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การศึกษาค่าความชุกของพยาธิปลิงใส จากฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาทอง (Carassius 

auratus) จังหวัดราชบุรี รวมทั้งสิ้น 300 ตัวอย่าง สำหรับใช้เป็นแนวทางในการควบคุมโรคและการ
รักษามาตรฐานของฟาร์มปลา  พบพยาธิปลิงใสทั้งหมด  2 สกุล  จำแนกเป็น  6 ชนิด ได้แก่ 
Dactylogyrus anchoratus, D. formosus, D. intermedius, D. vastator, Gyrodactylus 
gurleyi แ ล ะ G. kobayashii  โ ด ย มี ค่ า ค ว า ม ชุ ก ข อ ง ก า ร ติ ด พ ย า ธิ ป ลิ ง ใ ส ส กุ ล 
Dactylogyrus, Gyrodactylus  และค่าความชุกของการติดพยาธิปลิ งใสทั้ งสองสกุล  (co-
infection) เท่ากับร้อยละ 37.67, 1.00 และ9.67 ตามลำดับ ในด้านการพัฒนาวิธี multiplex PCR 
ในการตรวจหาพยาธิปลิงใสสกุล  Dactylogyrus และGyrodactylus ที่พบในปลาทอง โดยการ
ออกแบบไพรเมอร์ 2 คู่ที่จำเพาะจากลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 พบว่า แสดงผลบวกและให้
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความจำเพาะขนาด 223 และ 117 คู่เบส ตามลำดับ ในการศึกษาความไว 
(sensitivity) ของวิธี multiplex PCR พบว่า สามารถตรวจพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และ
Gyrodactylus ได้ที่ ความเข้มข้นดี เอ็น เอต่ำสุดเท่ ากับ  1.7×10-2 ng/ul และ1.1 ng/ul ng/ul 
ตามลำดับ และเมื่อตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใส จากตัวอย่างเมือกและเหงือกของปลาทองจาก
สภาพธรรมชาติ 20 ตัวอย่าง ด้วยวิธี multiplex PCR พบว่าสามารถตรวจพบการติดพยาธิปลิงใส
ทั้ง 2 สกุลจำนวน 18 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 90 ดังนั้น การนำวิธี multiplex PCR มาประยุกต์ใช้
ในการตรวจหาพยาธิปลิงใสทั้ง 2 สกุลที่พบในปลาทอง เป็นวิธีที่มีความจำเพาะสูง และรวดเร็ว  
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The prevalence of monogenetic trematode infections in goldfish (Carassius 

auratus) were examined in Ratchaburi province for controlling and monitoring parasitic 
diseases in fish farms. A total number of 300 fish specimens were 
examined. Two genera and six species of monogeneans were presented, including 
Dactylogyrus anchoratus, D. formosus, D. intermedius, D. vastator, Gyrodactylus 
gurleyi, and G. kobayashii. The prevalence of Dactylogyrus, Gyrodactylus, and their Co-
infection was 37.67, 1.00, and 9.67, respectively. The multiplex PCR for the detection of 
two genera of monogenetic trematodes were performed using two primer sets based on 
the ITS1 region of ribosomal RNA. Both specific PCR fragments site of 223 and 117 bp 
were obtained for Dactylogyrus and Gyrodactylus, respectively. The sensitivity of primer 
for Dactylogyrus and Gyrodactylus was estimated at 1.7×10-2 ng/ul and 1.1 ng/ul, 
respectively. Regarding the molecular identification at mucus and gill of goldfish 
from natural infected specimens, 18 out of 20 (90%) fish specimens gave positive 
results. The results from this study showed that the multiplex PCR method was specific 
and rapid for the detection of two genera of monogenetic trematodes. 

 
Keyword : Goldfish prevalence mean intensity multiplex PCR 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

ภูมิหลัง 
ปลาทอง (Carassius auratus) เป็นปลาสวยงามชนิดหนึ่งที่ได้รับความนิยมเพาะเลี้ยง

ทั่วโลก (Maceda-Veiga et al., 2013) โดยประเทศไทยเป็นหนึ่งในประเทศที่มีการส่งออกปลาทอง
เป็นอันดับต้น ๆ ของโลก เนื่องจากผู้ประกอบการได้พัฒนาสายพันธุ์ปลาทองให้สวยงามมี
มาตรฐาน จนได้รับการยอมรับจากผู้ค้าในต่างประเทศ (อรุณี รอดลอย, 2558) โดยในปี พ.ศ. 
2561 อัตราการส่งออกปลาทองมีมูลค่าสูงเป็นอันดับ 4 ของการส่งออกสัตว์น้ำสวยงามของ
ประเทศ ซึ่งมีปริมาณการส่งออกเป็นจำนวน 3,283,269 ตัว คิดเป็นมูลค่า 2,389,087.01 บาท 
(ด่านตรวจสัตว์น้ำท่าอากาศยานสุวรรณภูมิ, 2561)  

ตลาดการส่งออกปลาสวยงามเป็นตลาดที่มีการแข่งขันสูงมาก (Dey, 2016)  โดยปัจจัย
สำคัญที่จะทำให้สามารถแข่งขันกับประเทศคู่แข่งการส่งออกปลายสวยงาม คือ การพัฒนาระบบ
การผลิตที่มีมาตรฐานในด้านต่าง ๆ เช่น การจัดการมาตรฐานสุขอนามัย มาตรฐานการผลิต และ
ข้อกำหนดการส่งออกแก่เกษตรกร (สำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร และสำนักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2554) ซึ่งส่วนใหญ่แล้วมักประสบปัญหาเกี่ยวกับการติดโรคในปลาทำให้เกิดความ
สูญเสียอย่างมากต่อธุรกิจการเลี้ยงปลาสวยงาม (Bari & Yamazaki, 2018)  ประกอบกับเมื่อเกิด
การระบาดของโรคแต่ละครั้ง หากไม่สามารถป้องกันรักษาได้ทันที ส่งผลให้ผลผลิตที่ได้ไม่มี
คุณภาพและไม่ตรงความต้องการของตลาด (วันเพ็ญ มีนกาญจน์ และคณะ, 2549) โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการติดปรสิตและหนอนพยาธิชนิดต่างๆ ท่ีอาจเป็นสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคและพยาธิ
สภาพในปลา (Paperna, 1996; Gulelat et al., 2013; Gebrezgiher & Gebrehiwot, 2019) จาก
การศึกษาของ Thilakaratne et al. (2003) ได้รายงานการพบพยาธิปลิงใส (monogenea) ว่ามี
การติดสูงสุดในปลาสวยงาม คิดเป็นร้อยละ 28.3 สอดคล้องกับรายงานของ Roohi et al. (2016) 
ว่าค่าความชุก (prevalence) ของปรสิตในปลาทองจากประเทศอิหร่านมีการติดพยาธิปลิงใสสูง
ที่สุด คิดเป็นร้อยละ 49.54  

พยาธิปลิงใสเป็นปรสิตภายนอกที่พบได้มากบริเวณผิวหนังและเหงือกของปลา 
(Whittington & Kean, 2011) มักพบว่ามีรายงานการติดพยาธิปลิงใสในปลาทอง ได้แก่ สกุล 
Gyrodactylus ที่มักพบบริเวณผิวหนัง และสกุล Dactylogyrus ที่มักพบบริเวณเหงือก โดย
สามารถพบได้หลายชนิด สอดคล้องกับการรายงานของ Mousavi et al. (2009), Chanda et al. 
(2011), Iqbal & Hussain (2013) และTrujillo-Gonzalez et al. (2018)  
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การติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ทำให้เหงือกเกิดความเสียหาย เซลล์เยื่อบุผิว
เพิ่มจำนวนมากขึ้น โดยหากเกิดในระดับรุนแรงมากจะทำให้ออแกเนลล์ต่าง ๆ ในเซลล์สลายตัว กิ่ง
เหงือกเชื่อมรวมกัน มีลักษณะคล้ายกระบอง ทำให้พื้นผิวในการแลกเปลี่ยนแก๊สลดลง ส่งผลให้
แผ่นปิดเหงือกเปิดปิดเร็วกว่าปกติ อาจพบเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบกระจายไปทั่วบริเวณที่มี
การเพิ่มจำนวนเซลล์ อีกทั้งพบการเพิ่มจำนวนของเซลล์เมือก ซึ่งมีอาการบวม รวมทั้งอาจพบภาวะ
เลือดค่ังในหลอดเลือด (สมาน แก้วไวยุทธ และคณะ, 2544) ส่วนสกุล Gyrodactylus ทำให้เกิด
แผลที่ผิวหนังชั้นนอก เนื่องจากส่วนของสมอ (anchor) ของพยาธิฝังลึกในเนื้อเยื่อปลา โดยพยาธิ
ปลิงใสจะเกาะติดและดูดกินอาหารที่บริเวณผิวหนังชั้นนอก ทำให้เกิดการผลิตเมือกเพิ่มมากขึ้น 
เมือกส่วนเกินจะรบกวนการทำงานของระบบทางเดินหายใจของผิวหนัง  (Purivirojkul, 2012) ใน
กรณีที่มีการติดเชื้อขั้นรุนแรง (hyper-infection) ปลาอาจจะตายได้จากพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นจาก
การติดพยาธิปลิงใสโดยตรง หรือเกิดจากการติดเชื้อแทรกซ้อนหรือเชื้อฉวยโอกาสชนิดอ่ืน เช่น เชื้อ
รา เชื้อแบคทีเรีย และไวรัส (Reed et al., 2009) การแพร่ระบาดของพยาธิปลิงใสสามารถเกิดได้
ตลอดทั้งปี โดยเฉพาะในปลาทองที่มีการเลี้ยงแบบหนาแน่นกว่าปกติ (กรมประมง, 2553)  ซึ่งมัก
พบในฟาร์มปลาทอง เพื่อลดต้นทุนการผลิต ส่งผลต่อคุณภาพของปลาที่จะทำการส่งออก ทำให้
เกิดการแพร่กระจายของเชื้อโรคที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อร้ายแรงจากการติดเชื้อโรคในชนิดที่ไม่เคย
พบในพื้นที่มาก่อน (Whittington & Chong, 2007) อีกทั้งการติดเชื้อร่วมจากปรสิตมากกว่า 1 
ชนิด (co-infection) มีอิทธิพลมากต่อการดำรงชีวิตของปลา (Kotob et al., 2017) การระบุชนิด
ของปรสิตที่ติดในปลาทองจึงมีความสำคัญทั้งในด้านการควบคุมโรคระบาดและการรักษา
มาตรฐานของฟาร์มปลา โดยเฉพาะการระบุชนิดของพยาธิปลิงใสทั้งสกุล Dactylogyrus และ 
Gyrodactylus ท่ีตรวจสอบ จัดจำแนก และระบุชนิดได้ยาก เนื่องจากลำตัวใสและมีขนาดเล็ก ทำ
ให้การระบุชนิดโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงจึงมีข้อจำกัด ในกรณีที่ต้องตรวจในปริมาณมาก 
ซึ่งแตกต่างจากการระบุชนิดเชิงโมเลกุลด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain 
reaction: PCR) ที่สามารถประยุกต์ใช้ในการแยกความแตกต่างของพยาธิปลิงใสที่มีความ
ใกล้เคียงกันได้แม่นยำกว่า (Sharma, Agrawal, & Kumar, 2011) อีกทั้งมีความรวดเร็ว สะดวกต่อ
การตรวจในปริมาณมากในหนึ่งรอบการตรวจสอบ ส่วนใหญ่มักใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
internal transcribed spacer 1 (ITS1) และ internal transcribed spacer 2 (ITS2) เป็นบริเวณที่
เหมาะแก่การนำมาใช้จัดจำแนกและศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะใน
ระดับสกุลและชนิด (Schlotterer et al., 1994) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Tu et al. (2014), 
Tu et al. (2015), Ling et al. (2016) และ Trujillo-Gonzalez et al. (2018) ที่ใช้ลำดับนิวคลีโอ
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ไทด์บริเวณดังกล่าวระบุชนิดของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง ซึ่งจัดได้ว่าเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ที่มีประโยชน์และมีความแม่นยำ 

 งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการตรวจสอบค่าความชุก (prevalence) ของการติด
พยาธิปลิงในปลาทอง ในฟาร์มปลาสวยงามจังหวัดราชบุรี ซึ่งเป็นพื้นที่ที่มีการทำธุรกิจฟาร์มปลา
ทองจำนวนมาก โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับอณูชีววิทยา ในการตรวจสอบการติดของ
พยาธิปลิงใสในปลาทองจากสถานเพาะเลี้ยง เพื่อให้สามารถตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสสกุล 
Dactylogyrus แล ะGyrodactylus ได้ อ ย่ างแม่ น ย ำ  เป็ น ป ระโย ชน์ ต่ อ ก ารรัก ษ า อ ย่ างมี
ประสิทธิภาพเป็นอันดับต่อไป 

ความมุ่งหมายของการวิจัย 
ในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยได้ต้ังความมุ่งหมายไว้ดังนี้ 

1. ศึกษาค่าความชุกของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง (Carassius auratus) ใน
ฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาจังหวัดราชบุรี 

2. พั ฒ น า เท ค นิ ค  multiplex PCR ส ำห รับ ก ารต รวจ ห าพ ย าธิ ป ลิ ง ใส ส กุ ล 
Dactylogyrus และGyrodactylus สำหรับเป็นเครื่องมือในการตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสใน
ปลาทอง 

ความสำคัญของการวิจัย 
การสำรวจความชุกของการติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และGyrodactylus ท่ี

พบในปลาทองจากฟาร์มปลาสวยงาม จังหวัดราชบุรี ด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา
นั้น ทำให้ทราบถึงข้อมูลสถานการณ์การระบาด ซึ่งข้อมูลดังกล่าวสามารถใช้เป็นแนวทางในการ
ควบคุมโรคและรักษามาตรฐานของฟาร์มปลาสวยงามได้อย่างรวดเร็วและแม่นยำ ทำให้สามารถ
คัดแยกปลาที่ติดพยาธิปลิงใสมาทำการักษาได้อย่างเจาะจง ลดการแพร่กระจาย อีกทั้งยังสร้าง
ความน่าเชื่อถือในการตรวจคุณภาพของปลาก่อนการส่งออก 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทราบค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสในปลาทอง (Carassius auratus) จาก

จังหวัดราชบุร ี
2. สามารถพัฒนาเทคนิค multiplex PCR ท่ีสามารถใช้ในการตรวจหาการติดพยาธิปลิง

ใสสกุล Dactylogyrus และGyrodactylus ที่มีความจำเพาะและความไวสูงข้ึน 
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ขอบเขตของการวิจัย 
สุ่มเก็บตัวอย่างปลาทองที่เลี้ยงในฟาร์มปลาสวยงาม จังหวัดราชบุรี จำนวน 10 ฟาร์ม 

นำตัวอย่างปลาทองที่ยังคงมีชีวิตอยู่มาศึกษาที่ห้องปฏิบัติการ โดยทำการศึกษาด้านสัณฐานวิทยา
ด้วยการขูดเมือกที่ผิว ครีบ และหางของปลาทองรวมถึงตัดบริเวณเหงือกเพื่อทำการตรวจหาพยาธิ
ปลิงใสภายใต้กล้องสเตอริโอ จากนั้นทำการจำแนกชนิดของพยาธิปลิงใสภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสง และตัวอย่างบางส่วนนำไปศึกษาทางด้านอณูชีววิทยา เพื่อระบุชนิดและออกแบบไพร
เมอร์จำเพาะระดับสกุล ด้วยเทคนิค multiplex PCR 

สมมติฐานการวิจัย 
ปลาทองจากฟาร์มปลาสวยงามจังหวัดราชบุรีที่เลี้ยงแบบหนาแน่น มีโอกาสติดพยาธิ

ปลิงใสทั้งในสกุล Dactylogyrus และGyrodactylus และการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการ
ตรวจสอบการติดปลิงใสทั้งสองสกุล จะมีความรวดเร็วและแม่นยำขึ้นกว่าวิธีการแบบดั้งเดิม 

ระยะเวลาในการทำการวิจัย 
ระยะเวลาต้ังแต่เดือนธันวาคม 2561 – มีนาคม 2563 

สถานที่ทำการวิจัย 
ห้องปฏิบัติการ 1104 ชั้น 11 อาคารศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ (อาคาร 19) คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 



 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
ในการวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยได้ตรวจสอบเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และได้นำเสนอตาม

หัวข้อต่อไปนี ้
1. ปลาทอง (Carassius auratus) 

1.1 ข้อมูลทั่วไปของปลาทอง 
1.2 พยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 

2. พยาธิปลิงใส 
2.1 ข้อมูลทั่วไปของพยาธิปลิงใส 
2.2 วงชีวิตของพยาธิปลิงใส  
2.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 

3. พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใส 
3.1 พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
3.2 พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 

