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การศกึษานีม้ีวตัถปุระสงคเ์พ่ือตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและวินิจฉยัพยาธิใบไม  ้

2 ชนิด (Dactylogyrus spp. และ Centrocestus formosanus) ท่ีก่อใหเ้กิดโรคในปลาทอง (Carassius 
auratus) พรอ้มกนัในหนึ่งปฎิกิริยา โดยพฒันาวิธี simplex และ multiplex PCR สาํหรบัวินิจฉยัโรคพยาธิ
พยาธิทัง้ 2 ชนิด ร่วมกบัการทดสอบอณุภูมิท่ีเหมาะสม ความจาํเพาะ ความไว และขีดจาํกดัการตรวจจบั
ในปฎิกิริยา จากผลการตรวจสอบทางสณัฐานวิทยาของพยาธิใบไมท่ี้พบในบริเวณซี่เหงือกของปลาทอง
ถูกระบุอยู่ในสกุล Dactylogyrus และเป็นพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus ตามลาํดับ ผลการศึกษา
ความจาํเพาะในปฏิกิริยาพบว่ามีความจาํเพาะสาํหรบัพยาธิปลิงใส Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไม้
ชนิด C. formosanus โดยไม่เกิดปฎิกิริยาข้ามกับปรสิตท่ีติดเชือ้ร่วมชนิดอื่น  ๆ รวมถึงโฮสตท่ี์นํามา
ทดสอบ สาํหรบัการทดสอบความไวในปฎิกิริยาพบวา่สามารถตรวจจบัความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีตํ่าสุด
สําหรับ  Dactylogyrus spp. ท่ี 0.078 ng และ C. formosanus ท่ี  0.625 ng นอกจากนี้การทดสอบ
ขีดจํากัดการตรวจจับในปฎิกิริยาพบว่าสามารถตรวจจับพยาธิปลิงใส  Dactylogyrus spp. ได้ท่ี
อัตราส่วน  1:12 และพยาธิชนิด  C. formosanus ท่ีอัตราส่วน  1:2 ตามลําดับ  การพัฒนาเทคนิค 
multiplex PCR ในการศกึษานีไ้ดแ้สดงใหเ้ห็นถึงขอ้ดีในการประหยดัเวลาและมีปริมาณงานท่ีสงูสาํหรบั
ตรวจจับโรคปรสิต 2 ชนิดไดพ้รอ้มกันในหนึ่งปฎิกิริยา นอกจากนีย้ังสามารถนาํไปประยุกตใ์ชส้าํหรบั
วินิจฉยัโรคเชิงระบาดวิทยาและการเพาะเลีย้งสตัวน์ ํา้ไดอ้ีกดว้ย  
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This study aims to investigate the morphology and molecular detection of two 

pathogenic flukes, Dactylogyrus spp. and Centrocestus formosanus in goldfish (Carassius 
auratus). Differential simplex and multiplex polymerase chain reaction (PCR) methods were 
developed. Two pairs of species-specific primer targeted the 18S ribosomal DNA gene (18S) 
(156 bp) of Dactylogyrus spp., and the Cytochrome b gene (Cytb) (609 bp) of C. formosanus, 
respectively. The optimal reaction conditions, including specificity, sensitivity, and detection 
limit were also investigated. The results demonstrated that the morphological features of 
monogenetic and digenetic trematodes on the gill of goldfish were identified as Dactylogyrus 
spp. and C. formosanus, respectively. The specificity of molecular detection was specific to 
Dactylogyrus spp. and C. formosanus without cross-amplification with other co-infection 
parasites and their hosts. The sensitivity test results showed that the PCR assay could amplify 
two target genes with the lowest DNA concentration at 0.078 ng for Dactylogyrus spp. and 
0.625 ng for C. formosanus. The detection limit was detected at the ratios of 1:12 and 1:2 for 
Dactylogyrus spp. and C. formosanus, respectively. The m-PCR assay described here is time-
saving and high throughput, which has potential application for diagnoses and 
epidemiological investigation in endemic areas or the aquaculture industry. 
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บทที ่1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
จงัหวดัราชบรุีตัง้อยู่ในภาคตะวนัตกของประเทศไทยมีพืน้ท่ี 3,247 ลา้นไร ่คิดเป็นรอ้ยละ 

11.27 ของเนือ้ท่ีในภาคตะวันตก ประกอบดว้ยพืน้ท่ีป่า พืน้ท่ีภูเขาสูง พืน้ท่ีราบสูง พืน้ท่ีราบลุ่ม 
รวมถึงพืน้ท่ีราบตํ่า มีความอุดมสมบูรณข์องดินค่อนขา้งดี รวมถึงมีแหล่งนํา้ตามธรรมชาติอย่าง
แม่นํา้แม่กลองไหลผ่าน 3 อาํเภอ คือ อาํเภอบา้นโป่ง โพธาราม และอาํเภอเมืองราชบุรี ส่งผลให้
ประชาชนนิยมทาํการเกษตรกรรมหลายประเภท ไดแ้ก่ การทาํไร่ การทาํนา การทาํปศสุตัว ์และ
การทาํประมง สาํหรบัการประกอบอาชีพประมงในจงัหวดัราชบุรีมีเกษตรกรท่ีขึน้ทะเบียนประมง
ทัง้หมด 3,618 ครวัเรือน นบัเป็นพืน้ท่ีประมาณ 48,321 ไร ่สาํหรบัการทาํประมงในจงัหวดัราชบุรี
นัน้สรา้งรายไดใ้หก้ับประเทศไทยมากกว่า 500 ลา้นบาทตอ่ปี อีกทัง้มีพืน้ท่ีสาํหรบัการเพาะเลีย้ง
ปลามากท่ีสดุอยู่ในอาํเภอเมือง อาํเภอโพธาราม และอาํเภอบา้นโป่ง ตามลาํดบั โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งการเพาะเลีย้งปลาทองในจงัหวดัราชบรุี ถือไดว้า่เป็นจงัหวดัท่ีมีการจาํหน่ายปลาทองสงูท่ีสดุใน
ประเทศไทย อีกทัง้ยงัมีตลาดกลางท่ีจาํหน่ายปลาสวยงามขนาดใหญ่อย่าง Fish Village ตัง้อยู่
ภายในจงัหวดัราชบุรี ดงันัน้อาชีพการเพาะเลีย้งปลาทองจึงเป็นธุรกิจท่ีน่าสนใจอีกประเภทหนึ่ง 
และมีความตอ้งการทางตลาดเป็นอย่างมาก มีอตัราการขยายตวัของธุรกิจอยา่งตอ่เน่ือง มีขั้นตอน
ท่ีไม่ซบัซอ้นมากนักสามารถทาํการเพาะเลีย้งในครวัเรือนเพ่ือลดตน้ทุนแรงงานได ้โดยทั่วไปพบ
การเพาะเลีย้งปลาทองอยู่ 2 รูปแบบ คือ การเลีย้งปลาทองในบ่อซีเมนต ์และในบ่อดิน ซึ่งจะให้
ผลผลิต และคณุภาพท่ีแตกตา่งกนัออกไป (สาํนกังานจงัหวดัราชบรุี, 2556)  

ปลาทอง (Carassius auratus Linnaeus, 1758) มีช่ือสามญัคือ “Goldfish” ถกูจดัอยู่ใน
กลุ่มปลาสวยงามชนิดหนึ่งท่ีรูจ้กัอย่างแพรห่ลายทัง้ในประเทศไทย และตา่งประเทศ โดยแรกเริ่มมี
การนาํเขา้ปลาทองมาจากประเทศจีน ต่อมาไดมี้การคดัสายพันธุจ์นไดส้ายพนัธุป์ลาทองต่าง ๆ 
เพิ่มมากขึน้ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น สายพันธุป์ลาทองในปัจจุบนัสามารถแบ่งประเภทตามลกัษณะของ
ครีบ เชน่ ปลาทองครีบเดี่ยว (single fin) ประกอบดว้ย สายพนัธุโ์คเมท (comet) และสายพนัธุช์บูงุ
กิง (shubunkin) และสายพันธุ์ครีบคู่ (duplicated caudal fin) ประกอบดว้ย สายพันธุ์ออรนัดา 
(oranda) สายพนัธุร์ิวกิน้ (ryukin หรือ veittail) สายพนัธุต์าโปน (telescope-eyes goldfish) สาย
พันธุ์มัว (moor) หรือเล่ห์ (black moor หรือ black telescope-eye goldfish) สายพันธุ์ตาโปน
สามสี (calico telescope-eyes goldfish) สายพันธุ์ตาลูกโป่ง (bubble eye goldfish) สายพันธุ์
ตากลับ  (celestial goldfish) สายพันธุ์ เกล็ดแก้ว  (pearl scale goldfish) สายพันธุ์หัวสิ งห ์
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(lionhead goldfish หรือ ranchu) ซึ่งแตล่ะสายพนัธุมี์ความแตกตา่งกนัทัง้ ขนาด รูปรา่ง และสีสนั 
เป็นปลาท่ีมีความทนทาน เลีย้งง่าย จึงเป็นท่ีนิยมในการเลีย้งปลาสวยงามโดยทั่วไปในประเทศ
ไทย (ภวพล ศุภนันทนานนท์, 2557) นอกจากนีป้ลาทองสามารถสรา้งมูลค่าการส่งออกปลา
สวยงามติด 1 ใน 20 อันดบั ตัง้แต่ในปี พ.ศ. 2543 จนถึงปัจจุบนั เริ่มตัง้แต่จาํนวน 101,133 ตวั 
ในปี พ.ศ. 2543 และมีการส่งออกในจาํนวนท่ีมากขึน้ถึง 2,571,154 ตวั โดยมีมูลค่าการส่งออก
มากท่ีสุดเป็นอนัดบัท่ี 2 รองจากปลากัดมากถึง 26,347,132.76 ลา้นบาทในปี พ.ศ. 2551 และมี
แนวโน้มการขยายตัวการส่งออกท่ีเพิ่มมากขึน้จนถึงปัจจุบัน แม้ว่าการส่งออกปลาทอ งจะมี
แนวโนม้ท่ีสงูขึน้แตก็่มกัพบกบัปัญหาตา่ง ๆ ไดแ้ก่ มาตรฐานการผลิตท่ีลดลง โดยมีสาเหตมุาจาก
การเกิดโรคระบาดในปลาหลายชนิด ส่งผลใหเ้กิดการสญูเสียมลูคา่ทางเศรษฐกิจในการเพาะเลีย้ง
ปลาสวยงาม (Bari & Yamazaki, 2018) โรคท่ีพบในปลาท่ีทาํการเพาะเลีย้งในปัจจบุนัมีสาเหตมุา
จากหลายปัจจยั เช่น เกิดจากโรคไวรสั เชือ้รา แบคทีเรีย โรคพยาธิ คณุภาพของอาหารท่ีใชเ้ลีย้งท่ี
ไมเ่หมาะสม รูปแบบท่ีทาํการเพาะเลีย้ง รวมไปถึงคณุภาพของแหลง่นํา้ (นฤชยา ไกลเนตร, 2553)  

หนึ่งในโรคท่ีพบได้บ่อยคือ การเกิดโรคเหงือกเน่า (gill flukes diseases) เป็นโรคท่ีมี
สาเหตุจากการติดพยาธิใบไม้ชนิด Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) ระยะเมตา
เซอรค์าเรีย (metacercaria หรือ infective stage) และการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus 
spp. โดยเฉพาะการติดพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรีย ชนิด C. formosanus ท่ีบริเวณเหงือก
ของปลา สงัเกตลกัษณะการติดพยาธิไดจ้ากอาการบวมแดงท่ีบริเวณเหงือก บริเวณกระพุง้แก้ม
เปิดอา้อยูต่ลอดเวลา ลอยตวับริเวณผิวนํา้ ลาํตวัซูบผอม เป็นตน้ เม่ือเกิดการติดเชือ้โฮสตจ์ะมีการ
สรา้งเมือกออกมาป้องกันพยาธิชนิดดังกล่าวท่ีบริเวณเหงือกจาํนวนมาก ส่งผลให้เกิดการลด
ประสิทธิภาพในการหายใจของปลาและยงัเป็นสาเหตขุองการติดเชือ้ฉวยโอกาสอ่ืน ๆ เพิ่มมากขึน้ 
จึงส่งผลใหป้ลาตายในท่ีสุด (López, 1987; Jiang et al., 2013 และ Tu et al., 2015) ในปัจจุบนั
การติดพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus ในประเทศไทยยงัพบรายงานการ
ระบาดในกลุ่มปลาเกล็ดขาววงศ ์Cyprinidae หลายชนิดซึ่งทาํหน้าท่ีเป็นโฮสตก์ึ่งกลางตัวท่ี 2 
(Saenphet  et al., 2008; Wongsawad et al., 2000 และ Noikong et al., 2011) ระยะตวัเต็มวัย
ของพยาธิชนิดนีอ้าศยัอยู่ในบริเวณระบบทางเดินอาหารของสัตวมี์กระดูกสนัหลงัหลายประเภท 
ไดแ้ก่ สตัวปี์ก สตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนม รวมถึงมนุษย์ท่ีเป็นโฮสตโ์ดยบงัเอิญ (Waikagul et al., 1997 
& Chai et al., 2013) โดยมีการติดพยาธิจากการรบัประทานปลานํา้จืดท่ีมีระยะเมตาเซอรค์าเรีย
เขา้สู่รา่งกาย ยิ่งไปกว่านัน้พยาธิชนิดนีย้งัพบรายงานการติดสู่มนุษยผ์่านการรบัประทานปลานํา้
จืดท่ีปรุงไม่สุกจากรายงานในหลายประเทศรวมถึงประเทศไทย (Waikagul et al., 1997; Van et 
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al., 2011 และ Chai et al., 2013) สาํหรบัพยาธิใบไมช้นิดนีมี้ขอ้มูลการศึกษาท่ีคอ่นขา้งนอ้ยมาก
เม่ื อ เที ย บ กับ พ ย า ธิ ใบ ไม้ช นิ ด  S. falcatus แ ล ะ  O. viverrini (Sripalwit et al., 2015 แ ล ะ 
Boonmars et al., 2009)  

อีกประการคือ การติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ในปลาท่ีทาํการเพาะเลีย้ง
สง่ผลใหเ้กิดการสญูเสียมลูคา่ทางเศรษฐกิจปลาสวยงามท่ีสาํคญั (Reed et al., 2009) โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการติดพยาธิปลิงใสในปลาทองซึ่งถือไดว้่าเป็นหนึ่งในโฮสตท่ี์มีการติดพยาธิปลิงใสชนิด 
Dactylogyrus spp. มากท่ีสุดจากรายงานในหลายประเทศ  (Šimková et al., 2004; Jalali & 
Barzegar, 2005; Molnár, 2009, Shamsi et al., 2009; Rasouli et al., 2012; Borisov, 2013 
และ Tu et al., 2015) สาํหรับปลาทองพบการติดพยาธิปลิงใสหลายชนิด ได้แก่ D. vastator,  
D. intermedius, D. anchoratus, D. baueri และ D. formosus เป็นตน้ (Evans & Lester, 2001;  
Fletcher, 1998 และ Ling et al., 2016) ส่งผลให้เกิดความเสียหายท่ีบริเวณซ่ีเหงือกจากการท่ี
เซลสผ์ิว (epithelial cell) ถูกทาํลาย และถูกสรา้งขึน้มาทดแทนในจาํนวนท่ีมากกว่าปกติ รวมถึง
การเช่ือมกันของซ่ีเหงือก ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการหายใจของปลาลดลง (Thurston, 1965 
และ Molnár, 1971) อย่างไรก็ตามการติดพยาธิปลิงใสสามารถพบไดใ้นทกุชว่งฤดกูาล โดยจะพบ
มากในช่วงฤดูรอ้น (Borji et al., 2012) อีกทั้งยังพบสาเหตุอ่ืน ๆ ร่วมดว้ย เช่น ความเครียดของ
ปลาในระหว่างการเลีย้งท่ีแออัด อุณหภูมิของแหล่งนํา้ คุณภาพของแหล่งนํา้ (Modu, 2012) 
ดงันัน้ในขัน้ตอนการขนส่งสตัวน์ ํา้ระหว่างประเทศท่ีขาดการควบคมุโรคจะนาํไปสู่การเพิ่มจาํนวน
คา่ความชกุของการตดิเชือ้และเป็นสาเหตขุองการระบาดในพืน้ท่ีนัน้ ๆ อยา่งกวา้งขวาง (Mousavi 
et al., 2009) 

ดังนั้นขั้นตอนการเพาะเลี ้ยงเพ่ือจําหน่ายหรือส่งออกระหว่างประเทศจึงมี ความ
จาํเป็นตอ้งมีการควบคมุและการตรวจคดักรองสขุภาพอยา่งละเอียด ซึ่งวิธีการวินิจฉัยแบบดัง้เดิม
คือ การตรวจสอบการติดปรสิตจากกลอ้งจุลทรรศนเ์พียงอย่างเดียว ซึ่งขนาดของปรสิตมีขนาดท่ี
เล็กกวา่ 1 มิลลิเมตร จึงเป็นเรื่องยากสาํหรบัการจาํแนกหรือการคดักรองโรคไดอ้ยา่งแม่นยาํ อีกทัง้
ตอ้งอาศยัประสบการณข์องผูช้าํนาญในการระบถุึงระดบัชนิด ในปัจจบุนัมีการพฒันาเทคนิคทาง
อณูชีววิทยามากขึน้ ส่งผลให้การวินิจฉัยโรคพยาธิเป็นไปอย่างรวดเร็ว มีความแม่นยาํ และมี
ประสิทธิภาพ สามารถใหข้อ้มลูถึงแหล่งระบาดของโรคไดอ้ย่างชดัเจนจากอนกุรมวิธานของปรสิต
เหล่านัน้ (Shamsi et al., 2009) เช่น จากงานวิจยัโดยศกึษาการใชยี้นในไมโทคอนเดรียท่ีสามารถ
พัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอสาํหรบัการระบุชนิดของพยาธิใบไม้หลายชนิดท่ีมีลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาท่ีคลา้ยคลึงกนัและการใชบ้รเิวณ Internal transcribed spacer 2 (ITS2) รว่มกบัยีน
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อ่ืน ๆ ท่ีอยู่ในนิวเคลียสเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Nagataki et al., 2015 และ 
Simsek  et. al., 2018) ยิ่งไปกว่านั้นยังมีการพัฒนาเทคนิค multiplex PCR, qPCR และ loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) ส ําหรับใช้ในการระบุชนิดพยาธิใบไม้ด้วยความ
แม่นยําท่ีสูงขึน้  (Collins et al., 2010; Caron et al., 2011 และ Arimatsu et al., 2015) ซึ่งการ
พฒันาเครื่องมือหรือวิธีการระบชุนิดปรสิตมีความกา้วหนา้อยา่งมากในปัจจบุนัและมีความแมน่ยาํ
ท่ีแตกตา่งกนัออกไป นอกจากนีก้ารพฒันาเทคนิคท่ีเช่ือถือไดแ้ละมีความแม่นยาํจึงเป็นสิ่งจาํเป็น
สาํหรบัใช้ในการการวินิจฉัยการติดเชือ้ปรสิตดังกล่าว อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีวิธีการ
วินิจฉยัโรคพยาธิทัง้ 2 ชนิด (Dactylogyrus spp. และ C. formosanus) พรอ้มกนัในปลา 

ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือพฒันาเทคนิค multiplex PCR สาํหรบัตรวจสอบ
การติดพยาธิปลิงใสชนิด  Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียชนิด  
C. formosanus ท่ีก่อใหเ้กิดโรคเหงือกเน่าในปลาทองอย่างรวดเร็วและมีความแม่นยาํ สามารถ
ตรวจจบัโรคพยาธิทัง้ 2 ชนิดไดพ้รอ้มกนัในปฏิกิรยิาเดียว ซึ่งเป็นวิธีการท่ีรวดเร็วกวา่วิธีลกูโซ่พอลิ
เมอเรสโดยทั่วไป นอกจากนีย้งัสามารถนาํไปประยุกตใ์ช้สาํหรบัการวินิจฉัยโรคพยาธิทัง้ 2 ชนิด
ดงักลา่วในพืน้ท่ีเพาะเลีย้งเพ่ือประเมินสถานการณก์ารระบาดอย่างตอ่เน่ืองในอนาคต 
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย  
เพ่ือพัฒนาเทคนิค multiplex PCR สําหรับการตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสชนิด 

Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไม้ในลําไส้ขนาดเล็กชนิด C. formosanus ระยะเมตาเซอร์
คาเรียท่ีพบในปลาทองพรอ้มกนัภายในหนึ่งปฏิกิรยิา 

เพ่ือนําเทคนิค multiplex PCR ท่ีพัฒ นาแล้วมาทดสอบกับตัวอย่างภาคสนามกับ
ตวัอย่างปลาทองจาํนวน 50 ตวัท่ีเก็บรวบรวมจากฟารม์เพาะเลีย้งปลาทองจาํนวน 3 ฟารม์ ใน
จงัหวดัราชบรุี เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพสาํหรบัการนาํไปใชใ้นการวินิจฉยัจรงิ 

 

ความส าคัญของการวิจัย 
งานวิจยัในครัง้นีส้ามารถพฒันาเทคนิค multiplex PCR เพ่ือใชส้าํหรบัการวินิจฉยัการติด

พยาธิทั้ง 2 ชนิดในฟารม์เพาะเลีย้งปลาทองอย่างรวดเร็วและแม่นยาํภายในปฏิกิริยาเดียวกัน 
รวมทัง้สามารถนาํไปทดสอบในตวัอย่างภาคสนามไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ  

 

ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัยคร้ังนี ้
เทคนิค multiplex PCR ท่ีพัฒนาแลว้สามารถใช้ในการตรวจสอบการพยาธิปลิงใสชนิด 

Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus 
ท่ีก่อใหเ้กิดโรคเหงือกเน่ากับตวัอย่างภาคสนาม อีกทัง้สามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบ
การตดิพยาธิชนิด C. formosanus ในระยะอ่ืน ๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

 

ขอบเขตการศึกษา 
ทาํการเก็บตวัอยา่งปลาทองจากฟารม์เพาะเลีย้งในจงัหวดัราชบรุี จากนัน้ทาํการแยกตวั

อ่อนพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus และพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. ออก
จากบริเวณเหงือกของปลาทองดว้ยวิธีการตดัเหงือก พรอ้มทัง้นาํพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรีย
ชนิด C. fomosanus แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนแรกใชพ้ยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์
คาเรียสาํหรบัการทดสอบดว้ยเทคนิค multiplex PCR ส่วนท่ีสองใชส้าํหรบัการชกันาํใหเ้กิดการติด
พยาธิในสัตวท์ดลองเพ่ือนาํระยะไข่และระยะตวัเต็มวยัมาทาํการทดสอบในขัน้ตอนการวินิจฉัย
เพิ่มเติม ในส่วนของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ทาํการเก็บรกัษาสภาพในแอลกอฮอล ์
95% ท่ีอณุหภมูิ –20 องศาเซลเซียส สาํหรบัการทดสอบดว้ยเทคนิค multiplex PCR  
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สมมตฐิานของงานวิจัย  
การพฒันาเทคนิคทางอณูชีววิทยาดว้ยวิธี multiplex PCR สามารถใชใ้นการตรวจสอบ

การติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กระยะเมตาเซอร์
คาเรียชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลาทองภายใตก้ารตดิเชือ้รว่มกนัในปฎิกิริยาเดียว 

 

สถานที่ทีท่ าการวิจัย 
ฟารม์เพาะเลีย้งปลาทองในจงัหวดัราชบรุี  
หอ้งปฏิบตัิการปรสิตวิทยาประยกุต ์คณะวิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 



  
 

บทที ่2  
เอกสารทีเ่กีย่วข้อง 

ข้อมูลท่ัวไปของปลาทอง  
 
Phylum     Chordata 
        Class     Actinopterygii 
                Subclass     Teleostei 
                        Order     Cypriniformes 
                                Suborder     Cyprinoidei 
                                        Family     Cyprinidae 
                                                Genus     Carassius 
                                                        Species     C. auratus (Linnaeus, 1758) 
 
