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Problem/Background The estimation of the postmortem interval (PMI) is necessary for

supporting justice to the dead. During the early stage of death,

estimation of PMI of the corpses depends on the changing of

muscle contraction and physical conditions, but this method

can be used effectively in case of death within 24 hours. Flies

are the first organisms which swarm on corpses. Consequently,

accuracy of the estimation of PMI using fly larvae collected from

corpses depends on identification of the species of flies.

However, the macroscopic method using posterior spiracle is

not definite for identifying the species of flies. Therefore, the

molecular identification is used for solving this problem.

Objective To demonstrate the application of mitochondrial cytochrome

oxidase I (COI) gene in identification of maggot species by using

molecular techniques.

Design Descriptive study
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Setting The Department of Parasitology and the Department of Forensic

Medicine, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University.

Methods Six maggot samples were collected from six forensic cases at

the Department of Forensic Medicine, King Chulalongkorn

Memorial Hospital in 2004 - 2007. Before DNA extraction,

posterior spiracles of specimens were morphologically

investigated under stereomicroscope. Then, mitochondrial

maggot DNA was extracted and amplified for cytochrome

oxidase I gene (COI) via polymerase chain reaction (PCR)

technique using specific primers. The PCR products were

cloned into pGEM®-T easy vector and further verified by blue/

white screening and selection system. Positive clones were

propagated and extracted. Recombinant plasmids harboring

PCR insert were analyzed by automated DNA sequencing.

Obtained nucleotide sequences were compared with GenBank

database using the BLAST N bioinformatics programme.

Results Sequencing reactions revealed that PCR yielded a single

351 bp in all maggot specimens. Sequence analyses, based on

percentage of identity with available data from GenBank,

demonstrated that five (83%) specimens and the remaining one

(17%) were identified as Sarcophaga ruficornis and Chrysomya

rufifacies, respectively.

Conclusions This is the first report that provides promising data of molecular

identification of the maggot species captured from forensic cases

in Thailand.
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การจำแนกสปชีส์ีของหนอนแมลงวนัทีเ่กบ็จากศพโดยใชเ้ทคนคิทางอณชูวีวทิยา

กนก พฤฒิวทัญญู, นนทชัย เอกชัยวรวุฒิ, ภาณุวัฒน์ ชุติวงศ์, นันทนา ศิริทรัพย์,

เผด็จ สิริยะเสถียร. การจำแนกสปีชีส์ของหนอนแมลงวันที่เก็บจากศพโดยใช้เทคนิคทาง

อณชูวีวทิยา.
 
  จุฬาลงกรณเ์วชสาร 2553 พ.ย. - ธ.ค.; 54(6): 637-47

เหตุผลของการทำวิจัย การประมาณเวลาตายของศพในทางนิติเวชมีความจำเป็นอย่างยิ่งใน

การหาข้อเท็จจริงเพื่อให้ความเป็นธรรมแก่ผู้เสียชีวิต โดยปกติแล้วการ

ประมาณเวลาตาย   สามารถตรวจดูจากการแข็งตัวของกล้ามเนื้อและ

ลักษณะทางกายภาพเปน็หลกั  ซ่ึงวธินีีมี้ขอ้จำกดัในกรณทีีศ่พไดเ้สยีชวีติ

มาแล้วไม่เกิน 24 ชั่วโมง แมลงวันเป็นสิ่งมีชีวิตกลุ่มแรกที่เข้าไปตอมศพ

และการระบุสปีชีส์ของหนอนแมลงวันได้อย่างถูกต้องสามารถนำมาใช้

ในการประมาณเวลาตายได ้ (postmortem interval, PMI) อยา่งไรกต็าม

การจำแนกสปีชีส์ของหนอนแมลงวันโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

เช่น posterior spiracle ก็ยังไม่สามารถระบุได้อย่างชัดเจน  ดังนั้นการ

จำแนกสปีชีส์หนอนแมลงวันโดยอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาจะช่วย

แกปั้ญหาดงักลา่วได้

วัตถุประสงค์ สามารถประยุกต์ใช้ยีน cytochrome oxidase (COI) ในการระบุสปีชีส์

ของหนอนแมลงวันโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา

รูปแบบการศึกษา การศึกษาเชิงพรรณนา

สถานที่ทำการศึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา และภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์

จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลยั

วิธีการศึกษา ตัวอย่างหนอนแมลงวันเก็บได้จากศพที ่ผ่านการชันสูตรที ่ภาควิชา

นิติเวชศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ในระหว่าง พ.ศ. 2547 - 2550

และเก็บข้อมูลทางสัณฐานวิทยาของ posterior spiracles ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์สเตอริโอก่อนข้ันตอนการสกดัดีเอ็นเอ ทำการเพิม่จำนวนดเีอ็นเอ

ที่สกัดแยกได้ในบริเวณยีน COI ด้วยไพรเมอร์จำเพาะโดยเทคนิค PCR

ผลผลิตที่ได้จากขั้นตอน PCR จะถูกโคลนเข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะ pGEM®-

T easy และตรวจหาโคโลนท่ีีมีช้ินส่วนดังกล่าวด้วยวิธีคัดเลือกสีฟ้าหรือขาว

(blue/white screening and selection) จากนัน้ทำการเลีย้งเชือ้และสกดั

พลาสมิดดีเอ็นเอจากโคโลนีที่ให้ผลบวกเพื่อการหาลำดับนิวคลีโอไทด์

ในขั้นตอนต่อไป ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะถูกเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล

GenBank โดยโปรแกรมชวีสารสนเทศ BLAST N
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ผลการวิจัย ลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้แสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิค PCR

ให้ผลผลิตที่มีขนาด 351 คู่เบสเท่ากันในทุกตัวอย่าง เมื่อวิเคราะห์ลำดับ

นิวคลีโอไทด์พบว่า 5 ตัวอย่างสามารถระบุว่าเป็นสปีชีส์ Sarcophaga

ruficornis และ 1 ตวัอยา่งทีเ่หลอืเป็นสปีชีส์ Chrysomya rufifacies

สรุป เป็นการศึกษาวิจัยที่แสดงให้เห็นชัดว่าสามารถประยุกต์ใช้เทคนิคทาง

อณูชีววิทยาในการระบุสปีชีส์ของหนอนแมลงวันที่เก็บได้จากศพและ

ใหผ้ลทีน่า่เชือ่ถอื ซ่ึงนบัวา่เปน็รายงานครัง้แรกในประเทศไทย

คำสำคัญ หนอนแมลงวนั, ไซโตโครม ออกซเิดส, การจำแนกสปชีีส์.:

:

:
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ปัจจุบันความรู ้ทางด้านนิติวิทยาศาสตร์และ

อณูชีววิทยาได้มีการพัฒนาไปอย่างมาก(1) และการ

ประมาณเวลาตายของศพในทางนติิเวชน้ันก็มีความจำเป็น

อย่างยิ่งในการหาข้อเท็จจริงเพื่อผดุงความเป็นธรรมให้แก่

ผู้เสียชีวิต  ซึ่งโดยปกติแล้วการประมาณเวลาตายของศพ

สามารถประมาณได้โดยอาศัยการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ

เช่น การตรวจดูการแข็งตัวของกล้ามเนื้อเป็นหลัก  แต่วิธี

นี้มีข้อจำกัดในกรณีที่ศพได้เสียชีวิตมาแล้วมากกว่า 24

ชั่วโมง ศพจะเริ่มเน่าทำให้การนำลักษณะทางกายภาพ

มาประมาณเวลาตายจะไม่ใกล้เคียงกับความเป็นจริง

ดังนั้นจึงได้มีการนำงานด้านกีฏวิทยาทางการแพทย์มา

ประยุกต์ใช้เพื่อช่วยงานทางด้านนิติเวชศาสตร์ โดยการ

ใช้หนอนแมลงวันที ่อาศัยเจริญเติบโตบริเวณเนื ้อเยื ่อ

ของศพเป็นหลักฐานทางกีฏวิทยามาใช้ในการประมาณ

เวลาตายได้(2,3)

