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กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5. บทคัดย่อ  : การคัดแยกและศึกษาศักยภาพการก่อโรคในหนูศัตรูพืชของโปรโตซัวสกุล 
Isospora (Apicomplexa: Eimeriidae) จากหนูศัตรูพืชสกุล Rattus และ Mus ที่พบในประเทศไทย 
ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2561 ได้ด าเนินการดักหนูศัตรูพืช
สกุลหนูท้องขาว (Rattus) 133 ตัว  และสกุลหนูหริ่ง (Mus) 104 ตัว รวมทั้งหมด 237 ตัว สามารถ 
คัดแยกโอโอซีสต์จากมูลหนูที่ดักได้ จ านวน 58 ไอโซเลท เป็นโอโอซีสต์ของโปรโตซัว Eimeria                   
55 ไอโซเลท และ Isospora 3 ไอโซเลท จากพ้ืนที่เกษตร จ านวน 17 แหล่ง (15 จังหวัด) ใน                     
5 ภูมิภาคของประเทศไทย และพบโอโอซีสต์ของเชื้อ Eimeria จ านวน 7 ไอโซเลท ที่ระดับความ
เข้มข้น 500, 5,000 และ 50,000 โอโอซีสต์ มีศักยภาพสามารถท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้              
ร้อยละ 20-40 ภายใน 2-10 วัน หลังจากได้รับเชื้อ (days p.i.) ผลการจ าแนกชนิดทางสัณฐานวิทยา                  
ของโอโอซีสต์ร่วมกับการศึกษาทางชีวโมเลกุล พบว่าเป็น Eimeria sp. ทั้ง 7 ไอโซเลท ได้แก่                 
Eimeria sp. ex. Rattus andamanensis isolates R.an KW03, Eimeria sp. ex.                         
Rattus andamanensis isolates R.an MJ04, Eimeria sp. ex. Rattus norvegicus isolates R.n. 
Bkk02, Eimeria sp. ex. Mus pahari isolate M.pa MJ01, Eimeria sp. ex. Rattus rattus isolate 
R.r K11 no 01, Eimeria sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW05 และ                   Eimeria 
sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW04 ตามล าดับ 
    Abstract : Isolation and pathology in rats and mice of Isospora species 
(Apicomplexa: Eimeriidae) from Rattus spp. and Mus spp. in Thailand was conducted 
during October 2016 to September 2018. Total isolation of oocyst 58 isolates, from 237 



rodent pests, 133 and 104 Rattus and Mus species respectively were captured from 
agricultural of 17 localities (15 provinces) in 5 regions of Thailand, was revealed Eimeria 
oocyst 55 isolates and Isospora oocyst 3 isolates. In this study 7 isolates of Eimeria 
oocysts caused severe clinical illness and mortality, 20-40%, occurred in rats and mice 
an infectious dose of 500, 5,000 and 50,000 oocysts at the 2-10 days postinfection (days 
p.i.). Using a combination of the morphology sporulated oocyst and molecular analysis, 
we describe Eimeria sp. such as Eimeria sp. ex.                          Rattus andamanensis 
isolates R.an KW03, Eimeria sp. ex. Rattus andamanensis isolates R.an MJ04, Eimeria 
sp. ex. Rattus norvegicus isolates R.n. Bkk02,                          Eimeria sp. ex. Mus 
pahari isolate M.pa MJ01, Eimeria sp. ex. Rattus rattus isolate                R.r K11 no 01, 
Eimeria sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW05 and Eimeria sp. ex. Mus cervicolor 
isolate M.ce NKW04 respectively. 
6. ค ำน ำ : Phylum Apicomplexa เป็นกลุ่มปรสิตโปรโตซัว ที่จัดอยู่ในกลุ่ม Alveolata (alveolates) 
ซึ่ ง ก ลุ่ ม Alveolates นั้ น  ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด้ ว ย โ ป ร โ ต ซั ว ห ล า ย ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  โ ป ร โ ต ซั ว ใ น                                
Phylum Dinoflagellata (dinoflagellates), Phylum Ciliophora (ciliates) แ ล ะ  Phylum 
Apicomplexa (apicomplexans) โปรโตซัวกลุ่มนี้ เป็นกลุ่มที่มีจ านวนสมาชิกมากและมักพบเป็น
ปรสิตโปรโตซัวในสัตว์ชนิดต่างๆ   

ค็อคซิเดียโปรโตซัว (coccidia protozoa) อยู่ใน Phylum Apicomplexa เป็นโปรโตซัวที่มี

เซลล์เดียว อาจมีวงจรชีวิตอยู่ภายในสัตว์อาศัยเพียงชนิดเดียว (homoxenous coccidia) หรือมีวงจร

ชีวิตอยู่ภายในสัตว์อาศัยมากกว่าหนึ่งชนิด (heteroxenous coccidia) ในกรณีที่มีสัตว์อาศัยสองชนิด 

วงจรชีวิตของโปรโตซัวมักเริ่มจากระยะติดเชื้อ โดยสปอร์โรซีสต์หรือโอโอซีสต์ของเชื้อจะถูกขับออกมา

พร้อมกับมูลของสัตว์อาศัยสุดท้ายซึ่งมักเป็นกลุ่มสัตว์นักล่าหรือสัตว์กินเนื้อ (carnivore) และเชื้อเข้าสู่

สัตว์อาศัยตัวกลางโดยปนเปื้อนกับน้ าและอาหารที่กินเข้าไป หลังจากที่ โอโอซีสต์ (oocysts) ที่

ปนเปื้อนในน้ าและอาหารเข้าสู่สัตว์อาศัยตัวกลางซึ่งมักเป็นกลุ่มสัตว์ที่เป็นเหยื่อหรือสัตว์กินพืชตาม

ธรรมชาติ (herbivore)  จะพัฒนาไปเป็นระยะ merozoites และเข้าสู่ระยะสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 

หรือ gamonts ซึ่งในระยะนี้พัฒนาต่อไปและสร้าง gametes เมื่อเกิดการปฏิสนธิระหว่างเซลล์

สืบพันธุ์เพศผู้และเพศเมีย จะท าการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส เพ่ือพัฒนาเป็นสปอร์โรซีสต์หรือโอโอซีสต์ 

เซลล์ใหม่ต่อไป (ยุวลักษณ์ และคณะ, 2544)  ส่วนในกรณีท่ีมีสัตว์อาศัยชนิดเดียว วงจรชีวิตทั้งหมดจะ

เกิดข้ึนในสัตว์อาศัยเพียงชนิดเดียวเท่านั้น 

สารชีวินทรีย์ก าจัดหนู (bio-rodenticide) ที่ทางกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและ              

สัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ผลิตขึ้นจากปรสิตโปรโตซัว           



Sarcocystis singsporensis  Zaman & Colley (1976) ที่มีความจ าเพาะต่อสัตว์อาศัยหนูและ                 

งูเหลือมนั้น (ยุวลักษณ์ และคณะ 2539a, ยุวลักษณ์ และคณะ 2539b, ยุวลักษณ์ และคณะ 2540 

และ Jakel และคณะ, 1996) วงจรชีวิตของโปรโตซัวชนิดนี้มีการขยายพันธุ์แบบอาศัยเพศในสัตว์อาศัย

สุดท้าย ซึ่งเกิดขึ้นภายในเซลล์บุผิวล าไส้ของงูเหลือมและสปอร์โรซีสต์ (sporocysts) ซึ่งเป็นผลผลิต

สุดท้ายของการเจริญเติบโตจะปะปนออกมาพร้อมมูลงูสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก และเข้าสู่สัตว์อาศัย

ตัวกลางได้แก่ หนูในสกุลท้องขาว (Rattus) และสกุลพุก (Bandicota) โดยปนเปื้อนในน้ าและอาหาร

ที่กินเข้าไป หลังจากที่โปรโตซัวชนิดนี้เข้าสู่ในร่างกายของหนูแล้ว จะขยายพันธุ์แบบไม่มีเพศในเซลล์บุ

ผิวหลอดเลือดในอวัยวะส าคัญเช่น ปอด หัวใจ ตับ ไต เป็นต้น และสุดท้ายเจริญพัฒนาเป็น 

bradyzoites ซึ่งปรากฏฝังตามกล้ามเนื้อล าตัวหนู  (sarcocysts) (Beaver and Maleckar, 1981; 

Jaekel et al., 1996)  

ด้วยความจ าเพาะต่อสัตว์อาศัยสองชนิดซึ่งก็คือ งูเหลือมและหนูท้องขาวและหนูพุกเพียง                   

2 สกุลเท่านั้น ซึ่งยังเหลือสกุลหนูหริ่ง (Mus) อีก 1 สกุล ที่ยังไม่มีสารชีวภัณฑ์ก าจัดหนูที่จ าเพาะต่อหนู

ชนิดนี้ ซึ่งหนูหริ่งนั้นเป็นศัตรูส าคัญของธัญพืชที่ส าคัญในประเทศไทย เช่น ในแปลงปลูกถั่วเหลือง ถั่ว

เขียว นาข้าว และโรงเก็บธัญพืชต่างๆ เป็นต้น อีกทั้งการผลิตเหยื่อโปรโตซัวก าจัดหนูจากปรสิต                

โปรโตซัว S. singaporensis ในปัจจุบันนั้น ต้องมีการเลี้ยงงูเหลือมและหนูเพ่ือใช้ในการผลิตเหยื่อ                 

โปรโตซัวก าจัดหนู ซึ่งการเลี้ยงงูเหลือมจัดเป็นงานที่มีภาระต้องรับผิดชอบสูงมากทั้งในเรื่องค่าใช้จ่าย 

บุคลากร รวมไปถึงสถานที่เลี้ยง 

โปรโตซัวสกุล Isospora Schneider, 1881 เป็นค็อคซิเดียโปรโตซัว อยู่ในวงศ์ (family) 

Eimeriidae ใน Phylum Apicomplexa ปัจจุบันพบ 248 ชนิด ถูกพบครั้งแรกเมื่อปี 1986 (Lindsay 

and Blagburn, 1994; Berto et al., 2009) เป็นโปรโตซัวที่ต้องการสัตว์อาศัยเพียงชนิดเดียว 

(monoxenous host หรือ homoxenous coccidian parasites) โดยอาศัยในระบบทางเดินอาหาร

ของสัตว์อาศัย มีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศบริเวณล าไส้ ในระยะสุดท้ายของการ

เจริญเติบโตมีการสร้างโอโอซีสต์ (oocysts) ซึ่งเป็นระยะติดเชื้อมีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่  ไม่

เหมาะสมได้ โดยจะถูกขับออกมาพร้อมกับมูลของสัตว์อาศัยสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก พร้อมที่จะเข้าสู่

ร่างกายของสัตว์อาศัยตัวใหม่โดยการปนเปื้อนในน้ าและอาหารของสัตว์อาศัยตามธรรมชาติ  เพ่ือเริ่ม

วงจรชีวิตใหม่ต่อไป (Wasae, 2004) สัตว์อาศัยของโปรโตซัวสกุลนี้โดยมากพบในกลุ่มสัตว์ปีก เช่น 

กลุ่มนกเกาะคอน (passerine birds) พบประมาณ 90% ของค็อคซิเดียโปรโตซัวทั้งหมด รวมถึง

สามารถพบได้ในสัตว์เลื้อยคลาน เช่น กบ กิ้งก่าและเต่า ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น หนู กระต่าย หมู 

ม้า วัว ลิง สัตว์ในตระกูลสุนัขและแมว เป็นต้น  โปรโตซัวในสกุลนี้มีหลายสปีชีส์ที่มีหนูเป็นสัตว์อาศัย 