ปลาทอง (goldfish) มีช่ือวิทยาศาสตรว์่า Carassius auratus (Linnaeus, 1758) มีถ่ิน

กาํเนิดในประเทศจีน ในปัจจุบนัปลาทองชนิดนีมี้การพฒันาสายพนัธุใ์หมี้ความหลากหลายมาก
ขึน้ท่ีประเทศญ่ีปุ่ น จดัอยู่ในวงศป์ลาเกล็ดขาว (Cyprinidae) เช่นเดียวกันกับปลาไน เป็นวงศท่ี์มี
จาํนวนชนิดของปลามากกว่า 2,000 ชนิด (ภาพประกอบ 1) ในการจดัจาํแนกชนิดของปลาทองนัน้
ยังไม่ไดร้ับการยอมรับเน่ืองจากมีความหลากหลายทางสายพันธุ์ท่ีสูง อีกทั้งปลาทองในชนิด  
C. auratus ยัง มี ก ารจัด จําแน ก ได้อย่ างน้อย  3 ชนิ ด  คื อ  C. auratus, C. carassius แล ะ  
C. cuvieri โดยเฉพาะในสายพนัธุ ์C. auratus มีความแปรผนัทางพนัธุกรรมท่ีสงู ส่งผลใหเ้กิดเป็น
ช นิ ด ย่ อ ย  (subspecies) อี ก  4 ส า ย พั น ธุ์  ได้ แ ก่  C. (a.) burgeri, C. (a.) gibelio, C. (a.) 
grandoculis และ C. (a.) langsdorfii เป็นตน้ (Komiyama et al., 2009) แต่สาํหรบัประเทศไทย
จะเรียกเป็นช่ือสายพนัธุต์ามลกัษณะรูปรา่ง โดยมีมากถึง 10 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ พนัธุโ์คเมท (comet), 
พันธุ์ชูบุ กิง  (shubunkin), พันธุ์ออรันดา  (oranda), พันธุ์ริวกิ ้น  (ryukin หรือ  reittail), พันธุ์ตา
โป น  (telescope eyes), พั น ธุ์ เล่ ห์  (black moor), พั น ธุ์ ต า ลู ก โป่ ง  (bubble eye), พั น ธุ์ ต า
กลับ  (celestial), พัน ธุ์ เก ล็ ด แก้ว  (pearl scale goldfish) และพัน ธุ์หั วสิ งห์  (lionhead ห รือ 
ranchu) เป็นตน้ (อรุณี รอดลอย และคณะ, 2552) 
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ภาพประกอบ 1 สายพนัธุป์ลาทอง (Carassius auratus)  

 
(a) สายพนัธุว์ากิงครีบเด่ียว (b) สายพนัธุว์ากิงครีบคู ่(c) สายพนัธุร์วิกิน้ (d) สายพนัธุอ์อรนัดา  

(e) สายพนัธุอ์อรนัดาหวัวุน้ (f) สายพนัธุต์าโปน (g) สายพนัธุต์าโปนปีกผีเสือ้  
(h) สายพนัธุเ์กล็ดแกว้ (i) สายพนัธุห์วัสิง 

 
ท่ีมา: Abe et al. (2014)  
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ข้อมูลท่ัวไปของพยาธิปลิงใส 
 
Kingdom     Animalia 
          Phylum     Platyhelminthes  
                  Class     Trematode  
                Subclass     Monogenea 
                                  Order     Monopisthocotylea 
                           Family     Dactylogyridae 
                  Genus     Dactylogyrus (Diesing, 1850) 
 
พยาธิปลิงใสจดัอยูใ่น Subclass Monogenea ดาํรงชีวิตเป็นปรสิตทัง้หมด ส่วนใหญ่พบ

ท่ีบริเวณผิวหนังหรือเหงือกของปลาสามารถพบไดท้ั่วไปในปลานํา้จืดและปลานํา้เค็ม ปัจจุบนัมี
รายงานมากกว่า 5,500 ชนิด จดัเป็น 750 สกลุ เป็นหนึ่งในกลุ่มปรสิตท่ียงัเป็นปัญหาสาํหรบัการ
เพาะเลีย้งปลาหรือการส่งออกปลาท่ีกาํลงัมีการขยายตวัทางอตุสหกรรมอย่างตอ่เน่ือง โดยเฉพาะ
พยาธิปลิงใสในวงศ ์Dactylogyridae Bychowsky, 1933 และ Gyrodactylidae Van Beneden & 
Hesse, 1863 ท่ียงัพบรายงานการระบาดอย่างต่อเน่ืองและมีคา่ความชุกท่ีสูงมากกว่าพยาธิปลิง
ใสในกลุ่มอ่ืน ๆ โดยแต่ละวงศมี์จาํนวนหลายชนิดตัง้แต่ 500-1,000 ชนิด (Bruno & Woo, 2002 
และ Cribb et al., 2002) มีความสามารถในการก่อโรคท่ีแตกต่างกันออกไป มี ช่ือเรียกของโรค
อย่างจาํเพาะ สาํหรบัการติดพยาธิปลิงใสชนิด Gyrodactylus spp. เป็นหนึ่งในสาเหตท่ีุทาํใหเ้กิด
โรคตกเลือดท่ีบริเวณผิวหนัง ในขณะท่ีการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. เป็นหนึ่งใน
สาเหตุท่ีก่อให้เกิดโรคเหงือกเน่า พยาธิปลิงใสชนิดนี ้ส่งผลกระทบต่อระบบหายใจของปลา 
โดยเฉพาะในกลุ่มปลาเกล็ดขาว (cyprinoid fish) ท่ีไดร้บัความนิยมอย่างมากในการเพาะเลีย้ง
ปลา อีกทัง้เป็นสกุลท่ีมีความจาํเพาะต่อโฮสตท่ี์สูง (Simkova et al., 2007) โดยการติดพยาธิปลิง
ใสสกุลนีจ้ะทาํให้ชัน้เย่ือบุผิวท่ีบริเวณเหงือก (gill epithelium) มีความหนาขึน้ส่งผลให้เกิดการ
ขดัขวางการทาํงานของระบบหายใจ มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีชา้และในกรณีท่ีมีการติดเชือ้ขัน้
รุนแรงจะเป็นสาเหตอุนัดบัตน้ ๆ ในการตายของปลา (Thoney & Hargis, 1991)  
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ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. (ภาพประกอบ 

2) มีลักษณะเด่นคือ มีขนาดเล็กตั้งแต่ 0.5-1 มิลลิเมตร บริเวณส่วนหัว (head organ) แยก
ออกเป็น 4 แฉก พบจุดตา 2 คู่ (eye spot) มีการพัฒนาของคอหอย (phalynx) เป็นอย่างดี ลาํไส้
แบง่ออกเป็น 2 แขนง (bifurcate) พบรงัไข่ (ovary) อยู่บริเวณส่วนหนา้ของอณัฑะ (testis) มีตอ่ม
สรา้งไข่ (vitellaria) กระจายตามแนวยาวของลาํตวั บริเวณส่วนทา้ยของลาํตวัมีอวัยวะท่ีช่วยใน
การยึดเกาะกับโฮสตเ์รียกว่า opishaptor ประกอบดว้ยหนามโค้งงอคลา้ยสมอ 1 คู่ (anchor) มี
แท่งไว้ยึดเกาะสมอทั้ง 2 อัน เรียกว่า transverse bar บริเวณรอบ ๆ มีหนามขนาดเล็กเรียกว่า 
marginal hook จาํนวน 14-16 อนั อวยัวะในบรเิวณ opishaptor เป็นหนึ่งของอวยัวะท่ีสามารถใช้
ในการจดัจาํแนกชนิดไดเ้บือ้งตน้ (ประไพสิริ สิริกาญจน, 2538; ชโลบล วงศส์วสัดิ,์ 2555 และวชัริ
ยา ภรูีวิโรจนก์ลุ, 2556)  

 
ภาพประกอบ 2 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus sp. 

 
ท่ีมา: Schmidt et al. (1977) 
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วงชีวิตของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  
พยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. เป็นสตัว ์2 เพศในตวัเดียวกนั ระยะตวัเต็มวยั

สามารถปฏิสนธิได้ภายในตัวเองและผลิตไข่ได้เป็นจํานวนมากตั้งแต่  1-30 ฟองต่อวัน 
(ภาพประกอบ 3) โดยท่ีไข่ของพยาธิปลิงใสชนิดนีจ้ะจมลงสู่กน้บอ่ และพฒันาเป็นระยะท่ีเรียกว่า 
oncomiracidium โดยใช้เวลาเพียง 24-48 ชั่ วโมง ในระยะนี ้ลักษณะท่ีคล้ายระยะตัวเต็มวัย มี
ความสามารถในการเคล่ือนท่ีในนํา้ได้นานถึง 4-20 ชั่วโมง เพ่ือหาโฮสตอ์ย่างจาํเพาะตามกลไก
ของแสงและกลไกการรบัรูท้างเคมี ในการเขา้สูโ่ฮสตส์าํหรบัพยาธิชนิดนีจ้ะใชโ้ฮสตเ์พียง 1 ชนิดใน
การพฒันาเป็นระยะตวัเตม็วยั มีการแทรกตวัเขา้สู่ซ่ีเหงือกของปลาโดยใชอ้วยัวะยดึเกาะท่ีแข็งแรง 
จากนัน้จะพัฒนาเป็นระยะตวัเต็มวยัจนกระทั่ งสามารถผลิตไข่ออกจากตวัเองได้และใชเ้วลาจน
ครบวงชีวิตอยู่ท่ี 12-15 วนั นอกจากนีย้ังพบว่าท่ีอุณหภูมิสูงจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ออกไขแ่ละพฒันาเป็นระยะ oncomiracidium ไดดี้กวา่ในนํา้ท่ีมีอณุหภมูิต ํ่า (Molnár, 2009) 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 วงชีวิตของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
 

ท่ีมา: Brusca et al. (2016) 
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พยาธิสภาพจากการตดิพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
จากการศึกษาการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ท่ีส่งผลกระทบต่อ

สภาพเนือ้เย่ือของโฮสต ์พบว่าในบริเวณหงือกของปลาท่ีเกิดการติดพยาธิชนิดดังกล่าวจะมี
ลกัษณะของซ่ีเหงือกท่ีผิดไปจากเดิมคือ ลักษณะของซ่ีเหงือกจะมีการโคง้งอ และเกิดการเช่ือม
ติดกนัระหว่างซ่ีเหงือกในบริเวณขา้งเคียง โดยมีสาเหตจุากเซลลเ์ย่ือบุผิวเดิมถูกทาํลาย จนมีการ
กระตุน้ให้เกิดการสรา้งเซลล์เย่ือบุผิวท่ีมากขึน้กว่าปกติ (hyperplasia) เพ่ือทดแทนในส่วนท่ีถูก
ทาํลาย (ภาพประกอบ 4) ส่งผลใหล้กัษณะของเซลลเ์ย่ือบผุิวท่ีบริเวณนัน้มีจาํนวนมากขึน้จนเป็น
เนือ้รา้ยและมีลกัษณะนิวเคลียสของเซลลเ์ย่ือบผุิวลีบแบน ไม่อยู่ในบริเวณส่วนกลางของเซลล ์ยิ่ง
ไปกวา่นัน้มีการลดปรมิาณเซลลเ์ม็ดเลือดแดงมากวา่เม่ือเทียบกบัปลาท่ีไม่พบการติดพยาธิปลิงใส
ชนิดนี ้เป็นสาเหตใุหโ้ฮสตมี์การกระตุน้การสรา้งเมือกออกมาจาํนวนมากเพ่ือปอ้งกนัพยาธิปลิงใส
ชนิดดังกล่าว อีกทั้งในบริเวณท่ีเกิดรอยแผลยังส่งเสริมการติดเชือ้ซ ํา้จากแบคทีเรียและเชือ้รา 
ส่งผลใหเ้กิดภาวะการขาดออกซิเจน มีภูมิตา้นทานลดลง และเกิดการเสียชีวิตในท่ีสดุ (Thurston, 
1965 Molnár, 1971; Manera & Dezfuli, 2003 และ Yandi et al., 2017) 

 
ภาพประกอบ 4 พยาธิสภาพท่ีเกิดการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 

 
A = การเช่ือมกนัของซ่ีเหงือก B = บรเิวณท่ีเกิดการลดจาํนวนเซลลเ์ม็ดเลือดแดง (erythrocytes) 

C = ตาํแหนง่ท่ีพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. เขา้เกาะ 
D = cross-section of Dactylogyrus spp. (scale bar 400 µm) 

 
ท่ีมา: YandI et al. (2017) 
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การระบาดของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ในปลาทอง 
จากขอ้มูลทางระบาดวิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ท่ีพบในปลา

ทองมีการกระจายตวัอย่างกวา้งขวางโดยเฉพาะทวีปเอเชียและทวีปยุโรป โดยมีรายละเอียดใน
ตาราง 1 ดงันี ้
 
ตาราง 1 พยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ท่ีพบในปลาทอง (Carassius auratus) 

 
ชนิดของพยาธิปลิงใส โฮสตก่ึ์งกลางตัวที ่1  ประเทศทีพ่บ อ้างอิง 

D. formosus  
D. dulkeiti 
D. inexpectatus 
D. achmerowi 
D. intermedius 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Czechia 
 

Šimková et al., 2004 
 

D. baueri 
D. dulikeity 
D. extensus 
D. intermedius 
D. intermedioides 
D. wegeneri 

C. auratus gibelio 
C. auratus 
C. auratus gibelio 
C. auratus gibelio 
C. auratus gibelio 
C. auratus gibelio 

 Iran 
 

Shamsi et al., 2009 
 

D. formosus 
D. intermedius 

C. auratus 
C. auratus 

 China Tu et al., 2015 
 

D. dulkeiti 
D. baueri 
D. formosus 
D. intermedius 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Cuba León et al., 2019 

D. vastator 
D. intermedius 
D. baueri 

C. auratus auratus 
C. auratus auratus 
C. auratus auratus 

 Bulgaria Borisov et al., 2013 

D. anchoratus 
D. vastator 

C. auratus 
C. auratus 

 India Chaudhary et al., 2017 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

 
ชนิดของพยาธิปลิงใส โฮสตก่ึ์งกลางตัวที ่1  ประเทศทีพ่บ อ้างอิง 

D. fraternus 
D. alatus 
D. anchoratus 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Turkey  Carp, 2007 

D. baueri 
D. formosus 
D. intermedius 
D. vastator 
D. extensus 
Dactylogyrus sp. 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Mexico 
 

Mendoza-Franco, 2018 

D. dulkeiti  
D. formosus  
D. baueri  
D. intermedius 
D. anchoratus 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Japan Ogawa et al., 1979 

D. dulkeiti  
D. formosus 
D. inexpectatus 
D. vastator 
D. intermedius 
D. lamellatus 
D. microcirrus 
D. minutus 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Iraq Abdullah & Abdullah, 2016 
Al-Saadi & Mohammed., 2018 
Mhaisen et al., 2003 
Mhaisen & Abdul-Ameer, 2019 

D. anchoratus 
D. baueri  
D. formosus 

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Brazil Tancredo et al., 2019 

D. formosus 
D. intermedius 
D. vastator 
D. extensus 
Dactylogyrus sp. 
Dactylogyrus spp.  

C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 
C. auratus 

 Thailand ประไพสิร ิสิรกิาญจน, 2538 
ชโลบล วงศส์วสัดิ,์ 2555  
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การศึกษาทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  
Chaudhary et al. (2017) ศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการและจาํแนกพยาธิปลิง

ใส 2 ชนิดท่ีพบในปลาทองจากประเทศอินเดีย ได้แก่ D. anchoratus และ D. vastator โดยใช้
ล ําดับ นิ วค ลี โอไท ด์จาก ยีน  18S ด้วยวิ ธี  maximum likelihood พ บ ว่าพ ยาธิป ลิ งใสชนิ ด  
D. vastator ในการศึกษานี ้จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator ท่ีพบใน
ประเทศจีนและพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator ท่ีพบในปลาคารป์จากสาธารณรฐัเช็ก ในขณะท่ี
พยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus จดัอยู่ในกลุ่มเดียวกับพยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus ท่ีพบ
ในปลาทองและปลาคารป์จากสาธารณรฐัเช็ก นอกจากนีก้ารใชล้าํดบันิวคลีโอไทดจ์ากยีน 28S 
พบว่าพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator ถูกแยกกลุ่มออกมาจากพยาธิปลิงใสชนิด D. extensus ใน
ฐานขอ้มลู ในขณะท่ีพยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus ถกูจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกบัพยาธิปลิงใสชนิด 
D. anchoratus ท่ีพบในปลาคารป์จากประเทศอิหรา่น จากรายงานดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่าการใช้
ยีน 18S และ 28S มีความเหมาะสมสาํหรบัการศกึษาแหลง่ท่ีมาของการระบาดและความสมัพนัธ์
เชิงวิวฒันาการของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  

Mozhdeganlou et al. (2011) ใชล้าํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1 เพ่ือออกแบบไพร
เมอรจ์าํเพาะสาํหรบัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสในสกุล Dactylogyrus โดยเส้น 
forword ไดอ้อกแบบจากลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ตาํแหน่ง 498-515 คูเ่บส (5`-CTG CGG AAG GAT 
CAT TAT C-3`) ในขณะท่ีเส้น reverse ได้ออกแบบจากลาํดับนิวคลีโอไทดท่ี์ตาํแหน่ง  1,019-
1,028 (5`-GAT CCA CCA CTT GCA GTT GT-3`) เป็นตน้ ผลการวิจยัพบวา่สามารถเพิ่มจาํนวน
ดีเอ็นเอขนาดของพยาธิปลิงใสในสกลุ Dactylogyrus ไดโ้ดยใหผ้ลิตภัณฑท่ี์คาดหวงัมีขนาด 532 
คูเ่บส หลงัจากการทดสอบปฏิกิรยิาปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรส 

Ahmadi et al. (2017) ไดใ้ชยี้น 28S เพ่ือออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสในสกุล Dactylogyrus โดยเสน้ forword มีลาํดับนิวคลีโอไทด์
ดงันี ้5’ GCGAGTGAACGGAGATTAGC-3’ ในขณะท่ีเสน้ reverse มีลาํดบันิวคลีโอไทดด์งันี ้5’ 
CCATTATTGACCGTGATGTATG-3’ เพ่ือใชส้าํหรบัการศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 

Sharma et al. (2011) ไดน้าํไพรเมอรจ์าํเพาะท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
บางส่วนของยีน 18S และบริเวณ ITS1 จากงานวิจัยของ Sinnappah et al. (2001) ในการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอพยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus โดยไดผ้ลิตภัณฑ์ท่ีคาดหวังเท่ากับ 1.0–1.5 
กิโลเบส (Kb) 
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ข้อมูลท่ัวไปของพยาธิใบไม้ในล าไส้ขนาดเล็กชนิด Centrocestus formosanus 
 
Phylum     Platyhelminthes  
          Class     Trematode  
                  Subclass     Digenea 
                          Order     Opisthorchiida  
                                  Family     Heterophyidae 
                                          Genus     Centrocestus 
                                                  Species     C. formosanus (NIshigori, 1924) 
 

การจัดจ าแนกพยาธิใบไม้ในล าไส้ขนาดเล็กสกุล Centrocestus  
การจดัจาํแนกในระดบัชนิด (species) ของพยาธิในสกุล Centrocestus พิจารณา

ตามลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิระยะตวัเตม็วยั โดยการนบัจาํนวนหนามท่ีอยู่บรเิวณปาก
ดูดส่วนหน้า มีการเรียงตัวแบบสลับกัน (alternate) จํานวน 2 ชั้น ประกอบด้วย 3 กลุ่ม ดังนี ้
(Waikagul et al., 1997)  

 
กลุ่มที ่1 มีจาํนวนหนาม 26-36 หนาม ไดแ้ก่ 

Centrocestus cuspidatus (Looss, 1896) 
Centrocestus formosanus (NIshigori, 1924) [syn. C. cuspidatus caninus 

Leiper, 1913; Stephenopirumus longus Onji and Nishio, 1916; C. yokogawai Kobayashi, 
1942 และ C. caninus Travassos, 1922] 

Centrocestus asadai (Mishima, 1959) 
กลุ่มที ่2 มีจาํนวนหนาม 38-48 หนาม ไดแ้ก่  

Centrocestus amatus (Tanabe, 1922) [syn. Stamnosoma nycticoracis 
Izumi, 1935] 

Centrocestus kurokawai (Kurokawa, 1935) 
กลุ่มที ่3 มีจาํนวนหนาม 50-60 หนาม ไดแ้ก่  

Centrocestus polyspinosus (Kobayashi, 1942) 
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ข้อมูลของพยาธิใบไม้ในล าไส้ขนาดเล็กชนิด C. formosanus 
พยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กชนิด C. formosanus (ภาพประกอบ 5) เดิมทีถูกระบุ

เป็นพยาธิชนิด C. cuspidatus caninus โดย Leiper ในปี 1913 และมีพยาธิชนิดนีเ้พียงตวัอย่าง
เดียวท่ีเก็บไวอ้ย่างไม่สมบูรณ์โดย Ransom ในปี 1920 ต่อมาถูกเปล่ียนช่ือเป็น C. caninus โดย 
Travassos ในปี 1922 อย่างไรก็ตาม Faust และ Nishigori ในปี 1926 ไดจ้ัดให ้C. caninus เป็น
ช่ือพ้องกับ Stamnosoma formosanum ต่อมาในปี 1952 Morozov ได้รับรองให้ C. armatus,   
C. cuspidatus และ C. formosanus อยู่ในสกุล Centrocestus เท่านัน้โดยไม่มีชนิด C. caninus 
สาํหรบัประเทศไทย Waikagul และคณะในปี 1997 ไดย้อมรบัให้ C. caninus เป็นช่ือพ้องของ    
C. formosanus โดยอา้งอิงจากงานของ Yamaguti ปี 1958 ส่งผลให้ในปัจจุบันมีการรบัรองให ้ 
C. armatus, C. cuspidatus, C. formosanus, C. kurokawai, C. polyspinosus แ ล ะ             
C. asadai อยู่ในสกุล Centrocestus (Chai et al. 2013) และมีเพียง 4 ชนิด ท่ียังมีข้อมูลการ
กระจายตัวในปัจจุบัน คือ C. armatus, C. cuspidatus, C. formosanus และ C. kurokawai 
(Chai, 2019) 

 
 

ภาพประกอบ 5 ภาพระยะตวัเตม็วยัของพยาธิชนิด C. formosanus (scale bar = 0.05 mm)  
 

(a) ภาพวาดระยะตวัเตม็วยัของพยาธิชนิด C. formosanus 
 (b) ภาพระยะตวัเตม็วยัเม่ือศกึษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอน  

(scanning electron microscopic) ความยาว 280 µm  
(c) ภาพหนาม (circumoral spines) บรเิวณรอบ ๆ oral sucker 

 
ท่ีมา: Chai et al. (2013) (ภาพ a) และ Han et al. (2008) (ภาพ b-c) 
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ระบาดวิทยาและการกระจายตัว  
จากขอ้มลูการกระจายตวัของพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กชนิด C. formosanus ใน

ปัจจุบนัพบการกระจายตวัในแถบทวีปอเมริกาเหนือ ทวีปอเมริกาใต ้ทวีปยุโรป และทวีปเอเชีย 
เป็นชนิดท่ีสามารถพบการกระจายตวัไดม้ากท่ีสุดเม่ือเทียบกับชนิดอ่ืน ๆ ในสกุล Centrocestus 
จากรายงานการระบาดในหลายประเทศ ไดแ้ก่ ประเทศญ่ีปุ่ น ไตห้วนั จีน ฟิลิปปินส ์อินเดีย ตรุกี 
โครเอเชีย สหรฐัอเมริกา เม็กซิโก โคลอมเบีย เปรู บลาซิล คอสตาริกา อียิปต ์ตูนีเซีย เวียดนาม 
ลาว และไทย เป็นต้น (Chen, 1942; Martin, 1958; Yamaguti, 1975; Madhavi, 1986; Yu and 
Mott, 1994; Waikagul et al., 1997; Mitchell et al., 2000; Velásquez et al., 2006; Gjurcevic  
et al., 2007; Thien et al., 2007; Chi et al., 2008; Van and Le, 2011; Pinto et al., 2013; Chai 
et al., 2013; Najet et al., 2014; Yousif et al., 2016 และ Pulido-Murillo et al., 2018) อย่างไรก็
ตามประเทศไทยในปัจจุบนัพบการระบาดของพยาธิในสกุลนีเ้พียง 1 ชนิด คือ C. formosanus 
เทา่นัน้  (Chai, 2019) 

 