จากการศึกษาข้อมูลงานวิจัยในต่างประเทศ

อาทิเช ่น การวิเคราะห์ข ้อมูลเชิงโมเลกุลเพื ่อการ

จำแนกสปีชีส์หนอนแมลงวัน  ซึ่งมีความสำคัญในงาน

นิติเวชศาสตร์ที่ประเทศไต้หวัน โดยทำการศึกษาก่อนปี

ค.ศ. 2000 สามารถระบุสปีชีส์ของหนอนแมลงวันที่พบ

บนศพได้ 8 สปีชีส์ได้แก่ Chrysomya megacephala

(Fabricius), Chrysomya pinguis (Walker), Chrysomya

rufifacies (Macquart), Hemipyrellia ligurriens

(Wiedemann), Lucilia bazini Seguy, Lucilia cuprina

(Wiedemann), Lucilia hainanensis Fan, และ Lucilia

prophyrina (Walker)(4) อีกรายงานคือประเทศมาเลเซีย

โดยทำการศึกษาในช่วงระหว่างปี ค.ศ. 1993-1996

พบวา่หนอนแมลงวนัทีพ่บบนศพสว่นใหญถึ่ง  73.7% เป็น

แมลงวันหัวเขียว Chrysomya spp. และที่เหลือเป็น

หนอนแมลงวนัสปีชีส์อ่ืนเชน่ Sarcophaga spp., Lucilia

spp. และ Hermetia spp เป็นต้น(5) ในส่วนประเทศ

สหรัฐอเมริกา รัฐนอร์ท คาโรไลนาก็มีรายงานบันทึก

ครั ้งแรกของร ัฐนี ้ เก ี ่ยวกับการศึกษาหนอนแมลงว ัน

Chrysomya rufifacies ระยะที่ 3 (third instar larvae)

จากซากหมู ซึ่งเป็นตัวอย่างข้อมูลที่มีประโยชน์ในการ

ประกอบการสืบสวนทางนิติเวชศาสตร์(6)

นอกจากนี้ยังมีอีกหลายประเทศที่ให้ความสนใจ

ในการศึกษาด้านนิติกีฏวิทยา (forensic entomology)

เช่นประเทศญี่ปุ ่นโดยทำการจำแนกสปีชีส์ของหนอน

แมลงวันหัวเขียวโดยอาศัยข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ใน

ตำแหน่งยีน COI(7) ส่วนประเทศเยอรมนีศึกษาทั ้งใน

ตำแหนง่ยนี  COI และ COII ซึง่จากรายงานกลา่ววา่เปน็

วิธีที ่สามารถจำแนกสปีชีส์ของหนอนแมลงวันได้อย่าง

รวดเร็วและเป็นประโยชน์ในทางนิติเวชศาสตร์เป็นอย่างมาก(8)

ส่วนการศึกษาทางนิติเวชศาสตร์ในประเทศไทย

ได้มีการรายงานการพบศพลอยน้ำครั้งแรก ริมแม่น้ำใน

จังหวัดลำปาง เป็นชายไม่ทราบช่ือและอายุ จากการชันสูตร

และเก็บตัวอย่างพบหนอนแมลงวันหัวเขียว Chrysomya

megacephala (Fabricius) และ Chrysomya rufifacies

(Macquart) ระยะที่ 3 โดยเมื่อนำตัวอย่างที่ได้ไปเข้า

กระบวนการพิสูจน์วงชีวิตพบว่าตายมาประมาณ 7 วัน(9)

