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บทคัดย่อ 

การติดปรสิตในกระแสเลือดเป็นสิ่งที่พบได้ทั่วไปในสัตว์สี่ขาทั้งกลุ่มสัตว์เลี้ยงและกลุ่มที่พบอยู่ตามป่า  
อย่างไรก็ตาม ในประเทศไทยพบมีข้อมูลอยู่ไม่มากนักส าหรับการติดปรสิตในกระแสเลือดของสัตว์เลื้อยคลาน
ขนาดเล็กที่อาศัยอยู่ตามป่า งานวิจัยครั้งนี้ได้ท าการศึกษาการตดิปรสิตในกระแสเลือดของก้ิงก่าบินปีกจุด 
Draco maculatus ซึ่งเป็นกิ้งก่าขนาดเล็กด ารงชีวิตอยู่ตามต้นไม้และกินแมลงเป็นอาหารพบได้ตามป่าหลาย
แห่งของประเทศไทย  กิ้งก่าบินปีกจุดจ านวน 8 ตัวถูกจับจากพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี  การตรวจหา
ปรสิตในกระแสเลือดโดยการท าแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางแล้วย้อมด้วยสี Giemsa จากตัวอย่างเลือดของกิ้งก่า
บินทั้ง 8 ตัว  พบว่า 6 ตัวมีการติดปรสิต Hepatozoon sp. และจ านวน 2 ใน 6 ตัวนี้มีการติดปรสิต 
Trypanosoma sp. ร่วมด้วย  การตรวจส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสดงให้ถึงพยาธิสภาพในเนื้อเยื่อเลือด
ของกิ้งก่าบิน กล่าวคือ ในเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ติดปรสิต Hepatozoon sp. ระยะแกมีโตไซท์ พบว่าเยื่อหุม้
เซลล์จะมีขอบเขตไม่ชัดเจนและแตกสลายไป  การเพ่ิมจ านวนและหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไร
โบโซมอลดีเอ็นเอจากกิง้ก่าบินปีกจุดที่ติดเชื้อจ านวน 2 ตัว ร่วมกับการวิเคราะห์โดยใช้ BLAST ยืนยัน
สถานภาพทางอนุกรมวิธานว่าปรสิตที่ตรวจพบเป็นปรสิตชนิดหนึ่งในสกุล Hepatozoon นอกจากนี้ การ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบ
โซมอลดีเอ็นเอที่ได้จากการโคลนนิ่งหลายสายแสดงให้เห็นว่า  ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากก้ิงก่าบินที่ตรวจสอบ
ทั้งสองตัวมีความคล้ายคลึงกันสูงมากและมีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ใกล้ชิดกัน  ชี้ให้เห็นว่าปรสิต 
Hepatozoon ที่ติดในกระแสเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดน่าจะมาจากชนิดเดียวกัน  
 
ค าส าคัญ: ปรสิต สมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ สัตว์เลื้อยคลาน อณูชีววิทยา เอพิคอมเพลกซา  
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Abstract 

Infection of blood parasites is commonly found in a wide variety of tetrapod 
vertebrates both domestic and wild ones. However, in Thailand, little is known from wild 
lizards of small sizes. In this study, we examined the parasitic infection in the spotted flying 
lizard, Draco maculatus – an arboreal entomophagous agamid lizard indigenous to forests 
throughout Thailand. A total of eight Draco maculatus were captured during 2011–2012 
from Khao Wang Khamen, Kanchanaburi Province. Blood specimens were examined using 
thin-filmed blood smear preparations with Giemsa staining. Six of them were found positive 
with the presence of Hepatozoon sp. and two of which were co-infected with Trypanosoma 
sp. Microscopic observation revealed that red blood cells infecting with Hepatozoon 
gametocytes showed a sign of loss in their plasma membrane integrity. Amplification and 
sequencing of SSU rDNAs of the two infected lizards confirmed the same taxonomic identity 
of this apicomplexan parasite by BLAST analysis. Sequence and phylogenetic analyses based 
on SSU rDNA sequences of several clones showed high percentages of sequence similarities 
and their close relationships, suggesting the infection of single Hepatozoon species.   
 
Keywords: parasite, small subunit ribosomal DNA, reptile, molecular biology, apicomplexa 
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บทน าและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ในปัจจุบันนักวิจัยได้ตระหนักและเล็งเห็นถึงความส าคัญของการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับบทบาทของ
ปรสิตในระบบนิเวศมากขึ้น  เนื่องจากการด ารงชีวิตของปรสิตมีความสัมพันธ์ต่อจ านวนประชากรและสังคม
ของสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศที่ด ารงชีวิตเป็นเจ้าบ้านของปรสิต  ยิ่งไปกว่านั้น การด ารงชีวิตของปรสิตยังมี
ผลกระทบต่อสุขภาพ อนามัย และความเป็นอยู่ของมนุษย์อีกด้วย 

ในงานวิจัยทางด้านการอนุรักษ์สิ่งแวดล้อม  นักวิจัยบางกลุ่มพยายามที่จะพัฒนาวิธีการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตแบบภาวะปรสิตเพ่ือใช้เป็นดัชนีประเมินสถานภาพของระบบนิเวศ  โดยปรสิต
อาจเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อโครงสร้างทางสังคมของสิ่งมีชีวิตที่เป็นเจ้าบ้าน  สภาพแวดล้อมที่เสื่อมโทรมอาจ
มีปรสิตเพ่ิมขึ้นหรือลดลงได้  ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของปรสิตที่ศึกษา  ในบางกรณีปรสิตที่มีความหลากหลาย
ของชนิดและมีเป็นจ านวนมากอาจแสดงถึงสถานภาพของระบบนิเวศที่อุดมสมบูรณ์  โดยสะท้อนให้เห็นว่า
ระบบนิเวศดังกล่าวมีความหลากหลายของทั้งชนิดและจ านวนของเจ้าบ้านสูงด้วย  ซึ่งสิ่งมีชีวิตเหล่านี้อาศัย
อยู่ร่วมกันและมีความเก่ียวโยงกันในแง่ของห่วงโซ่และสายใยอาหาร 

การศึกษาวิจัยเพ่ือให้ได้ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับปฏิสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิตแบบปรสิตกับเจ้า
บ้าน ซึ่งมีวิวัฒนาการร่วมกันมาช้านานจึงมีความจ าเป็นและส าคัญยิ่ง  อย่างไรก็ตาม  ความเข้าใจที่แท้จริง
จะก่อเกิดมีมิได้  หากขาดการศึกษาระดับพ้ืนฐานทางชีววิทยา ได้แก่ อนุกรมวิธาน พันธุศาสตร์ นิเวศวิทยา 
ซิสเตเมติกส์ (systematics) และ ไฟโลเจเนติกส์ (phylogenetics) ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่เกี่ยวข้อง  ซึ่งการ
ได้มาของข้อมูลเหล่านี้จะน าไปสู่การประยุกต์ใช้ความรู้ความเข้าใจถึงปฏิสัมพันธ์ระหว่างปรสิตกับสิ่งมีชีวิต
อ่ืนทั้งในทางการแพทย์ การเกษตร และการอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและก่อประโยชน์สูงสุด 
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ปรสิตในกิ้งก่าบินสกุล Draco  

กิ้งก่าบิน (flying dragon หรือ flying lizard) ในสกุล Draco เป็นสัตว์มีกระดูกสันหลังกลุ่ม
สัตว์เลื้อยคลานที่พบกระจายทั่วไปในหลายภูมิภาค และประกอบด้วยสมาชิกในสกุลมากกว่า 30 ชนิด (วีร
ยุทธ์ เลาหะจินดา, 2552)  การศึกษาปรสิตของกิ้งก่าบินหลายชนิดในสกุลนี้ (Draco spp.) พบว่ามีรายงาน
มาตั้งแต่ปี ค.ศ. 1960 แต่ยังมีการศึกษาอยู่ไมม่ากนัก   

Laird (1960) รายงานพบเชื้อมาลาเรียในเลือดของกิ้งก่าบินหัวสีฟ้า Draco volans จากตัวอย่างที่
เก็บจาก Hulu Langat, Selangor ประเทศมาเลเซียจ านวน 1 ตัว โดยตั้งชื่อเชื้อที่พบว่า Plasmodium 
vastator Laird, 1960  ซึ่งระยะโทโฟซอยต์ (trophozoite) ของเชื้อที่พบใหม่นี้มีลักษณะเหมือนอะมีบาสูง 
(highly amoeboid) และมีระยะแกมีโตไซท์ (gametocyte) ขนาดใหญ่  ซึ่งก่อพยาธิสภาพและท าลาย
เซลล์เม็ดเลือดของเจ้าบ้าน 

Telford (1986) ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco maculatus ในประเทศไทย
จ านวน 14 ตัว ในจ านวนที่จับได้นั้น 1 ตัว พบการติดเชื้อผสม คือ Fallisia และ Plasmodium สกุลย่อย 
Carinamoeba  โดยชนิดหนึ่งพบเฉพาะในเซลล์เม็ดเลือดชนิด thrombocyte และได้ตั้งชื่อไว้ว่า 
Plasmodium (Fallisia) siamense  ส่วนอีกชนิดหนึ่งพบในเซลล์เม็ดเลือดแดงซึ่งจ าแนกไว้ในสกุล 
Plasmodium แต่ยังไม่สามารถระบุชนิดได้  ต่อมาในปี ค.ศ. 1988 Telford ได้ย้าย Plasmodium 
(Fallisia) siamense มาไว้ในสกุล Fallisia  เนื่องจาก Fallisia เป็นสกุลของเชื้อปรสิตในเลือดที่วงชีวิตไม่มี
ระยะที่อยู่ในเซลล์เม็ดเลือดแดง (Telford, 1995)  

Telford (1995) ได้รายงานพบเชื้อมาลาเรียในกิ้งก่าบินหัวสีฟ้าในประเทศฟิลิปปินส์  สามารถ
จ าแนกได้เป็น Plasmodium vastator และชนิดใหม่อีก 2 ชนิด ได้แก่ Plasmodium draconis และ 
Plasmodium volans  โดยทั้ง 3 ชนิด มีลักษณะรูปร่างและขนาดของ schizont  จ านวนของ merozoite 
และแกมีโตไซท์แตกต่างกัน  นอกจากนี้ยังพบโปรโตซัวในกลุ่ม haemogregarine ติดเชื้อในเซลล์เม็ดเลือด 
monocyte และ erythroblast ในกิ้งก่าบินหัวสีฟ้านั้นด้วย  แต่ไมพ่บข้อมูลรายงานในรายละเอียด 