 

 

ภาพประกอบ 6 การกระจายตวัของพยาธิสกลุ Centrocestus ในปัจจบุนั 
 

ท่ีมา: Chai (2019)  
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วงชีวิตของพยาธิใบไม้ในล าไส้ขนาดเล็กชนิด C. fomosanus 
วงชีวิตของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus (ภาพประกอบ 7) เป็นพยาธิใบไมท่ี้มีวง

ชีวิตซบัซอ้น ระยะตวัเต็มวยัพบไดใ้นสตัวห์ลายชนิด ส่วนใหญ่เป็นสตัวมี์กระดกูสนัหลงัท่ีทาํหนา้ท่ี
เป็นโฮสตเ์ฉพาะ (definitive host) เริ่มจากระยะไมราซิเดียมออกจากไข่โดยการออกจากฝาปิด 
(operculum) รูปร่างลักษณะคลา้ยโพรโทซัวมี cilia อยู่รอบ ๆ ลาํตวั ล่อยลอยอยู่ในกระแสนํา้มี
โฮสตก์ึ่งกลางตัวท่ี 1 เป็นหอยนํา้จืดชนิด Melanoides tuberculata, Semisulcospira libertine 
และ Stenomelania newcombi (Nishigori, 1924; Martin, 1958; Ito, 1964; Chao et al., 1993; 
Lo and Lee, 1996; Scholz & Salgado-Maldonado, 2000; Pinto et al., 2018 แ ล ะ  Pulido-
Murillo et al., 2018) เม่ือถึงสภาวะท่ีเหมาะสม ระยะไมราซิเดียมจะพัฒนาเป็นระยะสปอโรซีสต ์  
รีเดีย และพฒันาเป็นระยะเซอรค์าเรียซึ่งเป็นระยะสดุทา้ยท่ีอยู่ในโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 1 มีโครงสรา้ง
ท่ีเหมาะสมต่อการเขา้สู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 คือ มีส่วนหางคลา้ยครีบ สามารถเคล่ือนท่ีในนํา้ได้
อย่างรวดเรว็โดยการโบกหางเป็นรูปตวั “S” เม่ือระยะเซอรค์าเรียสมบรูณจ์ะออกจากโฮสตก์ึ่งกลาง
ตวัท่ี 1 แลว้ทาํการไชเขา้สู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 โดยทาํการสลดัหางทิง้เพ่ือเก็บพลงังานไวใ้ชใ้นการ
เปล่ียนแปลงรูปรา่งของตวัเองและสรา้งถงุหุม้ (cyst) กลายเป็นระยะเมตาเซอรค์าเรีย ซึ่งเป็นระยะ
ติดต่อ มักพบไดใ้นกลุ่มปลานํา้จืดวงศป์ลาเกล็ดขาว บริเวณท่ีพยาธิชนิดนีจ้ะเขา้ไปเจริญเติบโต
เป็นระยะเมตาเซอรค์าเรียส่วนมากพบอยู่ท่ีบริเวณซ่ีเหงือกของปลา เม่ือมีสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนํา้นม
หรือสตัวมี์กระดกูสนัหลงัท่ีเป็นโฮสตเ์ฉพาะ เช่น นก สุนขั แมว ไก่ หรือมนุษยท่ี์อาจเป็นโฮสตโ์ดย
บงัเอิญ (Chai et al., 2013) ไดร้บัประทานปลาท่ีมีระยะเมตาเซอรค์าเรียอยู่เขา้ไปภายในระบบ
ย่อยอาหาร เม่ือช่วงเวลาผ่านไปพยาธิบางส่วนท่ีไม่ถกูนํา้ย่อยทาํลายจะสามารถพฒันาเป็นระยะ
ตวัเต็มวยัได ้ในกรณีท่ีพบการติดพยาธิจาํนวนมากพยาธิจะใชอ้วยัวะยึดเกาะทาํการเกาะติดอยู่ท่ี
บริเวณผนงัลาํไสข้องโฮสตม์ากขึน้ในชัน้ mucosa เพ่ือดดูซึมอาหารและสารตา่ง ๆ (Sumuduni et 
al., 2018) สง่ผลใหผ้นงัลาํไสท้ะล ุและอาจทาํใหต้วัพยาธิหรือไขส่ามารถหลดุเขา้สูอ่วยัวะข้างเคียง
ไดร้วมไปถึงระบบประสาท และอาจนาํไปสู่การเสียชีวิตขึน้ได ้อย่างไรก็ตามพยาธิระยะตวัเต็มวยั
สามารถผลิตสเปิรม์และไข่ออกมาเพ่ือปฏิสนธิภายในตวัเอง จากนั้นไข่ท่ีไดร้บัการผสมแล้วถูก
ปล่อยออกมาพรอ้มกบัอจุจาระของโฮสต ์เม่ือโฮสตมี์การขบัถ่ายลงสู่แหล่งนํา้ไข่ของพยาธิจะกลบั
เขา้สู่วงชีวิตและเริ่มตน้อีกครัง้ (Chai et al., 2013) โดยจะแบ่งรายละเอียดทางสัณฐานวิทยาเป็น
ระยะตา่ง ๆ ดงันี ้
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ภาพประกอบ 7 วงชีวิตของพยาธิใบไมช้นิด Centrocestus formosanus 
 

ท่ีมา: Huston et al. (2014)  
 

ระยะไข ่ 
ลกัษณะของไข่ท่ีไดร้บัการผสมแลว้จะมีขนาดท่ีเล็กรูปรา่งคลา้ยหยดนํา้ มีความยาว

ประมาณ 35 ± 2 (33-39) µm และความกวา้ง 19 ± 1 (18–21) µm มีสีเหลืองอ่อนพบฝาปิด พบ
ตอ่มสรา้งไข่ (vitelline) กระจายตวัอยู่ และภายในไขพ่บตวัอ่อน (single cell stage) โดยท่ีมีขนาด
ประมาณ 10 ± 1 µm (ภาพประกอบ 8) 
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ภาพประกอบ 8 ไขข่องพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus (scale bars = 20 µm) 
 

(a) ไขท่ี่ยงัไมไ่ดร้บัการปฏิสนธิ (non-embryonated egg) 
(b) ไขท่ี่ไดร้บัการปฏิสนธิ (embryonated egg) 

 
ท่ีมา: Pinto et al. (2018)  

 
ระยะไมราซิเดียม  

เม่ือไข่ถูกกินโดยโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 1 ระยะไมราซิเดียมจะมีลักษณะรูปร่างคล้าย    
โพรโทซัวสามารถสรา้ง germ cell พัฒนาไปเป็นตวัอ่อนหรือระยะต่อไปได ้โดยจะมีขนาดความ
ยาวประมาณ 23 ± 3 µm และความกวา้ง 12 ±1.5 µm (Pinto et al., 2018) 

ระยะสปอรโ์รซิส และรีเดีย  
เม่ือระยะไมราซิเดียมเขา้สู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 1 ส่วนใหญ่เป็นหอยชนิด Melanoides 

tuberculata โดยเขา้สู่อวยัวะภายในของหอย เชน่ ตบั (hepatopancreas) มีการพฒันาเขา้สู่ระยะ
สปอรโ์รซิสลกัษณะเป็นทรงกระบอกเรียวยาว มีทอ่ทางเดินอาหารสัน้ ภายในมีตัวออ่นจาํนวนมาก
ท่ีกาํลงัพฒันาเป็น daughter sporocyst หรือพฒันาเป็นตวัออ่นระยะรีเดีย มีลกัษณะคลา้ยระยะส
ปอโรซีสตส์ามารถสรา้งตวัอ่อนเป็นระยะต่อไปได ้เเละไดร้บัอาหารจากโฮสตโ์ดยการดูดซึมผ่าน
ทางผนงัลาํตวัโดยตรง (Scholz & Maldonado, 2000)  
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ระยะเซอรค์าเรีย  
ระยะรีเดียภายในพบตวัอ่อนจาํนวนมากท่ีสามารถพัฒนาเป็นระยะต่อไปคือระยะ 

เซอรค์าเรีย จาํนวนของระยะเซอรค์าเรียพบไดจ้าํนวนมากต่อจาํนวน 1 รีเดีย ลกัษณะรูปรา่งของ
ระยะเซอรค์าเรีย มีลักษณะท่ีหลากหลายขึน้อยู่กับชนิดของพยาธิ แต่ส ําหรับพยาธิในสกุล 
Centrocestus sp. จะเป็นรูปแบบ pleurolophocercus cercaria (ภาพประกอบ 9) มีลักษณะ
เด่นคือ ลาํตวัเป็นรูปไข่ (Krailas, 2014) หรือเป็นรูปหัวใจ (heart shape) มีความยาวลาํตวัขนาด 
47-122 µm ความกว้าง 26-71 µm ส่วนหางมีความยาว 62-98 µm ความกว้าง 11-15 µm 
(Nishigori, 1924) สีของลําตัวเป็นสีหลือง-นํา้ตาล บริเวณปากดูดส่วนหน้ามีขนาดประมาณ 
332.8 µm ปกคลุมดว้ยหนามขนาดเล็กเรียงตวัจาํนวน 9 หนาม ทัง้หมด 2 แถว (Krailas, 2014) 
บริเวณผนังของถุงขับถ่ายของเสีย (excretory vesicle) มีลักษณะหนา มีการพัฒนาในส่วนของ
หางสามารถใชเ้คล่ือนท่ีในนํา้ไดดี้ เริ่มมีการพฒันาคอหอยเล็กนอ้ย อยา่งไรก็ตามระยะนีมี้ช่วงอายุ
สั้นอยู่ท่ีประมาณ 24-48 ชั่วโมง ไม่สามารถกินอาหารได้เองและมีการเคล่ือนท่ีออกจากโฮสต์
กึ่งกลางตวัท่ี 1 เขา้สู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 อยา่งรวดเรว็เพ่ือเก็บพลงังานไวใ้ชส้าํหรบัการพฒันาเป็น
ระยะถัดไป โดยระยะเซอรค์าเรียทาํการไชออกจากหอยนํ้าจืดโดยอาศัยปัจจัยภายนอกเป็น
ตวักระตุน้ เช่น อุณหภูมิ (positive thermotropism) หรือแสง (positive phototropism) ซึ่งพยาธิ
บางชนิดอาจใชปั้จจัยอ่ืน ๆ นอกเหนือจากนีร้่วมดว้ย (Erasmus, 1972) นอกจากนีล้ักษณะการ
ว่ายนํา้ของพยาธิชนิดนีใ้นระยะเซอรค์าเรียจะมีทิศทางเป็นแนวตรงดว้ยความเร็วประมาณ 0.5 
มิลลิเมตร/วินาที โดยท่ีการติดเชือ้ไปสู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 จะสาํเร็จไดโ้ดยการถูกดูดเขา้ไปใน
บริเวณปากผ่านระบบหายใจของปลา จากนั้นทาํการฝังตวัในบริเวณซ่ีเหงือกและพฒันาเป็นระยะ
ตอ่ไป ส่งผลใหพ้ยาธิชนิดนีมี้ตาํแหน่งการติดเชือ้ (site of infection) อยู่ท่ีระบบหายใจหรือเหงือก
ของปลาเป็นหลักและไม่พบการติดเชือ้ผ่านการเจาะเขา้สู่ผิวหนังของปลาโดยตรง (Lo & Lee, 
1996)  
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ภาพประกอบ 9 ภาพระยะเซอรค์าเรียของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus 

 
(a) ภาพวาดระยะเซอรค์าเรีย (b) ภาพระยะเซอรค์าเรียท่ีถกูยอ้มดว้ย 0.5% neutral red  

(c) ภาพระยะรีเดียท่ีถกูยอ้มดว้ย 0.5 % neutral red (d.- g) ภาพจากกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอน 
(scanning electron microscope) Abbreviations: os - oral sucker, es - eye spot,  

p - pharynx, pg - penetration gland, vs - ventral sucker, eb - excretory bladder, ta - tail, 
df - dorsal finfold, ti - tip, re - redia, c - cercaria, b - body, sp - spine  

(scale a, b = 100 µm, c = 10 µm) 
 

ท่ีมา: Krailas et al. (2014) 
 

ระยะเมตาเซอรค์าเรีย  
หลงัจากท่ีตวัอ่อนระยะเซอรค์าเรียทาํการไชเขา้สู่โฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 ส่วนใหญ่เป็น

ปลานาํจืดในวงศ ์Cyprinidae มกัพบการติดตวัอ่อนระยะเมตาเซอรค์าเรียของพยาธิในสกุลนีคื้อ
บริเวณซ่ีเหงือก ระยะเซอรค์าเรียท่ีเขา้มาจะเคล่ือนท่ีผ่านบริเวณระบบหายใจของปลา และไชเขา้
ไปฟังตวัในบริเวณดงักล่าว จากนัน้ทาํการสลดัหางทิง้พรอ้มเปล่ียนรูปร่างโดยการผลิตสารออก
มากจากต่อม cytogenous glands เพ่ือสรา้งถุงซีสตอ์อกมาห่อหุม้ตวั (encystation) โดยจะเรียก
ระยะท่ีเขา้สู่ถงุหุม้ซีสตนี์ว้่าระยะเมตาเซอรค์าเรีย (ภาพประกอบ 10) ซึ่งเป็นระยะตดิตอ่ มีช่วงชีวิต
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ท่ียาวนานหลายปีจนกว่าโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 ตาย ในระยะนีมี้รูปรา่งเป็นทรงกลม-รีขนาด 211.8 
x 160.8 µm มีลกัษณะคลา้ยตวัเต็มวยัเม่ือออกจากถุงหุ้ม บริเวณปากดดูส่วนหนา้มีการพัฒนา
อย่างชดัเจนโดยมีขนาด 56.5 x 29.3 µm และพบหนามจาํนวน 32-34 หนาม เรียงสลบัเป็น 2 ชัน้ 
ในบริเวณคอหอยเริ่มมีการพฒันา ลกัษณะคลา้ยรูปเมล็ดถั่ว ปากดดูดา้นทอ้งมีการพฒันาอย่างชา้ 
ๆ และมีลักษณะเด่นท่ีเป็นเอกลักษณะของพยาธิในสกุลนี ้ คือ ถุงขับถ่ายของเสีย (excretory 
bladder) มีสีดาํเป็นรูปตวั “X” (X-shaped) อยูท่ี่บรเิวณสว่นทา้ยของลาํตวั (Nishigori, 1924) 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 การตดิพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรีย  
(a) ภาพโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 ของพยาธิชนิด C. formosanus  
(b) ภาพพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียฝังตวัท่ีบรเิวณซ่ีเหงือก  

(c) ภาพแสดงถงุขบัถ่ายของเสียของพยาธิชนิด C. formosanus  
(d) ภาพระยะเมตาเซอรค์าเรียท่ีออกจากถงุหุม้ (excysted) 

 
ท่ีมา: Pinto & Melo (2012) 
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ระยะตวัเตม็วยั (adult) 
เม่ือระยะเมตาเซอรค์าเรียท่ีอยู่ในโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 ถูกโฮสตเ์ฉพาะ เช่น ไก่ นก 

สนุขั แมว และหน ูกินปลาท่ีมีระยะเมตาเซอรค์าเรียอยูเ่ขา้สูร่ะบบทางเดินอาหาร พยาธิระยะเมตา
เซอรค์าเรียมีการพฒันาเป็นระยะตวัเต็มวยัภายในลาํไสข้องโฮสต ์(ภาพประกอบ 11) โดยท่ีระยะ
ตวัเต็มวัยมีขนาดอยู่ในช่วง 333(289-389) × 201(187-238) µm เเละบริเวณปากดูดส่วนหน้ามี
ขนาด 50 × 47 µm โดยลกัษณะเดน่ของพยาธิชนิดนีร้ะยะตวัเต็มวยัคือ บรเิวณรอบ ๆ ปากดดูสว่น
หน้ามีหนาม 2 ชั้น  เรียงตัวแบบสลับ (alternate) จ ํานวน 32-34 หนาม ซึ่งหนามช่วยเพิ่ ม
ความสามารถในการเกาะท่ีบริเวณผนังลาํไสข้องโฮสต์เพ่ือดูดซึมอาหารหรือแร่ธาตุท่ีใชใ้นการ
พัฒนาตวัเองจนเจริญเติบโตเต็มท่ี และเขา้สู่ระยะตวัเต็มวยัอย่างสมบูรณ์ เม่ือเขา้สู่ช่วงพัฒนา
เต็มท่ีพบว่าบริเวณปากดดูส่วนหนา้มีขนาดท่ีใหญ่ขึน้และเห็นซ่ีหนามชดัเจน หลอดอาหารมีขนาด
สั้นมาก คอหอยมีขนาดประมาณ 40-47 × 20-35 µm รูปร่างคล้ายเมล็ดถั่ ว ปากดูดด้านท้อง 
(ventral sucker) มีขนาดประมาณ 39-55 × 36-43 µm ซึ่งเล็กกว่าบริเวณปากดูดส่วนหนา้เพียง
เล็กนอ้ยอยู่บริเวณกึ่งกลางของลาํตวั มีลาํไสแ้บ่งออกเป็น 2 ทาง เรียงตวัตามแนวยาวลงมาถึง 2 
ใน 3 ของความยาวลาํตัว มีอัณฑะ 2 อัน อยู่บริเวณเกือบท้ายสุดของลาํตัว ขนาดของอัณฑะ
ดา้นขวาจะมีขนาดใหญ่กว่าทางดา้นซา้ย โดยท่ีอณัฑะดา้นขวามีขนาด 89(77-100) × 43(37-58) 
µm และอณัฑะดา้นซา้ยมีขนาด 78(55-100) × 42(35-55) µm พบรงัไข่มีลกัษณะกลม-รี มีขนาด
ประมาณ 54(50-63) × 40(37-43) µm พบการสรา้งไข่ออกมาจาํนวนมาก ในบริเวณถุงขับถ่าย
ของเสียมีสีดาํเป็นรูปตวั X อยู่ท่ีบริเวณส่วนทา้ยของลาํตวัและยงัปกคลุมไปดว้ยหนามขนาดเล็ก
ตลอดลาํตวั (Nishigori, 1924) 
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ภาพประกอบ 11 ภาพพยาธิใบไมร้ะยะตวัเตม็วยัชนิด C. formosanus (scale bar = 100 µm)  
 

(A) ภาพแสดงระยะตวัเตม็วยัของพยาธิชนิด C. formosanus (normal type)  
(B) ภาพวาดระยะตวัเตม็วยัของพยาธิชนิด C. formosanus (plump type) 

 
ท่ีมา: Chai et al. (2017)  

 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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ตาราง 2 รายงานขอ้มลูโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 1 ของพยาธิใบไมช้นิด Centrocestus formosanus  

 
รูปร่างของเซอรค์าเรีย โฮสตก่ึ์งกลางตัวที ่1  ประเทศทีพ่บ อ้างอิง 
Pleurophocercus cercaria Melanoides tuberculata 

Melanoides jugicostis 
Neoradina prasongi 
Semisulcospira libertina 
Semisulcospira reiniana 
Stenomelania newcombi 
Tarebia granifera 
Thiara scabra 
Bithynia siamensis 
Brotia crostula 
 

Egypt 
USA 
Taiwan 
Japan 
Sri Lanka 
Mexico 
India 
China 
Iran 
Brazil 
Turkey 
Tunisia 
Thailand 

Nishigori, 1924 
Chao et al., 1993 
Pulido-Murillo et al., 2018 
Pinto et al., 2018 
Lo & Lee, 1996 
Martin, 1958   
Ito, 1964  
Scholz & Salgado, 2000 
Ukong, et al., 2007 
Yamaguti, 1975 
Krailas et al., 2014 
Chontananarth et al., 2013 
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ตาราง 3 ขอ้มลูโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 2 ของพยาธิชนิด Centrocestus formosanus ในประเทศไทย 

 
ช่ือวิทยาศาสตร ์ ช่ือสามัญ ค่าความชุก (%) พืน้ท่ี อ้างอิง 

Cyclocheilichthys enoplos ปลาตะโกก 0.36 ลพบรุี Krailas et al., 2016 

Labiobarbus siamensis ปลาซา่ 0.14 ลพบรุี Krailas et al., 2016 

Puntioplites proctozysron ปลากระมงั 0.03 ลพบรุี Krailas et al., 2016 

Oxyeleotris marmorata ปลาบูท่ราย 0.14 ลพบรุี Krailas et al., 2016 

Henicorhynchus siamensis ปลาสรอ้ยขาว - 
0.43 

เชียงใหม ่
ลพบรุี 

Saenphet et al., 2008 
Krailas et al., 2016 

Carassius auratus 
 

ปลาทอง - 
83.30 

เชียงใหม ่
ลพบรุี 

Saenphet et al., 2006 
Wanlop et al., 2017 

Cyprinus carpio ปลาคารป์ 36.70 เชียงใหม ่ Wanlop et al., 2017 

Poecilia latipinna ปลาสอด 16.70 เชียงใหม ่ Wanlop et al., 2017 

Danio rerio ปลามา้ลาย 20.00 เชียงใหม ่ Wanlop et al., 2017 

Puntigrus tetrazona ปลาเสือสมุาตรา 10.00 เชียงใหม ่ Wanlop et al., 2017 

Luciosoma bleekeri ปลาซิวอา้ว 6.00 เชียงราย Jitkham et al., 2020 

Anematichthys repasson ปลาไสต้นัตาขาว 13.00 เชียงราย Jitkham et al., 2020 

Rasbora metallicus ปลาซิวหนวดยาว 91.30 เชียงใหม ่ Noikong et al., 2011 

Xenentodon cancila ปลากระทงุเหว  - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2000 

Channa striata ปลาช่อน - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2000 

Channa gachua ปลากา้งอินเดีย - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2000 

Acantopsis thiemmedhi ปลารากกลว้ย - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2000 

Lepidocephalichthys birmanicus ปลาอีด  - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2000 

Amblyrhynchichthys truncatus ปลาตามิน - เชียงใหม ่ Wongsawad & Wongsawad, 2011 

Barbonymus gonionotus  ปลาตะเพียนขาว - เชียงใหม ่ Kumchoo et al., 2005 

Cyclocheilichthys armatus  ปลาปากเหลี่ยม - เชียงใหม ่ Wongsawad & Wongsawad, 2011 

Cyclocheilichthys repasson  ปลาไสต้นัตาขาว - เชียงใหม ่ Noikong et al., 2011 

Discherodontus ashmeadi  ปลาแดงนอ้ย - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Hampala dispar  ปลากระสบูจดุ - เชียงใหม ่ Srisawangwong et al., 1997 

Hampala macrolepidota  ปลากระสบูขีด - เชียงใหม ่ Kumchoo et al., 2005 

Labiobarbus leptocheilus  ปลาสรอ้ยลกูกลว้ย - เชียงใหม ่ Boonchot & Wongsawad, 2005 

Mystacoleucus atridorsalis  ปลาหนามหลงัคีบดาํ - เชียงใหม ่ Srisawangwong et al., 1997 

Mystacoleucus marginatus  ปลาหนามหลงั - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Osteochilus vittatus  ปลาสรอ้ยนกเขา - เชียงใหม ่ Noikong et al., 2011 

Puntioplites proctozystron  ปลากระมงัครีบสัน้  - เชียงใหม ่ Saenphet et al., 2008 

Schistura breviceps ปลาคอ้หวัสัน้ - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Schistura bucculenta ปลาคอ้ - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Schistura poculi ปลาคอ้ลายถ่ี - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

 
ช่ือวิทยาศาสตร ์ ช่ือสามัญ ค่าความชุก (%) พืน้ท่ี อ้างอิง 

Puntius brevis  ปลาตะเพียนทราย - 
- 

เชียงใหม ่
เชียงใหม ่

Noikong et al., 2011 
Srisawangwong et al., 1997 

Puntius orphoides  ปลาแกม้ชํา้ - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Rasbora argyrotaenia ปลาซิวควายขา้งเงิน - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Schistura breviceps  ปลาคอ้  - เชียงใหม ่ Noikong et al., 2008 

Barbonymus schwanenfeldii ปลากระแห - เชียงใหม ่ Noikong et al., 2008 

Rasbora paviana  ปลาซิวควายแถบดาํ - เชียงใหม ่ Saenphet et al., 2008 

Rasbora tornieri  ปลาซิวควาย - เชียงใหม ่ Saenphet et al., 2008 

Macrognathus siamensis  ปลาหลด  - เชียงใหม ่ Wongsawad et al., 2004 

Trichogaster microlepis  ปลากระด่ีนาง - เชียงใหม ่ Saenphet et al., 2008 
Trichopsis vittata  ปลากริม - เชียงใหม ่ Saenphet et al., 2008 