ในส่วนงานวิจัยที ่มีการรวบรวมข้อมูลเกี ่ยวกับหนอน

แมลงวันที่เก็บได้จากศพในแถบภาคเหนือของประเทศไทย

ตั ้งแต่ปี ค.ศ. 2000 - 2006 พบว่าแมลงวันหัวเขียว

เป็นกลุ ่มที ่พบได้มากที ่สุด(10) จะเห็นได้ว่างานวิจัยใน

หลายประเทศได้มีการศึกษาเพื่อจำแนกสปีชีส์ของหนอน

แมลงวนัทีพ่บบนศพตามทีต่า่งๆ อยา่งไรกต็ามกย็งัมคีวาม

แตกต่างของถิ่นที่อยู่อาศัย แต่อย่างน้อยก็เป็นประโยชน์

ในการช่วยเชื่อมโยงความสัมพันธ์ระหว่างแหล่งที่พบศพ

กับสปีชีส์ของหนอนแมลงวันได้เช่นกัน

นอกจากนั้นแล้วนิติกีฏวิทยา เป็นสิ่งสำคัญที่ต้อง

คำนึงถึงเมื่อไปเก็บวัตถุพยานในที่เกิดเหตุ หนอนแมลงวัน

มีบทบาทที่สำคัญเนื่องจากเป็นสิ่งมีชีวิตกลุ่มแรกที่พบบน

ศพและยังพบเป็นจำนวนมากอีกด้วย(4) แต่หลักฐานที่เก็บ

มานั้นจะน่าเชื่อถือเพียงใด ก็ต้องคำนึงถึงการระบุสปีชีส์

ทีถ่กูตอ้ง แตเ่นือ่งจากการอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา

เพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอท่ีจะจำแนกสปีชีส์หนอนแมลงวัน

ได้อย่างถูกต้อง จำเป็นที่จะต้องอาศัยวิธีการจำแนกอื่น

ซึ ่งมีความถูกต้อง แม่นยำและให้ผลออกมาเป็นที่ยอม

รับ(8, 11, 12) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยมีความสนใจ



642  Chula Med Jกนก พฤฒวิทญัญ และคณะ

เป็นอย่างยิ่งในการจำแนกสปีชีส์ของหนอนแมลงวันที่เก็บ

ได้จากศพ โดยอาศัยเทคนิค PCR ที่ตำแหน่งยีน COI

ใน mitochondrial DNA (mtDNA) ขนาด 351 คู่เบส

ซึ่งเป็นยีนที่เหมาะสมกับการศึกษาทางวิวัฒนาการ และ

พันธุศาสตร์ประชากร เนื่องจากยีนส่วนนี้มีความแปรผัน

ทางพันธุกรรมมากทำให้เราทราบถึงสายพันธุ์ที่มีความ

แตกต่างกันของหนอนแมลงวันแต่ละชนิดได้(12)

วิธีการศึกษา

การศึกษาครั ้งนี ้ เป็นการศึกษาเชิงพรรณนา

โดยอาศัยข้อมูลทางสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ทาง

อณูชีววิทยาจากตัวอย่างหนอนแมลงวันที่เก็บได้จากศพ

ในชว่งป ีพ.ศ. 2547 - 2550  โดยคดัแยกหนอนแมลงวนั

ที่เก็บได้จากศพลงในกระบอกพลาสติกใสสะอาดที่บรรจุ

70% ethanol มีฝาปิด ทำการบันทึกรายละเอียดสำคัญ

ของศพพรอ้มระบุหมายเลข code ตวัอยา่งหนอนแมลงวนั

(ตารางที่ 1) และเก็บที่อุณหภูมิห้อง โดยเก็บตัวอย่าง

หนอนจากศพที่ส่งมาชันสูตรที ่ภาควิชานิติเวชศาสตร์

คณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลยั

1. การจำแนกหนอนแมลงวนัทางสณัฐานวทิยา

ทำการจำแนกสปีชีส์โดยอาศัยสัณฐานวิทยาของ

posterior spiracle ซึ่งเป็นท่อลมบริเวณด้านท้าย ของ

หนอนแมลงวัน มีจำนวน 1 คู ่ เริ ่มจากการนำหนอน

แมลงวันที ่เก็บมาตัดตามขวาง บริเวณด้านท้ายของ

ตัวหนอนในส่วนของ posterior spiracle และนำชิ้นส่วน

ทีไ่ดม้าถา่ยรปูภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนส์เตอรโิอ (รุ่น SZX9,

Olympus, Tokyo, Japan) และเก็บข้อมูลเพ่ือการวิเคราะห์

ในขั ้นตอนการเปรียบเทียบต่อไป ความแตกต่างของ

posterior spiracle น้ีสามารถจำแนกสปชีีส์หนอนแมลงวนั

ไดอ้ยา่งพอสงัเขป(2, 3)

2. การวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยา

2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื ่อของหนอน

แมลงวนั (DNA extraction)

ทำการสกดั mitocondrial DNA จากเนือ้เยือ่ของ

หนอนแมลงวันบริเวณส่วนหัว โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN INC., Valencia, CA)

