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พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ (rumen fluke) พบการระบาดอย่างกวา้งขวางทั้งใน

ทวีปยุโรปและเอเชีย พยาธิกลุ่มนี ้ก่อโรค Paramphistomosis ในปศุสัตว์ โดยจะแสดงอาการ
ท้องร่วง เบื่ออาหาร ซูบผอม และหากติดพยาธิเป็นจ านวนมากจะท าให้สัตว์ตายได้ ซึ่งส่งผล
กระทบต่อผลผลิตในฟารม์ปศสุตัวท์ี่มีการติดเชือ้ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงไดต้ัง้เป้าหมายในการพัฒนา
วิธีการตรวจพยาธิกลุ่มดังกล่าว โดยท าการเก็บตัวอย่างมลูสตัวจ์ากบริเวณพืน้ที่เพาะเลีย้งโคและ
กระบื อ  8 จังหวัดภาคกลางของประเทศไทย  ตรวจวินิ จฉัย โรคด้วยวิ ธี  formalin-ether 
sedimentation พบค่าความชุกรวมของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้สูงถึงรอ้ยละ  42.1 จากนั้น
เก็บตัวอย่างพยาธิระยะตัวเต็มวัยจากโรงฆ่าสัตวจ์ านวน  4 ชนิด ไดแ้ก่ Carmyerius spatiosus, 
Fischoederius elongatus, Orthocoelium dicranocoelium และ Paramphistomum epiclitum 
ศกึษายีนบนไมโทรคอนเดรียของพยาธิกลุม่ดงักล่าวเพื่อออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ พบว่าไพรเมอร์
ที่ออกแบบจากยีน Cytochrome B (CYTB) มีความจ าเพาะกับพยาธิแต่ละชนิด ไม่เกิดปฏิกิริยา
ขา้มกับโฮสตร์วมถึงสิ่งมีชีวิตชนิดใกลเ้คียง และมีขนาดผลิตภัณฑท์ี่แตกต่างกัน (389, 675, 545 
และ 198 คู่เบส ตามล าดบั) ท าใหส้ามารถน าไปพัฒนาการตรวจดว้ยวิธี multiplex PCR ได ้ซึ่งใน
งานวิจัยนีไ้ด้ท าการทดสอบการติดพยาธิในมูลสัตวจ์ านวน  41 ตัวอย่าง พบผลบวกในมูลสัตว์
จ านวน 4 ตัวอย่าง แสดงใหเ้ห็นว่าวิธีการตรวจที่พัฒนาขึน้ในงานวิจัยนีส้ามารถน าไปใชไ้ดก้ับ
สภาพแวดลอ้มจริง ซึ่งจะเป็นประโยชนใ์นการวินิจฉัยโรคและเฝ้าระวงัการระบาดของพยาธิใบไม้
ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ไดเ้ป็นอย่างดี 
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Rumen flukes are causing paramphistomosis in livestock. This infection has 

had an impact on farms with infected livestock. Therefore, the aim of this study is to 
develop a new method for detecting rumen fluke in feces. The cattle feces were 
collected from eight provinces in the central region of Thailand. Then, the specimens 
were examined using the formalin-ether sedimentation technique, and the prevalence of 
rumen fluke was found to be 42.1%. Adult rumen flukes were collected from 
slaughterhouses and four rumen fluke species were identified: Carmyerius spatiosus, 
Fischoederius elongatus, Orthocoelium dicranocoelium and Paramphistomum epiclitum. 
The nucleotide sequences of mitochondrial genes were studied in these flukes. The 
species-specific primers for each species were designed and validated. The 
Cytochrome B (CYTB) gene primers were found to be the most effective. These primers 
are species-specific, with no cross-amplification to other flukes or hosts DNA. As a 
result, these primers can be used to develop multiplex PCR. In addition, this method 
was validated by the fecal samples in the Nakhon Nayok province. The results revealed 
that four out of 41 feces samples were positive. This result showed that the multiplex 
PCR reaction developed in this study could be used in field samples. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ (rumen fluke) มีวงชีวิตซบัซอ้นคลา้ยพยาธิใบไมต้บัสกุล 
Fasciola (Cauquil et al., 2016) โดยระยะตวัเต็มวยัของพยาธิใบไมก้ระเพาะผา้ขีร้ิว้มีรูปรา่งคลา้ย
เม็ดทับทิมสีชมพู  พบในกระเพาะผ้าขี ้ริว้ของโฮสต์เฉพาะ (definitive host) เช่น  โค (Bos 
primigenius), กระบือ (Bubalus bubalis) (Sey, 1985), แพะ (Capra indica) และแกะ (Ovis 
aries) (Tandon, 1961) ไข่มีรูปร่างกลมรี มีฝาปิด (operculum) พบในมูลของสัตว์ที่ เป็นโฮสต์
เฉพาะ ระยะเซอรค์าเรีย (cercaria) พบในโฮสต์กึ่งกลางตัวที่หนึ่ง (first intermediate host) ใน
หอยน า้จืดหลายชนิด เช่น ชนิด Gyraulus scottianus, Helicorbis australiensis (Rolfe, Boray, 
Nichols, & Collins, 1991) และหอย ใน วงศ์  Lymnaeidae ชนิ ด  Galba truncatula (Jones, 
Williams, Dalesman, & Brophy, 2015) เป็นต้น ระยะเมตาเซอรค์าเรีย (metacercaria) เป็น
ระยะติดต่อพบในพืชน า้ (Arfaa, 1962) ก่อใหเ้กิดโรค paramphistomosis สง่ผลใหส้ตัวเ์กิดอาการ
ทอ้งร่วง มูลมีฟองสีเขียว กลิ่นเหม็นรุนแรง เกิดอาการเบื่ออาหารและท าใหร้่างกายสัตวส์ูบผอม 
(Boray, 1969) นอกจากนีย้ังพบว่าหากสตัวเ์กิดการติดพยาธิกลุ่มนีจ้  านวนมากอาจท าใหต้ายได้
ภายในเวลา 22-36 วนั (Horak, 1971) 

 พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริว้พบการระบาดในหลายประเทศ เช่น ไทย (Sey & 
Prasitirat, 1994), ลาว (Sanguankiat et al., 2016), เวียดนาม (Ottó, 1985), อินเดีย (Bhalerao, 
1935), อิน โดนี เซี ย (Eduardo, 1980), ญ่ี ปุ่ น  (Fukui, 1929), ไอร์แลนด์  (Zintl et al., 2014), 
เนเธอรแ์ลนด์ (Ploeger et al., 2017), ปากีสถาน (Chaudhry et al., 2017), ฝรั่งเศส (Szmidt-
Adjidé et al., 2000) เป็นตน้ โดยในประเทศไทยมีรายงานการระบาดของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะ
ผ้าขี ้ริว้ เพียง 2 วงศ์ ได้แก่ วงศ์ Gastrothylacidae และ Paramphistomidae โดยใช้ลักษณะ 
ventral pouch ในการจ าแนกวงศข์องพยาธิ ซึ่งพยาธิในวงศ ์Paramphistomidae ไม่มีลักษณะ
พิเศษนี ้พบเฉพาะพยาธิในวงศ ์Gastrothylacidae เท่านัน้ (Sey & Prasitirat, 1994) 

การตรวจสอบการติดพยาธิในสัตว์เคี ้ยวเอือ้งเพื่อวินิจฉัยการเกิดโรคท าได้โดยการ
ตรวจหาไข่พยาธิในมลูสตัวภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนด์ว้ยวิธีการที่หลากหลาย เช่น การตรวจมูลสตัว์
บนแผ่นกระจกสไลดโ์ดยตรง (direct wet smear) และการตรวจดว้ยวิธีเข้มขน้ (concentration 
technique) โดยแบ่งออกเป็น 2 วิธี ไดแ้ก่ วิธีการตกตะกอนไข่พยาธิ (sediment technique) ดว้ย
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วิธี formalin-ether technique (Anuar et al., 2013) และวิธีการท าให้ไข่พยาธิลอย (floatation 
technique) ดว้ยน า้เกลืออ่ิมตัวหรือการใชส้ารละลาย zinc sulfate ซึ่งในกระบวนการตกตะกอน
หรือการลอยของไข่พยาธิขึน้อยู่กบัความถ่วงจ าเพาะ (specific gravity) ของชนิดพยาธิและความ
เขม้ขน้ของสารละลายที่ใช ้โดยไข่พยาธิใบไมท้ี่มีฝาปิด (operculated eggs) มีความถ่วงจ าเพาะ
อยู่ที่ประมาณ 1.35 น า้เกลืออ่ิมตวัมีค่าเท่ากบั 1.20 (Thienpont, Rochette, & Vanparijs, 1986) 
zinc sulfate มีค่าเท่ากับ 1.19 (Truant, Elliott, Kelly, & Smith, 1981) ซึ่งวิธีการที่เหมาะสมที่สุด
ในการตรวจสอบการติดไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมลูสตัว ์คือ วิธีการตกตะกอนไข่พยาธิ
ด้วยวิธี formalin-ether sedimentation เนื่องจากไข่พยาธิในกลุ่มดังกล่าวมีฝาปิดท าให้ความ
ถ่วงจ าเพาะสูงกว่าสารที่ใช ้การท าให้มูลสัตวเ์ขม้ขน้จึงท าให้ไข่พยาธิดังกล่าวจมลงสู่ก้นหลอด
ทดลอง แต่หากใชว้ิธีการลอยตัวในการตรวจสอบอาจไม่สามารถพบไข่พยาธิใบไมไ้ด ้อย่างไรก็
ตามการตรวจสอบการติดพยาธิดว้ยกลอ้งจุลทรรศนม์ีขอ้จ ากดั คือ ใชเ้วลานานในการด าเนินการ
และตอ้งอาศยัประสบการณ์ความช านาญของผูต้รวจเป็นอย่างมากในการจ าแนกชนิดไข่พยาธิที่
พบ ซึ่งพบว่าไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีขนาดและรูปรา่งใกลเ้คียงกบัไข่พยาธิใบไมต้บัสกุล 
Fasciola (Chryssafidis, Fu, De Waal, & Mulcahy, 2015) ดังนั้นหากการวินิจฉัยผิดพลาดจะ
ส่งผลต่อการก าจัดพยาธิ เช่น การให้ยา albendazole ซึ่งส่งผลต่อการก าจัดพยาธิใบไม้ตับได้
ดีกว่าพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ ภายหลงัการไดร้บัการรกัษาจึงไม่ประสบผลส าเร็จ (Arias et 
al., 2013) 

การจ าแนกชนิดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้เพื่อระบุชนิดของพยาธิท าได้โดย
การศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของพยาธิในระยะตัวเต็มวัยดว้ยวิธีการต่าง ๆ ประกอบกัน เช่น 
การท าสไลดถ์าวรเพื่อศึกษารูปร่าง ขนาดและต าแหน่งของอวยัวะภายใน หรือการตัดชิน้เนือ้ของ
ตัวอย่างพยาธิดว้ยเครื่อง rotary microtome เพื่อศึกษาการจัดเรียงของอวัยวะภายในของพยาธิ 
เช่น การตัดแบบ sagittal เพื่อศึกษารูปร่างและขนาดของ acetabulum และคอหอย (pharynx) 
จากนัน้ท าการจ าแนกและระบุชนิดของพยาธิระยะตัวเต็มวัยดว้ยอนุกรมวิธาน (taxonomic key) 
ตามหลักเกณฑ์ของ Yamaguti, Eduardo และ Otto Sey (Eduardo, 1982a, 1982b, 1983, 
1984, 1985; Sey, 2019; Yamaguti, 1958) อย่างไรก็ตามการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ
พยาธิเพียงดา้นเดียวอาจไม่เพียงพอ เนื่องจากพยาธิในกลุ่มนีม้ีขนาดและรูปร่างทัง้ภายนอกและ
ภายในท่ีคลา้ยคลงึกนั จึงตอ้งอาศยัวิธีการทางอณชูีววิทยาในการยืนยนัชนิดของพยาธิรว่ม  

การศึกษาทางดา้นอณูชีววิทยาของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้เพื่อระบชุนิดและแกไ้ข
ปัญหาการวินิจฉัยที่ผิดพลาดจากการตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ นิยมตรวจสอบดว้ยเทคนิค
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ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction หรือ PCR) โดยมีการใชย้ีน (gene) หรือ
บริเวณเป้าหมายที่หลากหลายในการระบุชนิดของพยาธิ เช่น การใช้ยีน 18S ribosomal RNA 
(18S rRNA) ในการระบุพยาธิชนิด Paramphistomum cervi และ Carmyerius gregarious (El-
Bahy, Bazh, & Elkhtam, 2017), การใช้ยีน cytochrome c oxidase subunit I (COX1) ในการ
ระบุพยาธิชนิด Fischoederius cobboldi และ Paramphistomum epiclitum (Sanguankiat et 
al., 2016), การใช้บริเวณ internal transcribed spacer second (ITS2) ในการระบุพยาธิชนิด 
Fischoederius cobboldi, Fischoederius elongatus, Gastrothylax crumenifer แ ล ะ 
Carmyerius spatiosus (Ghatani, Shylla, Tandon, Chatterjee, & Roy, 2012) เป็นตน้ อย่างไร
ก็ตามแมว้่าจะมีการใช้ยีนหรือบริเวณเป้าหมายที่หลากหลายในเทคนิค PCR เพื่อระบุชนิดของ
พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ แต่ยงัไม่มีรายงานการใชย้ีนเหลา่นีใ้นเทคนิค multiplex PCR 

ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงท าการตรวจสอบการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลโคและ
กระบือ โดยเก็บตัวอย่างพยาธิระยะตัวเต็มวัยจากโรงฆ่าสัตวแ์ละเก็บตัวอย่างมูลสัตว์ในพื ้นที่
เพาะเลีย้งปศสุตัว ์8 จงัหวดั ภาคกลางของประเทศไทย ท าการตรวจสอบการปนเป้ือนของไข่พยาธิ
ในมูลสัตวด์ว้ยวิธีการตกตะกอนไข่พยาธิดว้ยเทคนิค formalin-ether sedimentation เพื่อศึกษา
การระบาดของพยาธิในกลุ่มดังกล่าว และใชเ้ทคนิคทางอณูชีววิทยาในการระบุชนิดของไข่พยาธิ 
โดยศกึษาล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากยีนบนจีโนมของไมโทคอนเดรีย (mitochondrial gene) เนื่องจาก
ดีเอ็นเอ (DNA) ของไมโทคอนเดรียมีความคงทนสูงและถูกท าลายโดยสภาพแวดลอ้มไดย้ากกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับยีนในนิวเคลียส (nuclear gene) และพบว่ายีนบนไมโทคอนเดรียถูกน ามาใช้
ในตรวจสอบและระบุชนิดของพยาธิจากตัวอย่างที่มีการปนเป้ือนและมีการเสียสภาพสงูอย่างใน
มูลสัตว ์(Rongchang, Brice, & Ryan, 2015) และอุจจาระของมนุษย ์(Buathong et al., 2015)
นอกจากนีย้ังเป็นที่ยอมรบัใหใ้ชเ้ป็น DNA barcode ส าหรบัการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด 
(Zarowiecki, Huyse, & Littlewood, 2007) 

ดว้ยเหตขุา้งตน้งานวิจยันีจ้ึงไดศ้ึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนบนไมโทคอนเดรียจ านวน 
4 ยีน ที่มีความอนุรกัษ์ของล าดับอะมิโนสูง (Simon et al., 1994) และมีล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ยาว
เพียงพอส าหรบัการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ (species-specific primer) เพื่อน าไปพัฒนาการ
ต ร ว จ ส อ บ ด้ ว ย เท ค นิ ค  multiplex PCR ไ ด้ แ ก่  COX1, CYTB, nicotinamide adenine 
dinucleotide dehydrogenase subunit 4 (ND1) แ ล ะ  nicotinamide adenine dinucleotide 
dehydrogenase subunit 4 (ND4) โดยท าการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะจากทั้ง 4 ยีน เพื่ อ
น ามาใช้ในการระบุชนิดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้แต่ะละชนิดจ านวน 4 ชนิด ได้แก่ 
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Carmyerius spatiosus, Fischoederius elongatus, Orthocoelium dicranocoelium แ ล ะ 
Paramphistomum epiclitum จากนัน้คัดเลือกไพรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะ (specificity) กับพยาธิ
เป้าหมายมาทดสอบความไว (sensitivity) และน าไปประยุกตใ์ชใ้นเทคนิค multiplex PCR เพื่อ
ตรวจสอบการติดเชือ้ร่วม (co-infection) ของพยาธิในคราวเดียวกนัในมลูสตัว ์โดยผลการศึกษาที่
ได้จากงานวิจัยในครัง้นีส้ามารถใช้เป็นเครื่องมือการตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะ
ผา้ขีร้ิว้ในสตัวเ์คีย้วเอือ้งไดอ้ย่างแม่นย า และทราบสถานการณ์การระบาดของพยาธิเพื่อน าไปสู่
การวางแผนเฝา้ระวงัและปอ้งกนัการเกิดโรคไดใ้นอนาคต 

 
ความมุ่งหมายของงานวิจัย 

งานวิจยันีม้ีเปา้หมายหลกัดงันี ้
1. ศึกษาสถานการณ์การระบาดของของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้ในโคและ

กระบือจากพืน้ที่เพาะเลีย้งปศุสัตว ์8 จังหวัด ภาคกลางของประเทศไทย ดว้ยวิธีการแบบดัง้เดิม
รว่มกบัวิธีทางอณชูีววิทยา  

2. พัฒนาเทคนิค multiplex PCR เพื่อใช้ในการตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ใน
กระเพาะผ้าขี ้ริ ้วจ านวน  4 ชนิด  ได้ใน เวลาเดียวกัน  ได้แก่  C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium และ P. epiclitum  

 
ขอบเขตการวิจัย 

ในการวิจยันีม้ีขอบเขตการวิจยัดงันี ้
1. ตรวจสอบสถานการณ์การระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้ในโคและ

กระบือจากพืน้ที่แหล่งเพาะเลีย้งปศุสัตวโ์ค-กระบือ 8 จังหวัด ภาคกลางของประเทศไทย ไดแ้ก่ 
จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา ชยันาท อ่างทอง สพุรรณบรุี สระบรุี สิงหบ์รุี ลพบรุี และนครนายก  

2. ตรวจการปนเป้ือนไข่พยาธิในมลูโคและกระบือดว้ยวิธีการตกตะกอนมูลสตัวด์ว้ย  
formalin-ether sedimentation technique  

3. ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้ด้วยวิธีการท า
สไลดถ์าวรรว่มการตดัชิน้เนือ้ดว้ยเครื่อง rotary microtome  

4. ออกแบบไพรเมอรเ์พื่อเพิ่มชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนบนไมโทคอนเดรียจ านวน 4 ยีน 
ไดแ้ก่ COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ 

5. ออกแบบ ไพ รเม อ ร์จ า เพ าะ ของพ ยา ธิ ใบ ไม้ ใน ก ระ เพ าะผ้าขี ้ ริ ้ว ชนิ ด  
C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum จากยีนบนไมโทคอนเดรีย 
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6. ต รวจสอบ การติ ดพ ยา ธิ ใบ ไม้ ใน ก ระ เพ าะผ้ าขี ้ ริ ้ว ชนิ ด  C. spatiosus,  
F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum ดว้ยเทคนิค multiplex PCR ในตวัอย่างมลู
โคและกระบือ 

 
สมมติฐานงานวิจัย 

เทคนิค multiplex PCR ที่ พัฒนาขึ ้นสามารถตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ชนิด  
C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ  P. epiclitum ในมู ลสัตว์ได้อย่ างมี
ประสิทธิภาพและไม่เกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ ที่ใกลช้ิด  



 

บทที ่2 
เอกสารทีเ่ก่ียวข้อง 

 
2.1. ข้อมูลท่ัวไปและการระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 

2.1.1. ข้อมูลท่ัวไป 
พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีล  าตวัหนา รูปร่างคลา้ยเม็ดทบัทิมสีชมพ ูชัน้ผิวหนัง

เรียบ ไม่มีหนาม มีอวัยวะยึดเกาะ (sucker) 2 ต าแหน่ง ไดแ้ก่ 1) oral sucker อยู่ต  าแหน่งปลาย
หรือเกือบปลายสุดของล าตัวทางดา้นหน้า (anterior) และ 2) ventral sucker หรือ acetabulum 
อยู่ต  าแหน่งปลายหรือเกือบปลายสดุของล าตวัทางดา้นทา้ย (posterior) ในบางชนิดหลอดอาหาร 
(esophagus) เป็นกระเปาะ (bulb) ทางเดินอาหารยาวไปจนเกือบสุดล าตัว ลักษณะทางเดิน
อาหารมีทั้งแบบเป็นระเบียบ (simple) และแบบคดเคี ้ยว (sinuous) ระบบสืบพันธุ์ เพศผู ้
ประกอบดว้ย อณัฑะ (testis) จ านวน 1-2 กอ้น seminal vesicle, cirrus pouch ปรากฏเด่นชดัใน
บางชนิด genital pore พบได้ 3 ต าแหน่ง ได้แก่ 1) ด้านหน้า 2) กึ่งกลางด้านท้อง (midventral) 
และ 3) กึ่งกลางดา้นหลงั (middorsal) ในบางชนิดพบว่า genital pore เจริญเป็นอวยัวะยึดเกาะ 
ระบบสืบพันธุ์ เพศเมียประกอบด้วย รังไข่  (ovary) บางชนิดพบ laurer’s canal ปรากฏอยู่ 
vittellaria อยู่ดา้นขา้งของล าตัว ท่อน าไข่ขดพันกันอยู่ระหว่างทางเดินอาหาร (intercecal) ระบบ
ขบัถ่ายพบ excretory vesicle อยู่ต  าแหน่งดา้นทา้ยของล าตวั เมื่อจ าแนกชนิดตามอวยัวะยึดเกาะ
มกัถกูจดัอยู่ในกลุม่ amphistomes เนื่องจาก acetabulum มีขนาดใหญ่กว่า oral sucker  

2.1.2. วงชีวิต 
วงชีวิตของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีความคลา้ยคลึงกับพยาธิใบไมต้ับสกุล 

Fasciola (Cauquil et al., 2016) ไข่ที่ไดร้บัการปฏิสนธิแลว้จะปนออกมากบัมลูสตัวแ์ละปนเป้ือน
ลงสูแ่หลง่น า้ เมื่อสภาพแวดลอ้มเหมาะสมไข่จะฟักเป็นระยะไมราซิเดียม (miracidium) และไชเขา้
สู่หอยที่ เป็นโฮสต์กึ่งกลางตัวที่หนึ่ง (first intermediated host) เช่น หอยในวงศ์ Lymnaeidae 
ช นิ ด  Galba truncatula (Jones et al., 2015) ห อ ย ช นิ ด  Gyraulus scottianus, Helicorbis 
australiensis (Rolfe et al., 1991) จากนั้นพัฒนาเป็นระยะสปอร์โรซิส (sporocysts) เรเดีย 
(redia) และเซอรค์าเรีย ตามล าดบั โดยระยะเซอรค์าเรียที่พัฒนาเต็มที่จะว่ายออกจากหอยเขา้สู่
พืชน า้ซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางตัวที่สอง (second intermediated host) เพื่อพัฒนาเป็นระยะเมตา
เซอรค์าเรียซึ่งเป็นระยะติดต่อเขา้สู่โฮสตเ์ฉพาะ (definitive host) ในกลุ่มสัตวเ์คีย้วเอีย้ง เช่น โค 
กระบือ แพะ และแกะ เป็นตน้ ดงัภาพประกอบ 1 เมื่อเขา้สูร่า่งกายของโฮสตเ์ฉพาะระยะเมตาเซอร์
คาเรียจะเกิดการ excyst ภายในล าไสส้ว่น duodenum เป็นระยะที่ยงัไม่โตเต็มที่ (immature) จาก
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จะนัน้เคลื่อนที่เขา้สู่กระเพาะผา้ขีร้ิว้และพัฒนาเป็นระยะตวัเต็มวยั (adult) ดังภาพประกอบ 2 ซึ่ง
พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้ก่อให้เกิดโรค paramphistomosis ส่งผลให้สัตว์ที่ ติดพยาธิเกิด
อาการล าไสอ้ักเสบ ท้องเสีย มูลมีกลิ่นเหม็นรุนแรง เบื่ออาหารและสูบผอม  (Boray, 1969) ซึ่ง
อาการของโรคจะแสดงเมื่อเกิดการติดเชือ้มากกว่า 2,700 ตัว และท าใหส้ัตวต์ายไดภ้ายในเวลา 
22-36 วนั (Horak, 1971) 

 

 
 

ภาพประกอบ 1 พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคในวงกลมสีแดง 
 

ที่มา: (Ali et al., 2018) 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 วงชีวิตทั่วไปของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้  
1 = unembryonated egg 2 = embryonated egg 3 = ไมราซิเดียม 4 = หอยที่เป็นโฮสตก์ึ่งกลาง 

4a = สปอรโ์รซิส 4b = เรเดีย 4c = เซอรค์าเรีย 5 = เมตาเซอรค์าเรีย 6 = โคที่เป็นโฮสตเ์ฉพาะ  
7 = ตวัอ่อนของพยาธิที่ล  าไสเ้ล็กสว่นตน้ 8 = พยาธิระยะตวัเต็มวยัในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ 

 
ที่มา: ดดัแปลงจาก (Huson, Oliver, & Robinson, 2017) 
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2.1.3. การระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 
การระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีรายงานในหลายประเทศ เช่น ไทย

(Sey & Prasitirat, 1994), ลาว (Sanguankiat et al., 2016), เวียดนาม  (Sey, 1985), อิน เดีย 
(Bhalerao, 1935), อินโดนีเซีย (Eduardo, 1980), ญ่ีปุ่ น (Fukui, 1929), ไอรแ์ลนด์ (Zintl et al., 
2014), เนเธอร์แลนด์ (Ploeger et al., 2017), ปากีสถาน  (Chaudhry et al., 2017), ฝรั่ งเศส 
(Szmidt-Adjidé et al., 2000), เอ ธิ โอ เปี ย  (Getahun, Siyoum, Yohannes, & Eshete, 2017), 
โดยพบว่าในทวีปยโุรปส่วนใหญ่พบการระบาดของ Calicophoron daubneyi (Arias et al., 2013; 
Jones et al., 2017; Malrait et al., 2015) ในขณะที่ทวีปเอเชียส่วนใหญ่พบการระบาดของ 
Paramphistomum cervi (Anuracpreeda, Wanichanon, & Sobhon, 2008; Panyarachun et 
al., 2010; Swarnakar, Kumawat, Sanger, Roat, & Goswami, 2014) นอกจากนี ้ยังพบการ
ระบาดของพยาธิชนิ ด  Carmyerius spatiosus, Fischoederius elongatus, Fischoederius 
cobboldi และ Gastrothylax crumenifer ในปศสุตัวบ์รเิวณทวีปเอเชีย (Ali et al., 2018) 

ในปี ค.ศ. 1994 Sey และ Prasitirat ได้ท าการศึกษาพยาธิในกลุ่ม amphistomes 
จากกระเพาะผา้ขีร้ิว้และท่อน า้ดีของโคและกระบือจากจังหวัดสิงหบ์ุรีและกรุงเทพมหานคร และ
ระบุชนิดของพยาธิดว้ยการใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยา ผลการศึกษาสามารถแบ่งพยาธิออกได ้ 
2 วงศ์ ได้แก่ 1) วงศ์ Gastrothylacidae ประกอบด้วย Gastrothylax crumenifer, Carmyerius 
spatiosus แ ล ะ  Fischoederius elongatus 2) ว ง ศ์  Paramphistomidae ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย 
Explanatum explanatum, Calicophoron calicophorum, Paramphistomum ichikawai,  
P. Epiclitum, Orthocoelium parvipapillatum, O. streptocoelium แล ะ  O. dicranocoelium 
(Sey & Prasitirat, 1994) ต่อมาในปี ค.ศ. 2007 Sripalwit และคณะ ได้ศึกษาพยาธิในกลุ่ม
กระเพาะผา้ขีร้ิว้ในโคจ านวน 37 ตัว จากโรงฆ่าสตัวใ์นจังหวัดเชียงใหม่และล าพูน ผลการศึกษา
พบว่าโคมีการติดพยาธิด้วยค่าความชุกรวมร้อยละ 78.38 (29/37) พบพยาธิ 3 ชนิด ได้แก่ 
Paramphistomum epiclitum, Orthocoelium streptocoelium, และ Fischoederius elongatus 
โดยมี ค่ าความชุก ร้อยละ  75.68, 48.65 และ 40.54 ตามล าดับ  (Sripalwit, Wongsawad, 
Wongsawad, & Anuntalabhochai, 2007) ต่ อ ม า ใน ปี  ค .ศ . 2010 Roy แ ล ะ  Tandon ได้
ท าการศึกษาพยาธิใบไมใ้นกระบือจ านวน 249 ตัว ในทางตอนเหนือและตะวันออกของประเทศ
อินเดีย ผลการศึกษาพบพยาธิใบไมใ้นวงศ ์Paramphistomidae ทัง้หมด 15 ชนิด โดยมีค่าความ
ชุกดังนี ้ Calicophoron calicophorum ร้อยละ 20.33, Cotylophoron cotylophorum ร้อยละ 
21.18, Paramphistomum epiclitum ร้อยละ 28.81, P. ichikawai ร้อยละ 7.62, Explanatum 
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explanatum ร้ อ ย ล ะ  26.27, Gastrothylax crumenifer ร้ อ ย ล ะ  32.20, Fischoederius 
elongatus รอ้ยละ 26.27, F. cobboldi รอ้ยละ 12.71, Orthocoelium dicranocoelium รอ้ยละ 
18.64, O. streptocoelium รอ้ยละ 5.08, O. scoliocoelium รอ้ยละ 1.69, O. parvipapillatum 
รอ้ยละ 4.23, O. dinniki รอ้ยละ 10.16, O. dawesi รอ้ยละ 19.49 และ O. Orthocoelium รอ้ย
ละ 12.71 (Roy & Tandon, 1992) 
 

