 ตวั แตไมพบสปชสี B นอกจากนีย้งัพบวา
สปชสี A มกีารกระจายในทกุแหลงเกบ็ตวัอยาง ในขณะที่
สปชสี C และ D พบเฉพาะจงัหวดักาญจนบรุ ีโดยพบสป
ชสี C  ทีอ่ำเภอศรสีวสัดิ ์และสปชสี D ทีอ่ำเภอทองผาภมูิ
จำนวน 15 ตวั และอำเภอไทรโยค 2 ตวั ซึง่สอดคลอง
กับรายงานกอนหนานี้ที่ระบุวาสปชีส D มีการแพร
กระจายอยบูรเิวณชายแดนไทย-พมา สวนสปชสี B พบที่
ภาคใตของประเทศไทยและในประเทศมาเลเซีย
(Poopittayasataporn and Baimai, 1995) ซึง่การวจิยั
ครัง้นีไ้มไดครอบคลมุพืน้ทีด่งักลาว ผลทีไ่ดจากงานวจิยั
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ครั้งนี้เปนขอมูลยืนยันวาคูไพรเมอรที่ใชในวิธี rDNA
ITS2 ASPCR เหมาะสมตอการใชจำแนกยุงกนปลอง
A. dirus สปชสี A, B, C และ D ทีน่าจะมปีระโยชนตอ
การศึกษาการแพรกระจายของยุงกนปลองสปชีสตางๆ
ในประเทศไทยตอไป
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ตารางที ่1  รายละเอยีดลำดบันวิคลโีอไทดของไพรเมอรทีใ่ชในการจำแนกสปชสียงุ A. dirus โดยวธิ ีrDNA
                ITS2 ASPCR

ตารางที ่2 รายละเอยีดลำดบันวิคลโีอไทดของไพรเมอรทีใ่ชในการจำแนกสปชสียงุ A. dirus โดยวธิ ีSCAR markers

ไพรเมอร ลําดบันิวคลีโอไทด 5′→ 3′ คูไพรเมอร จําแนก 
สปชีส 

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′ คูไพรเมอร 
จําแนก 
สปชีส 

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 ทีจ่บัไดจากพืน้ทีศ่กึษา

ตารางที ่4 ผลการจำแนกสปชสียงุ A. dirus จากพืน้ทีศ่กึษา โดยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR

แหลงที่ สถานที ่ วันทีท่ําการเก็บตัวอยาง 
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 อําเภอบานแพง จังหวัดนครพนม 11-14 พฤศจิกายน 2545 43 

5 อําเภอศรีสวัสดิ์ จังหวัดกาญจนบุรี 18-19 พฤศจิกายน 2545 102 

 รวม (ตัว) 327 
 

สปชีส แหลงที่ 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 อําเภอบานแพง จงัหวัดนครพนม 3 -  - 15 18 
5 อําเภอศรสีวัสด์ิ จงัหวัดกาญจนบุรี 43 - - - 43 
 รวม (ตัว) 300 0 10 17 327 
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รปูที ่ 1 ผลการใชวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ดวยไพรเมอรค ูD-U/D-AC ในการทดสอบกบัยงุ
A. dirus สปชสี A (แถวที ่2, 3 และ 5) และ สปชสี B (แถวที ่1 และ 4) ซึง่แสดงผลบน
1.5% agarose gel พบแถบดเีอน็เอ ขนาด 562 bp จากตวัอยางยงุ A. dirus สปชสี A เทานัน้

รปูที ่ 2 ผลการจำแนกยงุ A. dirus สปชสี A และ B โดยใชวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR ดวยไพรเมอรค ูD-U/D-B
แสดงผลบน 1.5% agarose gel พบแถบดเีอน็เอขนาด 510 bp เกดิขึน้เฉพาะตวัอยางยงุ A. dirus
สปชสี B เทานัน้ โดยในการทดลองใชดเีอน็เอจากยงุ A. dirus สปชสี A (แถวที ่1, 2 และ 3) สปชสี B
(แถวที ่4) และใชดเีอน็เอจากทัง้สปชสี A และ B (แถวที ่5) สวนชดุควบคมุ (negative control) แสดงในแถวที ่6

รปูที ่3 ผล Multiplex PCR โดยใช SCAR markers ในการจำแนกยงุ A. dirus สปชสี A และ B แสดงผลบน1.5%
agarose gel พบแถบดเีอน็เอทีจ่ำเพาะตอ A. dirus สปชสี A (แถวที ่1 และ 2) ขนาด 471 bp (หวัลกูศรชี)้
และ แถบดีเอ็นเอที่จำเพาะตอสปชีส B (แถวที่ 3) ขนาด 222 bp (หัวลูกศรชี้) และชุดควบคุม
(negative control) (แถวที ่4)
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รปูที ่ 4 ตวัอยางผลการจำแนกสปชสียงุ A. dirus จากตวัอยางในพืน้ทีจ่งัหวดักาญจนบรุดีวยวธิ ีrDNA ITS2 ASPCR
บน 1.5% agarose gel
a) เปนการใชคูไพรเมอร D-U/D-AC ในการจำแนก สปชีส A และ C โดยสปชีส A ไดแถบดีเอ็นเอ 2

แถบ ขนาด 562 bp และ 360 bp (แถวที่ 1-5 และ 8-9) สวนสปชีส C ไดดีเอ็นเอขนาด 360 bp
เพยีง  1 แถบ (แถวที ่6-7)

b) แสดงผลของบางตวัอยางทีไ่มเกดิแถบดเีอน็เอเมือ่ใชคไูพรเมอร D-U/D-AC (แถวที ่ 3-4)
c) เมือ่ใชดเีอน็เอจากแถวที ่3-4 รปู b ไปทดสอบกบัคไูพรเมอร D-U/D-D ซึง่จำเพาะตอสปชสี D ได

แถบดเีอน็เอขนาด 306 bp

สปชสี C สปชสี D

562 bp

360 bp
562 bp

360 bp

306 bp

a) b)

c)