 

การตดิพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus ในโฮสตเ์ฉพาะ 
พบรายงานการติดพยาธิใบไม้ชนิด C. formosanus ในโฮสตเ์ฉพาะหลายชนิด 

ไ ด้ แ ก่  น ก กิ น ป ล า ช นิ ด  Butorides vitrescens, B.  striatus, Ardeola grayii, Nycticorax 
nycticorax, Ardea alba และสุนัข เป็นต้น (Chen, 1942; Premvati & Pande, 1974; Scholz & 
Salgado-Maldonado, 2000 และ  Mitchell et al., 2002) ในขณ ะท่ี พ ยาธิ ระยะตัว เต็ม วัย มี
รายงานการทาํใหต้ิดพยาธิในสตัวท์ดลองหลายชนิด ไดแ้ก่ หนูเมา้ส ์หนแูรท (Rattus norvegicus) 
สุนัข แมว กระต่าย และเป็ด เป็นตน้ (Tanabe, 1922; Nishigori, 1924; Chen, 1942; Saenphet 
et al., 2006; Han et al., 2008; Pinto et al., 2015 และ Yousif et al., 2016) 
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จ า ก ร า ย ง า น ข อ ง  Waikagul et al. (1997) พ บ ก า ร ติ ด พ ย า ธิ ใ บ ไ ม้ ช นิ ด  
C. formosanus (ภายใตช่ื้อ C. caninus) ระยะตวัเต็มวัยในมนุษยจ์าํนวน 2 ราย ไดแ้ก่ รายแรก
พบการติดพยาธิระยะตัวเต็มวัยในผู้ป่วยเพศชาย อายุ 27 ปี จากอาํเภอดอยสะเก็ด จังหวัด
เชียงใหม่ หลังการให้ยารักษา praziquantel มีการตรวจพบพยาธิหลายชนิดร่วมด้วย เช่น  
O. viverrini จ ํานวน 1 ตัว พยาธิชนิด C. caninus จํานวน 5 ตัว และพยาธิชนิด Haplorchis 
taichui จาํนวน 1 ตวั ร่วมกับพบพยาธิตวักลมเพศเมียชนิด Enterobius vermicularis ในรายท่ี 2 
พบการติดพยาธิในผูป่้วยเพศหญิง อายุ 44 ปี จากอาํเภอเวียงป่าเปา้ จงัหวดัเชียงราย หลงัการให้
ยารักษา praziquantel มีการตรวจพบพยาธิใบไม้ระยะตัวเต็มวัยหลายชนิด เช่น พยาธิชนิด  
C. caninus จาํนวน 1 ตัว ร่วมกับพยาธิชนิด Haplorchis taichui จาํนวน 70 ตัว นอกจากนีใ้น
ประเทศญ่ีปุ่ นพบการติดพยาธิชนิดนีใ้นมนุษย์ท่ีเมือง Hiroshima (Ito, 1964 และ Premvati & 
Pande, 1974) ประเทศจีนพบการติดพยาธิชนิดนีใ้นมนุษยท่ี์เมือง Fujian โดยพบการติดพยาธิ
ชนิ ด นี ้ในผู้ ป่ วยจําน วน  2 ราย  นอกจากนี้  Chai et al. (2013) ยังพ บ การติดพ ยาธิ สกุล 
Centrocestus ในผูป่้วยจาํนวน 7 ราย อายุอยู่ในช่วง 23-42 ปี จากอาํเภอจาํปาสกั อาํเภอเชียง
ขวาง อาํเภอคาํม่วน และอาํเภอสาลาวัน ในประเทศลาว จากการซักประวัติผูป่้วยพบว่ามีการ
รบัประทานปลานํา้จืดท่ีไมถ่กูสขุอนามยัเขา้ไปและมีตวัอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียอยูภ่ายใน
ปลาเหล่านั้น ลักษณะอาการของผู้ป่วยคือ มีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน และเกิดอาการท้องล่วง
เฉียบพลัน แพทย์จึงให้ยา praziquantel เพ่ือรักษาอาการและได้ทาํการเก็บตัวอย่างอุจจาระ 
พบวา่มีการตดิพยาธิใบไมร้ะยะตวัเต็มวยัหลายชนิด ไดแ้ก่ พยาธิระยะตวัเต็มวยัชนิด O. viverrini, 
Centrocestus sp. และ  H. taichui เป็ นต้น  ภ ายหลัง มี การศึกษ าชนิดของ พ ยาธิในสกุล 
Centrocestus พบว่าเป็นชนิด C. formosanus จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีพบ
หนามจาํนวน 32 หนาม รว่มกับการศกึษาดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยาโดยการศึกษาลาํดบันิวคลี
โอไทดจ์ากยีน 18S ribosomal RNA เทียบกับฐานข้อมูล GenBank โดยพบจาํนวนพยาธิชนิด  
C. formosanus รวมทัง้หมด 122 ตวั จากผูป่้วยจาํนวน 7 ราย  
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ลักษณะทางพยาธิสภาพ  
Sumuduni et al. (2018) พบตวัอ่อนพยาธิใบไม้ในลาํไสข้นาดเล็กระยะเมตาเซอร์

คาเรียสามารถแทรกตวัอยู่บริเวณซ่ีเหงือก (ภาพประกอบ 12) และบริเวณท่ีเกิดการติดเชือ้พบว่า
เซลลก์ระดกูอ่อนเกิดการสรา้งออกมามากกว่าปกติ (epithelial hyperplasia) (ภาพประกอบ 13) 
เพ่ือทดแทนส่วนท่ีสูญเสียไป นอกจากนีย้ังพบการผลิตเซลลเ์มือกจาํนวนมาก (mucous cells) 
บริเวณรอบ ๆ ตวัพยาธิ เป็นกลไกการปอ้งกนัสิ่งแปลกปลอมของโฮสตโ์ดยตวัออ่นของพยาธิชนิดนี ้
ถูกห่อหุม้ดว้ยถุงท่ีมีลกัษณะใสและในบริเวณรอบ ๆ ท่ีพบการติดพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียจะ
พบชัน้ของเซลลก์ระดกูอ่อน (chondroblasts หรือ chondrocytes) ท่ีถกูสรา้งจากตวัของโฮสตเ์อง
จาํนวนมาก อีกทั้งลักษณะนิวเคลียสของเซลลแ์ต่ละเซลลด์ังกล่าวจะมีลักษณะท่ีแตกต่างกัน
ออกไปโดยบริเวณรอบ ๆ ตวัอ่อนของพยาธิจะมีลกัษณะนิวเคลียสท่ีลีบแบน ในขณะท่ีบรเิวณรอบ
นอกท่ีไมต่ดิเชือ้จะมีลกัษณะกลมเป็น 3 มิต ิ 

Sumuduni et al. (2018) ศึกษาการติดพยาธิชนิด C. formosanus ระยะตวัเต็มวัย
ในโฮสต์เฉพาะจากการศึกษาทางเนื ้อเย่ือวิทยา (histological sections) ในบริเวณลําไส้เล็ก 
duodenum, jejunum และ  ileum พบว่าการติดพยาธิส่วนใหญ่แล้วพบในบริเวณลําไส้ส่วน 
duodenum และ jejunum โดยพบพยาธิใบไมช้นิดนีเ้กาะติดอยู่ท่ีบริเวณ villi ของผนงัลาํไสจ้นเกิด
ความเสียหายท่ีบรเิวณ epithelium cell นอกจากนีย้งัพบการฝังตวัของพยาธิระยะตวัเตม็วยัชนิดนี ้
อยู่ในชัน้ sub mucosa ของลาํไสน้กบริเวณ duodenum (ภาพประกอบ 14) และพบการสรา้งไข่
ของพยาธิใบไมช้นิดนีอ้ย่างสมบูรณ์ นอกจากนีใ้นบางบริเวณพยาธิยังมีการบุกรุกเขา้ไปในผนัง
ลาํไส้ชั้น tunica muscularis ได้อีกดว้ย (ภาพประกอบ 15) โดยพยาธิใบไม้ท่ีพบในลาํไส้นกได้
นาํมาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา พบวา่มีขนาดเล็กเป็นรูปหยดนํา้ประกอบดว้ยหนามจาํนวน 
32 หนาม เรียงตวัอยู่บนบริเวณปากดดูส่วนหนา้ ท่อขบัของเสียมีลกัษณะเป็นรูปตวั X และมีการ
สรา้งไขอ่ยูภ่ายใน  
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ภาพประกอบ 12 ลกัษณะทางพยาธิสภาพของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus 
 

(a) เหงือกของปลาคารป์ (Cyprinus carpio)  
(b) ถงุหุม้ตวัอ่อนพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียท่ีแทรกอยู่บรเิวณซ่ีเหงือก 

(c) การเรียงตวัของซ่ีเหงือกท่ีบดิเบีย้ว  
(d) ตวัอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรีย 

 
ท่ีมา: Sumuduni et al (2018) 

 

 
 

ภาพประกอบ 13 ลกัษณะซ่ีเหงือกท่ีพฒันาผิดปกติ 
 

(a) จาํนวนเซลลท่ี์มีมากกวา่ปกติ (hyperplasia) บรเิวณซ่ีเหงือก  
(b) กาํลงัขยายของภาพ a (×100, H&E)  

 
ท่ีมา: Sumuduni et al. (2018) 
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ภาพประกอบ 14 พยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กชนิด C. formosanus ท่ีฝังตวัภายในชัน้  
sub mucosa ของลาํไสน้ก 

 
ท่ีมา: Sumuduni et al. (2018) 

 

 
 

ภาพประกอบ 15 พยาธิสภาพของพยาธิชนิด C. formosanus ในบรเิวณลาํไส ้A. ralloides  
 

(a) ระยะตวัเตม็วยัของพยาธิชนิด C. formosanus ท่ีกาํลงัถกูลอ้มรอบดว้ย villi (× 40, H&E) 
(b) C. formosanus ในบรเิวณชัน้ sub mucosae  

(c) พยาธิท่ีกาํลงัปล่อยไขอ่อกมาท่ีบรเิวณหวัลกูศรชี ้(×400, H&E)  
(d) C. formosanus ในบรเิวณชัน้ tunica muscularis (×400, H&E)  
(e) C. formosanus ในบรเิวณชัน้ tunica muscularis (×100, H&E)  

(f) C. formosanus ระยะตวัเตม็วยั ในลาํไสเ้ล็กของ A. ralloides 
 

ท่ีมา: Sumuduni et al. (2018) 
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Africa et al. (1940) ศึกษาลักษณะทางพยาธิสภาพและอาการของโรคท่ีเกิดจาก
การติดพยาธิใบไมว้งศ ์Heterophyidae พบวา่ทั่วไปแลว้มนษุยไ์ม่ใช่โฮสตเ์ฉพาะตามธรรมชาติแต่
เป็นเพียงการตดิพยาธิกลุม่นีโ้ดยบงัเอิญ (accidental host) ผา่นการรบัประทานปลานํา้จืดท่ีไม่ถกู
สขุอนามยั ส่งผลใหม้นุษยไ์ดร้บัการติดพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียเขา้สู่รา่งกาย ในกรณีพบการ
ติดพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียจาํนวนนอ้ยมักไม่ส่งผลเสียใด ๆ มากนกัหรือไม่แสดงอาการ ใน
ผู้ป่วยท่ีพบทั่วไป จะพบการอักเสบของเย่ือบุภายในลาํไส้ (abdominal tenderness) เล็กน้อย
ร่วมกับอาการท้องเสียเรือ้รงั ถ่ายเหลวเกิน 2 ครัง้/วัน หรือมากกว่านัน้ (chronic diarrhea) เกิด
อาการคล่ืนไส้อาเจียน (abdominal pain) อาจมีอาการถ่ายเป็นเลือดได ้(bloody diarrhea) ใน
ผูป่้วยบางราย แต่สาํหรับกรณีท่ีมีการติดพยาธิจาํนวนมาก ส่งผลใหเ้กิดการติดเชือ้อย่างรุนแรง
หรือเกิดการตายของเซลล ์(necrosis) ในบริเวณชัน้เย่ือบขุองผนงัลาํไส ้(mucosa) เป็นผลใหเ้กิดรู
ท่ีบริเวณผนังลาํไส้ พยาธิหรือไข่ของพยาธิอาจเขา้ไปสู่ระบบหมุนเวียนเลือดได ้รวมทั้งอวัยวะ
ขา้งเคียงอ่ืน ๆ เช่น ตบั ปอด ไขสันหลงั และอาจขึน้ไปสู่เย่ือหุม้สมองได้ อย่างไรก็ตามลักษณะ
อาการเหล่านี ้ขึน้อยู่กับจาํนวนของพยาธิรวมทั้งระบบภูมิคุ้มกันของแต่ล ะบุคคล (acquired 
immunity) เป็นกลไกท่ีคอยปอ้งกนัสิ่งแปลกปลอมเม่ือเขา้สูร่า่งกายสาํหรบัมนษุย ์
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การศึกษาทางอณูชีววิทยา 
วิธีการจัดจาํแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตถูกสรา้งขึน้โดยมีวัตถุประสงคเ์พ่ือใชใ้นการบ่ง

บอกถึงความเหมือนหรือความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตชนิดนัน้ ๆ โดยใชล้กัษณะการจดัจาํแนกทาง
สัณฐานวิทยาและกายวิภาค แต่เน่ืองดว้ยข้อจาํกัดในหลาย ๆ ดา้น ไดแ้ก่ ข้อมูลการศึกษาใน
สิ่งมีชีวิตชนิดนัน้ ๆ มีไม่เพียงพอท่ีจะสามารถระบชุนิดไดอ้ย่างชัดเจน รวมถึงการเก็บตวัอย่างของ
สิ่งมีชีวิตนั้น ๆ ไม่สมบูรณ์ เช่น ตัวอย่างมีสภาพท่ีแห้งหรือชาํรุด ส่งผลให้การใช้ลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาบางประการบกพร่องและไม่สามารถจาํแนกไดอ้ย่างชดัเจน นอกจากนีใ้นการระบุ
ชนิดของสิ่งมีชีวิตนัน้เป็นเรื่องยากหากใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว จาํเป็นตอ้งใช้
ความชาํนาญสูงในการจดัจาํแนกของนักอนุกรมวิธานจึงเกิดการแกปั้ญหาในการระบุชนิดของ
สิ่งมีชีวิตโดยใชก้ารศึกษาในระดบัโมเลกุลท่ีเรียกว่า การทดสอบดว้ยเทคนิคการทาํปฏิกิริยาลกูโซ่
พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction : PCR) โดยเริ่มจากการนาํมาใชใ้นการระบุชนิดของ
แบคทีเรีย หรือการระบชุนิดของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีไมส่ามารถจดัจาํแนกจากลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาไดอ้ย่างชดัเจนรวมไปถึงการระบชุนิดของเชือ้ก่อโรคตา่ง ๆ จนเป็นผลสาํเร็จในการระบุชนิด
ของสิ่งมีชีวิตชัน้ต ํ่าไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ แตว่ิธีการเหล่านัน้ยงัไมป่ระสบผลสาํเร็จในสิ่งมีชีวิตชัน้
ท่ีสงูกว่าในช่วงนัน้ (Frézal & Leblois, 2008) อย่างไรก็ตาม Hebert (2003) ไดค้ิดคน้การใชข้อ้มลู
ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์เรียกว่า “ดีเอ็นเอบารโ์คด้” (DNA barcode) โดยมีตน้แบบมาจากบารโ์คด้
ของสินคา้ในหา้งสรรพสินคา้ท่ีสามารถบง่บอกขอ้มลูไดอ้ย่างละเอียดตัง้แตร่ายช่ือของสินคา้ ราคา 
วันผลิตและวันหมดอายุของสินคา้ชิน้นั้นเพ่ือใชเ้ป็นเอกลักษณ์สาํหรบัการจัดจาํแนกสิ่งมีชีวิต
เหลา่นัน้ (Vrijenhoek, 1994; Zhang and Hewitt, 1997 และ Frézal and Leblois, 2008) 
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ภาพประกอบ 16 สารพนัธุกรรมในนิวเคลียสของพยาธิใบไม ้ 
 

ท่ีมา: Waikagul & Thaekham (2014)  
  

สารพนัธุกรรมท่ีอยู่ในนิวเคลียส (nucler ribosomal DNA) คือ บริเวณท่ีถูกถอดรหสั
เป็นโมเลกลุไรโบโซมอล อารเ์อ็นเอ (rRNA) รวมกบัโปรตีนกลายเป็นไรโบโซมขนาดตา่ง ๆ สามารถ
พบไดจ้าํนวนมากในจีโนมของสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นยคูาริโอตทกุชนิด (ภาพประกอบ 17) เน่ืองจากยีนใน
ไรโบโซมเป็น multicopy gene family มีความแปรผนัสงูในระหวา่งสายพนัธุข์องสิ่งมีชีวิตท่ีมีความ
แตกต่างกัน แต่จะพบลาํดับเบสและความยาวเหมือนกันภายในสายพันธุ์เดียวกัน (closely 
related species) เป็นยีนท่ีมีความเหมาะสมสําหรับการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตท่ีมีความสมัพันธใ์กลช้ิดกันมาก โดยปกติยีนในไรโบโซมอล อารเ์อ็นเอ จะมี
ลาํดบันิวคลีโอไทดอ์ยู่รวมกันเป็นกลุ่มเรียงตวัซํา้ ๆ กัน (tandem repeat) กระจายตวัอยู่ทั่วไปใน 
จีโนมมากถึง 5,000 ชุด โดยแต่ละหน่วยถูกแยกออกจากกันด้วยบริเวณท่ีเรียกว่า intergenic 
spacer (IGS) ประกอบด้วยส่วนท่ีเป็นยีน (coding regions) ได้แก่ 18S, 5.8S และ 28S rDNA 
และส่วนท่ีไม่ใช่ยีน เช่น internal transcribed spacer region (non-coding region) ได้แก่ ITS1 
เป็นบริเวณท่ีอยู่ระหว่าง 18S และ 5.8S rDNA และบริเวณ ITS2 อยู่ระหว่างยีน 5.8S และ 28S 
rDNA เรียงตัวต่อกันจากบริเวณ 5’ ไปยังปลาย 3’ โดยมีเอนไซม ์RNA Polymerase I ทาํหน้าท่ี
ถอดรหัสกลุ่มยีนดังกล่าวไดเ้ป็น pre-rRNA ขนาด 45S ร่วมกับการตัดบริเวณ ITS1 และ ITS2 
(Subbotin & Moens, 2006) ในกระบวนการ rRNA processing ได้เป็น mature rRNA 3 ขนาด 
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คือ  18S, 5.8S และ 28S โดยท่ี  18S rRNA รวม กับ โปรตีน  30 ชนิด  กลายเป็น  40S (small 
ribosomal subunit) และ 5.8S, 28S และ 5S rRNA รวมกับโปรตีนจาํนวน 50 ชนิด ไดเ้ป็น 60S 
(large ribosomal subunit) ประกอบรวมกันเป็นไรโบโซมขนาด 80S (Gerbi, 1985) ส่งผลให้
ปัจจุบันได้รบัความนิยมในการใช้ยีนหรือบริเวณ ITS ดังกล่าวในการศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตรวมถึงศึกษาวิวัฒนาการของพยาธิใบไม้หลายชนิด เช่น การศึกษา
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิใบไมใ้นปอดชนิด Paragonimus paishuihoensis (วิมล
มาลย์ โสพรรณรัตน์, 2554) ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิใบไม้ในตับชนิด 
Opisthorchis viverrini (อิสระพงศ์ โพธ์ิสุข, 2556) พยาธิใบไม้ในตับชนิด O. viverrini ร่วมกับ
พ ย า ธิ ช นิ ด  Clonorchis siensis (Park, 2007) พ ย า ธิ ใ บ ไ ม้ ใ น เลื อ ด ช นิ ด  Schistosoma 
hippopotami (Despres, 1995) พยาธิใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กชนิด H. pumilio (Pulido-Murillo, 
2018) พยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กชนิด C. formosanus (Wanlop et al., 2017)  

 

 
 

ภาพประกอบ 17 จีโนมในไมโทคอนเดรียของพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กชนิด H. taichui  

 

ท่ีมา: Lee et al. (2013) 
 

ในปัจจุบนัการศึกษาความสัมพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิใบไม้โดยทั่วไปหรือพยาธิ
ใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กได้รบัความนิยมในการใช้ยีนท่ีอยู่ในไมโทคอนเดรียสาํหรบัการศึกษา
ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (ภาพประกอบ 18) รวมถึงการพฒันาเป็นเครื่องหมายโมเลกลุ (DNA 
marker) ในการระบชุนิดของพยาธิใบไมอ้ยา่งแพรห่ลาย เน่ืองจากสารพนัธุกรรมในไมโทคอนเดรีย
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นัน้มีขนาดท่ีสัน้กวา่สารพนัธุกรรมในนิวเคลียสและไม่มีความซบัซอ้นมากนกั โดยสารพนัธุกรรมใน
ไมโทคอนเดรียของพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กมีจาํนวนประมาณ 13-24 กิโลเบส ประกอบดว้ย 
37 ยี น  โด ย มี  11 ยี น ท่ี ส าม ารถ ถ อ ด รหั ส ให้ โป รตี น เพ่ื อ ใช้ ใน ก ระ บ ว น ก าร  oxidative 
phosphorylation โดยแบง่ออกเป็นโปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้น 4 ชนิด คือ โปรตีนหน่วย
ย่อยของเอนไซม์เชิงซ้อนตัวท่ี 1 (protein complex I) คือ NADH ubiquinone reductase (ND) 
จาํนวน 7 ยีน ไดแ้ก่ nad1, nad2, nad3, nad4, nad4I, nad5 และ nad6 เป็นตน้ มีจาํนวนลาํดบั
นิวคลีไทดป์ระมาณ  906, 870, 306, 1281, 264, 1587 และ 459 ตามลาํดับ โปรตีนหน่วยย่อย
ของเอนไซม์เชิ งซ้อนตัว ท่ี  3 (protein complex III) คือ  ubiquinone cytochrome reductase 
จาํนวน 1 ยีน คือ cytochrome b (Cytb) มีจาํนวนลาํดบันิวคลีไทดป์ระมาณ 1,110 คูเ่บส โปรตีน
หน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้นตวัท่ี 4 (protein complex IV) คือ cytochrome oxidase จาํนวน 3 
ยีน ได้แก่ coxI, coxII และ coxIII เป็นต้น มีจาํนวนลาํดับนิวคลีไทดป์ระมาณ  1542, 624 และ 
657 คู่เบส ตามลาํดบั โปรตีนหน่วยย่อยของเอนไซมเ์ชิงซอ้นตวัท่ี 5 คือ ATP synthase จาํนวน 1 
ยีน คือ atp6 มีจาํนวนลาํดบันิวคลีไทดป์ระมาณ 516 คูเ่บส เก่ียวขอ้งกบักระบวนการหายใจระดบั
เซลล ์(Lee et al., 2013) 