2.2. การจ าแนกชนิดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา 
พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริว้ตามการจัดจ าแนกของ Yamaguti ในปี ค.ศ.1985 

ป ระก อบ ด้ ว ย  11 วงศ์ ย่ อ ย  ได้ แ ก่  1) Balanorchiinae 2) Brumptiinae 3) Cladorchiinae  
4) Gastrodiscinae 5) Gastrothylacinae 6) Johnsonitrematinae 7) Paramphistominae  
8) Pseudodiscinae 9) Solenorchiinae 10) Strephanopharynginae และ 11) Zygocotylinae 
(Yamaguti, 1958) ต่อมาในปัจจุบนัไดม้ีการจัดจ าแนกพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ดว้ยวิธีทาง
สัณฐานวิทยาแบบใหม่ โดยใชเ้กณฑ์การปรากฏของ ventral pouch เพื่อจ าแนกพยาธิในกลุ่ม
ดงักล่าว ท าใหพ้ยาธิกลุ่มนีท้ี่พบในประเทศไทยแบ่งออกเป็น 2 วงศ ์ไดแ้ก่ วงศ ์Gastrothylacidae 
และวงศ ์Paramphistomidae (Sey & Prasitirat, 1994) นอกจากนีย้ังมีการศึกษารูปแบบของคอ
หอย (type of pharynx) และรูปแบบของ acetabulum (type of acetabulum) เพื่ อใช้ในการ
จ าแนกสกลุของพยาธิในกลุม่ดงักลา่วอีกดว้ย โดยมีรายละเอียดดงันี ้

 
Key to families  

1. ก. ventral pouch ปรากฏ............................................... Gastrothylacinae 
    ข. ventral pouch ไม่ปรากฏ........................................ Paramphistominae 
 

Key to genera of Gastrothylacidae 
1. ก. ท่อน าไข่ และ vas deferens ทอดยาวขนานไปตามล าตวั........................2 
    ข. ท่อน าไข่ และ vas deferens ไขวก้นัอยู่ต  าแหน่งกึ่งกลางตวั...Gastrothylax 
2. ก.อณัฑะเรียงตวัตามแนวนอน (horizontal)...............................Carmyerius 
    ข.อณัฑะเรียงตวัตามแนวด่ิง (tandem).................................Fischoederius 
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Key to genera of Paramphistomidae 
1. ก. laurer's canal ไขวอ้ยู่กบั excretory vesicle.........................................2  
    ข.laurer's canal ไม่ไดไ้ขวอ้ยู่กบั excretory vesicle.............. Orthocoelium  
2. ก. pars musculosa ยงัพฒันาไม่เต็มที่......................................................3 
    ข. pars musculosa พฒันาเต็มที่......................................... Calicophoron 
3. ก. acetabulum มีขนาดใหญ่...................................................Explanatum  
    ข. acetabulum ไม่ไดม้ีขนาดใหญ่...................................Paramphistomum 

 
Key to type of pharynx 

1. ก. คอหอยไม่มี lip sphincters…………………………..........…………….2 
    ข. คอหอยมี lip sphincters ปรากฏ…………….....….….. dicranocoelium 
2. ก. ไม่มี middle circular units……….…...............….… paramphistomum  
    ข. มกีารปรากฏของ middle circular unit ที่พฒันาไม่เต็มที่....calicophoron 
 

Key to type of acetabulum 
1. ก. acetabulum มีขนาดเล็ก…………………………………..……………..2 
    ข. acetabulum มีขนาดใหญ่…….......……………………...…gastrothylax 
2. ก. dorsal exterior circular (dec) มี 1 ชดุ…...................…streptocoelium 
    ข. dorsal exterior circular มี 2 ชดุ (dec1, dec2)…...........................….3 
3. ก. dec2 มีจ านวนมากกว่า dec1………...….........…….. paramphistomum 
    ข. dec2 มีจ านวนนอ้ยกว่า dec1……...….....…...…....…….. fischoederius 
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2.2.1. วงศ ์Gastrothylacidae  
2.2.1.1. สกุล Carmyerius Stiles et Goldberger, 1910 

รูปร่างล าตัวคลา้ยกรวย (conical) หรือ คลา้ยวงรีเล็ก (subelliptical) บางชนิด
ล าตวัตรงและมีเวา้โคง้ เมื่อท าการตดัขวาง (cross section) พบโครงสรา้งเนือ้เยื่อที่เรียงตวัเป็นวง 
(circular) ภายในพบ ventral pouch ยาวไปจนเกือบถึง acetabulum ดา้นหนา้ของล าตวัพบ oral 
sucker หลอดอาหารไม่มีกระเปาะ ทางเดินอาหารอยู่ดา้นขา้งของล าตวับางชนิดมีขนาดสัน้ บาง
ชนิดมีขนาดยาว บางชนิดเป็นคลื่น (wavy) บางชนิดเรียบ ระบบสืบพนัธุเ์พศผูพ้บอณัฑะมีลกัษณะ
เป็นพู (lobed) และมีสมมาตร บริเวณกึ่งกลางของล าตัวพบ vas deferens, seminal vesicle, 
pars musculosa, pars prostatica และ ejaculatorius duct ส่วน genital pore มีลักษณะเป็น 
papilla ระบบสืบพันธุ์เพศเมียพบรงัไข่มีต าแหน่งอยู่ระหว่างอัณฑะทั้งสองขา้ง (intertesticular) 
laurer’s canal เปิดที่ต  าแหน่ง excretory pore ท่อน าไข่ขดตัวอยู่ที่ต  าแหน่งกึ่งกลางตัวดา้นหลัง 
vitellaria กระจายตัวอยู่ดา้นขา้งของล าตัวขนานกับทางเดินอาหารยาวไปจนถึง ventral pouch 
สว่น excretory vesicle อยู่เหนือ acetabulum (Yamaguti, 1958) ดงัภาพประกอบ 3  

 

 
 

ภาพประกอบ 3 Carmyerius bulbosus  
ก.-ข. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. sagittal section 

 
ที่มา: ดดัแปลงจาก (Sey, 1985) 
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2.2.1.2. สกุล Fischoederius Stiles & Goldberger, 1910 
รูปร่างล าตัวยาวคลา้ยกรวย เมื่อตัดขวางล าตัวมีลกัษณะเป็นวง ทรงกลม หรือ

สามเหลี่ยม ภายในพบ ventral pouch ยาวไปจนถึงต าแหน่งของอณัฑะ acetabulum มีต าแหน่ง
อยู่ท้ายสุดของล าตัว ด้านหน้าของล าตัวพบ oral sucker หลอดอาหารไม่มีกระเปาะ ทางเดิน
อาหารมีลักษณะคดเคีย้วยาวไปจนถึงต าแหน่งของอัณฑะและรงัไข่ ระบบสืบพันธุ์เพศผู้พบ 2 
อณัฑะ ส่วนแรกอยู่ที่ต  าแหน่งดา้นหลงั หรือส่วนหนา้ของดา้นหลงั (anterodorsal) และอีกส่วนอยู่
ต  าแหน่ งกึ่ งกลาง เส้นล าตั ว  (median line) โดยพบ  vas deferens, seminal vesicle, par 
musculosa, par prostatica และ ejaculator ที่ต  าแหน่งกึ่งกลางดา้นหลงัของล าตวั ส่วน genital 
pore เปิดที่ต  าแหน่ง ventral pouch ระบบสืบพันธุ์เพศเมียพบรงัไข่อยู่ที่ต  าแหน่งด้านท้ายของ
อัณฑะ (posttesticular) laurer’s canal เปิดที่ดา้นหนา้ของ excretory pore ท่อน าไข่ขดพันกันที่
ต  าแหน่งกึ่งกลางด้านหลังของล าตัว vitellaria อยู่ที่ต  าแหน่งด้านข้างส่วนท้อง (ventrolateral) 
กระจายตัวจากต าแหน่ง genital pore ไปจนถึงต าแหน่งของอัณฑะและรังไข่ ส่วน excretory 
vesicle มี ลักษณ ะเป็ น รูอยู่ ต  าแหน่ งใกล้กับบ ริ เวณ  acetabulum (Yamaguti, 1958) ดั ง
ภาพประกอบ 4  

 

 
 

ภาพประกอบ 4 Fischoederius elongatus  
ก.-ง. ภาพวาด; ก.-ข. ดา้นทอ้ง ค. ดา้นขา้ง ง. ระบบขบัถ่าย 

 
ที่มา: (Tandon, 1961) 
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2.2.1.3. สกุล Gastrothylax Poirier, 1883 
ล าตวัเรียวยาว รูปร่างคลา้ยลูกโอ๊ก (acorn) ดา้นทอ้งแบน (flattened) ดา้นหลงั

นูน ภายในพบ ventral pouch มีความยาวเกือบถึง acetabulum ดา้นหนา้ล าตัวพบ oral sucker 
หลอดอาหารไม่มีกระเปาะ ทางเดินอาหารเป็นคลื่นยาวจนถึงต าแหน่งอณัฑะ  ระบบสืบพนัธุเ์พศผู ้
อณัฑะมีลกัษณะเป็นพ ูมีสมมาตร อยู่ที่ต  าแหน่งเหนือรงัไข่ vas deferens ไขวอ้ยู่กบัท่อน าไข่และ
ยืดยาวไปตามดา้นขา้งของล าตัว ไม่มี cirrus pouch ส่วน genital pore ไม่มีลกัษณะเป็น sucker 
ระบบสืบพันธุ์เพศเมีย รงัไข่อยู่ต  าแหน่งดา้นทา้ยของอัณฑะ laurer’s canal เปิดที่ดา้นหน้าของ 
excretory pore พบ vitellaria กระจายตัวใกล้กับ ventral pouch จากต าแหน่ง oral sucker ไป
จนถึง acetabulum ท่อน าไข่ไขวจ้ากขา้งหนึ่งไปอีกขา้งหนึ่งของล าตวั สว่น excretory vesicle อยู่
ที่ต  าแหน่งระหว่าง ventral pouch กบั acetabulum (Yamaguti, 1958) ดงัภาพประกอบ 5  

 

 
 

ภาพประกอบ 5 Gastrothylax crumenifer 
ก.-ค. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. ดา้นขา้ง ค. ระบบขบัถ่าย 

 
ที่มา: (Tandon, 1961) 
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2.2.2. วงศ ์Paramphistomidae  
2.2.2.1. สกุล Calicophoron Näsmark, 1973 

รูปร่างล าตัวคล้ายรูปชมพู่  (pyriform) หรือรูปกรวย บางชนิดแบนและโค้ง 
acetabulum มีขนาดใหญ่อยู่ต  าแหน่งดา้นทอ้งปลายสดุของล าตวั ดา้นหนา้ล าตวัพบ oral sucker 
หลอดอาหารมีหรือไม่มีกระเปาะหุม้ ทางเดินอาหารยาว ระบบสืบพนัธุเ์พศผู ้อณัฑะมีลกัษณะเป็น
พ ูเรียงตัวได ้3 รูปแบบ คือ เรียงแนวทแยงมุม (diagonal) ตามแนวด่ิง (tandem) หรือวางขา้งกัน 
(juxtaposed) pars prostatica แล ะ  pars musculosa มี ก า รพัฒ น า เต็ ม ที่  genital pore มี
ลกัษณะเป็น papilla ไม่พบ cirrus pouch ระบบสืบพันธุ์เพศเมีย รงัไข่อยู่ดา้นหลัง acetabulum 
พบ laurer’s canal ไขวอ้ยู่กบั excretory vesicle ดา้นขา้งล าตัวพบ vitellaria กระจายตวัอยู่ ส่วน
ท่อน าไข่ขดพันอยู่ด้านหลังและด้านหน้าไปจนถึงต าแหน่งของอัณฑะ (Eduardo, 1983) ดัง
ภาพประกอบ 6 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 Calicophoron calicophorum 
ก.-ข. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. sagittal section  

ค. ดา้นทอ้ง ภาพจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด bar = 2 มิลลิเมตร 
 

ที่มา: ดดัแปลงจาก (Eduardo, 1983) 
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2.2.2.2. สกุล Explanatum Fukui, 1929  
รูปร่างคลา้ยกรวย ดา้นทอ้งมีลักษณะโคง้ ไม่มี ventral pouch มี acetabulum 

ขนาดใหญ่อยู่ต  าแหน่งเกือบท้ายสุดของล าตัว หลอดอาหารไม่มีกระเปาะ ทางเดินอาหารอยู่
ต  าแหน่งดา้นขา้งของล าตัวมีลกัษณะตรงหรือคดเคีย้วยาวไปจนถึง acetabulum ระบบสืบพันธุ์
เพศผู ้อัณฑะลักษณะเป็นพู เรียงตัวในต าแหน่งตรงกันหรือเยือ้งกันในแนวด่ิง seminal vesicle 
ผนังบาง ยาว และมีการขดเป็นรอยลึก pars musculosa มีขนาดสัน้และยงัพัฒนาไม่เต็มที่ pars 
prostatica ยงัพัฒนาไม่เต็มที่ genital pore ยงัไม่พฒันาเป็น sucker ระบบสืบพนัธุ์เพศเมีย รงัไข่
อยู่ด้านท้ายของอัณฑะ vitellaria กระจายอยู่ด้านข้างของล าตัว laurer’s canal ไขว้อยู่กับ 
excretory vesicle (Eduardo, 1984) ดงัภาพประกอบ 7  

 

 
 

ภาพประกอบ 7 Explanatum explanatum 
ก.-ข. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. Sagittal section  

 
ที่มา: ดดัแปลงจาก (Eduardo, 1984) 
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2.2.2.3. สกุล Paramphistomum Fischoeder, 1901 
รูปร่างล าตวัมีลกัษณะคลา้ยรูปกรวยหรือรูปชมพู่  ไม่มี ventral pouch ดา้นหนา้

ล าตั วพ บ  oral sucker ส่ วน  acetabulum อยู่ ที่ ต  า แหน่ งด้ านท้ อ งป ล ายสุ ด ของล าตั ว 
(ventroterminal) หลอดอาหารไม่พบกระเปาะ ทางเดินอาหารมีขนาดยาวและคดเคีย้วอยู่ต  าแหน่ง
ดา้นขา้งล าตัวยาวไปจนถึงต าแหน่ง acetabulum ระบบสืบพันธุ์เพศผู ้อัณฑะมี 2 กอ้น รูปร่างพู
หรือกลม (rounded) เรียงตามแนวด่ิงหรือเรียงตัวตามแนวทแยงมุมของล าตัว seminal vesicle 
ขดทับซ้อนกัน pars musculosa พัฒนาไม่ เต็มที่  ไม่พบ cirrus pouch ส่วน genital pore มี
ลกัษณะเป็นกลา้มเนือ้แต่ไม่พฒันาเป็น sucker ระบบสืบพันธุเ์พศเมีย รงัไข่อยู่ต  าแหน่งดา้นทา้ย
ของอัณฑะ ท่อน าไข่ขดพันอยู่ทางดา้นหนา้กึ่งกลางล าตัวไปดา้นหลงัของอัณฑะ laurer’s canal 
ไขวอ้ยู่กับ excretory vesicle ส่วน vitellaria กระจายตัวอยู่ดา้นขา้งของล าตัวระหว่าง 2 sucker 
(Eduardo, 1982b) ดงัภาพประกอบ 8  

 

 
 

ภาพประกอบ 8 Paramphistomum epiclitum 
ก.-ข. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. sagittal section  

ค. ดา้นทอ้ง ภาพจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด bar = 500 ไมโครเมตร 
 

ที่มา: ดดัแปลงจาก (Eduardo, 1982b) 
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2.2.2.4. สกุ ล  Orthocoelium Price & McIntosh, 1953 (Stiles & Goldberger, 
1910)  

รูปร่างคลา้ยกรวย acetabulum อยู่ปลายหรือเกือบปลายสดุของล าตวั ดา้นหนา้
ล าตัวพบ oral sucker หลอดอาหารมีหรือไม่มีกระเปาะหุม้ ทางเดินอาหารอยู่ต  าแหน่งดา้นขา้ง
ล าตวัรูปรา่งตรง (straight) หรือเป็นคลื่น ระบบสืบพนัธุเ์พศผู ้อณัฑะมีลกัษณะเป็นพหูรือไม่เป็นพ ู
เรียงตัวในต าแหน่งตรงกันหรือเยือ้งกันในแนวด่ิง seminal vesicle มีผนังที่บางและขดม้วนกัน 
pars musculosa พัฒนาเต็มที่ pars prostatica มีขนาดสั้นหรือยาว ไม่พบ cirrus pouch ไม่มี 
genital sucker ระบบสืบพนัธุเ์พศเมีย รงัไข่อยู่ต  าแหน่งทา้ยของอณัฑะท่อน าไข่ ขดพนัอยู่ขา้งหนา้
ไปด้านหลังของอัณฑะ vitellaria อยู่ต  าแหน่งด้านข้างของล าตัว laurer’s canal ไม่ไขว้อยู่กับ 
excretory vesicle (Eduardo, 1985) ดงัภาพประกอบ 9  

 

 
 

ภาพประกอบ 9 Orthocoelium dicranocoelium 
ก.-ข. ภาพวาด; ก. ดา้นทอ้ง ข. sagittal section  

ค. ดา้นทอ้ง ภาพจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด bar = 300 ไมโครเมตร 
 

ที่มา: ดดัแปลงจาก (Eduardo, 1985) 
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2.2.3. Type of pharynx 
การจ าแนกชนิดของพยาธิโดยอาศยัรูปแบบของคอหอย ท าไดโ้ดยน าตวัอย่างพยาธิ

ผ่านกระบวนการ histomorphology ซึ่งใช้เครื่อง rotary microtome ในการตัดชิ ้นเนื ้อและน า
ตัวอย่างที่ตัดไปยอ้มสี (ขัน้ตอนโดยละเอียดกล่าวในบทที่ 3) เพื่อศึกษาลักษณะของคอหอยดัง
ภาพประกอบ 10 โดยมีรายละเอียดดงันี ้

as   — anterior sphincter 
bph  —  body of pharynx 
bs  —  basic circular 
ec  —  exterior circular 
el   —  exterior longitudinal 
ic   —  interior circular 
il   —  interior longitudinal 
Is   —  lip sphincter 
me  —  middle circular 
o   —  esophagus 
phb  —  pharyngeal bulb 
pphs  —  primary pharyngeal sac 
ps  —  posterior sphincter 
rf   —  radial fibers 
sphs  —  secondary pharyngeal sac 
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ภาพประกอบ 10 type of pharynx  
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.3.1. Calicophoron type 
พบ interior circular unit มีขนาดเล็ก middle circular unit พัฒนาไม่ เต็มที่

(สัง เกตได้เมื่ อตัดแบบ transverse section) exterior circular unit มี จ านวนไม่ คงที่  basal 
circular unit มีขนาดเล็กและเรียงตวั 2 แถว interior longitudinal fiber มีความหนาที่แตกต่างกัน
ในแต่ละเสน้ใย exterior longitudinal fiber พัฒนาตามปกติ radial fiber พัฒนาดีเต็มที่และไม่
แตกแขนง ไม่พบ anterior sphincter ไม่พบ posterior sphincter และไม่พบ lip sphincter ดัง
ภาพประกอบ 11  

 

 
 

ภาพประกอบ 11 calicophoron type  
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.3.2. Dicranocoelium type 
พบมี  lip sphincter ลักษณะคล้ายเกือกม้า (horseshoe-shape) ปรากฏที่

ต  าแหน่งดา้นขา้งของคอหอยส่วนหนา้ interior circular unit มีขนาดเล็ก basal circular unit เรียง
ตัว 1 แถว interior longitudinal fiber มีการพัฒนาค่อนข้างดี  exterior longitudinal fiber มี
จ านวนหลายเสน้อยู่ติดกับขอบผิว radial fiber พัฒนาได้ไม่ดี ไม่พบ anterior sphincter ไม่พบ 
posterior sphincter ไม่พบ middle sphincter และไม่พบ exterior circular unit ดงัภาพประกอบ 
12  

 

 
 

ภาพประกอบ 12 dicranocoelium type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.3.3. Paramphistomum type 
พบ interior circular unit มีขนาดปกติและกระจายทั่ วกล้าม เนื ้อ  exterior 

circular unit อยู่ต  าแหน่งขอบผิวหรือต าแหน่งกึ่งกลางและมีจ านวนไม่คงที่ basal circular units 
พัฒนาไดเ้ต็มที่ มีจ านวน 1 หรือ 2 แถว interior longitudinal fiber มีความกวา้งที่แตกต่างกันใน
แต่ละเสน้ exterior longitudinal fiber มีความหนาที่แตกต่างในแต่ละเสน้ radial fiber อยู่รวมกัน
เป็นมัดไม่มีการแตกแขนง ไม่พบ middle circular ไม่พบ anterior sphincter ไม่พบ posterior 
sphincter และไม่พบ lip sphincter ดงัภาพประกอบ 13  

 

 
 

ภาพประกอบ 13 paramphistomum type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.4. Type of acetabulum  
การจ าแนกชนิดของพยาธิโดยอาศยัรูปแบบของอวยัวะยดึเกาะหรือ acetabulum ท า

ไดโ้ดยน าตัวอย่างพยาธิผ่านกระบวนการ histomorphology ซึ่งใชเ้ครื่อง rotary microtome ใน
การตัดชิน้เนือ้และน าตัวอย่างที่ตัดไปย้อมสี (ขั้นตอนโดยละเอียดกล่าวในบทที่  3) เพื่อศึกษา
ลกัษณะของ acetabulum ดงัภาพประกอบ 14 โดยมีรายละเอียดดงันี ้

bp  —  basal part 
dec —  dorsal external circular 
dec1  —  dorsal external circular outer 
dec2 —  dorsal external circular inner 
die —  dorsal internal circular 
el  —  exterior longitudinal 
mp —  marginal part 
mec —  middle exterior circular 
of  —  oblique fibers 
rf  —  radial fibers 
vec —  ventral exterior circular 
vec1 —  ventral exterior circular outer 
vec2 —  ventral exterior circular inner 
vic  —  ventral internal circular 
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ภาพประกอบ 14 type of acetabulum  
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.4.1. Fischoederius type 
Acetabulum มีขนาดปกติ กลา้มเนือ้ของอวยัวะยดึเกาะรูปแบบนีม้ีการพฒันาใน

ระดับปานกลาง โพรง (cavity) และผนัง (wall) กล้ามเนื ้อพัฒนาค่อนข้างดี dorsal external 
circular แบ่งออกเป็น 2 กลุม่ ไดแ้ก่ dec1 และ dec2 ซึ่งมีลกัษณะเป็นเสน้ใยยาวและบาง ventral 
internal circular มีจ านวนและขนาดเท่ ากันกับ  dec การพัฒนาของ radial musculature 
ค่อนข้างดี การพัฒนาของ exterior longitudinal fiber แข็งแรง และ middle exterior circular 
จดัเรียงตวัไม่สม ่าเสมอกนั ดงัภาพประกอบ 15  

 

 
 

ภาพประกอบ 15 fischoederius type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.4.2. Gastrothylax type 
Acetabulum มีขนาดใหญ่ กลา้มเนือ้ของอวัยวะยึดเกาะรูปแบบนีม้ีการพัฒนา

ค่อนขา้งดี โพรงกลา้มเนือ้มีการพฒันาในระดบัปานกลาง ผนังกลา้มเนือ้พฒันาค่อนขา้งดี dorsal 
external circular มี 1 กลุ่ม และมีหน่วยจ านวนมาก ventral internal circular มี 1 กลุ่ม และมี
หน่วยจ านวนมาก radial fiber พัฒนาเต็มที่  exterior longitudinal fibers พัฒนาในระดับปาน
กลาง middle exterior circular จดัเรียงตวัไม่สม ่าเสมอกนั ดงัภาพประกอบ 16     

 

 
 

ภาพประกอบ 16 gastrothylax type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.4.3. Paramphistomum type 
Acetabulum มีขนาดปกติ โพรงกลา้มเนือ้พัฒนาเต็มที่ ผนงักลา้มเนือ้พัฒนาใน

ระดับปานกลาง dorsal external circular แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ dec1 และ dec2 ซึ่งพบว่า 
dec2 มีขนาดเล็กกว่า dec1 แต่มีจ านวนกลา้มเนือ้มากกว่า dec1 พบ dorsal internal circular 
และ ventral internal circular ดา้นนอกมีขนาดกวา้งกว่าดา้นใน (ขนาดเล็กลงเรื่อย ๆ ) middle 
exterior circular จัดเรียงตัวไม่สม ่าเสมอกัน exterior longitudinal fiber มีการพัฒนาในระดับ
ปานกลาง radial fiber พฒันาไดเ้ต็มที่ ดงัภาพประกอบ 17  

 

 
 

ภาพประกอบ 17 paramphistomum type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
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2.2.4.4. Streptocoelium type 
Acetabulum มีขนาดเล็ก กลา้มเนือ้อวยัวะยดึเกาะพฒันาไดเ้ต็มที่ โพรงและผนงั

กล้ามเนื ้อพัฒนาได้ในระดับปานกลาง dorsal external circular มี  1 กลุ่ม ventral exterior 
circular มี 1 กลุ่ม ซึ่ง dec และ vec มีขนาดและจ านวนเท่ากัน dorsal internal circular และ 
ventral internal circular มีขนาดและการจัดเรียงตัวใกล้เคียงกัน middle exterior circular มี
จ านวนน้อย radial fiber พัฒนาได้เต็มที่และการเรียงตัวของเส้นใยแต่ละเส้นห่างกัน exterior 
longitudinal fiber มีจ านวนเสน้ใยนอ้ยและมีการพฒันาเต็มที่ ดงัภาพประกอบ 18  

 

 
 

ภาพประกอบ 18 streptocoelium type 
 

ที่มา: (Sey, 2019) 
  



  29 

2.3. วิธีการตรวจสอบการติดพยาธิในมูลสัตวด์้วยวิธีการแบบดั้งเดิม 
ในการตรวจสอบการติดพยาธิในมลูสตัวท์ี่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจสามารถท าไดโ้ดย

การตรวจสอบมลูสตัวด์ว้ยตาเปล่า หรือใชก้ลอ้งจุลทรรศนเ์พื่อตรวจหาไข่พยาธิที่ปนออกมากบัมลู
สตัวเ์ป็นเคร่ืองมือช่วยในการตรวจสอบ ซึ่งมีวิธีการดงัต่อไปนี ้ 

2.3.1. การตรวจด้วยตาเปล่า (macroscopic examination) 
การตรวจดว้ยวิธีนีเ้ป็นการดูลกัษณะทั่ว ๆ ไปของมลูสตัวด์ว้ยตาเปล่า เช่น สี รูปร่าง 

ความนิ่มของมูลสตัว ์เป็นตน้ โดยลกัษณะเหล่านีส้ามารถบ่งบอกไดถ้ึงระยะต่าง ๆ ของปรสิตใน
มูลสัตว ์ดังตาราง 1 ซึ่งเป็นการวินิจฉัยเบือ้งตน้เท่านัน้ ควรน ามูลสัตวด์ังกล่าวไปตรวจสอบดว้ย
วิธีการ microscopic examination ในล าดบัถดัไป 

 
ตาราง 1 ลกัษณะของมลูสตัวแ์ละปรสิตที่คาดว่าจะพบดว้ยการตรวจดว้ยตาเปล่า 

 

 
2.3.2. การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน ์(microscopic examination) 

2.3.2.1. การตรวจมูลสัตว์โดยการป้ายลงบนแผ่นกระจกสไลด์ (direct wet 
smear) 