(rodent hosts)  อาทิเช่น I. hammondi พบในหนู marsh rice rat, Oryzomys palustris (Barnard 

et al., 1971) I. masoni sp. n. พบในหนู cotton rat, Sigmodon hispidus                  (Upton 

et al., 1985.) I. uralica พบในหนู field mouse, Apodemus sylvaticus และ                          I. 

ordubadica พบในหนู gerbil, Meriones persicus โดยที่โปรโตซัวในกลุ่ม homoxenous coccidia 

parasites นั้นมีความจ าเพาะเจาะจงกับชนิดของสัตว์อาศัยในระดับสกุล (genus specific) (Levine, 

1982: Long and Joyner, 1984) ซึ่งสัตว์อาศัยที่มีการติดเชื้อโปรโตซัวสกุลนี้พบว่า                  มัก

มีอาการท้องเสียและเป็นโรคในระบบล าไส้ สามารถพบได้ในสัตว์อาศัยในกลุ่ม สัตว์เลื้อยคลาน 

(Modry et al., 1998) สัตว์อาศัยในกลุ่มสัตว์ปีก (Ball & Daszak, 1997 และ Upton et al., 2001) 

และสัตว์อาศัยในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Sayd & Kawazoe, 1998 และ Mundt et al., 2003) 

เป็นต้น 

 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงท าการคัดแยกชนิดและศึกษาศักยภาพของโปรโตซัวสกุล Isospora 

จากหนูศัตรูพืชใน 2 สกุล ได้แก่ สกุลหนูท้องขาว (Rattus) และสกุลหนูหริ่ง (Mus) จากภูมิภาคต่างๆ

ในประเทศไทย เพ่ือเป็นทางเลือกในการน ามาผลิตเป็นสารชีวภัณฑ์ก าจัดหนู ซึ่งหากพบว่าโปรโตซัว

ชนิดนี้ มีประสิทธิภาพในการก่อโรคกับหนูทดลองได้ จะต้องมีการทดลองเพ่ิมเติมถึงจ าเพาะเจาะจงกับ

ชนิดของหนู และความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมของเชื้อต่อไป เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการป้องกันและ

ก าจัดหนูศัตรูพืชควบคู่กับการใช้เหยื่อโปรโตซัว S. singaporensis และการป้องกันก าจัดหนูศัตรูพืช

โดยชีววิธีด้วยวิธีอ่ืนๆ อันจะน าไปสู่การขยายผลการป้องกันและก าจัดหนูแบบบูรณาการต่อไป 

7. วิธีด ำเนินกำร : 

- อุปกรณ์ 
1.  ตัวอย่างหนูศัตรูพืชจากธรรมชาติ ได้แก่ สกุลหนูท้องขาว (Rattus) และสกุลหนูหริ่ง (Mus)   
2.  เครื่องปั่น (centrifuge) Hettich รุ่น universal 16A และตู้เย็น (4-10oC) 
3.  ตะแกรงกรองละเอียด (ขนาดความละเอียด 6-8 ไมครอน) 
4.  Blood counting chamber 
5.  หลอดปั่นขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
6. สารเคมีได้แก่ Potassium dichromate (K2Cr2O7), QIAamp DNA stool mini kit (QIAGEN, 
Germany), Thermo scientific phusion hot start II high-fedelity DNA polymerase (Thermo 
scientific), Thermo scientific generuler 100 bp plus DNA ladder (Thermo scientific), ชุด
สกัด gel elution kit (GeneMark, Taiwan), loading dye (bromphenol blue 25%, glycerol 
30%) และ Agarose gel 
7.  ชุดอุปกรณ์ผ่าตัด 



8.  Auto pipette และ Tips 
9. กรงเลี้ยงเดี่ยวส าหรับหนูทดลองขนาด 23x52x22 เซนติเมตร และกรงดักหนู  
10. จานแก้วเพาะเชื้อ (petridish) 
11. ที่ให้อาหารโดยตรงจากปากสู่กระเพาะ (feeding tube) 
12. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงก าลังขยายสูง (light microscope) 
13. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR thermal cycler) 
14. เครื่องเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
15. เครื่อง U.V. Electronic U.V. Transilluminator (AlphadigidocTM, EEC) 
- วิธีการ 
กำรเก็บตัวอย่ำง 

 ดักหนูศัตรูพืชสกุล Rattus และ Mus จากธรรมชาติ ด้วยกรงดักชนิดจับเป็น จากพ้ืนที่ท า

การเกษตรในภูมิภาคต่างๆของประเทศไทย เพ่ือน ามาคัดแยกเชื้อ จ าแนกชนิด และทดสอบศักยภาพ

ในการก่อโรคในหนูทดลอง ของโปรโตซัวสกุล Isospora ที่คัดแยกได้ 

กำรคัดแยกและจ ำแนกชนิดค็อคซิเดียโปรโตซัวสกุล Isospora โดยวิธีทำงสัณฐำนวิทยำ 

 ท าการผ่าหนู เก็บตัวอย่างบริเวณล าไส้และมูลหนู ตรวจหาโปรโตซัวสกุล Isospora                 

โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ โดยเก็บในสารละลาย potassium dichromate (K2Cr2O7) ความเข้มข้น                   

2-2.5% ตามวิธีของ Duszynski and Wilber 1997 

เพ่ิมความเข้มข้นของเชื้อและลดจ านวนจุลินทรีย์ปนเปื้อนด้วยวิธีการปั่นตกตะกอน ดังนี้ 

 - ชั่งมูลหนูหรือตัดชิ้นเนื้อบริเวณล าไส้ของหนูที่ดักมาได้ 5 กรัม ละลายในน้ า 30 มิลลิลิตร 

 - กรองผ่านตะแกรงกรองละเอียด 

 - ปั่นสารแขวนลอยที่ผ่านการกรองแล้วที่ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 2 นาท ี

 - เทส่วนใสทิ้ง ปั่นสารแขวนลอยซ้ า 2-3 ครั้ง  

 - เทส่วนใสด้านบนของสารแขวนลอยทิ้ง เก็บสารแขวนลอยเหนือตะกอน ลงในหลอดทดลอง

ที่อุณหภูมิ 4-10 oC เพ่ือท าการจ าแนกชนิดทางสัณฐานวิทยา โดยการตรวจดูลักษณะโอโอซีสต์ที่พบ 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (light microscope) ทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคในหนูทดลอง

และการทดสอบทางชีวโมเลกุล 

กำรทดสอบศักยภำพในกำรก่อโรคกับหนูทดลองของเชื้อ 

 น าเชื้อโปรโตซัวสกุล Isospora ที่คัดแยกได้จากหนูศัตรูพืชสกุล Rattus และ Mus จาก

ธรรมชาติ มาท าการทดสอบศักยภาพของเชื้อ โดยทดสอบกับหนูทดลอง 2 ชนิด ได้แก่ หนูท้องขาว

บ้าน (R. rattus) และหนูหริ่ง (Mus spp.)  



วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) จ านวน 10 ซ้ า                   

ซ้ าละ 1 ตัว (เพศผู้ 5 ตัว และเพศเมีย 5 ตัว) 4 กรรมวิธี ดังนี้ 

 กรรมวิธีที่ 1 ให้โอโอซีสต์โดยตรงทางปากกับหนูจ านวน 500 โอโอซีสต์ 

 กรรมวิธีที่ 2 ให้โอโอซีสต์โดยตรงทางปากกับหนูจ านวน 5,000 โอโอซีสต์ 

 กรรมวิธีที่ 3 ให้โอโอซีสต์โดยตรงทางปากกับหนูจ านวน 50,000 โอโอซีสต์ 

 กรรมวิธีที่ 4 ให้น้ ากลั่นโดยตรงทางปากกับหนูเป็นตัวเปรียบเทียบ (control) 

 - วัดขนาดและชั่งน้ าหนักหนูก่อนท าการทดสอบ แยกหนูที่ใช้ทดลองใส่กรงทดลอง งดน้ าและ

อาหารเป็นเวลา 1 คืน ก่อนการทดสอบ 

 - ทดสอบศักยภาพในการก่อโรคกับหนูท้องขาวบ้านและหนูหริ่งตามกรรมวิธี 

- หลังจากท าการทดสอบกับเชื้อทดลองแล้วให้อาหารและน้ าตามปกติ 

- บันทึกระยะเวลาการตายของหนูและพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น ในกรณีหนูที่ท าการทดสอบตาย 

ท าการตรวจหาโอโอซีสต์จากซากหนูและมูลหนู 3.5 เมื่อครบ 14 วัน ท าการผ่าหนูทดลองที่เหลือ 

ตรวจหาโอโอซีสต์และบันทึกพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น  

- หาร้อยละการตายของหนูทดลองและน ามาวิเคราะห์ข้อมูลโดยวิธีทางสถิติท่ีเหมาะสม 

กำรจ ำแนกชนิดโปรโตซัวสกุล Isospora โดยวิธีทำงชีวโมเลกุล 

การออกแบบไพรเมอร์ 

- สืบค้นข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของยีนต่างๆที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank ของ                

โปรโตซัวสกุล Isospora และโปรโตซัวกลุ่มอ่ืนที่ใกล้เคียงกันเพื่อใช้เปรียบเทียบอ้างอิง 

- ท าการออกแบบไพรเมอร์จากฐานข้อมูล GenBank บริเวณไซโตโครม ซี ออกซิเดส 

(cytochrome C oxidase subunit I, coxI) ในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ โดยไพรเมอร์ มีล าดับเบส 

ดั ง นี้  IE coxI for:  5´-GTW ACT AAT GGT GCA AAA CCA TGG TG-3´ แ ล ะ  IE coxI rev:                             

5´-ATA AAA CTT ARA GCA TAC CAA RTA TC-3´ และหาล าดับเบสเพ่ือยืนยันชนิดของโปรโตซัวที่

พบและคัดแยกได ้

การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอของโอโอซีสต์ที่มีศักยภาพท าให้หนูทดลองป่วยและตาย จากสารแขวนลอย                 

โอโอซีสต์ที่คัดแยกได้จากล าไส้และมูลของหนูจากธรรมชาติที่ดักได้  โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAamp 

DNA stool mini kit (QIAGEN, Germany) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 



- ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา PCR รวมถึงการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง 

(specificity) ของปฏิกิริยากับไพรเมอร์ที่ ใช้  

- เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ul ในหลอดขนาด 

0.2 ml โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยดีเอ็นเอของค็อคซิเดียโปรโตซัวที่คัดแยกได้ 2 ul  ผสมกับ 5x PCR 

buffer, 10 mM dNTPs, เอนไซม์ hot start taq DNA polymerase  1 ยูนิต และไพร์เมอร์ชนิดละ 

10 mM แล้วเติมน้ ากลั่น จนครบปริมาตร 20 ul ผสมสารให้เข้ากัน ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรม (thermal cycler) โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 

ดังนี้ 

 ปฏิกิริยา     อุณหภูมิ (oC)  เวลา (นาที) 

1. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบเริ่มต้น (initial denaturing) 98   30 วินาที 

2. แยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ (denaturing)   98   30 วินาที 

3. ไพร์เมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 55   45 วินาที 

4. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension)    72   60 วินาที 

5. สังเคราะห์ดีเอ็นเอ รอบสุดท้าย (final extension) 72   10 นาที 

หมำยเหตุ : อุณหภูมิของปฏิกิริยาไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ปรับอุณหภูมิ

เพ่ิมและลดตามค่า Tm ของไพร์เมอร์ที่ใช้ และท าปฏิกิริยาซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด

ประมาณ 30 - 40 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่ 4 oC  

การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 

ท าการจ าแนกชนิดของค็อคซิเดียโปรโตซัวที่คัดแยกได้โดย ตรวจสอบจากขนาดของแถบ      

ดีเอ็นเอ (PCR product) ที่ได้โดยวิธี อะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) 