4. การศึกษาทางอณูชีววิทยา 
5. การระบุชนิดเชิงโมเลกุลของพยาธิปลิงใส 

1. ปลาทอง (Carassius auratus) 
1.1 ข้อมูลทั่วไปของปลาทอง 

ปลาทองมีถิ่นกำเนิดจากประเทศจีนเป็นปลาที่อยู่ในวงศ์ Cyprinidae ซึ่งเป็นวงศ์
เดียวกันกับปลาไน (Cyprinus) และปลาตะเพียน (Barbonymus) จัดว่าเป็นวงศ์ปลาที่มีความ
หลากหลาย ซึ่งปลาวงศ์นี้มีลักษณะร่วมกัน คือมีขากรรไกรที่ไม่มีฟัน แต่จะพบฟันอยู่บริเวณคอ
หอย 1-3 แถวแต่ละแถวมีฟันได้สูงสุด 8 ซี่ ริมฝีปากบาง ไม่มีครีบไขมัน (adipose fin) (Nelson, 
Grande, & Wilson, 2016)  ลักษณะของปลาทองจะมีความแตกต่าง และมีลักษณะเด่นของแต่ละ
สายพันธุ์ อีกทั้งมีหลายสี เช่น ทอง, แดง, ขาว-แดง, ส้ม, ดำ, ขาว และห้าสี ฯลฯ โดยทั่วไปปลาทอง
มีรูปร่างลำตัวอ้วน ป้อม มีเกล็ดแบบไซคลอยด์ (cycloid) ซึ่งมีลักษณะเป็นแผ่นบาง ครีบอกกลม
แบน และครีบหางเป็นรูปพัด บางชนิดจะมีวุ้นคลุมอยู่บริเวณหัว (อรุณี และคณะ, 2552; ธนากร, 
2554) (ภาพประกอบ 1)  
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ภาพประกอบ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปลาทอง (C. auratus) 
ซึ่งเป็นปลาที่ถูกจัดในวงศ์ Cyprinidae มีลักษณะรูปร่างอ้วน ป้อม มีเกล็ดแบบบางเรียบ ครีบอก

กลมแบน และครีบหางเป็นรูปพัด 
 

ที่มา: อรุณี รอดลอย และคณะ (2552) 
 

1.2 พยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 
พยาธิปลิงใสเป็นปรสิตภายนอกที่พบได้ทั่วไปบริเวณผิวหนัง เหงือก และครีบของ

ปลาทะเลและปลาน้ำจืด  สำหรับในปลาทองมักพบรายงานการติดพยาธิปลิงใสทั้งหมด 2 สกุล 
ได้แก่ Dactylogyrus และ Gyrodactylus ตามรายงานที่ได้มีการทำการศึกษา ดังนี้ 

Ogawa and Egusa (1979)  รายงานการติดพยาธิปลิงใสของปลาทองในประเทศ
ญี่ปุ่น พบพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 6 ชนิด ได้แก่ Dactylogyrus anchoratus, D. baueri, 
D. dulkeiti, D. formosus, D. intermedius และ D. vastator  จากนั้นนันทชัย บุญจร (2546) ได้
รายงานการติดปรสิตในปลาสวยงามจากฟาร์มเพาะเลี้ยงบริเวณบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี โดยพบ
พยาธิปลิงใส 2 สกุล ได้แก่ Dactylogyrus และGyrodactylus  ต่อมาคณิต ชูคันหอม และอนุชา 
เสนาราช (2551) รายงานการติดปรสิตภายนอกที่พบในเขตพื้นที่จังหวัดขอนแก่น โดยปลาทองมี
ค่าความชุกของการติดปรสิตสูงที่ สุด ร้อยละ 72.50 โดยพบพยาธิปลิงใส 2 ชนิด ได้แก่  
Dactylogyrus sp. และ Gyrodactylus sp. มีค่าความชุกร้อยละ 45.00 และ 46.25 ตามลำดับ 
ต่อมาจักรพงศ์ นีละมนต์ และคณะ (2553)  ได้รายงานปัญหาโรคปรสิตภายนอกในปลาสวยงาม
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ส่งออก ในจังหวัดมุกดาหารและจังหวัดอุบลราชธานี พบพยาธิปลิงใส 2 ชนิด ได้แก่ Dactylogyrus 
sp. และ Gyrodactylus sp. โดยมีค่าความชุกร้อยละ 21.15 และ 20.31 ตามลำดับ  จากนั้น 
Mousavi et al. (2009) รายงานการติดปรสิตภายนอกของปลาทองที่นำเข้ามาในประเทศอิหร่าน 
พบพยาธิปลิงใสทั้งหมด 6 ชนิด ได้แก่ Dactylogyrus sp., D. baueri, D. formosus, D. vastator, 
G. chinensis และ Gyrodactylus sp. โดยมีค่าความชุก ร้อยละ 82.00, 50.00, 28.00, 26.00, 
30.00 และ 19.00 ตามลำดับ ต่อมา Chanda et al. (2011) รายงานการติดปรสิตปลาทองใน 3 
จังหวัดในรัฐเบงกอลตะวันตกของประเทศอินเดีย พบพยาธิปลิงใสทั้ง 2 สกุล ได้แก่ Dactylogyrus 
และ Gyrodactylus ตลอดทั้งปี โดยทั้งสกุล Dactylogyrus และGyrodactylus  มีความชุกสูงสุด
ในเดือนตุลาคม คิดเป็นร้อยละ 72.00 และ 76.00 ตามลำดับ หลังจากนั้น Borisov (2013) 
รายงานการติดพยาธิปลิงใสของปลาทองในประเทศสิงคโปร์ พบพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
5 ชนิ ด  ได้แก่  D. anchoratus, D. baueri, D. formosus, D. intermedius และ  D. vastator 
ต่อมา Iqbal and Hussain (2011)  รายงานการติดพยาธิปลิงใสในปลาทองที่นำเข้ามาในประเทศ
ปากีสถาน พบพยาธิปลิงใสทั้ง 2 ชนิด ได้แก่  D. extensus และ Gyrodactylus sp. โดย D. 
extensus มีค่าความชุกและความหนาแน่นเฉลี่ย เท่ากับ ร้อยละ 63.30 และ 22.31 ตามลำดับ 
ส่วน Gyrodactylus sp. ที่พบในการศึกษามีค่าความชุกและความหนาแน่นเฉลี่ย เท่ากับ ร้อยละ 
46.60 และ 27.07 ตามลำดับ ต่อมา Moyses et al. (2015) รายงานการติดปรสิตภายนอกของ
ปลาทองในฟาร์มปลาสวยงามที่เมืองเซาเปาโล ซึ่งพบพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus เพียงสกุล
เดียว โดยมีค่าความชุกบริเวณผิวหนังและเหงือกร้อยละ 93.40 และ 83.40 ตามลำดับ หลังจาก
น้ัน Roohi et al. (2016) รายงานการติดปรสิตของปลาทองในประเทศอิหร่าน พบว่าติดพยาธิปลิง
ใสสูงที่สุด มีค่าความชุก ร้อยละ 49.54 โดยพบพยาธิปลิงใสทั้งสองสกุลรวม 6 ชนิด ได้แก่ D. 
anchoratus, D. baueri, D. formosus, D. intermedius, D. vastator และ Gyrodactylus sp. 
ต่อมา Trujillo-Gonzalez et al. (2018) รายงานการติดพยาธิปลิงใสในปลาสวยงามที่นำเข้าสู่
ประเทศออสเตรเลีย โดยปลาทองมีความหลากชนิดของพยาธิปลิงใสมากที่สุดจำนวน 10 ชนิด 
ประกอบด้วย สกุล Dactylogyrus 7 ชนิด ได้แก่ D. anchoratus, D. baueri, D. formosus, D. 
intermedius, D.  vastator, Dactylogyrus sp. 1 แ ล ะ  Dactylogyrus sp. 2 แ ล ะ  ส กุ ล 
Gyrodactylus 3 ชนิด ได้แก่ G. gurleyi, G. kobayashii และ Gyrodactylus sp.1 ซึ่งปลาทองที่
ถูกนำเข้าจากประเทศไทยมีค่าความชุก และความหนาแน่นของพยาธิปลิงใสมากที่สุด 
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2. พยาธิปลิงใส 
2.1 ข้อมูลทั่วไปของพยาธิปลิงใส  

Kingdom Animalia 
Phylum     Platyhelminthes 

Class     Monogenea 
Subclass     Monopisthocotylea 

พยาธิปลิงใสเป็นสัตว์ในไฟลัมแพลทีเฮลมินธีส (Platyhelminthes) มีเนื้อเยื่อ 3 ชั้น 
(triploblastic animal) มี ลำตัวแบนตามแนวบนล่าง  (dorsoventrally flattened) มี ชื่ อ เรียก
โดยทั่วไปว่าหนอนตัวแบน โดยคลาสโมโนจีเนีย (Monogenea) ซึ่งมีชื่อสามัญว่า พยาธิปลิงใส 
ส่วนใหญ่ดำรงชีวิตเป็นปรสิตในสัตว์น้ำหรือสัตว์สะเทินน้ำสะเทินบก บางครั้งอาจพบในกลุ่มครัสเต
เชียน หรือมอลลัสกา (Yamaguti, 1963; Sinnappah et al., 2001)  

ปัจจุบันพยาธิปลิงใสมีจำนวนมากว่า 25,000 ชนิด โดยปรสิตกลุ่มนี้มีความสามารถ
ในการหาเจ้าบ้าน (host) ที่เหมาะสม เนื่องจากมีระบบประสาทที่สามารถรับความรู้สึกด้านเคมี 
และแสงต้ังแต่ในระยะตัวอ่อนที่ชื่อว่า ออนโคไมราซีเดียม (oncomiracidium) และสามารถอยู่รอด
จากการทำลายของระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้านได้ (Buchmann & Lindenstrom, 2002)  

พยาธิปลิงใสสามารถพบบริเวณผิวหนัง เหงือก และครีบของปลา อาจพบได้ในสัตว์
สะเทินน้ำสะเทินบก หรือสัตว์เลื้อยคลาน ส่วนใหญ่มีความยาวประมาณ 1-5 มิลลิเมตร แต่บาง
ชนิดอาจมีความยาวถึง 20 มิลลิเมตร ในระยะเต็มวัย ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ส่วนหัว ส่วนลำตัว 
และส่วนท้าย โดยบริเวณปลายหน้าสุดมีอวัยวะส่วนหัว (head organ)  อาจมีอวัยวะยึดเกาะ
ทางด้านหน้าเป็นกล้ามเนื้ออยู่ล้อมรอบปากเรียกแว่นดูดรอบปาก (oral sucker) หรือมีโพรแฮพ
เตอร์ (prohaptor) มีจุดตา (eye spot) 1-2 คู่ บางชนิดอาจไม่มีจุดตา คอหอย (pharynx) เป็น
กล้ามเนื้อรูปร่างกลม ต่อจากนั้นเป็นหลอดอาหาร (esophagus) ที่มีลักษณะสั้น และส่วนของ
ลำไส้ซึ่งแยกเป็น 2 แขนง (bifurcate intestinal ceacum) ส่วนลำตัวจะมีโคพูลาทอรี ออร์แกน 
(copulatory organ) และส่วนท้ายมีอวัยวะช่วยยึดเกาะขนาดใหญ่  เรียกว่า โอพิสแฮพเตอร์ 
(opisthaptor หรือ opisthohaptor หรือ haptor) มีลักษณะเป็นถ้วยหรือเป็นแผ่นแบนกว้าง ภายใน
ประกอบด้วยสมอ (anchor หรือ hamuli) แท่งตามขวาง (transverse bar) และมีมาร์จินอล ฮุค  
(marginal hook) อยู่บริเวณขอบของโอพิสแฮพเตอร์ (ภาพประกอบ 2)  ในพยาธิปลิงใสบางกลุ่ม
อาจพบแว่นดูดหรือแคลมป์ (clamp) เล็ก ๆ จำนวนมาก (วัชริยา, 2556)  
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ภาพประกอบ 2 โครงสร้างและลักษณะสัณฐานวิทยาโดยทั่วไปของพยาธิปลิงใส 

D. squaliobarbi (ซ้าย) และG. pungitii (ขวา) (e =embryo, h =haptor)  
(ขนาด scale bar =100 µm) 

 
ที่มา: Kearn (2014)  
 
2.1.1 ระบบทางเดินอาหาร  
ระบบทางเดินอาหารเป็นแบบไม่สมบูรณ์ (incomplete digestive tract) คือมีปากแต่

ไม่มีทวารหนัก โดยปากอยู่บริเวณปลายสุด หรือเกือบปลายสุดทางด้านหน้าของลำตัว บางชนิดมี
อวัยวะยึดเกาะอยู่บริเวณปาก ถัดจากปากเป็นส่วนของบัคเคิล ฟันเนล (buccal funnel) ซึ่งอยู่ติด
กับกล้ามเนื้อคอหอย (muscle pharynx) โดยที่บริเวณส่วนท้ายของคอหอยต่อกับหลอดอาหาร ถัด
มาเป็นส่วนของลำไส้ที่แยกเป็น 2 แขนง (ชโลบล, 2555) (ภาพประกอบ 3)  
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ภาพประกอบ 3 ระบบทางเดินอาหารของพยาธิปลิงใส 

A =อวัยวะภายในด้านท้อง (ventral view), B =pharynx, oesophagus และoesophageal 
glands (aph =anterior region of the pharynx, bt =buccal tube, i =intestine, n =nucleus, 
oes =oesophagu, og =oesophageal glands, ph =pharynx, pp =pharyngeal papillae, 

pph =posterior region of the pharynx) (ภาพA ขนาด scale bar =400 µm และภาพB ขนาด 
scale bar =200 µm) 

 
ที่มา: Arafa et al. (2013)  
 
2.1.2 ระบบขับถ่าย 
การขับถ่ายของเสียใช้เฟลมเซลล์ (flame cell) ที่มีอยู่ทั้งด้านซีกซ้าย และซีกขวาของ

ลำตัว มีท่อรวม (collecting duct) นำของเสียออกนอกตัวทางรูขับถ่าย (excretory pore) ซึ่งอยู่
ทางข้างตัวทางด้านหลัง (dorsolateral) ข้างละ 1 ท่อ (ภาพประกอบ 4) นอกจากน้ันผิวสามารถดูด
ซึมแลกเปลี่ยนก๊าซและสารเคมีต่าง ๆ จากน้ำภายนอกตัว (วัชริยา, 2556)  
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ภาพประกอบ 4 ช่องขับถ่ายของเสียของพยาธิปลิงใส 
A-D =ภาพตัดตามยาวของรูขับถ่าย (T =body surface tegument, CD =collecting duct, 

CS =ciliated surface, EP =excretory pore)  
(ขนาด scale bar =20 µm) 

 
ที่มา: Konstanzova et al. (2016)  
 
2.1.3 ระบบสืบพันธุ์ 
พยาธิปลิงใสมีเพศรวม (hermaphrodite) สามารถผสมข้ามตัว (cross-fertilization) 

หรือผสมภายในตัวเดียวกัน (self-fertilization)ได้ ระบบสืบพันธุ์เพศผู้มีอัณฑะ (testis) ที่มีรูปไข่
หรือกลม มักอยู่บริเวณส่วนท้ายของลำตัว จำนวนไม่แน่นอนขึ้นกับชนิด เชื่อมต่อกับท่อนำอสุจิ 
(vas deferens) ที่มีการโป่งออกเป็นถุงผลิตน้ำเลี้ยงอสุจิ (seminal vesicle) แล้วนำไปสู่โคพูลาทอ
รี ออร์แกน ส่วนระบบสืบพันธุ์ของเพศเมียมีรังไข่ (ovary) 1 อัน และมักจะอยู่หน้าอัณฑะ รูปร่าง
อาจกลมเป็นรูปไข่หรือเป็นพู (lobulated) มีท่อนำไข่ (oviduct) ออกจากรังไข่และไปเปิดที่บริเวณอู
ไทป์ (ootype) โดยมีท่อจากบริเวณที่รับอสุจิ (seminal receptacle) และท่อวิเทลลีน (common 
vitelline duct) มาเปิดร่วมด้วย 