วิธีการนีเ้หมาะส าหรบัการตรวจหาปรสิตที่ยังมีชีวิตและสามารถเคลื่อนที่ได ้เช่น 
ปรสิตโพรโทซัว เป็นตน้ โดยการหยดน า้เกลือ (NaCl) ความเขม้ขน้ 0.85 % และหยดสารละลาย 
lugol’s iodine ลงบนแผ่นกระจกสไลดอ์ย่างละ 1 หยด โดยสารละลาย lugol’s iodine ช่วยท าให้
ไข่หรือ cyst ของพยาธิมีสีเด่นชดัขึน้ง่ายต่อการตรวจสอบ จากนัน้ปา้ยมลูสตัวล์งบนหยดน า้ทัง้สอง
ชนิด ปิดทบัดว้ยแผ่นกระจกปิดสไลดแ์ลว้น าไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สงเพื่อตรวจสอบ
การติดพยาธิ 

ลกัษณะของมลูสตัว ์ ปรสิตที่คาดว่าจะพบ 
มลูเหลว (liquid) protozoa ระยะ trophozoites ที่ยงัมีการเคลื่อนที่ 
มลูนิ่ม (soft) protozoa ระยะ trophozoites และ cyst 
มลูแข็ง (formed) protozoa ระยะ cyst 
ผิวหนา้ของมลู (surface) Ascaris lumbricoides 
ดา้นลา่งของมลู (beneath) ปลอ้งของพยาธิตวัตืด 
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2.3.2.2. การท าให้มูลสัตวเ์ข้มข้นขึน้ (concentration technique)   
วิธีการนีเ้หมาะส าหรบัการตรวจไข่หรือ cyst ของพยาธิที่ไม่มีการเคลื่อนที่ และมี

ปรมิาณไข่หนอนพยาธินอ้ยมากในมลูสตัว ์(light infection) สามารถแบ่งออกได ้2 วิธี ดงันี ้
2.3.2.2.1. การท าให้ไข่หรือ cyst ของพยาธิตกตะกอน (sedimentation 

technique) ด้วยวิธี formalin-ether sedimentation 
วิธีการนีเ้ป็นการท าใหไ้ข่พยาธิตกตะกอนโดยอาศัยการป่ันเหวี่ยงและการ

แยกชัน้กันของสารละลาย ท าไดโ้ดยการน ามูลสัตวม์าละลายดว้ย formalin จากนั้นกรองลงใน
หลอดทดลองและเติม ether ลงไป เขย่าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกัน แลว้น าไปป่ันเหวี่ยง ผลจากการป่ัน
เหวี่ยงจะท าใหเ้กิดการแยกชั้นกันของสารเป็น 4 ชั้น โดยชั้นบนสุดจะเป็น ether ตามดว้ยไขมัน
และกากอาหาร ชัน้ถดัมาจะเป็น formalin และตะกอนไข่พยาธิจะอยู่ดา้นลา่งสดุของหลอดทดลอง 
(Anuar et al., 2013) วิธีการนีส้ามารถตรวจพบปรสิตไดห้ลายชนิด เช่น ไข่หรือระยะตัวอ่อนของ
พยาธิตวักลม ไข่หรือ cyst ของพยาธิตวัตืด ไข่พยาธิใบไม ้รวมไปถึงปรสิตโพรโทซวับางชนิด  

2.3.2.2.2. การท าให้ไข่หรือ cyst ของพยาธิลอย (floatation technique)  
วิธีการนีเ้ป็นการท าใหไ้ข่พยาธิลอยขึน้โดยอาศัยหลกัการความถ่วงจ าเพาะ

ดว้ยสารละลายชนิดต่างๆ เช่น การใชน้ า้เกลืออ่ิมตัว (brine floatation) มีค่าความถ่วงจ าเพาะ 
(specific gravity หรือ sg) เท่ากบั 1.20 (Thienpont et al., 1986) หรือการใช ้zinc sulphate ซึ่งมี
ค่าความถ่วงจ าเพาะเท่ากับ 1.18 (Truant et al., 1981) เป็นต้น วิธีการนี ้จึงเหมาะส าหรับการ
ตรวจหาไข่พยาธิที่ ไม่มีฝาปิด (unoperculated eggs) เช่น ไข่พยาธิตัวกลม Ascaris spp., 
Trichuris spp., ไข่พยาธิตัวตืด Teania spp. และ Hymenolepis spp. เป็นตน้ โดยไข่ของพยาธิ
จะลอยอยู่ดา้นบนสดุของหลอดทดลอง (surface film) ส่วนไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ซึ่งมี
ฝาปิดจะท าให้ความถ่วงจ าเพาะเพิ่มมากขึน้ (ประมาณ 1.35) และไม่สามารถลอยตัวได้ใน
สารละลายจึงไม่เหมาะส าหรบัการตรวจตวัอย่างดว้ยวิธีการลอย  

2.3.3. รายงานการตรวจสอบการติดพยาธิในมูลสัตวด์้วยวิธีการแบบดั้งเดิม 
ปี ค.ศ. 2011 Jittapalapong และคณะ ได้ศึกษาความชุกของพยาธิในทางเดิน

อาหาร (gastro-intestinal parasite) ในมูลโคจากภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคอีสาน และภาคใต ้
ข อ งป ระ เท ศ ไท ย  จ า น วน  1,599 ตั ว อย่ า ง  ด้ ว ย วิ ธี  formalin-ethyl acetate centrifugal 
sedimentation พบโคมีการติดพยาธิรวมรอ้ยละ 46.59 โดยภาคใตม้ีการติดพยาธิสูงสุดรอ้ยละ 
100 ตามด้วยภาคเหนือรอ้ยละ 88.09 ภาคอีสานรอ้ยละ 65.22 และภาคกลางรอ้ยละ 46.67 
ตามล าดับ พยาธิที่พบในทางเดินอาหาร ไดแ้ก่ Entamoeba spp. รอ้ยละ 33.04, Coccidia รอ้ย
ละ 7.32, Giardia spp. ร้อยละ 0.06, พยาธิตัวกลมกลุ่ม Strongyles รอ้ยละ 6.07, Trichuris 
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spp. รอ้ยละ 0.63, Strongyloides spp. รอ้ยละ 0.19, พยาธิใบไมก้ระเพาะผา้ขีร้ิว้ รอ้ยละ 28.41, 
Fasciola spp. ร้อยละ  3.69 และ  Moniezia benedeni ร้อยละ  2.32 (Jittapalapong et al., 
2011) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2014 Yuwajita และคณะ ได้ท าการศึกษาความชุกของพยาธิใน
ทางเดินอาหารของโคและกระบือ โดยท าการเก็บตวัอย่างมูลสตัวจ์ากจงัหวดัอดุรธานีจ านวน 502 
ตัวอย่าง (โค 322 ตัวอย่าง และกระบือ 180 ตัวอย่าง) ตรวจการติดพยาธิด้วยวิธี  simple 
floatation และ simple sedimentation technique พบความชกุรวมรอ้ยละ 65.94 เมื่อจ าแนกการ
ติดพยาธิในสัตวแ์ต่ละชนิดพบว่าโคมีความชุกรวมรอ้ยละ 60.25 กระบือมีความชุกรวมรอ้ยละ 
76.11 พยาธิที่พบในโคและกระบือ ไดแ้ก่ Fasciola spp. รอ้ยละ 10.54 และ 20.56 พยาธิใบไม้
กระเพาะผ้าขี ้ริ ้ว  ร้อยละ  20.08 และ 40.55 Strongyloides spp. ร้อยละ  13.66 และ 5.55 
Capillaria spp. รอ้ยละ 6.21 และ 5.55 และ Trichuris spp. รอ้ยละ 4.79 และ 3.33 ตามล าดับ 
(Yuwajita, Pruangka, & Sukwong, 2014) 

ปี ค.ศ. 2017 Getahun และคณะ ไดท้ าการศึกษาค่าความชุกของพยาธิในทางเดิน
อาหารของโคจ านวน 206 ตวั จากประเทศเอธิโอเปีย เก็บตวัอย่างมลูสตัวด์ว้ยการลว้งโดยตรงผ่าน
ช่องทวารหนัก (rectum) ท าการตรวจพยาธิด้วยวิธี sediment techniques ร่วมกับ floatation 
techniques ดว้ยน า้เกลืออ่ิมตัว รายงานผลในหน่วยริมาณไข่ต่อหนึ่งกรมั (egg per gram หรือ 
EPG) ผลการตรวจสอบพบค่าความชุกรวมของการติดพยาธิในทางเดินอาหารรอ้ยละ 87.9 
ค่าเฉลี่ย EPG รวมเท่ากับ 179.8 พบพยาธิทัง้หมด 6 ชนิด โดยมีค่าความชุก ดังนี ้Coccidia รอ้ย
ละ 56.3, Fasciola spp. ร้อยละ 26.2, Paramphistomum spp. ร้อยละ 10.2, Bunostomum 
spp. ร้อยละ  8.7, Oesophagostomum spp. ร้อยละ  8.3 และ  Trichuris spp. ร้อยละ  1.5 
(Getahun et al., 2017) 

ปี ค.ศ. 2017 Chowdhury และคณะ ได้ท าการศึกษาค่าความชุกของพยาธิใน
ทางเดินอาหารของโคและกระบือ จากประเทศบงักลาเทศ เก็บตัวอย่างโดยการลว้งโดยตรงผ่าน
ช่องทวารหนัก และคงสภาพตัวอย่างมูลสตัวส์ดดว้ย formalin ความเขม้ขน้ 10% จากนัน้ท าการ
ตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิด้วยวิธี direct smear ร่วมกับ sediment techniques และ floatation 
techniques ดว้ย sulphate solution ผลการตรวจสอบพบค่าความชุกรวมของพยาธิในทางเดิน
อาหารรอ้ยละ 64 พยาธิที่พบในทางเดินอาหาร ไดแ้ก่ Paramphistomum spp. มีค่าความชุกสูง
ที่ สุ ด ร้อยละ  22 ต ามด้วย  Toxocara spp. ร้อ ยละ  12, Trichostrongylus spp. ร้อยละ  2 
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นอกจากนีย้งัพบการติดร่วมกันของพยาธิ Paramphistomum และ Oesophagostomum ในทาง
เดินอาหารของโค ซึ่งมีค่าความชกุรอ้ยละ 2 (Chowdhury, Sen, Kar, & Nath, 2017) 

 
2.4. วิธีการตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา 

ปัจจุบันเทคนิคทางอณูชีววิทยาเขา้มามีบทบาทในการตรวจสอบการติดพยาธิในสัตว์ 
ปศุสัตว์เพิ่มมากขึน้ วิธีทางอณูชีววิทยาที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการตรวจสอบ คือ เทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction หรือ PCR) ซึ่งเป็นกระบวนการจ าลอง
กระบวนการสงัเคราะหส์ารพนัธุกรรมในสิ่งมีชีวิต โดยใชว้ิธีการสงัเคราะหช์ิน้ส่วนดีเอ็นเอในหลอด
ทดลอง ซึ่งปฏิกิริยา PCR ประกอบไปดว้ยขัน้ตอนดังต่อไปนี ้1) การแยกสายดีเอ็นเอในสภาพที่
เป็นเกลียวคู่ (double-stranded) ออกเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded) เรียกว่า ขัน้ตอน
การท าใหเ้สียภาพธรรมชาติ (denaturation) ในชัน้ตอนนีใ้ชอุ้ณหภูมิ ในช่วง 93-95 °C เพื่อท าให้
พันธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบสของดีเอ็นเอถูกท าลาย และเสน้ดีเอ็นเอแยกออกจากกัน ขัน้ตอนนี ้
เป็นขั้นตอนที่แตกต่างจากกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต เนื่องจากในสิ่งมีชีวิตมี
เอนไซมเ์ฮลิเคส (helicase) ช่วยในการแยกสายและคลายเกลียวดีเอ็นเอ 2) ขัน้ตอนการเขา้จบัของ
ไพรเมอร ์(primer) ซึ่งเป็นล าดบัเบสสงัเคราะหข์นาดสัน้ประมาณ 15-25 เบส โดยเขา้จบับริเวณที่
มีล  าดบัเบสคู่สมกนักบัดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) เรียกว่า ขัน้ตอน annealing ในขัน้ตอนนี ้
ใชอ้ณุหภูมิที่เรียกว่า annealing temperature (Ta) โดยมีค่าเท่ากบั Tm – 5 °C  (ขึน้อยู่ค่า melting 
temperature (Tm) ของสายไพรเมอร ์ซึ่งเป็นอณุหภมูิที่สายไพรเมอรแ์ยกตวัออกจากกนั 50 % โดย
ค่า Tm ของไพรเมอรข์ึน้กบัจ านวนและปริมาณของอตัราส่วนเบส A T C และ G 3) ขัน้ตอนสดุทา้ย 
คือการสงัเคราะหดี์เอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร ์เรียกว่า extension ในขัน้ตอนนีใ้ชอ้ณุหภูมิ 72 
°C  ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม์ Taq polymerase ซึ่งท าหน้าที่สรา้งสายพอลิเมอร ์
(polymer) จากนิวคลีโอไทดอิ์สระที่ใสล่งไปในปฏิกิรยิา ท าใหไ้ดส้ายดีเอ็นเอตามแม่แบบที่ตอ้งการ
ในอตัราส่วน 2n และสามารถตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR ไดด้ว้ยวิธี gel electrophoresis (Saiki et 
al., 1988) 

เทคนิค PCR นีส้ามารถประยุกตใ์ชเ้ป็นเครื่องมือในการระบุชนิดของพยาธิรวมไปถึงหา
ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาของพยาธิได ้โดยอาศยัไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะกบับรเิวณที่ตอ้งการศกึษา เช่น 
ในปี ค.ศ. 2010 Lotfy และคณะไดท้ าการตรวจสอบการติดพยาธิในกลุ่ม paramphistome จาก
แอฟริกาและเอเชีย ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้บริเวณ  ITS2 ในสร้างแผนภาพวิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) ด้วยไพรเมอร  ์GA1 (5-AGA ACA TCG ACA TCT TGA AC-3) และ BD2 
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(5-TAT GCT TAA ATT CAG CGG GT3) โดยมีปฏิกิริยา PCR ดังนี ้รอบที่ 1 denaturation ที่ 95 
◦C เป็นเวลา 1 นาที ตามดว้ย annealing ที่ 55 ◦C เป็นเวลา 2 นาที extension ที่ 74 ◦C นาน 90 
วินาที และรอบที่ 2-31 denaturation ที่ 95 ◦C เป็นเวลา 30 วินาที ตามดว้ย annealing ที่ 55 ◦C 
เป็นเวลา 30 วินาที extension ที่ 74 ◦C นาน 90 วินาที ก่อนเขา้สู่ final extension ที่ 74 ◦C นาน 
7 นาที และท าการ sequencing เพื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้มาศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของพยาธิชนิด Calicophoron spp., Calicophoron microbothrium Orthocoelium 
spp., Paramphistomidae แ ล ะ  Gastrothylacidae ด้ ว ย วิ ธี  maximum parsimony (MP), 
maximum likelihood (ML) และ minimum evolution (ME) และสามารถจัดจ าแนกพยาธิระยะ
เซอรค์าเรียที่ไม่ทราบชนิดใหอ้ยู่ในกลุ่มเดียวกับพยาธิระยะตัวเต็มวัยแต่ละชนิดได้ (Lotfy et al., 
2010) 

ต่อในปี ค.ศ. 2016 Sanguankiat และคณะไดท้ าการตรวจสอบการติดพยาธิในโคดว้ย
เทคนิค PCR และหาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของพยาธิใบไมส้องชนิด ไดแ้ก่ Fischoederius 
cobboldi และ Paramphistomum epiclitum โดยอาศัยไพรเมอร ์1 คู่ ไดแ้ก่ forward primer (5’-
GGTTTTTTGTGCATCCTGAGGTTTA-3’) และ reverse primer (5’-AGAAAGAACGTAATGA 
AAATGAGCAAC-3’) เพื่ อเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอบริเวณยีน  cytochrome c oxidase subunit I 
(COX1) และสร้างแผนภาพวิ วัฒ นาการด้วยวิ ธี  neighbor-joining (bootstrap test 1,000 
replicates) และใชพ้ยาธิใบไมต้ับชนิด Fasciola hepatica เป็น out group (Sanguankiat et al., 
2016) 

ในปี ค.ศ. 2017 El-Bahy และคณะ ไดท้ าการจ าแนกชนิดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้
ออกจากกันดว้ยวิธี PCR โดยใชล้  าดับนิวคลีโอไทดท์ี่จ  าเพาะของยีน 18S ribosomal DNA (18S 
rDNA) ของพยาธิในการออกแบบไพรเมอรเ์พื่อใชใ้นการจ าแนกพยาธิชนิด Paramphistomum 
cervi โดยใชไ้พรเมอร ์F5’- AGAACATCGACATCTTGAAC-3’ และ R5’-TATGCTTAAATTCAG 
CGGGT-3’ ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 456 คู่เบส และ Carmyerius gregarius โดยใช้ไพรเมอร  ์F5’-
TTGCGCTGATTACGTCCCTG-3’ และ R5’-TTGGCTGCGCTCTTCATCGAC-3’ ไดผ้ลิตภณัฑ์
ขนาด 401 คู่เบส ซึ่งโดยทั่วไปแลว้พยาธิสองชนิดนีม้ีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่ใกลเ้คียงกนัและ
แยกออกจากกนัไดย้ากเมื่อศึกษาดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว (El-Bahy et al., 
2017) 

ในปี ค.ศ. 2017 Ploeger และคณะไดท้ าการศึกษาและจ าแนกชนิดของพยาธิใบไมใ้น
กระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและแกะในประเทศเนเธอรแ์ลนด ์งานวิจัยนีใ้ชข้อ้มูลจากส่วนหนึ่งของยีน  
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5.8S, 28S และบริเวณ ITS2 โดยใชไ้พรเมอร ์ITS-2F (5’-TGTGTCGATGAAGAGCAG-3’) และ 
ITS-2 R (5’-GGTTAGTTTCTTTTCCTCCGA-3’) ในการจ าแนกพยาธิด้วยเทคนิค PCR ซึ่งใช้
ปฏิกิริยาปริมาตรสทุธิ 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10x buffer (Invitrogen, USA), ไพรเมอรค์วาม
เขม้ขน้ 12.5 พิโคโมล (Eurofins, Germany), dNTPs ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิโมลาร ์(Invitrogen, 
USA), MgCl2 ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร ์(Invitrogen, USA), platinum Taq polymerase ความ
เข้มข้น  2.5 หน่ วย  (Invitrogen, USA) และดี เอ็น เอปริมาตร 1 ไม โครลิตร  ปฏิกิ ริยา PCR 
ด าเนินการที่อณุหภูมิ pre- denaturation เท่ากบั 95 °C เป็นเวลา 10 นาที ตามดว้ย PCR 35 รอบ 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  denaturation 94 °C เ ป็ น เว ล า  1 น า ที  annealing  53 °C เ ป็ น เว ล า  
1.5 นาที  extension 72 °C เป็ น เวลา 1 นาที  และ  final-extension ที่ อุณ หภูมิ  72 °C เป็ น
ระยะเวลา 10 นาที โดยมีขนาดผลิตภณัฑเ์ท่ากบั 440 คู่เบส จากนัน้ศึกษาและเปรียบเทียบล าดบั
นิวคลีโอไทดท์ี่ไดด้ว้ยวิธี BLASTn ผลการทดสอบพบการติดพยาธิในโคและแกะรวมทัง้สิน้ 2 ชนิด 
ไดแ้ก่ Calicophoron daubneyi และ Paramphistomum leydeni โดย P. leydeni พบเฉพาะใน
โคเท่านัน้ (Ploeger et al., 2017) 

นอกจากนีเ้ทคนิค PCR ยังสามารถใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มีความเขม้ข้นต ่าได้ เช่น 
งานวิจัยของ Ai และคณะ ที่รายงานความไวที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ของพยาธิใบไม้ตับชนิด 
Fasciola hepatica และ F. gigantica ที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสดุเท่ากบั 0.11 และ 0.35 นาโน
กรมั ตามล าดับ (Ai et al., 2010) นอกจากนีย้ังพบรายงานว่าไข่พยาธิใบไมช้นิด Fischoederius 
elongatus จ านวน 1 ฟอง สามารถสกัดดีเอ็นเอไดม้ีความเขม้ขน้เท่ากับ 14.01 นาโนกรมั และไข่
พยาธิใบไม้ชนิด Paramphistomum epiclitum จ านวน 1 ฟอง สามารถสกัดดีเอ็นเอได้ความ
เข้ ม ข้ น เท่ า กั บ  17.53 น า โน ก รั ม  (Wongsawad, Wongsawad, Chai, Paratasilpin, & 
Anuntalabhochai, 2006) 

จากงานวิจยัที่กล่าวมาในขา้งตน้นี ้จะเห็นไดว้่าเทคนิค PCR สามารถตรวจสอบพยาธิได้
หลายชนิด โดยการใชไ้พรเมอรจ์ าเพาะหรือการสรา้งแผนภาพวิวฒันาการเพื่อจดักลุ่มของสิ่งมีชีวิต
ชนิดเดียวกันเขา้ดว้ยกัน โดยอาศัยฐานขอ้มูล GenBank เขา้มาช่วยในการจัดกลุ่มสิ่งมีชีวิต แต่
อย่างไรก็ตามยังไม่พบการรายงานการใชไ้พรเมอรห์ลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวกันเพื่อระบุชนิดของ
พยาธิในกระเพาะผ้าขี ้ริว้ ดังนั้นงานวิจัยนี ้จึงพัฒนาเทคนิคที่ เรียกว่า multiplex PCR เพื่อให้
สามารถใช้ไพรเมอรห์ลายคู่พรอ้มกันในหนึ่งปฏิกิริยาและสามารถระบุชนิดของพยาธิที่ท าการ
ทดสอบไดห้ลายชนิดพรอ้มกันอย่างแม่นย าโดยไม่ตอ้งอาศัยการท า sequencing ที่ใชเ้วลาและ
งบประมาณในการศกึษาที่สงูกว่า 
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2.5. Multiplex polymerase chain reaction 
Multiplex PCR เป็นเทคนิคที่พัฒนามาจาก PCR แบบดัง้เดิม เหมาะกับงานที่ตอ้งการ

ระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันให้สามารถแยกออกจากกันไดโ้ดยการใช้ไพร
เมอรจ์ าเพาะ (species-specific primer) หลายคู่ในหนึ่งปฏิกิรยิาเพื่อใหส้ามารถเพิ่มขยายจ านวน 
(amplification) ล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป้าหมายของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดที่อยู่รวมกนัใหเ้กิดผลิตภณัฑ ์
(amplicon) ที่แตกต่างกันออกไปโดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้ม (cross reaction) ระหว่างไพรเมอรแ์ต่
ละเส้น ดังภาพประกอบ 19 รายงานการวิจัยที่ใช้เทคนิค multiplex  PCR ในการแยกชนิดของ
พยาธิ อาทิเช่น ในปี ค.ศ. 2001 Zarlenga และคณะ ได้ท าการพัฒนาเทคนิค multiplex PCR 
ส าหรบัตรวจสอบพยาธิตัวกลมในระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal nematode) ในสตัวป์ศุ
สัตว์โดยใช้ล  าดับนิ วคลี โอไทด์บ ริเวณ  internal และ  external transcribed spacers ของ 
ribosomal DNA ในการออกแบบไพรเมอรจ์ านวน 5 คู่ เพื่อจ าแนกชนิดของพยาธิตัวกลมในระบบ
ทางเดินอาหาร 5 ชนิด ไดแ้ก่ 1) ออกแบบไพรเมอรใ์หจ้ าเพาะกบัล าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณปลาย 
3’ ของ  internal transcribed spacer 1 (ITS1) ยาวไปจนถึ งปลาย 5’ ของ  ITS2 ของพยาธิ 
Oesophagostomum radiatum ไดผ้ลิตภัณฑข์นาด 329 คู่เบส 2) ออกแบบไพรเมอรใ์หจ้ าเพาะ
กับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS2 ของ Trichostrongylus colubriformis ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 
243 คู่เบส 3) ออกแบบ ไพรเมอรใ์หจ้ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS1 ของ Ostertagia 
ostertagi ไดผ้ลิตภัณฑข์นาด 257 คู่เบส 4) ออกแบบไพรเมอรใ์หจ้ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ external transcribed spacers (ETS) ของ Haemonchus placei ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 
176 คู่เบส 5) ออกแบบไพรเมอรใ์ห้จ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ETS ของ Cooperia 
oncophora ไดผ้ลิตภัณฑ์ขนาด 151 คู่เบส ดังภาพประกอบ 20 โดยไพรเมอรท์ั้ง 5 คู่นีส้ามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพยาธิทัง้ 5 ชนิด โดยใชป้ฏิกิริยา PCR 40 รอบ ประกอบดว้ย 94 °C เป็น
เวลา 1 นาที 60 °C เป็นเวลา 1 นาที 72 °C เป็นเวลา 2 นาที และใช ้final-extension ที่อุณหภูมิ 
72 °C เป็นระยะเวลา 7 นาที (Zarlenga, Chute, Gasbarre, & Boyd, 2001) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2013 Martinez-Ibeas และคณะ ไดน้ าเทคนิค multiplex PCR มาใชใ้น
การตรวจสอบการติดพยาธิในหอยชนิด Galba truncatula โดยใชย้ีน COX1 ในการออกแบบไพร
เมอร ์ผลการศึกษาพบว่าสามารถตรวจสอบการติดพยาธิใบไม ้2 ชนิดออกจากกันในหอยชนิด 
Galba truncatula ที่เป็นโฮสตก์ึ่งกลางร่วมกันได ้โดยพยาธิใบไมช้นิด Calicophoron daubneyi 
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ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 885 คู่เบส และพยาธิใบไม้ตับชนิด Fasciola hepatica ไดผ้ลิตภัณฑ์ขนาด 
425 คู่เบส (Martinez-Ibeas et al., 2013) 

ในปี  ค.ศ. 2014 Bisset และคณะ ได้พัฒนาชุดตรวจตัวอ่อนพยาธิตัวกลมกลุ่ม 
strongylid โดยออกแบบไพรเมอรจ์ากบริเวณ ITS2 ของพยาธิจ านวน 10 ชนิด ไดแ้ก่ Cooperia 
oncophora, Cooperia curticei, Chabertia ovina, Haemonchus contortus, Teladorsagia 
circumcincta, Trichostrongylus axei, Trichostrongylus colubriformis, Trichostrongylus 
vitrinus, Oesophagostomum venulosum, และ Nematodirus spathiger โดยในงานวิจัยได้มี
การปรับปฏิกิริยาเพื่อพัฒนา multiplex PCR ทั้งในเรื่องของอุณหภูมิและความเข้มข้นของ
สารละลายต่าง ๆ แต่อย่างไรก็ตามพบว่าการตรวจสอบ 10 ชนิดพรอ้มกันในหนึ่งปฏิกิริยาเกิด
ความไม่เสถียร ท าใหผู้ว้ิจยัแบ่งการทดสอบออกเป็นครัง้ละ 5 ชนิด โดยปฏิกิริยาแรกประกอบดว้ย 
T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis, T. vitrinus และ  C. ovina และปฏิ กิ ริยาที่ สอง
ประกอบดว้ย H. contortus, C. curticei, C. oncophora, N. spathiger และ O. venulosum จึง
จะสามารถด าเนินปฏิกิริยาต่อไปไดอ้ย่างมีความแม่นย าและไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพยาธิชนิดอ่ืน 
ๆ (Bisset, Knight, & Bouchet, 2014) 

ต่อมาปี  ค .ศ . 2017 Chontananarth ได้น า เทคนิ ค  multiplex  PCR ไป ใช้ในการ
ตรวจสอบการติดพยาธิใบไมใ้นกลุ่ม heterophyid ระยะเมตาเซอรค์าเรียจากปลาน า้จืด โดยใช้
บรเิวณ ITS2 ในการออกแบบไพรเมอร ์ผลการศึกษาพบว่าไพรเมอรส์ามารถจ าแนกชนิดของพยาธิ
ใบไม้ได้ 2 ชนิดพรอ้มกัน ได้แก่ Centrocestus caninus ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 231 คู่เบส และ 
Stellantchasmus falcatus ไดผ้ลิตภัณฑข์นาด 137 คู่เบส โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับโฮสตห์รือ
พยาธิชนิดอ่ืนๆ (Chontananarth, 2017) 