เปรียบเทียบกับ DNA marker ดังนี้ 

- น าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 5 ul มาผสมกับ loading dye และสีย้อม gel 

star ปริมาณอย่างละ 1 ul  

- วิเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่ได้ ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส โดยใช้ 1.5% อะกาโรสใน 

0.5xTAE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 135 โวลต์ เวลาประมาณ 25-30 นาที 

- ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตแล้วท าการบันทึกผลการทดลองท่ีได้ 

การถอดรหัสทางพันธุกรรม (DNA sequencing) 



- ตัดแถบ ดีเอ็นเอ ที่มีขนาดตรงกับที่ค านวณไว้และท าให้ผลิตผลดีเอ็นเอที่ได้มีความ

บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัด gel elution kit (GeneMark, Taiwan) ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต เพ่ือ

ส่งไปหาล าดับเบสของดีเอ็นเอกับหน่วยงานภายนอก 

 - ตรวจสอบความถูกต้องของล าดับเบสที่ได้  

การจ าแนกชนิด การวิเคราะห์ความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยการ

สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 

- เมื่อได้ล าดับเบสและตรวจสอบความถูกต้องแล้วน าล าดับเบสที่ได้เปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบว่าล าดับเบสที่ได้นั้นเป็น

โปรโตซัวชนิดใด  

- หลังจากตรวจสอบล าดับเบสที่ได้และรวบรวมแต่ละ contig เป็นสายเดียว  

- จัดเรียงและเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับเบสใช้โปรแกรม BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) ในการเปรียบเทียบล าดับเบสเพ่ือจัดกลุ่ม 

(haplotype) ของค็อคซิเดียโปรโตซัวที่คัดแยกได้ จากตัวอย่างหนูศัตรูพืช ในการศึกษาครั้งนี้กับล าดับ

เบสที่มีในฐานข้อมูล GenBank 

  - วิเคราะห์ความหลากหลายและสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  ด้วยการสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 3 วิธี ได้แก่ Neighbor-joining (NJ), Maximum 
likelihood (ML) และ Bayesian inference (BI) การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดย
วิธี neighbor-joining (NJ; Saitou and Nei, 1987) ค านวณระยะห่างทางพันธุกรรมระหว่างหนู
ตัวอย่างแต่ละคู่ ด้วยแบบจ าลอง kimura 2-parameter distance models (Kimura, 1980) โดยใช้
โปรแกรม MEGA 7 software (Kumar et al., 2016) วิธี Maximum likelihood (ML; Felsenstein, 
1981) ค านวณหา best fit model โดยใช้โปรแกรม MEGA 7 software และด าเนินการโดยใช้
โปรแกรม PAUP v. 4.0b8 (Swofford, 2001) โปรแกรมโดยใช้ค่า AICc value (Akaki information 
criterion, corrected) ก าหนดให้หาสัณฐานที่ดีที่สุดโดย heuristic search  ท า brance swapping 
ผลการค านวณใช้แบบจ าลอง tamura 3-parameter (Tamura, 1992) ในขณะที่วิธี  Bayesian 
inference ด าเนินการโดยใช้โปรแกรม MrBayes version 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck., 
2003) ด้วยวิธี  markov chain monte carlo (mcmc) numerical method โดยตัดค่า burn-in 
25% วิเคราะห์ด้วยแบบจ าลอง GTR+I+G evolutionary model สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมสุดท้าย (final tree) โดยใช้โปรแกรม TreeView version 1.6.6 (Page, 1996) ทั้ ง 3 
แผนภูมิดังกล่าวนั้น ท าการวิเคราะห์หาค่าทางสถิติ (bootstrap) จ านวน 1,000 รอบ ขณะที่ markov 
chain ตั้งค่าที่ 1,000,000 generations โดยที่ค่าทางสถิตที่ได้จะถูกน ามาแสดงเพ่ือเพ่ิมระดับความ
เชื่อมั่นของแผนภูมิที่ได้ โดยเปรียบเทียบกับค็อคซิเดียโปรโตซัวใกล้เคียงกันที่มีในฐานข้อมูล โดยใช้ 



Toxoplasma gondii (JX473256) และ Neospora caninum (JX473256) เป็นโปรโตซัวนอกกลุ่ม 
(outgroup) ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม ซี 
ออกซืเดส  

- วิเคราะห์ผลจากแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 

เปรียบเทียบผลร่วมกับผลทางสัณฐานวิทยาของโอโอซีสต์แต่ละชนิดที่พบ แล้วน ามาสรุปเป็นผลการ

ทดลองที่ได้ 

- เวลำและสถำนที่ 

 ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2559 ถึงเดือนกันยายน 2561 ณ ห้องปฏิบัติการ                

กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร โรงเลี้ยงหนู ของกลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กลุ่มกีฏและสัตววิทยา 

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร และพ้ืนที่เกษตรตามภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย

จ านวน 17 แหล่ง (15 จังหวัด) ได้แก่ นาข้าวอ าเภอบ้านสร้าง จังหวัดปราจีนบุรี   นาข้าวอ าเภอเมือง

ชัยนาท จังหวัดชัยนาท  นาข้าวอ าเภอเมือง จังหวัดนครนายก   แปลงตะไคร้อ าเภอเมือง จังหวัด

กาญจนบุรี   แปลงถั่วเหลืองอ าเภอบรรพตพิสัย จังหวัดนครสวรรค์   แปลงถั่วลิสงอ าเภอบ้านลาด 

จังหวัดเพชรบุรี   นาข้าวอ าเภอหนองยาง จังหวัดอุทัยธานี   สนามหลวงเขตพระนคร กรุงเทพฯ   

แปลงมะคาเดเมียสถานีทดลองเกษตรที่สูงแม่จอนหลวงและแปลงมะคาเดเมียเกษตรหลวงเชียงใหม่ 

(ขุนวาง) จังหวัดเชียงใหม่   นาข้าวอ าเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน   นาข้าวอ าเภอพาน จังหวัดเชียงราย           

แปลงมะคาเดเมีย อ าเภอน้ าหนาวและนาข้าวอ าเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์   แปลงข้าวโพดอ าเภอ

สีคิ้ว จังหวัดนครราชสีมา  นาข้าวอ าเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา   และสวนปาล์มน้ ามัน                

อ าเภอสวี จังหวัดชุมพร 

8. ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง : 

กำรเก็บตัวอย่ำงและกำรคัดแยกเชื้อ 

 การด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2560 ถึงเดือนกันยายน 

2561 ได้ด าเนินการเก็บตัวอย่างโดยการใช้กับดักชนิดจับเป็น (live trap) ดักหนูสกุลท้องขาว (Rattus) 

และสกุลหนูหริ่ง (Mus) ศัตรูพืชในพ้ืนที่เกษตรตามภูมิภาคต่างๆในประเทศไทย จ านวน                 17 

แหล่ง 5 ภูมิภาค (15 จังหวัด) เขตภาคตะวันออก จ านวน 1 จังหวัด ได้แก่ นาข้าวอ าเภอบ้านสร้าง 

จังหวัดปราจีนบุรี   เขตภาคกลาง จ านวน 8 จังหวัด ได้แก่ นาข้าวอ าเภอเมืองชัยนาท จังหวัดชัยนาท  

นาข้าวอ าเภอเมือง จังหวัดนครนายก   แปลงตะไคร้อ าเภอเมือง จังหวัดกาญจนบุรี   แปลงถั่วเหลือง

อ าเภอบรรพตพิสัย จังหวัดนครสวรรค์   แปลงถั่วลิสงอ าเภอบ้านลาด จังหวัดเพชรบุรี   นาข้าวอ าเภอ

หนองยาง จังหวัดอุทัยธานี   สนามหลวงเขตพระนคร กรุงเทพฯ เขตภาคเหนือ จ านวน 4 จังหวัด                 



(6 แหล่งพ้ืนที่เกษตร) ได้แก่ แปลงมะคาเดเมียสถานีทดลองเกษตรที่สูงแม่จอนหลวงและเกษตรหลวง

เชียงใหม่ (ขุนวาง) จังหวัดเชียงใหม่   นาข้าวอ าเภอบ่อเกลือ จังหวัดน่าน   นาข้าวอ าเภอพาน จังหวัด

เชียงราย   แปลงมะคาเดเมีย อ าเภอน้ าหนาวและนาข้าวอ าเภอหล่มเก่า จังหวัดเพชรบูรณ์   เขตภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ จ านวน 1 จังหวัด ได้แก่ แปลงข้าวโพดอ าเภอสีคิ้ว จังหวัดนครราชสีมา                    

เขตภาคใต้ จ านวน 2 จังหวัด ได้แก่ นาข้าวอ าเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา   และสวนปาล์มน้ ามัน                

อ าเภอสวี จังหวัดชุมพร (figure 1) รวมได้ตัวอย่างหนูในการทดลองครั้งนี้ ทั้งสิ้น 237 ตัว สามารถ               

คัดแยกโอโอซีสต์ ได้ทั้งหมด 58 ไอโซเลท (isolates) คิดเป็นร้อยละ 24 จากตัวอย่างหนูทั้งหมด โดย                   

หนูท้องขาว 133 ตัว สามารถคัดแยกโอโอซีสต์ได้ 27 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 20 จากตัวอย่าง                  

หนูท้องขาวทั้งหมด และเป็นหนูหริ่ง 104 ตัว สามารถคัดแยกโอโอซีสต์ได้ 31 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 

30 จากตัวอย่างหนูหริ่งทั้งหมด (table 1) โดยแปลงมะคาเดเมีย ที่เกษตรหลวงเชียงใหม่ (ขุนวาง) 

จังหวัดเชียงใหม่ นั้นเป็นพ้ืนที่ที่สามารถคัดแยกโอโอซีสต์ได้มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 67 จาก                      

หนูป่าอินโดจีน (R. andamanensis) จ านวน 6 ตัว ซึ่งแสดงให้เห็นว่าในพ้ืนที่ดังกล่าว มีความชุกของ

โอโอซีสต์ค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพ้ืนที่อ่ืนๆในการทดลองครั้งนี้ ในขณะเดียวกันที่ สวนปาล์ม

น้ ามันอ าเภอสวี จังหวัดชุมพร นั้นไม่พบโอโอซีสต์จากหนูป่ามาเลย์ (R. tiomanicus) ที่ดักมาได้

ทั้งหมด 12 ตัว 

 ถึงแม้ว่าการทดลองในครั้งนี้สามารถคัดแยกโอโอซีสต์ ได้ทั้งหมด 58 ไอโซเลท (ร้อยละ 24 จาก

ตัวอย่างหนูทั้งหมด) แต่เป็นโอโอซีสต์ของโปรโตซัว Isospora เพียง 3 ไอโซเลทเท่านั้น คิดเป็น                  

ร้อยละ 5 จากโอโอซีสต์ที่คัดแยกได้ทั้งหมด ในขณะที่เหลืออีก 55 ไอโซเลท เป็นโอโอซีสต์ของ               

โปรโตซัว Eimeria คิดเป็นร้อยละ 95 จากโอโอซีสต์ที่คัดแยกได้ทั้งหมด ซึ่งทั้ง 3 ไอโซเลท ของ              

โปรโตซัว Isospora ที่คัดแยกได้นั้น คัดแยกได้จากหนูนาใหญ่ (R. argentiventer) ในนาข้าวอ าเภอ

เมือง จังหวัดชัยนาท  หนูหริ่งนาหางสั้น (M. cervicolor) ในแปลงตะไคร้อ าเภอเมือง จังหวัด

กาญจนบุรี  และหนูหริ่งนาหางยาว (M. caroli) ในแปลงข้าวโพดอ าเภอสีคิ้ว จังหวัดนครราชสีมา 

ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าโปรโตซัว Isospora ที่มีหนูสกุลท้องขาวและหนูหริ่ง เป็นสัตว์อาศัยใน