มาลินี ฉัตรมงคลกุล และคณะ (2548) ได้ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินหลายชนิด (Draco 
spp.) ที่พบในพ้ืนทีเ่กาะช้าง จังหวัดตราด ทางภาคตะวันออกของประเทศไทย และ พ้ืนที่เกาะพระทองและ
เกาะระ จังหวัดพังงา ฝั่งทะเลอันดามัน ทางภาคใต้ของประเทศไทย พบว่า กิ้งก่าบินปีกจุดที่พบจากพ้ืนที่
เกาะช้าง มีการติดเชื้อหนอนพยาธิตัวกลมในกลุ่ม microfilaria  
 มาลินี ฉัตรมงคลกุล และคณะ (2552) ได้ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบิน (Draco spp.) จากเกาะ
กูด จังหวัดตราด พบว่า กิ้งก่าบินปีกจุดมีการติดปรสิต 4 ชนิด ได้แก่ Fallisia sp., haemogregarine 1 
ชนิด, Plasmodium sp. และ Trypanosoma sp.  ส าหรับกิ้งก่าบินปีกลาย Draco taeniopterus พบมี
การติดเชื้อหนอนพยาธิตัวกลมในกลุ่ม microfilaria 
 มาลินี ฉัตรมงคลกุล และคณะ (2554) ได้ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco 
maculatus จากพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี พบว่ากิ้งก่าบินปีกจุดในพ้ืนที่ดังกล่าวมีการติดเชื้อ
ปรสิตกลุ่ม haemogregarine  โดยมีความชุก (prevalence) เท่ากับ 66.7%  โดยเชื้อปรสิตที่พบยังไม่
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สามารถจ าแนกไดถ้ึงระดับสกุลระดับชนิด  และยังไม่ได้มีการศึกษาถึงพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นจากการติดปรสิต
ดังกล่าวอย่างชัดเจน 
 การใช้ข้อมูลทางชีวโมเลกุลในการจ าแนกและระบุกลุ่ม สกุล และชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ส ารวจพบเป็น
วิธีการที่ได้รับการยอมรับว่าให้ผลที่มีความถูกต้องแม่นย าสูง  อีกทั้งยังมีการใช้แพร่หลายในปัจจุบันใน
สิ่งมีชีวิตหลายกลุ่มตั้งแต่จุลชีพที่มีขนาดเล็กไปจนถึงสิ่งมีชีวิตที่มีขนาดใหญ่ (Chantangsi et al., 2007)  
โดยข้อมูลทางชีวโมเลกุลที่นิยมใช้อันหนึ่ง คือ การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence) ของ
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) ที่พบได้ในพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่ก าลังศึกษา  หนึ่งใน
เครื่องหมายโมเลกุลที่นิยมใช้ คือ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (small subunit 
ribosomal DNA หรือ SSU rDNA)  ซึ่งเป็นยีนที่พบได้ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดและมีผู้นิยมศึกษามาก  ท าให้ใน
ปัจจุบันมีฐานข้อมูลของยีนนี้ในสิ่งมีชีวิตหลายกลุ่มหลายชนิด  ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อการวิจัย
เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตที่ก าลังศึกษา  นอกจากนี้ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
ยังสามารถน ามาใช้ในการสร้างแผนภูมติ้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่ก าลังศึกษากับ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนที่เกี่ยวข้อง  เพ่ือใช้ในการแสดงและท านายรูปแบบของวิวัฒนาการที่เกิดขึ้นในสายวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิตที่ก าลังศึกษา (Chantangsi and Leander, 2010)  

งานวิจัยครั้งนี้จึงน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาประยุกต์ใช้ในการระบุกลุ่ม สกุล และชนิด  ตลอดจน
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปรสิตที่ส ารวจพบในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco maculatus จาก
พ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี โดย มาลินี ฉัตรมงคลกุล และคณะ ในปี พ.ศ. 2554  นอกจากนี้ยัง
ท าการศึกษาพยาธิสภาพที่อาจมีขึ้นจากปรสิตในเลือดที่ตรวจพบต่อเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดเจ้าบ้าน  
ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยชิ้นนี้จะน าไปสู่ความเข้าใจถึงความสัมพันธ์ระหว่างปรสิตและเจ้าบ้าน และยังเป็น
แนวทางในการช่วยท านายการแพร่กระจายหรือภาวะการระบาดของปรสิต  อันจะเป็นประโยชน์ในการ
ประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ การเกษตร และการอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมอย่างยั่งยืนและมี
ประสิทธิภาพต่อไป 
 

วัตถุประสงคก์ารวิจัย 

 เพ่ือศึกษาข้อมูลทางชีวโมเลกุลและพยาธิสภาพของ Hepatozoon ในกิ้งก่าบินปีกจุด (Draco 
maculatus) ในพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การเก็บตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุดจากพื้นที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 

ท าการเก็บตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุดจากพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 2 ครั้ง ได้แก่ ระหว่าง
วันที่ 19-21 สิงหาคม 2554 และ 27-29 เมษายน 2555 เก็บตัวอย่างได้รวม 8 ตัว  โดยตัวอย่างกิ้งก่าบินที่
เก็บได้มาจากพ้ืนที่ทางเดินส ารวจบริเวณช่องเขาขาด (ภาพที่ 1) 

 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงเส้นทางพ้ืนที่ส ารวจและเก็บตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุด  ทางเดินบริเวณช่องเขาขาด  พ้ืนที่เขา
วังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี 
 
2. การตรวจหาปรสิตในเลือดและพยาธิสภาพที่เกิดกับเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด  

การตรวจหาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดที่จับมาได้  โดยใช้กรรไกรตัดปลายหางเล็กน้อย 
(ประมาณ 1-2 เซนติเมตร จากปลายหาง) (ภาพที่ 2)  บีบไล่เลือดมาที่บริเวณปลายหางและแตะหยดเลือด
ลงบนกระจกสไลด์  ใช้กระจกสไลด์อีกแผ่นไถไปที่หยดเลือดที่อยู่บนกระจกสไลด์เพ่ือท าแผ่นฟิล์มเลือดชนิด
บาง (ภาพที่ 3)  รักษาสภาพเนื้อเยื่อเลือดโดยการจุ่มลงใน methanol 100% (ภาพที่ 4)  จากนั้นย้อมด้วยสี 
Giemsa (1:10 ใน phosphate buffer, pH 7.2) เป็นเวลา 20-30 นาที (ภาพที่ 5)  ล้างสีย้อมออกด้วย
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น้ าประปา  ทิ้งสไลด์ไว้จนแห้ง  แล้วจึงน ามาตรวจดูปรสิตภายใต้กล้องจุลทรรศน์  โดยในขั้นแรกตรวจด้วย
เลนส์ใกล้วัตถุก าลังขยายต่ าก่อนเพื่อหาปรสิตขนาดใหญ่ เช่น trypanosome แล้วจึงปรับมาที่ก าลังขยายสูง
เพ่ือหาปรสิตที่อยู่ภายในเม็ดเลือดแดง  และศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดกับเนื้อเยื่อเลือดและเซลล์เม็ดเลือดจาก
แผ่นฟิล์มเลือดภายใต้กล้องจุลทรรศน์  และค านวณหาค่าความชุก (prevalence) จากสูตร  

 

ค่าความชุก (%)  = จ านวนตัวสัตว์ที่ติดปรสิต/จ านวนตัวสัตว์ที่ตรวจทั้งหมด x 100 
 

 
 

ภาพที่ 2 แสดงการน าตัวอย่างเลือดออกจากกิ้งก่าบินปีกจุดด้วยวิธีการใช้กรรไกรตัดปลายหางเล็กน้อย 
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ภาพที่ 3 แสดงส่วนปลายหางและแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางของกิ้งก่าบินปีกจุด (ลูกศร) ที่เตรียมไว้เพ่ือน าไป
รักษาสภาพและย้อมสีในขั้นต่อไป 
 

 
 

ภาพที่ 4 แสดงการรักษาสภาพแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางของกิ้งก่าบินปีกจุดด้วย methanol 100% 
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ภาพที่ 5 แสดงการย้อมสีแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางของกิ้งก่าบินปีกจุดด้วยสีย้อม Giemsa เป็นเวลา 20-30 
นาท ี จากนั้นจึงล้างสีย้อมออกด้วยน้ าประปา  ทิ้งให้แห้งก่อนน าไปตรวจดูปรสิตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 
3. การศึกษาข้อมูลทางชีวโมเลกุลของ Hepatozoon  
 การศึกษาข้อมูลทางชีวโมเลกุลของ Hepatozoon ที่ด ารงชีวิตเป็นปรสิตในกิ้งก่าบินปีกจุด  ด้วย
การเพ่ิมจ านวนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (small subunit ribosomal DNA หรือ SSU rDNA) มี
รายละเอียดดังนี้ 

3.1 การสกัดดีเอ็นเอของ Hepatozoon โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ MasterPure™ Complete DNA 
& RNA Purifiction Kit ของ EPICENTRE (Madison, WI, USA, Cat. No. MC85200) ซึ่งมีขั้นตอนการ
สกัด ดังนี้   

(1) ใช้กรรไกรที่ผ่านการท าความสะอาดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ตัดปลายหางของกิ้งก่าบินปีก
จุด   

(2) ใช้นิ้วบีบไล่เลือดจากหางของกิ้งก่า  แตะปลายหางที่มีหยดเลือดลงผนังด้านในของหลอดไมโคร
เซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี 2X Tissue and Cell lysis buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร อยู่ (ภาพ
ที่ 6) 

(3) เขย่าผสมตัวอย่างเลือดกับ 2X Tissue and Cell lysis buffer ให้เข้ากัน 
(4) เติมเอนไซม์ proteinase K ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอย่าง และผสมให้เข้ากันบน

เครื่อง vortex mixer 
(5) เติมน้ า ultrapure ลงในตัวอย่างให้ได้ปริมาตรสุทธิ 300 ไมโครลิตร 
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ภาพที่ 6 แสดงการเก็บตัวอย่างเลือดจากกิ้งก่าบินปีกจุดลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
เพ่ือใช้ในการสกัดดีเอ็นเอตรวจหาปรสิต Hepatozoon ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
 

(6) น าหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ที่มีตัวอย่างเลือดไปตั้งบนเครื่องให้ความร้อน (heat block) ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-9 ชั่วโมง และท าการเขย่าเป็นระยะๆ 

(7) น าหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีมีตัวอย่างไปแช่บนน้ าแข็ง  เพ่ือลดอุณหภูมิเป็นเวลา 3-5 นาท ี
(8) ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดสารละลาย MPC protein precipitation ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใส่ลง

ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีมีตัวอย่าง  เขย่าอย่างต่อเนื่องเป็นเวลาอย่างน้อย 10 วินาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เพ่ือตกตะกอนโปรตีน 

(9) ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดส่วนน้ าใสไปใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่  ทิ้ง
ส่วนตะกอนก้นหลอดไป 

(10) ใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูด isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริ
ฟิวก์ท่ีมีตัวอย่างอยู่ กลับหลอดขึ้นลง 30-40 ครั้ง เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ 

(11) น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที แล้วเทส่วนน้ าใสทิ้ง  เหลือส่วนของดีเอ็นเอท่ีตกตะกอนไว้ก้นหลอด 
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(12) เติมเอทานอลความเข้มข้น 75% ลงในหลอดตัวอย่างปริมาตร 500 ไมโครลิตร  เพ่ือล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอ  แล้วใช้ปิเปตต์อัตโนมัติดูดเฉพาะส่วนที่เป็นน้ าใสออก ท าซ้ า 2 ครั้ง 

(13) น าหลอดตัวอย่างไปตั้งโดยเปิดฝาไว้บนเครื่องให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
จนกระท่ังเอทานอลในหลอดระเหยออกไปจนหมด 

(14) เติมสารละลายบัฟเฟอร์ทีอี (Tris EDTA buffer: TE) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร  เพ่ือละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอ  น าตัวอย่างดีเอ็นเอไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  จนกว่าจะใช้ในการท า 
ปฏิกิริยาขั้นต่อไป  

3.2 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส (polymerase chain reaction: PCR) หรือพีซีอาร์ 
(1) น าตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีเตรียมไว้ข้างต้นเป็นแม่พิมพ์ (template) ส าหรับน าไปเพ่ิมปริมาณไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์  โดยใช้ KAPA2GTM Robust HotStart PCR Kit 
(Kapa Biosystems, Inc., Woburn, MA, USA, Cat. No. KK5531)  ไพรเมอร์ (primer) และสภาวะใน
การท าปฏิกิริยา ดังต่อไปนี้ 