ในปี ค.ศ. 2018 Bartolomé และคณะ ไดอ้อกแบบและพฒันาการตรวจการติดปรสิตโพร
โทซัวกลุ่ม  trypanosomatid โดยวิ ธี  multiplex PCR ในแมลงสกุล  Apis และ  Bombus โดย
ออกแบบไพรเมอรจ์ากยีน RNA polymerase II large subunit (RPB1) ใหจ้ าเพาะกับ Lotmaria 
passim ไดผ้ลิตภณัฑข์นาด 245 คู่เบส ออกแบบไพรเมอรจ์ากยีน glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) ให้จ าเพาะกับ Crithidia mellificae ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 177 คู่เบส 
และออกแบบไพรเมอรจ์ากยีน DNA topoisomerase II (TOPII) ใหจ้ าเพาะกับ Crithidia bombi 
ไดผ้ลิตภัณฑข์นาด 133 คู่เบส โดยใชส้ารละลายดงันี ้น า้ปริมาตร 5.6 ไมโครลิตร multiplex PCR 
NZYTaq 2x Colourless Master Mix (NZYTech, Portugal) ปริมาตร 7.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์
ความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมล ปรมิาตร 0.9 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สทุธิ 0.3 ไมโครโมล) และดีเอ็นเอ 
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1 ไมโครลิตร  ท าปฏิกิริยา 25 รอบ ประกอบด้วย pre- denaturation 95 °C เวลา  10 นาที 
denaturation 94 °C เวลา 30 วินาที annealing 69.5 °C เวลา 30 วินาที extension 72 °C เวลา 
10 วินาที และ final extension 72 °C เวลา 8 นาที ซึ่งสามารถพัฒนาปฏิกิริยาส าหรบัการตรวจ
โพรโทซวัทัง้ 3 ชนิดนีพ้รอ้มกนัไดส้  าเรจ็และไม่เกิดปฏิกิรยิาขา้ม (Bartolomé et al., 2018) 

จากงานวิจัยที่กล่าวมาทัง้หมดนีจ้ะเห็นไดว้่า multiplex PCR สามารถใชต้รวจสอบการ
ติดพยาธิในกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีความสมัพันธ์ใกล้ชิดกันออกจากกันได ้ภายใตก้ารปรบัปฏิกิริยาให้
เหมาะสมกบัไพรเมอรแ์ต่ละคู่ใหไ้ม่มีการรบกวนกนัระหว่างการท าปฏิกิริยา และสามารถใชจ้ าแนก
พยาธิหลายชนิดไดพ้รอ้มกันอย่างแม่นย า แต่ทัง้นีพ้บว่ายังไม่มีรายงานการน าเทคนิค multiplex 
PCR ไปใชใ้นการตรวจสอบการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมลูสตัว ์ดงันัน้งานวิจยัในครัง้นี ้
จึงได้พัฒนาเทคนิค multiplex PCR มาใชใ้นการระบุชนิดพยาธิใบไม้ในกลุ่มดังกล่าว ดว้ยการ
ออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะจากยีนบนไมโทคอนเดรียเพื่อให้จ าเพาะต่อชนิดของพยาธิระยะตัวเต็ม
วยัที่พบในการศึกษา และน าไปใชร้ะบุชนิดของไข่พยาธิใบไมท้ี่ปะปนอยู่ในมลูสตัวไ์ดอ้ย่างถูกตอ้ง 
รวดเรว็ และแม่นย า 
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ภาพประกอบ 19 แผนภาพขัน้ตอนเทคนิค multiplex PCR 
 

ที่มา: http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/multiplex-pcr.html 
 

 
 

ภาพประกอบ 20 ต าแหน่งการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
I = Ostertagia ostertagi II = Haemonchus placei III = Oesophagostomum radiatum  

IV = Trichostrongylus colubriformis V = Cooperia oncophora 
 

ที่มา: (Zarlenga et al., 2001) 
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2.6. ยีนบนไมโทคอนเดรียของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้  
ในงานวิจัยไดเ้ลือกใชย้ีนบนไมโทคอนเดรียเป็นยีนเป้าหมายส าหรบัการออกแบบไพร

เมอรจ์ าเพาะในการตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ ดว้ยเทคนิค multiplex PCR 
เนื่องจากดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรียมีความคงทนสงูและถกูท าลายโดยสภาพแวดลอ้มไดย้ากกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับยีนในนิวเคลียส (nuclear gene) ซึ่งในการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะนั้น
จ าเป็นตอ้งใชย้ีนที่มีความอนุรกัษ์และความยาวที่มากพอเพื่อใหไ้ด้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาที่มี
ขนาดแตกต่างกันและสามารถแยกชนิดของพยาธิออกจากกันได้อย่างชัดเจน จากการสืบค้น
ฐานขอ้มูล GenBank พบการรายงานยีนบนไมโทคอนเดรียของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ที่
เป็น  mitochondrion complete genome หลายชนิด ได้แก่  Calicophoron microbothrioides 
(KR337555.1), Explanatum explanatum (KT198989.1), Gastrothylax crumenife 
(KM400624.1), Orthocoelium streptocoelium (KM659177.1), Paramphistomum cervi 
(KT198987.1), Fischoederius elongatus (KM397348.1) แ ล ะ  Fischoederius cobboldi 
(KX169164.1) ซึ่งมี รูปแบบการจัดเรียงของจีโนมเป็นแบบ circular (Yang et al., 2015) ดัง
ภาพประกอบ 21 และเมื่อศึกษารายละเอียดของต าแหน่งและความยาวของแต่ละยีน จะเห็นไดว้่า
ยีนที่มีความยาวสงูสดุ 6 อนัดบัแรก ไดแ้ก่ ND5, COX1, ND4, CYTB, ND1 และ ND2 ตามล าดบั 
ดังตาราง 2 ส  าหรบัการศึกษาความอนุรกัษ์ของล าดับกรดอะมิโนของสิ่งมีชีวิตต่างชนิดตามการ
รายงานของ Simon และคณะ ในปี ค.ศ. 1994 พบว่ายีนบนไมโทคอนเดรียที่มีความอนุรกัษ์ของ
ล าดับกรดอะมิ โนสูงสุด 6 อันดับแรก ได้แก่  COX1, COX2, COX3, CYTB, ND1 และ  ND4 
(Simon et al., 1994) ดงัตาราง 3 ดังนัน้ผูว้ิจยัจึงเลือกยีนที่มีความยาวและบริเวณอนุรกัษ์สงูที่สุด 
4 ยีน เพื่อใชเ้ป็นยีนเป้าหมายในการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ ไดแ้ก่ COX1, CYTB, ND1 และ 
ND4 จากนั้นศึกษาบริเวณอนุรกัษ์ของล าดับนิวคลีโอไทดข์องทัง้ 4 ยีน พบว่าแต่ละยีนมีบริเวณ
อนุรกัษ์ในหลายต าแหน่ง ซึ่งต าแหน่งอนุรกัษ์ดังกล่าวนีส้ามารถใชอ้อกแบบไพรเมอรเ์พื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่เป็นเปา้หมายใหไ้ดข้นาดที่ยาวที่สดุ โดยล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดจ้ะใชเ้ป็น
ตน้แบบส าหรบัการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะเพื่อระบุชนิดของพยาธิในวงศ์ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ใน
ล าดับต่อไป ทั้งนีย้ีนทั้ง 4 ยีนมีคุณสมบัติและสามารถประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบการติดพยาธิ
ดว้ยวิธีทางอณชูีววิทยาซึ่งมีรายละเอียดดงัต่อไปนี ้

2.6.1. Cytochrome C Oxidase subunit I (COX1)  
เป็นยีนที่ท าหนา้ที่สรา้งโปรตีน cytochrome c oxidase ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทใน

การท างานในกระบวนการหายใจระดบัเซลล์ โดย COX1 เป็นหนึ่งใน 3 หน่วยย่อย (subunit) ที่ท า
หน้าที่ เป็น functional core ของ enzyme complex ที่ เก่ียวข้องกับการถ่ายทอดอิเล็กตรอน 
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(electrons transporting chain) ซึ่งจะท าหนา้ที่เปลี่ยนโมเลกุลของออกซิเจนใหก้ลายเป็นโมเลกุล
น ้า  ท าให้เกิดการเพิ่ มขึ ้นของ mitochondrial membrane potential และเกิดการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนต่อไปจนเกิดการสร้าง ATP โดย COX1 เป็นยีนที่ ได้รับความนิยมในการใช้เป็น
เป้าหมายในการตรวจสอบและจัดกลุ่มของพยาธิใบไมห้ลายชนิด เช่น ในปี ค.ศ. 2013 Martinez-
Ibeas และคณะได้ท าการจ าแนกพยาธิใบไม้ชนิด Calicophoron daubneyi และ  Fasciola 
hepatica ออกจากกนั โดยอาศัยล าดบัที่จ  าเพาะในบริเวณยีน COX1 โดยใช ้forward primer (5’-
TGGAGAGTTTGGC GTCTTTT-3’) และ reverse primer (5’-CCATCTTCCACC TCATCTGG-
3’) ส  าหรับพยาธิเป้าหมายชนิด C. daubneyi ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 885 คู่ เบส และ forward 
primer (5’-GCCGGGTCCTCAACATAATA-3’) และ reverse primer (5’- AGCACAAAATCCT 
GATCTTA CCA-3’) ส าหรับพยาธิเป้าหมายชนิด F. hepatica ได้ผลิตภัณฑ์ขนาด 425 คู่เบส 
และท าการทดสอบปฏิกิ ริยาข้ามกับพยาธิ 4 ชนิด  ได้แก่  Cotylophoron cotylophorum, 
Cotylophoron batycotyle, Calicophoron Calicophorum และ Dicrocoelium dendriticum ซึ่ง
ผลการทดสอบพบว่าไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับพยาธิใบไม้ที่น ามาทดสอบ (Martinez-Ibeas et al., 
2013) ถัดมาในปี ค.ศ. 2014 Wannasan และคณะไดใ้ชย้ีน COX1 ร่วมกับยีน ND1 และบริเวณ 
ITS2 ในการแยกชนิ ด ของพ ยา ธิ ใบ ไม้ที่ เป็ น  hybrid ระห ว่ า ง  Fasciola hepatica แล ะ  
F. gigantica ในประเทศไทยออกจากกนั โดยอาศยัความแตกต่างเพียงเล็กนอ้ยในล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ที่ท าให้เกิดการแยกสายวิวัฒนาการออกจากกันระหว่างพยาธิที่เป็น  hybrid กับ wildtype 
(Wannasan et al., 2014) นอกจากนีย้ังมีรายงานการใช ้COX1 ในการระบุชนิดของพยาธิใบไม้
ชนิดอ่ืนๆ เช่น Fasciola hepatica (Walker et al., 2007), Opisthorchis viverrini (Buathong et 
al., 2015), Haplorchis taichui (Thaenkham et al., 2017), Clonorchis sinensis, Haplorchis 
pumilio และ Centrocestus formosanus (Van De & Le, 2011) เป็นตน้  

2.6.2. Cytochrome B (CYTB) 
ท าหน้าสรา้งโปรตีน cytochrome B ซึ่งโปรตีนดังกล่าวเป็นองคป์ระกอบส าคัญใน 

complex 3 ของกระบวนการหายใจระดับเซลล์ และเป็นหน่วยย่อยหลกัของเอนไซม ์ubiquinol-
cytochrome c reductase โดยเอนไซม์ดังกล่าวเก่ียวขอ้งกับกระบวนการ proton pumping ซึ่ง
ส่งผลใหเ้กิด proton motive force โดยยีน CYTB พบการรายงานในการตรวจสอบและระบุชนิด
ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น Barakat และคณะ ได้ใช้ล  าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ  าเพาะบริเวณยีน 
CYTB ของสุกร (Sus scrofa) น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR เพื่อตรวจหาการ
ปนเป้ือนเนือ้สุกรในอาหารฮาลาล เนื่องจากยีนนีม้ีความคงทนสูงและสามารถเพิ่มปริมาณได้
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โดยง่าย แมว้่าอาหารจะผ่านกระบวนการแปรรูปแลว้ (processed food) (Barakat, El-Garhy, & 
Moustafa, 2014) นอกจากนีย้ังมีรายงานการใชร้ะบุชนิดของปรสิตอีกหลายกลุ่ม เช่น ในปี 2016 
Wang และคณะไดใ้ชข้อ้มูลของยีน CYTB ร่วมกับ COX1 ในเทคนิค PCR เพื่อท าการแยกชนิด
ของพยาธิตัวตืด Taenia asiatica ออกจาก T. saginata ด้วยโปรแกรม BLAST โดยผลการ
ตรวจสอบพบว่ายีน CYTB ที่ใชเ้ป็นเป้าหมายแสดงล าดับนิวคลีโอไทดเ์หมือนล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ T. asiatica กับฐานขอ้มูลถึงรอ้ยละ 99 และรอ้ยละ T. saginata 96 ตามล าดับ (Wang et 
al., 2016) นอกจากนีย้ีน CYTB ยงัถูกใชเ้ป็นยีนเป้าหมายในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด 
เช่น  พยาธิใบไม้ในล าไส้ชนิด  Echinostoma revolutum (Anucherngchai, Chontananarth, 
Tejangkura, & Chai, 2019), พ ย า ธิ ใบ ไม้ ตั บ ช นิ ด  Fasciola gigatica (Chontananarth & 
Parawat, 2019), โพรโทซัวในเลือด  Babesia spp. (Y. Yang, Li, Wang, Chen, & Du, 2016), 
Haemosporidian  รวมไปถึงพยาธิตวักลมในหลอดอาหารของสนุขัชนิด Spirocerca lupi (Rojas, 
Segev, Markovics, Aroch, & Baneth, 2017) 

2.6.3. NADH Dehydrogenase subunit 1 (ND1) 
สรา้งหนึ่งในหน่วยย่อยหลัก (core subunit) ของโปรตีน NADH dehydrogenase 

ท าหน้าที่ในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนจาก NADH ในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ โดยรับ
อิเล็กตรอนจาก NADH + H + เพื่อท าใหเ้กิด electro-chemical gradient และส่งอิเล็กตรอนผ่าน
เขา้ไปใน inner membrane ของไมโทคอนเดรีย ซึ่งยีน ND1 ไดถ้กูใชเ้ป็นเปา้หมายในการระบชุนิด
ของพยาธิทางอณูชีววิทยา เช่น ในปี ค.ศ. 2004 Morozova และคณะ ได้ท าการระบุชนิดของ
พยาธิใบไมต้ับ Fasciola hepatica โดยใชย้ีน COX1 ร่วมกับ ND1 และไดส้รา้ง haplotype เพื่อ
ศึกษาความสัมพันธ์ของพยาธิชนิดดังกล่าวในประเทศยูเครน เบลารุส มอสโก และมอรโ์ดวิยา 
(Morozova, Chrisanfova, Arkhipov, & Semyenova, 2004) ในปี  ค.ศ. 2016 Chamuah และ
คณะไดใ้ชย้ีน ND1 ร่วมกับ 28S rDNA และ ITS2 ในการระบุชนิดของพยาธิใบไม ้Explanatum 
explanatum, Paramphistomum epiclitum, Calicophoron calicophorum พยาธิตัว ตืดชนิ ด 
Echinococcus granulosus และ E. ortleppi จาก Bos frontalis ในประเทศอินเดีย โดยใช้ไพร
เมอรจ์ าเพาะ 1 คู่ ต่อพยาธิ 1 ชนิด (Chamuah et al., 2016) และในปี ค.ศ. 2017 Mohanta และ
คณะไดใ้ชย้ีน ND1 ในการจ าแนกพยาธิชนิด Explanatum explanatum ในประเทศเนปาลและ
บังกลาเทศออกจากกัน โดยอาศัยการสรา้ง phylogenetic tree เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวฒันาการของพยาธิที่มาจากต่างแหลง่กนั (Mohanta, Rana, Devkota, & Itagaki, 2017)  
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2.6.4. NADH Dehydrogenase subunit 4 (ND4)  
เป็นหนึ่งในหน่วยย่อยหลักของโปรตีน NADH dehydrogenase ท าหน้าที่ในการ

ถ่ายทอดอิเล็กตรอนจาก NADH ในกระบวนการหายใจระดบัเซลล ์ส าหรบัการประยุกตใ์ชย้ีน ND4 
ในการตรวจสอบและระบุชนิดของพยาธิดว้ยวิธีการทางอณูชีววิทยา มีการรายงานการใชเ้พื่อระบุ
ชนิดและจดักลุ่มของพยาธิใบไมใ้นตบั Fasciola hepatica ในประเทศไอรแ์ลนดแ์ละเนเธอรแ์ลนด ์
โดยการสรา้ง haplotype เพื่อใช้แยกพยาธิ F. hepatica ที่มาจากสองประเทศนี ้ออกจากกัน 
(Walker et al., 2007) 

 

 
 

ภาพประกอบ 21 ไมโทคอนเดรียจีโนมของ Fischoederius elongatus (KM397348.1) 
 

ที่มา: (Yang et al., 2015) 
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ตาราง 2 ไมโทคอนเดรียยีนของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ 
 

ชนิด 
Calicophoron 

microbothrioides 
Explanatum 
explanatum 

Orthocoelium 
streptocoelium 

Paramphistomum 
cervi 

Fischoederius 
elongatus 

Fischoederius 
cobboldi 

Accession No. KR337555.1 KT198989.1 KM659177.1 KT198987.1 KM397348.1 KX169164.1 

ความยาว (bp) 14,028 13,968 13800 14,023 14,120 14,256 

Cox3 ต าแหน่ง 1..645 1..645 1..645 1..645 1..645 1..645 

 ความยาว 645 645 645 645 645 645 

tRNA-His ต าแหน่ง 653..719 647..714 647..714 647..715 648..715 650..714 

 ความยาว 66 67 67 68 67 64 

CYTB ต าแหน่ง 720..1835 718..1830 716..1828 720..1832 717..1829 717..1829 

 ความยาว 1,115 1,112 1,112 1,112 1,112 1,112 

NAD4L ต าแหน่ง 1900..2163 1890..2153 1894..2157 1891..2154 1893..2156 1894..2157 

 ความยาว 263 245 263 263 263 263 

NAD4 ต าแหน่ง 2124..3404 2114..3394 2118..3398 2115..3395 2117..3397 2118..3398 

 ความยาว 1,280 1,504 1,280 1,280 1,280 1,280 

tRNA-Gln ต าแหน่ง 3406..3471 3398..3460 3405..3468 3398..3462 3409..3471 3409..3474 

 ความยาว 65 62 63 64 62 65 

tRNA-Phe ต าแหน่ง 3496..3560 3488..3554 3494..3557 3489..3553 3485..3549 3498..3564 

 ความยาว 64 64 63 64 64 66 

tRNA-Met ต าแหน่ง 3561..3625 3555..3616 3558..3621 3553..3615 3549..3612 3562..3627 

 ความยาว 64 61 63 62 63 65 

ATP6 ต าแหน่ง 3626..4141 3619..4134 3621..4136 3616..4131 3613..4128 3627..4142 

 ความยาว 515 515 515 515 515 515 

NAD2 ต าแหน่ง 4149..5021 4139..5014 4159..5016 4139..5011 4133..5008 4150..5022 

 ความยาว 872 875 857 872 875 872 

tRNA-Val ต าแหน่ง 5066..5130 5033..5099 5022..5084 5014..5077 5039..5102 5046..5112 

 ความยาว 64 66 62 63 63 66 

tRNA-Ala ต าแหน่ง 5140..5210 5104..5173 5088..5156 5085..5154 5109..5179 5120..5188 

 ความยาว 70 69 68 69 70 68 

tRNA-Asp ต าแหน่ง 5217..5284 5180..5242 5167..5231 5165..5229 5328..5397 5464..5532 

 ความยาว 67 62 64 64 69 68 

NAD1 ต าแหน่ง 5288..6184 5246..6142 5234..6130 5233..6129 5400..6296 5536..6432 

 ความยาว 896 896 896 896 896 896 

tRNA-Asn ต าแหน่ง 6195..6261 6151..6217 6153..6219 6142..6207 6314..6379 6443..6510 

 ความยาว 66 66 66 65 65 67 

tRNA-Pro ต าแหน่ง 6262..6329 6218..6273 6224..6286 6208..6270 6384..6447 6514..6578 

 ความยาว 67 55 62 65 63 64 

tRNA-Ile ต าแหน่ง 6328..6390 6274..6334 6287..6351 6272..6334 6449..6511 6580..6642 

 ความยาว 62 60 64 62 62 62 

tRNA-Lys ต าแหน่ง 6396..6461 6343..6408 6356..6419 6344..6409 6518..6582 6649..6715 

 ความยาว 65 65 63 65 64 66 

NAD3 ต าแหน่ง 6463..6819 6409..6765 6419..6774 6410..6766 6587..6943 6720..7076 

 ความยาว 356 356 355 356 356 356 

tRNA-Ser ต าแหน่ง 6828..6886 6788..6849 6788..6846 6785..6843 6955..7014 7087..7145 

 ความยาว 58 61 58 58 59 58 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
 

ชนิด 
Calicophoron 

microbothrioides 
Explanatum 
explanatum 

Orthocoelium 
streptocoelium 

Paramphistomum 
cervi 

Fischoederius 
elongatus 

Fischoederius 
cobboldi 

Accession No. KR337555.1 KT198989.1 KM659177.1 KT198987.1 KM397348.1 KX169164.1 

tRNA-Trp ต าแหน่ง 6899..6962 6858..6921 6853..6918 6853..6915 7027..7091 7161..7227 

 ความยาว 63 63 65 62 64 66 

COX1 ต าแหน่ง 6966..8507 6925..8466 6921..8462 6916..8460 7095..8636 7230..8771 

 ความยาว 1,541 1,541 1,541 1,544 1,541 1,541 

tRNA-Thr ต าแหน่ง 8519..8580 8483..8544 8472..8537 8470..8534 8646..8709 8783..8842 

 ความยาว 61 61 65 64 63 59 

16S RNA ต าแหน่ง 8581..9574 8545..9533 8536..9536 8535..9520 8710..9704 8843..9839 

 ความยาว 993 988 1,000 985 994 996 

tRNA-Cys ต าแหน่ง 9575..9643 9534..9599 9538..9601 9527..9586 9707..9767 9840..9903 

 ความยาว 68 65 63 59 60 63 

12S RNA ต าแหน่ง 9645..10395 9602..10353 9598..10358 9592..10340 9768..10518 9906..10655 

 ความยาว 750 751 760 748 750 749 

COX2 ต าแหน่ง 10396..10980 10354..10935 10359..10940 10341..10919 10519..11100 10656..11237 

 ความยาว 584 581 581 578 581 581 

NAD6 ต าแหน่ง 10974..11426 10929..11381 10934..11386 10920..11372 11046..11546 11231..11683 

 ความยาว 452 452 452 452 500 452 

tRNA-Tyr ต าแหน่ง 11449..11512 11397..11461 11402..11468 11389..11455 11568..11632 11702..11766 

 ความยาว 63 64 66 66 64 64 

tRNA-Leu ต าแหน่ง 11526..11590 11471..11536 11502..11565 11470..11536 11652..11715 11775..11838 

 ความยาว 64 65 63 66 63 63 

tRNA-Ser ต าแหน่ง 11588..11659 11534..11604 11564..11635 11538..11609 11717..11785 11836..11906 

 ความยาว 71 70 71 71 68 70 

tRNA-Leu ต าแหน่ง 11680..11746 11618..11684 11652..11716 11646..11710 11792..11856 11931..11997 

 ความยาว 66 66 64 64 64 66 

tRNA-Arg ต าแหน่ง 11748..11814 11686..11752 11721..11789 11713..11778 11860..11925 11999..12066 

 ความยาว 66 66 68 65 65 67 

NAD5 ต าแหน่ง 11815..13395 11753..13333 11790..13370 11779..13359 11926..13506 12067..13644 

 ความยาว 1,580 1,580 1,580 1,580 1,580 1,577 

tRNA-Gly ต าแหน่ง 13401..13474 13337..13407 13372..13443 13364..13433 13510..13574 13652..13718 

 ความยาว 73 70 71 69 64 66 

tRNA-Glu ต าแหน่ง 13499..13568 13424..13492 13494..13555 13448..13513 13587..13651 13723..13791 

 ความยาว 69 68 61 65 64 64 
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ตาราง 3 รอ้ยละความคลา้ยคลงึของล าดบักรดอะมิโนในสิ่งมีชีวิตที่ต่างชนิดกนั 
 

Gene D.melanogas

ter-D. yakuba 
human-

cow 
Apis-

Drosophilia 
Drosophilia-

locust 
Xenopus-

human 

sea star-

sea urchin 

human-

sea urchin 

mouse-

Drosophila 

Drosophila

-nematode 

mouse-

nematode 

COX1 99 91 70 82 86 89 75 75 62 59 

COX2 98 73 55 66 68 81 61 57 39 39 

COX3 98 87 53 73 80 76 62 64 47 43 

CYTB 96 79 53 76 71 - 62 68 43 42 

ND1 96 78 47 68 63 67 55 45 36 35 

ND4 95 74 45 58 59 - 43 42 30 28 

ND3 95 74 49 62 58 67 48 43 30 25 

ND5 89 70 42 64 55 - 44 49 31 25 

ND4L 99 74 37 51 40 67 34 36 27 21 

A6 96 78 47 73 53 69 37 34 22 22 

ND2 94 63 27 47 50 57 39 34 17 21 

A8 96 52 46 41 30 44 21 26 NF NF 

ND6 91 63 31 45 34 - 30 17 19 13 

 
ที่มา: (Simon et al., 1994) 



 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณท์ีใ่ช้ในการศึกษา 

1. ภาชนะเก็บตวัอย่างมลูสตัว ์
2. ไมต้กัมลูสตัว ์
3. ผา้ก็อช (gauze pad) 
4. กรวยกรอง (funnel) 
5. ตูด้ดูควนั (hood) 
6. เครื่องชั่งน า้หนกั 
7. เครื่องหมนุเหวี่ยง (centrifuge) 
8. เครื่องนึ่งไอน า้ (autoclave) 
9. เครื่องอุ่นสไลด ์(slide warmer) 
10. เครื่องตดัชิน้เนือ้ (rotary microtome) 
11. ตูอ้บ (oven) 
12. กรอบพลาสติก (embedding ring) 
13. จานเพาะเชือ้ (petri dish) 
14. กลอ้งจลุทรรศนส์เตอรโิอ (stereo microscope) 
15. กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (compound light microscope) 
16. เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรม(thermal cycler) 
17. เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการศึกษา 
1. formalin 
2. diethyl ether 
3. haematoxylin 
4. ethyl alcohol 
5. butyl alcohol 
6. xylene 
7. permount 
8. eosin 
9. bouin 
10. paraffin 
11. agarose powder 
12. phosphate-buffered saline (PBS)   
13. Taq polymerase (Vivantis, Malaysia) 
14. MgCl2 (Vivantis, Malaysia) 
15. PCR Buffer A (Vivantis, Malaysia) 
16. oligonucleotide primer  
17. SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen,USA) 
18. deoxynucleotide triphosphate (dNTP) (Vivantis, Malaysia) 
19. ชดุสกดั QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Germany) 
20. ชดุสกดั DNA NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) 
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3.1. สัตวท์ดลองและพืน้ที่ศึกษา 
3.1.1. การเก็บตัวอย่างมูลโคและกระบือ 

เก็บตัวอย่างมลูโคและกระบือจากบริเวณพืน้ที่เพาะเลีย้งโคและกระบือใน 8 จังหวัด
ภาคกลางของประเทศไทย ไดแ้ก่ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ชัยนาท อ่างทอง สุพรรณบุรี สระบุรี 
สิงห์บุรี ลพบุรี และนครนายก ดังภาพประกอบ 22 สุ่มเก็บตัวอย่างด้วยวิธี  convenience 
sampling (Acharya, Prakash, Saxena, & Nigam, 2013) เก็บตวัอย่างมลูสตัวโ์ดยใชไ้มต้กัลงใน
กระปกุเก็บตวัอย่าง ท าการจดบนัทกึวนั สถานที่ และพิกดัทางภมูิศาสตรโ์ดยใชแ้อพพลิเคชั่น GPS 
essentials (freeware) บนัทกึในหน่วย UTM เพื่อน าไปสรา้งแผนที่การระบาดของพยาธิในมลูสตัว ์
ตวัอย่างมลูสตัวท์ี่ไดเ้ก็บไวท้ี่อณุหภมูิ 4 °C เพื่อรกัษาสภาพมลูสตัวไ์ม่ใหเ้กิดการเน่าเสีย และน าไป
วินิจฉัยการติดพยาธิด้วยวิธี  formalin-ether sedimentation ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานที่ ใช้ในการ
ตรวจหาไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้  

 

 
 

ภาพประกอบ 22 แผนที่จดุเก็บตวัอย่างมลูสตัวจ์ากแหล่งเพาะเลีย้งโคและกระบือ 
8 จงัหวดัภาคกลางในประเทศไทย 
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3.1.2. การเก็บตัวอย่างพยาธิระยะตัวเต็มวัย 
ตั ว อ ย่ า ง พ ย า ธิ ใบ ไม้ ใน ก ร ะ เพ า ะ ผ้ า ขี ้ ริ ้ว ช นิ ด  Carmyerius spatiosus, 