ประเทศไทยนั้น เป็นกลุ่มเชื้อที่มีโอกาสพบได้น้อย (rare species) คิดเป็นร้อยละ 5 จากโอโอซีสต์ที่คัด

แยกได้ทั้งหมดจากการศึกษาในครั้งนี้ ดังนั้นจึงไม่เหมาะที่จะน ามาศึกษาวิจัยเพ่ือทดสอบศักยภาพใน

การก่อโรคกับหนูทดลอง อีกหนึ่งปัญหาส าคัญที่พบจากการศึกษาในครั้งนี้  ก็คือปริมาณของ                 

โปรโตซัว Eimeria และ Isospora ที่คัดแยกได้จากมูลหนูในธรรมชาตินั้น มีปริมาณน้อย ไม่เพียงพอ

ต่อการทดสอบศักยภาพในการก่อโรคกับหนูทดลอง ซึ่งโอโอซีสต์ทั้งหมด 58 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้นั้น 

สามารถน าไปทดสอบศักยภาพในการก่อโรคกับหนูทดลอง ได้ครบทุกกรรมวิธีเพียง 20 ไอโซเลท 



ขณะที่อีก 34 ไอโซเลท ที่เหลือนั้นสามารถทดสอบศักยภาพในการก่อโรคกับหนูทดลองได้ 3 กรรมวิธี 

(treatment 1,2,4) และมี  4  ไ อ โ ซ เ ลท  ไ ด้ แ ก่  M.ca NKW03, M.cePet09, R.an MJ02 และ                  

M.pa MJ01 สามารถทดสอบศักยภาพในการก่ อ โ รคกับหนูทดลอง ได้ เ พีย ง  2 กรรมวิ ธี                   

(treatment 1,4) (table 2) ค่าเฉลี่ยของโอโอซีสต์ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างหนูแต่ละตัวนั้นเท่ากับ  

ร้อยละ 28  oocysts/ul (min-max; 1-670 oocysts/ul) 

กำรทดสอบศักยภำพควำมรุนแรงในกำรก่อโรคกับหนูทดลอง  

 จากตัวอย่างโอโอซีสต์ที่คัดแยกได้จากมูลหนูท้องขาวและหนูหริ่งศัตรูพืชจากธรรมชาติและน าไป

ทดสอบศักยภาพในการก่อโรคกับหนูทดลอง จ านวน 58 ไอโซเลทนั้น พบว่า มีเพียง 7 ไอโซเลท ที่มี

ศักยภาพสามารถท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ ร้อยละ 20-40 และทั้ง 7 ไอโซเลทดังกล่าวนั้นเป็น                    

โอโอซีสต์ของโปรโตซัว Eimeria ทั้งหมด ได้แก่ R.r K11, M.ce NKW04, M.ce NKW05, R.n Bkk02,  

R.an MJ04, M.pa MJ01 และ R.an KW03 โดยเป็นโปรโตซัวที่คัดแยกได้จากมูลหนูท้องขาว จ านวน                     

4 ไอโซเลท (R.r K11, R.n Bkk02, R.an MJ04 และ R.an KW03) และคัดแยกได้จากมูลหนูหริ่ง 

จ านวน 3 ไอโซ เลท (M.ce NKW04, M.ce NKW05 และ  M.pa MJ01) ในขณะที่ ระยะเวลา                  

การก่อโรคที่ท าให้หนูทดลองมีอาการป่วยและตาย อยู่ที่  2-10 วัน ภายหลังจากได้รับเชื้อ                     

(2nd-10 th day p.i.) ที่ ระดับความเข้มข้นของโอโอซีสต์  500 –  5 ,000 โอโอซีสต์  (table 2)                    

ซึ่งสอดคล้องกับการทดสอบศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคในหนูทดลอง จากงานวิจัยที่เคยมี

รายงานไว้ โดยที่ระยะเวลาการตายของหนูหลังจากท่ีได้รับเชื้อโปรโตซัวเข้าไปนั้น แตกต่างกันตามชนิด

และปริมาณของเชื้อโปรโตซัวที่ได้รับ ตัวอย่างเช่น ในหนู motley mice (Lemniscomys striatus) ที่

ได้รับโอโอซีสต์ของโปรโตซัว E. telekii n. sp. จ านวน 5,000 oocysts หลังจากได้รับเชื้อแล้ว                  

หนูทดลองมีอาการป่วยจากโรค coccidiosis และตายภายใน 6 วัน ภายหลังจากได้รับเชื้อ                

(Slapeta et al., 2001) และการทดสอบศักยภาพในการก่อโรคในหนูหริ่งบ้าน (M. musculus) 

ภายหลังจากได้รับโอโอซีสต์ของโปรโตซัว  E. krijgsmanni 105 โอโอซีสต์  จะแสดงอาการป่วยของ

โรค coccidiosis และตายภายใน 9-10 วัน หลังจากได้รับเชื้อ และเมื่อเพ่ิมปริมาณโอโอซีสต์เป็น 106 

โอโอซีสต์ หนูทดลองมีอาการป่วยและตายเร็วขึ้น ภายใน 3 วันหลังจากได้รับเชื้อ (Matsui et al., 

2005) เช่นเดียวกับการระบาดของโรค coccidiosis จากเชื้อโปรโตซัว E. nieschulzi ในหนูทดลอง 

albino outbread rats ที่ประเทศอินเดีย พบว่ามีหนูทดลองท่ีติดเชื้อป่วยและตายจ านวน 30 ตัว จาก

หนูทดลองที่ติดเชื้อทั้งหมด 50 ตัว ซึ่งโดยปกติเชื้อโปรโตซัว E. nieschulzi เป็นเชื้อที่พบได้ทั่วไปใน

หนูตามธรรมชาติ แต่จะไม่พบในหนูทดลองที่ปลอดเชื้อ และพบว่าหนูทดลองทั้งหมดตายภายใน 3 วัน 

ภายหลังจากท่ีแสดงอาการป่วยของโรค coccidiosis (Patra et al., 2011)   



ลักษณะพยำธิสภำพ 

 หนูทดลองที่ป่วยและตายจากเชื้อโปรโตซัว Eimeria ทั้ง 7 ไอโซเลท จากการทดลองในครั้งนี้                

มีอาการตาแฉะ ซึม ไม่กินน้ าและอาหาร น้ าหนักลด ลักษณะพยาธิสภาพที่พบ มีลักษณะล าไส้อักเสบ 

กระเพาะอาหารพองลม (figure 3 and 4) ส่วนผลการตรวจทางพยาธิวิทยา (histopathology) 

บริเวณล าไส้ใหญ่ พบลักษณะเซลล์หลุดลอกออกและพบเซลล์ merozoites เป็นจ านวนมาก                

(figure 5) เมื่อเชื้อโปรโตซัวกลุ่ม Eimeria เมื่อเข้าสู่ร่างกายของหนูที่เป็นสัตว์อาศัยแล้ว จะเข้าสู่เซลล์

อ่อนที่ก าลังพัฒนาในระบบทางเดินอาหาร หรือเยื่อบุผิวบริเวณล าไส้ เข้าท าลายบริเวณเยื่อเมือกและ

เซลล์บุผิวล าไส้  ท าให้เกิดอาการของโรค coccidiosis (Slapeta et al., 2001) ลักษณะอาการของ

โรค coccidiosis ท าให้หนูที่ติดเชื้อมีอาการท้องเสีย ถ่ายเป็นเลือด น้ าหนักลด ร่างกายอ่อนแอ                    

การเคลื่อนไหวผิดปกติ (ataxia) ขนร่วง (Slapeta et al., 2001; Matsui et al., 2005) เมื่อดูลักษณะ

พยาธิสภาพของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ที่ติดเชื้อเกิดการหลุดลอกและมีการสร้างเซลล์

ใหม่มาแทนที่ (crypt hyperplasia) villus มีอาการฝ่อ (villus atrophy) เซลล์ล าไส้มีอาการอักเสบ 

ตกเลือด เลือดคั่ง บวมน้ า และพบเชื้อที่ก าลังพัฒนาในระยะ endogenous stages (merozoites 

หรือ schizont) เป็นจ านวนมาก (Matsui et al., 2005; Patra et al., 2011)  

กำรจ ำแนกชนิดทำงสัณฐำนวิทยำ 

 การแบ่งกลุ่มโปรโตซัว Eimeria นั้นใช้การมีหรือไม่มีของ oocyst residuum (OR) เป็นเกณฑ์ ใน

การจ าแนกชนิดร่วมกับความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของสัตว์อาศัย (Reduker et al., 1987; Hnida 

and Duszynski, 1999; Zhao and Duszynski, 2001a)  โดยที่ OR นั้นเป็น lipid granule ที่มีอยู่

ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ของไซโกตซึ่งเป็นโครงสร้างที่ถูกสร้างขึ้นมาระหว่างการพัฒนาเป็น 

sporogony ในระยะ sporulation (Kheysin, 1967) ซึ่ ง การจ าแนกชนิ ด ในระดับสปี ชี ส์ นั้ น                

การวัดขนาดและรูปร่างของโอโอซีสต์เพียงอย่างเดียวนั้นไม่เพียงพอ (Duszynski, 1971; Long and 

Joyner, 1984; Parker and Duszynski, 1986) ต้องใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโอโอซีสต์และ

การมีหรือไม่มีโครงสร้างต่างๆของโอโอซีสต์ ร่วมกับข้อมูลทางชีวโมเลกุลในการจ าแนกชนิดของ                 

โปรโตซัวในกลุ่มนี้ (Slapeta et al., 2001; Kvicerova  et al., 2011; Al-Habsi et al., 2017)  

 ตัวอย่างโอโอซีสต์ที่คัดแยกได้จากมูลหนูท้องขาวและหนูหริ่งศัตรูพืชจากธรรมชาติ ที่มีศักยภาพ

ท าให้หนูทดลองที่ป่วยและตายได้ในครั้งนี้ จ านวน 7 ไอโซเลท ใช้วิธีและหลักเกณฑ์การจ าแนกชนิด

ของโปรโตซัวในวงศ์ Eimeriidae ตามวิธีของ Duszynski and Wilber 1997 พบว่าตัวอย่างเชื้อ              

โปรโตซัวไอโซเลท R.an KW03, R.an MJ04 ที่คัดแยกจากมูลหนูป่าอินโดจีน (R. andamansis)              

โอโอซีสต์มีรูปทรงแบบ ovoid มีค่า shape index (SI) 1.3 มีผนังโอโอซีสต์ 2 ชั้น  ไม่มี oocyst 



residuum (OR) micropyle (MP) และ polar granule (PG) และไอโซเลท R.n Bkk02 ที่คัดแยกจาก

มูลหนูนอร์เว (R. norvegicus) โอโอซีสต์มีรูปทรงแบบ ovoid มีค่า shape index (SI) 1.3 มีผนังโอโอ

ซีสต์ 2 ชั้น  มี polar granule และ sporocyst residuum (SR) แต่ไม่มี oocyst residuum และ 

micropyle ตัวอย่างเชื้อโปรโตซัวไอโซเลท M.pa MJ01 ที่คัดแยกจากมูลหนูหริ่งป่าขนเสี้ยน  (M. 

pahari) โอโอซีสต์มีรูปทรงแบบ subspherical-ovoid มีค่า shape index 1.2 มีผนังโอโอซีสต์ 2 ชั้น 

มี sporocyst residuum ไม่มี oocyst residuum, micropyle และ polar granule ขณะเดียวกันไอ

โซเลท R.r K11 01 ที่คัดแยกจากมูลหนูท้องขาวบ้ าน (R. rattus) โอโอซีสต์มี รู ปทรงแบบ 

subspherical มีค่ า  shape index 1 .1 มีผนั ง โอโอซีสต์  2 ชั้น   มี  polar granule, sporocyst 

residuum และ stieda body แต่ไม่มี oocyst residuum และ micropyle ในขณะที่ตัวอย่างเชื้อ