โดยทำตามขั้นตอนที่บริษัทผู ้ผลิตแนะนำ  จากนั้นทำ

การวัดความเข้มข้นของดีเอ ็นเอที ่สกัดได้ด ้วย UV

spectrophotometer (Bio-Rad, USA) ที่ความยาวคลื่น

260 นาโนเมตรและเกบ็ที ่ 4 OC เพือ่ใช้ในขัน้ตอนการเพิม่

จำนวนดีเอ็นเอต่อไป

2.2  การเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Poly-

merase Chain Reaction (PCR)

ทำการการเพิ่มจำนวน DNA อย่างจำเพาะใน

บริเวณ mitochondrial cytochrome oxidase I  โดยอาศยั

ดีเอ็นเอที ่สกัดได้ในขั ้นตอนก่อนหน้านี ้เป็นแม่พิมพ์

(template) และใช้ forward primer และ reverse primer

ซึ่งมีลำดับเบส 5’ CAGCTACTTTATGAGCTTTAGG 3’

และ 5’ CATTCAAGCCTTGTGTAAGCATC 3’ ตาม

ลำดับ (8)  ปฏิกิริยาประกอบด้วยส่วนผสมดังตารางที่ 2

โดยอาศัยเครื ่องเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอ GeneAmp PCR

System 2400 thermal cycler (Applied Biosystem,

USA) ซ่ึงมีข้ันตอนและระยะเวลาดงัตารางที ่3  จากนัน้ทำ

การตรวจสอบขนาดดเีอ็นเอทีไ่ด้จากเทคนคิ PCR ด้วย 1%

agarose gel electrophoresis

ตารางที ่1. แสดงรายละเอียดของตัวอย่าง และรหัสที่ใช้

ในการทดลอง

ลำดับ หมายเลขศพ CODE

1. 0311/50 1/50

2. 0311/50 2/50

3. 1426/48 3/50

4. 0345/47 4/50

5. 0484/49 5/50

6. 0111/49 6/50
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2.3  การสรา้งพลาสมดิดีเอน็เอลกูผสม (recom-

binant DNA)

นำดีเอ็นเอที่เพิ่มจำนวนได้จากเทคนิค PCR มา

เชื่อมกับดีเอ็นเอพาหะชนิด pGEM®-T easy (Promega,

USA) โดยใช ้Rapid DNA ligation kit (Promega) โดยทำ

ตามขั้นตอนที่บริษัทผู้ผลิตแนะนำ  จากนั้นทำการถ่ายโอน

(transform) พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมที่ได้จากปฏิกิริยา

เชื่อมต่อเข้าสู่อัลตราคอมพีเทนต์เซลล์ Escherichia coli

สายพันธุ์ DH5α ซึ่งเตรียมด้วย Inoue method (13) และ

เลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการถ่ายโอนพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมบน

จานเพาะเชื้อที่ประกอบด้วย Luria-Bertani (LB) agar,

50 μg/mL Ampicillin, 100 mM IPTG และ 50 μg/mL

X-Gal บ่มจานเพาะเชื้อที่ 37 OC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง

และทำการเขี่ยเชื้อที่ได้โดยเลือกเฉพาะโคโลนีที่มีสีขาว

(แยกหลอด) ประมาณ 10 โคโลนี ลงในอาหารเหลว LB

ท่ีมี 50 μg/mL Ampicillin บ่มที ่ 37 OC, 200 รอบต่อนาที

เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นทำการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ

ลูกผสมดว้ยชดุสกดัพลาสมดิดเีอ็นเอ QIA Spin Miniprep

Kit (QIAGEN)

2.4 การตรวจสอบดีเอ็นเอที่สนใจจากพลาสมิด

ดีเอน็เอลกูผสม

นำพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมที่สกัดแยกได้มาทำ

การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI (New England

Biolabs) โดยทำตามขั ้นตอนที ่บริษัทผู ้ผลิตแนะนำ

และทำการแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ได้หลังการตัดด้วยเอนไซม์

ตัดจำเพาะดว้ย 1% agarose gel electrophoresis จาก

นั้นทำการคัดเลือกพลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจ

เพื่อการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ในขั้นตอนต่อไป

2.5 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์

ผล

ทำการหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณดีเอ็นเอที่

สนใจในพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมโดยใช้ ABI PRISM

BigDye TM Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction kit (Perkin-Elmer Applied Biosystems