Fischoederius elongatus, Orthocoelium dicranocoelium และ Paramphistomum epiclitum 
เก็บจากกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือจากโรงฆ่าสตัวใ์นจงัหวดัปทุมธานี ดงัภาพประกอบ 23 
น ามาศึกษาลักษณะสัณฐานด้วยวิธีการท าสไลด์ถาวรร่วมกับการตัดชิน้เนือ้ด้วยเครื่อง rotary 
microtome ท าการจดัจ าแนกและระบุชนิดตวัอย่างพยาธิที่พบดว้ยอนุกรมวิธาน (taxonomic key) 
ขอ ง  Yamaguti (Yamaguti, 1958), Eduardo (Eduardo, 1982a, 1982b, 1983, 1984, 1985) 
และ Sey (Sey, 2019) และเก็บตวัอย่างพยาธิที่มีความสมัพนัธใ์กลช้ิดกบัพยาธิใบไมก้ลุม่ดงักล่าว 
ไดแ้ก่ พยาธิใบไมช้นิด Fasciola gigantica จากตับโคในจังหวัดเชียงใหม่ และพยาธิใบไมช้นิด 
Gastrothylax crumenifer จากกระเพาะผา้ขีร้ิว้กระบือในจงัหวดัปทมุธานี 

 

 
 

ภาพประกอบ 23 การเก็บตวัอย่างพยาธิระยะตวัเต็มวยั 
ก. กระเพาะผา้ขีร้ิว้ของกระบือ ข. พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของกระบือ 

 
3.2. การตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ในมูลโคและกระบือด้วยวิธี 
formalin-ether sedimentation  

ชั่งมูลสัตว์น า้หนัก 1 กรมั ลงในบีกเกอรข์นาด 50 มิลลิลิตร ละลายด้วยมูลสัตวด์้วย
formalin ความเขม้ขน้ 10% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปกรองผ่านผา้ก๊อช 2 ชัน้ 
ลงในหลอดทดลอง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงเวลา 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 2,500 rpm เทส่วน
ของเหลวทิง้ (supernatant) จากนัน้เติม formalin ความเขม้ขน้ 10% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่า
ใหต้ะกอนภายในหลอดทดลองเป็นเนือ้เดียวกนัแลว้ตัง้ทิง้ไว ้5 นาที จากนัน้เติมสารละลาย diethyl 
ether ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรงประมาณ 15 วินาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงอีกครัง้เวลา 2 
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นาที ที่ความเร็วรอบ 2,500 rpm (Anuar et al., 2013) ได้สารละลายแยกออกเป็น 4 ชั้น ดัง
ภาพประกอบ 24 ดงันี ้ 

ชัน้ที่ 1 คือ diethyl ether 
ชัน้ที่ 2 คือ กากอาหาร 
ชัน้ที่ 3 คือ formalin  
ชัน้ที่ 4 คือ ตะกอนที่อาจมีไข่พยาธิปนอยู่ 

เทชัน้ที่ 1-3 ทิง้ น าตะกอนชัน้ที่ 4 ไปตรวจหาการปนเป้ือนของไข่พยาธิในมูลสตัว ์หยด
ตัวอย่างลงบนแผ่นกระจกสไลด ์ตรวจสอบการติดพยาธิดว้ยกลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง ถ่ายรูป
ตัวอย่างไข่ที่พบ และเก็บไข่พยาธิไวใ้น ethyl alcohol ความเข้มข้น 95% ส าหรบัใชใ้นการสกัด 
DNA ในล าดับต่อไป รายงานผลการตรวจไข่พยาธิที่พบดว้ยค่าปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรมั  (egg per 
gram หรือ EPG)  

 

 
 

ภาพประกอบ 24 การตกตะกอนตวัอย่างมลูสตัวด์ว้ยวิธี  
formalin-ether sedimentation technique 
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3.3. ความชุกและการสร้างแผนทีก่ารระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 
จากผลการตรวจสอบการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลโคและกระบือดว้ยวิธี 

formalin-ether sedimentation น ามาค านวณค่าความชุก (prevalence) ของการติดเชือ้ โดยมี
สตูรการค านวณดงันี ้ 

สตูรค านวณ 

 
 
จากนั้นสรา้งแผนที่การระบาดของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในพืน้ที่เพาะเลีย้งโค

และกระบือใน 8 จังหวัดภาคกลางของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ชัยนาท 
อ่างทอง สพุรรณบรุี สระบรุี สิงหบ์รุี ลพบรุี และนครนายก ดว้ยโปรแกรม Qgis 2.18.3 (freeware)  

 
3.4. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิระยะตัวเต็มวัย 

เนื่องจากพยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีลักษณะภายในและภายนอกที่คลา้ยคลึงกัน
มาก จึงจ าเป็นตอ้งท าการศึกษาลกัษณะสณัฐานอย่างละเอียดโดยแบ่งเป็น 2 วิธีหลกัคือ 1) วิธีการ
ท าสไลดถ์าวร เพื่อศึกษาลักษณะ ขนาดและการต าแหน่งจัดเรียงตัวของอวัยวะภายใน  และ 2) 
การศึกษาลกัษณะรูปร่าง ขนาดและการจดัเรียงตวัของอวยัวะภายใน โดยอาศยัเทคนิคการตดัชิน้
เนือ้ดว้ยเครื่อง rotary microtome โดยทัง้ 2 มขีัน้ตอนดงันี ้ 

3.4.1. วิธีการท าสไลดถ์าวร 
น าตัวอย่างพยาธิระยะตัวเต็มวัยวางลงบนแผ่นกระจกสไลด์ปิดทับด้วยแผ่นปิด

กระจกสไลด ์กดทบัใหแ้บนแลว้ใชด้า้ยยดึตวัอย่าง คงสภาพตวัอย่างใน formalin ความเขม้ขน้ 4% 
เป็นเวลาอย่างนอ้ย 2 สปัดาห ์จากนัน้ลา้ง formalin ออกดว้ยน า้กลั่นจนกระทั่ง formalin ออกจาก
ตัวอย่างหมด ยอ้มสีตัวอย่างดว้ย Haematoxylin และลา้งสีส่วนเกินออกดว้ยน า้กลั่น ตัวอย่างที่
ผ่านการย้อมสีจะถูกดึงน า้ออกด้วย ethyl alcohol ความเขม้ข้น 10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 
80% และ 95% ตามล าดับ ตามด้วย ethyl alcohol:butyl alcohol อัตราส่วน 2:1, 1:1 และ 1:2 
ตามล าดับ จากนัน้ท าตัวอย่างใหใ้สดว้ย xylene และปิดทับตัวอย่างที่เสร็จสิน้กระบวนการแลว้
ดว้ยสารละลาย permount วางใหแ้หง้บนเครื่องอุ่นสไลด์ ที่อณุหภูมิ 40 °C น าสไลดถ์าวรที่ไดไ้ป
ศกึษาขนาด รูปรา่ง และลกัษณะภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง 
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3.4.2. การตัดชิน้เนือ้ด้วยเคร่ือง rotary microtome  
คงสภาพตัวอย่างพยาธิระยะตัวเต็มวัยด้วย bouin fixative เป็นเวลาอย่างน้อย 2

สปัดาห ์จากนัน้ลา้งตัวอย่างพยาธิดว้ยน า้สะอาด และดึงน า้ออกจากตัวอย่างดว้ย ethyl alcohol 
ความเข้มข้น  50%, 70%, 80% และ 95% ตามล าดับ ตามด้วย butyl alcohol และ xylene 
จากนั้นแทรก paraffin เข้าตัวอย่าง โดยใช้ xylene : paraffin อัตราส่วน 1:1 ตามด้วย liquid 
paraffin (อุณหภูมิ 60 °C) ทิง้ให้แข็งตัวในกรอบพลาสติก และน าเขา้เครื่อง rotary microtome 
เพื่อตดัชิน้เนือ้ ขนาด 20-30 ไมโครเมตร ตวัอย่างพยาธิที่ถูกตดัจะน าไปติดลงบนแผ่นกระจกสไลด์
โดยใชน้ า้ไข่ขาวเป็นตวัยึดเกาะ ทิง้สไลดใ์หแ้หง้บนเครื่องอุ่นสไลดท์ี่อณุหภูมิ 40 °C เพื่อใหช้ิน้เนือ้
ยืดตวัเต็มที่ และอบสไลดใ์หแ้หง้ในตูอ้บที่อณุหภมูิ 40 °C  

ตวัอย่างสไลดท์ี่แหง้เรียบรอ้ยดีแลว้จะถูกน าเขา้สู่กระบวนการยอ้มสีตัวอย่างชิน้เนือ้ 
ท าไดโ้ดยลา้ง paraffin ออกจากตวัอย่างดว้ย xylene ตามดว้ย xylene : butyl alcohol อตัราส่วน 
1:1 ตามด้วย butyl alcohol และ ethyl alcohol ความเข้มขน้ 95%, 80% และ 70% ตามล าดับ 
ลา้งตัวอย่างดว้ยน า้กลั่นก่อนยอ้มสี haematoxylin จากนัน้ลา้งสีส่วนเกินออกดว้ยน า้กลั่นอีกครัง้ 
และดึงน า้ออกจากตัวอย่างด้วย ethyl alcohol ความเข้มข้น 70%, 80% และ 95% ตามล าดับ 
ยอ้มสีตวัอย่างซ า้ดว้ย eosin ความเขม้ขน้ 0.1% และลา้งสีส่วนเกินออกดว้ย ethyl alcohol ความ
เขม้ขน้ 95% ตามดว้ย butyl alcohol ท าตวัอย่างใหใ้สดว้ย butyl alcohol : xylene อตัราส่วน 1:1 
และ xylene จากนั้นผนึกตัวอย่างลงบนแผ่นกระจกสไลดด์ว้ยสารละลาย permount ปิดทับดว้ย
กระจกปิดสไลด์ วางสไลด์ให้แห้งบนเครื่องอุ่นสไลด์และน ามาศึกษาขนาด รูปร่าง ด้วยกล้อง
จลุทรรศนแ์บบใชแ้สง 

 
3.5. การสกัดดีเอ็นเอ 

3.5.1. การสกัดดีเอ็นเอพยาธิระยะตัวเต็มวัย 
น าพยาธิระยะตวัเต็มวยัที่คงสภาพไวใ้น ethyl alcohol ความเขม้ขน้ 95% มาท าการ

การสกัด ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด  NucleoSpin® Tissue โดยมีขั้นตอนดังนี ้ เติม buffer T1 และ 
proteinase K ปริมาตร 180 และ 25 ไมโครลิตร ตามล าดับ ลงในหลอด microcentrifuge tube 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีชิน้เนือ้ของพยาธิ แล้วเติม buffer T1 และ proteinase K ปริมาตร 180 
และ 25 ไมโครลิตร ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 56 °C เวลา 1-3 ชั่ วโมง จากนั้นเติม buffer B3 
ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 70 °C  เวลา 10 นาที แลว้เติม absolute ethanol ปริมาตร 
210 ไมโครลิตร ดูดสารละลายในหลอดปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน NucleoSpin® Tissue 
Column แลว้ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 x g เวลา 1 นาที ทิง้สารละลายใน collection tube 



  53 

และเติม buffer BW ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 x g เวลา 1 นาที 
ทิ ้งสารละลายใน collection tube และเติม buffer B5 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 11,000 x g เวลา 1 นาที ทิ ้งสารละลายใน collection tube และป่ันเหวี่ยงซ า้ที่
ความเร็วรอบ 11,000 x g เวลา 3 นาที  จากนั้นย้าย NucleoSpin® Tissue Column ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม  buffer BE ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิหอ้ง 1 นาที และป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 x g เวลา 3 นาที ตัวอย่างดีเอ็นเอที่
สกดัแลว้เก็บไวใ้นอณุหภมูิ -20 °C  

3.5.2. การสกัดดีเอ็นเอไข่พยาธิจากมูลสัตว ์
การสกดัดีเอ็นเอไข่พยาธิจากมลูสตัวใ์ชชุ้ดสกดั QIAamp DNA Stool Mini Kit โดยมี

ขัน้ตอนดงันี ้ชั่งมลูสตัวข์นาด 220 มิลลิกรมั ลง microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร แช่ทิง้ไว้
ในน า้แข็งเพื่อใหม้ลูสตัวแ์ข็งตัว เติม buffer ASL ปริมาตร 1.4 มิลลิลิตร ลงไป เขย่า 1 นาที น าไป
บ่มที่อณุหภูมิ 70 °C เวลา 5 นาที จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 10,000 x g เวลา 2 นาที 
ดูดสารละลายปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ลงใน microcentrifuge tube ใหม่ เติม InhibitEX tablet 
เขย่าอย่างแรง ตั้งทิ ้งไว้ 1 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เวลา 6 นาที ดูด
สารละลายทัง้หมดลงใน microcentrifuge tube ใหม่ น าไปป่ันเหวี่ยงซ า้ที่ความเร็วรอบ 10,000 x 
g เวลา 6 นาที จากนัน้ดดูสารละลาย 200 ไมโครลิตร ลงใน proteinase K ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
เติม buffer AL ปรมิาตร 200 ไมโครลิตรลงไป ผสมสารใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มที่อณุหภมูิ 70 °C เวลา 10 
นาที จากนัน้เติม absolute ethanol ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร ดดูสารละลาย 600 ไมโครลิตร ลงใน 
QIAamp spin column ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เวลา 2 นาที ทิง้ collection tube ที่
มีสารละลาย และยา้ย QIAamp spin column ลง collection tube ใหม่ จากนัน้เติม buffer AW1 
ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 10,000 x g เวลา 2 นาที ทิง้ collection tube ที่
มีสารละลาย และยา้ย QIAamp spin column ลง collection tube ใหม่ จากนัน้เติม buffer AW2 
ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 10,000 x g เวลา 6 นาที ทิง้ collection tube ที่
มีสารละลาย และยา้ย QIAamp spin column ลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ป่ัน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เวลา 6 นาที หรือจนกว่าแผ่น membrane แห้ง จากนั้นย้าย 
QIAamp spin column ลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม buffer ATE ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง 1 นาที และป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 x g เวลา 2 นาที 
จากนัน้เก็บตวัอย่างดีเอ็นเอที่สกดัแลว้ไวท้ี่อณุหภมูิ -20 °C 
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3.6. การออกแบบไพรเมอรเ์พ่ือเพ่ิมชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีน และการทดสอบด้วยเทคนิค 
PCR 

สืบคน้ล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีนบนไมโทคอนเดรียจ านวน 4 ยีน ไดแ้ก่ COX1, CYTB, 
ND1 และ ND4 จากฐานข้อมูล GenBank ของพยาธิ ได้แก่ Calicophoron microbothrioides, 
Explanatum explanatum, Fischoederius cobboldi, F. elongatus, G. crumenifer, 
Orthocoelium streptocoelium, Paramphistomum cervi, F. gigantica และ F. hepatica ดัง
ตาราง 4 น าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดม้าจัดเรียงในโปรแกรม MEGA7 ออกแบบไพรเมอร ์1 คู่ ต่อ 1 
ยีน เพื่อใชเ้ป็นเป้าหมายในการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิที่พบในการศึกษา โดยใชว้ิธี 
manual design ในการคัดเลือกต าแหน่ง จากนั้นท าการตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอรท์ี่
ออกแบบดว้ยโปรแกรม OligoAnalyzer tools (https://sg.idtdna.com/calc /analyzer) ดังตาราง 
5 ท าการสงัเคราะหไ์พรเมอรด์ว้ยบริษัท Integrated DNA Technologies IDT โดยแต่ละคู่ของไพร
เมอรม์ีต าแหน่งดังภาพประกอบ 25-28 จากนัน้น าไพรเมอรแ์ต่ละคู่มาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
ดว้ยวิธี PCR ปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ยสารเคมีดังตาราง 6 ตัง้ค่าปฏิกิริยา PCR 
ดว้ยเครื่อง thermo cycler มีขัน้ตอนดังตาราง 7 ท าการตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ที่ไดเ้กิดจาก
ปฏิกิริยา PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้น 2% น าขนาด
ผลิตภัณฑท์ี่ไดส้่งวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดด์ว้ยบริษัท 1st BASE DNA Sequencing Services 
(Axil Scientific Pty. Ltd) จากนัน้ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดก้ับฐานขอ้มูล GenBank ดว้ย
โปรแกรม BLAST และใชล้  าดบันิวคลีโอไทดด์งักลา่วเป็นตน้แบบในการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ
ในล าดบัต่อไป 
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ตาราง 4 ขอ้มลูพยาธิที่ไดจ้ากการสืบคน้ฐานขอ้มลู GenBank 
 

หมายเลข
อา้งอิง 

ชนิดของพยาธิใบไม ้
ความยาว (คู่เบส) 

COX1 CYTB ND1 ND4 
KR337555.1 Calicophoron microbothrioides 1,541 1,115 896 1,280 
KT198989.1 Explanatum explanatum 1,541 1,112 896 1,504 
KX169164.1 Fischoederius cobboldi 1,541 1,112 896 1,280 
KM397348.1 Fischoederius elongatus 1,541 1,112 896 1,280 
KM400624.1 Gastrothylax crumenifer 1,541 1,112 902 1,280 
KM659177.1 Orthocoelium streptocoelium 1,541 1,112 896 1,280 
KT198987.1 Paramphistomum cervi 1,544 1,112 896 1,280 
KF543342.1 Fasciola gigantica 1,541 1,112 902 1,268 
AP017707.1 Fasciola hepatica 1,541 1,112 902 1,271 

 
ตาราง 5 คุณสมบติัของไพรเมอรส์  าหรบัใชศ้ึกษาล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิใบไมใ้นกระเพาะ
ผา้ขีร้ิว้ 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ทิศทาง ล าดบันิวคลีโอไทด ์(5’-3’) 
ความยาว 

(mer) 
GC 

content 
Tm  

(°C) 
ผลิตภณัฑ ์
(คู่เบส) 

COX1 Uni_COX1 forward GAT CAC AAG CGT GTT GGT TT 20 45.0 53.9 
989 

reverse AAT TCA CCA CAC AAC AGG ATC 21 42.9 53.1 
CYTB Uni_CYTB forward AAT GTT GTG GAT TTG CCT AC 20 40.0 51.0 

976 
reverse GGA TAC TCA GGA TGA CAA GC 20 50.0 52.5 

ND1 Uni_ND1 forward GTT ATG TGC AAA TTC GGA AGG G 22 45.5 54.5 
764 

reverse CCA CAT AAA CCC CAC AAA ATA ATC 24 37.5 52.5 
ND4 Uni_ND4 forward GAT TTA GGA AGT TTG ATT GAT AT 23 26.1 46.6 

912 
reverse AAA ATA AAA GTC ACA CCA GC 20 35.0 48.8 
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ตาราง 6 สารที่ใชใ้นปฏิกิรยิา PCR   
 

สาร ความเขม้ขน้ หน่วย ปรมิาตร หน่วย 

น า้ - - 18.45 µL 
ไพรเมอร ์ 0.20 µM 0.50 µL 
Buffer A 1.00 X 2.50 µL 
MgCl2 1.00 mM 0.50 µL 
dNTPs 1.00 mM 1.25 µL 
Taq polymerase 0.20 U 0.30 µL 
template DNA  10.00  ng 1.00 µL 

 
ตาราง 7 การตัง้ค่าปฏิกิรยิา PCR ในเครื่อง thermal cycle 
 

ขัน้ตอน ไพรเมอร ์ อณุหภมูิ (°C) เวลา (m:s) 
pre-denaturation  94.00 5:00 
denaturation  94.00 0:45 

primer annealing Uni_COX1 51.00 0:45 

 Uni_CYTB 51.00 0:45 

 Uni_ND1 52.00 0:45 

 Uni_ND4 50.00 0:45 

extension  72.00 0:50 
final extension  72.00 7:00 
จ านวนรอบ  35 รอบ 
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ภาพประกอบ 25 ขอ้มลูจาก alignment ของยีน COX1 
กรอบสีเหลืองแสดงต าแหน่งออกแบบไพรเมอรแ์ละลกูศรสีแดงแสดงทิศทาง 



  58 

 
 

ภาพประกอบ 26 ขอ้มลูจาก alignment ของยีน CYTB 
กรอบสีเหลืองแสดงต าแหน่งออกแบบไพรเมอรแ์ละลกูศรสีแดงแสดงทิศทาง  
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ภาพประกอบ 27 ขอ้มลูจาก alignment ของยีน ND1 
กรอบสีเหลืองแสดงต าแหน่งออกแบบไพรเมอรแ์ละลกูศรสีแดงแสดงทิศทาง 
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ภาพประกอบ 28 ขอ้มลูจาก alignment ของยีน ND4 
กรอบสีเหลืองแสดงต าแหน่งออกแบบไพรเมอรแ์ละลกูศรสีแดงแสดงทิศทาง 
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3.7. การยืนยันชนิดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ด้วยยีนบนไมโทคอนเดรีย 
นอกจากการใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาในการระบุชนิดพยาธิแลว้ยงัจ าเป็นตอ้งศึกษา

ล าดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ เพื่อใชเ้ป็นขอ้มลูในการยืนยนัชนิดพยาธิก่อน
ศึกษาในขัน้ตอนต่อไป โดยน าตวัอย่างพยาธิในกลุ่มดงักล่าวเขา้สู่ขัน้ตอน PCR โดยใชไ้พรเมอรท์ี่
ออกแบบจากยีนบนไมโทคอนเดรียจากขอ้ 3.6. ทัง้ 4 คู่ไพรเมอร ์มาเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรมของ
พยาธิ 4 ชนิดที่เป้าหมายในการศึกษา จากนั้นส่งวิเคราะหห์าล าดับนิวคลีโอไทด์ดว้ย 1st BASE 
DNA Sequencing Services (Axil Scientific Pty. Ltd) ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้กับ
ฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX เพื่อตรวจสอบโปรตีนที่ เกิดขึน้ และโปรแกรม 
BLASTn เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิจากการศกึษากบัพยาธิใน
ฐานขอ้มูล จากนั้นสรา้งแผนภาพวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ดว้ยโปรแกรม MEGA7 เพื่อ
ศึกษาความสัมพันธ์ของพยาธิที่ได้จากการศึกษาเปรียบเทียบกับพยาธิในฐานขอ้มูล โดยสรา้ง
แผนภาพวิวฒันาการด้วยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model ส าหรบั
ศึกษาวิวัฒนาการในระดับดีเอ็นเอ และสรา้งแผนภาพวิวัฒนาการดว้ยวิธี Poisson correction 
model ส าหรบัศกึษาวิวฒันาการในระดบัโปรตีน 

 
3.8. การออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะต่อพยาธิและการทดสอบด้วยเทคนิค PCR 

3.8.1. การออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
น าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดจ้ากขอ้ 3.6. มาออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะต่อพยาธิแต่ละ

ช นิ ด ทั้ ง  4 ช นิ ด ที่ เ ป็ น เป้ า ห ม า ย ใน ง าน วิ จั ย  ได้ แ ก่  C. spatiosus, F. elongatus, O. 
dicranocoelium และ P. epiclitum ออกแบบด้วยวิธี manual design โดยท าการ alignment 
ล าดับนิวคลีโอไทดใ์นโปรแกรม MEGA7 เพื่อหาต าแหน่งที่มีความจ าเพาะในแต่ละชนิดของพยาธิ 
จากนั้นตรวจสอบคุณสมบัติของไพรเมอรท์ี่ออกแบบได้ด้วยโปรแกรม OligoAnalyzer tools 
(https://sg.idtdna.com/calc/analyzer) เพื่อวิเคราะหก์ารเกิด self-dimer การเกิด hetero-dimer 
การเกิด hairpin ค่า GC content ค่าอุณหภูมิ Ta เป็นต้น โดยไพรเมอรท์ี่ออกแบบได้มีจ านวน
ทัง้สิน้ 16 คู่ ประกอบดว้ย ไพรเมอรท์ี่ออกแบบจากยีน COX1 จ านวน 4 คู่ ยีน CYTB จ านวน 4 คู่ 
ยีน ND1 จ านวน 4 คู่ และยีน ND4 จ านวน 4 คู่ ดงัตาราง 8  

 
 
 
 



  62 

ตาราง 8 คณุสมบติัของไพรเมอรจ์ าเพาะ 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ทิศทาง ล าดบันิวคลีโอไทด ์(5’-3’) 
ความยาว 
(เบส) 

GC 
content 

Tm  
(°C) 

ผลิตภณัฑ ์
(คู่เบส) 

COX1 Cs_COX1 forward GCC TCG TAT TAA TGC TTT AAG TGC C 25 44.0 56.4 
486 

reverse CAT ACA AAT ATG CCT CAC TGC CC 23 47.8 56.1 
Fe_COX1 forward TTT AGG TCT TGC GTT AAG GAC AC 23 43.5 55.1 

237 
reverse AGG CAA CAA TAA TCA AGC ACC C 22 45.5 56.0 

Od_COX1 forward TAC GTC TTC TCG TCA GTC TGT TC 23 47.8 55.9 
83 

reverse GCA GCT AAC ACA GGT AAC GAC 21 52.4 55.9 
Pe_COX1 forward CCT CGT TTG AAT GCT TTA AGG GC 23 47.8 56.8 

314 
reverse CCA ATA CAG GCA ACG ACA AGA TC 23 47.8 56.1 

CYTB Cs_CYTB forward TTC TGG TGT GAT ACT TTC GCT G 22 45.5 55.0 
389 

reverse ACT AAC GTA ACA TTA GTC ACT GAG 24 37.5 52.1 
Fe_CYTB forward GCT TCT GGT GTA ATA CTT TCA TTG C 25 40.0 54.6 

675 
reverse GCT TTA TAG ATA CCG GAG TTA CC 23 43.5 52.4 

Od_CYTB forward TAT GTG GTT AGT TCG GTA TGG T 22 40.9 53.2 
545 

reverse TAA CTC TCA ACA TCT AAC ACA TAG T 25 32.0 51.4 
Pe_CYTB forward ATA CCT TTG GTG GGA GGT GTA 21 47.6 55.4 

198 
reverse CCA CAT CTC TAT AAC CAC CAG T 22 45.5 53.8 

ND1 Cs_ND1 forward TAG TTG GTC ATC TTG GTG CGG C 22 54.5 59.7 
203 

reverse GAC CGA ATA CTA CTC AAC AGG G 22 50.0 54.6 
Fe_ND1 forward CTT GGT GTG GTG TAT TTT TGC TAG 24 41.7 54.4 

289 
reverse ACC GAC AAA ACT TAA CAA GTC G 22 40.9 53.5 

Od_ND1 forward ATC TGC TTT GAG TTC AGT AAC C 22 40.9 52.8 
135 

reverse ACA AAC AGG TAT CAC AAT CAC C 22 40.9 53.0 
Pe_ND1 forward CAT TTG GGA GGG GAG GGA TTT C 22 54.5 57.8 

248 
reverse CCA AAA ACC AAG CCC TGT CC 20 55.0 56.9 
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ตาราง 8 (ต่อ) 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ทิศทาง ล าดบันิวคลีโอไทด ์(5’-3’) 
ความยาว 
(เบส) 

GC 
content 

Tm  
(°C) 

ผลิตภณัฑ ์
(คู่เบส) 

ND4 Cs_ND4 forward CTT GGG ATT ATT CGT TAG TCG G 22 45.5 53.1 
454 

reverse AAT AAA CAT CAC AGC TAA GAC TGC 24 37.5 53.4 
Fe_ND4 forward GAG ATG TCT ATA CTT TCT TTA CTG C 25 36.0 51.1 

192 
reverse CAC AGC CTT CAT ACC TGT CG 20 55.0 55.5 

Od_ND4 forward ATT TAG TGT TGT TAT CTG TCT TCC 24 33.3 50.8 
690 

reverse TCA AAA CTA ACA GCA CAT AGA C 22 36.4 50.7 
Pe_ND4 forward GGT TTC TGG TTC TCG GAA AG 20 50.0 53.4 

257 
reverse TAG CAC AAC CCT CGT ATC TAT C 22 45.5 53.5 

 
3.8.2. การทดสอบความจ าเพาะและการคัดเลือกไพรเมอรเ์พ่ือน าไปใช้ในเทคนิค 

multiplex PCR 
น าไพรเมอรจ์ านวน 16 คู่ ที่ท าการออกแบบไวม้าทดสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิค 