โปรโตซัวอีก 2 ไอโซเลท ได้แก่ M.ce NKW05 และ M.ce NKW04 ที่คัดแยกจากมูลหนูหริ่งนาหางสั้น 

(M. cervicolor) โอโอซีสต์มีรูปทรงแบบ ovoid มีค่า shape index  1.4 และ 1.3 ตามล าดับ  มีผนัง

โอโอซีสต์  2 ชั้น  มี  polar granule, micropyle และ micropolar cap (MC) แต่ ไม่มี  oocyst 

residuum (table 3 and figure 2) ซึ่งลักษณะของโอโอซีสต์ดังกล่าวนั้นยังไม่สามารถระบุชนิดให้

ชัดเจนได้ ดังนั้นจึงจ าแนกชนิดทั้ง 4 ไอโซเลท (M. pa MJ01, R.r K11 01, M.ce NKW05 และ M.ce 

NKW04) ดังกล่าวเป็น Eimeria sp. เพ่ือยืนยันผลทางชีวโมเลกุลต่อไป 

กำรศึกษำทำงชีวโมเลกุล 

 ล าดับเบสในบริ เวณที่นิยมใช้ในการจ าแนกชนิดและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ                        

ค็ อ ค ซิ เ ดี ย โ ป ร โ ต ซั ว  ไ ด้ แ ก่  ไ ซ โ ต โ ค ร ม  ซี  อ อก ซิ เ ด ส  (Kvicerova and Hypsa, 2013)                                

แ ล ะบริ เ วณ อ่ืน ใ น ไ ม โ ตค อน เ ด รี ย ลดี เ อ็ น เ อ  (Hikosaka et al., 2010; Lin et al., 2011)                       

ไรโบโซมอล ดีเอ็นเอ (18S rDNA) (Tenter and Johnson, 1997; Morrison et al., 2004) และ 

plastid open reading frame (ORF470) (Zhao and Duszynski, 2001b; Matsubayashi et al., 

2005; Kvicerova and Hypsa, 2013) ในขณะที่บริ เวณยีนเครื่องหมายในต าแหน่งอ่ืนๆ ได้แก่ 

internal transcribed spacer region (ITS), riboprinting, isoenzymes และ microsatellites  ไม่

สามารถจ าแนกชนิด และ ไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ  ในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ             

ค็อคซิเดียโปรโตซัวได้ (Ogedengbe et al., 2011) 

 การศึกษาทางชีวโมเลกุลของเชื้อโปรโตซัว Eimeria 7 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพท าให้หนูทดลอง

ป่วยและตายได้ในการศึกษาครั้งนี้ ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) ในบริเวณ              

ไซโตโครม ซี ออกซิเดส (coxI) ในไมโตคอนเดรียล ดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ IE coxI for/IE coxI rev 

ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 คู่เบส และน าไปหาล าดับเบสหลังจากนั้น ตัดส่วนล าดับเบสที่ไม่



ชัดเจน บริเวณปลาย 5’ และ 3’ แล้วได้ล าดับเบสความยาว 450 คู่เบส โดยท าการวิเคราะห์ร่วมกับ

ล าดับเบสของโปรโตซัวสกุล Eimeria และ Isospora ที่มีในฐานข้อมูล GenBank ได้ผลการวิเคราะห์

ดังนี้ 

 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม การวิเคราะห์ร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม/ระยะห่างทาง

พันธุกรรม และการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนของล าดับเบส 

 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณไซโตโครม ซี ออกซิเดส จากล าดับเบสของ                  

โปรโตซัว Eimeria จ านวน 7 ตัวอย่าง ที่มีศักยภาพท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ในการศึกษาครั้งนี้ 

เปรียบเทียบกับล าดับเบสของโปรโตซัวสกุล Eimeria และ Isospora ที่มีในฐานข้อมูล GenBank 

จ านวน 31 ตัวอย่าง รวมล าดับเบสที่น ามาใช้ในการวิเคราะห์ทั้งหมด 38 ตัวอย่าง โดยการสร้างแผนภูมิ

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 3 วิธี ได้แก่ NJ/ML และ BI (figure 7) พบว่าทั้ง 3 วิธีให้แผนภูมิผลการ

วิเคราะห์ในรูปแบบเดียวกัน สามารถแบ่งได้เป็น 5 กลุ่มใหญ่ ตามชนิดของสัตว์อาศัยที่โปรโตซัวสกุล 

Eimeria และ Isospora อาศัยอยู่นั้น ได้แก่ clade I (rodent host) เป็นกลุ่มที่มีสัตว์ฟันแทะเป็นสัตว์

อาศัย clade II (lagomorpha host) เป็นกลุ่มที่มีกระต่ายเป็นสัตว์อาศัย  clade III (avian host) 

เป็นกลุ่มที่มีสัตว์ปีกเป็นสัตว์อาศัย  clade IV (carnivora host) เป็นกลุ่มที่มีสัตว์ฟันเขี้ยวเป็นสัตว์

อาศัย  และ clade V (cattle host) เป็นกลุ่มที่มีสัตว์เท้ากีบเป็นสัตว์อาศัย จากผลการวิเคราะห์พบว่า

โปรโตซัวภายใน clade I มีค่าร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม (nucleotide identity) และค่า

ระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) เท่ากับร้อยละ 87.7-99.7 และ 0.045-0.131 ตามล าดับ 

(table 4) และเมื่อเปรียบเทียบกันระหว่างโปรโตซัวใน clade I กับ clade II – clade V พบว่า มีค่า

ร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม และค่าระยะห่างทางพันธุกรรม อยู่ที่ร้อยละ 84.8-91.8 และ 

0.082-0.164 ตามล าดับ (table 4) จากผลการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม สามารถ

จัดกลุ่มโปรโตซัวสกุล Eimeria และ Isospora ได้ตามชนิดของสัตว์อาศัย ซึ่งโปรโตซัวใน          กลุ่ม

นี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของสัตว์อาศัยเป็นอย่างมาก (Joyner, 1982; Levine, 1982; Long 

and Joyner, 1984; Zhao and Duszynski, 2001b) ดังนั้นจึงสามารถน ามาใช้ในการจัดกลุ่ม จ าแนก

ความแตกต่างของโปรโตซัวในสกุล Eimeria และ Isospora ได ้(Joyner, 1982) 

 Clade I ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีสัตว์ฟันแทะเป็นสัตว์อาศัย (rodent Eimeria) นั้นสามารถแบ่งได้เป็น   2 

กลุ่มใหญ่ ได้แก่ OR- rodent cluster และ OR+ rodent cluster  ซึ่งโอโอซีสต์ของโปรโตซัว Eimeria 

ทั้ง 7 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้และมีศักยภาพท าให้หนูทดลองป่วยและตาย ในการศึกษาครั้งนี้ (R.an 

KW03, R.an MJ04, R.n. Bkk02, M.pa MJ01, R.r K11 01, M.ce NKW05 และ           M.ce 

NKW04) จัดอยู่ในกลุ่ม OR- rodent cluster โดยมี 3 ไอโซเลท ได้แก่ R.an KW03,                  R.an 



MJ04 และ  R.n. Bkk02 ถู ก จั ด อยู่ ใ น กลุ่ ม ย่ อ ยข อ ง  E. falciformis (figure 7) ซึ่ ง ไ อ โ ซ เ ล ท                 

R.an KW03 และ R.an MJ04 มีค่าร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม และค่าระยะห่างทางพันธุกรรม 

เมื่อเปรียบเทียบกับ E. falciformis (KX495129) อยู่ที่ร้อยละ 99.7 และ 0.003 ตามล าดับ ขณะที่             

ไอโซเลท R.n. Bkk02 เมื่อเปรียบเทียบกับ E. falciformis (KX495129) มีค่าร้อยละความเหมือนทาง

พันธุกรรม และค่าระยะห่างทางพันธุกรรม อยู่ที่ร้อยละ 99.4 และ 0.006 ตามล าดับ แต่เมื่อพิจารณา

เปรียบเทียบกับลักษณะสัณฐานวิทยาของโอโอซีสต์และชนิดของสัตว์อาศัยของ E. falciformis พบว่า

มีรูปทรงของโอโอซีสต์และชนิดของสัตว์อาศัยที่ต่างกัน โดยที่โอโอซีสต์ของ E. falciformis นั้นมี

รูปทรง ellipsoidal และมีหนูหริ่งบ้าน (M. musculus) เป็นสัตว์อาศัย (Mesfin and Bellamy, 

1978) ในขณะที่โปรโตซัว Eimeria ทั้ง 3 ไอโซเลทจากการศึกษาครั้งนี้ มีหนูในสกุลหนูท้องขาว 

(Rattus) ได้แก่ หนูป่าอินโดจีน (R. andamanensis) และหนูนอร์เว (R. norvegicus) เป็นสัตว์อาศัย 

อีกทั้งผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน (amino acid translation) จากล าดับเบสบริเวณ ไซโตโครม ซี 

ออกซิเดส จ านวน 145 รหัส ของโปรโตซัว Eimeria ทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ มีการแปลรหัสต่างกับ                    

E. falciformis ในต าแหน่งที่ 352 ซึ่ง E. falciformis มีการแปลรหัสเป็น I (Isoleucine) ขณะที่ทั้ง               

3 ไอโซเลท แปลรหัสเป็น T (threonine) (table 5) ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่าโปรโตซัว Eimeria ทั้ง 

3 ไอโซเลท (R.an KW03, R.an MJ04 และ R.n. Bkk02) นั้นไม่ใช่ E. falciformis  

 ขณะเดียวกันโปรโตซัว Eimeria ไอโซเลท M.pa MJ01 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มย่อยของ E. burdai 
(figure 7) และเมื่อเปรียบเทียบค่าร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม และค่าระยะห่างทางพันธุกรรม 
กับ E. burdai (JQ993709) มีค่าอยู่ที่ร้อยละ 99.7 และ 0.003 ตามล าดับ แต่เมื่อพิจารณาจาก
ลักษณะของโอโอซีสต์และชนิดของสัตว์อาศัย ระหว่างไอโซเลท M.pa MJ01 กับ E. burdai พบว่ามี
ลักษณะโครงสร้างของโอโอซีสต์และชนิดของสัตว์อาศัยที่แตกต่างกัน โดยที่ E. burdai นั้นมีรูปทรง
เ ป็ น  subspherical มี  polar granule แ ล ะ มี ห นู  subterranean African silvery mole-rat 
(Heliophobious argenteocinereus) เป็ นสั ตว์ อาศั ย  (Koudela et al., 2000; Kvicerova and 
Hypsa, 2013) ขณะที่ไอโซเลท M.pa MJ01 นั้นมีรูปทรงเป็น subspherical- ovoid ไม่มี polar 
granule (table 3 and figure 2) และมีหนูหริ่งป่าเล็กขนเสี้ยน (M. pahari) เป็นสัตว์อาศัย อีกท้ังผล
การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนจากล าดับเบสบริเวณไซโตโครม ซี ออกซิเดส พบว่ากรดอะมิโนใน
ต าแหน่งที่  319 และ 352 นั้น ไอโซเลท M.pa MJ01 มีการแปลรหัสเป็น T (threonine) ทั้ง                        
2 ต าแหน่ง ขณะที่ E. burdai (JQ993709) แปลรหัสเป็น S (serine) และ I (Isoleucine) จึงสามารถ
สรุปได้ว่า เชื้อโปรโตซัว Eimeria ไอโซเลท M.pa MJ01 นั้นไม่ใช่ E. burdai  
 ในขณะที่ โปรโตซัว Eimeria ไอโซเลท RrK11 01, MceNKW05 และ MceNKW04 นั้น                  
ถูกจัดอยู่ในกลุ่มย่อยของ E. papillata (figure 7) เมื่อเปรียบเทียบทั้ง 3 ไอโซเลทกับ E. papillata 
(KT184377) มีค่าร้อยละความเหมือนทางพันธุกรรม และค่าระยะห่างทางพันธุกรรม อยู่ที่ร้อยละ 