[1] 5X KAPA2G Buffer A       5    ไมโครลิตร 
[2] dNTP mix (10 mM each)     0.5    ไมโครลิตร 
[3] Forward primer: SSU-NPF1 (5’-TGCGCTACCTGGTTGATCC-3’)  

ความเข้มข้น 10 µM     2   ไมโครลิตร 
[4] Reverse primer: SSU-R4 (5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3’)  

ความเข้มข้น 10 µM     2 ไมโครลิตร 
[5] ดีเอ็นเอจากข้อ (14)        4 ไมโครลิตร 
[6] PCR grade water      11.3 ไมโครลิตร 
[7] KAPA2G Robust HotStart DNA Polymerase (5 units/µl) 0.2 ไมโครลิตร 
   ปริมาตรสุดท้าย     25 ไมโครลิตร 
น าหลอดพีซีอาร์ที่เติมสารเรียบร้อยแล้วใส่ลงในเครื่อง thermal cycler ที่ตั้งโปรแกรมดังนี้ 

โปรแกรม COIKP50: 
Heat   95 °C เป็นเวลา 3  นาท ี
Denaturation step 95 °C เป็นเวลา  30  วินาที 
Annealing step  50 °C เป็นเวลา  30  วินาที 
Extension step  72 °C เป็นเวลา  1  นาท ี
Final extension step 72 °C เป็นเวลา  10  นาท ี
Hold step  20 °C จนกว่าจะน าปฏิกิริยาออกจากเครื่อง 

 (2) น าปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่ได้จากการท าปฏิกิริยาครั้งแรก (primary PCR) ข้างต้นไปใช้เป็นแม่พิมพ์
ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ขั้นต่อไป (secondary PCR)  โดยเติมสารในการท าปฏิกิริยาตามล าดับ ดังนี้ 

[1] 5X KAPA2G Buffer A       5    ไมโครลิตร 
[2] dNTP mix (10 mM each)     0.5    ไมโครลิตร 

45 รอบ 
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[3] Forward primer: SSU-NPF1 (5’-TGCGCTACCTGGTTGATCC-3’)  
ความเข้มข้น 10 µM     2   ไมโครลิตร 

[4] Reverse primer: SSU-Api1738R (5’-GACCTGTTRTWGCCTHAMRCTTCC-3’)  
ความเข้มข้น 10 µM     2 ไมโครลิตร 

[5] ดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ครั้งแรกข้างต้น   1 ไมโครลิตร 
[6] PCR grade water      14.3 ไมโครลิตร 
[7] KAPA2G Robust HotStart DNA Polymerase (5 units/µl) 0.2 ไมโครลิตร 
   ปริมาตรสุดท้าย     25 ไมโครลิตร 

โปรแกรม COIKP55: 
น าหลอดพีซีอาร์ที่เติมสารเรียบร้อยแล้วใส่ลงในเครื่อง thermal cycler ที่ตั้งโปรแกรมดังนี้ 

Heat   95 °C เป็นเวลา 3  นาท ี
Denaturation step 95 °C เป็นเวลา  30  วินาที 
Annealing step  55 °C เป็นเวลา  30  วินาที 
Extension step  72 °C เป็นเวลา  1  นาท ี
Final extension step 72 °C เป็นเวลา  10  นาท ี
Hold step  20 °C จนกว่าจะน าปฏิกิริยาออกจากเครื่อง 

 โดยยีนและช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกเพ่ิมจ านวนขึ้นมา คือ บริเวณ ribosomal DNA (rDNA) ที่
ประกอบด้วย ยีน 18S หรือ SSU rDNA (small subunit ribosomal DNA) ซึ่งมีขนาดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
ได้จากไพรเมอร์ SSU-NPF1 และ SSU-R4 ประมาณ 1,800 คู่เบส (base pair: bp) และจากไพรเมอร์ 
SSU-NPF1 และ SSU-Api1738R ประมาณ 1,450 คู่เบส  

(3) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากข้อ (1) และ (2) โดยการสกัดแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 
(agarose gel electrophoresis) ใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 0.8% และสารละลายบัฟเฟอร์ทีเออี 
(Tris Acetate EDTA buffer: TAE)  พร้อม molecular marker ชนิด 1 kb plus (Invitrogen, Grand 
Island, NY, USA, Cat. No. 10787-018)  โดยตั้งค่าแรงเคลื่อนไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ี

(4) หลังจากครบ 30 นาที  น าแผ่นเจลไปย้อมในสารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 10 
นาที   

(5) ล้างสารละลาย ethidium bromide ส่วนเกินออกโดยน าแผ่นเจลไปแช่ในน้ ากลั่นเป็นเวลา 10 
นาท ี จากนั้นตรวจดูผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ภายใต้แสงยูวี  พร้อมบันทึกภาพ 

(6) ท าปฏิกิริยาซ้ าในข้อ (1)-(5) เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความเข้มข้นมากพอเพ่ือใช้ในการ
โคลนยีนลงไปในแบคทีเรียต่อไป 

(7) น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ทั้งหมดจากข้อ (6) ไปสกัดแยกด้วยกระแสไฟฟ้าใน agarose gel ที่ความ
เข้มข้น 0.8% และสารละลายบัฟเฟอร์ทีเออีตามข้อ (3)  จากนั้นน าแผ่นเจลไปย้อมตามข้อ (4)-(5)   

(8) น าแผ่นเจลไปตรวจดูภายใต้แสงยูวีและใช้ใบมีดที่สะอาดตัดเอาเฉพาะเจลในส่วนที่มีแถบดีเอ็น
เอขนาดที่ต้องการใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้วขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

45 รอบ 
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3.3 การท าความสะอาดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วย UltraClean™ 15 DNA Purification Kit (MO BIO 
Laboratories, Inc., CA, USA, Cat. No. 12100-300) 

(1) เติม ULTRA SALT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ที่มีแถบเจลดีเอ็นเอขนาดที่
ต้องการบรรจุอยู่  ผสมให้เข้ากัน 

(2) น าหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ไปตั้งบนเครื่องให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 10-15 นาที ทิ้งไว้ให้เจลละลายจนหมด  น าหลอดออกจากเครื่องให้ความร้อน  ทิ้งไว้ให้เย็นลงที่
อุณหภูมิห้อง 

(3) ใส่ ULTRA BIND ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ลงในสารละลายเจลข้อ (2) ผสมให้เข้ากันโดยกลับ
หลอดไปมาเป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาท ี

(4) น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนน้ าใสทิ้งและเก็บ
ส่วนตะกอน ULTRA BIND ที่ก้นหลอดไว้ 

(5) เติม ULTRA WASH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์  ดูดสารขึ้นลงให้ 
ULTRA WASH ผสมกับ ULTRA BIND จนไม่เหลือส่วนของ ULTRA BIND เป็นตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด 

(6) น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนน้ าใสทิ้งและเก็บ
ส่วนตะกอน ULTRA BIND ที่ก้นหลอดไว้ 

(7) ท าซ้ าในข้อ (5) และ (6) 
(8) น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  จากนั้นใช้ปิเปตต์

อัตโนมัติดูดส่วน ULTRA WASH ที่เหลืออยู่ในหลอดออกจนหมด 
(9) น าหลอดตัวอย่างไปตั้งโดยเปิดฝาไว้บนเครื่องให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

จนกระท่ัง ULTRA WASH ในหลอดระเหยออกไปจนหมด  ประมาณ 5 นาท ี
(10) ละลายดีเอ็นเอออกจาก ULTRA BIND โดยเติมน้ า ultrapure water ปริมาตร 15 ไมโครลิตร  

ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกันให้เข้ากับ ULTRA BIND  จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 นาท ี
(11) น าหลอดตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  จากนั้นใช้ปิ

เปตต์อัตโนมัติดูดส่วนน้ าใสที่มีดีเอ็นเอละลายอยู่ไปใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์หลอดใหม่  ระวังอย่าให้ส่วน
ของ ULTRA BIND ดูดติดมากับส่วนน้ าใส 

(12) น าตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้เก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  จนกว่าจะใช้ในการท า 
ปฏิกิริยาขั้นต่อไป  

3.4 การโคลนยีน SSU rDNA ของ Hepatozoon ที่เพ่ิมจ านวนได้  โดยใช้ชุดโคลนนิ่ง 
StrataClone™ PCR Cloning Kit (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA, Cat. No. 
240205) ซึ่งมีข้ันตอน ดังนี้   

(1) เติมสารต่อไปนี้ตามล าดับลงในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
- StrataClone™ Cloning Buffer 3 ไมโครลิตร 
- ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ท าความสะอาดแล้วของยีน SSU rDNA 2 ไมโครลิตร 
- StrataClone™ Vector Mix 1 ไมโครลิตร 
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      ผสมให้เข้ากันเบาๆ  แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี
(2) เมื่อครบ 5 นาทีแล้ว  น าหลอดปฏิกิริยาไปตั้งบนน้ าแข็ง 
(3) น าหลอด StrataClone SoloPack competent cells ออกจากตู้ให้ความเย็น -80 องศา

เซลเซียส และวางบนน้ าแข็งจนละลาย 
(4) ดูดปฏิกิริยาในข้อ (1) เติมลงใน StrataClone SoloPack competent cells ที่ละลายแล้ว  

ผสมให้เข้ากันเบาๆ  ตั้งไว้บนน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 
(5) heat shock ปฏิกิริยาในข้อ (4) ใน water bath ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 

วินาที  
(6) น าหลอดตัวอย่างไปวางบนน้ าแข็งทันที  และท้ิงไว้เป็นเวลา 2 นาที  
(7) เติมสารละลาย SOC ที่อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ลงในหลอดตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร 
(8) น าหลอดตัวอย่างไปเขย่าในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
(9) หลังจาก 1 ชั่วโมง ดูดปฏิกิริยาในข้อ (8) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ใส่ลงในจานเพาะเชื้อที่มี 

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (LB agar) ซึ่งมียาปฏิชีวนะ ampicillin อยู่และเติม  X-gal  2% ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ก่อนหน้านี้  เกลี่ย (spread) ปฏิกิริยาให้ทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อ   

(10) ท าซ้ าในข้อ (9) กับปฏิกิริยาที่เหลืออยู่ในจานเพาะเชื้อใหม่ 
(11) บ่มจานเพาะเชื้อทั้งสองในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลาอย่างน้อย 18 ชั่วโมง 
(12) ตรวจดูโคโลนีขาวและโคโลนีน้ าเงินหลังจากบ่มปฏิกิริยาไว้ข้ามคืน  โดยโคโลนีของแบคทีเรียที่

มีสีขาวจะมีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอท่ีใส่เข้าไปอยู่ 
3.5 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสหรือพีซีอาร์จากโคโลนีของแบคทีเรีย (colony PCR) 
(1) ใช้ไม้จิ้มฟันที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อแล้ว  จิ้มที่โคโลนีของแบคทีเรียที่มีสีขาว 
(2) น าไม้จิ้มฟันในข้อ (1) ไปแกว่งในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ที่มีน้ า ultrapure water อยู่ 10 

ไมโครลิตร 
(3) ท าซ้ าในข้อ (1) และ (2) กับโคโลนีของแบคทีเรียที่มีสีขาว 6-8 โคโลนี 
(4) ท าให้เซลล์แบคทีเรียแตก  โดยการน าหลอดตัวอย่างใส่ลงในเครื่อง thermal cycler ที่ตั้ง

อุณหภูมิไว้ที่ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที 
(5) ใช้สารละลายในข้อ (4) เป็นแม่พิมพ์ส าหรับน าไปเพ่ิมปริมาณไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal 