 
การศึกษาความสัมพันธเ์ชิงวิวัฒนาการ  

Wanlop et al. (2017) ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิใบไม้ใน ชนิด 
Centrocestus sp. ท่ีพบในปลาทอง (ภาพประกอบ 19) โดยใชล้าํดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 
พบว่าพยาธิใบไม้ชนิด Centrocestus sp. ท่ีพบในปลาทองจัดอยู่ในกลุ่มของพยาธิใน ชนิด 
Centrocestus sp. อ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล GenBlank ได้แก่ JQ390545, JQ390546, KF658455, 
KF658456, KF658457, KF658458 KF658459 แ ล ะ  KJ 630836 โด ย มี ค่ า  bootstrap อ ยู่ ท่ี 
100% แล ะยั ง มี ค วาม สัม พั น ธ์ ใก ล้ชิ ด กับ พ ย าธิ ช นิ ด อ่ื น  ๆ  วงศ์  Heterophyidae ได้แ ก่  
H. taichui, Haplochoides sp. และ  S. falcatus ด้วยวิธี  maximum-likelihood (ML) โดยมีค่า 
bootstrap อยู่ท่ี 74% และการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้วิธี neighbor- joining 
(NJ) พบว่าจัดอยู่ในกลุ่มของพยาธิใบไม้ชนิด Centrocestus sp. ชนิดอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล 
GenBank โดยมีคา่ bootstrap อยู่ท่ี 98% นอกจากนีพ้บว่าพยาธิท่ีพบในปลาทองมีความสมัพนัธ์
เชิงวิวฒันาการอยา่งใกลช้ิดกบัพยาธิใบไมช้นิดอ่ืน ๆ วงศ ์Heterophyidae อีกดว้ย  
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Wongsawad et al. (2017) ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิใบไม้ชนิด  
C. formosanus (ภาพประกอบ 20) ท่ีเก็บรวบรวมไดจ้ากปลา 5 ชนิด ได้แก่ ปลาซิวหนวดยาว  
(E. metallicus) ปลาตะเพี ยนทราย  (P. brevis) ปลาหมอ (A. testudineus) ป ลาแป้น เก้ว  
(P. siamensis) และปลาทอง (C. auratus) โดยการสร้างแผนภาพวิวัฒ นาการในรูปแบบ 
cladogram ด้ ว ย วิ ธี  maximum-likelihood ท่ี ได้ จ า ก ก า รทํ า  Sequence Related Amplified 
Polymorphism (SRAP) ของพยาธิใบไม้ชนิด C. formosanus จากบริเวณ ITS2 และยีน COI 
จํา น ว น  1,000 ซ ํ้ า  พ บ ว่ า มี ก า ร แ บ่ ง อ อ ก เป็ น  2 clade ห ลั ก  คื อ  clade A พ ย า ธิ ช นิ ด  
C. formosanus ท่ีพบในปลาซิวหนวดยาว ปลาตะเพียนทราย มีหนามจาํนวน 32 หนาม อยู่ใน 
clade เดียวกันทัง้ 2 ชนิด และ clade B พยาธิชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลาหมอ ปลาแป้น
แก้ว และปลาทอง จัดให้อยู่ใน clade B จากปลาทั้งหมด 3 ชนิด มีจาํนวนหนามตั้งแต่ 32-34 
หนาม นอกจากนีย้ังถูกแยกออกเป็น clade ย่อยคือ b1 ไดแ้ก่ C. formsanus ท่ีพบในปลาหมอ 
และปลาแป้นแก้ว clade b2 คือ C. formosanus ท่ีพบในปลาทองเพียงชนิดเดียวโดยมีจาํนวน
หนามคือ 34 หนาม อย่างไรก็ตามภาพ B เป็นการสร้างแผนภาพวิวัฒ นาการในรูปแบบ 
Cladogram ด้วยวิธี neighbor-joining ของพยาธิชนิด C. formosanus จากลาํดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS2 และยีน COI จาํนวน 1,000 ซ ํา้ ถูกแบ่งออกเป็น 2 clade หลัก คือ clade A พยาธิ
ชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลาซิวหนวดยาว ปลาตะเพียนทราย ปลาหมอ และปลาแปน้แกว้ มี
จ ํานวนหนามจํานวน 32 หนาม อยู่ใน clade เดียวกันทั้ง 4 ชนิด และ clade B พยาธิชนิด  
C. formosanus ท่ีพบในปลาปลาทองนั้นไดจ้ัดให้อยู่ใน clade B เพียงชนิดเดียว โดยมีจาํนวน
หนาม 34 หนาม อย่างไรก็ตามพยาธิชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลานํา้จืดทัง้ 5 ชนิด ยงัถือได้
วา่อยู่ในกลุ่มเดียวกนัจากภาพ A โดยการสรา้งแผนภาพวิวฒันาการดว้ยวิธี maximum-likelihood 
มีค่า bootstrap values อยู่ท่ี 100% และภาพ B การสรา้งแผนภาพดว้ยวิธี neighbor-joining มี
คา่ bootstrap values อยู่ท่ี 99% อีกทัง้ยงัสามารถแยก clade ออกมาจากพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ 
Haplorchoides sp., H. taichui และ S. falcatus วงศ ์Heterophyidae อีกดว้ย  
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ภาพประกอบ 18 ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลานํา้จืด 
5 ชนิด 

 
(a) การสรา้งแผนภาพวิวฒันาการในรูปแบบ cladogram ดว้ยวิธี maximum-likelihood ของพยาธิ

ชนิด C. formosanus บรเิวณ ITS2 และยีน COI จาํนวน 1,000 ซ ํา้ 
(b) การสรา้งแผนภาพวิวฒันาการในรูปแบบ cladogram ดว้ยวิธี neighbor-joining ของพยาธิ

ชนิด C. formosanus บรเิวณ ITS2 และยีน COI จาํนวน 1,000 ซ ํา้ 
 

ท่ีมา: Wongsawad et al. (2017)  
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Krailas et al. (2016) ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิใบไม้ท่ีถูกเก็บ
ตัวอย่างได้จากปลานํา้จืดจากเข่ือนป่าสักชลสิทธ์ิ (ภาพประกอบ 21) จาํนวน 25 ชนิด ได้แก่ 
Parambassis siamensis, Parambassis wolffii, Anabas testudineus, Oreochromis 
niloticus, Barbonymus altus, Barbonymus schwanenfeldii, Cyclocheilichthys enoplos, 
Hampala dispar, Henicorhynchus siamensis, Hypsibarbus wetmorei, Labeo 
chrysophekadion, Labeo rohita, Labiobarbus siamensis, Osteochilus hasseltii, 
Paralaubuca riveroi, Puntioplites proctozysron, Rasbora daniconius, Oxyeleotris 
marmorata, Zenarchopterus ectuntio, Pristolepis fasciata, Chitala ornate, Notopterus 
notopterus, Trichopodus microlepis, Trichopodus pectoralis และ Toxotes microlepis พบ
การติดพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรีย จาํนวน 2 ชนิด คือ H. pumilio และ C. formosanus จากปลา
เ พี ย ง  10 ช นิ ด เ ท่ า นั้ น  ไ ด้ แ ก่  Barbonymus altus, Barbonymus schwanenfeldii, 
Cyclocheilichthys enoplos, Hampala dispar, Henicorhynchus siamensis, Hypsibarbus 
wetmorei, Labiobarbus siamensis, Osteochilus hasseltii, Puntioplites proctozysron แ ล ะ 
Oxyeleotris marmorata จากนัน้ทาํการแยกตวัอยา่งพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรีย 2 ชนิด มาสกดัดี
เอ็นเอพรอ้มทัง้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคการทาํปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใชไ้พรเมอร ์
ITS1 (ITS1 regions: ITS1-F: 5 -GTA TGC TTC GGC AGC TCG ACC GG-3 ITS1-R; 5 -
GGCTGC GCT CTT CAT CGA CAC ACG-3) แ ล ะ  ITS2 (ITS2 regions: ITS2-F: 5 -CTT 
GAACGC ACA TTG CGG CCA TGG G-3 ITS2-R: 5 -GCG GGT AAT CACGTC TGA GCC 
GAG G-3) ได้ผลิตภัณ ฑ์ของพ ยาธิ ใบไม้ชนิด  H. pumilio เท่ ากับ  1,250 และ 380 คู่ เบ ส 
ตามลาํดบั โดยท่ีพยาธิชนิด C. formosanus ไดผ้ลิตภณัฑเ์ท่ากบั 700 และ 400 คูเ่บส ตามลาํดบั 
หลังจากนาํไปตรวจสอบลาํดับนิวคลีโอไทด ์และนาํมาสรา้งแผนภูมิตน้ไม้ดว้ยวิธี maximum 
likelihood โดยใช้รูปแบบ  Tamura-Nei จํานวน  1,000 ซํ้า  พ บ ว่าพ ยาธิชนิด  H. pumilio มี
ความสมัพนัธใ์กลช้ิดกบัพยาธิชนิด H. pumilio ในฐานขอ้มลู (JX532164 และ KP165439) โดยมี
ค่า boostrap อยู่ท่ี 39% และพยาธิชนิด C. formosanus มีความสัมพันธ์เชิงวิวฒันาการใกลช้ิด
กบัพยาธิชนิด Centrocestus sp. ในฐานขอ้มลู (AY245699 และ JQ390547) โดยมีคา่ boostrap 
อยูท่ี่ 26% เม่ือเทียบจากฐานขอ้มลู  
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ภาพประกอบ 19 ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิชนิด H. pumilio และ C. formosanus  
 

ท่ีมา: Krailas (2016) 
 
Pulido-Murillo et al. (2018) ศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิใบไมใ้นลาํไส้

ขน าดเล็ กระยะเซอร์ค าเรีย รูป แบ บ  pleurolophocercous cercaria จากห อยนํ้า จืดชนิ ด  
M. tuberculata (ภาพประกอบ 22) โดยการเพิ่มปริมาณ DNA บางส่วนของยีน 28S rDNA 
จาํนวน 1,176 คูเ่บส พบวา่พยาธิใบไมร้ะยะเซอรค์าเรียรูปแบบดงักลา่วมีความสมัพนัธใ์กลช้ิดทาง
วิวัฒ นาการกับพยาธิ ใบไม้ชนิด C. formosanus ในประเทศเวียดนาม (KY369153) และ  
C. formosanus ในประเทศไทย (HQ874609) อีกทั้งพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรีย รูปแบบ 
parapleurolophocercous จากหอยชนิด M. tuberculata มีความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการใกลช้ิด
กบั H. pumilio ในประเทศเวียดนาม (KY369155) และประเทศไทย (HM004186) จากฐานขอ้มูล
โดยใชว้ิธี bayesian inference (BI) และ maximum likelihood จากรายงานดงักล่าวสามารถสรุป
ไดว้่าพยาธิใบไม้ระยะเซอรค์าเรียรูปแบบ pleurolophocercous cercaria สามารถพัฒนาเป็น
พยาธิชนิด C. formosanus ระยะตัวเต็มวัยได้ และพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรีย รูปแบบ 
parapleurolophocercous สามารถพัฒ นาเป็นพยาธิใบไม้ระยะตัวเต็มวัยของพยาธิชนิด  
H. pumilio ได ้ 
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การระบุชนิดพยาธิใบไม้โดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา 
Pace et al. (2020) พฒันาเทคนิคปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรส โดยมีการออกแบบไพร

เมอรจ์าํเพาะสาํหรบัตรวจสอบการติดพยาธิชนิด C. formosanus ท่ีพบในปลา Zebrafish (Danio 
rerio) ซึ่งใชล้าํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS2 ในการออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะมีลาํดบันิวคลีโอไทด ์
ดั ง นี ้  ITS2_Centr_F 5’ ATGAAGAGCGCAGCCAACT-3’ แ ล ะ  ITS2_Centr_R 5’ 
CGTGCAATGTTTGCATCGGA-3’ ผลิตภัณฑท่ี์ไดเ้ท่ากับ 393 คู่เบส ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดว้ย 
1.5% agarose gel electrophoresis และไมเ่กิดปฏิกิรยิาขา้มกบัปรสิตชนิดอ่ืน ๆ  

สรุชยั พิกลุแกว้ และคณะ (2556) ไดต้รวจวินิจฉัยการติดพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์
คาเรียไม่ทราบชนิดในปลาทองป่วยจาํนวน 10 ตวั โดยใชเ้ทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส ก่อน
การตรวจวินิจฉัยพบลกัษณะทางคลินิค คือ หายใจลาํบาก มีการลอยตัวบนผิวนํา้และพบปลาบาง
ตวัตายในแหล่งเดียวกัน จากนัน้ทาํการส่งตรวจตวัอย่างจากร่างกายของปลา เช่น เมือก ผิวหนัง 
ครีบ และเหงือกปลา จากการตรวจสอบพบการติดปรสิตภายนอก คือ พยาธิปลิงใสชนิด 
Dactyrogyrus spp. ประมาณ 30-40 ตวั และการตรวจสอบปรสิตภายในโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์
แบบใชแ้สงพบการติดพยาธิตัวอ่อนท่ีบริเวณซ่ีเหงือกและเริ่มเก็บตัวอย่างเหงือกเพ่ือใช้ในการ
วินิจฉัยดว้ยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจากการสกัดสารพันธุกรรมดว้ยชุดสกัด QIAamp 
DNA Mini kit แ ล ะ ทําก ารอ อ ก แ บ บ ไพ รเม อ ร์จ ํา เพ าะ ข อ ง พ ย า ธิ ช นิ ด  C. formosanus 
(AY245759.1) โดยใชล้าํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม Primer3 ไดล้าํดบันิวคลีโอ
ไทดข์องไพรเมอรจ์าํเพาะคือ Cfo-F 5’ ACG ATC AGA TCC GTC CTA GTT C 3’ และ Cfo-R 5’ 
GGA TAC AGA GGA CAG GCG TAC T 3’ จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและตรวจสอบผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการทาํ gel electrophoresis พบการ
ติดเชื ้อพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียชนิด C. formosanus แสดงผลจากการทํา gel 
electrophoresis โดยมีผลิตภัณฑ์ท่ีไดเ้ท่ากับ 389 คู่เบส และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับตัวอย่างท่ี
นาํมาทดสอบ 

Chontananarth (2017) ตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ด้วยเทคนิค multiplex PCR 
เพ่ือระบุพยาธิชนิด C. caninus (ในปัจจุบันเป็นช่ือพ้องของพยาธิชนิด C. formosanus) และ  
S. falcatus โดยในการศึกษานีมี้การออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะ (specific primer) ของพยาธิทัง้ 2 
ช นิ ด  โ ด ย ก า ร ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์ จ ํ า เ พ า ะ ท่ี มี ลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ดั ง นี ้  ITS3 (5’ 
GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’) เ ป็ น เ ส้ น  forward primer แ ล ะ  ITS4 (5’ TCC 
TCCGCTTATTGATATGC 3’) เป็น reverse primer ทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนท่ีบริเวณ 
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ITS2 ทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มลู จากนัน้ทาํการออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะ
สาํหรบัพยาธิชนิด C. caninus โดยใช ้CC-F (5’ CGG CGT GAT TTC CTT GTG CTTTGC) เป็น 
forward primer แ ล ะ  CC-R (5’ GCA CAC ATT AGA AAC GCG TGC AAT) เ ป็ น  reverse 
primer โดยมีผลิตภัณฑท่ี์ไดเ้ท่ากับ 231 คู่เบส และออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิชนิด 
S. falcatus โดยใช ้ST-F (5/CTGTTG TAG GGT GCC GGA TC) เป็น forward primer และ ST-
R (5/GCA CAC ATTAGA AAC GCG TGC AAT) เป็น reverse primer โดยมีผลิตภัณ ฑ์ท่ี ได้
เท่ากับ 137 คู่เบส จากผลการทดลองสามารถแยกความแตกต่างของพยาธิใบไมท้ัง้ 2 ชนิดออก
จากกนัไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้ม (cross-reaction) กบัพยาธิใบไมช้นิดอ่ืน ๆ 
วงศ ์Heterophyidae และการทดสอบคา่ความไว (sensitivity) โดยการเจือจางความเขม้ขน้ของดี
เอ็นเอลงไปถึง 2 เท่า (two-fold serial dilution) โดยเริ่มตน้ท่ี 10 - 0.3125 ng/µL พบว่าสามารถ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอได้น้อยท่ีสุดสาํหรับพยาธิชนิด C. caninus เท่ากับ 2.5 ng/µL และ
พยาธิชนิด S. falcatus มีคา่เท่ากบั 0.3125 ng/ml นอกจากนีก้ารทดสอบ multiplex PCR พบว่ามี
คา่ความไวเทา่กบั 2.5 ng/µL 

Wongsawad et al. (2017) ศึกษาระบาดวิทยาและระบุชนิดเชิงโมเลกุลของพยาธิ
ใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กชนิด Centrocestus spp. ในกลุ่มหอยเจดีย์ และปลาเกล็ดขาวบริเวณ
ภาคเหนือตอนบน จากการศึกษาพบการระบาดของพยาธิใบไม ้Centrocestus spp. ระยะเซอร์
คาเรียรูปแบบ pleurolophocercous cercaria ในหอยจํานวน 4 ชนิด ได้แก่ M. tuberculata,  
T.  granifera, B. siamensis และ L. rubiginosa ปลานํา้จืดทัง้หมด 14 ชนิด ไดแ้ก่ ปลาซิวหนวด
ยาว ปลากระด่ีหมอ้ ปลาแกม้ชํา้ ปลาซิวควาย ปลาตะเพียนทราย ปลาหมอไทย ปลาไสต้นัตาขาว 
ปลากริมควาย ปลาตะเพียนขาว ปลากระด่ีนาง ปลาหมอตาล ปลาแป้นเกว้ ปลาหนามหลงั และ
ปลาทอง ในการศึกษานี ้ได้ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้เทคนิค SRAP-PCR ใน
บริเวณ  ITS2 และยีน  COI พบว่าพยาธิใบไม้ชนิด Centrocestus spp. มีความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการใกลช้ิดกับพยาธิชนิด C. formosanus ในประเทศลาว และแยกกลุ่มออกจากพยาธิ
ใบไมช้นิดอ่ืน ๆ ท่ีอยูว่งศ ์Heterophyidae ได ้จากการศกึษาพบว่าพยาธิใบไม้ชนิด Centrocestus 
spp. ท่ีพบในปลานํา้จืดจากประเทศลาว 4 ชนิด ไดแ้ก่ ปลาซิวหนวดยาว ปลาตะเพียนทราย ปลา
หมอ และปลาแปน้แกว้ มีจาํนวนหนามทัง้หมด 32 หนาม ยกเวน้ในปลาทองพบพยาธิใบไมช้นิดนี ้
มีจาํนวนหนามถึง 34 หนาม จากการศกึษานีไ้ดต้ิดตามการตรวจสอบของพยาธิชนิดนีด้ว้ยเทคนิค 
Sequence Related Amplified Polymorphism (SRAP- PCR) โด ย ใช้  SRAP primer 11 คู่  ได้
ผลิตภัณฑเ์ท่ากับ 500 คู่เบส ท่ีจาํเพาะต่อพยาธิชนิด C. formosanus จากไพรเมอรค์ู่ ME5 และ 
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EM6 จากนัน้ส่งสงัเคราะหไ์พรเมอรจ์าํเพาะขึน้หลงัจากหาลาํดบันิวคลีโอไทดไ์ดโ้ดยมีลาํดบันิวคลี
โอไทดจ์าํนวน 20 คู่เบส ดงันี ้forward primer; CF-F: 5’GGCTGCGTCGATTTTGTCAG 3’ และ 
reverse primer; CF-R: 5’ AGGAGCCCAGGGTAATCTCC 3’ เม่ือนาํมาทดสอบกับพยาธิใบไม้
ระยะตวัเต็มวยัพยาธิชนิด C. formosanus พบผลิตภัณฑ่ีไดเ้ท่ากับ 275 คู่เบส พรอ้มทัง้ทดสอบ
กับพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอรค์าเรีย และระยะเซอรค์าเรียทุกรูปแบบท่ีพบในหอย 3 ชนิด พบ
ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ ท่ี ได้ เท่ า กั บ  275 คู่ เบ ส  ใน ป ล า ทั้ ง  10 ช นิ ด  แ ล ะ เซ อ ร์ค า เรี ย รู ป แ บ บ 
pleurolophocercous cercaria เท่านัน้ ดงันัน้การศึกษานีส้ามารถยืนยนัไดว้่ามีปลานํา้จืดหลาย
ชนิดเป็นโฮสตก์ึ่งกลางตัวท่ี 2 ของพยาธิใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กชนิด C. formosanus รวมทั้ง
สามารถยืนยันไดว้่าตวัอ่อนพยาธิใบไมร้ะยะเซอรค์าเรียรูปแบบ pleurolophocercous cercaria 
สามารถพฒันาเป็นพยาธิระยะตวัเตม็วยัชนิด C. formosanus ไดอี้กดว้ย 

 



  
 

บทที ่3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

ขัน้ตอนการดาํเนินงานวิจยัแบง่ออกเป็น 5 ขัน้ตอน ดงันี ้
1. การขออนญุาตใชส้ตัวท์ดลองเพื่อการวิจยั 
2. การเก็บตวัอยา่งปลาทอง 
3. การตรวจสอบการตดิพยาธิใบไมใ้นปลาทอง 
4. การเก็บตัวอย่างพ ยาธิใบไม้ระยะตัวเต็มวัยและระยะไข่ของพ ยาธิชนิด  

C. formosanus ในสตัวท์ดลอง 
5. การศกึษาทางเทคนิคทางอณชีูววิทยา 
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ข้ันตอนการด าเนินงานวิจัย  
1. การขออนุญาตใช้สัตวท์ดลองเพือ่การวิจัย 

การทดลองได้ดาํเนินการขออนุญาตการใช้สัตว์ทดลองและได้รับการอนุมัติให้
สามารถดาํเนินการภายใต้การควบคุม  เพ่ือการใช้สัตว์ทดลองในงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์
มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ (SWU-A-024-2563) 
 

2. การเก็บตัวอย่างปลาทอง  
เก็บตวัอย่างปลาทอง (Carassius auratus) ขณะยงัมีชีวิตจากฟารม์เพาะเลีย้งปลา

ทองในจงัหวดัราชบุรีจาํนวน 10 ฟารม์ ฟารม์ละ 30 ตวัอย่าง ดว้ยวิธีการเลือกกลุ่มตวัอย่างแบบ
เจาะจง (purposive sampling) จากนั้นขนส่งตัวอย่างทั้งหมดเข้าสู่ห้องปฏิบัติการปรสิตวิทยา
ประยกุต ์มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ  

 
3. การตรวจสอบการตดิพยาธิใบไม้ในปลาทอง 

3.1 การตรวจสอบการตดิพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ในปลาทอง 
ตรวจสอบการตดิพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. โดยนาํตวัอยา่งปลาทอง

ท่ีรวบรวมมาทาํการสลบปลาดว้ยนํา้มนักานพล ู(Javahery et al, 2012) จากนัน้ตรวจสอบพยาธิ
ปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ท่ีบริเวณ เหงือกของปลาทองโดยวิ ธี  gill biopsy และ gill 
necropsy (Gussev, 1983 และ Silas et al., 2001) เริ่มจากขัน้ตอนการเปิดแผ่นเปิดเหงือกของ
ปลาทอง ทาํการตดัชิน้สว่นของเหงือก (รวมถึง gill rakers) ดว้ยกรรไกรผา่ตดัและนาํออกมาวางลง
ในจานเพาะเชือ้ (petri dish) พรอ้มทัง้เทนํา้ใหท้่วมเหงือก จากนัน้ทาํการตรวจสอบการติดพยาธิท่ี
บริเวณเหงือกปลาทองภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ พรอ้มทัง้นาํตวัอย่างพยาธิมาจดัจาํแนกในระดบัสกลุ
เบือ้งตน้ตามลกัษณะทางสณัฐานวิทยาตาม Yamaguti, 1963; Šimková et al., 2006; ประไพสิร ิ
สิริกาญจน, 2538 และวชัริยา ภูรีวิโรจนก์ุล, 2556 จากนัน้นาํพยาธิปลิงใสบรรจุลงในหลอดเก็บ
ตวัอย่าง (microcentrifuge tube) แลว้ทาํการรกัษาสภาพตวัอย่างดว้ยแอลกอฮอล ์95% และเก็บ
ไวท่ี้อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชส้าํหรบัการศกึษาทางอณชีูววิทยา 

 
 
 
 
 



  48 

3.2 ก ารตรวจสอบการติดพยาธิ ใบ ไม้ ระยะเมตาเซอร์ค าเรีย ช นิด  
C. formosanus ในปลาทอง 
เน่ื อ งจาก พ ย าธิ ใบ ไม้ ใน ลํา ไส้ขน าด เล็ ก ระ ย ะ เม ต าเซ อ ร์ค า เรีย ช นิ ด  

C. formosanus มีตาํเเหน่งการติดเชือ้ในบริเวณซ่ีเหงือกของปลา จึงมีการตรวจสอบการติดพยาธิ
ชนิดนีโ้ดยการนาํตวัอย่างปลาทองท่ีเก็บไดม้าทาํการสลบปลาและตรวจหาพยาธิใบไมร้ะยะเมตา
เซอรค์าเรียดว้ยวิธีในขอ้ 3.1 ภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอ จากนัน้เก็บตวัอยา่งพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอร์
คาเรียออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีหนึ่งใชส้าํหรบัการทดลองทาํให้พยาธิในสัตวท์ดลองเพ่ือให้ได้
ระยะตัวเต็มวัยสําหรับใช้ในการทดสอบด้วยเทคนิคทางอณู ชีววิทยา ส่วนท่ีสองใช้ส ําหรับ
การศึกษาทางดา้นอนูชีววิทยาโดยการเก็บตวัอย่างพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียบรรจุใส่ใน
หลอดเก็บตัวอย่าง จากนั้นนาํตัวอย่างรกัษาสภาพด้วยแอลกอฮอล ์95% และเก็บไวใ้นตู้เก็บ
ตวัอยา่งท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนาํไปใชใ้นการศกึษาทางอณชีูววิทยา 