การผสมพันธุ์ อสุจิหรือสเปิร์ม (sperm) จะผ่านไปช่องคลอด (vagina) และถูกเก็บใน 
บริเวณที่รับอสุจิ โดยอสุจิจะถูกปล่อยออกมาผสมกับไข่บริเวณอูไทป์ จากนั้นไข่ที่ได้รับการผสมจะ
เข้าสู่มดลูก (uterus) และออกนอกตัวทางช่องเปิดของอวัยวะสืบพันธุ์ (genital pore หรือ uterine 
pore) (ชโลบล, 2555; วัชริยา, 2556)  
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2.2 วงชีวิตของพยาธิปลิงใส 
พยาธิปลิงใสต้องการเจ้าบ้านเพียงชนิดเดียว โดยมีรายละเอียดของทั้งสองสกุล ดังนี้ 
2.2.1 วงชีวิตของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
พยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ออกลูกเป็นไข่  โดยต่อมสร้างไข่แดง (vitelline 

gland) ซึ่งอยู่บริเวณใกล้อูไทป์ ท่ีจะให้สารอาหารกับไข่ รวมทั้งมีการสร้างเปลือก  แล้วส่งออกนอก
ตัวทางช่องเปิดของอวัยวะสืบพันธุ์ ท่ีอยู่ทางด้านท้องทางส่วนหน้าตัว หลังจากที่ไข่ออกมาจะถูก
ปล่อยลงสู่แหล่งน้ำ (ภาพประกอบ 5)  ไข่ฟักออกเป็นตัวอ่อนที่มีซีเลีย คือ ออนโคไมราซิเดียม ตัว
อ่อนระยะนี้จะมีจุดตา 2 คู่ (ภาพประกอบ 6) โดยตัวอ่อนจะหาเจ้าบ้านใหม่ให้ได้ภายใน 1 วันจึง
จะอยู่รอด โดยตัวอ่อนใช้โอพิสแฮพเตอร์ เกาะกับเจ้าบ้านและเจริญเป็นตัวเต็มวัย (วัชริยา, 2556) 
ความสามารถในการแพร่กระจายพันธุ์ของพยาธิปลิงใสสัมพันธ์กับคุณภาพของน้ำอันเนื่องมาจาก
การเปลี่ยนแปลงของฤดูกาล โดยมีการแพร่กระจายพันธุ์สูงสุดในช่วงฤดูหนาว และน้อยที่สุด
ในช่วงฤดูฝน เนื่องจาก ช่วงฤดูฝนเป็นช่วงมรสุม น้ำฝนที่ไหลหลากได้พัดพาดินตะกอน เกิด
ตกตะกอนแขวนลอยในน้ำมาก ส่งผลให้ตัวอ่อนไม่สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้จึงมีจำนวนลดลง  
(Modu et al., 2014)  

 

 

ภาพประกอบ 5 วงชีวิตของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 

a-b =ไข่ถูกปล่อยลงสู่พื้นด้านล่างของแหล่งน้ำ, c-f =ไข่ฟักเป็นตัวอ่อนที่มีซีเลีย,  
g-j =ตัวอ่อนเข้าหาเจ้าบ้านบริเวณเหงือก 

 
ที่มา: Olsen et al. (1962) 
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ภาพประกอบ 6 การพัฒนาของตัวอ่อนพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 

A =ตัวเต็มวัย, B =ตัวอ่อนที่พัฒนาเต็มที่, C =ตัวอ่อนที่ยังไม่มีซีเลีย, D-F =การเจริญของตัวอ่อน
ภายในไข่, G =ตัวอ่อนฟักจากไข่ (1 =อวัยวะส่วนหัว, 2 =จุดตา, 3 =คอหอย,  

4 =ลำไส้, 5 =อัณฑะ, 6 =ท่อนำอสุจิ, 7 = ช่องเปิดของอวัยวะสืบพันธุ์, 8 =รังไข่, 9 =ท่อนำไข่,  
10 = genitointestinal canel, 11 =ไข่ที่ยังไม่มีเยื่อหุ้ม (unembryonated egg), 12 =ช่องเปิดของ

อวัยวะสืบพันธุ์เพศหญิง, 13 =ต่อมสร้างไข่แดง, 14 = ท่อวิเทลลีน, 15 =โอพิสแฮพเตอร์, 
16 =สมอ, 17 =แท่งตามขวาง, 18 =มาร์จินอล ฮุค, 19-21 =ซีเลีย, 22 =ไข่ที่ไม่มีตัวอ่อน, 23 =ไข่

แดง, 24 =ตัวอ่อนที่กำลังเจริญเติบโต, 25 =เยื่อหุ้มตัวอ่อน) 
 

ที่มา: Olsen et al. (1962)  
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2.2.2 วงชีวิตของพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 
พยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ออกลูกเป็นตัว มีการพัฒนาตัวอ่อนในมดลูก ของ

ตัวเต็มวัย โดยในตัวเต็มวัยจะมีตัวอ่อนรุ่นที่ 1 อยู่ภายใน และในตัวอ่อนรุ่นที่ 1 ก็มีตัวอ่อนรุ่นที่ 2 
ส่วนในตัวอ่อนรุ่นที่ 2 ก็มีตัวอ่อนรุ่นที่ 3 อยู่ตามลำดับ ดังนั้นในตัวเต็มวัยจะมีตัวอ่อนแต่ละรุ่นถัด
ลงไปรวม 3 ตัว (ภาพประกอบ 7) (Bakke et al., 2007) ทำให้เกิดการแพร่กระจายพันธุ์ขึ้นอย่าง
รวดเร็ว เมื่อตัวอ่อนออกมาจากตัวแม่จะอาศัยอยู่กับเจ้าบ้านตัวเดิมต่อไป หรืออาจจะว่ายน้ำไปหา
เจ้าบ้านใหมไ่ด้  (ชโลบล, 2555)  

 

 
ภาพประกอบ 7 การพัฒนาตัวอ่อนของพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 

a =ตัวอ่อนที่เกิดใหม่ (newborn, first-born daughter และ second-born daughter) จะมีตัว
อ่อนรุ่นถัดเจริญอยู่ภายในมดลูก, b =สมอของตัวอ่อนรุ่นถัดไปมีการพัฒนาเกือบสมบูรณ์,  

c =มดลูกหดตัวหลังจากคลอด, d =ยังไม่มีการพัฒนาของตัวอ่อนภายในมดลูก, e =มีการพัฒนา
ของสมอ และ มาร์จินอล ฮุค, f =มีการพัฒนาของตัวอ่อนรุ่นถัดไปภายในมดลูก 

 
ที่มา: Bakke et al. (2007) 
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2.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 
รายละเอียดของปรสิต subclass Monopisthocotylea ที่มีรายงานพบในปลาทอง มี

ดังนี้ 
1. Order     Dactylogyridea 

Family      Dactylogyridea 
Genus     Dactylogyrus 

พยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ตัวเต็มวัยมีลำตัวยาว 0.2-1 มิลลิเมตร อวัยวะ
ส่วนหัวพัฒนาดี มีจุดตา 2  คู่ โอพิสแฮพเตอร์ประกอบด้วยสมอ 1 คู่ มีแท่งตามขวางยึดสมอทั้งคู่
ไว้ ปลายสมอโค้งงอ มีมาร์จินอลฮุค 14-16 อัน ซึ่งมีรูปร่างเหมือนกันแต่อาจมีขนาดแตกต่าง อาจ
พบสมอ และแท่งตามขวาง ด้านท้องที่มีขนาดเล็ก หรือเป็นเพียงร่องรอย อวัยวะส่วนหัวพัฒนาดี
อยู่ปลายสุดของพีนิส (penis) ลักษณะเป็นท่อมีรูปร่างแตกต่างกันในแต่ละชนิด อาจตรง โค้ง ขด
เป็นวง หรือเป็นเส้น มี แอคเซสเซอรี พีซ (accessory piece) มีช่องคลอดอยู่ทางด้านท้อง และมัก
พบทางด้านขวา  มีต่อมสร้างไข่แดงกระจายอยู่จำนวนมากตามความยาวของแขนงลำไส้  
(ภาพประกอบ 8 และ 10)  ส่วนประกอบสำคัญในการแยกชนิด ได้แก่ สมอ, มาร์จินอล ฮุค, แท่ง
ตามขวาง และโคพูลาทอรี ออร์แกน โดยมีวิธีการวัดส่วนประกอบสำคัญของสกุล Dactylogyrus 
ดังที่แสดงในภาพประกอบที่ 9 (ประไพสิริ, 2538; วัชริยา, 2556) 

 

 

ภาพประกอบ 8 พยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
 

ที่มา: ภาพถ่ายโดยนางสาวณิชาพัฒน์ โคตะมะ 
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ภาพประกอบ 9 การวัดส่วนประกอบสำคัญของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 

A =ส่วนของสมอ (1 =ความยาวทั้งหมด, 2 =ความยาวของ main body, 3 =ความยาวของ inner 
root, 4 =ความยาวของ outer root, 5 =ความยาวของ point), B =มาร์จินอล ฮุค (6 =ความยาว

ทั้งหมด), C =ดอซอล บาร์ (dorsal bar) (7 =ความยาวกึ่งกลาง, 8 =ความยาวทั้งหมด, 9 =ความ
กว้าง), D = โคพูลาทอรี ออร์แกน (14 =ความยาวทั้งหมด) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Simkova et al. (2007)  
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ภาพประกอบ 10 สัณฐานวิทยาของ D. intermedius ที่พบในปลาทอง (C. auratus) 
A =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, B และ C =opisthaptoral central hook complex, D 
และ E = โคพูลาทอรี ออร์แกน, F =มาร์จินอล ฮุค (ภาพ A ขนาด scale bar =100 µm, ภาพ B 

ขนาด scale bar =15 µm, ภาพC ขนาด scale bar =10 µm, ภาพD ขนาด scale bar =25 µm, 
ภาพ E ขนาด scale bar =15 µm และภาพ F ขนาด scale bar =15 µm) 

ที่มา: Ling et al. (2016) 
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2. Order     Gyrodactylidea 
Family     Gyrodactylidea 

Genus     Gyrodactylus 
พยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ตัวเต็มวัยมีขนาดประมาณ 0.3-1 มิลลิเมตร 

ปลายหน้าสุดของลำตัวแยกออกเป็น 2 แฉก ไม่มีจุดตา มีโอพิสแฮพเตอร์เป็นรูปถ้วย ตรงกลางมี
สมอใหญ่ 1 คู่ มี แท่งตามขวาง 2 อันยึดไว้ ตรงขอบมีมาร์จินอล ฮุค 16 อัน อวัยวะส่วนหัว 1 คู่ 
ออกลูกเป็นตัว มีรังไข่อยู่หน้าหรือหลังถุงอัณฑะ คอหอยแบ่งเป็น 2 ตอน ไม่มีต่อมสร้างไข่แดงหรือ
มีการพัฒนาน้อย (ภาพประกอบ 11 และ 13) ส่วนประกอบสำคัญในการแยกชนิด ได้แก่ สมอ, 
แท่งตามขวาง และ มาร์จินอล ฮุค โดยมีวิธีการวัดส่วนประกอบสำคัญของสกุล Gyrodactylus 
ดังที่แสดงในภาพประกอบท่ี 12 (ประไพสิริ, 2538; วัชริยา, 2556)  

 

 

ภาพประกอบ 11 พยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 

ที่มา: Bakke et al. (2007) 
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ภาพประกอบ 12 การวัดส่วนประกอบสำคัญของพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 

A =ส่วนของสมอ (1 =ความยาวของ main body, 2 =ความยาวของ shaft, 3 =ความยาวของ 
root, 4 =ความยาวของ point), B =มาร์จินอล ฮุค (5 =ความยาวของ sickle, 6 =ความยาวของ 
handle, 7 =ความยาวทั้งหมด) C =เวนทรัล บาร์ (ventral bar) (8 =ความกว้าง, 9 =ความยาว

ของเวนทรัล บาร์, 10 =ความยาวของเวนทรัล บาร์ เมมเบรน (ventral bar membrane)),  
D = ดอซอล บาร์ (dorsal bar) (11 =ความกว้าง, 12 =ความยาว), 

 

ที่มา: Ebrahimzadeh et al. (2012)  
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ภาพประกอบ 13 สัณฐานวิทยาของ G. kobayashii ที่พบในปลาทอง (C. auratus) 

a =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, b และ f =opisthaptoral central hook complex, 
c = โคพูลาทอรี ออร์แกน, d และ e =มาร์จินอล ฮุค (ภาพ a ขนาด scale bar =100 µm, ภาพ b 
ขนาด scale bar =20 µm, ภาพ c ขนาด scale bar =10 µm, ภาพ d ขนาด scale bar =5 µm, 

ภาพ e ขนาด scale bar =2 µm และภาพ f ขนาด scale bar =20 µm) 

ที่มา: Tu et al. (2015a)  
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4. พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใส 
4.1 พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 

พยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus มักเข้าเกาะเจ้าบ้านบริเวณเหงือก โดยใช้โอพิสแฮพ
เตอร์เกาะเข้าที่เบสเมนท์เมมเบรน (basement membrane) (ภาพประกอบ 14) (Dezfuli et al., 
2007) ทำให้เกิดการระคายเคืองที่เหงือก รวมถึงเกิดการฉีกขาดของเส้นเหงือก ส่งผลให้มีการเพิ่ม
จำนวนของเซลล์เยื่อบุผิว (epithelial hyperplasia) และเซลล์เยื่อบุผิวมีขนาดใหญ่ (hypertrophy) 
ข้ึน นอกจากนี้ยังพบภาวะเซลล์สลายตัว (cytolysis) และเซลล์ตาย (necrotic cell) รวมอยู่ด้วย ใน
ระดับความรุนแรงน้อยเกิดการบวมของไมโทคอนเดรีย รวมทั้งคริสต้ี เยื่อหุ้มไมโทคอนเดรีย กอลจิ 
คอมเพลกซ์และเอนโดพลาสมิก เรติคูลัมชนิดขรุขระเสื่อม  โดยหากเกิดในระดับความรุนแรงมาก
จะทำให้ออแกเนลล์ต่าง ๆ ในเซลล์สลายตัว รวมถึงนิวคลีโอลัส และโครมาทินที่อยู่ภายใน
นิวเคลียสด้วย (ภาพประกอบ 15 ) อีกทั้งทำให้กิ่งเหงือก (gill filament) แต่ละกิ่งเชื่อมรวมกัน
ตลอดความยาวของซี่เหงือก (gill arch) มีลักษณะคล้ายกระบอง (clubbed filament) จึงทำให้
เกิดภาวะเลือดค่ังในหลอดเลือด (hyperemia) ทั้งในหลอดเลือดฝอยในซี่เหงือกและหลอดเลือด
ของกิ่งเหงือก จากการเชื่อมรวมกันของกิ่งเหงือก ทำให้พื้นผิวในการแลกเปลี่ยนแก๊สลดลงและการ
ทำงานของซี่เหงือกในด้านการแลกเปลี่ยนแก๊สลดลงไปด้วย 

อาจพบเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ (inflammatory cell) กระจายไปทั่วบริเวณที่มี
การเพิ่มจำนวนของเซลล์ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต์ (lymphocyte) มาโครฟาจ 
(macrophage) และ ทรอมโบไซต์ (thrombocyte) นอกจากนี้ยังพบเซลล์อิโอซิโนฟิลลิก แกรนูลาร์ 
(eosinophilic granular cell) กระจายอยู่ด้วย อีกทั้งพบการเพิ่มจำนวนของเซลล์เมือก (goblet 
cell) (สมาน และคณะ, 2544)  
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ภาพประกอบ 14  พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
a =โอพิสแฮพเตอร์ของพยาธิปลิงใสเกาะบริเวณเหงือก (ลูกศรทึบ) ส่งผลให้เกิดการบวมบริเวณกิ่ง

เหงือก (ลูกศรโปร่ง) และมีเยื่อบุผิวตกค้างอยู่ใกล้กับพยาธิปลิงใส (ลูกศรสั้น),  
b =บริเวณที่มีการเชื่อมกันของกิ่งเหงือก(ลูกศรสั้น)และบริเวณปกติ (ลูกศรสั้น),  

c =แรงจากการยึดเกาะของโอพิสแฮพเตอร์ที่อยู่ใกล้กับบริเวณเบสเมนท์เมมเบรน (หัวลูกศร) ด้วย
สมอ(ลูกศร)ได้เจาะเข้าบริเวณเซลล์เหงือก, d =การยึดเกาะของโอพิสแฮพเตอร์ที่อยู่ใกล้กับบริเวณ 

เบสเมนท์เมมเบรน (หัวลูกศร)ทำให้ก่ิงเหงือกเกิดความเสียหาย (เครื่องหมายดอกจัน)  
หมายเหตุ: opisthatoral squamodisce เข้าจับ (ลูกศร) 

 
ที่มา: Dezfuli et al. (2007) 
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ภาพประกอบ 15 การเปลี่ยนแปลงของเซลล์จากการติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
A =การสลายตัวของคริสตี ้(หัวลูกศร) และเยื่อหุ้มไมโทคอนเดรีย (ลูกศร) (MI =ไมโทคอนเดรีย), 

B =การสลายตัวของเยื่อหุ้มนิวเคลียส (หัวลูกศร) และนิวเคลียส (N =นิวเคลียส) 

ที่มา: สมาน และคณะ (2544)  

4.2 พยาธิสภาพของปลาที่ติดพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 
พยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus มักเข้าเกาะเจ้าบ้านบริเวณผิวหนังและครีบ ส่งผล

ให้บริเวณที่มีพยาธิปลิงใสเกาะมีจำนวนเซลล์เยื่อบุผิวเพิ่มมากขึ้น (epidermal hyperplasia) และ
เกิดการผลิตเมือกจำนวนมาก มักไปบดบังเซลล์สี (chromophores) ทำให้ผิวดูซีดกว่าปกติ โดย
การติดพยาธิปลิงใสอย่างรุนแรงอาจทำให้ปลาเกิดแผลที่ผิวหนังชั้นนอก เนื่องจากสมอฝังลึกใน
เนื้อเยื่อปลา (Kabata, 1985) ซึ่งพยาธิปลิงใสจะเกาะติดและดูดกินอาหารที่บริเวณผิวหนังชั้นนอก 
ทำให้เกิดการผลิตเมือกเพิ่มมากขึ้น เมือกส่วนเกินจะรบกวนการทำงานของระบบทางเดินหายใจ
ของผิวหนัง (Ferguson, 1989) (ภาพประกอบ 16)  