Division, Foster city, CA) โดยใช ้T7 promotor primer

และ SP6 promotor primer  เป็น primer สำหรบัการหา

ลำดับนิวคลีโอไทด์ และทำการวิเคราะห์ด้วยเครื ่อง

automated ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Perkin-

Elmer) ลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่หาได้จะถูกวิเคราะห์โดย

การเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล

GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST N (Basic Local

Alignment Search Tool)

ตารางที ่2. แสดงองค์ประกอบและปริมาณที่ใช้ในเทคนิค

PCR

องค์ประกอบ ปริมาณ

10X PCR Buffer 2.5 μL

MgCl
2

25 mM

dNTPs 200 μM

Forward primer 0.4 μM

Reverse primer 0.4 μM

Taq polymerase (5U/μl) 1 unit

DNA Template 50 ng

DNase free water Up to 25μL

ตารางที ่3. แสดงขัน้ตอนและระยะเวลาของเทคนคิ PCR

ขั้นตอน ระยะเวลา

Step 1: Initial Denaturation ที่ 95 OC 3 นาที

Step 2: Amplification 30 รอบ

             Denaturation ที่ 95 OC 30 วนิาที

             Annealing ที่ 56 OC 30 วนิาที

             Extension ที ่72 OC 30 วนิาที

Step 3: Final Extension ที ่72 OC 5 นาที
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ผลการวิจัย

การจำแนกหนอนแมลงวนัทางสณัฐานวทิยา

จากการจำแนกทางสัณฐานวิทยาโดยดูลักษณะ

posterior spiracle ของตัวอย่างหนอนแมลงวันที่เก็บได้

จากศพจำนวน 6 ตัวอย่าง มีความแตกต่างกันดังรูปที่ 1

ข้อมูลดังกล่าวเป็นเพียงส่วนหนึ่งที่จะช่วยจำแนกสปีชีส์

ของหนอนแมลงวันได้เพียงคร่าว ๆ แต่ไม่สามารถที่จะ

ระบุสปีชีส์ที่ถูกต้องได้ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งใช้

เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการจำแนกสปีชีส์ของหนอน

แมลงวันที่พบบนศพเพื่อช่วยแก้ปัญหาดังกล่าว  หาก

สามารถระบุสปีชีส์ของหนอนแมลงวันได้อย่างถูกต้องก็จะ

เป็นประโยชน์ในการใช้เป็นข้อมูลเพ่ือช่วยประมาณระยะเวลา

ตายได้

การวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยา

จากการศึกษาโดยใช้เทคนิค PCR ที่ตำแหน่งยีน

mitochondrial COI และทำการสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอ

ลูกผสมเพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าดีเอ็นเอที่สนใจ

มีขนาด 351 คู่เบสในทกุตวัอยา่งหนอนแมลงวนั (รูปท่ี 2)