 
4. การเก็บตั วอย่างพยาธิใบไม้ระยะตั วเต็ม วัยและระยะไข่ของพยาธิชนิด  

C. formosanus ในสัตวท์ดลอง 
ขัน้ตอนนีไ้ดท้าํการทดลองในหนแูฮมสเตอรช์นิด Phodopus sungorus เพศผู ้อาย ุ4 

สัปดาห ์โดยการนาํพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus ท่ีคดัแยกไดใ้นขอ้ 3.2 มา
ป้อนในสัตวท์ดลองด้วยวิธี oral force-feeding method (Wongsawad & Wongsawad, 2007) 
ในหนทูดลองจาํนวน 200 เมตาเซอรค์าเรียในหนู 1 ตวั จากนัน้เลีย้งสตัวท์ดลองไวเ้ป็นเวลา 4 วนั
เพ่ือใหพ้ยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียพฒันาไปเป็นระยะตวัเต็มวยั โดยระยะตวัเต็มวยัจะอาศยัอยู่ใน
บริเวณลาํไสเ้ล็กของสัตวท์ดลอง เม่ือผ่านไป 4 วนัหลังการติดเชือ้จึงตรวจสอบการติดพยาธิใน
สัตวท์ดลองโดยการผ่าหนูตามวิธีการของ Chai et al. (2017) เพ่ือรวบรวมพยาธิใบไม้ในลาํไส้
ขนาดเล็กระยะตวัเต็มวยัชนิด C. formosanus ภายในลาํไสข้องสตัวท์ดลอง โดยการคอ่ย ๆ เข่ียตวั
พยาธิออกมาลา้งใหส้ะอาดดว้ยนํา้กลั่น พบจาํนวนพยาธิใบไมร้ะยะตวัเต็มวยัทัง้หมด 146 ตวั นาํ
ตวัอย่างบางส่วนมาทาํการเลีย้งเพ่ือใหพ้ยาธิปล่อยไข่ออกมาและบางสว่นถกูชาํแหละเพ่ือรวบรวม
ระยะไข่สาํหรบัทดสอบทางอณูชีววิทยาเพิ่มเติม จากนัน้นาํพยาธิระยะตัวเต็มวัยท่ีเหลือรกัษา
สภาพในแอลกอฮอล ์95% เพ่ือใชส้าํหรบัการทดสอบทางอณชีูววิทยา 
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5. การศึกษาทางอณูชีววิทยา 
5.1 การเตรียมตัวอย่างเพือ่ทดสอบด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
การทดสอบความจาํเพาะของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และพยาธิใบไม้

ชนิด C. formosanus จาํเป็นตอ้งใชพ้ยาธิใบไมช้นิดอ่ืนท่ีมีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกนัหรือมีรายงาน
การติดเชือ้รว่มกนัมาทาํการทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอร ์โดยเก็บตวัอย่างปรสิตจากปลานํา้
จืดโดยมี รายละเอียดดังต่อไป นี ้ : Trichodina spp., Gyrodactylus spp., และ  Argulus sp. 
รวบ รวม จาก  C. auratus ส ําห รับ ป รสิต ชนิ ด  Paradiplozoon sp. และ  Haplorchis taichu 
ร ว บ ร ว ม จ า ก  Henicorhynchus siamensis, Stellantchasmus falcatus แ ล ะ 
Posthodiplostomum sp. รวบรวมจาก Dermogenys pusilla, Opisthorchis viverrini รวบรวม
จ าก  Barbonymus gonionotus ใน ข ณ ะ ท่ี  Haplorchoides sp. รว บ รว ม จ าก  Osteochilus 
vittatus และ Clinostomum sp. รวบรวมจาก Trichopodus trichopterus รวมถึงรวบรวมตวัอย่าง
ระยะเซอรค์าเรียของพยาธิชนิด C. formosanus จากหอยนํา้จืดชนิด Melanoides tuberculata 
ดว้ยวิธี crushing method (Caron et al., 2008) ท่ีรวบรวมไดจ้ากบริเวณรอบ ๆ บ่อเลีย้งปลาทอง
ในจงัหวดัราชบรุี ตวัอย่างปรสิตทัง้หมดถกูตรวจสอบการติดพยาธิตามวิธีของ Sohn et al. (2009) 
และ Waikagul et al. (2014) พรอ้มทัง้จัดจาํแนกพยาธิตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีอธิบาย
โด ย  Schmidt et al. (1977), Sohn et al. (2009), Rodrigues et al. (2019) แ ล ะ  Chai (2019) 
จากนัน้เก็บตวัอย่างพยาธิดงักล่าวไวท่ี้อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งใชใ้นขัน้ตอนการทาํ
ปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรส  

5.2 การระบุชนิดเชิงโมเลกุลของปรสิตทีน่ ามาทดสอบ 
5.2.1 นาํตวัอยา่งปรสิตทัง้หมดท่ีเก่ียวขอ้งรวมถึงโฮสตข์องพยาธิชนิดดงักล่าวมา

ทาํการสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด GF-1 tissue DNA extraction kit นาํดีเอ็นเอท่ีสกัดแล้วมาวัด
ปรมิาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอเริ่มตน้ดว้ยเครื่อง nanodrop และทาํการเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้
เริ่มตน้เท่ากันท่ีประมาณ 5.0 ng จากนัน้เก็บรกัษาสภาพไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ
เตรยีมพรอ้มสาํหรบัใชใ้นขัน้ตอนการทาํปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรส  

5.2.2 หลงัจากทาํการสกดัดีเอ็นเอปรสิตทัง้หมดแลว้ ทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ปรสิตท่ีเก่ียวขอ้งเพ่ือยืนยันชนิดก่อนนาํตวัอย่างไปทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอร ์จากนั้น
ทดสอบปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดว้ยเครื่อง thermal cycler ในงานวิจัยนีไ้ดใ้ช้ไพรเมอรข์อง 
Barber et al. (2000) ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนของยีน 5.8S และ 28S รวมทั้ง
บริเวณ ITS2 ของพยาธิใบไมไ้ดห้ลายชนิด โดยมีลาํดบันิวคลีโอไทดด์งันี ้ITS3-F (5’- GCA TCG 
ATG AAG AAC GCA GC -3’) และ ITS4-R (5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3’)  
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5.2.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ดว้ย 1.2% agarose gel electrophoresis 
ใน TBE 50 มิลลิลิตร พรอ้มทัง้เติมสียอ้มเจลดว้ย safe green ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตัง้ค่าความ
ต่างศักย์ไฟฟ้าท่ี 150 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ด้วยเครื่อง UV-
transilluminator พรอ้มทัง้บนัทกึภาพดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล (gel documentation) 

5.2.4 เม่ือไดผ้ลิตภณัฑห์ลงัจากการทาํปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสแลว้ ทาํการส่ง
ตวัอยา่งไปตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษัท 1st BASE Company (Malaysia) 

5.2.5 เม่ือได้ล ําดับนิวคลีโอไทด์แล้วนํามาทําการเปรียบเทียบ (multiple 
alignment) กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องปรสิตแตล่ะชนิดในฐานขอ้มลู (GenBank) โดยใชโ้ปรแกรม 
BLAST สาํหรับยืนยันชนิดปรสิตเหล่านีก้่อนการนาํมาทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอรใ์น
ขัน้ตอนตอ่ไป 

5.3 การน าไพรเมอรท์ี่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากยีน Cytb ของพยาธิ
ใบไม้หลายชนิดมาทดสอบกับพยาธิชนิด C. formosanus  
เน่ืองจากขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นปัจจบุนัของพยาธิชนิด C. formosanus ใน

ฐานขอ้มลู Genbank มีเพียงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 18S, 5.8S และ 28S รวมทัง้บริเวณ ITS1 
และ ITS2 นอกจากนีย้ังมีขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์อยู่ในไมโทคอนเดรียเฉพาะยีน COI เท่านัน้ 
อีกทัง้ยีนดงักลา่วไมส่ามารถแยกความแตกตา่งระหวา่งพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus กบัพยาธิ
ใบไมท่ี้อยู่ในวงศเ์ดียวกนัไดอ้ย่างชดัเจน ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงศึกษายีนใหม่ท่ีอยู่ในไมโทคอนเดรียดีเอ็น
เอโดยเริ่มจากขัน้ตอนดงันี ้

5.3.1 เตรียมไพรเมอรท่ี์สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็น เอบางส่วนของยีน Cytb 
สาํหรบัพยาธิใบไมไ้ดห้ลายชนิดจากการศึกษาของ Bunprasert (2019) (unpublish) จากนัน้ทาํ
การสังเคราะห์ขึน้ท่ีบริษัท Integrated DNA Technologies โดยไพรเมอรท่ี์สังเคราะห์ขึน้จะมี
ลาํดับ ดังนี ้F: 5’ CCT ACT AAA GTT TCT TTG AGG TAT T 3’ และ 5’ AAA TAC CAC TCA 
GGC TTT AT 3’  

5.3 .2 นํา ไพ รเม อ ร์ท่ี สั ง เค ราะห์ขึ ้น ม าท ดส อบ กับ ตัวอย่ างพ ยาธิ ชนิ ด  
C. formosanus ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนจากยีน Cytb ได้ จากนั้นทดสอบใน
ปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรสดว้ยเครื่อง thermal cycler 
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5.3.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ี์ไดโ้ดยการทาํ agarose gel electrophoresis โดย
ใช้ 1.2%  agarose ใน TBE 50 มิลลิลิตร พร้อมทั้งเติม สีย้อมเจลด้วย safe green ปริมาตร  
2 ไมโครลิตร ตัง้ค่าความต่างศักยไ์ฟฟ้าท่ี 150 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ี
เกิดขึน้ดว้ยเครื่อง UV-transilluminator พรอ้มทัง้บนัทกึภาพดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล   

5.3.4 เม่ือไดผ้ลิตภัณฑ์ของตัวอย่างพยาธิใบไม้ชนิด C. formosanus จากยีน 
Ctyb หลงัการทาํปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลิเมอเรสแลว้ ทาํการส่งตวัอยา่งไปตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีบรษิัท 1st BASE Company (Malaysia) 

5.3.5 นาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus จากยีน Ctyb 
ท่ีไดม้าทาํการเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิใบไมช้นิดอ่ืน ๆ รวมถึงโฮสตข์องพยาธิ
ชนิดนีจ้ากฐานขอ้มูล โดยในขั้นตอนนีจ้ะไดล้าํดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด C. formosanus 
จากยีน Cytb เพ่ือนาํมาออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัใชใ้นขัน้ตอนถดัไป 

5.4 การออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิชนิด C. formosanus  
5.4.1 นาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus จากยีน Cytb 

ของพยาธิใบไม้วงศ ์Heterophyidae และปรสิตชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในปลาทอง รวมไปถึงโฮสตข์อง
พยาธิชนิดนีจ้ากฐานขอ้มลูมาทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์พรอ้มทัง้ตรวจสอบบรเิวณท่ีมี
ความ แป รผัน  (variation) เพ่ื อใช้ใน การออกแบ บ ไพ รเม อร์จ ํา เพ าะ สําห รับ พ ยาธิชนิ ด  
C. formosanus  

5.4.2 ตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอรจ์ ําเพาะทั้ง 2 เส้นของของ forward 
primer และ reverse primer โดยใช้โปรแกรม Oligo Analyzer Tool version 3.1 (Nazina et al., 
2015) 

5.4.3 นาํไพรเมอรท่ี์ออกแบบและมีการตรวจสอบคณุสมบตัขิองไพรเมอรแ์ลว้ ทาํ
การสงัเคราะหข์ึน้ท่ีบรษิัท Integrated DNA Technologies 

5.5 การออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
5.5.1 ตรวจสอบขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus 

spp. ในบริเวณบางส่วนของยีน 18S จากฐานขอ้มูล GenBank มาทาํการเปรียบเทียบ พรอ้มทัง้
ศกึษาบริเวณท่ีมีความอนรุกัษข์องพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และตรวจสอบบริเวณท่ี
มีความแปรผนักับปรสิตชนิดอ่ืน ๆ รวมถึงโฮสตข์องพยาธิชนิดนีท่ี้อยู่ในฐานขอ้มูล ออกแบบไพร
เมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. จากนัน้ตรวจสอบคณุสมบตัิของไพรเมอรท์ัง้ 
2 เสน้ของ forward primer และ reverse primer โดยใชโ้ปรแกรม Oligo Analyzer Tool version 
3.1 (Nazina et al., 2015) 
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5.5.2 นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ตรวจสอบคณุสมบตัิแลว้ส่งสงัเคราะหข์ึน้ท่ีบริษัท 
Integrated DNA Technologies จากนัน้นาํไพรเมอรท่ี์ไดจ้ากการออกแบบมาทดสอบกับตวัอย่าง
พยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  

5.6 การตรวจสอบความถูกต้องของผลิตภัณฑจ์ากไพรเมอรจ์ าเพาะ 
นาํตวัอย่างผลิตภัณฑ์ของไพรเมอรจ์าํเพาะท่ีเป็นผลบวกของพยาธิทัง้ 2 ชนิด 

(Dactylogyrus spp. และ C. formosanus) จากขอ้ 5.4 และ 5.5  ไปตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีบริษั ท  1st BASE Company (Malaysia) จากนั้นนําลําดับนิ วคลี โอไทด์ท่ีตรวจสอบแล้ว
เปรียบเทียบกับลาํดับนิวคลีโอไทดใ์นฐานข้อมูล GenBank พรอ้มทั้งศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒ นาการด้วยวิธี  maximum-likelihood ท่ี  10,000 รอบ โดยใช้โมเดล Jukes-Cantor (JC) 
(Jukes and Cantor, 1969) และสรา้งแผนภูมิต้นไม้โดยใช้โปรแกรม MEGA-X (Kumar et al., 
2018) 

5.7 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา simplex PCR  
5.7.1 นาํไพรเมอรจ์าํเพาะทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มกับปรสิตท่ีมีการรายงาน

ในประเทศไทยร่วมกับโฮสต์ชนิดต่าง ๆ ได้แก่  H. taichui, S. falcatus, Haplorchoides sp.,  
O. viverrini, Clinostomum sp., Fasciola gigantica, Paradiplozoon sp., Gyrodactylus spp., 
Trichodina spp., Argulus sp. C. auratus, Cy. carpio, Systomus rubripinnis, Rasbora sp., 
Anabas testudineus, Melanoides tuberculata, Tarebia granifera, Phodopus sungorus 
และ G. galus domesticus โดยวิธีการทาํปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรสดว้ยเครื่อง thermal cycler  

5.7.2 ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ี์ไดโ้ดยการทาํ agarose gel electrophoresis ดว้ย 
1.2% agarose พรอ้มทัง้เติมสีย้อมเจลดว้ย safe green ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ตัง้ค่าความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าท่ี  150 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที ตรวจสอบผลิตภัณ ฑ์ท่ี เกิดขึ ้น ด้วยเครื่อง UV-
transilluminator พรอ้มทัง้บนัทกึภาพดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล    

5.8 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของไพรเมอรจ์ าเพาะในปฏิกิริยา multiplex 
PCR (optimal temperature)  
การทดลองนีไ้ดท้าํการทดสอบช่วงอณุหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรบัไพรเมอรจ์าํเพาะ

ของพ ยาธิปลิ งใสชนิด  Dactylogyrus spp. และพ ยาธิใบไม้ชนิด  C. formosanus ด้วยวิ ธี 
multiplex PCR โดยมีส่วนประกอบและช่วงอุณหภูมิของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดังนี ้ นํ้า
ปราศจากไอออน (deionised water), 1X Buffer A, MgCl2 ความเข้มข้น 1.0 mM, ไพรเมอร์
จาํเพาะคู่ท่ี  1 คือ D-18S ความเข้มข้น 0.08 µM, ไพรเมอรจ์าํเพาะคู่ท่ี  2 คือ CF-Cytb ความ
เขม้ขน้ 0.16 µM, ส่วนผสมของ dNTPs ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 mM, 1.5 U Taq polymerase และ
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ใช ้gDNA ของพยาธิแต่ละชนิดจาํนวน 5.0 ng เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ สาํหรบัขัน้ตอนการทดสอบ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสไดด้าํเนินการทดสอบในช่วงอณุหภูมิเริ่มจาก 50.0, 50.7, 51.9, 53.8, 
56.2, 58.1, 59.3, จนถึง 60.0 °C ตามลาํดบั จากนัน้ตรวจสอบผลิตภัณฑโ์ดยใช้ 1.2% agarose 
gel electrophoresis 

5.9 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา multiplex PCR 
(specificity of multiplex PCR assay) 
การทดสอบความจาํเพาะในปฏิกิริยา multiplex PCR ได้ดาํเนินการทดสอบ

ความจําเพาะกับปรสิต ท่ีพบในปลาหลายชนิด ได้แก่ Haplorchis taichui, Stellantchasmus 
falcatus, Haplorchoides sp., Paradiplozoon sp., Gyrodactylus spp., Trichodina spp. และ 
Argulus sp., แ ล ะ โ ฮ ส ต์  ไ ด้ แ ก่  Carassius auratus, Cyprinus carpio, Barbonymus 
gonionotus, Rasbora sp., Betta splendens, Systomus rubripinnis แ ล ะ Anabas 
testudineus ตามลาํดบั โดยใชส้่วนประกอบของปฏิกิรยิาลกูโซพ่อลิเมอเรสเช่นเดียวกนักบัขอ้ 5.8 
โดยกาํหนดอณุหภมูิท่ี 55.0°C  

5.10 การทดสอบค่าความไวของไพรเมอรจ์ าเพาะในปฏิกิริยา multiplex PCR 
(sensitivity of multiplex PCR assay) 
การทดสอบคา่ความไวของไพรเมอรด์าํเนินการโดยใชว้ิธีการเจือจางความเขม้ขน้

ของดีเอ็นเอเริ่มต้นลงไปสองเท่า (two-fold serial dilution) และความเข้มข้นของดีเอ็นเอถูก
กาํหนดเริ่มตน้ท่ีประมาณ 5.0 ng/µL สาํหรบัเป็นดีเอ็นเอตน้แบบ 

5.11 การทดสอบขีดจ ากัดในปฏิกิริยา multiplex PCR (Detection limit of 
multiplex PCR assay) 
การทดสอบนีด้าํเนินการโดยนําปริมาณดีเอ็นเอท่ีสนใจ (Dactylogyrus spp. 

และ C. formosanus) ผสมกบัตวัอย่างของโฮสตใ์นท่ีนีคื้อปลาทองในอตัราส่วนตัง้แต ่1:1 – 1:13 
ng/µL ตามลาํดบั  

5.12 การทดสอบปฏิกิริยา multiplex PCR ในตัวอย่างภาคสนาม 
เก็บรวบรวมตวัอยา่งปลาทองจาํนวน 50 ตวัจากฟารม์เพาะเลีย้งในจงัหวดัราชบรุี 

จาํนวน 3 ฟารม์ ดว้ยวิธีการเลือกกลุ่มตวัอย่างแบบเจาะจง (purposive sampling) จากนัน้ทาํการ
ตัดซ่ีเหงือกของปลาทองแต่ละตัวออกเป็นชิน้เล็ก ๆ และนาํไปสกัดดีเอ็นเอเพ่ือใช้สาํหรบัการ
ทดสอบในปฏิกิรยิา multiplex PCR  

 
 



  
 

บทที ่4  
ผลการทดลอง 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
Dactylogyrus spp. อยู่ ใน  Family Dactylogyridae เป็นปรสิต ท่ีมักพบในบริเวณ ซ่ี

เหงือกของปลาทองจาํนวนมาก โดยภาพรวมลักษณะของลําตัวมีรูปร่างคล้ายทรงกระสวย  
มีลักษณะเรียบ-แบน ส่วนหนา้ (head organ) ประกอบดว้ย อวัยวะยึดเกาะส่วนหนา้ (anterior 
attachment organ) พบจุดตา (eye spot) จาํนวน 2 คู ่เรียงขนานกัน ใตบ้ริเวณจดุตาพบคอหอย 
(pharynx) ติดกับทางเดินอาหาร โดยท่ีลาํไสจ้ะแยกออกเป็น 2 ขา้ง (bifurcate) เรียงตวัตามแนว
ยาว มีตอ่มวิทเทลลาเรีย (vitellaria) ทบัซอ้นตามแนวยาวของลาํไส ้บริเวณกึ่งกลางลาํตวัพบโคพู
ลาทอรีออรแ์กน (copulatory organ) ซึ่งเป็นอวยัวะยึดเกาะสาํหรบัการผสมพนัธุ ์พบรงัไข่ (ovary) 
มีขนาดใหญ่อยู่บริเวณใกล้กึ่งกลางของลาํตัวลักษณะเป็นทรงไข่  ใต้รงัไข่พบอัณฑะ (testis) 
จาํนวน 1 กอ้น บรเิวณสว่นทา้ยของลาํตวัพบอวยัวะท่ีใชส้าํหรบัการยดึเกาะกบัโฮสตคื์อ โอพีสแฮพ
เตอร ์(opishaptor) ภายในประกอบดว้ยสมอ (anchor) ขนาดใหญ่จาํนวน 2 คู่ โดยแค่ละคูถู่กยึด
กับแท่งกระดกูขนาดใหญ่เรียกว่า dorsal bar พบหนามขนาดเล็ก (marginal hook) จาํนวน 7 คู ่
บริเวณรอบ ๆ ของโอพีสแฮพเตอร ์จากการศึกษาในครัง้นีพ้บพยาธิปลิงใสในสกุล Dactylogyrus 
ทั้งหมด 4 ชนิดท่ีมีความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา ไดแ้ก่ Dactylogyrus sp. 1 ลาํตัวมีรูปร่าง
คลา้ยทรงกระบอก  บรเิวณสว่นหนา้มีลกัษณะกลม-มน มีคอหอยขนาดใหญ่ พบอณัฑะขนาดใหญ่
อยู่ในบรเิวณ 1 ใน 3 ของความยาวลาํตวั ลกัษณะของโคพลูาทอรีออรแ์กนขนาดเล็กมากคลา้ยตวั 
Y จาํนวน 1 คู่ บริเวณส่วนท้ายของลาํตัวมีสมอขนาดใหญ่จาํนวน 1 อัน พบหนามขนาดเล็ก
จาํนวน 7 คู ่บริเวณรอบ ๆ ของโอพีสแฮพเตอร ์สาํหรบั Dactylogyrus sp. 2 ลาํตวัมีลกัษณะเรียว-
ยาว บริเวณส่วนหนา้พบ anterior attachment ท่ีย่ืนออกมาเล็กนอ้ย ลกัษณะคลา้ยนิว้ขนาดใหญ่
และขนาดเล็กอย่างละ 1 คู่ พบคอหอยขนาดใหญ่ ส่วนทา้ยของลาํตวัมีสมอขนาดใหญ่จาํนวน 1 
อัน พบหนามขนาดเล็กจาํนวน 7 คู่ ในขณะท่ี Dactylogyrus sp. 3 ลาํตวัมีลักษณะเป็น plump 
shape บริเวณส่วนหน้ากลม-มน คลา้ยกับ Dactylogyrus sp. 1 และพบคอหอยมีลักษณะกลม
คลา้ยกับ Dactylogyrus sp. 2 พบโคพูลาทอรีออรแ์กนจาํนวน 1 คู ่ท่ีซอ้นทบักัน ในส่วนทา้ยของ
ลาํตวัพบ dorsal bar ขนาดใหญ่จาํนวน 1 อนั พบหนามขนาดเล็กจาํนวน 7 คู ่และ Dactylogyrus 
sp. 4 ลาํตัวมีลักษณะเรียว-ยาวส่วนหน้าพบ anterior attachment มีลักษณะคล้านนิว้มือย่ืน
ออกมาจาํนวน 4 อนั ลกัษณะคลา้ยกบั Dactylogyrus sp. 2 แตมี่ขนาดของคอหอยท่ีเล็กกว่าและ
ในบรเิวณสว่นทา้ยของลาํตวัพบ dorsal bar จาํนวน 1 อนั (ภาพประกอบ 20) 
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ภาพประกอบ 20 พยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ท่ีพบในปลาทอง  
(ก) Dactylogyrus sp. 1 (scale bar 200 µm) 
(ข) Dactylogyrus sp. 2 (scale bar 200 µm) 
(ค) Dactylogyrus sp. 3 (scale bar 200 µm) 
(ง) Dactylogyrus sp. 4 (scale bar 200 µm) 