 
 
 



  24 

 

ภาพประกอบ 16 ผิวหนังของปลาที่ถูกพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus เกาะ 

ที่มา: Cone &Odense (1984) 

5. การศึกษาทางอณูชีววิทยา 
การศึกษาทางด้านอณูชีววิทยาเพื่อใช้ในการระบุความแตกต่างและจัดจำแนกปรสิต เริ่ม

ขึ้นในปี ค.ศ. 1990 (Wilson, 1991) ซึ่งให้ข้อมูลที่แม่นยำกว่าการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เพียงอย่างเดียว ในปัจจุบันมีการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ nuclear ribosomal DNA 
(nrDNA) เพื่อมาประยุกต์ใช้ในการจัดจำแนกและวิเคราะห์สายวิวัฒนาการของปรสิตอย่าง
แพร่หลาย (Matejusova & Cunningham, 2004)  

Nuclear ribosomal DNA (nrDNA) คือ บริเวณที่จะถอดรหัสเป็น rRNA มีการจัดเรียงตัว
ของนิวคลีโอไทด์ซ้ำกัน เป็นชุด (repeat unit) ซึ่งแต่ละหน่วยซ้ำมีส่วนของ nontranscribed 
spacers (NTS) ค่ันกลางอยู่ โดยแต่ละหน่วยซ้ำมีส่วนที่ถูกถอดรหัสเป็นโปรตีน (coding region) 
ได้แก่ 18S, 5.8S และ 28S rDNA และส่วนที่ไม่ถูกถอดรหัส (non-coding region) ได้แก่ internal 
transcribed spacer 1 (ITS1) และ internal transcribed spacer 2 (ITS2) โดยการถอดรหัสจะ
ถูกถอดเริ่มจากส่วน external transcribed spacer (ETS), 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 28S 
rDNA ตามลำดับ (ภาพประกอบ 17) โดยบริเวณ ITS1 และ ITS2 จึงเป็นบริเวณที่มีอัตราการเกิด
วิวัฒนาการสูงกว่าเมื่อเทียบกับส่วนที่เป็นยีน ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการอนุรักษ์  จึงเหมาะแก่การ
นำมาใช้ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะในระดับสกุลและชนิด 
(Schlotterer et al., 1994)  

 



  25 

 

ภาพประกอบ 17 โครงสร้างของ rDNA และ pre-rRNA ของยูคาริโอต 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Brown et al. (1998)  

6. การระบุชนิดเชิงโมเลกุลของพยาธิปลิงใส 
การจำแนกชนิดของปรสิต สามารถทำได้โดยการศึกษาทางด้านสัณฐานวิทยา ซึ่งเป็น

การศึกษาโครงสร้างและรูปร่างของปรสิตแต่ละชนิด การเกิดโรคที่มีสาเหตุมาจากปรสิตนั้นความ
รุนแรงของโรคจะขึ้นอยู่กับชนิดและปริมาณของเชื้อ สำหรับการทดสอบความสามารถในการก่อ
โรคของปรสิตนั้นทำได้ค่อนข้างยาก เพราะส่วนใหญ่ยังไม่สามารถเพาะหรือเลี้ยงปรสิตในอาหาร
เลี้ยงเชื้อได้ ดังนั้นการนำเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้ จึงมีความสำคัญต่อการตรวจสอบหา
สาเหตุของการเกิดโรค เนื่องจากทำได้รวดเร็วและแม่นยำ (ปณรัตน์, 2552) ในปัจจุบันการระบุ
ชนิดของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาชนิดต่าง ๆ ได้มีการนำเทคนิคทางอณูชีววิทยามาประยุกต์ใช้
ร่วมกับการศึกษาทางสัณฐานวิทยา ดังนี้ 

Harris & Cable (2000)  เลือกใช้บริเวณ ITS1, ITS2 และยีน 5.8S เพื่อเป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอสำหรับการระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ท่ี
พบในปลามอลลี่ (Poecilia caucana) ร่วมกับข้อมูลทางสัณฐานวิทยา ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ P3(5’-CGCGAAGCTTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCAA-3’) 
และ ไพรเมอร์ P4 (5’GTCCGGATCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 1,023 คู่เบส จากนั้น Matejusová et al. (2001)  
เลือกใช้บริเวณ V4 ในยีน 18S, บริเวณ  ITS1 และ บริเวณ ITS2 เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
สำหรับการตรวจสอบชนิดของพยาธิปลิงใส สกุล Gyrodactylus ที่พบในปลา 5 วงศ์ โดยทดสอบ
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ด้ ว ย ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ่ พ อ ลิ เ ม อ เ ร ส  โ ด ย บ ริ เ ว ณ  V4 มี  forward primer คื อ V4F  
(5’-CTATTGGAGGGCAGTCT-3’) และ reverse primer คือ V4R(5’-TTTTCAGGCTTCAAGG-
3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 330 คู่เบส ส่วนบริเวณ 
ITS1 มี  forward primer คื อ ITS1A (5’-GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3’)  แ ล ะ  reverse 
primer คือ ITSR3A (5’GAGCCGAGTGATCCACC-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและ
ให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 420-930 คู่เบส และบริเวณ ITS2 มี forward primer คือ ITS4.5 
(5’-CATCGGTCTCTCGAACG-3’)และreverse primer คือ ITS2 (5’-TCCGCTTAGTGATATCC 
-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 420-520 คู่เบส ซึ่งทั้ง
สามบริเวณนี้เพียงพอการจำแนกชนิดของพยาธิปลิงใสในสกุล Gyrodactylus ต่อมา King & 
Cone (2009) ได้เลือกใช้บริเวณ ITS1 บริเวณ ITS2 และ ยีน 5.8S เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
สำหรับการระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด G. stephanus ที่พบใน
ปลามัมมิช็อก (Mummichong) ร่วมกับข้อมูลทางสัณฐานวิทยา ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เ ม อ เ ร ส  โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  ITS1 ( 5’ -TTTCCGTAGGTGAACCT-3’ )  แ ล ะ  ITS2 ( 5’ -
TCCTCCGCTTAGTGATA-3’), ITSR3A (5’-GAGCCGAGTG ATCCACC-3’) และ ITS4.5 (5’-
CATCGGTCTCTCGAACG-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาด
ประมาณ 1,011 คู่เบส หลังจากนั้น Collins et al. (2010)  ได้พัฒนาการตรวจสอบชนิดของ G. 
salaris ร่วมกับสกุล Gyrodactylus ชนิดอ่ืน ๆ ที่ ติดในปลาแซลมอน ด้วยวิธีการ real-time 
multiplex PCR โดยเลือกใช้บริเวณ ITS ในการตรวจสอบ ซึ่งในวิธีนี้ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่าง G. salaris ที่ก่อโรค และ G. thymalli  ที่ไม่ก่อโรคได้ แต่วิธีนี้สามารถใช้เป็นวิธีการวินิจฉัย
เบื้องต้นก่อนการวิเคราะห์เชิงลึกต่อไป ต่อมา Sharma & Agrawal (2011)  เลือกใช้ยีน 18S  ยีน 
5.8S และบริเวณ ITS1 เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับการระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณู
ชีววิทยาของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ที่พบในปลาน้ำจืดจากประเทศอินเดีย ทดสอบด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์S1(5’-ATTCCGATAACGAACGAGACT-3’) และH7 
(5’- GCTGCGTTCTTCCATCGATACTCG -3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอและให้
ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 1,000-1,500 คู่เบส ต่อมา Tu te al. (2015a) เลือกใช้ยีน 18S ยีน 
5.8S บริเวณ ITS1 และ บริเวณ ITS2 เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับการระบุชนิดด้วยเทคนิค
ทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด G. kobayashii ท่ีเกี่ยวข้องกับการตายของปลาทอง จาก
ภาคกลางของประเทศจีน ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ ITS-1A (5’-
GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3’) และ ไพรเมอร์ ITS-2 (5’-TCC TCCGCTTAGTGATA-3’) 
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พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 1,275 คู่เบส ต่อมา Tu et 
al. (2015b) เลือกใช้ยีน 18S ยีน 5.8S และ บริเวณ ITS1 เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับการ
ระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใสชนิด D. formosus ที่พบครั้งแรกในปลาทอง
ครั้งแรกจากภาคกลางของประเทศจีน ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ S1 
(5’- ATTCCGATAACGAACGAGACT -3’)  แ ล ะ ไ พ ร เม อ ร์  H7 (5’- GCTGCGTTCTTCCA 
TCGATACTCG -3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 
1,020 คู่เบส ต่อมา García et al. (2015) นำเทคนิคทางอณูชีววิทยาช่วยในการระบุชนิดพยาธิ
ปลิงใสสกุล Gyrodactylus ทั้ง 8 ชนิด เนื่องจากสัณฐานวิทยามีความใกล้เคียงกันมากในแต่ละ
ชนิด งานวิจัยนี้ได้เลือกใช้บริเวณ ITS1 บริเวณ ITS2 และยีน 5.8S ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เม อ เร ส โด ย ใ ช้ ไ พ ร์ เม อ ร์  ITS1 A (5 ’-GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG- 3 ’) , ITS2  (5 ’- 
TCCTCCGCTTAGTGATA-3’), ITS1 -fm (5 ’- TAGAGGAAGTACAAGTCG-3’) และ ITS2 -rm 
(5’-CGCTYGAATCGAGGTCAGGAC-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ท่ี
มีขนาดประมาณ 928-1054 คู่เบส เมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 และ บริเวณ 
ITS2 ของทั้ง 8 ชนิดแสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของลำดับนิวคลีไทด์ ซึ่งจัดได้ว่าเป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอที่มีประโยชน์และแม่นยำมาก ต่อมา Ling et al. (2016) เลือกใช้ยีน 18S  ยีน 5.8S และ 
บริเวณ ITS1 เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับการระบุชนิดด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยาของ
พยาธิปลิงใสชนิด D. vastator และ D. intermedius ในปลาทอง ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ S1 (5’- ATTCCGATAACGAACGAGACT -3’) และไพรเมอร์ H7 (5’- 
GCTGCGTTCTTCCATCGATACTCG -3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์
ที่มีขนาดประมาณ 1,035-1,049 คู่เบส ต่อมา Chaudhary et al. (2016) เลือกใช้ยีน 18S เพื่อเป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับอธิบายข้อมูลทางอณูชีววิทยาของ Diaphorocleidus armillatus ที่พบ
ในปลา black tetra จากประเทศอินเดีย ทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ 
worm A ( 5’ -GCGAATGGCTCATTAAATCAG-3’ )  แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร์  1270R ( 5’ -
CCGTCAATTCCTTTAAGT-3’) และทดสอบด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสครั้งที่สอง โดยใช้ไพร
เมอร์  930F (5’-GCATGGAATAATGGAATAGG-3’) และ Worm B (5’-CTTGTTACGACTTTT 
ACTTCC-3’) พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 1,800 คู่เบส 
หลังจากนั้น Chaudhary et al. (2016) ได้ตรวจสอบชนิดของพยาธิปลิงใสที่ถูกนำเข้ามายัง
ประเทศออสเตรเลีย ด้วยวิธีการ nested PCR  เลือกใช้ยีน 18S เพื่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ ใน
ปฏิกิริยาประกอบด้วยไพรเมอร์ Worm A (5’- GCGAATGGCTCATTAAATCAG-3’) and Worm 
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B (5’- CTTGTTACGACTTTTACTTCC-3’), 1270R (5’-CCGTCAATTCCTTTAAGT- 3 ’) และ 
930F (5 ’-GCATGGAATAATGGAATAGG-3’) พบว่าสามารถเพิ่ มปริมาณ ดีเอ็นเอและให้
ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 1,035-1768 คู่เบส  อีกทั้งยังตรวจสอบด้วยวิธีการ simplex PCR 
กับแต่ละสกุล โดยในการตรวจสอบใช้ไพรเมอร์ Dact A (5’- GGTGAACCTGCGGAAGGATC -
3’) และDact B (5’- AGCCGAGTGATCCAGCAC -3’) มีเป้าหมายที่ยีนและบริเวณ 18S และ 
ITS1 ของสกุล Dactylogyrus พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาด
ประมาณ 366-588 คู่เบส  และไพรเมอร์ ITS4.5 (5’- CATCGGTCTCTCGAACG -3’) และ ไพร
เม อ ร์  ITS 2 (5’- TCCTCCGCTTAGTGATA -3’ )  มี เป้ า ห ม า ย บ ริ เ ว ณ  ITS2 ข อ ง ส กุ ล 
Gyrodactylus พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 464-500 คู่
เบส ต่อมา Garcia et al. (2019)  อธิบายข้อมูลชนิดใหม่ของสกุล Gyrodactylus ด้วยข้อมูลทาง
สัณฐานวิทยาและทางอณูชีววิทยา งานวิจัยนี้ได้เลือกใช้ยีนและบริเวณ ITS1, ITS2 และ ยีน 5.8S 
ท ด ส อ บ ด้ ว ย ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ่ พ อ ลิ เ ม อ เ ร ส โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์   ITS1fm ( 5’ -
TAGAGGAAGTACAAGTCG-3’) , ITS2rm (5’-CGCTYGAATCGAGGTCAGGAC-3’) , ITS4.5 
(5’-CATCGGTCTCTCGAACG-3’) และ  ITSR3A (5’-GAGCCGAGTGATCCACC-3’) พ บ ว่ า
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและให้ผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 900-1054 คู่เบส 

 
 
 
 



 

บทท่ี 3  
วิธีดำเนินการวิจัย 

วิธีการวิจัย 
1. การขออนุญาตใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ 

งานวิจัยที่ เกี่ยวข้องกับการใช้สัตว์ทดลองทางวิทยาศาสตร์  ต้องมีการพิจารณา
ขั้นตอนและวิธีการทดลองในสัตว์ รวมไปถึงวิธีการการุณยฆาต โดยผู้วิจัยได้ทำการขออนุญาตต่อ
คณะกรรมการกำกับดูแลการดำเนินการต่อสัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลัยศรีนคริน 
ทรวิโรฒ โดยได้เลขที่ขออนุญาตใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ SWU-A-024-2562 

2. การเก็บตัวอย่างปลาทอง 
สุ่มเก็บตัวอย่างปลาทอง (C. auratus) โดยทำการสุ่มอย่างง่าย (simple random 

sampling) (Tizie et al., 2014) จากบ่อดินในฟาร์มปลาทอง จังหวัดราชบุรี 10 ฟาร์ม จำนวน
ฟาร์มละ 30 ตัวอย่าง ปลาทั้งหมด 300 ตัว นำตัวอย่างปลาที่มีชีวิตมายังห้องปฏิบัติการ จากนั้น
ทำการถ่ายภาพและวัดขนาดของตัวปลาเพื่อทำการจดบันทึก 

3. การตรวจหาพยาธิปลิงใสในตัวอย่างปลาทอง 
สลบปลาด้วยน้ำมันกานพลู ตามวิธีการของ Javaheri et al. (2012) จากนั้ น

ตรวจสอบตัวอย่างปลาที่เหงือกและผิวหนังลำตัว ตามวิธีของ Noga (2010) โดยใช้กระจกปิด
สไลด์ขูดเมือกที่ลำตัวปลา จากนั้นนำตัวอย่างเมือกเกลี่ยลงบนสไลด์ที่มีหยดน้ำแล้วปิดด้วยกระจก
ปิดสไลด์ ตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (compound 
microscope) สำหรับการตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสที่บริเวณเหงือกดำเนินการโดยใช้กรรไกร
ตัดซี่เหงือก และตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo 
microscope) ทำการจดบันทึกจำนวนและถ่ายภาพพยาธิปลิงใสที่พบ 

แยกตัวอย่างพยาธิปลิงใสเพื่อทำการศึกษาด้านสัณฐานวิทยา ส่วนการศึกษาอณู
ชีววิทยา ตัวอย่างพยาธิปลิงใสจะเก็บรักษาในหลอดเก็บตัวอย่าง ทำการคงสภาพตัวอย่างด้วย
แอลกอฮอล ์95% รักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

4. การศึกษาทางสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใส 
ศึกษาเบื้องต้นด้วยการทำสไลด์สด (wet  mount) เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาเบื้องต้น จากนั้นศึกษาตามวิธีของ Wong et al. (2016) โดยการหยด 10% SDS ลงบนสไลด์
ที่มีตัวอย่างพยาธิปลิงใส จำนวน 1-2 หยด ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นใช้น้ำยาทาเล็บแบบใส
ทาบริเวณขอบของแผ่นปิดสไลด์ รอประมาณ 5-10 นาที เพื่อย่อยสลายเนื้อเยื่อรอบลำตัวของ
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พยาธิปลิงใส แล้วคงไว้เฉพาะ โคพูลาทอรี ออร์แกน, สมอ, แท่งตามขวาง และมาร์จินอล ฮุค 
จากนั้นทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพื่อจัดจำแนกตามรูปวิธานของ Yamaguti (1963) 
ร่วมกับประไพสิริ (2538) โดยในสกุล Dactylogyrus ทำการวัดขนาดลำตัว, สมอ, แท่งตามขวาง 
และมาร์จินอล ฮุค ส่วนสกุล Gyrodactylus ทำการวัดขนาดลำตัว, สมอ, ดอซอล บาร์, เวนทรัล 
บาร์ และมาร์จินอล ฮุค 