99.7 และ 0.003 ตามล าดับ แต่เมื่อพิจารณาจากลักษณะของโอโอซีสต์และชนิดของสัตว์อาศัย พบว่า
ทั้ง 3 ไอโซเลท นั้นโอโอซีสต์มีผนัง 2 ชั้น (bi layered) และมีโครงสร้างลักษณะโอโอซีสต์ที่แตกต่างกับ 
E. papillata ในบางโครงสร้าง  อีกทั้ งมีหนูท้องขาวบ้าน (R.rattus) และหนูหริ่ งนาหางสั้น                 
(M. cervicolor) เป็นสัตว์อาศัย (table 3 and figure 2) ในขณะที่ E. papillata นั้นมีผนังโอโอซีสต์                 
ชั้นเดียว (single layered) และมีหนูหริ่งบ้าน (M. musculus) เป็นสัตว์อาศัย (Ernst et al., 1971; 
Pellerdy, 1974) และผลการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนจากล าดับเบสบริเวณไซโตโครม ซี ออกซิเดส 
พบว่ากรดอะมิโนในต าแหน่งที่ 352 โปรโตซัว Eimeria ทั้ง 3 ไอโซเลท นั้นมีการแปลรหัสเป็น                    
T (threonine) ขณะที่ E. papillata (KT184377) แปลรหัสเป็น I (Isoleucine) จึงสามารถสรุปได้ว่า 
เชื้อโปรโตซัว Eimeria ทั้ง 3 ไอโซเลท นั้นไม่ใช่ E. papillata แต่ยังไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งนี้จึงใช้หลักเกณฑ์วิธีของ Kvicerova and Hypsa, 2013 ในการตั้งชื่อโปรโตซัวกลุ่ม 
rodent Eimeria ที่ยังไม่สามารถจ าแนกชนิดได้อย่างชัดเจน ทั้ง 7 ไอโซเลท ที่ได้จากการศึกษาใน ครั้ง
นี้  โ ด ย ใ ห้ ชื่ อ เ ป็ น  Eimeria sp. ex. Rattus andamanensis isolates R.an KW03,                     
Eimeria sp. ex. Rattus andamanensis isolates R.an MJ04, Eimeria sp. ex.                        
Rattus norvegicus isolates R.n. Bkk02, Eimeria sp. ex. Rattus rattus isolate R.r K11 no 01, 
Eimeria sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW05 และ Eimeria sp. ex.                        Mus 
cervicolor isolate M.ce NKW04 ตามล าดับ  
 ปัญหาที่ส าคัญในการจัดจ าแนกชนิดและการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของค็อคซิเดีย               
โปรโตซัว ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล โดยอาศัยข้อมูลล าดับเบสบริเวณดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) 
ได้แก่บริเวณ 18S rDNA และ ไซโตโครม ซี ออกซิเดส (mitochondrial DNA) นั้น ในปัจจุบันข้อมูล
ล าดับเบสดังกล่าวของโปรโตซัวกลุ่มนี้ ในฐานข้อมูลยังมีจ านวนน้อยต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมอีกมาก 
เพ่ือการน าไปใช้ประโยชน์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) ในการจัดกลุ่ม จ าแนกชนิดและ
การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของค็อคซิ เดีย โปรโตซัว ต่อ ไป (Chapman et al., 2013;                     
Berto et al., 2014) จึงท าให้การจ าแนกชนิดทางชีวโมเลกุลของโอโอซีสต์ของโปรโตซัวในกลุ่ม 
rodent Eimeria ที่มีศักยภาพท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ จากการศึกษาครั้งนี้ ทั้ง 7 ไอโซเลทนั้น 
ยังไม่สามารถระบุ สปีชีส์ที่ชัดเจนได้ แต่เมื่อพิจารณาผลการจ าแนกชนิดทางสัณฐานวิทยาจากลักษณะ
ต่างๆของโอโอซีสต์ ร่วมกับการวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุล อย่างน้อยท าให้ทราบว่าโปรโตซัว Eimeria ทั้ง 
7 ไอโซเลท นั้นเป็น Eimeria sp. และไม่ตรงกับสปีชีส์ใดๆของโปรโตซัว Eimeria จากฐานข้อมูลที่มี 
ดังนั้นการศึกษาต่อไปจึงควรเพ่ิมความยาวของล าดับเบสบริเวณไซโตโครม ซี ออกซิเดส ให้มีความยาว
ที่มากขึ้นและควรเพ่ิมบริเวณที่ใช้ในการวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรม ได้แก่ 18S rDNA และ 
ORF470 ในการจ าแนกชนิดและศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของโปรโตซัวในกลุ่มนี้ เพ่ือท าให้ผล
การจ าแนกสปีชีส์มีความถูกต้องและน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น  
 อย่างไรก็ดีในการศึกษาครั้งนี้ ยังไม่ได้ท าการทดลองเพ่ิมปริมาณโอโอซีสต์ของโปรโตซัว 
Eimeria ที่มีศักยภาพท าให้หนูทดลองป่วยและได้ ให้มีปริมาณเพ่ิมขึ้นในหนูทดลอง เพ่ือท าให้มี



ปริมาณโอโอซีสต์เพียงพอ ต่อการทดสอบความรุนแรงในการก่อโรคในหนูทดลองได้ครบทุกกรรมวิธี      
และสามารถคงศักยภาพความรุนแรงในการก่อโรคไว้ได้ ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า ภายหลัง                    
จากที่หนู motley mice (L. striatus) ที่ได้รับโอโอซีสต์ของเชื้อ E. telekii n. sp. จ านวน 1,000               
โอโอซีสต์ หลังจากได้รับเชื้อแล้ว 4-5 วัน หนูทดลองจะขับโอโอซีสต์ออกมาพร้อมมูล ประมาณร้อยละ 
40-50 และพบปริมาณโอโอซีสต์ถูกขับออกมามากที่สุด ที่ระยะเวลา 6 วันหลังจากได้รับเชื้อ หลังจาก
นั้นปริมาณโอโอซีสต์ที่ถูกขับออกมา จะค่อยๆลดลงตามระยะเวลาที่ เพ่ิมขึ้น จนกระทั่งไม่พบโอโอซีสต์
ในมูลหนูทดลอง หลังจากได้รับเชื้อแล้ว 12 วัน (Slapeta et al., 2001) ในขณะที่หนูหริ่งบ้าน                 
(M. musculus) ภายหลังจากได้รับโอโอซีสต์ของเชื้อ E. krijgsmanni 101-105 โอโอซีสต์ ที่ระยะเวลา 
6 ชั่วโมง ถึงวันที่ 7 เชื้อจะมีการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนในล าไส้ใหญ่ (cecum, colon และ 
rectum) ของหนู และจะเริ่มขับโอโอซีสต์ออกมาพร้อมกับมูล ในวันที่ 7 หลังจากได้รับเชื้อ และพบมี
การขับโอโอซีสต์ออกมาปริมาณสูงสุด 106 โอโอซีสต์ ในวันที่ 8 หลังจากได้รับเชื้อ หลังจากนั้นปริมาณ
โอโอซีสต์ที่ถูกขับออกมา จะค่อยๆลดลงตามระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น จนกระทั่งไม่พบโอโอซีสต์ในมูลหนู
ทดลอง หลังจากได้รับเชื้อแล้ว 12-14 วัน (Matsui et al., 2005) ด้วยเหตุนี้เองจึงควรควรมีการศึกษา
ต่อยอด ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ ในเรื่องของความจ าเพาะเจาะจงของเชื้อกับชนิดของสัตว์อาศัย 
ความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม วิธีการเพ่ิมปริมาณเชื้อให้สามารถคงศักยภาพความรุนแรง การก่อโรคใน
หนูทดลอง ท าให้หนูทดลองป่วยและตายได้ รวมถึงการทดลองในด้านต่างๆ เพ่ือที่จะน าไปพัฒนาเป็น
ชีวภัณฑ์ก าจัดหนูศัตรูพืชต่อไป 
9. สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ : การด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 ถึง
เดือนกันยายน 2561 ได้ด าเนินการ ดักหนูท้องขาว และหนูหริ่งศัตรูพืช จ านวน 237 ตัว สามารถคัด
แยกโอโอซีสต์จากมูลหนูที่ดักได้ จ านวน 58 ไอโซเลท จากตัวอย่างหนูท้องขาว 133 ตัว พบโอโอซีสต์ 
27 ไอโซเลท และจากตัวอย่างหนูหริ่ง 104 ตัว พบโอโอซีสต์ 31 ไอโซเลท  จากพ้ืนที่เกษตร จ านวน 
17 แหล่ง (15 จังหวัด) ใน 5 ภูมิภาคของประเทศไทย โอโอซีสต์ทั้ง 58 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้เป็น                
โปรโตซัว Eimeria 55 ไอโซเลท และ Isospora 3 ไอโซเลท  และพบโอโอซีสต์ของเชื้อ Eimeria 
จ านวน 7 ไอโซเลท ที่ระดับความเข้มข้น 500 – 50,000 โอโอซีสต์ มีศักยภาพสามารถท าให้หนูทดลอง
ป่วยและตายได้ ร้อยละ 20-40 ภายใน 2-10 วัน หลังจากได้รับเชื้อ ผลการจ าแนกชนิดทางสัณฐาน
วิทยาของโอโอซีสต์ร่วมกับการศึกษาทางชีวโมเลกุล พบว่าเป็น Eimeria sp. ทั้ง 7 ไอโซเลท ได้แก่ 
Eimeria sp. ex. Rattus andamanensis isolates R.an KW03, Eimeria sp. ex.                 Rattus 
andamanensis isolates R.an MJ04, Eimeria sp. ex. Rattus norvegicus isolates R.n. Bkk02, 
Eimeria sp. ex. Mus pahari isolate M.pa MJ01, Eimeria sp. ex. Rattus rattus isolate R.r 
K11 no 01, Eimeria sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW05 และ                   Eimeria 
sp. ex. Mus cervicolor isolate M.ce NKW04 ตามล าดับ 
 จากผลการศึกษาในครั้งนี้  พบโปรโตซัวสกุล Eimeria และ Isospora ในหนูท้องขาวและ             
หนูหริ่งศัตรูพืช ในประเทศไทย ซ่ึงโปรโตซัวสกุล Isospora นั้น มีโอกาสพบได้น้อยในธรรมชาติ ดังนั้น



จึงไม่เหมาะที่จะน ามาศึกษาเพ่ือที่จะพัฒนาเป็นสารชีวภัณฑ์ก าจัดหนู ในขณะที่โปรโตซัว Eimeria นั้น
มีโอกาสพบได้มากกว่า อีกท้ังจากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่ามี 7 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพสามารถท าให้หนู
ทดลองป่วยและตายได้ แต่จ านวนโอโอซีสต์ของเชื้อที่คัดแยกได้จากหนูศัตรูพืชในธรรมชาติ นั้นมี
จ านวนน้อยท าให้ไม่สามารถทดสอบความรุนแรงในการก่อโรคกับหนูทดลอง ได้ครบทุกกรรมวิธี ดังนั้น
จึงควรมีการศึกษาและท าการวิจัยต่อยอดผลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ เพ่ือท าให้สามารถพัฒนาเป็น
สารชีวภัณฑ์ก าจดัหนูศัตรูพืช ที่มีประสิทธิภาพสูงและปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมต่อไป 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : น าไปเป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับการศึกษาวิจัยและพัฒนา           

ต่อยอด เพ่ือประยุกต์ใช้ผลิตเป็นสารชีวภัณฑ์ก าจัดหนูต่อไปในอนาคต 

11. ค ำขอบคุณ : ขอขอบคุณ คุณสิทธิศักดิ์ แสไพศาล คุณกาญจนา วาระวิชนี และคุณแสนชัย              

ค าหล้า กลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ที่ให้ความอนุเคราะห์ใช้

เครื่อง thermal cycler ในการทดลองทางชีวโมเลกุล 

ขอขอบคุณ คุณทัศวรรณ พุ่มกาหลง ที่ ให้ความช่วยเหลือในการผ่าซากชันสูตร               

เพ่ือดูพยาธิสภาพหลังการตาย  

ขอขอบคุณ คุณณัฐกานต์ ถาแก้ว ที่ให้ความช่วยเหลือในการสกัดดีเอ็นเอ และเตรียม

ตัวอย่างในการศึกษาทางชีวโมเลกุล 

ขอขอบคุณ คุณศุภกร วงศ์เรืองพิบูลย์ ที่ช่วยแนะน าการใช้โปรแกรม PAUP ในการ

วิเคราะห์ผลข้อมูลทางชีวโมเลกุล 

ขอขอบคุณ คุณบรรจง บุญครอบ คุณวิชา สีแจ่ม คุณธนากรณ์  ภักดีสุข                          

คุณเจริญศักดิ์ กันต่าย และคุณกุลธิดา เจนสิริโสภณ ที่ให้ความช่วยเหลือในการดักหนูและเลี้ยงหนู

ทดลอง  

ขอขอบคุณ เจ้าหน้าที่กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตรที่เกี่ยวข้องทุกท่าน ที่มีส่วนร่วม

ให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

12. เอกสำรอ้ำงอิง : 

ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ วิยะดา สีหะบุตร เสริมศักดิ์ หงส์นาค และกรแก้ว เสือสะอาด. 2539a.  

 ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูพุกใหญ่. รายงายผลการวิจัย ปี 2539.             

 กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร  หน้า 255-256. 

ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ วิยะดา สีหะบุตร เสริมศักดิ์ หงส์นาค และกรแก้ว เสือสะอาด. 2539b.  

ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูนอร์เวย์. รายงายผลการวิจัย ปี 2539.  

กองกีฏและสัตววิทยา กรมวิชาการเกษตร  หน้า 257. 



ยุวลักษณ์ ขอประเสริฐ ปราสาททอง พรหมเกิด กรแก้ว เสือสะอาด เสริมศักดิ์ หงส์นาค และ 

ทรงทัพ แก้วตา. 2540. ผลของโปรโตซัว Sarcocystis singaporensis ต่อหนูนาใหญ่. 

รายงายผลการค้นคว้าและวิจัย กลุ่มงานสัตววิทยาการเกษตร กองกีฏและสัตววิทยา 

กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพมหานคร หน้า 10-16. 
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13. ภาคผนวก : 

Table 1 Oocysts of coccidia species list indicating the location, host and type of oocysts in this study. 

No Country Sampling location Source Locallity coordinating Hosts (N) Oocysts (N) Host species (n) Type of oocysts (n) 

1 Eastern Thailand BanSang, PrachinBuri rice field 14.011897, 101.215630 7 2 Ricefield rat; Rattus argentiventer (5) Eimeria sp. (2) 

       Ryukyu mouse; Mus caroli (2) N.A. 

2 Central Thailand Mueng, ChaiNat rice field 15.19322, 100.123391 11 3 Ricefield rat; Rattus argentiventer (11) Eimeria sp. (2) 

        Isospora sp. (1) 

  KlongLuang, Pathumthani coconut farm 14.176516, 100.771015 8 3 Roof rat; Rattus rattus (8) Eimeria sp. (3) 

  Mueng, NakhonNayok rice field 14.159897, 101.134773 15 6 Ricefield rat; Rattus argentiventer (5) N.A. 

       Ryukyu mouse; Mus caroli (10) Eimeria sp. (6) 

  Mueng, Kanchanaburi lemongrass  14.111819, 99.4964177 16 6 Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (16) Eimeria sp. (5) 

   farm     Isospora sp. (1) 

  BanphotPhisai,  soybean farm 15.967748, 99.897299 26 7 Ryukyu mouse; Mus caroli (12) Eimeria sp. (3) 

    NakhonSawan     Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (14) Eimeria sp. (4) 

  BanLat, Phetchaburi peanut farm 13.072184, 99.887626 15 3 Roof rat; Rattus rattus (6) N.A. 

       Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (9) Eimeria sp. (3) 

  NongYang, UthaiTani rice field 15.3228345, 99.6391726 10 1 Roof rat; Rattus rattus (5) Eimeria sp. (1) 

       Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (3) N.A. 

       Polynesian rat; Rattus exulans (2) N.A. 

  Phranakhon, Bangkok SanamLuang 13.755344, 100.493134 3 1 Norway rat; Rattus norvegicus (3) Eimeria sp. (1) 

Table 1 Oocysts of coccidia species list indicating the location, host and type of oocysts in this study (continue). 

No Country Sampling location Source Locallity coordinating Hosts (N) Oocysts (N) Host (n) Type of oocysts (n) 



3 Northern Thailand MaeRim, ChiangMai Macadamia 18.647326, 98.476465 21 5 Indochinese forest rat;  Eimeria sp. (4) 

   plantation      Rattus andamanensis (16)  

       Shrew mouse, Mus pahari (5) Eimeria sp. (1) 

  MaeWang, ChiangMai Macadamia 18.639482, 98.512224 6 4 Indochinese forest rat;  Eimeria sp. (4) 

   plantation      Rattus andamanensis (6)  

  BoKluea, Nan rice field 19.139900, 101.155085 7 1 Asian rat; Rattus tanezumi (7) Eimeria sp. (1) 

  Phan, ChiangRai rice field 19.528509, 99.744685 12 2 Asian rat; Rattus tanezumi (9) Eimeria sp. (2) 

       Ryukyu mouse; Mus caroli (3) N.A. 

  NamNao, Phetchabun Macadamia 16.945576, 101612696 12 3 Indochinese forest rat;  Eimeria sp. (3) 

   plantation      Rattus andamanensis (12)  

  LomKao, Phetchabun rice field 16.850098, 101.200224 16 3 Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (13) Eimeria sp. (3) 

       Ryukyu mouse; Mus caroli (3) N.A. 

4 NorthEast Thailand Sikhio, NakhonRatchasima corn field 14.872284, 101.650930 31 6 Fawn-colored mouse; Mus cervicolor (5) Eimeria sp. (3) 

       Ryukyu mouse; Mus caroli (9) Isospora sp. (1), Eimeria sp. (1) 

       Ricefield rat; Rattus argentiventer (8) N.A. 

       Roof rat; Rattus rattus (9) Eimeria sp. (1) 

5 Southern Thailand HatYai, SongKla rice field 6.968445, 100.380445 9 2 Roof rat; Rattus rattus (9) Eimeria sp. (2) 

  Sawi, Chumphon oil palm  10.188052, 99.109264 12 N.A. Malayan wood rat, Rattus tiomanicus (12) N.A. 

      plantation           

Table 2  Percent mortality of rodents at different concentration of oocysts suspension in 4 treatments after direct feeding. 

No. 
Voucher 

Sampling location Hosts 
Type 

oocysts/ul 
% Mortality after treatment Range of 

 number  of T1 T2 T3 T4 mortality 
  oocysts (500 oocysts) (5,000 oocysts) (50,000 oocysts) (control) (days) 

1 R.a Pra 01 BanSang, PrachinBuri R. argentiventer Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 
2 R.a Pra 02 BanSang, PrachinBuri R. argentiventer Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

N.A., Not available 

 



*3 R.a Chai 01 Mueng, ChaiNat R. argentiventer Eimeria sp. 3 0 0 N.A. 0 - 
*4 R.a Chai 02 Mueng, ChaiNat R. argentiventer Isospora sp. 1 0 0 N.A. 0 - 
*5 R.a Chai 03 Mueng, ChaiNat R. argentiventer Eimeria sp. 1 0 0 N.A. 0 - 
6 R.r K11 01 KlongLuang,  Pathumthani R. rattus Eimeria sp. 25 0 0 30 0 3,4 and 10 
*7 R.r K11 02 KlongLuang,  Pathumthani R. rattus Eimeria sp. 1 0 0 N.A. 0 - 

*8 R.r K11 03 KlongLuang,  Pathumthani R. rattus Eimeria sp. 3 0 0 N.A. 0 - 

*9 M.ca NKY 01 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

*10 M.ca NKY 04 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

*11 M.ca NKY 05 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

*12 M.ca NKY 08 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 10 0 0 N.A. 0 - 

*13 M.ca NKY 09 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

14 M.ca NKY 10 Mueng, NakhonNayok M. caroli Eimeria sp. 250 0 0 0 0 - 

*15 M.ce Khan 05 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Isospora sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

16 M.ce Khan 12 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Eimeria sp. 425 0 0 0 0 - 

*17 M.ce Khan 13 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Eimeria sp. 22 0 0 N.A. 0 - 

*18 M.ce Khan 20 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Eimeria sp. 50 0 0 N.A. 0 - 

*19 M.ce Khan 22 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Eimeria sp. 50 0 0 N.A. 0 - 

*20 M.ce Khan 24 Mueng, Kanchanaburi M. cervicolor Eimeria sp. 20 0 0 N.A. 0 - 

21 M.ca NKW 01 BanphotPhisai, NakhonSawan M. caroli Eimeria sp. 150 0 0 0 0 - 

*22 M.ca NKW 03 BanphotPhisai, NakhonSawan M. caroli Eimeria sp. 5 0 N.A. N.A. 0 - 

Table 2 Percent mortality of rodents at different concentration of oocysts suspension in 4 treatments after direct feeding (continue). 

No. 
Voucher 

Sampling location Hosts 
Type oocysts/ul % Mortality after treatment Range of 

 number  of  T1 T2 T3 T4 mortality 
  oocysts   (500 oocysts) (5,000 oocysts) (50,000 oocysts) (control) (days) 

*23 M.ca NKW 13 BanphotPhisai, NakhonSawan M. caroli Eimeria sp. 50 0 0 N.A. 0 - 
24 M.ca NKW 23 BanphotPhisai, NakhonSawan M. caroli Eimeria sp. 670 0 0 0 0 - 
*25 M.ce NKW04 BanphotPhisai, NakhonSawan M. cervicolor Eimeria sp. 15 0 20 N.A. 0 3 and 7 
*26 M.ce NKW05 BanphotPhisai, NakhonSawan M. cervicolor Eimeria sp. 16 0 20 N.A. 0 7 
*27 M.ce NKW07 BanphotPhisai, NakhonSawan M. cervicolor Eimeria sp. 75 0 0 N.A. 0 - 
*28 M.ce Pet 04 BanLat, Phetchaburi M. cervicolor Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 



*29 M.ce Pet 08 BanLat, Phetchaburi M. cervicolor Eimeria sp. 75 0 0 N.A. 0 - 
*30 M.ce Pet 09 BanLat, Phetchaburi M. cervicolor Eimeria sp. 3 0 N.A. N.A. 0 - 

31 R.r Uth 05 NongYang, UthaiTani R. rattus Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

*32 R.n Bkk 02 Phranakhon, Bangkok R. norvegicus Eimeria sp. 11 0 20 N.A. 0 3 

*33 R.an MJ02 MaeRim, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 1 0 N.A. N.A. 0 - 

34 R.an MJ04 MaeRim, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 25 0 0 40 0 2,4,7 and 8 

35 R.an MJ07 MaeRim, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 75 0 0 0 0 - 

36 R.an MJ15 MaeRim, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

*37 M.pa MJ01 MaeRim, ChiangMai M. pahari Eimeria sp. 25 20 N.A. N.A. 0 2 and 3 

38 R.an KW01 MaeWang, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 23 0 0 0 0 - 

39 R.an KW03 MaeWang, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 13 0 20 N.A. 0 6 and 7 

40 R.an KW04 MaeWang, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

*41 R.an KW06 MaeWang, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. 1 0 0 N.A. 0 - 

42 R.ta Nan02 BoKluea, Nan  R. tanezumi Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

43 R.ta CR07 Phan, ChiangRai R. tanezumi Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

44 R.ta CR08 Phan, ChiangRai R. tanezumi Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

Table 2 Percent mortality of rodents at different concentration of oocysts suspension in 4 treatments after direct feeding (continue). 