PCR กบัพยาธิเปา้หมายแต่ละชนิด ไดแ้ก่ C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ 
P. epiclitum และทดสอบการเกิดปฏิกิริยาขา้มกับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิด 
ได้แก่  พยาธิใบไม้ตับชนิด F. gigantica พยาธิใบไม้ชนิด G. crumenifer รวมไปถึงเนื ้อเยื่อ
กระเพาะผา้ขีร้ิว้ของกระบือ ก าหนดใหต้วัอย่างที่ใชท้ดสอบทัง้หมดมีความเขม้ขน้ดีเอ็นเอ 10 นาโน
กรมั เท่ากนัทุกชนิด โดยสารที่ใชใ้นกระบวนการ PCR ปริมาตรสทุธิ 25 ไมโครลิตร แสดงดงัตาราง 
9 และการตั้งค่าขั้นตอนปฏิกิริยา PCR ดว้ยเครื่อง thermal cycler ดังตาราง 10 จากนั้นท าการ
ตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑท์ี่เกิดขึน้ของ PCR ดว้ยวิธี gel electrophoresis โดยใช ้agarose gel 
ความเขม้ขน้ 2% ท าการคัดเลือกไพรเมอรท์ี่มีความจ าเพาะของพยาธิชนิด C. spatiosus จ านวน 
1 คู่  พยาธิชนิด F. elongatus จ านวน 1 คู่ พยาธิชนิด O. dicranocoelium จ านวน 1 คู่ และ
พยาธิชนิด P. epiclitum จ านวน 1 คู่ รวมทัง้สิน้ 4 คู่ และตอ้งเป็นไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบมา
จากยีนเดียวกัน เนื่องจากการออกแบบไพรเมอรใ์นแต่ละยีนมีการก าหนดขนาดของผลิตภัณฑท์ี่
แตกต่างกันไวเ้รียบรอ้ยแลว้ เพื่อใหส้ามารถน าไปใชใ้นกระบวนการ multiplex PCR ไดใ้นล าดับ
ต่อไป 
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3.8.3. การทดสอบความไวของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีน CYTB 
น า ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง พ ย า ธิ  4 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  C. spatiosus, F. elongatus,  

O. dicranocoelium และ P. epiclitum มาท าการเจือจางความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอลงทีละ 10 เท่า 
(ten-fold dilution) จาก 10.0 นาโนกรมั จนถึง 1.0 เฟมโตกรมั เพื่อหาความเขม้ขน้ดีเอ็นเอที่ต  ่า
ที่สุดที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับไพรเมอรไ์ด ้โดยท าการทดสอบกับชุดไพรเมอรข์องยีน CYTB ซึ่ง
เป็นชุดที่มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมายแต่ละชนิด และใหผ้ลิตภัณฑท์ี่ขนาดแตกต่างกัน ซึ่ง
สามารถน าไปพฒันาต่อเพื่อใชใ้นเทคนิค multiplex PCR ไดใ้นล าดบัต่อไป 
 
ตาราง 9 สารที่ใชใ้นปฏิกิรยิา PCR ส าหรบัทดสอบความจ าเพาะและความไวของไพรเมอร ์ 
 

สาร ความเขม้ขน้ หน่วย ปรมิาตร หน่วย 

น า้ - - 18.45 µL 
ไพรเมอร ์ 0.20 µM 0.50 µL 
Buffer A 1.00 X 2.50 µL 
MgCl2 1.00 mM 0.50 µL 
dNTPs 1.00 mM 1.25 µL 
Taq polymerase 0.20 U 0.30 µL 
template DNA  10.00 ng 1.00 µL 

 
  



  65 

ตาราง 10 การตั้งค่าปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง thermal cycle ส าหรบัทดสอบความจ าเพาะและ
ความไวของไพรเมอร ์
 

ขัน้ตอน ไพรเมอร ์ อณุหภมูิ (°C) เวลา (m:s) 
pre-denaturation  94.00 5:00 
denaturation  94.00 0:45 

primer annealing Cs_COX1 56.00 0:45 

 Fe_COX1 55.00 0:45 

 Od_COX1 55.00 0:45 

 Pe_COX1 56.00 0:45 

 Cs_CYTB 55.00 0:45 

 Fe_CYTB 56.00 0:45 

 Od_CYTB 55.00 0:45 

 Pe_CYTB 55.00 0:45 

 Cs_ND1 52.00 0:45 

 Fe_ND1 57.00 0:45 

 Od_ND1 56.00 0:45 

 Pe_ND1 54.00 0:45 

 Cs_ND4 53.00 0:45 

 Fe_ND4 53.00 0:45 

 Od_ND4 53.00 0:45 

 Pe_ND4 53.00 0:45 

extension  72.00 0:50 

final extension  72.00 7:00 

จ านวนรอบ  35 รอบ  
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3.9. การพัฒนาเทคนิค multiplex PCR 
3.9.1. การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา multiplex PCR 

เทคนิค multiplex PCR เป็นเทคนิคที่ใชไ้พรเมอรห์ลายคู่ในปฏิกิริยาเดียวกัน เพื่อให้
สามารถตรวจสอบการติดพยาธิหลายชนิดไดใ้นหนึ่งรอบปฏิกิริยาซึ่งลดระยะเวลารวมถึงขัน้ตอน
การตรวจสอบไดเ้มื่อเทียบกบั PCR แบบปกติ ในงานวิจยันีไ้ดใ้ชไ้พรเมอรจ์ าเพาะจ านวน 4 คู่ จาก
ยีน CYTB ไดแ้ก่ Cs_CYTB, Fe_CYTB, Od_CYTB และ Pe_CYTB รว่มกนัในปฏิกิรยิา multiplex 
PCR เพื่ อท าการทดสอบความจ าเพาะกับพยาธิเป้าหมาย 4 ชนิด  ได้แก่  C. spatiosus,  
F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum โดยใชค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอที่ 10 นาโน
กรมั เท่ากันทุกชนิด สารเคมีที่ใชใ้นเทคนิค multiplex PCR ปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ดงัตาราง 
11 ขัน้ตอนการตั้งค่าปฏิกิริยา multiplex PCR ในเครื่อง thermo cycler ดังตาราง 12 ตรวจสอบ
ผลของผลิตภณัฑด์ว้ยวิธี gel electrophoresis โดยใช ้agarose gel ความเขม้ขน้ 2% 
 
ตาราง 11 สารที่ใชใ้นปฏิกิรยิา multiplex PCR  
 

สาร ความเขม้ขน้ หน่วย บรษิัท หน่วย 

น า้ - - 10.15 µL 
ไพรเมอร ์Cs_CYTB  0.32 µM 0.80 µL 
ไพรเมอร ์Fe_CYTB  0.48 µM 1.20 µL 
ไพรเมอร ์Od_CYTB  0.48 µM 1.20 µL 
ไพรเมอร ์Pe_CYTB  0.28 µM 0.70 µL 
Buffer A 1.60 X 4.00 µL 
MgCl2 1.00 mM 0.50 µL 
dNTPs 1.00 mM 1.25 µL 
Taq polymerase 0.20 U 0.30 µL 
template DNA  10.00 ng 1.00 µL 
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ตาราง 12 การตัง้ค่าปฏิกิรยิา PCR ในเครื่อง thermal cycle  
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (°C) เวลา (m:s) 
pre-denaturation 94.00 5:00 
denaturation 94.00 0:45 

primer annealing 61.00 0:45 

extension 72.00 0:50 
final extension 72.00 7:00 
จ านวนรอบ 35 รอบ 
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3.9.2. การทดสอบการติดเชือ้ร่วมของพยาธิในปฏิกิริยา multiplex PCR 
จากการศึกษาการติดพยาธิในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือดว้ยวิธีแบบดัง้เดิม 

มกัพบว่าพยาธิใบไมท้ี่ท าการศึกษามีการติดเชือ้รว่มกนัในโฮสตต์วัเดียวกนั ดงันัน้จึงท าการจ าลอง
การเกิดการติดเชือ้รว่มกนั และใชเ้ทคนิค multiplex PCR ในการตรวจสอบ ท าไดโ้ดยก าหนดความ
เขม้ขน้ของดีเอ็นเอพยาธิทัง้ 4 ชนิด ไดแ้ก่ C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ 
P. epiclitum ที่ 10.0 นาโนกรมั จากนัน้น ามาผสมกันและทดสอบดว้ยเทคนิค multiplex PCR ซึ่ง
สามารถออกแบบการผสมกนัของ ดีเอ็นเอได ้11 แบบ ดงันี ้

1) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด C. spatiosus และ 
ชนิด P. epiclitum (CP) 

2) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด C. spatiosus และ 
ชนิด F. elongatus (CF) 

3) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด C. spatiosus และ 
ชนิด O. dicranocoelium (CO) 

4) การทดสอบการติดเชือ้รว่มระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด O. dicranocoelium 
และชนิด F. elongatus (OF) 

5) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ได้แก่ ชนิด P. epiclitum และ 
ชนิด F. elongatus (PF)  

6) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 2 ชนิด ได้แก่ ชนิด P. epiclitum และ
ชนิด O. dicranocoelium (PO) 

7) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด C. spatiosus, ชนิด 
O. dicranocoelium และชนิด F. elongatus (COF) 

8) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด P. epiclitum, ชนิด 
C. spatiosus และชนิด F. elongatus (PCF) 

9) การทดสอบการติดเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด P. epiclitum, ชนิด 
O. dicranocoelium และชนิด F. elongatus (POF) 

10) การทดสอบการติดเชือ้รว่มระหว่างพยาธิ 3 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด P. epiclitum, ชนิด 
O. dicranocoelium และชนิด C. spatiosus (POC) 

11) การทดสอบการติดเชือ้รว่มระหว่างพยาธิ 4 ชนิด ไดแ้ก่ ชนิด P. epiclitum, ชนิด 
C. spatiosus, ชนิด O. dicranocoelium และชนิด F. elongatus (PCOF) 
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3.9.3. การทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา multiplex PCR 

ท าการเจือจางความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอของพยาธิชนิด C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium และ P. epiclitum แต่ละชนิดลงทีละ 10 เท่า โดยเริ่มตน้ที่ 10.0 นาโนกรมั ไป
จนถึง 1.0 เฟมโตกรมั เพื่อหาความเขม้ขน้ที่ต  ่าที่สุดที่ไพรเมอรแ์ต่ละคู่สามารถเกิดผลิตภัณฑก์ับ
พยาธิเปา้หมายแต่ละชนิดไดด้ว้ยเทคนิค multiplex PCR ตรวจสอบผลของผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึน้ดว้ย
วิธี gel electrophoresis โดยใช ้agarose gel ความเขม้ขน้ 2%  

 
3.10. การประยุกตใ์ช้เทคนิค multiplex PCR เพ่ือวินิจฉัยการติดพยาธิในมูลสัตว ์

เก็บตัวอย่างมูลโคและกระบือในจังหวัดนครนายกจ านวน 41 ตัวอย่าง น ามูลสัตวใ์น
จงัหวดัดงักล่าวมาสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั QIAamp DNA Stool Mini Kit และน าดีเอ็นเอดงักล่าว
ไปทดสอบดว้ยเทคนิค multiplex PCR เพื่อตรวจสอบว่ามลูสตัวจ์ากจงัหวดัดงักล่าวมีการติดพยาธิ
ใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ที่เป็นเป้าหมายหรือไม่ และหากติดเป็นพยาธิชนิดใด โดยตรวจสอบผล
จากผลิตภัณฑท์ี่เกิดขึน้ของ multiplex PCR ดว้ยวิธี gel electrophoresis ใช ้agarose gel ความ
เขม้ขน้ 2% โดยก าหนดให ้ผลบวก แสดงว่า มูลสตัวม์ีการปนเป้ือนของพยาธิที่เป็นเป้าหมาย และ 
ผลลบ แสดงว่า มลูสตัวไ์ม่มีการปนเป้ือนของพยาธิ 4 ชนิด ที่เป็นเปา้หมาย 

 



 

บทที ่4  
ผลการศึกษา 

 
4.1. ผลการเก็บตัวอย่างมูลโคและกระบือ 

4.1.1. พืน้ทีเ่ก็บตัวอย่าง 
จากการส ารวจแหล่งเพาะเลีย้งปศุสัตว์โคและกระบือ 8 จังหวัด ภาคกลางของ

ประเทศไทย สามารถเก็บตัวอย่างไดท้ัง้สิน้ 128 จุดเก็บตวัอย่าง ไดแ้ก่ จังหวดัชัยนาท 17 จุดเก็บ
ตัวอย่าง จังหวัดนครนายก 17 จุดเก็บตัวอย่าง จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 15 จุดเก็บตัวอย่าง 
จังหวัดลพบุรี 16 จุดเก็บตัวอย่าง จังหวัดสระบุรี 15 จุดเก็บตัวอย่าง จังหวัดสิงห์บุรี 17 จุดเก็บ
ตวัอย่าง จังหวัดสุพรรณบุรี 15 จุดเก็บตัวอย่าง และจังหวัดอ่างทอง 16 จุดเก็บตัวอย่าง ลกัษณะ
พืน้ที่และมลูสตัว ์ดงัภาพประกอบ 29 

 

 
 

ภาพประกอบ 29 พืน้ที่เก็บตวัอย่างมลูสตัว ์
ก. คอกโค ข. มลูโค ค. คอกกระบือ ง. มลูกระบือ 

 
4.1.2. จ านวนตัวอย่างมูลโคและกระบือ 

จากการเก็บตัวอย่างมูลโคและกระบือในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ พ.ศ. 2560 - เดือน
พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 จ านวนทัง้สิน้ 247 ตัวอย่าง จากแหล่งเพาะเลีย้งปศสุตัวโ์คและกระบือ 8 
จังหวัดในภาคกลางของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดชัยนาท 31 ตัวอย่าง จังหวัดนครนายก 41 
ตัวอย่าง จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 21 ตัวอย่าง จังหวัดลพบุรี 29 ตัวอย่าง จังหวัดสระบุรี 32 
ตัวอย่าง จังหวัดสิงห์บุรี 30 ตัวอย่าง จังหวัดสุพรรณบุรี 38 ตัวอย่าง และจังหวัดอ่างทอง 25 
ตวัอย่าง ดงัตาราง 13 
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ตาราง 13 จ านวนตัวอย่างมูลโคและกระบือที่ใช้ในการศึกษาจากแต่ละจังหวัดภาคกลางของ
ประเทศไทย 
 

จงัหวดั 
จ านวน (ตวัอย่าง) จ านวนรวม 

(ตวัอย่าง) มลูโค มลูกระบือ 

ชยันาท 30 1 31 

นครนายก 39 2 41 
พระนครศรีอยธุยา 21 0 21 
ลพบรุ ี 29 0 29 
สระบรุ ี 32 0 32 
สิงหบ์รุี 29 1 30 
สพุรรณบรุี 38 0 38 
อ่างทอง 24 1 25 
รวมทัง้สิน้ 242 5 247 

 
4.2. ผลการตรวจสอบการติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ในมูลโคและกระบือด้วยวิธี 
formalin-ether sedimentation 

4.2.1. ลักษณะของไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 
จากการน าตัวอย่างมูลสัตวม์าตรวจสอบการปนเป้ือนไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะ

ผ้าขี ้ริว้ด้วยวิธี  formalin-ether sedimentation พบว่าสามารถตรวจสอบไข่พยาธิใบไม้กลุ่ม
ดังกล่าวได ้โดยไข่มีลกัษณะรูปร่างกลมรี เปลือกบาง สีเทา ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 61.4 – 91.3 
ไมโครเมตร ความยาวตัง้แต่ 126.7 – 171.2 ไมโครเมตร ส่วนบนสุดของล าตัวพบฝาปิดเปลือกไข่ 
(operculum) ซึ่งเป็นลกัษณะเด่นของไข่พยาธิกลุม่นี ้ดงัภาพประกอบ 30  

 

 
 

ภาพประกอบ 30 ไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ 



  72 

4.2.2. ปริมาณไข่ต่อหน่ึงกรัม 
จากตวัอย่างมลูสตัวจ์  านวน 247 ตวัอย่าง จากแหลง่เพาะเลีย้งปศสุตัวโ์คและกระบือ 

8 จังหวัดในภาคกลางของประเทศไทย น ามาตรวจสอบการปนเป้ือนไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะ
ผา้ขีร้ิว้ดว้ยวิธี formalin-ether sedimentation โดยท าการตรวจ 3 ซ า้ เพื่อหาปริมาณไข่พยาธิที่
ตรวจพบในหนึ่งกรมั (EPG) ไดผ้ลดงัตาราง 14 โดยมีรายละเอียดดงันี ้

จังหวัดชัยนาทตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรัมสูงสุดที่  38 ฟอง ต ่าสุดที่  1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 4.6 ฟอง  

จังหวัดนครนายกตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรมัสูงสุดที่ 46 ฟอง ต ่าสุดที่ 1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 11 ฟอง  

จงัหวดัพระนครศรีอยุธยาตรวจพบปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัสูงสุดที่ 56 ฟอง ต ่าสดุที่ 1 
ฟอง ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 14.7 ฟอง  

จังหวัดลพบุรีตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรัมสูงสุดที่  23 ฟอง ต ่าสุดที่  1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 6.2 ฟอง  

จังหวัดสระบุรีตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรัมสูงสุดที่  27 ฟอง ต ่าสุดที่  2 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 8.5 ฟอง  

จังหวัดสิงห์บุรีตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรัมสูงสุดที่  31 ฟอง ต ่าสุดที่  1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 9.4 ฟอง  

จงัหวัดสุพรรณบุรีตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรมัสูงสุดที่ 241 ฟอง ต ่าสุดที่ 1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 33.3 ฟอง  

จังหวัดอ่างทองตรวจพบปริมาณไข่ต่อหนึ่งกรัมสูงสุดที่  33 ฟอง ต ่าสุดที่  1 ฟอง 
ค่าเฉลี่ยรวมการตรวจสอบทัง้ 3 ครัง้ ของปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัเท่ากบั 9.6 ฟอง  
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ตาราง 14 ปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมัที่ตรวจพบในมลูสตัวด์ว้ยวิธี formalin-ether sedimentation 
 

จงัหวดั 
จ านวนตรวจ (ตวั) ปรมิาณไข่ต่อหนึ่งกรมั 3 ซ า้ (ฟอง) 

ทัง้หมด ผลบวก  ผลลบ  ต ่าสดุ สงูสดุ ค่าเฉลี่ย 
ชยันาท 31 15 16 1 38 4.6 
นครนายก 41 23 18 1 46 11.0 
พระนครศรีอยธุยา 21 8 13 1 56 14.7 
ลพบรุี 29 7 22 1 23 6.2 
สระบรุี 32 7 25 1 27 8.5 
สิงหบ์รุี 30 14 16 1 31 9.4 
สพุรรณบรุี 38 22 16 1 241 33.3 
อ่างทอง 25 9 16 1 33 9.6 
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4.3. ความชุกและการระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 
4.3.1. ความชุกของการปนเป้ือนพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ 

จากการตรวจสอบการปนเป้ือนไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในตัวอย่างมูลโค
และกระบือ จากแหล่งเพาะเลีย้งปศสุตัวโ์คและกระบือ 8 จงัหวดั ภาคกลางของประเทศไทย ดว้ย
วิธี formalin-ether sedimentation พบว่ามลูสตัวม์ีการปนเป้ือนไข่ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ จ านวน 104 
ตวัอย่าง จากตวัอย่างทัง้หมด 247 ตวัอย่าง ค านวณรอ้ยละความชกุรวมไดเ้ท่ากบั 42.1 โดยพบว่า
ตัวอย่างจากจังหวัดสุพรรณบุรีมีการติดพยาธิใบไม้กลุ่มดังกล่าวสูงที่สุด รอ้ยละ 57.9 (22/38) 
รองลงมาได้แก่ จังหวัดนครนายก รอ้ยละ 56.1 (23/41) จังหวัดชัยนาท รอ้ยละ 48.4 (15/31) 
จงัหวดัสิงหบ์ุรี รอ้ยละ 46.7 (14/30) จงัหวดัพระนครศรีอยุธยา รอ้ยละ 38.1 (8/21) จงัหวดัลพบุรี 
รอ้ยละ 27.6 (8/29) จังหวัดสระบุรี รอ้ยละ 25.0 (8/32) และจังหวัดอ่างทอง รอ้ยละ 24.0 (6/25) 
ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 31  

 

 
 

ภาพประกอบ 31 รอ้ยละความชกุของการปนเป้ือนพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้จากแหลง่
เพาะเลีย้งปศสุตัวโ์คและกระบือ 8 จงัหวดั ภาคกลางของประเทศไทย 
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4.3.2. การระบาดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ในแหล่งเพาะเลีย้งปศุสัตวโ์ค
และกระบือ 8 จังหวัด ภาคกลางของประเทศไทย 

จากผลการตรวจสอบการปนเป้ือนไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ดว้ยวิธี formalin-
ether sedimentation ในแหล่งเพาะเลีย้งปศุสตัวโ์คและกระบือ 8 จงัหวัด ภาคกลางของประเทศ
ไทย จ านวนทัง้สิน้ 128 จุดเก็บตวัอย่าง พบการปนเป้ือนไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ ทัง้หมด 
64 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 32  

โดยจังหวัดชัยนาทตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลสัตวท์ั้งหมด 11  
จาก 17 จดุเก็บตวัอย่าง โดยพบในอ าเภอเมืองชยันาท 4 จดุเก็บตวัอย่าง อ าเภอหนองมะโมง 3 จุด
เก็บตวัอย่าง อ าเภอวดัสิงห ์2 จุดเก็บตวัอย่าง อ าเภอหนัคา 1 จดุเก็บตวัอย่าง และอ าเภอเนินขาม 
1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 33 

จังหวัดนครนายกตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลสัตวท์ั้งหมด 11 
จาก 17 จดุเก็บตวัอย่าง โดยพบในอ าเภอเมืองนครนายก 4 จดุเก็บตวัอย่าง อ าเภอบา้นา 4 จดุเก็บ
ตวัอย่าง อ าเภอองครกัษ์ 2 จุดเก็บตวัอย่าง และอ าเภอปากพลี 1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 
34  

จังหวัดพระนครศรีอยุธยาตรวจพบไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริว้ ในมูลสัตว์
ทัง้หมด 4 จาก 15 จุดเก็บตวัอย่าง โดยพบในอ าเภอบางไทร 1 จดุเก็บตวัอย่าง อ าเภอบางปะหนั 1 
จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอวังน้อย 1 จุดเก็บตัวอย่าง และอ าเภอลาดบัวหลวง 1 จุดเก็บตัวอย่าง ดัง
ภาพประกอบ 35 

จงัหวดัลพบุรีตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลสตัวท์ัง้หมด 4 จาก 16 
จุดเก็บตวัอย่าง โดยพบในอ าเภอโคกส าโรง 1 จุดเก็บตวัอย่าง อ าเภอโคกเจริญ 1 จุดเก็บตัวอย่าง 
อ าเภอหนองม่วง 1 จดุเก็บตวัอย่าง และอ าเภอบา้นหมี่ 1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 36 

จงัหวดัสระบุรีตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมลูสตัวท์ัง้หมด 5 จาก 15 
จุดเก็บตัวอย่าง โดยพบในอ าเภอบา้นหมอ้ 1 จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอเฉลิมพระเกียรติ 1 จุดเก็บ
ตวัอย่าง อ าเภอวิหารแดง 1 จุดเก็บตวัอย่าง อ าเภอมวกเหล็ก 1 จุดเก็บตวัอย่าง และอ าเภอวงัม่วง 
1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 37  

จงัหวดัสิงหบ์รุีตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมลูสตัวท์ัง้หมด 9 จาก 17 
จุดเก็บตัวอย่าง โดยพบในอ าเภอพรหมบุรี 4 จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอค่ายบางระจัน 4 จุดเก็บ
ตวัอย่าง และอ าเภอเมืองสิงหบ์รุี 1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 38  

จังหวัดสุพรรณบุรีตรวจพบไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลสัตวท์ั้งหมด 13 
จาก 15 จุดเก็บตัวอย่าง โดยพบในอ าเภออู่ทอง 5 จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอดอนเจดีย์ 3 จุดเก็บ
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ตวัอย่าง อ าเภอบางปลามา้ 2 จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอหนองหญ้าไซ 1 จุดเก็บตัวอย่าง อ าเภอเดิม
บางนางบวช 1 จดุเก็บตวัอย่าง และอ าเภอเมืองสพุรรณบรุี 1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 39  

จังหวดัอ่างทองตรวจพบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในมูลสัตวท์ัง้หมด 7 จาก 
16 จุดเก็บตวัอย่าง โดยพบในอ าเภอไชโย 4 จุดเก็บตวัอย่าง อ าเภอเมือง 1 จุดเก็บตวัอย่าง อ าเภอ
วิเศษชยัชาญ 1 จดุเก็บตวัอย่าง และอ าเภอสามโก ้1 จดุเก็บตวัอย่าง ดงัภาพประกอบ 40  

 

 
 

ภาพประกอบ 32 แผนที่จงัหวดัในภาคกลางที่พบไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ 
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ภาพประกอบ 33 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัชยันาท 
 

 
 

ภาพประกอบ 34 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดันครนายก 
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ภาพประกอบ 35 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดั
พระนครศรีอยธุยา 

 

 
 

ภาพประกอบ 36 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัลพบรุี 
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ภาพประกอบ 37 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัสระบรุี 
 

 
 

ภาพประกอบ 38 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัสิงหบ์รุี 
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ภาพประกอบ 39 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัสพุรรณบรุี 
 

 
 

ภาพประกอบ 40 แผนที่การระบาดของไข่พยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในจงัหวดัอ่างทอง 
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4.4. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพยาธิระยะตัวเต็มวัย 
จากการเก็บตัวอย่างพยาธิในโรงฆ่าสัตว์ เมื่อน ามาท าสไลด์ถาวรและตัดชิน้เนือ้ด้วย

เครื่อง rotary microtome พบพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้จ านวน 4 ชนิด มีรายละเอียดดงันี ้
4.4.1. Carmyerius spatiosus (n = 10)  

ล าตวัมีขนาดความยาวตัง้แต่ 12.00 – 15.00 มิลลิเมตร (13.40 ± 0.97) ขนาดความ
กวา้งตัง้แต่ 4.00 – 6.00 มิลลิเมตร (5.20 ± 0.63) ดังภาพประกอบ 41ก. ดา้นหนา้ล าตัวพบ oral 
sucker เชื่อมต่อกบัคอหอย (pharynx) ซึ่งมีขนาดความยาวตัง้แต่ 0.57 – 0.74 มิลลิเมตร (0.64 ± 
0.05) ขน าดค วาม ก ว้า งตั้ ง แ ต่  0.53 – 0.73 มิ ล ลิ เม ต ร  (0.62 ± 0.06) มี ลั ก ษณ ะแบ บ 
paramphistomum type เนื่องจากไม่มี papillae รอบผิวชัน้ใน ไม่มี middle circular unit และไม่
พบ lip sphincter ดงัภาพประกอบ 41ข. ถดัมาเป็นหลอดอาหารมีลกัษณะเป็นท่อยาวขนาดตัง้แต่ 
0.33 – 0.50 มิลลิเมตร (0.40 ± 0.07) ดงัภาพประกอบ 41ค. ทางเดินอาหารพบล าไสแ้ยกออกเป็น 
2 ทาง แบบ bifurcated มีลักษณะเป็นท่อคลื่นยาวขนานขา้งล าตัวจากต าแหน่งหลอดอาหารไป
จนถึงต าแหน่งของอัณฑะ (testis) โดยอัณฑะมีลักษณะเป็นพู (lobed) จ านวน 2 ก้อน เรียงตัว
แบบ horizontal อณัฑะดา้นซา้ยมีเสน้ผ่านศนูยก์ลางขนาด 1.84 – 2.94 มิลลิเมตร (2.19 ± 0.36) 
ส่วนอัณฑะด้านขวามีเส้นผ่านศูนย์กลาง-ขนาด 1.76 – 3.07 มิลลิเมตร (2.23 ± 0.48) รังไข่ 
(ovary) มีลักษณะค่อนขา้งกลม อยู่ต  าแหน่งระหว่างอัณฑะทัง้ 2 กอ้น โดยมีเสน้ผ่านศูนยก์ลาง
ขนาด 0.52 – 0.64 มิลลิเมตร (0.58 ± 0.05) มดลูก (uterus) ขดพันกันจากต าแหน่งรงัไข่เป็นท่อ
ยาวเปิดต าแหน่ ง genital pore ซึ่ งอยู่ต  าแหน่ งใต้หลอดอาหาร ด้านท้ายของล าตัวพบ 
acetabulum มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางตั้งแต่ 0.62 – 1.64 มิลลิเมตร (1.36 ± 0.34) มีลักษณะ
แบบ gastrothylax type เนื่องจาก acetabulum มีขนาดใหญ่ ผิวรอบนอกไม่มี papillae มีการ
เรียงตัวของ circular muscle ดังนี ้dorsal external circular (dec) จ านวน 60-63 หน่วย dorsal 
internal circular (dic) จ านวน 43-47 หน่วย และ ventral external circular (vec) จ านวน 49-56 
หน่วย ดงัภาพประกอบ 41ง.-จ. นอกจากนีพ้บว่าพยาธิชนิดนีม้ี vitellaria ขนาดเล็กกระจายอยู่ทั่ว
ล าตัวตัง้แต่ต าแหน่งล าไสไ้ปจนถึงเหนือต าแหน่งอณัฑะ ทัง้ยงัพบ ventral pouch ปรากฏ ซึ่งเป็น
ลักษณะเด่นของพยาธิในวงศ์ย่อย Gastrothylacinae ต าแหน่งที่พบพยาธิชนิด คือ กระเพาะ
ผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือ เมื่อน าขอ้มูลที่ไดไ้ปเปรียบเทียบกับรายงานของ Sey และ Prasitirat 
พบว่าขนาดของอวัยวะต่าง ๆ ของพยาธิชนิดนีใ้นงานวิจยัมีขนาดใหญ่กว่ารายงานวิจัยก่อนหนา้ 
(Sey & Prasitirat, 1994) ดงัตาราง 15 เนื่องจากงานวิจยันีท้  าการวดัขนาดจากตวัอย่างสไลดถ์าวร 
แต่งานวิจัยก่อนหน้าท าการวัดขนาดจากตัวอย่างที่ผ่านนการตัดชิน้เนือ้ ท าให้ขนาดขนาดที่วัด
ออกมาแตกต่างกนัเล็กนอ้ย แต่สามารถระบุไดว้่าเป็นพยาธิชนิดเดียวกนั โดยอาศยัรูปแบบของคอ
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หอย (paramphistomum type) และ acetabulum (gastrothylax type) ซึ่งมีลักษณะสอดคลอ้ง
กับรายงานดังกล่าว ประกอบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ จัดกลุ่มพยาธิชนิดนี ้ในวงศ ์
Gastrothylacidae จึงสามารถสรุปไดว้่าพยาธิที่ศกึษานีเ้ป็นชนิด C. spatiosus  