5. การศึกษาทางอณูชีววิทยาของพยาธิปลิงใส 
5.1 การเตรียมตัวอย่างพยาธิ 
ในการศึกษาทางอณูชีววิทยาจำเป็นต้องมีพยาธิปลิงใสที่จะทำการศึกษา และ

ตัวอย่างพยาธิอ่ืนที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงเพื่อนำมาทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์  โดยมี
การเตรียมตัวอย่างพยาธิดังต่อไปนี้ 

ตัวอย่างพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus และปรสิตอ่ืนๆ ที่พบในปลาทอง เช่น 
Argulus foliaceus และ Trichodina sp.  สามารถเตรียมตัวอย่างได้จากบริเวณผิวหนัง ในขณะที่
พ ยาธิป ลิ งใสสกุล  Dactylogyrus และป รสิต อ่ืน ๆ  ที่ พ บ ใน ป ลาท อง เช่น  Centrocestus 
formosanus เก็บตัวอย่างจากบริเวณซี่เหงือก ตามวิธีของ Noga (2010) 

5.2 การระบุชนิดเชิงโมเลกุลของพยาธิปลิงใส 
1. สกัดดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสจากตัวอย่างที่เตรียมไว้ตามคู่มือของชุดสกัด GF-1 

tissue DNA extraction kit (Vivantis company, Malaysia) จากนั้นตรวจวัดปริมาณความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอและปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้ได้เท่ากันที่ความเข้มข้น 2.2 ng/ul แล้วจึงเก็บ
รักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2. ยืนยันชนิดของพยาธิปลิงใส โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในยีน 18S บริเวณ ITS1
และบริเวณ ITS2 เนื่องจากเป็นบริเวณที่ประกอบด้วยทั้งบริเวณอนุรักษ์และบริเวณที่มีความ
หลากหลายในแต่ละสปีชีส์ (Bakke et al., 2007; Simkova et al., 2014) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส  

2.1 การยืนยันชนิดของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus เลือกยีน 18S และ 
บ ริ เวณ  ITS1 โด ย  forward primer คื อ  S1 (5’- ATTCCGATAACGAACGAGACT -3’) แ ล ะ 
reverse primer คื อ  H7 (5’- GCTGCGTTCTTCCATCGATACTCG -3’)  (Sinnappah et al. , 
2001; Sharma, Agrawal, & Kumar, 2011; Ling et al., 2016 ) ซึ่งจะได้ผลิตภัณฑ์ที่ควาดหวัง
ขนาดประมาณ 1,300 คู่เบส  

2.2 การยืนยันชนิดของพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus เลือกบริเวณ ITS2 โดย 
forward primer คือ ITS4.5 (5’-CATCGGTCTCTCGAACG-3’) และ reverse primer คือ ITS2 
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(5’-TCCTCCGCTTAGTGATA-3’) ซึ่งจะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีคาดหวังขนาดประมาณ 420-520 คู่เบส 
(Matejusova et al., 2001; Trujillo et al., 2018)  

3. ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย 1% อะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟรีซิส ใน TBE Buffer จากนั้นส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 1st BASE 
Company (Malaysia) 

4. นำลำดับนิวคลีโอไทด์มาปรับตัด (trim) ให้มีความถูกต้องสำหรับใช้ในการ
เปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เพื่อยืนยันชนิดของ
ตัวอย่างพยาธิปลิงใสที่ใช้ในการศึกษา 

5. นำลำดับนิวคลีโอไทด์มาจัดทำแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการโดยใช้ maximum 
likelihood โดยกำหนดค่า bootstrap จำนวน 10,000 รอบ ซึ่งพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
เปรียบเทียบโดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 18S และ บริเวณ ITS1 จากไพร์เมอร์ S1 และ H7 
(Sinnappah et al., 2001; Sharma, Agrawal, & Kumar, 2011; Ling et al., 2016 ) ส่วนพยาธิ
ปลิงใสสกุล Gyrodactylus เปรียบเทียบโดยใช้ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 จากไพรเมอร์ 
ITS4.5 แล ะ  ITS2 (Matejusova et al., 2001; Trujillo et al., 2018) ด้ วย โป รแ ก รม  MEGA-X 

(Kumar et al., 2008) เพื่อยืนยันการระบุชนิดของพยาธิปลิงใสในแต่ละสกุล 
5.3 การออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และ

สกุล Gyrodactylus 
ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะในระดับสกุลของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 2 

สกุล คือ Dactylogyrus และ Gyrodactylus โดยออกแบบจากการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS1 จาก Genbank database ของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทองประกอบด้วย D. 
anchoratus (AJ490161) , D.  baueri (MF356248) , D.  dulkeiti (KX369217) , D.  formosus 
(AJ564135), D. intermedius (KC876017), D. vastator (KY201104), G. guryeli (KC922453) 
และ G. kobayashii (KJ524572) พร้อมทั้งพยาธิชนิดอ่ืนที่มีการติดร่วมกันในปลาทอง เช่น A. 
foliaceus (JQ740818), Ce. formosanus (KY075664), Trichodina sp. (HQ407392) รวมถึง
ปลาทอง (MH362747) เพื่อหาบริเวณที่มีความจำเพาะของพยาธิปลิงใสในแต่ละสกุลสำหรับ
ออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม MEGA-X (Kumar et al., 2008) โดยไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มี
ลำดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้  

1. ไ พ ร เม อ ร์ ที่ จ ำ เพ า ะ ต่ อ ส กุ ล  Dactylogyrus มี  forward primer คื อ  5’- 
TCACCTATGGTACAGAAATG -3’ และ reverse primer คือ 5’- GCACAAACAGGACTCAC -
3’ ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จะมีขนาดประมาณ 223 คู่เบส  
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2.  ไ พ ร เม อ ร์ ที่ จ ำ เพ า ะ ต่ อ ส กุ ล  Gyrodactylus มี  forward primer คื อ  5’- 
CGTGCTAAAATGGTAATGGC-3’และreverse primer คือ 5- TGGAACTCCAACGAACCAC 
T-3’ ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จะมีขนาดประมาณ 117 คู่เบส (ภาพประกอบ 18)  

จากนั้นนำไพรเมอร์ที่ออกแบบมาตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอร์ เช่น อุณหภูมิใน
ขั้น annealing, อัตราส่วนระหว่างเบส G และC, การจับกันเองของไพรเมอร์   โดยใช้ Oligo 
Analyzer 3.1 (Miles, 2017)  

 

 
ภาพประกอบ 18  ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์จำเพาะต่อพยาธิปลิงใสในปลาทอง 2 สกุล จาก
ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 1 จำเพาะต่อสกุล Dactylogyrus (กรอบสีดำ)และจำเพาะต่อสกุล 

Gyrodactylus (กรอบสีแดง)  
 

5.4 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมของไพรเมอร์จำเพาะในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของคู่ไพรเมอร์จำเพาะของพยาธิปลิง

ใสแต่ละสกุล เพื่อให้มีสภาวะที่เหมาะสมที่สุดสำหรับการทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ซึ่งเป็นการ
ทดสอบ optimal anneling temperature โดยการทำ gradient PCR โดยการปรับอุณหภูมิในขั้น 
annealing ให้มีความแตกต่างกัน ต้ังแต่ 45-55 องศาเซลเซียส ดังนี้ 45, 45.7, 46.9, 48.8, 51.2, 
53.1, 54.3 และ 55 องศาเซลเซียส โดยมี deionized water เป็น negative control 

5.5 การทดสอบความจำเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ของไพร
เมอร์ 

1. ทำการทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์แต่ละคูต่่อพยาธิปลิงใสท่ีพบในปลาทอง
ที่พบจากการศึกษา ได้แก่  D. anchoratus, D. formosus, D. intermedius, D. vastator, G. 
gurleyi และG. kobayashii อีกทั้งทดสอบกับพยาธิชนิดอ่ืนที่มีการติดร่วมกันในปลาทอง เช่น A. 
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foliaceus, C. Formosanus, Trichodina sp. รวมถึงทดสอบกับเนื้อเยื่อของปลาทอง โดยมี  
deionized water เป็น negative control  

2. ทำการทดสอบความไวของไพรเมอร์ เพื่อหาความเข้มข้นที่ต่ำที่สุดที่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยทำการเจือจางดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใสครั้งละ 2 เท่า (two-fold 
serial dilutions) ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 2.2 - 4.2×10-3 ng/ul  

5.6 การพัฒนา multiplex PCR เพื่อการตรวจสอบพยาธิปลิงใส 
การทำงานร่วมกันของคู่ไพรเมอร์จำเพาะจากพยาธิปลิงใสทั้งสองสกุลในหนึ่ง

ปฏิกิริยา ต้องมีการทดสอบสภาวะที่เหมาะสม ความจำเพาะ และความไวของคู่ไพรเมอร์ ดังนี้ 
1. ทดสอบ optimal anneling temperature โดยการทำ gradient PCR โดยการปรับ

อุณหภูมิในขั้น annealing ให้มีความแตกต่างกัน ต้ังแต่ 45-55 องศาเซลเซียส ดังนี้ 45, 45.7, 
46.9, 48.8, 51.2, 53.1, 54.3 และ55 องศาเซลเซียส เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมของการเข้าทำ
ปฏิกิริยาของไพรเมอร์และดีเอ็นเอแม่แบบ โดยมี deionized water เป็น negative control  

2. ทำการทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง โดย
การทดสอบกับพยาธิชนิดอ่ืนที่มีการติดร่วมกันในปลาทอง เช่น Trichodina sp., A. foliaceus, C. 
formosanus รวมถึงทดสอบเนื้อเยื่อของปลาทอง โดยมี deionized water เป็น negative control  

3. ทำการทดสอบความไวในการตรวจสอบพยาธิปลิงใสของไพรเมอร์ โดยการใช้ดี
เอ็นเอของพยาธิปลิงใสในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน เพื่อหาความเข้มข้นต่ำที่สุดของดีเอ็นเอ โดย
เจือจางครั้งละ 2 เท่า (two-fold serial dilutions) ได้ความเข้มข้นต้ังแต่ 2.2 -4.2×10-3 ng/ul โดยมี 
deionized water เป็น negative control 

5.7 การตรวจสอบการติด (detection) ของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
และ Gyrodactylus ในตัวอย่างปลาทองจากสภาพธรรมชาติ 

ตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสในปลาทองจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและไพร
เมอร์ที่มีความจำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และ Gyrodactylus โดยทำการขูด
เมือกบริเวณลำตัวและครีบ รวมถึงตัดบริเวณเหงือกปลาทอง เพื่อนำมาตรวจสอบการติดพยาธิ
ปลิงใสภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ จากนั้นทำการเก็บตัวอย่างเมือกและเหงือกปลาที่พบ
การติดพยาธิปลิงใส บริเวณละ 10 ตัวอย่าง นำตัวอย่างทั้งหมดมาสกัดและเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมด้วยไพรเมอร์จำเพาะด้วยวิธี multiplex PCR ที่ได้มีการปรับสภาวะที่เหมาะสมตามที่ได้
ระบุไว้ในหัวข้อก่อนหน้านี ้
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7. การศึกษาค่าความชุก  
การวิเคราะห์ค่าความชุกของพยาธิปลิงใส ทำได้โดยการนำจำนวนพยาธิปลิงใสที่นับ

ได้มาคำนวณหาค่าความชุก ตามวิธีของ Margolis et al. (1982)  
 

 
 
 

ค่าความชุก (%) =
จำนวนปลาทองที่พบพยาธิปลิงใส (ตัว)

จำนวนปลาทองที่ตรวจทั้งหมด (ตัว)
 × 100 x 100 



 

บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

4.1 ค่าความชุกของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง ในฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาจังหวัดราชบุรี 
4.1.1 ข้อมูลฟาร์มปลาที่ทำการเก็บตัวอย่าง 

จากการสุ่มเก็บตัวอย่างปลาทองจากฟาร์มปลาทอง ในจังหวัดราชบุรี 10 ฟาร์ม โดย
ทำการสุ่มอย่างง่าย (simple random sampling) จากฟาร์มปลาทองในจังหวัดราชบุรีที่มีการ
เพาะเลี้ยงโดยใช้บ่อดิน จำนวนฟาร์มละ 30 ตัวอย่าง รวมปลาทั้งหมด 300 ตัว ซึ่งมีรายละเอียด 
ดังนี้ 

ตาราง 1 ข้อมูลฟาร์มปลาทองในจังหวัดราชบุรีท่ีทำการเก็บตัวอย่าง 

ลำดับที ่ ชื่อฟาร์ม ที่อยู่ 
1 
 

เอกวัฒน์นันทกุล  
ฟาร์มปลาทอง 

ซอย 16 หมู่ 17 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 

2 ผึ้งหลวงฟาร์ม เลขที่ 33/1 หมู่ 8 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
3 นิวยอร์กฟาร์ม เลขที่ 49/3 หมู่ 6 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
4 สมานฟาร์ม เลขที่ 73/5 หมู่ 5 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
5 น้อยฟาร์ม เลขที่ 33 หมู่ 8 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
6 ธนภัทรฟาร์ม เลขที่ 73 หมู่ 5 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
7 สิทธิกรฟาร์ม 33/2 หมู่ 5 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
8 คำมีฟาร์ม 17/1 หมู่7 ต.ท่าผ่า อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
9 รุ่งมณีชาฟาร์ม เลขที่ 25/9 ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
10 มณฑาฟาร์มปลาทอง เลขที่ 167/2 หมู่ 4 หมู่บ้านข้างคลอง  

ต.ปากแรต อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 70110 
 

4.1.2 ค่าความชุกเฉลี่ยรวมของการติดพยาธิปลิงใส 
จากการสุ่มตัวอย่างปลาทองรวมทั้งสิ้น 300 ตัว จากฟาร์มเพาะเลี้ยงปลาทอง 

จังหวัดราชบุรีทั้งหมด 10 ฟาร์ม โดยตัวอย่างปลาทองมีความยาวเหยียด (total length) และความ
กว้าง 4.7-9.8 (6.73±1.10) เซนติเมตร และ 2.0-4.0 (2.69±0.41) เซนติเมตร ตามลำดับ พบการ
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ติดพยาธิปลิงใสบริเวณผิวหนังและเหงือกของปลา รวมทั้งสิ้น 2 สกุล ได้แก่ Dactylogyrus และ
Gyrodactylus โดยค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และ Gyrodactylus 
เท่ากับร้อยละ 37.67 (113/300) และ 1.00 (3/300) ตามลำดับ ค่าความชุกของการติดพยาธิปลิง
ใสทั้งสองสกุล (co-infection) เท่ากับร้อยละ 9.67 (29/300)  

ตาราง 2 ค่าความชุกของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทอง 

พยาธิปลิงใส 
(สกุล) 

จำนวนปลา
ทองที่ติด 

(ตัว) 

จำนวนพยาธิ
ที่พบทั้งหมด 

(ตัว) 

ค่าความชุก 

Dactylogyrus 113 4040 37.67 
Gyrodactylus 3 537 1.00 
Co-infection 29 - 9.67 

 

4.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพยาธิปลิงใส 
4.2.1 Dactylogyrus vastator 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ลำตัวมีลักษณะบางใส ขนาดความยาวเฉลี่ย 746.29-1260.43 (956.69±198.06)  
ไมโครเมตร บริเวณส่วนหัวมีจุดตา 2 คู่ ถัดลงมาเป็นคอหอยที่มีลักษณะกลมพัฒนาดี ลำไส้แยก
เป็นสองแขนงยาวขนานกับความยาวลำตัว มีโคพูลาทอรี ออร์แกน ลักษณะเรียว โดยปลายด้าน
หนึ่งเป็นแผ่นทึบ ส่วนปลายอีกด้านคล้ายกล้ามปู มีขนาด 42.40-61.98 (51.42±6.23) ไมโครเมตร  
ส่วนท้ายของลำตัวเป็นบริเวณของ opisthaptor มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 40.59-46.67 (41.90±2.15) 
ไมโครเมตร ความยาวของ main body เท่ากับ 42.99-49.52 (45.35±2.26) ไมโครเมตร ความยาว
ของ inner root เท่ากับ 14.264-20.79 (17.20±2.03) ไมโครเมตร ความยาวของ outer root 
เท่ากับ 10.09-13.20 (11.41±1.24) ไมโครเมตร ซึ่งปลายของ inner root และ outer root เสมอกัน 
ความยาวของ point เท่ากับ 5.23-8.482 (6.44±1.27) ไมโครเมตร โดยมีแท่งตามขวาง  1 อัน
ลักษณะเว้าเล็กน้อยบริเวณตรงกลางทำหน้าที่ยึดสมอไว้ มีความยาว 7.13-10.07 (8.58±0.93) 
ไมโครเมตร ความกว้าง เท่ากับ 36.64-41.64 (38.71±1.98) ไมโครเมตร ความยาวกึ่งกลาง เท่ากับ 
5.03-7.33 (6.27±0.71) ไมโครเมตร มีมาร์จินอล ฮุค14 อันอยู่รอบโอพิสแฮพเตอร์ ความยาว 
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34.78-40.78 (36.97±2.36) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 19) โดยมีข้อมูลเปรียบเทียบกับการศึกษา
อ่ืน ดังตารางที่ 3 