 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิใบไม้ในล าไส้ขนาดเล็กระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด  
C. formosanus 

Centrocestus formosanus ระยะเมตาเซอรค์าเรียเป็นพยาธิใบไมว้งศ ์Heterophyidae 
พ บ ใน บ ริ เวณ ซ่ี เห งือ กขอ งป ล าท อ งจําน วน ม าก  มี ลัก ษ ณ ะเป็ น ท รงไข่  (oval shape) 
เส้นผ่าศูนย์กลางมีขนาด 234.04-188.17(201.56) ไมโครเมตร (n=10) มีถุงหุ้ม  (cyst wall) 
จาํนวน 2 ชัน้ ลกัษณะบางใส ในระยะนีมี้ลกัษณะเดน่คือ พบหนาม (circumoral spines) จาํนวน 
34 หนาม เรียงตัวอยู่บนบริเวณ ปากดูดส่วนหน้า (oral sucker) เป็น 2 แถว แบบสลับกัน 
(alternate) ในบริเวณปากดูดด้านท้อง (ventral sucker) มีการพัฒนาอย่างดีและในบริเวณ
ส่วนทา้ยของลาํตวัพบถงุขบัถ่ายของเสียเป็นสีดาํ (excretory bladder) มีลกัษณะเป็นรูปตวัเอกซ ์
(x-shape) ซึ่งเป็นลกัษณะเดน่ของพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียในสกลุนี ้(ภาพประกอบ 21) 
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ภาพประกอบ 21 พยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด Centrocestus formosanus  
(ก) ภาพระยะเมตาเซอรค์าเรียฝังตวัอยูบ่รเิวณซ่ีเหงือกของปลาทองสงัเกตภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอ  

(ข) ภาพระยะเมตาเซอรค์าเรียภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (scale bar 50 µm) 
(ค) ภาพระยะเมตาเซอรค์าเรียภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (scale bar 100 µm) 

 

การทดสอบความจ าเพาะของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ในปฏิกิริยา simplex 
PCR 

การศึกษานีไ้ดอ้อกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
จากยีน 18S (ภาพประกอบ 22) ไพรเมอรท่ี์ทาํการออกแบบในการทดลองนี ้คือ D-18S primer set 
(Forward: 5’-CAG AGA CGG AAC CAC ATA AG-3’/Reverse 5’-GGA CAA GTT AAT CAT 
GCT CAG TAG-3 ’) ผ ล ก ารท ด ส อ บ ค วาม จํา เพ าะ พ บ ว่า ไม่ เกิ ด ป ฏิ กิ ริย าข้าม  (cross-
amplification) กับปรสิตชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในปลานํ้าจืดรวมถึงโฮสต์ท่ีนํามาทดสอบ ได้แก่ 
Centrocestus formosanus, Haplorchis taichui, Stellantchasmus falcatus, Haplorchoides 
sp., Paradiplozoon sp., Gyrodactylus spp., Trichodina spp., Argulus sp. และ Carassius 
auratus เป็นตน้ โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ขนาดประมาณ 156 คูเ่บส (ภาพประกอบ 23) 
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ภาพประกอบ 22 บรเิวณยีน 18S ท่ีใชอ้อกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิปลิงใสชนิด  
Dactylogyrus spp.  
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ภาพประกอบ 23 การทดสอบความจาํเพาะของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ในปฏิกิรยิา 
simplex PCR  

(Lane M: 100 bp DNA marker, Lane D: Dactylogyrus spp. positive control, Lane Cf: C. 
formosanus, Lane Ht: H. taichui, Lane Sf: S. falcatus, Lane Ha: Haplorchoides sp., Lane 
Pa: Paradiplozoon sp. Lane Gy: Gyrodactylus spp., Lane Tr: Trichodina spp., Lane Ar: 

Argulus sp. และ Lane N: negative control) 
 

การทดสอบความจ าเพาะของพยาธิใบไม้ชนิด C. formosanus ในปฏิกิริยา simplex PCR 
การศกึษานีไ้ดท้าํการออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus 

จากบริเวณยีน Cytb (ภาพประกอบ 24) ไพรเมอรท่ี์ทาํการออกแบบในการทดลองนี ้คือ CF-Cytb 
primer set (Forward: 5’-GCT ATA TGT AGC GGA TGT TGA C-3’/Reverse 5’-TCT TTC 
CAC GTC TAA CAC CC-3’) ผลการทดสอบความจาํเพาะพบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับปรสิต
ช นิ ด อ่ื น  ๆ  ไ ด้ แ ก่  Stellantchasmus falcatus, Haplorchis taichui, Haplorchoides sp., 
Opisthorchis viverrini, Clinostomum sp., F.  gigantica, Paradiplozoon sp., Gyrodactylus 
spp., และ Trichodina spp. เป็นตน้ รวมทัง้โฮสตห์ลายชนิด ไดแ้ก่ Carasius auratus, Cyprinus 
carpio, Systomus rubripinnis, Rasbora sp., Anabas testudineus, Melanoides 
tuberculata, Tarebia granifera, Phodopus sungorus แ ล ะ  Gallus gallus domesticus  
เป็นตน้ ซึ่งผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ขนาดประมาณ 609 คูเ่บส (ภาพประกอบ 25)  
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ภาพประกอบ 24 บรเิวณยีน Cytb ท่ีใชอ้อกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะสาํหรบัพยาธิใบไมช้นิด  
C. formosanus 
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ภาพประกอบ 25 การทดสอบความจาํเพาะของพยาธิชนิด C. formosanus  
ในปฏิกิรยิา simplex PCR  

 
(Lane M: 100 bp DNA marker, Lane Cf: C. formosanus positive control, Lane Sf: S. 

falcatus, Lane Ht: H. taichui, Lane Ha: Haplorchoides sp., Lane Ov: O. viverrini, Lane Cl: 
Clinostomum sp., Lane Fg: Fasciola sp., Lane Pa: Paradiplozoon sp. Lane Gy: 

Gyrodactylus spp., Lane Tr: Trichodina spp. และ Lane N: negative control: Lane Ca: C. 
auratus, Lane Cy: Cy. Carpio, Lane Sr: S. rubripinnis, Lane Ra: Rasbora sp., Lane At: A. 
testudineus, Lane Me: M. tuberculata, Lane Tg: T. granifera, Lane Ps: P. sungorus, และ 

Lane Gg: G. galus domesticus) 
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การตรวจสอบความถูกต้องของผลิตภัณฑจ์ากไพรเมอรจ์ าเพาะ 
จากการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นผลบวกของพยาธิทั้ง 2 ชนิด (Dactylogyrus spp. 

จาํนวน 156 คู่เบส และ C. formosanus จาํนวน 609 คู่เบส) ดว้ยการทดสอบปฏิกิริยา simplex 
PCR นําลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทด์ (BLASTn) กับฐานข้อมูล 
GenBank พบว่าพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus sp. ท่ีรวบรวมจากซ่ีเหงือกปลาทองในทั้ง 2 
ตัวอย่างมีความเหมือนกับพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator (MZ358871.1 และ AJ564159.1) 
เท่ากับ 100%, Dactylogyrus sp. (MT112255.1) เท่ากับ 100% และ D. vistulae (MK434943.1 
และ MK434942.1) เท่ากบั 99.98% ตามลาํดบั สาํหรบัตวัอย่างพยาธิใบไมร้ะยะเซอรค์าเรียและ
ระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus เม่ือเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่ามี
ความ เห มื อนกับ พ ยาธิใบ ไม้ชนิด  Fascioloides magna (KU060148.1) เท่ากับ  79.19%, 
Fasciola gigantica (KY2 4 6 4 6 9 .1 ) เท่ า กั บ  7 8 .1 1 % แ ล ะ  Echinostoma miyagawai 
(MN116740.1) เท่ากับ 77.23% ตามลาํดับ (ลาํดับนิวคลีโอไทดจ์ากยีน Cytb ของพยาธิชนิด  
C. formosanus ไม่มีอยู่ในฐานขอ้มูล) นอกจากนีย้ังมีการเปรียบเทียบชนิดโปรตีนในโปรแกรม 
BLASTx พบว่าโปรตีนของพยาธิชนิด C. formosanus มีความหมือนกับโปรตีนท่ีถูกสรา้งจากยีน 
Cytb ของพยาธิใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กชนิด Metagonimus yokogawai (YP_008994155.1) ท่ี 
82.35% และพยาธิใบไม้ชนิด H. taichui (ATY46016.1) ท่ี 80.75% ตามลาํดับ นอกจากนีผ้ล
การศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการยงัแสดงใหเ้ห็นวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิปลิงใสชนิด 
Dactylogyrus sp. จากยีน 18S มีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator 
(AJ564159.1) ทั้ง 2 ตัวอย่าง (ภาพประกอบ 26) ในขณะท่ีพยาธิใบไม้ในลาํไสข้นาดเล็กชนิด  
C. formosanus ในระยะเซอรค์าเรียและระยะเมตาเซอรค์าเรียมีความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
อย่างใกล้ชิดกับ พ ยาธิใบไม้ในลําไส้ขนาดเล็กวงศ์ Heterophyidae ชนิด  Metagonimus 
yokogawai (NC023249.1 และ KC330755.1) ดังนั้นโดยรวมแล้วจากผลการทดสอบท่ีเป็น
ผลบวกนั้นเป็นผลบวกแท้จริง (true positive) สาํหรบัพยาธิปลิงใสในสกุล Dactylogyrus และ
พยาธิใบไม้ในลาํไส้ขนาดเล็กระยะเซอรค์าเรียและระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus 
ตามลาํดบั (ภาพประกอบ 27) 
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ภาพประกอบ 26 ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  
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ภาพประกอบ 27 ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิใบไมล้าํไสข้นาดเล็กชนิด  
Centrocestus formosanus 
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การทดสอบสภาวะทีเ่หมาะสมในปฏิกิริยา multiplex PCR (optimal temperature) 
การทดลองนีไ้ด้ทดสอบช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา multiplex PCR ผลการ

ทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าไพรเมอรจ์าํเพาะสามารถเพิ่มจาํนวนลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิไดท้ั้ง  
2 สกลุ โดยท่ีพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. เกิดผลิตภณัฑอ์ย่างจาํเพาะท่ี 156 คูเ่บส และ
พยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus เกิดขนาดผลิตภณัฑอ์ย่างจาํเพาะท่ี 609 คู่
เบส โดยสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ทุกช่วงอุณหภูมิตั้งแต่ 50.0, 50.7, 51.9, 53.8, 56.2, 
58.1, 59.3, และ  60.0 °C ตามลําดับ อย่างไรก็ตามท่ีช่วงอุณหภูมิ ท่ี  55-56.2 °C เกิดขนาด
ผลิตภัณฑไ์ดช้ดัเจนท่ีสุด โดยผูว้ิจยัไดท้าํการเลือกท่ีอณุภูมิ 55.0 °C สาํหรบัใชใ้นการทดสอบขัน้
ตอ่ไป (ภาพประกอบท่ี 28) 

 

 
 

ภาพประกอบ 28 การทดสอบอณุภมูิท่ีเหมาะสมในปฏิกิริยา multiplex PCR 
 
 
 
 
 
 
 



  65 

การทดสอบความจ าเพาะในปฏิกิริยา multiplex PCR (specificity of multiplex PCR assay) 
จากการทดสอบความจาํเพาะในปฏิกิริยา multiplex PCR ของไพรเมอรท์ัง้ 2 คู่ พบว่ามี

ความจําเพาะต่อพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus โดยได้ผลิตภัณ ฑ์ท่ี
ประมาณ 156 และ 609 คู่เบส ตามลาํดบั และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับปรสิตท่ีพบในปลานํา้จืด
รวมถึงโฮสตท่ี์ใชใ้นการทดสอบ (ภาพประกอบท่ี 29) 

 

 
 

ภาพประกอบ 29 การทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอรใ์นปฏิกิรยิา multiplex PCR  
(Lane M: 100 bp DNA marker, Lane Cf: C. formosanus positive control, Lane D: 

Dactylogyrus spp. positive control, Lane Cf+D: mixed gDNA template of Dactylogyrus 
spp. and C. formosanus, Lane Ht: H. taichui, Lane Sf: S. falcatus, Lane Ha: 

Haplorchoides sp., Lane Pa: Paradiplozoon sp., Lane Gy: Gyrodactylus spp., Lane Tr: 
Trichodina spp., Lane Ar: Argulus sp., Lane N: negative control และ Lane Ca: C. 

auratus, Lane Cc: Cy. Carpio, Lane Bg: B. gonionotus, Lane Ra: Rasbora sp., Lane Bs: 
Be. splendens, Lane Sr: S. rubripinnis และ Lane At: A. testudineus  
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การทดสอบค่าความไวของไพรเมอรจ์ าเพาะในปฏิกิริยา multiplex PCR (sensitivity of 
multiplex PCR assay) 

การทดสอบความไวของไพรเมอรด์าํเนินการโดยใชว้ิธีการเจือจางความเขม้ขน้ของดีเอ็น
เอเริ่มตน้ลงไปสองเท่า (two-fold serial dilution) ซึ่งความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอถูกกาํหนดใหเ้ริ่มตน้
ท่ี 5.0 ng ผลการศึกษาพบว่าความเขม้ข้นของดีเอ็นท่ีตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถเกิดปฎิกิริยาไดส้าํหรบั
พยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus คือ 0.078 และ 0.625 ng ตามลาํดบั 
และเกิดผลิตภณัฑอ์ยา่งจาํเพาะท่ีประมาณ 156 และ 609 คูเ่บส ตามลาํดบั (ภาพประกอบ 30)   

 

 
 

ภาพประกอบ 30 การทดสอบความไวของไพรเมอรจ์าํเพาะในปฏิกิรยิา multiplex PCR 
(ก) การทดสอบความไวของพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus  

(ข) การทดสอบความไวของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp.  
(ค) การทดสอบความไวของพยาธิทัง้ 2 ชนิดในปฏิกิรยิาเดียวกนั 
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การทดสอบขีดจ ากัดของปฏิกิริยา multiplex PCR (Detection limit of multiplex PCR 
assay) 

การท ด สอบ ขีด จํากัด ดํา เนิ น การโดย นํา ดี เอ็ น เอของ  Dactylogyrus spp. แล ะ  
C. formosanus ผสมกับตวัอย่างของโฮสตใ์นท่ีนีคื้อปลาทองในอัตราส่วนท่ีแตกต่างกัน ผลการ
ทดลองพ บว่าสามารถเกิดปฏิ กิริยาสําหรับ พ ยาธิปลิ งใสชนิด  Dactylogyrus spp. และ  
C. formosanus ท่ีอตัราส่วน 1:12 และ 1:2 ตามลาํดบั และไดผ้ลิตภณัฑอ์ย่างจาํเพาะท่ีประมาณ 
156 และ 609 คูเ่บส ตามลาํดบั (ภาพประกอบ 31) 

 

 
 

ภาพประกอบ 31 การทดสอบขีดจาํกดัในปฏิกิริยา multiplex PCR  
(ก) การทดสอบขีดจาํกดัของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus 

(ข) การทดสอบขีดจาํกดัของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. 
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การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของพยาธิใบไม้ชนิด C. formosanus ในระยะต่าง ๆ 
(Detection of the various stages of C. formosanus) 

การทดสอบนีไ้ดด้าํเนินการทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอรจ์าํเพาะเพ่ือประยกุตใ์ชก้บั
ตวัอย่างในระยะอ่ืน ๆ ของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus จากผลการทดลองพบว่าการทดสอบ
ในปฏิกิริยา multiplex PCR สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus ได้
ทกุระยะของตวัอยา่งท่ีนาํมาทดสอบ ไดแ้ก่ ระยะตวัเตม็วยั ระยะเมตาเซอรค์าเรีย ระยะเซอรค์าเรีย 
และระยะไข่ เกิดผลิตภัณฑ์อย่างจาํเพาะท่ีประมาณ 609 คู่เบส ขนาดของผลิตภัณฑ์แสดงผล
ชัดเจนท่ีสุดในระยะตัวเต็มวยั ระยะเมตาเซอรค์าเรีย ระยะเซอรค์าเรีย และระยะไข่ ตามลาํดับ 
(ภาพประกอบ 32) 

 

 
 

ภาพประกอบ 32 การทดสอบการเกิดปฏิกิรยิาของพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus ในระยะอ่ืน ๆ  
(Lane M: 100 bp DNA marker, Lane Ad: adult stages, Lane Met: metacercarial stages, 

Lane Cer: cercarial stages, Lane Egg: egg stages และ Lane N: negative control) 
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การทดสอบปฏิกิริยาในตัวอย่างภาคสนาม (Assessment and accuracy confirmationon 
field goldfish samples) 

จากการตรวจสอบการติดพยาธิชนิด  Dactylogyrus spp. และ C. formosanus ใน
ตวัอย่างภาคสนามจาํนวน 50 ตวัอย่าง ท่ีเก็บจากฟารม์เพาะเลีย้งปลาทองในจงัหวดัราชบุรี ดว้ย
การทดสอบทัง้ 3 วิธี (morphology, simplex และ multiplex PCR) ผลการศกึษาแสดงดงัตาราง 4 
ผลทดสอบดว้ยวิธี multiplex PCR ในตัวอย่างภาคสนาม พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์อย่างจาํเพาะท่ี
ประมาณ  156 และ 609 คู่เบส สําหรับพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. และ  C. formosanus 
ตามลาํดบั (ภาพประกอบ 33) 

 
ตาราง 4 ผลการตรวจสอบการติดพยาธิในปลาทองทัง้ 3 วิธีจากตวัอย่างภาคสนาม  

 
Methods  Parasite species No. of positive 

   Positive Negative 

Light microscope Positive Dactylogyrus spp. single infection  13  

  C. formosanus single infection 14  

  Co-infections 18  

 Negative  - 5 

 Total  45  

Simplex PCR Positive Dactylogyrus spp. single infection 15  

  C. formosanus single infection 14  

  Co-infections 18  

 Negative  - 3 

 Total  47  

Multiplex PCR Positive Dactylogyrus spp. single infection 15  

  C. formosanus single infection 14  

  Co-infections 18  

 Negative  - 3 

 Total  47  
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ภาพประกอบ 33 การตรวจสอบการติดพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus  
ในปฏิกิรยิา multiplex PCR จากตวัอย่างภาคสนาม  

(Lane M: 100 bp DNA marker, Lane 1-50 goldfish specimens  
และ Lane N: negative control)



  
 

บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 
จากการตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสและพยาธิใบไมใ้นลาํไสข้นาดเล็กระยะเมตาเซอร์ 

คาเรียในปลาทองท่ีเก็บรวบรวมจากจงัหวัดราชบุรี พบว่าพยาธิปลิงใสและพยาธิใบไมใ้นลาํไส้ 
ขนาดเล็กระยะเมตาเซอรค์าเรียอาศยัอยู่ในบริเวณซ่ีเหงือกของปลาทอง  โดยพยาธิปลิงใสถูกระบุ 
อยู่ในสกุล Dactylogyrus ซึ่งสามารถจดัจาํแนกไดเ้ป็น 4 ชนิด ท่ีมีความแตกต่างกนัทางลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา ในขณะท่ีพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียท่ีพบในปลาทองถกูระบวุ่าเป็นชนิด 
C. formosanus สาํหรบัการตรวจจบัปรสิตทัง้ 2 สกุล ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะอาศยัยีน 
18S สาํหรบัตรวจจับพยาธิปลิงใสสกุล  Dactylogyrus และอาศัยยีน Cytb สาํหรบั พัฒนาเป็น
เครื่องหมายทางโมเลกลุเพ่ือตรวจจบัพยาธิใบไมช้นิด C. formosanus ในปลาทอง ผลการทดลอง
พบว่าเครื่องหมายพันธุกรรมดังกล่าวสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดอ้ย่างจาํเพาะโดยไม่เกิด
ปฎิกิริยาขา้มกบัตวัอยา่งปรสิตหรือโฮสตท่ี์นาํมาทดสอบในปฎิกิรยิา เกิดผลิตภณัฑอ์ยา่งจาํเพาะท่ี
ประมาณ 156 คู่เบส สาํหรบัพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และไดผ้ลิตภัณฑป์ระมาณ 
609 คู่เบส สาํหรบัพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus ตามลาํดับ จากการ
ตรวจสอบผลิตภณัฑข์องไพรเมอรจ์าํเพาะโดยการศกึษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ พบวา่พยาธิ
ปลิ งใสในการศึกษ านี ้มี ความ สัม พัน ธ์อย่ างใกล้ชิดกับ พ ยาธิป ลิ งใสชนิด  D. vastator 
(MZ358871.1 และ AJ564159.1) ในขณะท่ีการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิ 
ชนิด  C. formosanus ในระยะเซอร์คาเรียและระยะเมตาเซอร์คาเรียมีความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒ น าการอ ย่ างใกล้ชิ ด กับ พ ยาธิ ใบ ไม้ ใน ลํา ไส้ขน าด เล็ กวงศ์  Heterophyidae ชนิ ด 
Metagonimus yokogawai (NC023249.1 และ KC330755.1) สําหรับการทดสอบอุณหภูมิ ท่ี
เหมาะสมในปฎิกิริยา multiplex PCR พบว่าสามารถเกิดปฎิกิริยาไดท้กุช่วงอณุหภูมิสาํหรบัพยาธิ 
ทัง้ 2 ชนิด การทดสอบความจาํเพาะในปฎิกิริยา multiplex PCR พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็น 
เอไดอ้ย่างจาํเพาะโดยไม่เกิดปฎิกิริยาขา้มกบัตวัอย่างปรสิตหรือโฮสต์ท่ีนาํมาทดสอบ การทดสอบ 
ความไวของปฎิกิริยา  multiplex PCR พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นท่ีต่าท่ีสุดท่ีสามารถเกิด 
ปฎิกิริยาไดส้าํหรบัพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus คือ 0.078 และ 
0.625 ng ตามลําดับ การทดสอบขีดจํากัดของปฏิกิริยา  multiplex PCR พบว่าเกิดปฏิกิริยา
สาํหรบัพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus ท่ีอัตราส่วน 1:12 และ 1:2 
ตามลําดับ  การทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์จ ําเพาะในระยะต่าง  ๆ ของพยาธิชนิด  
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C. formosanus ในปฏิกิริยา multiplex PCR พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิใบไม้
ชนิด C. formosanus ไดท้กุระยะสาํหรบัตวัอย่างท่ีนาํมาทดสอบ ไดแ้ก่ ระยะตวัเต็มวยั ระยะเมตา
เซอรค์าเรีย ระยะเซอรค์าเรีย และระยะไข่ เกิดผลิตภัณฑ์อย่างจาํเพาะท่ีประมาณ  609 คู่เบส 
สาํหรบัการตรวจสอบการติดพยาธิชนิด  Dactylogyrus spp. และ C. formosanus ในตัวอย่าง 
ภาคสนามจาํนวน 50 ตวัอย่าง ทัง้ 3 วิธี (morphology, simplex และ multiplex PCR) พบว่าการ 
ตรวจสอบดว้ยวิธีทางสัณฐานวิทยามีผลบวกสาํหรบัการติดเชือ้ร่วมกันระหว่าง  Dactylogyrus 
spp. และ C. formosanus จํานวน  18 ตัวอย่าง  ให้ผลบวกสําหรับการติดพยาธิปลิงใสชนิด 
Dactylogyrus spp. เพียงอย่างเดียวจาํนวน 13 ตัวอย่าง ให้ผลบวกสาํหรบัการติดพยาธิใบไม  ้
ระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus เพียงชนิดเดียวจาํนวน 14 ตัวอย่าง และจาํนวน 3 
ตวัอย่างไม่พบการติดเชือ้ ตามลาํดบั ในขณะท่ีการทดสอบดว้ยวิธี simplex และ multiplex PCR 
พบว่ามีผลบวกสําหรับการติดเชื ้อร่วมกันระหว่าง  Dactylogyrus spp. และ C. formosanus 
จาํนวน 18 ตวัอย่าง ใหผ้ลบวกสาํหรบัการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. เพียงอย่าง 
เดียวจํานวน  15 ตัวอย่าง ให้ผลบวกสําหรับการติดพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด  
C. formosanus เพียงชนิดเดียวจาํนวน 14 ตัวอย่าง และจาํนวน 3 ตัวอย่างไม่พบการติดเชือ้ 
ตามลาํดบั 