No. 

Voucher 

Sampling location Hosts 

Type oocysts/ul % Mortality after treatment Range of 

 number  of  T1 T2 T3 T4 mortality 

  oocysts   (500 oocysts) (5,000 oocysts) (50,000 oocysts) (control) (days) 

45 R.a NNPB01 NamNao, Phetchabun R. andamanensis Eimeria sp. 22 0 0 0 0 - 

*46 R.a NNPB04 NamNao, Phetchabun R. andamanensis Eimeria sp. 3 0 0 N.A. 0 - 

47 R.a NNPB05 NamNao, Phetchabun R. andamanensis Eimeria sp. 25 0 0 0 0 - 

*48 M.ce LKPB04 LomKao, Phetchabun M. cervicolor Eimeria sp. 11 0 0 N.A. 0 - 

*49 M.ce LKPB05 LomKao, Phetchabun M. cervicolor Eimeria sp. 25 0 0 N.A. 0 - 

*50 M.ce LKPB06 LomKao, Phetchabun M. cervicolor Eimeria sp. 11 0 0 N.A. 0 - 

*51 M.ce NKR01 Sikhio, NakhonRatchasima M. cervicolor Eimeria sp. 11 0 0 N.A. 1 - 

*52 M.ce NKR02 Sikhio, NakhonRatchasima M. cervicolor Eimeria sp. 75 0 0 N.A. 0 - 



*53 M.ce NKR03 Sikhio, NakhonRatchasima M. cervicolor Eimeria sp. 22 0 0 N.A. 1 - 

*54 M.ca NKR04 Sikhio, NakhonRatchasima M. caroli Isospora sp. 22 0 0 N.A. 2 - 

*55 M.ca NKR06 Sikhio, NakhonRatchasima M. caroli Eimeria sp. 11 0 0 N.A. 3 - 

56 R.r NKR04 Sikhio, NakhonRatchasima R. rattus Eimeria sp. 22 0 0 0 0 - 

57 R.r SK05 HatYai, SongKla R. rattus Eimeria sp. 100 0 0 0 0 - 

*58 R.r SK10 HatYai, SongKla R. rattus Eimeria sp. 2 0 0 N.A. 0 - 

* The isolate of oocysts have insufficient concentration to all treatments. 

N.A., Not available 

 

 

Table 3 Comparison of morphological features measured in micrometers (M ± SD, measurement of oocyst has 5 replicates per sample) from        

7 isolates of oocysts, can cause rodents to died in this study and 5 rodents Eimeria from the previous study.   

No. 
Voucher  number / Sampling location/ 

Hosts 
Type Oocysts       

Reference Acession number Origin of OS Length Width SI OW OR MP PG remark 
    oocysts   (min - max) (min - max)   (bl,sl)         

1 KX495129 Australia M. musculus E. falciformis ellipsoidal 21.1 (16-25)  18.3 (15-22) 1.1 bl - - + - A 
2 Ran KW03 MaeWang, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. ovoid  29.11 ± 1.80  21.58 ± 2.47 1.3 bl - - + - This study 

      (26.73-31.68) (19.80-25.74)        
3 Ran MJ04 MaeRim, ChiangMai R. andamanensis Eimeria sp. ovoid  11.48 ± 2.48  8.51 ± 1.66 1.3 bl - - + - This study 

      (7.92-13.86) (5.94-9.90)        
4 RnBkk 02 Phranakhon, Bangkok R. norvegicus Eimeria sp. ovoid  21.98 ± 3.53  16.43 ± 2.05 1.3 bl - - + SR+ This study 

      (16.83-25.84) (14.85-19.80)        
5 JQ993709 Czech Republic Heliophobious argenteocinereus E. burdi subspherical 17.8 (16-19) 14.1 (12-15) 1.2 bl - - + SR+ B, C 
6 Mpa MJ01 MaeRim, ChiangMai M. pahari Eimeria sp. subspherical  20.99 ± 2.83 17.05 ± 1.90 1.2 bl - - - SR+ This study 

     - ovoid (18.81-25.74) (12.87-17.82)        
7 KT184377 USA M. musculus E. papillata subspherical 22.4 (18-26) 19.2 (16-24) 1.2 sl - - + - D, E 



8 RrK11 01 KlongLuang, Pathumthani R. rattus Eimeria sp. subspherical 19.99 ±  2.66 17.98 ±  3.59 1.1 bl - - + SR+, Sb+ This study 

      (15.84-21.78) (13.68-21.78)        
9 MceNKW05 BanphotPhisai, NakhonSawan M. cervicolor Eimeria sp. ovoid  20.39 ± 1.92  14.45 ± 1.33 1.4 bl - - + MC+ This study 

      (17.82-21.78) (12.87-15.84)        
10 MceNKW04 BanphotPhisai, NakhonSawan M. cervicolor Eimeria sp. ovoid 23.76  ± 0.99 19.01  ± 0.44 1.3 bl - - + MC+ This study 

            (22.77-24.75) (18.81-19.08)               

A* Mesfin and Bellamy, 1978; B* Kvicerova and Hypsa, 2013; C* Koudela et al., 2000; D* Ernst et al,. 1971;  E* Pellerdy, 1974.  

OS - oocysts shape; SI - shape index; OW - oocysts wall; OR - oocysts residuum; MP – micropyle; PG – polar granule; SR – sporocyst residuum; Sb – stieda body; MC – micropo;ar cap;              

sl – single layered; bl – bi layered 

 

 Table 4 Pairwise comparison of nucleotide sequences divergence with Kimura’s two-parameter distance using the MEGA 7 program (lower 

half) and percentage values of sequence identity using the BioEdit program (upper half) among the coxI sequences (450 bp) from the Eimeria 

and Isospora species sequences in GenBank database. 



 

Table 5 Variable amino acid positions within the coxI (145 amino acids) from difference sequences of Eimeria and Isospora species in this study 

and GenBank database. The amino acid for these sequences based on KX495129 Eimeria falciformis, coxI sequence. 

No
. 

Seq-> 
Amino acid position 

21
9 

23
7 

25
9 

26
0 

26
1 

26
8 

27
1 

27
5 

27
7 

27
8 

27
9 

28
4 

28
5 

29
7 

30
6 

31
7 

31
9 

32
1 

33
7 

33
8 

34
0 

35
2 



1 KX495129 Eimeria falciformis G S I L I I A S G K S P T A M F S I L S F I 

2 
* Eimeria sp ex. Rattus andamanensis isolate R.an 
KW03  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T 

3 * Eimeria sp ex. Rattus andamanensis isolate R.an MJ04  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T 
4 * Eimeria sp ex. Rattus norvegicus isolate R.n Bkk02   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T 
5 JQ993701 Eimeria alorani . . . I V . . . . . . . A T . . . . . . . . 
6 JQ993700 Eimeria sp. ex Apodemus agrarius  . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . 
7 JQ993709 Eimeria burdai . . . I . . T . . . . . . . . . . . . . . . 
8 * Eimeria sp ex. Mus pahari isolate M.pa MJ01 . . . I . . T . . . . . . . . . T . . . . T 
9 KT184375 Eimeria tamiasciuri . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . . . 

10 JQ993696 Eimeria myoxi . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . . . 
11 JQ993706 Eimeria sp. ex Apodemus sylvaticus  . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . . . 
12 JQ993705 Eimeria sp. ex Apodemus flavicollis  . . . I . V T . . . L . S S . Y . . . . . . 
13 KT184377 Eimeria papillata . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . Y . 
14 * Eimeria sp. ex  Rattus rattus isolate R.r K11 no 01 . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . Y T 
15 * Eimeria sp. ex  Mus cervicolor isolate M.ce NKW05  . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . Y T 
16 * Eimeria sp. ex  Mus cervicolor isolate M.ce NKW04 . . . I . . T . . . L . S S . Y . . . . Y T 
17 JQ993713 Isospora sp. ex Talpa europaea . . . I . . V . . . L . S S . Y . V . . Y . 
18 JQ993688 Eimeria callospermophili . A V I . . V N . . F V A S V Y . . . T . L 
19 JQ993687 Eimeria cahirinensis . A . I . V V N . . F . A S . Y . . . T . L 
20 KP025691 Eimeria media (lagomorphs hosts) . . . I . . T . . R V . S S . Y . . . G . . 
21 FJ236458 Eimeria tenella (avian hosts) . A . I . V T . . . L . S S . Y . . . . Y . 
22 KT203398 Eimeria mephitidis (carnivara hosts) . A V I . . T . . . L . S S . Y . V . . . T 
23 KT184372 Eimeria bovis (bovine hosts) A A . I . . V T A R M . S S . Y . V I . . L 



 

Figure 1 Map of the sampled localities in this study.



    

    

        

  

Figure 2 Sporulated oocysts of Eimeria sp. can cause rodents to died in this study 

(100x), 2A) the isolate R.an KW03, 2B) the isolate R.an MJ04, 2C) the isolate                       

R.n Bkk02, 2D) the isolate M.pa MJ01, 2E) the isolate RrK11 01, 2F) the isolate                  

M.ce NKW05 and 2G) the isolate M.ce NKW04  
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2C 2D 

2G 

10 uM 10 uM 

10 uM 10 uM 
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Figure 3 Mus cervicolor experimentally infected with 5,000 oocysts of Eimeria sp. 

(voucher M.ce NKW05) showing weakness, depression, ruffling and off food at the                 

7th day p.i. 

  

Figure 4 Stomach showing inflatable and hemorrhagic enteritis of Rattus rattus 

experimentally infected with 50,000 oocysts of Eimeria sp. (voucher R.r K11 01) died at 

the 3th day p.i. (4A). Gross inflammation of the large intestine of                        Mus 

cervicolor experimentally infected with 5,000 oocysts of Eimeria sp. (voucher M.ce 

NKW05) died at the 7th day p.i. (4B). 

4A 4B 



 

Figure 5 Colonic section of Mus cervicolor experimentally infected with 5,000 oocysts 

of Eimeria sp. (voucher M.ce NKW05) and died at the 7th day p.i. showing large 

number of merozoites and peeling cells (x 400).  

 

Figure 6 PCR product from oocyst of Eimeria spp. of coxI region with use of the primer 

IE coxI for/IE coxI rev in this study detect by 1.5% agarose gel electrophoresis. M: 

molecular weight marker (100 bp), N: negative control. 

 

 

     M                                    oocysts of Eimeria spp.                                          N 

1 kb 
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Figure 7 Phylogenetic tree based on coxI sequence alignment of Eimeria and Isospora species. Tree was constructed using the 

neighbor-joining (NJ), maximum likelihood (ML) and baysian inference (BI) respectively and rooted on Toxoplasma gondii and 

Neospora caninum. The bootstrap values (1,000 replicates) based on NJ/ML are given above the branchs and the bayesian 

posterior probability values are indicated below the branchs. The new sequences are in the red bold letters and the species 

names of the parasites are given after GenBank accession numbers. Scale bar indicates nucleotides substitutions per site.   
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