ตาราง 3  ตารางเปรียบเทียบการศึกษาสัณฐานวิทยาของ D. vastator 

เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Gussev 
(1985)  

Ogawa 
(1979) 

Borisov et 
al. (2013) 

Ling et al. 
(2016) 

ลำตัว 746.29-
1260.43 

- 445.00-
1155.00 

- 576.92-
1076.92 

โคพูลาทอรี 
ออร์แกน 

42.40-
61.98 

40.00-
69.00 

- 31.00-
49.00 

37.97-
45.30 

สมอ 
ความยาว 

 
main body 

 
inner root 

 
outer root 

 
point 

 
40.59-
46.67 
42.99-
49.52 

14.264-
20.79 
10.09-
13.20 

5.23-8.482 

 
36.00-
45.00 
49.00-
65.00 
16.00-
25.00 

9.00-15.00 
34.00-
40.00 

 
37.00-
44.00 
40.00-
45.00 
17.00-
21.00 
10.00-
12.00 

4.00-6.50 

 
35.00-
45.00 
46.00-
55.00 
13.00-
27.00 

5.00-13.00 
33.00-
36.00 

 
30.41-
36.26 
30.34-
35.92 
15.93-
20.05 

9.34-12.38 
13.19-
16.96 

แท่งตามขวาง 
ความยาว 
ความกว้าง 

 
ความยาว
กึ่งกลาง 

 
7.13-10.07 

36.64-
41.64 

5.03-7.33 

 
5.00-9.00 

35.00-
44.00 

- 

 
- 

31.00-
39.00 

- 

 
5.00-9.00 

31.00-
39.00 

- 
 

 
6.54-9.66 

32.97-
42.11 

5.38-8.24 

มาร์จินอล ฮุค 
   ความยาว 

 
34.78-
40.78 

 
25.00-
45.00 

 
25.00-
40.00 

 
24.00-
36.00 

 
30.22-
36.84 
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ภาพประกอบ 19 ลักษณะทั่วไปของ Dactylogyrus vastator 

ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, ข =โคพูลาทอรี ออร์แกน,  
และค =โอพิสแฮพเตอร์ (ภาพ ก ขนาด scale bar =200 µm  

และภาพ ข และ ค ขนาด scale bar =50 µm) 
 
4.2.2 Dactylogyrus intermidius 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ลำตัวมีลักษณะบางใส ขนาดความยาวเฉลี่ย 483.95-788.99 (637.61±112.55)  
ไมโครเมตร บริเวณส่วนหัวมีจุดตา 2 คู่ ถัดลงมาเป็นคอหอยที่มีลักษณะกลมพัฒนาดี ลำไส้แยก
เป็นสองแขนงยาวขนานกับความยาวลำตัว มีโคพูลาทอรี ออร์แกน มีลักษณะเรียว โดยปลายด้าน
หนึ่งเป็นแผ่นคล้ายวงรี ส่วนปลายอีกด้านเป็น 2 แฉก มีขนาด 45.81-58.28 (52.93±3.81) 
ไมโครเมตร  ส่วนท้ายของลำตัวเป็นบริเวณของโอพิสแฮพเตอร์ มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 24.93-29.86 
(27.52±1.62) ไมโครเมตร ความยาวของ main body เท่ ากับ  22.37-26.89 (24.06±1.46) 
ไมโครเมตร ความยาวของ inner root เท่ากับ 10.78-14.77 (13.46±1.51) ไมโครเมตร ความยาว
ของ outer root เท่ากับ 3.94-7.27 (5.66±1.25) ไมโครเมตร ซึ่งปลายของ inner root ยาวกว่า
outer root ความยาวของ point เท่ากับ 6.95-12.44 (9.42±2.07) ไมโครเมตร มีแท่งตามขวาง 1 
อันลักษณะเว้าเล็กน้อยบริเวณ ตรงกลางทำหน้าที่ยึดสมอไว้  โดยมีความยาว 4.54-6.73 
(5.70±0.68) ไมโครเมตร ความกว้าง เท่ากับ 25.90-28.56 (27.29±1.02) ไมโครเมตร ความยาว
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กึ่งกลาง เท่ากับ 2.27-4.40 (3.37±0.66) ไมโครเมตร มีมาร์จินอล ฮุค 14 อันอยู่รอบโอพิสแฮพ
เตอร์ ความยาว 25.90-32.56 (29.35±2.37) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 20) โดยมีข้อมูล
เปรียบเทียบกับการศึกษาอ่ืน ดังตารางที่ 4 

ตาราง 4 ตารางเปรียบเทียบการศึกษาสัณฐานวิทยาของ D. intermedius 

เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Ogawa 
(1979) 

Gussev 
(1985)  

Borisov et al. 
(2013) 

Ling et al. 
(2016) 

ลำตัว 483.95-
788.99 

375.00-
1380.00 

- - 388.46-
800.00 

โคพูลาทอรี 
ออร์แกน 

45.81-
58.28 

- 33.00-
60.00 

20.00-42.00 32.79-42.73 

สมอ 
ความยาว 

 
main body 

 
inner root 

 
outer root 

point 

 
24.93-
29.86 
22.37-
26.89 
10.78-
14.77 

3.94-7.27 
6.95-12.44 

 
23.00-
30.00 
22.00-
28.00 
12.00-
17.00 

4.50-6.00 
7.00-11.00 

 
23.00-
31.00 
23.00-
31.00 

9.00-15.00 
3.00-5.00 
7.00-11.00 

 
16.00-25.00 
18.00-28.00 
9.00-14.00 
2.00-6.00 

11.00-17.00 
 
- 
- 

 
21.28-28.97 
19.26-28.32 
11.72-15.29 

3.85-6.76 
8.70-12.45 

แท่งตามขวาง 
ความยาว 
ความกว้าง 

 
ความยาว
กึ่งกลาง 

 
4.54-6.73 

25.90-
28.56 

2.27-4.40 

 
- 

3.00-29.00 
 
- 

 
3.00-4.00 

23.00-
30.00 

- 

 
2.00-3.00 

14.00-24.00 
 
- 

 
4.13-6.98 

22.67-30.00 
 

2.64-4.58 

มาร์จินอล ฮุค 
ความยาว 

 
25.90-
32.56 

 
21.00-
43.00 

 
15.00-
37.00 

 
17.00-27.00 

 
19.83-32.23 
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ภาพประกอบ 20 ลักษณะทั่วไปของ Dactylogyrus intermedius 

ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, ข =โคพูลาทอรี ออร์แกน,  
และค =โอพิสแฮพเตอร์ (ภาพ ก ขนาด scale bar =100 µm  

และภาพ ข และ ค ขนาด scale bar =50 µm) 
 

4.2.3 Dactylogyrus formosus 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ลำตัวมีลักษณะบางใส ขนาดความยาวเฉลี่ย  295.46-428.57 (362.01±94.13)  
ไมโครเมตร บริเวณส่วนหัวมีจุดตา 2 คู่ ถัดลงมาเป็นคอหอยที่มีลักษณะกลมพัฒนาดี ลำไส้แยก
เป็นสองแขนงยาวขนานกับความยาวลำตัว มโีคพูลาทอรี ออร์แกน รูปร่างค่อนข้างรี โดยปลายด้าน
หนึ่งลักษณะเป็นแผ่น ส่วนปลายอีกด้านลักษณะเป็นแฉก มีขนาด 27.27-30.51 (28.89±2.29) 
ไมโครเมตร  ส่วนท้ายของลำตัวเป็นบริเวณของโอพิสแฮพเตอร์ มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 57.65-59.09 
(58.37±1.02) ไมโครเมตร ความยาวของ main body เท่ ากับ  36.36-39.48 (37.92±2.20) 
ไมโครเมตร ความยาวของ inner root เท่ากับ 29.38-31.82 (30.60±1.73) ไมโครเมตร ความยาว
ของ outer root เท่ากับ 1.14-1.46 (1.30±0.23) ไมโครเมตร ซึ่ง outer root สั้นกว่า inner root 
มาก ความยาวของ point เท่ากับ 18.18-18.25 (18.22±0.05) ไมโครเมตร มีแท่งตามขวาง 1 อัน
ลักษณะโค้งตรงกลางเล็กน้อยทำหน้าที่ยึดสมอไว้ โดยมีความยาว 4.98-6.44 (5.71±1.03) 
ไมโครเมตร ความกว้าง เท่ากับ 19.86-21.93 (20.89±1.46) ไมโครเมตร ความยาวกึ่งกลาง เท่ากับ 
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2.05-2.29 (2.17±0.17) ไมโครเมตร มีมาร์จินอล ฮุค 14 อันอยู่รอบโอพิสแฮพเตอร์ ความยาว 
30.21-31.55 (30.88±0.95) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 21) โดยมีข้อมูลเปรียบเทียบกับการศึกษา
อ่ืน ดังตารางที่ 5 

ตาราง 5 ตารางเปรียบเทียบการศึกษาสัณฐานวิทยาของ D. formosus 

เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Ogawa 
(1979) 

Gussev 
(1985)  

Borisov et al. 
(2013) 

Tu et al. 
(2015a) 

ลำตัว 295.46-
428.57 

240.00-
496.00 

- - 283.50-
444.90 

โคพูลาทอรี 
ออร์แกน 

27.27-
30.51 

- 25.00-
32.00 

18.00-31.00 22.90-28.90 

สมอ 
ความยาว 

 
main body 

 
inner root 

 
outer root 

point 

 
57.65-
59.09 
36.36-
39.48 
29.38-
31.82 

1.14-1.46 
18.18-
18.25 

 
47.00-
60.00 
31.00-
39.00 
24.00-
31.00 

1.00-2.00 
14.00-
18.00 

 
60.00-
74.00 

- 
 

30.00-
35.00 

- 
18.00-
22.00 

 
46.00-55.00 

 
- 
 

16.00-31.00 
 
- 

13.00-16.00 

 
43.70-57.10 

 
27.60-39.00 

 
24.20-31.60 

 
- 

14.80-18.70 

แท่งตามขวาง 
ความยาว 
ความกว้าง 

 
ความยาว
กึ่งกลาง 

 
4.98-6.44 

19.86-
21.93 

2.05-2.29 
 
 

 
- 

16.00-
23.00 

- 

 
3.00-5.00 

14.00-
25.00 

- 

 
2.00-4.00 

13.00-20.00 
 
- 

 
7.80-9.60 

16.10-19.20 
 

3.0.-5.10 

มาร์จินอล ฮุค      
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เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Ogawa 
(1979) 

Gussev 
(1985)  

Borisov et al. 
(2013) 

Tu et al. 
(2015a) 

ความยาว 30.21-
31.55 

10.00-
27.00 

12.00-
30.00 

14.00-24.00 18.0-28.7 

 

 
ภาพประกอบ 21 ลักษณะทั่วไปของ Dactylogyrus formosus 

ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, ข =โคพูลาทอรี ออร์แกน,  
และค =โอพิสแฮพเตอร์ (ภาพ ก ขนาด scale bar =100 µm  

และภาพ ข และ ค ขนาด scale bar =50 µm) 
 

4.2.4 Dactylogyrus anchoratus 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ลำตัวมีลักษณะบางใส ขนาดความยาวเฉลี่ย  486.32-552.34 (519.33±46.68)  
ไมโครเมตร บริเวณส่วนหัวมีจุดตา 2 คู่ ถัดลงมาเป็นคอหอยที่มีลักษณะกลมพัฒนาดี ลำไส้แยก
เป็นสองแขนงยาวขนานกับความยาวลำตัว มีโคพูลาทอรี ออร์แกนมีลักษณะเรียว โดยปลายด้าน
หนึ่งเป็นแผ่นคล้ายสามเหลี่ยม ส่วนปลายอีกด้านเป็น 2 แฉก มีขนาด 25.94-28.65 (27.30±1.91) 
ไมโครเมตร  ส่วนท้ายของลำตัวเป็นบริเวณของโอพิสแฮพเตอร์ มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 105.12-
105.58 (105.35±0.33)  ไ ม โค ร เม ต ร  ค ว า ม ย า ว ข อ ง  main body เท่ า กั บ  61.68-62.45 
(62.06±0.54) ไม โครเม ตร ความ ยาวของ inner root เท่ ากับ  57.03-60.41 (58.72±0.16) 
ไมโครเมตร ความยาวของ outer root เท่ากับ 2.13-2.36 (2.24±0.16) ไมโครเมตร ซึ่ง outer root 
สั้นกว่า inner root มาก ความยาวของ point เท่ากับ 31.76-31.82 (31.79±0.04) ไมโครเมตร มี
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แท่งตามขวาง 1 อันลักษณะคล้ายกระดูกทำหน้าที่ยึดสมอไว้  โดยมีความยาว 4.98-6.44 
(5.71±1.03) ไมโครเมตร ความกว้าง เท่ากับ 19.86-21.93 (20.89±1.46) ไมโครเมตร ความยาว
กึ่งกลาง เท่ากับ 2.05-2.29 (2.17±0.17) ไมโครเมตร มีมาร์จินอล ฮุค 14 อันอยู่รอบโอพิสแฮพ
เตอร์ ความยาว 30.21-31.55 (30.88±0.95) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 22) โดยมีข้อมูล
เปรียบเทียบกับการศึกษาอ่ืน ดังตารางที่ 6 

ตาราง 6 ตารางเปรียบเทียบการศึกษาสัณฐานวิทยาของ D. anchoratus 

เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Ogawa 
(1979) 

Gussev 
(1985)  

Borisov et al. 
(2013) 

Chaudhary et 
al. (2017) 

ลำตัว 486.32-
552.34 

345.00-
465.00 

- - 335.00-
345.00 

โคพูลาทอรี 
ออร์แกน 

25.94-
28.65 

- 20.00-36.00 13.00-22.00  
 

สมอ 
ความยาว 

 
main body 

 
inner root 

 
outer root 

point 

 
105.12-
105.58 
61.68-
62.45 
57.03-
60.41 

2.13-.236 
31.76-
31.82 

 
88.00-
103.00 
49.00-
59.00 
50.00-
66.00 

1.00-2.00 
25.00-
30.00 

 
92.00-
130.00 

- 
43.00-70.00 

- 
 

24.00-32.00 
- 

 
79.00-110.00 

 
- 
 

49.00-63.00 
 
- 

16.00-22.00 

 
112.00-
116.00 

41.50-46.50 
 

48.70-52.00 
 
- 

23.00-27.00 

แท่งตามขวาง 
ความยาว 
ความกว้าง 

 
ความยาว
กึ่งกลาง 

 
4.98-6.44 

19.86-
21.93 

2.05-2.29 

 
- 

16.00-
22.00 

- 

 
5.00-8.00 

18.00-29.00 
 
- 

 
2.00-5.00 

14.00-17.00 
 
- 

 
3.00-4.00 

24.50-25.00 
 
- 
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เกณฑ์การวัด 
(ไมโครเมตร) 

การศึกษา
ครั้งนี้ 

Ogawa 
(1979) 

Gussev 
(1985)  

Borisov et al. 
(2013) 

Chaudhary et 
al. (2017) 

มาร์จินอล ฮุค 
ความยาว 

 
30.21-
31.55 

 
12.00-
27.00 

 
14.00-35.00 

 
14.00-22.00 

 
22.5-27.00 

 
 

 
ภาพประกอบ 22 ลักษณะทั่วไปของ Dactylogyrus anchoratus 

ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส, ข =โคพูลาทอรี ออร์แกน,  
และค =โอพิสแฮพเตอร์ (ภาพ ก และ ค ขนาด scale bar =100 µm  

และภาพ ข ขนาด scale bar =50 µm) 
 