DNA) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์  โดยใช้ GeNeiTM Red Dye PCR Master Mix (2X) (Merck Ltd., Klongtoey, 
Bangkok, Thailand, Cat. No. 61060210003)  ไพรเมอร์ (primer) และสภาวะในการท าปฏิกิริยา 
ดังต่อไปนี้ 

[1] GeNeiTM Red Dye PCR Master Mix (2X)   5    ไมโครลิตร 
[2] Forward primer: T3 (5’- ATTAACCCTCACTAAAG-3’)  

ความเข้มข้น 10 µM     1   ไมโครลิตร 
[3] Reverse primer: T7 (5’- AATACGACTCACTATAG-3’)  

ความเข้มข้น 10 µM     1 ไมโครลิตร 
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[4] ดีเอ็นเอจากข้อ (4)        2 ไมโครลิตร 
[5] PCR grade water      1 ไมโครลิตร 
   ปริมาตรสุดท้าย     10 ไมโครลิตร 
น าหลอดพีซีอาร์ที่เติมสารเรียบร้อยแล้วใส่ลงในเครื่อง thermal cycler ที่ตั้งโปรแกรมดังนี้ 

โปรแกรม BAC50: 
Heat   95 °C เป็นเวลา 5 นาท ี
Denaturation step 95 °C เป็นเวลา  1  นาท ี
Annealing step  50 °C เป็นเวลา  1  นาท ี
Extension step  72 °C เป็นเวลา  1:30  นาท ี
Final extension step 72 °C เป็นเวลา  10  นาท ี
Hold step  20 °C จนกว่าจะน าปฏิกิริยาออกจากเครื่อง 

(6) ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้โดยการสกัดแยกด้วยกระแสไฟฟ้าเช่นเดียวกับ 3.2 ข้อที่ (3)-(5) 
(7) ในกรณีที่โคโลนีที่ถูกเลือกมียีนที่ต้องการโคลนอยู่ให้ท าซ้ าในข้อ (5)-(6) ให้ได้ผลิตภัณฑ์ ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร หรือให้มีความเข้มของแถบดีเอ็นเอเพียงพอในการส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
3.6 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ของยีนที่ต้องการด้วยไพรเมอร์ที่เหมาะสม  

โดยใช้เทคนิคการหาล าดับนิวคลีไทด์อัตโนมัติแบบธรรมดา (normal automatic sequencing) ด้วยเครื่อง 
3730XL DNA sequencer  โดยท าการส่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสหรือผลิตภัณฑ์พีซี
อาร์ในข้อ 3.5 (7) ไปยังบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี  เพ่ือท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

3.7 การตรวจดูล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยโปรแกรม FinchTV (©PerkinElmer, Inc.) และ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้โดยน าไปเทียบเบื้องต้นกับฐานข้อมูลของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้ โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
(http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi)  เพ่ือช่วยในการจัดจ าแนกและระบุชนิดของ Hepatozoon 
ที่ส ารวจพบ  ร่วมกับการตรวจทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

3.8 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis) เวอร์ชั่น 5 (Tamura et al., 2011), jModelTest (Posada, 2008), MrBayes version 3.2 
(Huelsenbeck and Ronquist, 2001; Ronquist and Huelsenbeck, 2003) และ phyML 3.0 
(Guindon et al., 2010; Guindon and Gascuel, 2003) 
 

35 รอบ 
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ผลการศึกษา 

1. ปรสิตในเลือดและพยาธิสภาพที่เกิดกับเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco maculatus  
จากการเก็บตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุดจ านวน 2 ครั้ง คือ ในเดือนสิงหาคม 2554 และเดือนเมษายน 

2555 สามารถเก็บตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุดจากพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี ได้รวมทั้งหมดจ านวน 8 
ตัว (ภาพที่ 7) การตรวจปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินที่จับได้โดยวิธีการท าแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางและย้อม
ด้วยสี Giemsa  พบปรสิตโปรโตซัว 2 สกุล ได้แก่ สกุล Hepatozoon (ภาพที่ 8) และ Trypanosoma 
(ภาพที่ 9)  โดยคิดเป็นค่าเปอร์เซ็นต์ความชุกของปรสิตในแต่ละสกุลดังแสดงในตารางที่ 1  นอกจากนี้ใน
กิ้งก่าบินปีกจุดที่จับได้บางตัวแสดงการติดปรสิตโปรโตซัวทั้ง 2 สกุลพร้อมกันในกระแสเลือด (ภาพที่ 10) 
 

 

ภาพที่ 7 แสดงลักษณะทั่วไปของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco maculatus A: กิ้งก่าบินปีกจุด (ภาพในกรอบ
สี่เหลี่ยม) ขณะที่ก าลังเกาะอยู่บนต้นไม้  โดยมีการพรางตัวให้ล าตัวมีสีน้ าตาลกลืนกับสีของเปลือกไม้; B: 
ภาพจากด้านหลังของกิ้งก่าบินปีกจุด แสดงลักษณะลวดลายและสีของผิวหนังข้างล าตัวที่แผ่ออกคล้ายปีก  
โดยโครงสร้างนี้ช่วยพยุงตัวในขณะที่มีการร่อนของกิ้งก่าจากที่หนึ่งไปยังอีกที่หนึ่ง; C: ภาพจากด้านท้องของ
กิ้งก่าบินปีกจุด  แสดงจุดสีน้ าตาลด าที่บริเวณใต้โครงสร้างผิวหนังที่มีลักษณะคล้ายปีก (ภาพจากสุวิชา ธง
พานิช, 2554) 
 

ปรสิต Hepatozoon sp. ที่พบในกระแสเลือดของกิ้งก่าบินเป็นปรสิตในระยะแกมีโตไซท์ 
(gametocyte) เซลล์มีนิวเคลียสอยู่กลางเซลล์และมีเปลือกหุ้ม (parasitophorous vacuole) อยู่ภายใน
เซลล์เม็ดเลือดแดง  ลักษณะปรสิตที่พบมีรูปร่างแบ่งออกได้เป็น 2 แบบ ได้แก่ แบบที่ 1 เปลือกหุ้มมีลักษณะ
ยาวตรง และปลายไม่โค้งงอ วัดขนาดความยาวและความกว้างของเปลือกหุ้มและเชื้อที่อยู่ภายในได้เท่ากับ 
15.6-18.2 x 2.6-3.1 µm และ 10.0 x 2.0 µm ตามล าดับ และ แบบที่ 2 เปลือกหุ้มมีลักษณะกว้างและ
ปลายโค้งงอ วัดขนาดความยาวและความกว้างของเปลือกหุ้มและเชื้อที่อยู่ภายในได้เท่ากับ 18.4-24.8 x 
3.5-5.7 µm และ 7.5-8.0 x 2.5-3.0 µm ตามล าดับ (ภาพที่ 8)  
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ภาพที่ 8 แสดงปรสิต Hepatozoon sp. ในระยะแกมีโตไซท์ (gametocyte) แบบที่ 1 (ลูกศร) และ แบบที่ 
2 (หัวลูกศร) ที่พบในเลือดของก้ิงก่าบินปีกจุดที่จับได้จากพ้ืนที่เขาวังเขมร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 แสดงปรสิต Trypanosoma sp. ที่พบในกระแสเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด  ด้านข้างของเซลล์มี
โครงสร้างที่ใช้ในการเคลื่อนที่ เรียกว่า undulating membrane (ลูกศร) และบริเวณ kinetoplast (หัว
ลูกศร) ย้อมติดสีแดง (scale bar = 10 ไมครอน) 
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ตารางที่ 1 การติดปรสิตในเลือดและค่าความชุกของปรสิตที่พบในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco 
maculatus ในพ้ืนที่เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี  
 

วันที่เก็บตัวอย่าง 
จ านวน

กิ้งก่าบินที่
ศึกษา (ตัว) 

จ านวน 
กิ้งก่าบินที่ติด
ปรสิต (ตัว) 

ความชุก 
(%) 

ความชุก (%)/จ านวนที่ติดปรสิต 
(ตัว) 

Hepatozoon Trypanosoma 

19-21 สิงหาคม 2554 4 3 75 75/3 25/1 

27-28 เมษายน 2555 4 3 75 75/3 25/1 

รวม 8 6 75 75/6 25/2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 แสดงแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางของกิ้งก่าบินปีกจุดที่ตรวจพบว่ามีการติดเชื้อปรสิตทั้ ง 
Hepatozoon sp. (ลูกศร) และ Trypanosoma sp. (หัวลูกศร) พร้อมกัน  
 

ปรสิต Trypanosoma sp. ที่พบในกระแสเลือดของกิ้งก่าบินเป็นปรสิตในระยะ trypomastigote 
เซลล์มีนิวเคลียสเป็นแถบอยู่ริมเซลล์  บริเวณด้านข้างของตัวเซลล์มี undulating membrane ซึ่งมีแฟลก
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เจลลัมใช้ในการเคลื่อนที่ติดอยู่  ด้านท้ายของเซลล์มีโครงสร้างที่เรียกว่า kinetoplast เป็นจุดย้อมติดสีแดง
เข้มชัดเจน  เซลล์มีขนาดความยาวและความกว้างประมาณ 35.6-45.8 x 3.3-10.0 µm ตามล าดับ (ภาพที่ 
9 และ 10) 
 การศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดจากปรสิตต่อเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดที่ติดปรสิต Hepatozoon 
sp. ระยะแกมีโตไซท์ (gametocyte) ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง พบว่า เซลล์เม็ดเลือดแดงที่มีเชื้ออยู่ภายใน
จะมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ  ไซโตพลาสมติดสีจาง  นอกจากนี้นิวเคลียสของเซลล์เม็ดเลือด
แดงที่ติดเชื้อจะมีขนาดใหญ่ขึ้นและในบางเซลล์พบว่านิวเคลียสจะถูกแยกออกเป็น 2 ส่วน  ยิ่งไปว่านั้นตัว
เซลล์ของเชื้อปรสิต Hepatozoon sp. จะเบียดนิวเคลียสของเซลล์เม็ดเลือดแดงไปอยู่ริมเซลล์  พยาธิสภาพ
ที่เห็นได้ชัดเจนในเซลล์เม็ดเลือดแดงที่มีเชื้อปรสิตอยู่ภายในอีกประการหนึ่งก็คือ เยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เม็ด
เลือดแดงจะปรากฏเป็นขอบเขตไม่ชัดเจนต่างจากเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ไม่ติดปรสิต (ภาพที่ 
8 และ 11)  อย่างไรก็ดี  ในกิ้งก่าบินปีกจุดที่ติดปรสิต Trypanosoma sp. ยังไม่พบพยาธิสภาพที่เกิดจาก
การติดปรสิตชนิดนี้  เนื่องจากปรสิตอาศัยอยู่นอกเซลล์เม็ดเลือดแดง  ไม่ได้ไปเจริญภายในเซลล์เม็ดเลือด
แดงเหมือนกับ Hepatozoon sp.     