และเมื่อทำการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก

การศึกษาครั้งนี้กับในฐานข้อมูล GenBank ที่มีรายงาน

มาก่อนหน้านี้ (ตารางที่ 4) สามารถจำแนกได้ 2 สปีชีส์

ได้แก่ Sarcophaga ruficornis มี 5 ราย (code 2/50,

3/50, 4/50, 5/50 และ 6/50) คิดเป็น 87 % และ Chrysomya

rufifacies มีเพยีง 1 ราย (code 1/50) คิดเปน็ 13 %

วิจารณ์ผล

จากการศึกษาพบว่าหนอนแมลงว ันจากศพ

จำนวน 6 ราย สามารถจำแนกได้ 2 สปีชีส ์ได้แก่

Sarcophaga ruficornis จำนวน 5 ราย (83%) และ

Chrysomya rufifacies จำนวน 1 ราย (17 %)  เม่ือเปรียบ

เทียบกับงานวิจัยท่ีเคยมีการเก็บรวบรวมข้อมูลจากศพต้ังแต่ปี

พ.ศ. 2543 - 2549 ในแถบจังหวัดเชียงใหม่ ที่รายงานไว้

ว่าพบแมลงวันหัวเขียวใน Family Calliphoridae มาก

ที่สุด ส่วนแมลงวันหลังลาย ใน Family Sarcophagidae

พบเป็นลำดับรองลงมา(10) แต่จากการศึกษาครั้งนี้ได้ผล

ที่แตกต่างออกไป กล่าวคือพบแมลงวันหลังลายสปีชีส์

Sarcophaga ruficornis มากกว่าแมลงวันหัวเขียวสปีชีส์

Chrysomya rufifacies แต่เนื ่องจากจำนวนตัวอย่าง

ยังน้อยจึงไม่สามารถสรุปได้ว่ามีนัยสำคัญทางสถิติ

รูปที่ 1.  แสดงลกัษณะ posterior spiracles ของตวัอยา่งหนอนแมลงวนัทีเ่กบ็ไดจ้ากศพ
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M: 100 base pair marker         N:  Negative control

1:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 1/50

2:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 2/50

3:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 3/50

4:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 4/50

5:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 5/50

6:   ดีเอ็นเอจากตวัอย่างหนอนแมลงวนั code 6/50

รูปท่ี 2.  แสดงขนาดของดเีอ็นเอท่ีได้จากเทคนคิ PCR ขนาด 351 คู่เบสในทุกตัวอย่าง

ตารางที ่4. แสดง % identity ของลำดบันวิคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากการศกึษากบัฐานขอ้มูล GenBank

Fly species sequenced for this analysis GenBank record or otherwise previously published COI haplotype

species Number of Accession % Identity Reference

specimen number

Chrysomya 1 DQ328666.1 97% Yin,X.-H., Wang, J.-F. and
rufifacies Chen, Y.-C.(13)

EF125866 97% Preativatanyou, K.,
Sirisup, N., Poovorawan, Y.,
Thavara, U.,
Tawatsin,A., Sungpradit, S.
and Siriyasatien, P.(12)

Sarcophaga 5 EF405941.1 98% Tan, S.H., Mohd-Aris, E.,
ruficornis Omar, B., Johari, S.,

Kurahashi, H. and
Mohamed, Z.(14)
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เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

ตวัอยา่งหนอนแมลงวนัจากศพ สามารถพบความแตกตา่ง

กันคอื จะพบลกัษณะ posterior spiracle แบบ complete

peritreme และมี button ในหนอนแมลงวันหัวเขียว

ขณะที่หนอนแมลงวันหลังลายจะเป็นแบบ incomplete

peritreme และไมมี่ button อยา่งไรกต็ามการจำแนกโดย

อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวไม่สามารถ

จำแนกได้อย่างชัดเจน เพียงแต่ช่วยในการจำแนกสปีชีส์

ของหนอนแมลงวันได้อย่างคร่าว ๆ เพื่อเป็นแนวทางใน

การศกึษาตอ่ไป

จากการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก

ตัวอย่างหนอนแมลงวันกับฐานข้อมูล GenBank พบว่ามี

บางตำแหน่งที ่มีลำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน โดย

Chrysomya rufifacies มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกัน

342 ตำแหนง่จาก 351 ตำแหนง่ คิดเปน็ 97 % ในขณะที่

Sarcophaga ruficornis มีลำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกัน

345 ตำแหน่งจาก 351 ตำแหน่ง คิดเป็น 98 % ซึ่งการ

วิเคราะหท์างอณชีูววิทยานีส้ามารถระบุสปีชีส์ของตัวอย่าง

หนอนแมลงวันได้อย่างถูกต้องและน่าเชื่อถือ

สรุป

ข้อมูลจากหนอนแมลงวันที่พบบนศพสามารถ

บ่งบอกเวลาตาย โดยความแมน่ยำขึน้อยู่กับการระบุสปีชีส์

ของหนอนแมลงวันเหล่านั้น การประยุกต์ใช้เทคนิคทาง

อณูชีววิทยาเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการระบุสปีชีส์ของ

หนอนแมลงวันที ่เก็บได้จากศพและให้ผลที ่น่าเชื ่อถือ

ในการศึกษาครั ้งนี ้ คณะผู ้ว ิจัยได้มุ ่งเน้นการจำแนก

สปีชีส์ของตัวอย่างหนอนแมลงวันที่เก็บได้จากศพด้วย
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