4.2.5 Gyrodactylus gurleyi 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ล ำ ตั ว มี ลั ก ษ ณ ะ บ า ง ใ ส  ข น า ด ค ว า ม ย า ว ล ำ ตั ว เฉ ลี่ ย  229.50-588.82 
(399.86±106.26) ไมโครเมตร บริเวณปลายหน้าสุดของลำตัวแยกเป็น 2 แฉก มีอวัยวะส่วนหัว 1 
คู่พัฒนาดี ไม่มีจุดตา ถัดลงมาเป็นคอหอยมีลักษณะกลมหนา หลอดอาหารสั้นมาก ลำไส้แยกเป็น 
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2 แขนง ยาวขนานกับความยาวลำตัว มีตัวอ่อนพัฒนาอยู่ภายในลำตัว ส่วนท้ายของลำตัวเป็น
บริเวณของโอพิสแฮพเตอร์ มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 52.58-58.76 (55.70±2.50) ไมโครเมตร ความ
ยาวของ shaft เท่ากับ 39.48-45.72 (42.70±2.10) ไมโครเมตร ความยาวของ root เท่ากับ 11.73-
18.43 (14.97±2.58) ไมโครเมตร ความยาวของ  point เท่ากับ  20.06-27.65 (24.40±2.60) 
ไมโครเมตร โดยมีแท่งตามขวาง 2 อันยึดสมอไว้ ได้แก่ ดอซอล บาร์ที่มีความกว้าง เท่ากับ 2.05-
2.78 (2.39±0.26) ไมโครเมตร ความยาว เท่ากับ 18.06-28.26 (2.24±0.22) ไมโครเมตร และ
เวนทรัล บาร์ที่มีความกว้าง เท่ากับ 4.71-6.73 (5.43±0.77) ไมโครเมตร ความยาว เท่ากับ 20.02-
24.14 (21.74±1.61)  ไมโครเมตร ความยาวของเวนทรัล บาร์ เมมเบรน เท่ากับ 13.95-16.70 
(15.20±1.18) ไมโครเมตร นอกจากนั้นยังมีมาร์จินอล ฮุค 16 อัน อยู่รอบโอพิสแฮพเตอร์ ความ
ยาว เท่ากับ 26.33-32.31 (28.57±1.81) ไมโครเมตร มี sickle ที่ปลายด้านหนึ่งยาวเกินขอบปลาย
อีกด้านหนึ่งมีความยาว เท่ากับ4.69-7.37 (5.63±0.91) ไมโครเมตร และความยาวของ handle 
เท่ากับ 21.52-25.58 (22.92±1.51) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 23) 

 

 
ภาพประกอบ 20 ลักษณะทั่วไปของ Gyrodactylus gurleyi 

ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส และข =โอพิสแฮพเตอร์ 
(ภาพ ก และ ข ขนาด scale bar =50 µm) 
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4.2.6 Gyrodactylus kobayashii 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

ล ำ ตั ว มี ลั ก ษ ณ ะ บ า งใส  ข น าด ค วาม ย า วล ำ ตั ว เฉ ลี่ ย  270.92-519.73.73 
(396.84±86.06) ไมโครเมตร บริเวณปลายหน้าสุดของลำตัวแยกเป็น 2 แฉก มีอวัยวะส่วนหัว 1 คู่
พัฒนาดี ไม่มีจุดตา ถัดลงมาเป็นคอหอยมีลักษณะกลมหนา หลอดอาหารสั้นมาก ลำไส้แยกเป็น 2 
แขนง ยาวขนานกับความยาวลำตัว มีตัวอ่อนพัฒนาอยู่ภายในลำตัว ส่วนท้ายของลำตัวเป็น
บริเวณของโอพิสแฮพเตอร์ มีสมอ 1 คู่ ที่มีขนาด 42.43-59.26 (56.30±5.65) ไมโครเมตร ความ
ยาวของ shaft เท่ากับ 44.13-47.47 (46.53±1.30) ไมโครเมตร ความยาวของ root เท่ากับ 15.06-
19.89 (17.62±1.60) ไมโครเมตร ความยาวของ point เท่ากับ  23.37-32.06 (28.56±2.78) 
ไมโครเมตร โดยมี แท่งตามขวาง 2 อันยึดสมอไว้ ได้แก่ ดอซอล บาร์ที่มีความกว้าง เท่ากับ 1.78-
2.36 (1.94±0.21) ไมโครเมตร ความยาว เท่ากับ 18.88-23.87 (22.23±1.84)  ไมโครเมตร และ
เวนทรัล บาร์ที่มีความกว้าง เท่ากับ 4.42-6.73 (5.99±0.74) ไมโครเมตร ความยาว เท่ากับ 4.43-
6.73 (5.99±0.74) ไมโครเมตร ความยาวของเวนทรัล บาร์ เมมเบรน เท่ากับ 9.78-18.33 
(15.05±3.01) ไมโครเมตร นอกจากนั้นยังมีมาร์จินอล ฮุค 16 อันอยู่รอบโอพิสแฮพเตอร์ ความยาว 
เท่ากับ 28.49-31.67 (29.73±1.13) ไมโครเมตร  มี sickle ต้ังฉากกับฐาน handle ซึ่งมีความยาว 
เท่ากับ4.97-7.95 (5.63±0.91) ไมโครเมตร และความยาวของ handle เท่ากับ  22.28-25.32 
(23.81±1.28) ไมโครเมตร (ภาพประกอบ 24) 

 

 
ภาพประกอบ 21 ลักษณะทั่วไปของ Gyrodactylus kobayashii 
ก =โครงสร้างภายนอกของพยาธิปลิงใส และข =โอพิสแฮพเตอร์ 

(ภาพ ก และ ข ขนาด scale bar =50 µm) 
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4.3 การศึกษาทางด้านอณูชีววิทยา 
จากการตรวจสอบเพื่อยืนยันชนิดของพยาธิปลิงใสที่พบในปลาทองด้วยการสกัดสาร

พันธุกรรมแล้วนำมาระบุ อัตลักษณ์ เชิงโมเลกุล  โดยทำการระบุชนิดพยาธิปลิงใสสกุล 
Dactylogyrus 4 ชนิด ได้แก่ D. anchoratus, D. formosus, D. intermedius และ D. vastator 
โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์ ที่ มี ค ว า ม จ ำ เพ า ะ ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  forward primer คื อ  S1  ( 5 ’ - 
ATTCCGATAACGAACGAGACT -3 ’ )  แ ล ะ  reverse primer คื อ  H7  ( 5 ’ -
GCTGCGTTCTTCCATCGATACTCG -3 ’) จากน้ันตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโทร
โฟริซิส พบว่าแสดงผลบวกและให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีขนาด 988, 1024, 856 และ 1016 คู่เบส 
ตามลำดับ จากนั้นทำการเปรียบเทียบ (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool) ลำดับนิ
วคลีโอไทด์ของข้อมูลที่ได้ บนฐานข้อมูลเอ็นซีบีไอ (NCBI database) พบว่า มีความคล้ายคลึง D. 
anchoratus อยู่ในช่วงร้อยละ 99.14-98.44 คล้ายคลึง D. formosus อยู่ในช่วงร้อยละ 94.91-
94.77 ตามลำดับ คล้ายคลึง D. intermedius อยู่ในช่วงร้อยละ 93.77-93.07 และคล้ายคลึง D. 
vastator อยู่ในช่วงร้อยละ 99.49-95.36 ส่วนพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ที่พบทั้งหมด 2 
ชนิด ได้แก่ G. gurleyi และG. kobayashii ใช้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะประกอบด้วย  forward 
primer คื อ  ITS4.5 (5’-CATCGGTCTCTCGAACG-3’)  แ ล ะ  reverse primer คื อ  ITS2 (5’-
TCCTCCGCTTAGTGATA-3’) จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
พบว่าแสดงผลบวกและให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีขนาด 523 และ 532 คู่เบส ตามลำดับ จากนั้นทำ
การเปรียบเทียบ (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool) ลำดับนิวคลีโอไทด์ของข้อมูลที่
ได้ บนฐานข้อมูลเอ็นซีบีไอ (NCBI database) พบว่า มีความคล้ายคลึง G. gurleyi อยู่ในช่วงร้อย
ละ 96.49-95.33 และ มี ความ คล้ ายคลึ ง  G. kobayashii อยู่ ในช่ วงร้อยละ 99.62-99.58 
ตามลำดับ  

สอดคล้องกับข้อมูลที่วิเคราะห์จากจากแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการ โดยแผนภาพต้นไม้
วิวัฒนาการที่ใช้ในการเปรียบเทียบพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator สร้างจากลำดับนิวคลีโอไทด์
บ ริ เวณ ยี น  18S แ ล ะ  บ ริ เวณ  ITS1 วิ เค ราะห์ ร่ วม กั บ พ ย าธิป ลิ ง ใส ใน ส กุ ล อ่ื น  โด ย มี  
Leucochloridium perturbatum เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม  (outgroup) วิเคราะห์ด้วย maximum 
likelihood  ที่ 10,000 รอบ ซึ่งลำดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิปลิงใสชนิด D. vastator  ในการศึกษา
ครั้งนี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ D. vastator  (KM487695) โดยมีค่า bootstrap value อยู่ที่ 97 
พ ยาธิปลิ งใสชนิด D. intermedius  ในการศึกษาครั้งนี้ ถูกจัดอยู่ ในกลุ่ม เดียวกันกับ  D. 
intermedius (KJ854364) โดยมีค่า bootstrap value อยู่ที่ 96 พยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus  
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ในการศึกษาครั้งนี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ D. anchoratus (KY859795) โดยมีค่า bootstrap 
value อยู่ที่ 93 พยาธิปลิงใสชนิด D. formosus ในการศึกษาครั้งนี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ D. 
formosus (AJ564135) โด ย มี ค่ า  bootstrap value อ ยู่ ที่  71  อี ก ทั้ ง พ ย า ธิ ป ลิ ง ใ ส ส กุ ล 
Dactylogyrus แยกออกจากพยาธิปลิงใสสกุลอ่ืน ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าลำดับนิวคลีโอไทด์จาก
ศึกษาเป็นพยาธิปลิงใสชนิด D. Vastator, D. intermedius, D. anchoratus และ D. formosus 
ตามลำดับ (ภาพประกอบ 25)   ส่วนแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการที่ใช้ในการเปรียบเทียบพยาธิปลิง
ใสชนิด G. gurleyi และG. kobayashii สร้างจากลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ร่วมกับพยาธิ
ปลิงใสในสกุลอ่ืน โดยมี  L. perturbatum เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม  วิเคราะห์ ด้วย maximum 
likelihood  ที่ 10,000 รอบ ซึ่งลำดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิปลิงใสชนิด G. gurleyi ในการศึกษา
ครั้งนี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ G. gurleyi (MF356252) และลำดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิปลิง
ใส ชนิด  G. kobayashii ในการศึกษ าครั้ งนี้ ถู กจัดอยู่ ในกลุ่ ม เดียวกันกับ  G. kobayashii 
(KJ524572) โดยมีค่า bootstrap value อยู่ที่ 99 และ100 ตามลำดับ อีกทั้งพยาธิปลิงใสสกุล 
Gyrodactylus แยกออกจากพยาธิปลิงใสสกุลอ่ืน ซึ่งสามารถยืนยันได้ว่าลำดับนิวคลีโอไทด์จาก
ศึกษาเป็นพยาธิปลิงใสชนิด G. gurleyi และG. kobayashii ตามลำดับ (ภาพประกอบ 26) 

 

 
ภาพประกอบ 22 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการของพยาธิปลิงใสที่สร้างจากลำดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณยีน 18S และ บริเวณ ITS1 
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ภาพประกอบ 23 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการของพยาธิปลิงใสที่สร้างจากลำดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณ ITS2 
 

จากการตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม optimal anneling temperature ของไพรเมอร์ 
พบว่าสามารถใช้ได้ในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส (ภาพประกอบ 27) เมื่อตรวจสอบความจำเพาะ
ของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ที่พบในปลาทอง พบว่าไพรเมอร์มีความจำเพาะ
ต่อพยาธิปลิงใสชนิด D. anchoratus, D. formosus, D. intermedius, และD. vastator เมื่อใช้ 
MgCl2 ที่ความเข้มข้น 0.6 µM และไพรเมอร์ที่มีความเข้มข้น 0.32 µM ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส โดยแสดงผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 223 คู่เบส และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับปรสิตที่
ติดร่วมกันในปลาทองและปลาทอง ได้แก่ A. foliaceus, Ce. formosanus, C. auratus และ 
Trichodina sp. รวมถึงพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus (ภาพประกอบ 28) และเมื่อตรวจสอบ
ความไวของไพรเมอร์ พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุดเท่ากับ 
1.3×10-1 ng/ul (ภาพประกอบ 29)  

จากการตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม optimal anneling temperature ของไพรเมอร์ 
พบว่าสามารถใช้ได้ในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส (ภาพประกอบ 30) เมื่อตรวจสอบความจำเพาะ
ของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ที่พบในปลาทอง พบว่าไพรเมอร์มีความจำเพาะ
ต่อพยาธิปลิงใสชนิด G. gurleyi และG. kobayashii เมื่อใช้ MgCl2 ที่ความเข้มข้น 0.5 µM และ
ไพรเมอร์ที่มีความเข้มข้น 0.2 µM ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยแสดงผลิตภัณฑ์ที่มีขนาด
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ประมาณ 117 คู่เบส และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับปรสิตที่ติดร่วมกันในปลาทองและปลาทอง ได้แก่ 
A. foliaceus, Ce. formosanus, C. auratus และ Trichodina sp. รวมถึงพยาธิปลิงใสสกุล 
Dactylogyrus (ภาพประกอบ 31) และเมื่อตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ พบว่าสามารถเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุดเท่ากับ 2.7×10-1 ng/ul (ภาพประกอบ 32)  

จากการตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม optimal anneling temperature ของไพรเมอร์ 
พบว่าสามารถใช้ได้ในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส (ภาพประกอบ 33) เมื่อตรวจสอบความจำเพาะ
ของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ด้วยวิธี 
multiplex PCR พบว่าไพรเมอร์มีความจำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และสกุล 
Gyrodactylus เมื่ อใช้  MgCl2 ที่ ความเข้มข้น  0.44 µM และใช้ ไพ รเมอร์ที่ จำเพ าะต่อสกุล 
Dactylogyrus ที่ความเข้มข้น 0.4 µM ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อสกุล Gyrodactylus ที่ความเข้มข้น 
0.144 µM ท่ีอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส โดยแสดงผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดประมาณ 223 และ117 คู่
เบส ตามลำดับ และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับปรสิตที่ติดร่วมกันในปลาทองและปลาทอง ได้แก่ A. 
foliaceus, Ce. formosanus, C. auratus และ Trichodina sp. รวมถึงสามารถเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมทั้งสองสกุลได้ในหลอดเดียว (ภาพประกอบ 34 และ35) และเมื่อตรวจสอบความไวของ
ไพรเมอร์ พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และสกุล 
Gyrodactylus ที่มีความเข้มข้นน้อยที่สุด เท่ากับ  2.7×10-1 ng/ul และ1.1 ng/ul ตามลำดับ 
(ภาพประกอบ 36)  
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ภาพประกอบ 24 การตรวจสอบ optimal anneling temperature ของไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อพยาธิ
ปลิงใสสกุล Dactylogyrus 

ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =45 องศาเซลเซียส, ช่อง 2 =45.7 องศาเซลเซียส,  
ช่อง 3 =46.9 องศาเซลเซียส, ช่อง 4 =48.8 องศาเซลเซียส, ช่อง 5 =51.2 องศาเซลเซียส,  

ช่อง 6 =53.1 องศาเซลเซียส, ช่อง 7 =54.3 องศาเซลเซียส, ช่อง 8 =55 องศาเซลเซียส  
และช่อง N =negative control 

 

 

ภาพประกอบ 25 การตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
ช่อง (Lane) M =marker 50 คู่เบส, ช่อง1 =D. anchoratus, ช่อง2 =D. formosus, ชอ่ง3 =D. 
intermedius, ช่อง 4 =D. vastator, ช่อง 5 =G. gurleyi, ช่อง 6 =G. kobayashii, ช่อง 7 = C. 

auratus, ช่อง 8 =Trichodina sp., ช่อง 9 = A. foliaceus,  
ช่อง 10 =C. formosanus และช่อง N =negative control 
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ภาพประกอบ 26 ตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 
ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =2.2 ng/ul, ช่อง 2 =1.1 ng/ul, ช่อง 3 =5.5×10-1 ng/ul,  

ช่อง 4 =2.7×10-1 ng/ul, ช่อง 5 =1.3×10-1 ng/ul, ช่อง 6 =6.8×10-2 ng/ul, ช่อง 7 =3.4×10-2 
ng/ul, ช่อง 8 =1.7×10-2 ng/ul, ช่อง 9 =8.5×10-3 ng/ul, ช่อง 10 =4.2×10-3 ng/ul  

และช่อง N =negative control 
 

 

ภาพประกอบ 27 การตรวจสอบ optimal anneling temperature ของไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อพยาธิ
ปลิงใสสกุล Gyrodactylus 

ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =45 องศาเซลเซียส, ช่อง 2 =45.7 องศาเซลเซียส,  
ช่อง 3 =46.9 องศาเซลเซียส, ช่อง 4 =48.8 องศาเซลเซียส, ช่อง 5 =51.2 องศาเซลเซียส,  

ช่อง 6 =53.1 องศาเซลเซียส, ช่อง 7 =54.3 องศาเซลเซียส, ช่อง 8 =55 องศาเซลเซียส  
และช่อง N =negative control 
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ภาพประกอบ 28 การตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ต่อพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 
ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =G. gurleyi, ช่อง 2 =G. kobayashii, ช่อง3 =D. anchoratus, 
ช่อง4 =D. formosus, ช่อง5 =D. intermedius, ช่อง 6 =D. vastator, ช่อง 7 = C. auratus, ช่อง 
8 =Trichodina sp., ช่อง 9 = A. foliaceus, ช่อง 10 =C. formosanus และช่อง N =negative 

control  
 

 