 

ภาพที่ 11 แสดงแผ่นฟิล์มเลือดชนิดบางและพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดที่มีการติดเชื้อ
ปรสิต Hepatozoon sp. ภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงจ านวนมาก โดยนิวเคลียสของเซลล์ที่ติดปรสิตจะมี
ขนาดใหญ่กว่าปกติและต าแหน่งของนิวเคลียสจะถูกเบียดชิดไปอยู่ริมเซลล์  (หัวลูกศร) อีกทั้งเยื่อหุ้มเซลล์
ของเซลล์เม็ดเลือดแดงที่สลายไปเห็นขอบเขตไม่ชัดเจน  
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2. การศึกษาข้อมูลทางชีวโมเลกุลของปรสิต Hepatozoon ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุด 
การศึกษาตัวอย่าง Hepatozoon sp. ในระดับอณูชีววิทยาที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดที่เก็บจากพ้ืนที่

เขาวังเขมร จังหวัดกาญจนบุรี  ในเดือนสิงหาคม 2554 (มาลินี ฉัตรมงคลกุล และ คณะ 2554)  โดยท าการ
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด จ านวน 3 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบว่าติดเชื้อปรสิต 
Hepatozoon sp. ด้วยการตรวจเลือดและย้อมด้วยสี Giemsa ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ
แบบใช้แสง และทดลองเพ่ิมจ านวนยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (SSU rDNA) โดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลิเมอร์เรส และหาสภาวะในการท าปฏิกิริยาที่เหมาะสม พบว่า ไพรเมอร์ทั้ง 3 ตัว ได้แก่ SSU-NPF1, 
SSU-Api1738R และ SSU-R4  ตลอดจนสภาวะในการท าปฏิกิริยา คือ โปรแกรมที่ตั้งในเครื่อง thermal 
cycler ได้แก่ COIKP50 ส าหรับคู่ไพรเมอร์ SSU-NPF1 กับ SSU-R4 และ COIKP55 ส าหรับคู่ไพรเมอร์ 
SSU-NPF1 กับ SSU-Api1738R สามารถใช้ในการเพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ SSU rDNA ขนาดประมาณ 
1,800 คู่เบสจากไพรเมอร์คู่แรก (ภาพที่ 12) และขนาดประมาณ 1,450 คู่เบสจากไพรเมอร์คู่หลังได้ (ภาพที่ 
13)  โดยหนึ่งในไพรเมอร์คู่หลังนี้ คือ SSU-Api1738R ได้ถูกออกแบบมาเพ่ือให้มีความจ าเพาะเจาะจงใน
การเพ่ิมจ านวนยีน SSU rDNA ของโพรติสต์ในกลุ่ม Apicomplexa ซึ่งมี Hepatozoon เป็นหนึ่งในสมาชิก
ของจุลชีพกลุ่มนี้ 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 12 แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (หัวลูกศร) ที่เพ่ิมจ านวนได้ด้วยไพร
เมอร์ SSU-NPF1 กับ SSU-R4 ขนาดประมาณ 1,800 คู่เบส จากตัวอย่างเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco 
maculatus ที่ติดปรสิต 3 ตัวอย่าง ซึ่งจับเมื่อวันที่ 19-21 สิงหาคม 2554: ช่องที่ 1 คือ 1 kb molecular 
marker (ลูกศรด้านบนแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 2,000 คู่เบสและลูกศรด้านล่างแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 
1,650 คู่เบส) ช่องที่ 2-4 คือ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,800 
คู่เบส ของ Draco maculatus ตัวที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ  โดยพบว่าการท าปฏิกิริยาในครั้งนี้ยังไม่
สามารถเพ่ิมปริมาณยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ D. maculatus ตัวที่ 3 ได้  จึงไม่เห็นแถบดี
เอ็นเอปรากฏบนเจล 
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ภาพที่ 13 แสดงผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (หัวลูกศร) ที่เพ่ิมจ านวนได้ด้วยไพร
เมอร์ SSU-NPF1 กับ SSU-Api1738R ขนาดประมาณ 1,450 คู่เบส จากตัวอย่างเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด 
Draco maculatus 3 ตัวอย่าง โดยใช้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ครั้งแรกที่ได้จากไพรเมอร์ SSU-NPF1 กับ SSU-R4 
เป็นแม่พิมพ์ของการท าปฏิกิริยาครั้งที่ 2 ด้วยไพรเมอร์ SSU-NPF1 กับ SSU-Api1738R: ช่องที่ 1 คือ 1 kb 
molecular marker (ลูกศรด้านบนแสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 2,000 คู่เบสและลูกศรด้านล่างแสดงแถบดีเอ็น
เอขนาด 1,650 คู่เบส) ช่องที่ 2-4 คือ ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1,450 คู่เบส ของ Draco maculatus ตัวที่ 1, 2 และ 3 ตามล าดับ  โดยพบว่าการท าปฏิกิริยาใน
ครั้งนี้ยังคงไม่สามารถเพ่ิมปริมาณยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ D. maculatus ตัวที่ 3 ได้  จึง
ไม่เห็นแถบดีเอ็นเอปรากฏบนเจล   

 
จากตัวอย่างกิ้งก่าบินปีกจุดที่จับได้จากการออกเก็บตัวอย่าง 2 ครั้ง ในเดือนสิงหาคม 2554 และ

เดือนเมษายน 2555 จ านวนรวม 8 ตัวอย่าง  พบกิ้งก่าบินปีกจุดที่ติดปรสิต Hepatozoon sp. จ านวน 6 
ตัวอย่าง  การเพ่ิมจ านวนยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสด้วยไพร
เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อปรสิต Hepatozoon sp. ในตัวอย่างทั้ง 6 สามารถเพ่ิมจ านวนได้ผลิตภัณฑ์แถบดี
เอ็นเอของยีนที่ต้องการดังกล่าวทั้งหมด 5 ตัวอย่าง  หลังจากได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ขนาดที่ต้องการแล้ว  จึงท า
ความสะอาดผลิตภัณฑ์ดังกล่าวให้บริสุทธิ์  และท าการโคลนยีนที่บริสุทธิ์นี้ลงไปในแบคทีเรีย  เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณยีนก่อนส่งผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์  เพ่ือยืนยันว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพ่ิมจ านวนได้นั้น
เป็นยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอตามที่ต้องการจริง  โดยท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีนที่ใส่ลง
ไปในแบคทีเรียอย่างน้อย 2-3 โคลน  ด้วยไพรเมอร์ของพาหะที่ใช้ในการโคลนยีน (cloning vector 
primer) T3 และ T7 
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ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจ านวน 5 ตัวอย่างที่สามารถเพ่ิมจ านวน
ได้นั้น  สามารถใส่เข้ากับพลาสมิดพาหะและน าสู่แบคทีเรียได้จ านวน 2 ตัวอย่าง (กิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 
และก้ิงก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 จากการเก็บตัวอย่างในเดือนสิงหาคม 2554)  จากนั้นได้ท าการหาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์จากยีนที่ใส่ลงไปในแบคทีเรียอย่างน้อย 2-3 โคลน เพ่ือยืนยันว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เพ่ิมจ านวนได้นั้น
เป็นยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอตามท่ีต้องการจริง  ด้วยไพรเมอร์ของพาหะที่ใช้ในการโคลนยีน T3 
และ T7 ดังที่กล่าวไว้ข้างต้น 

การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยโปรแกรม FinchTV เพ่ือเช็คสัญญาณอ่านล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ว่าอยู่ในลักษณะที่ดีอ่านได้ถูกต้องและแก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านผิดพลาด  จากนั้นจึงน าล าดับนิวคลี
โอไทด์ที่ให้สัญญาณดีและถูกต้องไปใช้ในการทดลองระบุสกุลของปรสิตที่ได้จากตัวอย่างเลือดของกิ้งก่าบิน
ปีกจุดกับฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) (ภาพที่ 14)  โดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' ไปยัง 3' ของปรสิตที่ได้
จากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 จ านวน 1,417 คู่เบส ทั้ง 3 โคลน ได้แก่ DmBL1C3, DmBL1C4 และ 
DmBL1C6 และกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 จ านวน 1,417 คู่ เบส ทั้ง 2 โคลน ได้แก่ DmBL3C1-3 และ 
DmBL3C11-2  ดังแสดงข้างล่าง   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 แสดงผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่ได้จาก
ปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 จ านวน 1,417 คู่เบส โคลน DmBL1C3 กับฐานข้อมูลของ NCBI 
โดยใช้โปรแกรม BLAST แสดงให้เห็นว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่ได้จากการศึกษาในครั้ง
นี้มีความคล้ายคลึงถึง 99% กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของ Hepatozoon 
ayorgbor ที่ติดเชื้อได้ในงูหลาม Python regius และ Hepatozoon spp. ที่ไม่ได้ระบุชนิดอีกหลายสาย
พันธุ์  
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ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' ไปยัง 3' ของ
ปรสิตที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 จ านวน 1,417 คู่เบส ทั้ง 3 โคลน  โดยล าดับนวิคลีโอไทด์จากท้ัง 3 
โคลนนี้มีความคล้ายคลึงกันสูงมากมีเพียง 4 ต าแหน่ง จาก 1,417 คู่เบส คือ ต าแหน่งที่ 106, 163, 458 
และ 1,386 เท่านั้น (แสดงเป็นตัวหนาและขีดเส้นใต้ก ากับ) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกัน 

 
DmBL1C3  TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

DmBL1C4  TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

DmBL1C6  TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

 

DmBL1C3  ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

DmBL1C4  ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

DmBL1C6  ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

 

DmBL1C3  TTTCTCTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

DmBL1C4  TTTCTTTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

DmBL1C6  TTTCTTTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

 

DmBL1C3  AATACATGAG TAAATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

DmBL1C4  AATACATGAG TACATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

DmBL1C6  AATACATGAG TAAATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

 

DmBL1C3  TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

DmBL1C4  TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

DmBL1C6  TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

 

DmBL1C3  ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

DmBL1C4  ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

DmBL1C6  ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

 

DmBL1C3  ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

DmBL1C4  ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

DmBL1C6  ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

 

DmBL1C3  TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

DmBL1C4  TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

DmBL1C6  TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

 

DmBL1C3  CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

DmBL1C4  CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

DmBL1C6  CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

 

DmBL1C3  TAAGAGAGGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   

DmBL1C4  TAAGAGAAGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   

DmBL1C6  TAAGAGAGGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   

 

DmBL1C3  GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

DmBL1C4  GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

DmBL1C6  GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

 

DmBL1C3  GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   

DmBL1C4  GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   

DmBL1C6  GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   
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DmBL1C3  TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

DmBL1C4  TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

DmBL1C6  TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

 

DmBL1C3  CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

DmBL1C4  CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

DmBL1C6  CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

 

DmBL1C3  AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GTAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

DmBL1C4  AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GTAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

DmBL1C6  AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GTAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

 

DmBL1C3  TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

DmBL1C4  TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

DmBL1C6  TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

 

DmBL1C3  ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

DmBL1C4  ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

DmBL1C6  ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

 

DmBL1C3  TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

DmBL1C4  TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

DmBL1C6  TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

 

DmBL1C3  ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

DmBL1C4  ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

DmBL1C6  ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

 

DmBL1C3  GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG 1000  

DmBL1C4  GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG 1000  

DmBL1C6  GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG 1000  

 

DmBL1C3  AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA 1050  

DmBL1C4  AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA 1050  

DmBL1C6  AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA 1050  

 

DmBL1C3  GATTGGAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC 1100  

DmBL1C4  GATTGGAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC 1100  

DmBL1C6  GATTGGAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC 1100  

 

DmBL1C3  AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG 1150  

DmBL1C4  AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG 1150  

DmBL1C6  AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG 1150  

 

DmBL1C3  GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC 1200  

DmBL1C4  GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC 1200  

DmBL1C6  GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC 1200  

 

DmBL1C3  TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT 1250  

DmBL1C4  TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT 1250  

DmBL1C6  TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT 1250  
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DmBL1C3  GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT 1300  

DmBL1C4  GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT 1300  

DmBL1C6  GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT 1300  

 

DmBL1C3  GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT 1350  

DmBL1C4  GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT 1350  

DmBL1C6  GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT 1350  

 

DmBL1C3  GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTATTTCT TAGAAGGACT 1400  

DmBL1C4  GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTACTTCT TAGAAGGACT 1400  

DmBL1C6  GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTACTTCT TAGAAGGACT 1400  