อภปิรายผลการทดลอง 
การติดพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. และ C. formosanus ในปลายังคงเป็นปัญหา 

สาํคัญสําหรับภาคอุตสาหกรรมการเพาะเลี ้ยงสัตว์นํ้าในหลายประเทศรวมถึงประเทศไทย  
เน่ืองจากการตดิพยาธิทัง้สองชนิดดงักลา่วสง่ผลกระทบตอ่สขุภาพของปลาโดยตรงและเป็นสาเหตุ 
หลักท่ีทําให้ปลามีอัตราการตายท่ีสูงขึน้  นํามาสู่ความสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจของการ 
เพาะเลี ้ยงปลาท่ีสําคัญทั้งทางตรงและทางอ้อม  (Scholz and Salgado-Maldonado, 2000; 
Mitchell et al., 2005; Reed et al., 2009; Tu et al., 2015) นอกจากนีล้ักษณะอาการทางคลินิก 
ของการติดพยาธิใบไม้ทั้งสองชนิดนั้นมีความคล้ายคลึงกันยากต่อการระบุถึงสาเหตุหาก  
ปราศจากการวิเคราะหใ์นระบบหอ้งปฏิบตัิการ ปัจจุบนัวิธีการตรวจหาแบบทั่วไปคือเทคนิคการ 
ตรวจชิน้เหงือกและการชนัสูตรเป็นวิธีการท่ีใชส้าํหรบัการตรวจคดักรองและวินิจฉัยการติดพยาธิ  
เบือ้งตน้ โดยพิจารณาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปรสิตภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ (Gussev, 
1983; Silas et al., 2001) ซึ่งเทคนิคดังกล่าวยังคงมีข้อจาํกัดในเรื่องของความแม่นยาํ  ความ 
รวดเร็วและอาศยัประสบการณ์ความเขา้ใจในการระบุชนิดของผูช้าํนาญ นอกจากนีก้ารวินิจฉัย
แบบดัง้เดิมเพ่ือจาํหน่าย-ส่งออกไปยงัประเทศปลายทางยงัคงแสดงใหเ้ห็นว่าสามารถพบการติด 
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พยาธิปลิงใสในประเทศปลายทางไดจ้นถึงปัจจุบนั  เช่น ในประเทศออสเตรเลียพบการติดพยาธิ 
ป ลิ ง ใส จํา น ว น  6 ช นิ ด  ได้ แ ก่  D. anchoratus, D. baueri, D. formosus, D. intermedius,  
D. vastator และ Dactylogyrus sp. จากปลาทอง (Carassius auratus) ท่ีประเทศไทยส่งออก 
ไปสู่ประเทศออสเตรเลีย โดยมีค่าความชุกอยู่ในช่วง 3.3-60% (Trujillo-González et al., 2018) 
ในประเทศบังคลาเทศพบการติดพยาธิปลิงใสชนิด  D. lampam และ D. siamensis จากปลา 
ตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) ท่ีเคยมีการนาํปลาชนิดนีจ้ากประเทศไทยเขา้มาทาํการ 
เพาะเลีย้งภายในประเทศ (Mohanta & Chandra, 2000) ในประเทศเช็กเกียพบพยาธิปลิงใสชนิด 
ใหม่ถึง 3 ชนิด ไดแ้ก่ D. coartatus n. sp., D. macrocolpius n. sp. และ D. melanopteri n. sp. 
จากป ลาฉลาม หางไห ม้  (Balantiocheilos melanopterus) ท่ี น ํา  เข้าม าจากป ระ เทศไท ย 
(Rehulková & Gelnar, 2006) และในประเทศออสเตรเลียพบการติดพยาธิปลิงใสจาํนวน 4 ชนิด 
ไดแ้ก่ D. anchoratus, D. formosus, D. intermedius และ D. vastator จากปลาทองในประเทศ 
ไทยท่ีถกูนาํเขา้มาสู่ประเทศออสเตรเลีย (Trujillo-González et al., 2019) เป็นตน้ ดว้ยเหตนีุส้่งผล 
ให้การศึกษาระดับโมเลกุลถูกนํามาใช้อย่างหลากหลาย  เน่ืองจากมีความสะดวกสบายมี
ประสิทธิภาพและความแม่นยาํท่ีสงูขึน้ ไดป้ริมาณงานท่ีสงูกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการตรวจสอบ
ดว้ยลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยทั่วไป  ตัวอย่างเช่น วิธี PCR (Mozhdeganlou et al., 2011; 
Jalali et al., 2020) และ qPCR (Trujillo-González et al., 2019) ได้มีการพัฒนาเพ่ือใช้สาํหรับ
การตรวจจบัพยาธิปลิงใสในสกลุ Dactylogyrus หลายชนิด ซึ่งวิธีการเหล่านีแ้สดงใหเ้ห็นถึงความ 
แม่นยาํและมีความจาํเพาะท่ีแตกต่างกันออกไปตามลกัษณะของงาน  ดว้ยเหตนีุว้ิธีการวินิจฉัยท่ี
อาศยัความรวดเร็ว แม่นยาํ และปริมาณงานสูง เป็นสิ่งจาํเป็นท่ีตอ้งมีการพัฒนาเพ่ือนาํไปใช้ 
สาํหรบัการวินิจฉัยการติดปรสิตเหล่านีใ้นฟารม์เพาะเลีย้ง อย่างไรก็ตามในปัจจุบนัยงัไม่มีวิธีการ
ท่ีพัฒ  นาการตรวจจับโรคพยาธิสองชนิดหลักในปลาพร้อมกัน  (Dactylogyrus spp. และ  
C. formosanus)  

จากผลการศึกษาลักษณ ะทางสัณ ฐานวิทยาเบื ้องต้นของพยาธิปลิงใสในสกุล 
Dactylogyrus จาํนวน 4 ชนิดในการศึกษานี  ้พบว่ามีลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายอย่างท่ีมี 
ความคลา้ยคลึงกนั ไดแ้ก่ ลกัษณะของลาํตวัท่ีคอ่นขา้งเรียว-ยาว จาํนวนของ marginal hook มี 7 
คู่ลักษณะของ anchor และพบ dorsal bar จาํนวน 1 อันทั้ง 4 ชนิด มีความแตกต่างกันเพียง 
ลักษณะของโคพูลาทอรีออรแ์กน โอพีสแฮพเตอร ์และลักษณะของคอหอย อย่างไรก็ตามจาก 
รายงานก่อนหนา้นีพ้บความหลากหลายของพยาธิปลิงใสสกลุ Dactylogyrus มากถึง 6 ชนิด จาก
ปลาทองท่ีไดร้บัมาจากประเทศไทย สิ่งนีเ้ป็นท่ียืนยันว่าปลาทองสามารถติดพยาธิปลิงใสสกุล 
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Dactylogyrus ไดห้ลายชนิดซึ่งสนบัสนนุงานวิจยัของ Trujillo-González et al. (2018) นอกจากนี ้
การจัดจาํแนกพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ในปัจจุบันถูกแบ่งออกเป็นเชือ้สายต่าง ๆ ตาม 
ลักษณะของ haptoral ventral connective bars หรือ haptoral sclerotized ซึ่งมีความสัมพันธ ์
กับโฮสตท่ี์พบ โดยพยาธิปลิงใสสกุล  Dactylogyrus ท่ีพบใน C. carpio และ Carassius spp. 
(รวมถึง Gymnocephalus cernuus ของ family Percidae) ถกูจดัอยู่ในเชือ้สายท่ีไม่พบโครงสรา้ง 
ท่ี เรี ย ก ว่ า  ventral bar ได้ แ ก่  D. vastator, D. formosus, D. anchoratus, D. inexpectatus,  
D. achmerowi และ D. falciformis เป็นตน้ (Šimková et al., 2006; Šimková & Morand, 2008; 
และ Benovics et al., 2021) อีกทัง้พยาธิปลิงใส 2 ชนิด คือ D. vastator และ D. intermedius ท่ี 
พบใน C. auratus จากการศึกษาก่อนหนา้นีมี้โครงสรา้งของ dorsal bar จาํนวน 1 อนั เหมือนกัน 
ทัง้ 2 ชนิด และไม่พบ ventral bar ซึ่งลกัษณะสณัฐานวิทยาทัง้ 2 ชนิดนีมี้ความคลา้ยคลึงกนัมาก 
มีความแตกต่างเพียงแค่ขนาดของ  hard parts เท่านั้น  รวมถึงการศึกษาความสัมพันธ์เชิง 
วิวัฒนาการไดแ้สดงใหเ้ห็นว่าลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากยีน  18S rDNA และบริเวณ ITS-1 มีความ 
แปรผนัระหว่าง 2 ชนิดนีต้า่มาก (5.9%) ซึ่งการระบุพยาธิปลิงใส 2 ชนิดนี ้โดยอาศยัลาํดบันิวคลี 
โอไทด์จากยีน  18S rDNA และบริเวณ  ITS-1 เพียงอย่างเดียวนั้นอาจนําไปสู่การระบุชนิดท่ี
คลาดเคล่ือน  (Ling et al., 2016) นอกจากนี้เม่ือพิจารณาจากการศึกษาความสัมพันธ์เชิ ง 
วิวฒันาการของพยาธิปลิงใสสกลุ Dactylogyrus ในการศกึษานีมี้แนวโนว้ว่าเป็น D. vastator ซึ่ง 
เป็นชนิดท่ีพบรายงานไดท้ั่ วไปในปลาทอง  (Šimková et al., 2006; Šimková & Morand, 2008; 
Trujillo-González et al., 2018) อย่างไรก็ตามจาํเป็นตอ้งมีการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน 
วิทยาอย่างละเอียดเพิ่มเติม สาํหรบัการระบุชนิดของพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียท่ีพบใน  
C. auratus ถูกระบุว่าเป็นชนิด C. formosanus ตามจาํนวนของ circumoral spines ซึ่งมีจาํนวน 
34 หนาม เรียงตวัแบบสลบักนัจาํนวน 2 แถว ลกัษณะของ excretoty bladder เป็นรูปตวั X อยู่ใน
บริเวณส่วนทา้ยของลาํตวั สอดคลอ้งกับรายงานก่อนหนา้นี  ้(Chi et al., 2008; Van & Le, 2011; 
Pinto et al., 2013; Chai et al., 2013; Najet et al., 2014; Yousif et al., 2016; Wanlop et al., 
2017; Wongsawad et al., 2017; Pulido-Murillo et al., 2018 แ ล ะ  Chai, 2019) น อ ก จ า ก นี้
ขอ้มลูการกระจายตวัของพยาธิใบไมส้กลุ Centrocestus ในประเทศไทยพบการรายงานเพียงแค่
หนึ่งชนิดเท่านัน้คือ C. formosanus (Chai, 2019) อย่างไรก็ตามจากการศกึษาก่อนหนา้นีร้ายงาน
ว่าพบ C. caninus ในประเทศไทย (วัชริยา ภูรีวิโรจนก์ุล, 2554) แต่พยาธิใบไมช้นิดนีถู้กยา้ยให้
เป็น ช่ือพ้องของ  C. formosanus ดังนั้นส่งผลให้มีพยาธิในสกุลนี ้เพียงชนิดเดียวเท่านั้น  
(C. formosanus) ท่ีถกูรายงานในประเทศไทยจนถึงปัจบุนั  
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นอกจากนีง้านวิจัยชิน้นีย้ังไดพ้ัฒนาเทคนิค multiplex PCR สาํหรบัตรวจจับพยาธิทั้ง 
สองชนิดคือ Dactylogyrus spp. และ C. formosanus ซึ่งไดท้ดสอบความจาํเพาะโดยใชต้วัอย่าง 
ปรสิตท่ีพบในประเทศไทยและปรสิตชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในปลานํา้จืดมากกว่า 10 ชนิด รวมถึงโฮสตท่ี์
พบรายงานการติดพยาธิทัง้สองชนิดมากกว่า 10 สายพนัธุโ์ดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับปรสิตและ 
โฮสตท่ี์นาํมาทดสอบ สาํหรบัไพรเมอรจ์าํเพาะของพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. ไดพ้ฒันาหรือ 
ออกแบบจากยีน 18S ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสในสกุล Dactylogyrus ได ้
หลายชนิด เน่ืองจากยีนนีมี้ความอนุรกัษ์ของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละใหค้วามแปรผนัระหว่างกลุ่ม 
สิ่งมีชีวิตท่ีสูง อีกทัง้ยีนดงักล่าวไดร้บัการพิสูจนแ์ลว้ว่ามีประสิทธิภาพในการศึกษาความสมัพนัธ์ 
เชิงวิวฒันาการของพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. (Šimková et al., 2017) ยิ่งไปกว่านัน้ยีน 18S 
ยงัไดร้บัการพฒันาใหเ้ป็นเครื่องหมายทางพนัธุกรรมสาํหรบัตรวจจบัการติดพยาธิชนิด  H. taichui 
ในโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี1 (Chontananarth et al., 2018) และใชต้รวจจับการติดพยาธิใบไมใ้นปลา 
หลายชนิด  (Pyo et al., 2013) สําหรับไพรเมอรจ์ ําเพาะของพยาธิชนิด  C. formosanus เม่ือ 
พิจารณาถึงยีนท่ีมีความเป็นไปไดส้าํหรบัการนาํมาใชเ้พ่ือพฒันาเป็นเครื่องหมายพันธุกรรมของ  
พยาธิใบไมช้นิดนี ้มีเพียง 2 ยีนหรือบริเวณเท่านัน้ท่ีมีอยู่ในฐานขอ้มูลคือ COI และ ITS2 ซึ่งขนาด 
ของลาํดับนิวคลีโอไทดต์่อยีนหรือบริเวณดังกล่าวมีขนาดท่ีสัน้และไม่พบช่วงท่ีมีความแปรผัน 
ระหว่างชนิด (inter-specific variation) มากนัก อีกทัง้พบบริเวณท่ีมีความอนุรกัษ์สูงโดยเฉพาะ 
พยาธิใบไม้ท่ีอยู่ ในวงศ์เดียวกัน  ได้แก่  พยาธิใบไม้ชนิด  M. yokogawai, S. falcatus และ  
H. taichui ดงันัน้ผูว้ิจยัจึงไดเ้ลือกยีน Cytb สาํหรบัการออกแบบไพรเมอรจ์าํเพาะของพยาธิชนิด 
C. formosanus เน่ืองจากยีนดงักล่าวอยู่ในไมโทคอนเดรียท่ีมีจาํนวนสาํเนาดีเอ็นเอมากถึง  1000 
ชุดต่อจาํนวน 1 เซลล  ์มีอตัราการกลายพันธุส์ูง (high mutation rate) ไม่เกิดการรวมกันใหม่ของ 
ยีน (non-genetic recombination) และไม่มีความซับซ้อนมากนักเม่ือเปรียบเทียบกับยีนใน 
นิวเคลียส (Le et al., 2002; McManus and Blair, 2004) นอกจากนียี้น Cytb ยงัถูกนาํมาพฒันา 
เพ่ือใชส้าํหรบัการตรวจจับการติดพยาธิชนิด Echinostoma revolutum (Anucherngchai et al., 
2019) และระยะไข่ของพยาธิชนิด  Fasciola sp. ในตัวอย่างอุจจาระได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(Chontananarth & Parawat, 2019) ในเรื่องความจาํเพาะของชุดไพรเมอรส์าํหรบัการตรวจจับ 
พยาธิปลิงใสชนิด Dactylgyrus spp. โดยทั่วไปจากงานวิจัยของ Mozhdeganlou et al. (2011) 
และ Jalali et al. (2020) และการตรวจจบัพยาธิใบไมร้ะยะเมตาเซอรค์าเรียชนิด C. formosanus 
ในปลานํา้จืดของ Zhiliang et al. (2016) และ Pace et al. (2020) ยังไม่มีการนาํตัวอย่างปรสิต 
หรือโฮสตเ์ขา้มาศึกษาในปฏิกิริยาซึ่งมีความแตกต่างจากการศึกษาในครัง้นี ้ สาํหรบัค่าความไว  
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ในปฏิกิริยาของการศกึษานีส้าํหรบัพยาธิชนิด Dactylogyrus spp. มีคา่ความไวของปฏิกิริยาอยู่ท่ี
0.078 ng และสาํหรบัพยาธิชนิด C. formosanus อยู่ท่ี 0.625 ng โดยจากการศึกษาก่อนหนา้นี ้
ของ  Chontananarth (2017) ได้ทําการทดสอบ ความ ไวสําหรับ การตรวจจับ พ ยาธิชนิ ด  
C. formosanus อยู่ท่ี 2.5 ng ซึ่งถือไดว้่างานนีมี้ค่าความไวท่ีสูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบภายใตก้าร
ทดสอบดว้ยวิธีเดียวกัน (multiplex PCR) อย่างไรก็ตามค่าความไวท่ีแตกต่างกันอาจขึน้อยู่กับ 
หลายปัจจยั ไดแ้ก่ ความบริสุทธ์ิของ gDNA ในตวัอย่างท่ีทดสอบ จาํนวนหรือเป้าหมายของยีนท่ี
แตกตา่งกนัในระบบ ส่วนผสมหรืออตัราส่วนของสารตา่ง ๆ ในปฏิกิริยา PCR รวมถึงช่วงอณุหภูมิ 
ท่ีเหมาะสมของไพรเมอรจ์าํเพาะในแต่ละการทดสอบ  นอกจากนีก้ารพัฒนาการตรวจจับพยาธิ 
เหล่านี ้โดยอาศัยวิธี  PCR อ่ืน ๆ เช่น การทดสอบด้วยวิธี real-time PCR ยังมีส่วนช่วยในการ 
วินิจฉัยพยาธิชนิด Gyrodactylus spp. (Collins et al., 2010) และ Dactylogyrus spp. (Trujillo- 
González et al., 2019) โดยนาํเสนอค่าความไวในเชิงปริมาณท่ีแตกต่างกนัอีกดว้ย สาํหรบัขีดจาํ 
กดัการตรวจจบัของ Dactylogyrus spp. ตรวจพบท่ีอตัราส่วน 1:12 และสาํ หรบั C. formosanus 
ถูกตรวจพบท่ีอตัราส่วน 1:2 ตามลาํดบั ซึ่งขีดจาํกัดของการตรวจจับพยาธิชนิด C. formosanus 
พบว่ามีค่าน้อยกว่าจากการศึกษาก่อนหนา้ใน  O. viverrini ท่ีอัตราส่วน 1:210 (Zhiliang et al., 
2016) อย่างไรก็ตามขีดจาํกัดท่ีแตกต่างกันอาจเป็นผลจากชนิดของพยาธิและวิธีการท่ีนาํมา
ทดสอบนัน้มีความแตกต่างกัน (simplex และ multiplex PCR) นอกจากนีเ้ทคนิค multiplex PCR 
ท่ีพัฒนาแล้วเม่ือนาํไปทดสอบการตรวจจับระยะต่าง  ๆ ของพยาธิชนิด C. formosanus พบว่า
สามารถตรวจจบัไดท้กุระยะท่ีนาํมาทดสอบตัง้แตร่ะยะตวัเต็มวยั ระยะเมตาเซอรค์าเรีย ระยะเซอร์
คาเรีย และระยะไข่ ซึ่งการทดสอบดว้ยวิธี multiplex PCR นีอ้าจสามารถนาํไปประยุกตใ์ชส้าํหรบั
การตรวจหาระยะไขข่องผูป่้วยในพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของพยาธิชนิดดงักลา่ว ซึ่งเครื่องมือนีอ้าจชว่ย
บง่บอกความแตกต่างระหว่างระยะไข่ท่ีมีลกัษณะคลา้ยคลึงกันกบัพยาธิใบไมช้นิดอ่ืน  ๆ ท่ีพบใน
ปลานํา้จืดได ้เช่น O. viverini, H. taichui และ S. falcatus รวมถึงการประยุกตน์าํไปทดสอบการ
ติดพยาธิชนิด C. formosanus ในโฮสตก์ึ่งกลางตวัท่ี 1 คือหอยนํา้จืด เครื่องมือนีอ้าจช่วยประเมิน
หรือใหค้วามเขา้ใจเก่ียวกบัสถานะการระบาดของพยาธิชนิดนีใ้นโฮสตก์ึ่งกลางจากในบริเวณพืน้ท่ี
เส่ียงไดอี้กดว้ย ดงันัน้เครื่องมือนีไ้ดร้บัการพิสูจนแ์ลว้ว่าเป็นเครื่องมือท่ีมีความเหมาะสมโดยไม่
จาํเป็นตอ้งอาศยัวิธีการวินิจฉัยอ่ืน (เช่น การระบชุนิดดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิใน
ระยะตวัออ่นหรือระยะไขท่ี่มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีคลา้ยคลงึกนั)  
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การทดสอบความเสถียรภาพหรือความแม่นยาํของวิธี multiplex PCR ไดถ้กูนาํไปใชใ้น 
การตรวจจับการติดพยาธิทั้งสองชนิดในปลาทองจาํนวน  50 ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับการ 
ทดสอบ 2 วิธี (morphology และ simplex PCR) ผลการทดลองพบว่าการตรวจสอบดว้ยวิธีทาง
สณัฐานวิทยาไม่สามารถตรวจจบัการติดพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ไดใ้นตวัอย่างท่ี 
23 และ 26 ในขณะท่ีการทดสอบด้วยวิธี simplex และ multiplex PCR พบผลบวกในตัวอย่าง 
ดงักล่าว สิ่งนีอ้าจเป็นเพราะการทดสอบดว้ยวิธีทางสัณฐานวิทยาอาจจาํเป็นตอ้งพบตวัอย่างท่ี
สมบูรณ์สําหรับใช้ในการระบุชนิดอย่างแม่นยาํ  ในขณะท่ีการทดสอบด้วยวิธี  simplex และ 
multiplex PCR สามารถตรวจจบัดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสชนิด Dactylogyrus spp. ไดต้ ํ่าสุดถึง 
0.078 ng แม้ว่าตัวอย่างพยาธิชนิดดังกล่าวอาจไม่สมบูรณ์ ก็ตาม  (โดยทั่ วไปพยาธิชนิด 
Dactylogyrus จาํนวน 1 ตวัอย่างจะสกดัดีเอ็นเอไดป้ระมาณ 1-3 ng) อาจเป็นผลใหใ้นตวัอย่างท่ี 
23 และ 26 เป็นผลบวกขึน้ได ้นอกจากนีก้ารทดสอบภาคสนามแสดงใหเ้ห็นว่าวิธี multiplex PCR 
ท่ีไดร้บัการพฒันาแลว้มีความแม่นยาํและความไวสงู ไมจ่าํเป็นตอ้งใชท้กัษะท่ีสงูเกินไปสาํหรบัการ
ระบุพยาธิใบไมใ้นเหล่านีใ้นระดบัชนิดและประหยดัเวลา  ในทาํนองเดียวกันการทดสอบดว้ยวิธี 
multiplex PCR ยังเผยให้เห็นว่าการทดสอบนี้มีความไวเช่นเดียวกันกับการทดสอบด้วยวิธี  
simplex PCR ท่ีมีขอ้ดีในการตดัปริมาณงานและค่าใชจ้่ายของรีเอเจนต์ ดงันัน้โดยรวมแลว้การ
ทดสอบดว้ยวิธี multiplex PCR ท่ีพฒันาขึน้นีไ้ดร้บัการพิสจูนแ์ลว้ว่าเป็นวิธีการท่ีเหมาะสมสาํหรบั
การวินิจฉัยการติดพยาธิสองชนิดหลกัพรอ้มกนัในหนึ่งปฏิกิริยาและจะเป็นเครื่องมือท่ีมีคา่สาํหรบั
การวินิจฉยัและการตดิตามสถานการณก์ารแพรร่ะบาดในพืน้ท่ีเส่ียงตอ่ไป 
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