 
ตาราง 15 ตารางเปรียบเทียบขนาดของพยาธิชนิด C. spatiosus 
 

อวยัวะ 
ขนาด (มิลลิเมตร) 

ผลจากงานวจิยั (Sey & Prasitirat, 1994) 
ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ 

ความยาวล าตวั 12.00 15.00 8.70 11.20 
ความกวา้งล าตวั 4.00 6.00 2.30 3.00 
เสน้ผ่านศนูยก์ลาง acetabulum 0.62 1.64 1.00 1.30 
ความยาวคอหอย 0.57 0.74 0.50 0.70 
ความกวา้งคอหอย 0.53 0.73 0.40 0.60 
ความยาวหลอดอาหาร 0.33 0.55 0.20 0.30 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางอณัฑะดา้นซา้ย 1.84 2.94 N/A N/A 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางอณัฑะดา้นขวา 1.76 3.07 N/A N/A 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางรงัไข่ 0.52 0.64 0.20 0.30 
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ภาพประกอบ 41 สณัฐานวิทยาของพยาธิใบไมช้นิด C. spatiosus 
ก. สไลดถ์าวรเต็มตวั ข. frontal section สว่นหนา้ ค. sagittal section สว่นหนา้  

ง. frontal section สว่นทา้ย จ. sagittal section สว่นทา้ย  
(ph): pharynx, (os): oral sucker, (in): intestine, (vp): ventral pouch, (gp): genital pore, 

(ac): acetabulum, (vt): vitellaria, (tt): testis 
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4.4.2. Fischoederius elongatus (n = 12) 
ล าตัวมีลกัษณะคลา้ยกระสวย ขนาดยาวตัง้แต่ 13.00 - 28.00 มิลลิเมตร (18.08 ± 

4.29) ขนาดความกว้างตั้งแต่ 3.00 - 5.00 มิลลิ เมตร (4.00 ± 0.74) ดังภาพประกอบ 42ก. 
ดา้นหน้าล าตัวพบ oral sucker เชื่อมกับคอหอยมีขนาดความยาวตัง้แต่ 0.55 – 0.99 มิลลิเมตร 
(0.78 ± 0.12) มีขนาดความกว้างตั้งแต่ 0.58 - 0.82 มิลลิเมตร (0.69 ± 0.06) มีลักษณะแบบ 
paramphistomum type เนื่องจากไม่มี papillae รอบผิวชั้นใน ไม่พบ middle circular unit และ
ไม่พบ lip sphincter ดังภาพประกอบ 42ข. หลอดอาหารเป็นท่อที่มีขนาดยาวตั้งแต่ 0.90 - 1.59 
มิลลิเมตร (1.21 ± 0.21) ล าไสข้องพยาธิมีลกัษณะคดเคีย้ว แยกออกเป็น 2 ทาง แบบ bifurcated 
ขนานไปกับล าตัวตัง้แต่ต าแหน่งหลอดอาหารทอดยาวไปจนถึงบริเวณกึ่งกลางล าตัว  อัณฑะมี 2 
กอ้น ลกัษณะเป็นพูเล็กนอ้ย เรียงตวัแบบ tandem อยู่ต  าแหน่ง ¾ ของล าตัว โดยอณัฑะดา้นหนา้
มีขนาดยาวตั้งแต่ 2.15 - 3.13 มิลลิเมตร (2.57 ± 0.41) ขนาดความกว้างตั้งแต่ 1.68 - 2.96 
มิลลิเมตร (2.12 ± 0.47) ส่วนอัณฑะดา้นท้ายมีขนาดยาวตั้งแต่ 2.17 - 2.99 มิลลิเมตร (2.72 ± 
0.33) ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 1.82 - 2.68 มิลลิเมตร (2.13 ± 0.30) รงัไข่มีลกัษณะค่อนขา้งกลม
อยู่ต  าแหน่งกึ่งกลางระหว่างอัณฑะ 2 กอ้น  โดยมีขนาดยาวตัง้แต่ 0.65 - 0.91 มิลลิเมตร (0.77 ± 
0.09) ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 0.38 - 0.82 มิลลิเมตร (0.53 ± 0.16) ดงัภาพประกอบ 42ง. มดลกูมี
ลกัษณะเป็นท่อคดพันยาวจากต าแหน่งรงัไข่ไปเปิดตรงต าแหน่ง genital pore ซึ่งอยู่ต  าแหน่งใกล้
กับหลอดอาหาร ด้านท้ายของล าตัวพบ acetabulum มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 1.31 - 
1.81 มิลลิเมตร (1.53 ± 0.18) มีลักษณะแบบ fischoederius type เนื่องจาก acetabulum มี
ขนาดเล็ก ผิวรอบนอกไม่มี papillae โดยมี d.e.c. แบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ ded1 จ านวน 40-44 
หน่วย และ dec2 จ านวน 4-5 หน่วย dorsal internal circular (dic) จ านวน 38-41 หน่วย vec 
จ านวน 48-53 หน่วย และ ventral internal circular (vic) จ านวน 32-36 หน่วย ดังภาพประกอบ 
42จ. นอกจากนี ้ยังพบว่าพยาธิชนิดมี ventral pouch ปรากฏ ดังภาพประกอบ 42ค. ซึ่งเป็น
ลกัษณะเด่นของพยาธิในวงศ ์Gastrothylacidae ต าแหน่งที่พบพยาธิชนิดนี ้คือ กระเพาะผา้ขีร้ิว้
ของโคและกระบือ เมื่อน าขอ้มลูที่ไดจ้ากงานวิจยัครัง้นีเ้ปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหนา้ของ Sey 
และ Prasitirat และ Nak-On และ Chontananarth พบว่าขอ้มูลที่ได้สอดคล้องกับรายงานวิจัย
ดงักลา่ว (Nak-On & Chontananarth, 2020; Sey & Prasitirat, 1994) ดงัตาราง 16  
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ตาราง 16 ตารางเปรียบเทียบขนาดของพยาธิชนิด F. elongatus 
 

อวยัวะ 

ขนาด (มิลลิเมตร) 

ผลจากงานวจิยั (Sey & Prasitirat, 1994) 
(Nak-On, S., & 

Chontananarth, T, 2020) 
ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ 

ความยาวล าตวั 13.00 28.00 3.20 20.10 3.00 22.24 
ความกวา้งล าตวั 3.00 5.00 1.60 3.20 1.64 7.21 
เสน้ผ่านศนูยก์ลาง acetabulum 1.31 1.81 1.20 1.30 N/A N/A 
ความยาว acetabulum N/A N/A N/A N/A 0.90 2.44 
ความกวา้ง acetabulum N/A N/A N/A N/A 0.99 2.50 
ความยาวคอหอย 0.55 0.99 0.50 0.70 0.46 0.87 
ความกวา้งคอหอย 0.58 0.82 0.02 0.50 0.47 0.82 
ความยาวหลอดอาหาร 0.90 1.59 0.50 0.80 0.61 1.67 
ความยาวอณัฑะดา้นหนา้ 2.15 3.13 N/A N/A 0.38 3.06 
ความกวา้งอณัฑะดา้นหนา้ 1.68 2.96 N/A N/A 0.52 2.58 
ความยาวอณัฑะดา้นทา้ย 2.17 2.99 N/A N/A 0.32 3.23 
ความกวา้งอณัฑะดา้นทา้ย 1.82 2.68 N/A N/A 0.53 3.35 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางของอณัฑะ N/A N/A 0.70 1.10 N/A N/A 
ความยาวรงัไข ่ 0.65 0.91 0.10 0.30 0.51 0.73 
ความกวา้งรงัไข ่ 0.38 0.82 0.20 0.40 0.56 1.58 
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ภาพประกอบ 42 สณัฐานวิทยาของพยาธิใบไมช้นิด F. elongatus  
ก.สไลดถ์าวรภาพเต็มตวั ข. sagittal section สว่นหนา้ ค. sagittal section สว่นล าตวั  

ง.-จ. sagittal section สว่นทา้ย 
(ph): pharynx, (os): oral sucker, (es): esophagus, (in): intestine, (vp): ventral pouch,  

(gp): genital pore, (ac): acetabulum, (vt): vitellaria, (tt): testis/testes, (ov): ovary 
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4.4.3. Orthocoelium dicranocoelium (n = 10) 
ล าตัวมีความยาวตั้งแต่ 9.00 – 11.0 มิลลิเมตร (9.75 ± 0.96) ขนาดความกว้าง

ตั้งแต่ 2.80 – 3.00 มิลลิเมตร (2.95 ± 0.10) ดังภาพประกอบ 43ก. ดา้นหน้าพบ oral sucker มี
ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 0.32 – 0.51 (0.42 ± 0.06) คอหอยมีขนาดความยาวตั้งแต่ 0.53 – 1.05 
มิลลิ เมตร (0.78 ± 0.16) ขนาดความกว้างตั้งแต่ 0.59 – 0.71 มิลลิ เมตร  (0.65 ± 0.04) ดัง
ภาพประกอบ 43ข. คอหอยมีลักษณะแบบ dicranocoelium type เนื่องจากมี lip sphincter ดัง
ภาพประกอบ 43ค. หลอดอาหารมีขนาดความยาวตั้งแต่ 0.61 – 1.20 (0.86 ± 0.21) ล  าไสแ้ยก
เป็นสองทางแบบ bifurcated ขนานกับล าตัวยาวไปจนถึงเกือบ acetabulum พบ vitellaria 
กระจายตัวตัง้แต่ต าแหน่งทางแยกของล าไสไ้ปจนถึงทา้ยล าตัว genital pore ปรากฏอยู่ต  าแหน่ง 
¼ ของล าตัวใต้ทางแยกของล าไส้และเชื่อมต่อกับมดลูก รังไข่รูปร่างกลม มีขนาดเส้น ผ่าน
ศูนย์กลางตั้งแต่ 0.39 – 0.60 มิลลิเมตร (0.50 ± 0.08) อยู่ต  าแหน่งเหนือ acetabulum และใต้
อัณฑะ อัณฑะมีลักษณะค่อนขา้งกลม (unlobed) จัดเรียงตัวแบบ tandem จ านวน 2 กอ้น กอ้น
บนมีขนาดความยาวตัง้แต่ 1.76 – 2.29 มิลลิเมตร (2.04 ± 0.16) ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 1.24 – 
1.83 มิลลิเมตร (1.53 ± 0.20) ก้อนล่างมีขนาดความยาวตั้งแต่ 1.65 – 2.42 มิลลิเมตร (2.08 ± 
0.22) ขนาดความกวา้งตั้งแต่ 1.29 – 2.08 มิลลิเมตร (1.66 ± 0.23) ดังภาพประกอบ 43ง. ดา้น
ท้ายล าตัวพบ acetabulum มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 1.00 – 1.26 มิลลิเมตร (1.10 ± 
0.08) มีลักษณะแบบ streptocoelium type เนื่องจาก acetabulum มีขนาดเล็ก ไม่มี papillae 
เสน้ใยของกลา้มเนือ้พฒันาเต็มที่ โดยมี  d.e.c. จ านวน 10-12 หน่วย, d.i.c. จ านวน 22-23 หน่วย
, v.e.c. จ านวน 12-14 หน่วย, v.i.c. จ านวน 22-25 หน่วย ดงัภาพประกอบ 43จ. พยาธิชนิดถกูจดั
อยู่ในวงศ์ Paramphistomidae เนื่องจากไม่มี ventral pouch ต าแหน่งที่พบพยาธิชนิดนี ้ คือ 
กระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือ เมื่อน าขอ้มลูที่ไดจ้ากงานวิจยัเปรียบเทียบกบัรายงานวิจยัของ 
Sey และ Prasitirat และ Eduardo พบว่าขนาดของ O. dicranocoelium ในงานวิจยัครัง้นีม้ีความ
ใกลเ้คียงกนักบัรายงานวิจยัก่อนหนา้ (Eduardo, 1985; Sey & Prasitirat, 1994) ดงัตาราง 17  
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ตาราง 17 ตารางเปรียบเทียบขนาดของพยาธิชนิด O. dicranocoelium 
 

อวยัวะ 
ขนาด (มิลลิเมตร) 

ผลจากงานวจิยั (Sey & Prasitirat, 1994) (Eduardo, 1985) 
ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ 

ความยาวล าตวั 9.00 11.00 4.80 7.23 4.10 7.10 
ความกวา้งล าตวั 2.80 3.00 1.30 2.33 1.10 2.20 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางacetabulum 1.00 1.26 0.72 1.16 0.50 1.10 
ความยาวคอหอย 0.53 1.05 0.48 0.86 0.30 0.80 
ความกวา้งคอหอย 0.59 0.71 0.31 0.49 N/A N/A 
ความยาวหลอดอาหาร 0.61 1.20 0.46 1.15 0.30 1.10 
ความยาวอณัฑะดา้นหนา้ 1.76 2.29 0.94 1.23 0.60 1.20 
ความกวา้งอณัฑะดา้นหนา้ 1.24 1.83 0.75 1.09 0.50 1.10 
ความยาวอณัฑะดา้นทา้ย 1.65 2.42 1.01 1.32 0.70 1.20 
ความกวา้งอณัฑะดา้นทา้ย 1.29 2.08 0.78 1.08 0.50 1.20 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางรงัไข ่ 0.39 0.60 0.30 0.45 0.20 0.40 
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ภาพประกอบ 43 สณัฐานวิทยาของพยาธิใบไมช้นิด O. dicranocoelium 

ก.สไลดถ์าวรภาพเต็มตวั ข.-ค. sagittal section สว่นหนา้ ง.-จ. sagittal section สว่นทา้ย 
(ph): pharynx, (os): oral sucker, (es): esophagus, (ls): lip sphincter, 
(gp): genital pore, (ac): acetabulum, (tt): testis/testes, (ov): ovary 
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4.4.4. Paramphistomum epiclitum (n = 14) 
ล าตัวมีขนาดความยาวตัง้แต่ 8.00 – 13.00 มิลลิเมตร (10.04 ± 1.45) ขนาดความ

กวา้งตัง้แต่ 3.00 – 4.00 มิลลิเมตร (3.36 ± 0.46) ดังภาพประกอบ 44ก. ดา้นหนา้ล าตัวพบ oral 
sucker เชื่อมต่อกับคอหอยซึ่งมีขนาดความยาวตั้งแต่ 0.71 – 1.22 มิลลิเมตร (0.88 ± 0.16) 
ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 0.66 – 1.06 มิลลิเมตร (0.83 ± 0.13) มีลกัษณะแบบ calicophoron type 
เนื่องจากคอหอยไม่มี papillae ไม่มี lip sphincter แต่มี middle circular unit ที่พัฒนาไม่เต็มที่ 
ดงัภาพประกอบ 44ข.-ค. ล าดับถัดมาเป็นหลอดอาหารมีความยาวตัง้แต่ 0.75 – 1.58 มิลลิเมตร 
(1.11 ± 0.33) ล าไส้แยกออกเป็น 2 ทาง แบบ bifurcated เป็นท่อคดยาวขนานข้างล าตัวจาก
ต าแหน่งหลอดอาหารยาวไปถึงต าแหน่งเหนือ acetabulum ดังภาพประกอบ 44ง.  อัณฑะมี
ลักษณะเป็นหยักลึก จ านวน 2 ก้อน เรียงตัวแบบ tandem อยู่ต  าแหน่งกึ่งกลางของล าตัว โดย
อัณฑะดา้นหนา้มีขนาดความยาวตัง้แต่ 0.40 – 0.75 มิลลิเมตร (0.50 ± 0.13) ขนาดความกวา้ง
ตัง้แต่ 0.24 – 0.72 มิลลิเมตร (0.45 ± 0.16) ส่วนอัณฑะดา้นทา้ยมีขนาดความยาวตัง้แต่ 0.39 – 
0.76 มิลลิเมตร (0.51 ± 0.14) ขนาดความกวา้งตัง้แต่ 0.30 – 0.72 มิลลิเมตร (0.45 ± 0.13) รงัไข่
มีลักษณะค่อนขา้งกลม อยู่ต  าแหน่งด้านทา้ยของอัณฑะ มีขนาดความยาวตั้งแต่ 0.24 – 0.46 
มิลลิเมตร (0.38 ± 0.10) ขนาดความกวา้งตั้งแต่ 0.21 – 0.36 มิลลิเมตร (0.28 ± 0.07) มดลูกมี
ลกัษณะเป็นท่อขดพันกันจากต าแหน่งรงัไข่ไปเปิดต าแหน่ง genital pore ที่อยู่ต  าแหน่งใตห้ลอด
อาหาร ดา้นทา้ยพบ acetabulum มีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางตัง้แต่ 1.57 – 2.43 มิลลิเมตร (2.08 
± 0.26) มีลักษณะแบบ  paramphistomum type เนื่ องจาก acetabulum มีขนาดเล็ก  ไม่ มี 
papillae ที่ผิว มี d.e.c. แบ่งได้ 2 กลุ่ม ได้แก่ dec1 จ านวน 12-16 หน่วย dec2 จ านวน 28-33 
หน่วย dic จ านวน 40-44 หน่วย vec จ านวน 18-23 หน่วย, และ vic จ านวน 22-26 หน่วย ดัง
ภาพประกอบ 44จ. พยาธิชนิดนี ้ไม่มี  ventral pouch จึงจัดอยู่ ในวงศ์ Paramphistomidae 
ต าแหน่งที่พบพยาธิชนิดนี ้คือ กระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือ เมื่อน าขอ้มูลขนาดของพยาธิ
ชนิด P. epiclitum ที่ ได้จากการวิจัยครั้งนี ้เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Sey และ Prasitirat, 
Eduardo และ Khan พบว่ามีความสอดคลอ้งกัน (Eduardo, 1982b; Khan et al., 2020; Sey & 
Prasitirat, 1994) ดงัตาราง 18 
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ตาราง 18 ตารางเปรียบเทียบขนาดของพยาธิชนิด P. epiclitum 
 

อวยัวะ 
ขนาด (มิลลิเมตร) 

ผลจากงานวจิยั (Sey & Prasitirat, 1994) (Eduardo, 1982) (Khan, 2019) 
ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าต ่าสดุ ค่าสงูสดุ ค่าเฉล่ีย 

ความยาวล าตวั 8.00 13.00 5.30 9.10 5.80 8.20 7.17 
ความกวา้งล าตวั 3.00 4.00 0.82 2.40 0.50 1.90 3.28 
เสน้ผ่านศนูยก์ลาง acetabulum 1.57 2.43 1.02 1.82 0.70 1.50 N/A 
ความยาวคอหอย 0.71 1.22 0.60 1.01 0.50 9.20 1.58 
ความกวา้งคอหอย 0.66 1.06 0.31 0.77 N/A N/A 0.34 
ความยาวหลอดอาหาร 0.75 1.58 0.40 1.09 N/A N/A 1.31 
ความยาวอณัฑะดา้นหนา้ 0.40 0.75 0.51 1.10 0.30 0.80 1.80 
ความกวา้งอณัฑะดา้นหนา้ 0.24 0.72 0.77 1.48 0.50 1.20 1.22 
ความยาวอณัฑะดา้นทา้ย 0.39 0.76 N/A N/A 0.60 1.20 1.65 
ความกวา้งอณัฑะดา้นทา้ย 0.30 0.72 N/A N/A 1.10 1.40 0.47 
ความยาวรงัไข ่ 0.24 0.46 0.24 0.40 0.20 0.30 0.45 
ความกวา้งรงัไข ่ 0.21 0.36 0.30 0.39 N/A N/A 0.34 
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ภาพประกอบ 44 สณัฐานวิทยาของพยาธิใบไมช้นิด P. epiclitum  
ก.สไลดถ์าวรภาพเต็มตวั ข.-ค. sagittal section สว่นหนา้  
ค. sagittal section สว่นล าตวั ง. sagittal section สว่นทา้ย  

(ph): pharynx, (os): oral sucker, (in): intestine, (gp): genital pore, (ac): acetabulum 
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4.5. ผลการยืนยันชนิดของพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีริ้ว้ด้วยยีนบนไมโทคอนเดรีย 
ในงานวิจัยนีไ้ด้เลือกใช้ไพรเมอรจ์ าเพาะต่อยีนบนไมโทคอนเดรียซึ่งออกแบบด้วยวิธี 

manual design เพื่อระบชุนิดของพยาธิเป้าหมาย โดยการน าชิน้สว่นดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการท า PCR 
ไปหาล าดับนิวคลีโอไทดแ์ละน าไปเปรียบกับฐานขอ้มูลใน GenBank ดว้ยโปรแกรม BLAST เพื่อ
ตรวจสอบว่าผลิตภัณฑ ์PCR ที่เกิดขึน้เป็นยีนและโปรตีนชนิดใด และสรา้งแผนภาพวิวัฒนาการ
เพื่อหาความสมัพนัธข์องพยาธิ ไดผ้ลดงันี ้

4.5.1. ผลการยืนยันชนิดของพยาธิ C. spatiosus 
เมื่อใชไ้พรเมอร ์Uni_COX1 เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด C. spatiosus 

และน ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  BLASTx พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีนcytochrome c 
oxidase subunit I กับพยาธิหลายชนิด โดยพยาธิที่มีค่ารอ้ยละความเหมือน (percent identity) 
สงูที่สดุ 2 อนัดบัแรก ไดแ้ก่ G. crumenifer (93.20) และ F. elongatus (92.23) และเมื่อวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม BLASTXn พบว่ามีความเหมือนกบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 กบัพยาธิหลายชนิด 
ซึ่งพยาธิที่มี ค่าร้อยละความเหมือนสูงสุด 2 อันดับแรก ได้แก่ G. crumenifer (90.47) และ  
F. elongatus (89.83)  

เมื่อใชไ้พรเมอร ์Uni_CYTB เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด C. spatiosus 
และน ามาวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome B ของ
พยาธิหลายชนิด ได้แก่ G. crumenifer, F. elongatus และ Fischoederius cobboldi โดยมีค่า
รอ้ยละความเหมือนสูงถึงรอ้ยละ 95.70 และเมื่อวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับ 
นิวคลีโอไทดจ์ากการศึกษามีความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องไมโทคอนเดรียจากจีโนมของ
พยาธิหลายชนิด โดยพบว่า 3 ล าดับแรกที่มีความเหมือนสูงที่สุด ได้แก่  F. elongatus, F. 
cobboldi และ G. crumenifer โดยมี ร้อยละความเหมือนเท่ากับ  89.94, 89.20 และ 89.18 
ตามล าดับ ทั้งนีย้ังไม่มีรายงานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิชนิด C. spatiosus จากยีน 
CYTB ในฐานขอ้มลู GenBank ดงันัน้จึงปรากฏขอ้มลูของพยาธิชนิดใกลช้ิดแทน  

เมื่อใชไ้พรเมอร ์Uni_ND1 เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิชนิด C. spatiosus 
และน าม าวิ เค ราะห์ด้วย โป รแกรม  BLASTX พบว่ามี ค วาม เหมื อนกับ โป รตีน  NADH 
dehydrogenase subunit 1 ของพยาธิชนิด F. elongatus และ G. crumenifer โดยมีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 85.97 และ 85.52 ตามล าดับ และเมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTn 
พบว่ามีล  าดับนิวคลีโอไทดเ์หมือนกับยีน ND1 ของพยาธิชนิด F. elongatus และ G. crumenifer 
โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 87.29 และ 87.28 ตามล าดบั ทัง้นีย้งัไม่มีรายงานขอ้มลูล าดบั
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นิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด C. spatiosus จากยีน ND1 ในฐานขอ้มลู GenBank ดงันัน้เมื่อท าการ
วิเคราะหจ์ึงพบขอ้มลูของพยาธิกลุม่ใกลช้ิดแทน  

เมื่อใชไ้พรเมอร ์Uni_ND4 เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิชนิด C. spatiosus 
และน าม าวิ เค ราะห์ด้วย โป รแกรม  BLASTX พบว่ามี ค วาม เหมื อนกับ โป รตีน  NADH 
dehydrogenase subunit 4 ของพยาธิชนิด F. elongatus และ G. crumenifer โดยมีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 87.89 และ 87.20 ตามล าดับ เมื่อน าเข้าวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTn 
พบว่าล าดับนิวคลี โอไทด์มีความเหมือนกับยีน ND4 ของพยาธิชนิด G. crumenifer และ  
F. elongatus โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 86.18 และ 86.11 ตามล าดับ ทั้งนี ้ยังไม่มี
รายงานล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด C. spatiosus จากยีน ND4 ในฐานขอ้มูล GenBank 
ดงันัน้ขอ้มลูที่แสดงในโปรแกรม BLAST จึงเป็นขอ้มลูของกลุม่พยาธิที่ใกลช้ิดแทน  

จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิชนิด  
C. spatiosus มาสร้างแผนภาพวิวัฒ นาการด้วยวิ ธี  Maximum Likelihood และ Poisson 
correction model พบว่าพยาธิชนิด C. spatiosus ถูกจดัอยู่ในกลุม่พยาธิวงศ ์Gastrothylacidae 
ดงัภาพประกอบ 45-52 จากผลทัง้หมดที่กล่าวมาจะเห็นไดว้่าขอ้มลูล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิ
ชนิด C. spatiosus ในฐานขอ้มลู GenBank ยงัไม่มีการรายงานล าดบันิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด
ดงักล่าวจากยีน CYTB, ND1 และ ND4 ดงันัน้ผลการวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLAST ร่วมกบัการ
สร้างแผนภาพวิวัฒนาการจึงท าให้พยาธิชนิดนี ้มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพยาธิในสกุล 
Fischoederius และ Gastrothylax ซึ่งทั้ง 2 สกุลจัดอยู่ในวงศ์ Gastrothylacidae เช่นเดียวกับ
พยาธิชนิด C. spatiosus   
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ภาพประกอบ 45 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model 

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 
 

 
 

ภาพประกอบ 46 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน COX1 
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ภาพประกอบ 47 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model 

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB 
 

 
 

ภาพประกอบ 48 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน CYTB 
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ภาพประกอบ 49 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model 

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND1 
 

 
 

ภาพประกอบ 50 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND1 
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ภาพประกอบ 51 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  

สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model 
จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND4 

 

 
 

ภาพประกอบ 52 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND4 
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4.5.2. ผลการยืนยันชนิดของพยาธิ F. elongatus 
เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_COX1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  

F. elongatus ด้วยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome c oxidase 
subunit I กับพยาธิชนิด F. elongatus ในฐานขอ้มูลโดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 97.06 
เมื่อน ามาวิเคราะห ์BLASTn พบว่าล าดบันิวคลีโอไทดม์ีความเหมือนกบัยีน COX1 ของพยาธิชนิด 
F. elongatus ในฐานขอ้มลูโดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 93.87 

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_CYTB เพื่ อวิเคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
F. elongatus ในโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome B กับพยาธิ 2 
ชนิด ไดแ้ก ่ F. elongatus และ F. cobboldi โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนสงูถึงรอ้ยละ 95.68 และ 
95.68 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทดไ์ปวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่
ศึกษามีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียจากจีโนมของพยาธิชนิด  
F. elongatus มากที่สดุ โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 92.70 