 

DmBL1C3  TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

DmBL1C4  TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

DmBL1C6  TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

 

 

ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' ไปยัง 3' ของ
ปรสิตที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 จ านวน 1,417 คู่เบส ทั้ง 2 โคลน  โดยล าดับนวิคลีโอไทด์จากท้ัง 2 
โคลนนี้มีความคล้ายคลึงกันสูงมากมีเพียง 2 ต าแหน่ง จาก 1,417 คู่เบส คือ ต าแหน่งที่ 732 และ 1,056 
เท่านั้น (แสดงเป็นตัวหนาและขีดเส้นใต้ก ากับ) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกัน 
 

DmBL3C1-3   TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

DmBL3C11-2  TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

 

DmBL3C1-3   ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

DmBL3C11-2  ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

 

DmBL3C1-3   TTTCTTTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

DmBL3C11-2  TTTCTTTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

 

DmBL3C1-3   AATACATGAG TACATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

DmBL3C11-2  AATACATGAG TACATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

 

DmBL3C1-3   TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

DmBL3C11-2  TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

 

DmBL3C1-3   ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

DmBL3C11-2  ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

 

DmBL3C1-3   ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

DmBL3C11-2  ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

 

DmBL3C1-3   TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

DmBL3C11-2  TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

 

DmBL3C1-3   CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

DmBL3C11-2  CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

 

DmBL3C1-3   TAAGAGAGGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   

DmBL3C11-2  TAAGAGAGGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   
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DmBL3C1-3   GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

DmBL3C11-2  GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

 

DmBL3C1-3   GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   

DmBL3C11-2  GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   

 

DmBL3C1-3   TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

DmBL3C11-2  TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

 

DmBL3C1-3   CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

DmBL3C11-2  CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

 

DmBL3C1-3   AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GCAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

DmBL3C11-2  AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GTAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

 

DmBL3C1-3   TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

DmBL3C11-2  TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

 

DmBL3C1-3   ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

DmBL3C11-2  ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

 

DmBL3C1-3   TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

DmBL3C11-2  TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

 

DmBL3C1-3   ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

DmBL3C11-2  ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

 

DmBL3C1-3   GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG  1000  

DmBL3C11-2  GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG  1000  

 

DmBL3C1-3   AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA  1050  

DmBL3C11-2  AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA  1050  

 

DmBL3C1-3   GATTGGAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC  1100  

DmBL3C11-2  GATTGAAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC  1100  

 

DmBL3C1-3   AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG  1150  

DmBL3C11-2  AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG  1150  

 

DmBL3C1-3   GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC  1200  

DmBL3C11-2  GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC  1200  

 

DmBL3C1-3   TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT  1250  

DmBL3C11-2  TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT  1250  

 

DmBL3C1-3   GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT  1300  

DmBL3C11-2  GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT  1300  

 

DmBL3C1-3   GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT  1350  

DmBL3C11-2  GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT  1350  

 

DmBL3C1-3   GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTACTTCT TAGAAGGACT  1400  

DmBL3C11-2  GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTACTTCT TAGAAGGACT  1400  
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DmBL3C1-3   TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

DmBL3C11-2  TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

 
 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' 
ไปยัง 3' ของปรสิต Hepatozoon sp. ที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 ทั้งสามสายพบความแตกต่างจ านวน 
4 ต าแหน่งจากล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1,417 คู่เบส คิดเป็นค่าความแตกต่าง p-distance เฉลี่ยเท่ากับ 
0.1882% และค่าความแตกต่างโดยใช้ Kimura 2-parameter model เฉลี่ยเท่ากับ 0.1885%  ส าหรับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจากปลาย 5' ไปยัง 3' ของปรสิต 
Hepatozoon sp. ที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 เมื่อน ามาเปรียบเทียบกันพบว่า  ทั้งสองสายมีความ
แตกต่างกันจ านวน 2 ต าแหน่งจากล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1,417 คู่เบส คิดเป็นค่าความแตกต่าง p-
distance เท่ากับ 0.1411% และค่าความแตกต่างโดยใช้ Kimura 2-parameter model เท่ากับ 
0.1413%   
 เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอจาก
ปลาย 5' ไปยัง 3' ของปรสิต Hepatozoon sp. ทั้งสามสายที่ได้จากก้ิงก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 และสองสายที่ได้
จากก้ิงก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 พบความแตกต่างจ านวน 6 ต าแหน่งจากล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1,417 คู่เบส 
ได้แก่ ต าแหน่งที่  106, 163, 458, 732, 1,056 และ 1386 ดังแสดงด้านล่าง 
 
DmBL1C3     TGCCAGTAGT CATATGCTTG TCTTAAAGAT TAAGCCATGC ACGTCTAAGT  50    

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  50    

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  50    

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  50    

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  50    

 

DmBL1C3     ATAAGCAAAA ATACAGTAAA ACTGCAAATG GCTCATTACA ACAGTTATAG  100   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  100   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  100   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  100   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  100   

 

DmBL1C3     TTTCTCTGAT AACAAACGTT TACATGGATA ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT  150   

DmBL1C4     .....T.... .......... .......... .......... ..........  150   

DmBL1C6     .....T.... .......... .......... .......... ..........  150   

DmBL3C1-3   .....T.... .......... .......... .......... ..........  150   

DmBL3C11-2  .....T.... .......... .......... .......... ..........  150   

 

DmBL1C3     AATACATGAG TAAATTCTCA ACTGTTTTAA GAAGAGAAGC ATTTATTAGA  200   

DmBL1C4     .......... ..C....... .......... .......... ..........  200   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  200   

DmBL3C1-3   .......... ..C....... .......... .......... ..........  200   

DmBL3C11-2  .......... ..C....... .......... .......... ..........  200   

 

DmBL1C3     TAAAAAACCA ATATATGTTT TTAAAGCATA AAAATTGGTG ATTTACAATA  250   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  250   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  250   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  250   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  250   
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DmBL1C3     ACTAAGCAAA TCGCACAGTG CAAACTAGCG ATAAATCATT CAAGTTTCTG  300   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  300   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  300   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  300   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  300   

 

DmBL1C3     ACCTATCAGC TTTCGACGGT AAGGTATTGG CTTACCGTGG CAGTGACGGT  350   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  350   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  350   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  350   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  350   

 

DmBL1C3     TAACGGGGAA TTAGGGTTCA ATTCCGGAGA GGGAGCCTGA GAAACGGCTA  400   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  400   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  400   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  400   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  400   

 

DmBL1C3     CCACATCTAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCAAT TCTAACAGCA  450   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  450   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  450   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  450   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  450   

 

DmBL1C3     TAAGAGAGGT AGTGACAAGA AATAACAGTA CAAGGCAGTT AAAATGCTTT  500   

DmBL1C4     .......A.. .......... .......... .......... ..........  500   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  500   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  500   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  500   

 

DmBL1C3     GTAATTGGAA TGATAGAAAT TTAAATACTT TTTAAAGTAT CAATTGGAGG  550   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  550   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  550   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  550   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  550   

 

DmBL1C3     GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA TAGCGTATAT  600   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  600   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  600   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  600   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  600   

 

DmBL1C3     TAAAATTGTT GCAGTTAAAA AGCTCGTAGT TGAATTTTTG CTAAAAATAA  650   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  650   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  650   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  650   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  650   

 

DmBL1C3     CCGGTCTGCT TTTATTAATA AAAGTGGTAT CTTGGTGTGT TTTTAGCAAT  700   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  700   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  700   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  700   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  700   
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DmBL1C3     AATGTCCTTT GAAATGTTTT TTACTTTATT GTAAAAAGCA ATTTTCAGGA  750   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  750   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  750   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .C........ ..........  750   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  750   

 

DmBL1C3     TTTTTACTTT GAGAAAATTA GAGTGTTTCA AGCAGGCTAA CGTTTTGAAT  800   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  800   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  800   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  800   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  800   

 

DmBL1C3     ACTGCAGCAT GGAATAATAA AATAGGATTT TAGTTCTACG TTATTGGTTT  850   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  850   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  850   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  850   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  850   

 

DmBL1C3     TAAGAACTAA ATTAATGATT GATAGGAGCA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA  900   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  900   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  900   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  900   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  900   

 

DmBL1C3     ACTGTCAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACACAC TACTGCGAAA  950   

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  950   

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  950   

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  950   

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  950   

 

DmBL1C3     GCATTTGCCA AAGATGTTTT CATTAATCAA GAACGAAAGT TAGGGGATCG  1000  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1000  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1000  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1000  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1000  

 

DmBL1C3     AAGACGATCA GATACCGTCG TAGTCTTAAC TATAAACTAT GCCGACTAGA  1050  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1050  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1050  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1050  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1050  

 

DmBL1C3     GATTGGAGGT CGTCTTTATA AACGACTCCT TCAGCACCTT ACGAGAAATC  1100  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1100  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1100  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1100  

DmBL3C11-2  .....A.... .......... .......... .......... ..........  1100  

 

DmBL1C3     AAAGTCTTTG GGTTCTGGGG GGAGTATGGT CGCAAGGCTG AAACTTAAAG  1150  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1150  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1150  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1150  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1150  
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DmBL1C3     GAATTGACGG AAGGGCACCA CCAGGCGTGG AGCCTGCGGC TTAATTTGAC  1200  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1200  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1200  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1200  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1200  

 

DmBL1C3     TCAACACGGG AAAACTCACC AGGTCCAGAC ATAGAAAGGA TTGACAGATT  1250  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1250  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1250  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1250  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1250  

 

DmBL1C3     GACAGCTCTT TCTTAATTCT ATGGGTGGTG GTGCATGGCC GTTCTTAGTT  1300  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1300  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1300  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1300  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1300  

 

DmBL1C3     GGTGGAGTGA TTTGTCTGGT TAATTCCGTT AACGAACGAG ACCTTAACCT  1350  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .......... ..........  1350  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .......... ..........  1350  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .......... ..........  1350  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .......... ..........  1350  

 

DmBL1C3     GCTAAATAGG GTTAAAAACA TTTGTTTTTG AATTATTTCT TAGAAGGACT  1400  

DmBL1C4     .......... .......... .......... .....C.... ..........  1400  

DmBL1C6     .......... .......... .......... .....C.... ..........  1400  

DmBL3C1-3   .......... .......... .......... .....C.... ..........  1400  

DmBL3C11-2  .......... .......... .......... .....C.... ..........  1400  

 

DmBL1C3     TTGCGTGTTT AACGCAA 1417  

DmBL1C4     .......... ....... 1417  

DmBL1C6     .......... ....... 1417  

DmBL3C1-3   .......... ....... 1417  

DmBL3C11-2  .......... ....... 1417  

 
เมื่อท าการเปรียบเทียบจ านวนความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างสายนิวคลีโอไทด์ที่ได้ทั้ง 