ภาพประกอบ 29 ตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus 
ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =2.2 ng/ul, ช่อง 2 =1.1 ng/ul, ช่อง 3 =5.5×10-1 ng/ul,  

ช่อง 4 =2.7×10-1 ng/ul, ช่อง 5 =1.3×10-1 ng/ul, ช่อง 6 =6.8×10-2 ng/ul, ช่อง 7 =3.4×10-2 
ng/ul, ช่อง 8 =1.7×10-2 ng/ul, ช่อง 9 =8.5×10-3 ng/ul, ช่อง 10 =4.2×10-3 ng/ul  

และช่อง N =negative control 
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ภาพประกอบ 33 การตรวจสอบ optimal anneling temperature ของวิธี multiplex PCR  

ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =45 องศาเซลเซียส, ช่อง 2 =45.7 องศาเซลเซียส,  
ช่อง 3 =46.9 องศาเซลเซียส, ช่อง 4 =48.8 องศาเซลเซียส, ช่อง 5 =51.2 องศาเซลเซียส,  

ช่อง 6 =53.1 องศาเซลเซียส, ช่อง 7 =54.3 องศาเซลเซียส, ช่อง 8 =55 องศาเซลเซียส  
และช่อง N =negative control 

 

 

ภาพประกอบ 34 การตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา multiplex PCR 
ช่อง (Lane) M =marker 50 คู่เบส, ช่อง1 =D. anchoratus, ช่อง2 =D. formosus, ชอ่ง3 =D. 
intermedius, ช่อง 4 =D. vastator, ช่อง 5 =G. gurleyi, ช่อง 6 =G. kobayashii, ช่อง 5 =G. 

gurleyi+D. Vastator และช่อง 8 = G. kobayashii +D. vastator  
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 ภาพประกอบ 35 การตรวจสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา multiplex PCR (ต่อ) 

ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =C. auratus, ช่อง 2 =Trichodina spp.,  
ช่อง 3 =A. foliaceus, ช่อง 4 =C. formosanus และช่อง N =negative control 

 

 
ภาพประกอบ 36 การตรวจสอบความไวของไพรเมอร์ในปฏิกิริยา multiplex PCR 

ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง 1 =2.2 ng/ul, ช่อง 2 =1.1 ng/ul, ช่อง 3 =5.5×10-1 ng/ul,  
ช่อง 4 =2.7×10-1 ng/ul, ช่อง 5 =1.3×10-1 ng/ul, ช่อง 6 =6.8×10-2 ng/ul, ช่อง 7 =3.4×10-2 

ng/ul, ช่อง 8 =1.7×10-2 ng/ul, ช่อง 9 =8.5×10-3 ng/ul, ช่อง 10 =4.2×10-3 ng/ul  
และช่อง N =negative control 
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จากการตรวจสอบการติด (detection) ของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และสกุล 
Gyrodactylus ในตัวอย่างปลาทองจากสภาพธรรมชาติด้วยวิธีทางสัณฐาณวิทยา พบว่าบริเวณ
เมือกลำตัว 10 ตัวอย่าง พบพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus จำนวน 10 ตัวอย่าง ส่วนบริเวณ
เหงือก 10 ตัวอย่าง พบพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus จำนวน 10 ตัวอย่าง เมื่อนำตัวอย่างทั้ง 
20 ตัวอย่างทดสอบด้วยวิธี multiplex PCR พบว่าบริเวณเมือกลำตัว 10 ตัวอย่าง สามารถตรวจ
พบพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus จำนวน 8 ตัวอย่าง และไม่พบการติดพยาธิปลิงใส จำนวน 2 
ตัวอย่าง (ภาพประกอบ 37) ส่วนบริเวณเหงือก 10 ตัวอย่าง สามารถตรวจพบการติดพยาธิปลิงใส
เฉพาะสกุล Dactylogyrus จำนวน 10 ตัวอย่าง (ภาพประกอบ 38) 

 

 

ภาพประกอบ 37 การตรวจการติดพยาธิปลิงใสบริเวณลำตัวจากปลาทองจากสภาพธรรมชาติ 
ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง S1-S3, S5, S6, S8-S10 =พบการติดพยาธิปลิงใสสกุล 

Gyrodactylus และช่อง S4และ S7 =ไม่พบการติดพยาธิปลิงใส  
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ภาพประกอบ 38 การตรวจการติดพยาธิปลิงใสบริเวณเหงือกจากปลาทองจากสภาพธรรมชาติ 
ช่อง M =marker 50 คู่เบส, ช่อง G1-G10 =พบการติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus  

และช่อง N =negative control



 

บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผล 

 
จากการศึกษาค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสในปลาทอง จากแหล่งเพาะเลี้ยงปลา

ทองในจังหวัดราชบุรี พบการติดพยาธิปลิงใสรวม 2 สกุล คือ สกุล Dactylogyrus และสกุล 
Gyrodactylus สอดคล้องกับการศึกษาของนันทชัย บุญจร (2546), จักรพงษ์ นีละมนต์ (2552), 
Mousavi et al. (2009), Iqbal and Hussain (2013), Younis and Shamall (2013) และRoohi et 
al. (2016) โดยในการศึกษาครั้งนี้พบพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus 4 ชนิด คือ D. anchoratus, 
D. formosus, D. intermedius และ D. vastator และสกุล Gyrodactylus 2 ชนิด คือ G. gurleyi 
และG. kobayashii สอดคล้องกับการศึกษาของ Ogawa and Egusa (1979), Borisov (2013) 
และ Trujillo (2018) ที่พ บพยาธิปลิ งใสสกุล  Dactylogyrus 4 ชนิด  คือ D. anchoratus, D. 
formosus, D. intermedius และ D. vastator ในปลาทอง นอกจากนี้การศึกษาของ Moeini et al. 
(2017) และ Trujillo (2018) พบพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ได้แก่ G. kobayashii และ G. 
gurleyi ตามลำดับ ซึ่ งจากการรายงานของ Ling et al. (2016) พบว่า พยาธิปลิ งใสสกุล 
Dactylogyrus ชนิด D. intermedius และ D. vastator เป็นชนิดพันธุ์เด่นที่พบในปลาทอง จาก
การรายงานของ Moeini et al. (2017) พ บ ว่า พ ยาธิป ลิ งใสสกุล  Gyrodactylus ชนิด  G. 
kobayashii พบได้มากในปลาทอง 

การศึกษาครั้งนี้มี ค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และ 
Gyrodactylus เท่ากับร้อยละ 37.67 และ 1.00 ตามลำดับ ค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสทั้ง
สองสกุล (co-infection) เท่ากับร้อยละ 9.67 ซึ่งผลการศึกษาสอดคล้องกับการศึกษาของ Trujillo 
(2018) ที่ได้ทำการสำรวจพยาธิปลิงใสที่ติดในปลาสวยงามที่นำเข้าสู่ประเทศออสเตรเลีย โดยมี
การรายงานค่าความชุกของการติดพยาธิปลิงใสในปลาทองที่นำเข้าจากประเทศไทย ซึ่งแหล่ง
ส่งออกปลาสวยงามของประเทศไทยต้ังอยู่ในพื้นที่จังหวัดราชบุรีและนครปฐม โดยมีค่าความชุกใน
พยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus มากกว่าการติดพยาธิปลิงใสในสกุล Gyrodactylus  ซึ่งพยาธิ
ปลิงใสสกุล Dactylogyrus มีค่าความชุกสูงสุดถึงร้อยละ 60.00 และในสกุล Gyrodactylus มีค่า
ความชุกร้อยละ 3.30 โดยค่าความชุกของพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ในการศึกษาครั้งนี้มี
ค่าความชุกสูงกว่าการศึกษาของจักรพงษ์ นีละมนต์ (2552) คือ ร้อยละ 21.15 แต่ค่าความชุกของ
พยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus มีค่าน้อยกว่า คือ ร้อยละ 20.31 นอกจากนี้มีค่าความชุกมีค่า
น้อยกว่าการศึกษาของคณิต ชูคันหอม และอนุชา เสนาราช (2551) โดยมีค่าความชุกของปลิงใส
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สกุล Dactylogyrus มีค่าความชุกร้อยละ 45.00 และในสกุล Gyrodactylus มีค่าความชุกร้อยละ 
46.25 และต่ำกว่าการศึกษาของ Iqbal and Hussain (2013) โดยมีค่าความชุกของปลิงใสสกุล 
Dactylogyrus มีค่าความชุกสูงสุดถึงร้อยละ 63.30 และในสกุล Gyrodactylus มีค่าความชุกร้อย
ละ 46.60 

โดยการศึกษาครั้งนี้ได้ศึกษาด้วยวิธีสัณฐานวิทยาร่วมกับวิธีทางอณูชีววิทยา ซึ่งจากการ
ตรวจสอบพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus ในทางสัณฐานวิทยาได้ทำการวัดขนาดของอวัยวะยึด
เกาะ และโคพูลาทอรี ออร์แกนมีส่วนสำคัญในการพิจารณาเปรียบเทียบสำหรับการระบุชนิด 
(Simkova et al., 2017) พร้อมทั้งวิเคราะห์ร่วมกับการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 
18S และ บริเวณ ITS1 ด้วยไพรเมอร์ที่ อ้างอิงจาก Ling et al. (2016), Sharma, Agrawal, & 
Kumar (2011) และSinnappah et al. (2001) เพื่อช่วยในการระบุชนิดของพยาธิปลิงใสทั้ง 4 ชนิด 
คือ D. anchoratus, D. formosus, D. intermedius และ D. vastator ได้ สอดคล้องกับการศึกษา
ของ Ling et al. (2016), Simkova et al. (2004) และTu et al. (2015b) ที่ ได้ใช้ลักษณ ะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกับการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณยีน 18S และบริเวณ ITS1 ส่วน
ระบุชนิดพยาธิปลิงใสสกุล Gyrodactylus ทางสัณฐานวิทยาได้ทำการวัดขนาดตามวิธีการของ 
Prikrylova  et al. (2008) เพื่อช่วยในการระบุชนิดของพยาธิปลิงใสทั้ง 2 ชนิด คือ G. gurleyi และ
G. kobayashii  โดยพยาธิปลิงใสทั้งสองชนิดมีความใกล้เคียงกันมาก แต่สามารถแยกความ
แตกต่างได้จากขนาด และลักษณะโครงสร้างที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะ เช่น สมอ และมาร์จินอล 
ฮุค พร้อมทั้งวิเคราะห์ร่วมกับการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ด้วยไพรเมอร์ที่
อ้างอิงจาก Matejusova et al. (2001) และTrujillo Gonzalez et al. (2018) ซึ่งสามารถใช้ยืนยัน
ชนิดของ G. gurleyi และG. kobayashii ได้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Tu et al. (2015a) ได้ใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS2 

จากการใช้สัญฐานวิทยาในการจัดจำแนกพยาธิปลิงก็สามารถทำให้ระบุชนิดของพยาธิ
ปลิงใสได้ แต่วิธีดังกล่าวมีข้อเสียในด้านที่ต้องใช้ความเชี่ยวชาญของผู้ตรวจสอบ และไม่สามารถ
ตรวจสอบการติดพยาธิได้คราวละมาก ๆ ดังนั้น การพัฒนาเทคนิคที่นำมาช่วยในการตรวจการติด
ปรสิตของปลาให้มีความแม่นยำและรวดเร็วขึ้นจึงมีความจำเป็นอย่างมาก ซึ่งการใช้เทคนิค
ทางด้านอณูชีววิทยามีแนวโน้มในการวินิจฉัยการติดปรสิตในปลาได้อย่างรวดเร็ว โดยหากการ
ตรวจปรสิตที่มีมากกว่า 1 ชนิดนั้น การใช้เทคนิค multiplex PCR เข้ามาช่วยตรวจสอบจะยิ่งทำให้
การตรวจมีประสิทธิภาพและรวดเร็วยิ่งขึ้น ในการศึกษาครั้งนี้จึงนำเอาเทคนิค multiplex PCR มา
ช่วยในการตรวจหาชนิดของพยาธิปลิงใส โดยการออกแบบไพรเมอร์ 2 คู่จากบริเวณ ITS2 ที่มี



  60 

ความจำเพาะต่อพยาธิปลิงใสสกุล Dactylogyrus และGyrodactylus ที่พบในปลาทอง ซึ่งไพร์
เมอร์ทั้ ง  2 คู่  สามารถเกิดปฏิกิ ริยาได้ในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส  จากการตรวจสอบ
ความจำเพาะของไพรเมอร์ พบว่า สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของพยาธิปลิงใสทั้ง 2 สกุลที่
เป็นเป้าหมาย และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับปรสิตที่ติดร่วมกันในปลาทอง ได้แก่ A. foliaceus, Ce. 
formosanus และ Trichodina sp.,  รวมถึงเนื้อเยื่อปลาทอง ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมื่อ
พิจารณาความไวของไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อสกุล Dactylogyrus มีความไว
มากกว่าไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อสกุล Gyrodactylus ได้ที่ปริมาณดีเอ็นต่ำที่สุดเท่ากับ 1.3×10-1 
ng/ul และ2.7×10-1 ng/ul ตามลำดับ ซึ่งมีความไวค่อนต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับไพรเมอร์จาก
การศึกษาของ Ek-huchim et al. (2012) ประกอบด้วยไพรเมอร์ 5 คู่ ที่มีปริมาณดีเอ็นต่ำที่สุด ดังนี้ 
ไพรเมอร์ Cicly1 3×10-2 ng/ul, ไพรเมอร์ Cicly2 1 ng/ul, ไพรเมอร์ Cicly3 6×10-3 ng/ul, ไพร
เมอร์ Cicly4 7×10-3 ng/ul และไพรเมอร์ Cicly5 1.2×10-1 ng/ul โดยไพรเมอร์ที่ได้ทำการศึกษา มี
ค่าความไวสูงกว่าไพรเมอร์ Cicly2 เพียงคู่เดียว จากการตรวจสอบด้วยวิธี multiplex PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ 2 คู่ที่ออกแบบพร้อมกันในปฏิกิริยาเดียวภายใต้สภาวะที่มีความจำเพาะ สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ในช่วง 45-55 องศาเซลเซียส ทำให้สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของพยาธิ
ปลิงใสทั้ง 2 สกุลที่เป็นเป้าหมาย และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับปรสิตที่ติดร่วมกันในปลาทอง ได้แก่ 
A. foliaceus, Ce. formosanus และ Trichodina sp. รวมถึงเนื้อเยื่อปลาทอง โดยไพรเมอร์ที่
จำเพาะต่อสกุล Dactylogyrus มีความไวมากกว่าไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อสกุล Gyrodactylus มีค่า
เท่ากับ 2.7×10-1 ng/ul และ1.1 ng/ul ตามลำดับ ซึ่งถือว่ามีค่าค่อนข้างต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาของ Collins et al. (2010) ประกอบด้วยไพรเมอร์ 3 คู่ ที่มีปริมาณดีเอ็นต่ำที่สุด ดังนี้ 
ไพรเมอร์ Gsal2 10-2 ng/ul, ไพรเมอร์ Gder2 10-3 ng/ul และไพรเมอร์ Gtrutt2 10-3 ng/ul ซึ่งมี
เพียงไพรเมอร์ Gsal2 ท่ีมีความไวน้อยกว่าไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อสกุล Gyrodactylus ถึงแม้ว่า
ความไวของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีความไวค่อนข้างต่ำ แต่เพียงพอต่อการตรวจสอบ
พยาธิปลิงใส เนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอของพยาธิปลิงใส 1 ตัว มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
ประมาณ 2-4 ng/ul จึงทำให้สามารถใช้ในการตรวจสอบได้ เมื่อนำวิธี  multiplex PCR ไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสจากเมือก 10 ตัวอย่าง และเหงือก 10 ตัวอย่าง 
รวมทั้งสิ้น 20 ตัวอย่างที่มีการพบพยาธิปลิงใส พบว่าสามารถตรวจพบถึง 18 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อย
ละ 90 

การศึกษาในครั้งนี้ทำให้ทราบถึงค่าความชุกของพยาธิปลิงใสที่ติดในปลาทอง จากฟาร์ม
ปลาสวยงามในจังหวัดราชบุรีสำหรับใช้เป็นแนวทางในการควบคุมโรคและการรักษามาตรฐานของ
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ฟาร์มปลา อีกทั้งได้ทำการนำวิธี multiplex PCR มาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาพยาธิปลิงใสทั้ง 2 
สกุลที่พบในปลาทอง ทำให้สามารถตรวจสอบการติดพยาธิปลิงใสได้อย่างจำเพาะ รวดเร็ว และ
สามารถตรวจสอบได้ปริมาณมาก สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบคุณภาพของปลา
ก่อนการจำหน่ายและส่งออก 
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