5 สาย  พบว่ามีจ านวนความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์แต่ละคู่ตั้งแต่ 2-4 นิวคลีโอไทด์  โดยมี
ค่าเฉลี่ยของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันรวมเท่ากับ 2.6 นิวคลีโอไทด์ (ตารางที่ 2)  เมื่อพิจารณาค่า
ความแตกต่าง p-distance พบมีค่าตั้งแต่  0.1411-0.2823% และมีค่าความแตกต่าง p-distance เฉลี่ย
รวมของทั้ง 5 สาย เท่ากับ 0.1835% (ตารางที่ 3)  ส าหรับค่าความแตกต่างโดยใช้ Kimura 2-parameter 
model ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ทั้ง 5 สาย พบว่ามีค่าเปรียบเทียบแต่ละคู่ตั้งแต่ 0.1413-0.2829% และ
มีค่าความแตกต่างโดยใช้ Kimura 2-parameter model เฉลี่ยรวม เท่ากับ 0.1838% (ตารางที่ 4)  โดย
พบว่าค่าความแตกต่างที่ค านวณได้ไม่ว่าจะเป็นค่าความแตกต่าง p-distance หรือการค านวณโดยใช้ 
Kimura 2-parameter model มีค่าในแต่ละคู่เปรียบไม่ถึง 1%  แสดงว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอล
ซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของปรสิต Hepatozoon sp. ที่ได้จากกิ้งก่าบินปีกจุดทั้งสองตัวหรือที่มาจากแต่
ละโคลนในตัวเดียวกันน่าจะเป็นปรสิต Hepatozoon sp. ชนิดเดียวกัน  หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งก็คือ  กิ้งก่า
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บินปีกจุดตัวที่ 1 และตัวที่ 3 ติดปรสิต Hepatozoon sp. ชนิดเดียวกัน  นอกจากนั้น  ในขั้นตอนการโคลน
ยีนและหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของปรสิต Hepatozoon sp. พบว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไม่มีลักษณะของการซ้อนทับหรือผสมกัน  แสดงว่าปรสิต Hepatozoon sp. ที่ติดใน
กิ้งก่าบินทั้งสองน่าจะมีเพียงชนิดเดียว หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งก็คือ ไม่พบการติดเชื้อปรสิต Hepatozoon 
มากกว่า 1 ชนิดในตัวอย่างเลือดและกิ้งก่าบินปีกจุดที่ท าการศึกษา 
 
ตารางที่ 2 แสดงค่าเปรียบเทียบเป็นคู่ (pairwise comparison) ของจ านวนความแตกต่างระหว่างล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ (number of nucleotide differences) ความยาว 1,417 คู่เบสของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอของปรสิต Hepatozoon sp. จ านวนทั้งหมด 5 สาย  3 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 
(DmBL1C3, DmBL1C4 และ DmBL1C6) และ 2 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 (DmBL3C1-3 และ 
DmBL3C11-2)   
 
ชื่อโคลน DmBL1C3 DmBL1C4 DmBL1C6 DmBL3C1-3 DmBL3C11-2 
DmBL1C3 -     
DmBL1C4 4 -    
DmBL1C6 2 2 -   
DmBL3C1-3 4 2 2 -  
DmBL3C11-2 4 2 2 2 - 
 
 

ตารางที่ 3 แสดงค่าเปรียบเทียบเป็นคู่ (pairwise comparison) ของค่าความแตกต่าง p-distance 
ระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 1,417 คู่เบสของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของปรสิต 
Hepatozoon sp. จ านวนทั้งหมด 5 สาย  3 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 (DmBL1C3, DmBL1C4 และ 
DmBL1C6) และ 2 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 (DmBL3C1-3 และ DmBL3C11-2)   
 
ชื่อโคลน DmBL1C3 DmBL1C4 DmBL1C6 DmBL3C1-3 DmBL3C11-2 
DmBL1C3 -     
DmBL1C4 0.2823% -    
DmBL1C6 0.1411% 0.1411% -   
DmBL3C1-3 0.2823% 0.1411% 0.1411% -  
DmBL3C11-2 0.2823% 0.1411% 0.1411% 0.1411% - 
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ตารางที่ 4 แสดงค่าเปรียบเทียบเป็นคู่ (pairwise comparison) ของค่าความแตกต่างโดยใช้ Kimura 2-
parameter model ระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 1,417 คู่เบสของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดี
เอ็นเอของปรสิต Hepatozoon sp. จ านวนทั้งหมด 5 สาย  3 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 1 (DmBL1C3, 
DmBL1C4 และ DmBL1C6) และ 2 สายจากกิ้งก่าบินปีกจุดตัวที่ 3 (DmBL3C1-3 และ DmBL3C11-2)   
 
ชื่อโคลน DmBL1C3 DmBL1C4 DmBL1C6 DmBL3C1-3 DmBL3C11-2 
DmBL1C3 -     
DmBL1C4 0.2829% -    
DmBL1C6 0.1413% 0.1413% -   
DmBL3C1-3 0.2829% 0.1413% 0.1413% -  
DmBL3C11-2 0.2829% 0.1413% 0.1413% 0.1413% - 
 

3. ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปรสิต Hepatozoon ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุด 
 จากล าดับนิวคลีโอไทด์ความยาว 1,417 คู่เบสของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของปรสิต 
Hepatozoon sp. จ านวนทั้งหมด 5 สาย  น ามาหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการกับปรสิต Hepatozoon 
ชนิดและสายพันธุ์อ่ืนๆ จ านวน 13 สายพันธุ์ ที่มีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเดียวกันในฐานข้อมูล 
GenBank ของ NCBI  โดยท าการสร้างไฟล์ alignment ของล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 18 สาย  พร้อมกับ
สิ่งมีชีวิตที่ใช้เป็น outgroup คือ Adelina bambarooniae [GenBank accession number AF494059] 
อีก 1 สาย รวมทั้งหมด 19 สายของล าดับนิวคลีโอไทด์  ก่อนการวิเคราะห์ผลได้ท าการตัดส่วนของนิวคลีโอ
ไทด์ที่ไม่สามารถใช้ในการวิเคราะห์ได้  จึงได้ความยาวสุทธิของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถใช้ในการ
วิเคราะห์ในไฟล์ alignment เท่ากับ 1,406 คู่เบส 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปรสิต Hepatozoon ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุดด้วย
โปรแกรม phyML 3.0 และ MrBayes เวอร์ชั่น 3.2 โดยใช้แบบจ าลองของการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide substitution model) ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม jModelTest คือ General 
Time Reversible (GTR) model ร่วมกับ gamma distribution ซึ่งแบ่งออกเป็น 8 ช่วง (category) แล้ว
น าผลการวิเคราะห์มาสร้างเป็นแผนภูมิต้นไม้ทางวิวัฒนาการสุดท้าย (ภาพที่ 15)  พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอของปรสิต Hepatozoon sp. จ านวนทั้งหมด 5 สายจับกลุ่มอยู่
ด้วยกันด้วยค่าสนับสนุน (support value) ที่สูง คือ ค่า bootstrap 96.6% จากการวิเคราะห์โดยใช้
โปรแกรม phyML และ ค่า posterior probability สูงสุด คือ 1.00 จากการวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 
MrBayes แสดงให้เห็นว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่มาจากกิ้งก่าบินปีก
จุดคนละตัวน่าจะเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มาจาก Hepatozoon sp. ชนิดเดียวกัน  นอกจากนี้ 
Hepatozoon ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุด แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ Hepatozoon 3 สาย
พันธุ์ คือ Hepatozoon sp. BV1 [AY600626] จากเลือดของ  สัตว์ฟันแทะ bank vole ชนิด 
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Clethrionomys glareolus, Hepatozoon sp. AS15 [FJ719816] จากเลือดของสัตว์ฟันแทะชนิด 
Abrothrix sanborni และ Hepatozoon sp. AO5 [FJ719818] จากเลือดของ  สัตว์ฟันแทะชนิด 
Abrothrix olivaceus อย่างไรก็ตาม  ความสัมพันธ์นี้อาจยังมีความไม่แน่ชัด  เนื่องจากค่าสนันสนุนที่ได้ไม่
สูงทั้งสองค่า คือ 45.1% และ 0.39 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่15 แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปรสิต Hepatozoon sp. ที่ได้จากเลือดของกิ้งก่า
บินปีกจุด (ดอกจัน)  แผนภูมินี้ถูกสร้างด้วยโปรแกรม phyML โดยใช้แบบจ าลองของการแทนที่ของนิวคลีโอ
ไทด์ คือ GTR model ร่วมกับ gamma distribution ซึ่งแบ่งออกเป็น 8 ช่วง และแสดงค่าสนับสนุน 
bootstrap บนกิ่งคิดเป็นเปอร์เซ็นต์จากการวิเคราะห์ 1,000 ซ้ า  ส่วนค่าสนับสนุน posterior probability 
ที่อยู่ถัดจากค่า bootstrap คิดเป็นจ านวนเต็ม 1 ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MrBayes โดยใช้
แบบจ าลองของการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์เดียวกันกับข้างต้นร่วมกับ gamma distribution ซึ่งแบ่ง
ออกเป็น 8 ช่วง  ท าการวิเคราะห์แบบคู่ขนาน (2 parallels runs)  โดยในแต่ละครั้ง (run) ท าการวิเคราะห์
จ านวน 5,000,000 ครั้ง รวมทั้งหมด 10,000,000 ครั้ง  โดยท าการสุ่มการวิเคราะห์ที่ได้ทุกๆ 50 ครั้ง  แต่

 Adelina 

     bambarooniae  

     [AF494059]  
 Hepatozoon catesbianae [AF176837]   

 Hepatozoon ayorgbor [EF157822]  

 Hepatozoon sp. squirrel 1 [EF222259]  
 Hepatozoon sp. [DmBL3C1-3]*  

 Hepatozoon sp. [DmBL3C11-2]* 

 Hepatozoon sp. [DmBL1C4]* 

 Hepatozoon sp. [DmBL1C6]*  

 Hepatozoon sp. [DmBL1C3]*  

 Hepatozoon sp. BV1 [AY600626] 

 Hepatozoon sp. AS15 [FJ719816] 

 Hepatozoon sp. AO5 [FJ719818] 

 Hepatozoon sp. DG1 [FJ719813] 

 Hepatozoon sp. DG2 [FJ719814] 

 Hepatozoon sp. European pine marten 1 [EF222257]  

 Hepatozoon felis isolate Spain1 [AY620232] 

 Hepatozoon americanum [AF176836]  

 Hepatozoon canis isolate Pelotas 1 [EF622096]  

 Hepatozoon canis isolate Spain-1 [AY150067] 

0.01 

63.3 

0.67 

49.6 

0.60 

96.4/1.00 

63.1/0.60 

45.1/0.39 

96.6/1.00 

50.4/0.39 

99.7/1.00 

94.8 

1.00 

27.1 

81.3/1.00 

43.9/0.61 100.0/1.00 
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ตัดการวิเคราะห์ที่สุ่มขึ้นมาใน 25,000 ครั้งแรกของแต่ละชุดการวิเคราะห์ (run) ทิ้งก่อนที่จะน าการ
วิเคราะห์ที่เหลือจ านวน 150,002 [75,001x2] การวิเคราะห์มาสร้างเป็นแผนภูมิต้นไม้ทางวิวัฒนาการ
สุดท้าย (ความยาวของขีดท่ีก ากับด้วยเลข 0.01 แสดงความยาวที่ใช้เปรียบเทียบกับความยาวกิ่งของแผนภูมิ
เพ่ือประมาณการแทนที่ของล าดับนิวคลีโอไทด์ต่อ 1 ต าแหน่งในสายวิวัฒนาการ) 
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วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง 
 

การศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุด Draco maculatus จ านวน 8 ตัว จากพ้ืนที่เขาวัง
เขมร จังหวัดกาญจนบุรี พบกิ้งก่าบินปีกจุดจ านวน 6 ตัว ติดปรสิตสกุล Hepatozoon sp. และจ านวน 2 
ใน 6 ตัวนี้มีการติดปรสิตสกุล Trypanosoma sp. ร่วมด้วย  ซึ่งปรสิตทั้งสองเป็นปรสิตที่ด ารงชีวิตอยู่ใน
กระแสเลือดของเจ้าบ้านและมีสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่กินเลือดเป็นอาหารเป็นพาหะ   การติดปรสิตในครั้ง
นี้เมื่อท าการคิดเปอร์เซ็นต์ความชุกได้ค่าเท่ากับ 75%  ซึ่งถือเป็นเปอร์เซ็นต์ความชุกที่สูงเมื่อเทียบกับ
การศึกษาที่มีมาก่อนหน้านี้  Telford (1986) ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าชนิดเดียวกันจ านวน 14 ตัวจาก
พ้ืนที่ใกล้กับกรุงเทพมหานคร ประเทศไทย  พบปรสิตในเลือด Fallisia และ Plasmodium ในกิ้งก่าบินปีก
จุดเพียงตัวเดียวจากทั้งหมดคิดเป็นความชุกเท่ากับ 7.14% (1/14) เท่านั้น  อย่างไรก็ตาม  การศึกษาเมื่อไม่
นานนี้ของ สุวิชา ธงพานิช (2554) ซึ่งท าการส ารวจกิ้งก่าบินปีกจุดจ านวน 8 ตัว จากพ้ืนที่เขาวังเขมร 
จังหวัดกาญจนบุรี พบปรสิต 1 ชนิดคือ Hepatozoon sp. ในกิ้งก่าบินจ านวน 5 ตัว คิดเป็นความชุกเท่ากับ 
62.50% (5/8) ซึ่งใกล้เคียงกับการศึกษาในครั้งนี้   อาจเป็นไปได้ว่าเปอร์เซ็นต์ความชุกสูงที่พบเป็นผล
เนื่องมาจากความชุกของพาหะของปรสิต Hepatozoon sp. ที่มีมากในพ้ืนที่ต่างจังหวัดเมื่อเทียบกับพ้ืนที่
ในกรุงเทพหรือบริเวณใกล้เคียง  โดยจากการศึกษาหลายชิ้นแสดงให้เห็นว่ามีพาหะหลายชนิดหลายกลุ่มที่
สามารถน าเชื้อ Hepatozoon sp. มาสู่สัตว์มีกระดูกสันหลังสี่เท้า (tetrapod vertebrate) ได้  โดยพาหะ
ของเชื้อ Hepatozoon sp. จะเป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่กินเลือดเป็นอาหาร (hematophagous 
invertebrate) จ าพวกปลิง (leech) และสัตว์ขาข้อ (arthropod) เช่น ยุง  เห็บ  เป็นต้น (Irwin, 2002; 
Vilcins et al., 2009a; Wilson and Carpenter, 1996)  การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อความชุกในการติด
ปรสิต Hepatozoon hinuliae ในจิ้งเหลนน้ า (Eastern water skink) Eulamprus quoyii โดย Salkeld 
และ Schwarzkopf (2005) พบว่า ในจิ้งเหลนน้ าตัวเต็มวัยจะมีการติดปรสิตมากกว่าในจิ้งเหลนน้ าวัยเยาว์ 
(juvenile) ทั้งนี้อาจเป็นเป็นผลเนื่องมาจากรูปแบบพฤติกรรมที่เปลี่ยนไป  หมายรวมถึงการเปลี่ยนลักษณะ
ที่อยู่อาศัยจากวัยเยาว์มาเป็นตัวเต็มวัย  รูปแบบอาหารที่เปลี่ยนไป  ซึ่งอาจน ามาถึงโอกาสที่จิ้งเหลนน้ าตัว
เต็มวัยจะพบเจอต่อพาหะท่ีน าปรสิตมีมากกว่าในจิ้งเหลนน้ าวัยเยาว์     

นอกจากปรสิตสกุล Hepatozoon sp. แล้ว  การศึกษาครั้งนี้ยังพบปรสิตสกุล Trypanosoma 
sp.  Trypanosoma เป็นโปรโตซัวที่ใช้แฟลกเจลลัมในการเคลื่อนที่อยู่ในกลุ่ม Euglenozoa พวก 
Kinetoplastida ด ารงชีวิตเป็นปรสิตอยู่ในระบบเลือดของสัตว์มีกระดูกสันหลังทั้งกลุ่มสัตว์ เลือดเย็นและ
สัตว์เลือดอุ่น  โดยมีสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่กินเลือดเป็นพาหะ เช่น ยุง (Desser et al., 1973) และ ปลิง 
(Barta et al., 1989)  Trypanosoma มีรูปร่างหลายแบบขึ้นอยู่กับระยะของเชื้อและชนิดของเจ้าบ้าน  
Trypanosoma sp. ที่ตรวจพบในการศึกษาครั้งนี้อยู่ในระยะ trypomastigote แต่ยังไม่สามารถระบุถึง
ระดับชนิดได้  จากรายงานของ มาลินี ฉัตรมงคลกุล และคณะ (2552) ที่ศึกษาปรสิตในเลือดของกิ้งก่าบิน
หลายชนิด (Draco spp.) จากเกาะกูด จังหวัดตราด พบว่า กิ้งก่าบินปีกจุด D. maculatus มีการติดปรสิต 
Trypanosoma sp. เช่นเดียวกัน  แสดงให้เห็นถึงการกระจายตัวอย่างกว้างขวางของปรสิตสกุลนี้ในกิ้งก่า
บิน  อย่างไรก็ตาม  ยังมีข้อมูลไม่เพียงพอที่จะทราบได้ว่า Trypanosoma sp. ที่พบจากกิ้งก่าบินปีกจุดของ
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ทั้งสองพ้ืนที่เป็นชนิดเดียวกันหรือไม่  ซึ่งควรจะมีการศึกษาในระดับโมเลกุลเพ่ือยืนยันสถานภาพทาง
อนุกรมวิธานที่แท้จริงของ Trypanosoma spp. ทั้งสองที่พบ  นอกจากนี้ งานวิจัยของ Telford (1982) ซึ่ง
ศึกษาปรสิตสกุล Trypanosoma ในสัตว์เลื้อยคลาน Mabuya multifasciata, Mabuya macularia 
และ Takydromus sexlineatus ที่จับได้จากประเทศไทย  พบ Trypanosoma 2 ชนิดใหม่  โดยให้ชื่อว่า 
Trypanosoma scincorum ซึ่งพบในเลือดของ Mabuya multifasciata และ Mabuya macularia 
และ Trypanosoma takydrom ที่พบในเลือดของ Takydromus sexlineatus ซึ่งมีรูปร่างคล้ายคลึงกับ 
Trypanosoma sp. ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุด D. maculatus ในการศึกษาครั้งนี้  อย่างไรก็ตาม ควรที่จะมี
การศึกษาในรายละเอียดเพื่อยืนยันถึงชนิดที่พบต่อไป 
 การศึกษาพยาธิสภาพที่เกิดในเนื้อเยื่อเลือดของกิ้งก่าบินปีกจุดที่ตรวจพบปรสิต  แสดงให้เห็นว่า
เซลล์เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อปรสิตจะมีขอบเขตเซลล์ไม่ชัดเจนหรือสลายไป  นิวเคลียสของเม็ดเลือดที่ติดเชื้อ
จะมีขนาดใหญ่กว่าเม็ดเลือดปกติและจะถูกเบียดไปอยู่ชิดริมเซลล์  ซ่ึงพยาธิสภาพเช่นนี้พบมีรายงานในเซลล์
เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อปรสิต Hepatozoon mocassini ซึ่งแสดงการเสียสภาพของเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือด
แดงที่ติดเชื้อ (Nadler and Miller, 1985)  นอกจากนี้ ปรสิต Hepatozoon sp. ที่พบติดเชื้อในงู 
Dendrelaphis punctulatus  สามารถท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงเสียรูปร่างและนิวเคลียสถูกเบียดไปอยู่ด้าน
หนึ่งของเซลล์  ยิ่งไปกว่านั้น เซลล์เม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อปรสิตยังมีการเปลี่ยนแปลงและยืดยาวออกในตัว
ตะกวดที่ติดเชื้อชนิดเดียวกันนี้ (Vilcins et al., 2009b)  อย่างไรก็ตาม การศึกษาในครั้งนี้ยังไม่ได้ท าการ
ตรวจสอบพยาธิสภาพที่อาจเกิดขึ้นกับอวัยวะอ่ืนๆ นอกจากเนื้อเยื่อเลือด เช่น ตับ ปอด และม้าม เป็นต้น  
ซึ่งเป็นอวัยวะที่ปรสิตสามารถมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยแบบ merogony และก่อให้เกิดพยาธิสภาพได้ที่
อวัยวะเหล่านี้ (Wozniak et al., 1996)  ถึงแม้ว่าโดยปกติแล้วเจ้าบ้านที่ติดเชื้อปรสิตกลุ่ม 
haemogregarine มักไม่แสดงอาการหรือสามารถทนต่อเชื้อที่ติดได้   อย่างไรก็ตาม สัตว์ที่ติดเชื้อ 
Hepatozoon ในเซลล์เม็ดเลือดอาจแสดงภาวะโลหิตจางในระบบไหลเวียนโลหิตได้ (Nadler and Miller, 
1985; Telford, 1984; Wozniak et al., 1996) 
 ส าหรับการวิเคราะห์ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
ที่ได้จากปรสิต Hepatozoon sp. ทั้ง 5 สาย  พบความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ต่ ามาก กล่าวคือ 
น้อยกว่า 1%  ในการศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือใช้ในการแยกชนิดของโพรติสต์โดย 
Chantangsi และคณะ (2007) พบว่า แม้ในซิลิเอตสกุล Tetrahymena ซึ่งมีสมาชิกในสกุลที่มีความใกล้ชิด
กันสูงยังพบความแตกต่างเฉลี่ยของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอลซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอระหว่างชนิด
เท่ากับ 1.56%  แสดงให้เห็นว่าปรสิต Hepatozoon sp. ที่ติดเชื้อในกิ้งก่าบินที่จับได้จากพ้ืนที่เขาวังเขมร 
น่าจะเป็นปรสิตที่อยู่ในชนิดหรือสายพันธุ์เดียวกัน  นอกจากนี้  การเป็นสายพันธุ์เดียวกันนี้ยังได้รับการ
สนับสนุนจากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ  ซึ่งแสดงให้เห็นว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนสมอล
ซับยูนิตไรโบโซมอลดีเอ็นเอที่ได้จากปรสิต Hepatozoon sp. ทั้ง 5 สายจับอยู่ในกลุ่มเดียวกันด้วย
ค่าสนันสนุนที่สูงมาก  อย่างไรก็ตาม  เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของปรสิต  Hepatozoon 
sp. ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุด D. maculatus ในการศึกษาครั้งนี้กับปรสิต Hepatozoon sp. ที่มีข้อมูลทาง
อณูชีววิทยาสายพันธุ์อ่ืนๆ พบว่า Hepatozoon sp. ที่พบในกิ้งก่าบินปีกจุดมีความใกล้ชิดทางวิวัฒนาการ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wozniak%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8690537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wozniak%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8690537
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กับ Hepatozoon 3 สายพันธุ์ ที่ได้จากเลือดของสัตว์ฟันแทะ 3 ชนิด ในการศึกษาของ Criado-Fornelio  
และคณะ (2006) และ Merino และคณะ (2009)  อย่างไรก็ตาม  ความสัมพันธ์นี้อาจยังมีความไม่แน่ชัด  
เนื่องจากค่าสนันสนุนความสัมพันธ์ที่ต่ า  เพ่ือให้ได้ความสัมพันธ์ที่ชัดเจนและมีความถูกต้องมากยิ่งขึ้น  ควร
ที่จะมีการศึกษาปรสิต Hepatozoon ในเจ้าบ้านชนิดอ่ืนๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Hepatozoon ที่ติดในเจ้า
บ้านที่มีความใกล้ชิดทางวิวัฒนาการกับกิ้งก่าบินปีกจุดต่อไป 
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