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
F. elongatus ดว้ยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน NADH dehydrogenase 
subunit 1 ของพยาธิชนิด F. elongatus โดยมีค่าความเหมือนรอ้ยละ 91.71 และเมื่อวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีไทดด์งักล่าวมีความเหมือนกบัยีน ND1 ของพยาธิชนิด  
F. elongatus ในฐานขอ้มลู โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนสงูถึง 91.08 

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND4 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
F. elongatus ดว้ยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีค่าความเหมือนรอ้ยละ 92.98 กับโปรตีน NADH 
dehydrogenase subunit 4 ของพยาธิชนิด F. elongatus และเมื่อน าไปวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ศึกษามีค่าความเหมือนรอ้ยละ 91.59 กับยีน ND4 ของพยาธิ
ชนิด F. elongatus 

จากนัน้น าล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากยีน COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิชนิด
นี ้ มาสร้างแผนภาพวิวัฒนาการด้วยวิธี Maximum Likelihood โดยใช้ Kimura 2-parameter 
model พ บ ว่ าพ ย า ธิ ช นิ ด  F. elongatus จ าก ก า รศึ ก ษ าถู ก จั ด อ ยู่ ใน ก ลุ่ ม พ ย า ธิ ว งศ ์
Gastrothylacidae และมี วิวัฒนาการใกล้ชิดกับพยาธิชนิด F. elongatus จากฐานข้อมูล 
สอดคลอ้งกับแผนภาพวิวัฒนาการที่สรา้งโดยใช ้Poisson correction model จากการน าล าดับ 
นิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิดดังกล่าวมาท าการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน ดังภาพประกอบ 53-60 
แสดงใหเ้ห็นว่าการระบุชนิดดว้ยโปรแกรม BLAST ร่วมกับการสรา้งแผนภาพวิวฒันาการมีความ
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สอดคลอ้งกับการระบุชนิดดว้ยวิธีทางสณัฐานวิทยา ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดว้่าพยาธิที่ศึกษา
เป็นพยาธิชนิด F. elongatus 

 

 
 

ภาพประกอบ 53 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 
 

 
 

ภาพประกอบ 54 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน COX1 
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ภาพประกอบ 55 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB 
 

 
 

ภาพประกอบ 56 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน CYTB 
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ภาพประกอบ 57 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND1 
 

 
 

ภาพประกอบ 58 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND1  
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ภาพประกอบ 59 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  

สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  
จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND4 

 

 
 

ภาพประกอบ 60 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND4 
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4.5.3. ผลการยืนยันชนิดของพยาธิ O. dicranocoelium 
เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_COX1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  

O. dicranocoelium ด้วยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome c 
oxidase subunit I ของพยาธิในวงศ ์Paramphistomidae หลายชนิด เช่น ชนิด P. cervi (รอ้ยละ 
90.43), C.  microbothrioides (รอ้ยละ 89.51) และ O. streptocoelium (รอ้ยละ 88.58) เป็นตน้ 
และเมื่อน าไปวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่ามีล  าดับนิวคลีโอไทดเ์หมือนกับยีน COX1 
ของพยาธิชนิด E. explanatum และ C. microbothrioides ซึ่งเป็นพยาธิที่มี ค่าร้อยละความ
เหมือนสงูสดุ 2 อนัดบัแรก เท่ากบั 85.80 และ 85.46 ตามล าดบั 

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_CYTB เพื่ อวิเคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
O. dicranocoelium เขา้สู่โปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome B กับ
พยาธิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ P. leydeni และ E. explanatum โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 91.42 
และ 91.42 ตามล าดับ เมื่อวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ศึกษามี
ความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของไมโทคอนเดรียจากจีโนมของพยาธิหลายชนิด เช่น  
E. explanatum (ร้อยละ 87.62), F. cobboldi (ร้อยละ 86.84), F. elongatus (ร้อยละ 86.07) 
และ Orthocoelium steptocoelium (รอ้ยละ 85.96) เป็นตน้  

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
O. dicranocoelium ด้วย โป รแกรม  BLASTX พบว่ามี ค่ าความ เหมื อนกับ โปรตีน  NADH 
dehydrogenase subunit 1 ของพยาธิชนิด E. explanatum รอ้ยละ 82.86 และ P. leydeni รอ้ย
ละ 83.81 และเมื่อวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทดด์ังกล่าวมีค่าความ
เหมือนกบัยีน ND1 ของพยาธิชนิด E. explanatum รอ้ยละ 86.66  

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND4 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
O. dicranocoelium ด้วย โป รแกรม  BLASTX พบว่ามี ค่ าความ เหมื อนกับ โปรตีน  NADH 
dehydrogenase subunit 1 ของพยาธิชนิด P. leydeni ร้อยละ 87.55 และ P. cervi ร้อยละ 
86.75 และเมื่อน ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ได้มีความ
เหมือนกบัยีน ND4 ของพยาธิชนิด P. cervi, E. explanatum และ C.  microbothrioides ซึ่งเป็น
พยาธิ 3 ชนิดที่มีค่ารอ้ยละความเหมือนสงูที่สดุ เท่ากบั 85.60, 84.40 และ 84.11 ตามล าดบั 

เมื่ อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิชนิด O. dicranocoelium จากยีน COX1, 
CYTB, ND1 และ ND4 มาสรา้งแผนภาพวิวฒันาการโดยใช ้Kimura 2-parameter model ดว้ยวิธี 
Maximum Likelihood และสรา้งแผนภาพวิวัฒนาการโดยใช ้Poisson correction model พบว่า
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พยาธิชนิด O. dicranocoelium จากการศึกษาถูกจัดอยู่ในกลุ่มพยาธิวงศ์ Paramphistomidae 
ดงัภาพประกอบ 61-68  

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาระบุได้ว่าพยาธิที่น ามาศึกษาเป็นชนิด  
O. dicranocoelium ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน COX1, ND1, CYTB และ 
ND4 ของพยาธิชนิดดังกล่าวในฐานขอ้มูล GenBank มาก่อน ดังนัน้เมื่อวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
BLAST จึงไม่ปรากฏขอ้มลูของพยาธิชนิดนี ้แต่ปรากฏขอ้มลูของกลุม่พยาธิที่ใกลช้ิดกบัพยาธิชนิด
ดังกล่าวแทน  ผลดังกล่าวสอดคล้องกับกับแผนภาพวิวัฒ นาการซึ่ งจัดให้พยาธิขนิด  
O. dicranocoelium มีความสมัพนัธใ์กลช้ิดกบัพยาธิในสกุล Paramphistomum, Orthocoelium, 
Calicophoron และ Explanatum ซึ่งจัดเป็นพยาธิวงศ์ Paramphistomidae เช่นเดียวกับพยาธิ
ชนิด O. dicranocoelium     
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ภาพประกอบ 61 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 

สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  
จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 

 

 
 

ภาพประกอบ 62 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน COX1 
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ภาพประกอบ 63 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB 
 

 
 

ภาพประกอบ 64 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน CYTB 
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ภาพประกอบ 65 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND1 
 

 
 

ภาพประกอบ 66 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND1 
 



  109 

 
 

ภาพประกอบ 67 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND4 
 

 
 

ภาพประกอบ 68 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND4 
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4.5.4. ผลการยืนยันชนิดของพยาธิ P. epiclitum 
เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_COX1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  

P. epiclitum ดว้ยโปแกรม BLASTX พบว่ามีค่าความเหมือนกับโปรตีน cytochrome c oxidase 
subunit I ของพยาธิชนิด P. epiclitum ในฐานขอ้มูลสูงถึงรอ้ยละ 96.72 และเมื่อน ามาวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ศึกษามีความเหมือนกับยีน COX1 ของพยาธิ
ชนิด P. epiclitum ในฐานขอ้มลู GenBank โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนสงูถึง 99.46    

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_CYTB เพื่ อวิเคราะห์ล  าดับนิวคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
P. epiclitum เขา้สู่โปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน cytochrome B ของพยาธิ 
2 ชนิด ไดแ้ก่ P. cervi และ P. leydeni โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนสูงสุดเท่ากับรอ้ยละ 91.75 
และ 90.43 ตามล าดบั จากนัน้ท าการตรวจสอบดว้ยโปรแกรม BLASTn พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์
ที่ท าการศึกษามีความเหมือนกับล าดบันิวคลีโอไทดข์องไมโทคอนเดรียจากจีโนมของพยาธิหลาย
ชนิด เช่น F. elongatus, E. explanatum และ P. cervi โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับรอ้ย
ละ 87.25, 87.25 และ 87.16 ตามล าดบั  

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND1 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
P. epiclitum ด้วยโปรแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน NADH dehydrogenase 
subunit 1 ของพยาธิชนิด P. leydeni ซึ่งมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 87.96 และเมื่อวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม BLASTn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกับยีน ND1 ของพยาธิชนิด  
E. explanatum โดยมีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 86.51   

เมื่ อใช้ไพรเมอร์ Uni_ND4 เพื่ อวิ เคราะห์ล  าดับนิ วคลี โอไทด์ของพยาธิชนิด  
P. epiclitum ด้วยโปแกรม BLASTX พบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน  NADH dehydrogenase 
subunit 4 ของพยาธิชนิด P. leydeni และ E. explanatum ซึ่งเป็นพยาธิ 2 ชนิดที่มี ค่าความ
เหมือนสูงที่สุด เท่ากับ 85.40 และ 85.40 ตามล าดับ และเมื่อวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม BLASTn 
พบว่าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ศึกษามีความเหมือนกบัยีน ND4 ของพยาธิชนิด P. cervi โดยเป็นชนิด
ของพยาธิที่มีค่ารอ้ยละความเหมือนสงูสดุที่ เท่ากบั 85.80   

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทดจ์ากยีน COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิชนิดนี ้
มาสรา้งแผนภาพวิวฒันาการโดยใช ้Kimura 2-parameter model ดว้ยวิธี Maximum Likelihood 
และสรา้งแผนภาพวิวฒันาการโดยใช ้Poisson correction model พบว่าพยาธิชนิด P. epiclitum 
จากการศกึษาถกูจดัอยู่ในกลุม่พยาธิวงศ ์Paramphistomidae ดงัภาพประกอบ 69-76 ตามล าดบั  
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จากผลการศึกษาพบว่ายีน COX1 สามารถใช้ยืนยันชนิดของพยาธิชนิด P. 
epiclitum ได ้เนื่องจากล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดจ้ากการศึกษามีความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
ในฐานขอ้มูล GenBank สอดคลอ้งกับการระบุชนิดดว้ยวิธีทางสัณฐานวิทยา ดังนั้นจึงสามารถ
สรุปไดว้่าพยาธิที่ท าการศกึษาเป็นชนิด P. epiclitum  

ทัง้นีย้งัไม่เคยมีรายงานล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิ
ชนิด P. epiclitum บนฐานข้อมูล GenBank มาก่อน ส่งผลให้ไม่ปรากฏข้อมูลของพยาธิชนิด
ดงักล่าวเมื่อวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรม BLAST แต่ปรากฏขอ้มลูของพยาธิในสกลุ Paramphistomum 
ชนิดอ่ืน ๆ แทน ซึ่งสอดคลอ้งกบัแผนภาพวิวฒันาการที่จดัพยาธิชนิดนีใ้หม้ีความสมัพนัธก์บัพยาธิ
ในสกุล Calicophoron, Explanatum, Orthocoelium และ Paramphistomum ซึ่งจัดเป็นพยาธิ
วงศ ์Paramphistomidae เช่นเดียวกบัพยาธิชนิด P. epiclitum  
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ภาพประกอบ 69 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 
 

 
 

ภาพประกอบ 70 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน COX1 
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ภาพประกอบ 71 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB 
 

 
 

ภาพประกอบ 72 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน CYTB 
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ภาพประกอบ 73 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND1 
 

 
 

ภาพประกอบ 74 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND1 
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ภาพประกอบ 75 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน  
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Kimura 2-parameter model  

จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND4 
 

 
 

ภาพประกอบ 76 แผนภาพแสดงวิวฒันาการของพยาธิชนิด P. epiclitum กบัพยาธิชนิดอ่ืน 
สรา้งดว้ยวิธี Maximum Likelihood โดยใช ้Poisson correction model โดยอา้งอิงจาก 

ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์นยีน ND4 
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4.6. ผลการออกแบบไพรเมอรเ์พ่ือเพ่ิมชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีน และการทดสอบด้วย
เทคนิค PCR  

ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 4 ยีน ได้แก่ COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของ
พยาธิ 4 ชนิด ไดแ้ก่ C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum โดยท า
การออกแบบไพรเมอรใ์นแต่ละยีนเพื่อเพิ่มชิน้ส่วนดีเอ็นเอของพยาธิแต่ละชนิด พบว่า ไพรเมอร ์
Uni_COX1 สามารถเพิ่มจ านวนชิน้ส่วนของยีน COX1 ของพยาธิกลุ่มเป้าหมายได้ผลิตภัณฑ์
ขนาดประมาณ 989 คู่เบส ไพรเมอร ์Uni_CYTB สามารถเพิ่มจ านวนชิน้ส่วนของยีน CYTB ของ
พยาธิกลุ่มเป้าหมายไดผ้ลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 976 คู่เบส ไพรเมอร ์Uni_ND1 สามารถเพิ่ม
จ านวนชิน้ส่วนของยีน ND1 ของพยาธิกลุ่มเปา้หมายไดผ้ลิตภณัฑข์นาดประมาณ 764 คู่เบส และ
ไพรเมอร  ์Uni_ND4 สามารถเพิ่มจ านวนชิ ้นส่วนของยีน ND4 ของพยาธิกลุ่มเป้าหมายได้
ผลิตภัณฑข์นาดประมาณ 912 คู่เบส ดังตาราง 19 จากนัน้น าล าดับนิวคลีโอไทดข์องแต่ละยีนไป
ออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะต่อพยาธิแต่ละชนิดเพื่อใชใ้นการระบชุนิดของพยาธิในล าดบัต่อไป 

 
ตาราง 19 ผลความจ าเพาะของไพรเมอรท์ี่ออกแบบเพื่อเพิ่มชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีน 
 

ยีน ไพรเมอร ์
ผลิตภณัฑ ์
(คู่เบส) 

พยาธิเปา้หมาย ผลการทดสอบความจ าเพาะ 

COX1 Uni_COX1 989 
C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium, P. epiclitum 

มีความจ าเพาะต่อพยาธิ
เป้าหมายทัง้ 4 ชนิด 

CYTB Uni_CYTB 976 
C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium, P. epiclitum 

มีความจ าเพาะต่อพยาธิ
เป้าหมายทัง้ 4 ชนิด 

ND1 Uni_ND1 764 
C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium, P. epiclitum 

มีความจ าเพาะต่อพยาธิ
เป้าหมายทัง้ 4 ชนิด 

ND4 Uni_ND4 912 
C. spatiosus, F. elongatus,  
O. dicranocoelium, P. epiclitum 

มีความจ าเพาะต่อพยาธิ
เป้าหมายทัง้ 4 ชนิด 
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4.7. ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีนต่าง ๆ  

จากการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะจ านวน 16 คู่  จาก 4 ยีน เมื่ อน ามาทดสอบ
ความจ าเพาะดว้ยเทคนิค PCR ไดผ้ลดงันี ้

4.7.1.ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีน COX1 
น าไพรเมอรจ์ าเพาะจ านวน 4 คู่ ที่ออกแบบจากยีน COX1 มาทดสอบความจ าเพาะ

ดว้ยเทคนิค PCR ไดผ้ลดงันี ้
ไพรเมอร ์Cs_COX1 เกิดผลิตภัณฑข์นาดประมาณ 486 คู่เบส กับพยาธิเป้าหมาย

ชนิด C. spatiosus และพยาธิที่ไม่ใช่เป้าหมายชนิด F. elongatus และ G. crumenifer เนื่องจาก
พยาธิทัง้ 2 ชนิด จดัอยู่ในวงศ ์Gastrothylacidea เช่นเดียวกบัพยาธิเป้าหมายชนิด C. spatiosus 
ท าใหเ้บสในล าดับนิวคลีโอไทดม์ีความเหมือนกัน โดยเฉพาะต าแหน่งที่ท าการออกแบบไพรเมอร ์
จะเห็นไดว้่าที่ปลาย 3’ ของสาย forward ต าแหน่งเบสล าดบัที่ 2 (C) และ 3 (G) เป็นเบสที่มีความ
อนุรกัษ์สูงในพยาธิวงศน์ี ้ดังภาพประกอบ 77 ท าใหไ้พรเมอรท์ี่ออกแบบจับกับต าแหน่งดังกล่าว
ของดีเอ็นเอตน้แบบจนสามารถเกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิทัง้ 3 ชนิดได ้นอกจากนีย้งัพบว่าไพรเมอรท์ี่
ท าการออกแบบสามารถเกิดผลิตภัณฑข์นาดประมาณ 300 คู่เบส ซึ่งยาวกว่าขนาดที่ควรไดจ้าก
การออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิชนิด O. dicranocoelium และสามารถเกิดผลิตภณัฑก์บั
ดีเอ็นเอที่สกดัไดจ้ากเนือ้เยื่อกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของกระบือ ดงัภาพประกอบ 78ก.  

ไพรเมอร ์Fe_COX1 เกิดผลิตภัณฑข์นาดประมาณ 237 คู่เบส กับพยาธิเป้าหมาย
ชนิด F. elongatus และเกิดผลิตภณัฑข์นาดอ่ืน ๆ กบัพยาธิที่ไม่ใช่เป้าหมายชนิด C. spatiosus,  
P. epiclitum และ G. crumenifer เนื่องจากพบว่าต าแหน่งการออกแบบไพรเมอรท์ี่ปลาย 3’ ของ
สาย forward ล าดบัเบสตวัที่ 1-10 ของพยาธิทัง้ 3 ชนิด ดงัภาพประกอบ 77 มีล าดบันิวคลีโอไทด์
เหมือนกับพยาธิเป้าหมายหลายต าแหน่งท าให้สามารถเกิดผลิตภัณฑ์กับพยาธิเหล่านี ้ได้ ดัง
ภาพประกอบ 78ข.  

ไพรเมอร์ Od_COX1 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 83 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  
O. dicranocoelium และพยาธิที่ไม่ใช่เป้าหมายชนิด P. epiclitum เนื่องจากพยาธิทั้ง 2 ชนิดจัด
อยู่ในวงศ์ Paramphistomidae ซึ่งมีล  าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกัน ส่งผลให้การเลือกต าแหน่ง
ออกแบบท าไดย้าก ดังจะเห็นไดว้่าสาย reverse ของไพรเมอรอ์อกแบบในต าแหน่งที่ค่อนขา้งมี
ความอนุรกัษ์ของเบสสูง ดังภาพประกอบ 77 ท าให้เกิดปฏิกิริยาขา้มกับพยาธิชนิดใกล้ชิด ดัง
ภาพประกอบ 78ค.  
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ไพรเมอร์ Pe_COX1 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 314 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  
P. epiclitum และพยาธิที่ไม่ใช่เป้าหมายชนิด O. dicranocoelium เนื่องจากพยาธิทัง้ 2 ชนิด จัด
อยู่ในวงศ์ Paramphistomidae ซึ่งมีความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ ท าให้ไพรเมอรท์ี่
ออกแบบเกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัพยาธิที่ไม่ใชเ้ปา้หมายได ้ดงัภาพประกอบ 78ง.  

จากผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ัง้ 4 คู่ จากยีน COX1 พบว่าไม่มีไพร
เมอรค์ู่ใดที่มีจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมายเพียงชนิดเดียว ไพรเมอรท์ัง้ 4 คู่ สามารถเกิดปฏิกิริยาขา้ม
กบัพยาธิที่เป็นตวัเทียบและ/หรือโฮสตไ์ด ้ดงัตาราง 20  
 
ตาราง 20 ผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน COX1 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ผลิตภณัฑ ์(คู่เบส) พยาธิเปา้หมาย ผลการทดสอบความจ าเพาะ 

COX1 Cs_COX1 486 C. spatiosus เกิดผลิตภณัฑก์บัโฮสต/์พยาธิชนิดอื่น  
 Fe_COX1 237 F. elongatus เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดอื่น 
 Od_COX1 83 O. dicranocoelium เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดอื่น 
 Pe_COX1 314 P. epiclitum เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดอื่น 
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ภาพประกอบ 77 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน COX1 ที่ใชใ้นการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
ลกูศรสีด าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Cs_COX1  
ลกูศรสีเขียวแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Fe_COX1  
ลกูศรสีม่วงแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Od_COX1  
ลกูศรสีฟ้าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Pe_COX1 
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ภาพประกอบ 78 ผล gel electrophoresis การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร ์
ที่ออกแบบจากยีน COX1 

(ก.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด C. spatiosus  
(ข.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด F. elongatus 

(ค.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด O. dicranocoelium  
(ง.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด P. epiclitum  

เลน: (M1): ladder 100 bp, (M2): ladder 50 bp, (Cs): C. spatiosus, (Fe): F. elongatus,  
(Od): O. dicranocoelium, (Pe): P. epiclitum, (Gc): G. crumenifer, (Fg): F. gigantica,  

(H): host, (N): negative control 
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4.7.2. ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีน CYTB 
จากการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะจ านวน 4 คู่  ดังภาพประกอบ 79 เมื่อน ามา

ทดสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิค PCR ไดผ้ลดงันี ้
ไพรเมอร์ Cs_CYTB เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด  389 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

C. spatiosus เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 80ก.  
ไพรเมอร์ Fe_CYTB เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 675 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

F. elongatus เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 80ข.  
ไพรเมอร์ Od_CYTB เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 545 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

O. dicranocoelium เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 80ค.  
ไพรเมอร์ Pe_CYTB เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 198 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

P. epiclitum เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 80ง.  
จากผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ เห็นไดว้่าไพรเมอรแ์ต่ละคู่ที่

ออกแบบมีความจ าเพาะต่อพยาธิต่างชนิดกนั และใหข้นาดผลิตภัณฑท์ี่แตกต่างกนั ดงัตาราง 21 
ดังนั้นไพรเมอรท์ี่ท าการออกแบบจากยีน CYTB นี ้จึงสามารถน าไปพัฒนาต่อเพื่อใช้ในเทคนิค 
multiplex PCR ได ้

 
ตาราง 21 ผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน CYTB 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ผลิตภณัฑ ์(คู่เบส) พยาธิเปา้หมาย ผลการทดสอบความจ าเพาะ 

CYTB Cs_CYTB 389 C. spatiosus มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Fe_CYTB 675 F. elongatus มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Od_CYTB 545 O. dicranocoelium มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Pe_CYTB 198 P. epiclitum มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
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ภาพประกอบ 79 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน CYTB ที่ใชใ้นการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
ลกูศรสีด าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Cs_CYTB  
ลกูศรสีเขียวแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Fe_CYTB  
ลกูศรสีม่วงแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Od_CYTB  
ลกูศรสีฟ้าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Pe_CYTB   
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ภาพประกอบ 80 ผล gel electrophoresis การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร ์
ที่ออกแบบจากยีน CYTB 

(ก.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด C. spatiosus  
(ข.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด F. elongatus 

(ค.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด O. dicranocoelium  
(ง.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด P. epiclitum 

เลน: (M1): ladder 100 bp, (Cs): C. spatiosus, (Fe): F. elongatus,  
(Od): O. dicranocoelium, (Pe): P. epiclitum, (Gc): G. crumenifer, (Fg):  

F. gigantica, (H): host, (N): negative control 
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4.7.3. ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีน ND1 
เมื่ อน า ไพ รเมอร์จ า เพาะจ านวน 4 คู่  ที่ ออกแบบจากยีน  ND1 มาทดสอบ

ความจ าเพาะดว้ยเทคนิค PCR ไดผ้ลดงันี ้
ไพรเมอร์ Cs_ND1 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 203 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

C. spatiosus และเกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัโฮสตท์ี่น ามาทดสอบ ดงัภาพประกอบ 82ก.  
ไพรเมอร ์Fe_ND1 มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมายชนิด F. elongatus เพียงชนิด

เดียว เกิดผลิตภณัฑข์นาด 289 คู่เบส ดงัภาพประกอบ 82ข.  
ไพรเมอร์ Od_ND1 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 135 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

O. dicranocoelium เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 82ค.  
ไพรเมอร์ Pe_ND1 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 248 คู่ เบส กับพยาธิเป้าหมายชนิด  

P. epiclitum และเกิดปฏิกิริยาขา้มกับพยาธิชนิด C. spatiosus เนื่องจากต าแหน่งออกแบบของ
ไพรเมอรด์ังกล่าวที่ล  าดบัเบส 1-4 ตัวแรก ของสาย forward ปลาย 3’ ของพยาธิทัง้ 2 ชนิด มีเบส
เดียวกนั ดงัภาพประกอบ 81 จึงท าใหไ้พรเมอรส์ามารถเกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิที่ไม่ใช่เปา้หมายได ้
ดงัภาพประกอบ 82ง.  

จากการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ัง้ 4 คู่ เห็นไดว้่ามีไพรเมอรจ์ านวน 2 คู่ ที่
มีความจ าเพาะกับพยาธิเป้าหมาย และไพรเมอร ์2 คู่ ที่เกิดปฏิกิริยาขา้มกับพยาธิหรือโฮสต์ที่
น ามาทดสอบ ดงัตาราง 22 
 
ตาราง 22 ผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน ND1 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ผลิตภณัฑ ์(คู่เบส) พยาธิเปา้หมาย ผลการทดสอบความจ าเพาะ 

ND1 Cs_ND1 203 C. spatiosus เกิดผลิตภณัฑก์บัโฮสต ์
 Fe_ND1 289 F. elongatus มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Od_ND1 135 O. dicranocoelium มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Pe_ND1 248 P. epiclitum เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดอื่น 

 
  



  125 

 
 

ภาพประกอบ 81 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND1 ที่ใชใ้นการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
ลกูศรสีด าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Cs_ND1  
ลกูศรสีเขียวแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Fe_ND1  
ลกูศรสีม่วงแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Od_ND1  
ลกูศรสีฟ้าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Pe_ND1   
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ภาพประกอบ 82 ผล gel electrophoresis การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร ์
ที่ออกแบบจากยีน ND1 

(ก.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด C. spatiosus  
(ข.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด F. elongatus 

(ค.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด O. dicranocoelium  
(ง.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด P. epiclitum 

เลน: (M1): ladder 100 bp, (M2): ladder 50 bp, (Cs): C. spatiosus, (Fe): F. elongatus,  
(Od): O. dicranocoelium, (Pe): P. epiclitum, (Gc): G. crumenifer, (Fg): F. gigantica,  

(H): host, (N): negative control 
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4.7.4. ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรท์ีอ่อกแบบจากยีน ND4 
จากการน าไพรเมอรจ์ าเพาะจ านวน 4 คู่ มาทดสอบความจ าเพาะดว้ยเทคนิค PCR 

ไดผ้ลดงันี ้ 
ไพรเมอร  ์Cs_ND4 เกิดผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ  454 คู่เบส กับพยาธิเป้าหมาย

ชนิด C. spatiosus และพยาธิที่ไม่ใช่เป้าหมายชนิด P. epiclitum, G. crumenifer และโฮสต์ที่
น ามาทดสอบ ดงัภาพประกอบ 84ก.  

ไพรเมอร ์Fe_ND4 เกิดผลิตภณัฑข์นาดประมาณ 192 คู่เบส กบัพยาธิเป้าหมายชนิด 
F. elongatus เพียงชนิดเดียว ดงัภาพประกอบ 84ข.  

ไพรเมอร ์Od_ND4 เกิดผลิตภัณฑข์นาดประมาณ 1,000 คู่เบส กับพยาธิเป้าหมาย
ชนิด O. dicranocoelium ซึ่งขนาดผลิตภัณฑท์ี่ไดไ้ม่ตรงกับขนาดที่ประมาณไวจ้ากการออกแบบ 
ดังภาพประกอบ 84ค. เนื่องจากสาย reverse ของไพรเมอรด์ังกล่าวถูกออกแบบที่ต  าแหน่ง
ส่วนท้ายของยีน ซึ่งเป็นส่วนที่เกิดความผิดพลาดในการอ่านล าดับเบสผิดได้ง่ายจากการท า 
sequencing ส่งผลใหต้ าแหน่งการออกแบบคลาดเคลื่อน และไดผ้ลิตภณัฑท์ี่ใหญ่กว่าที่ประมาณ
การไวจ้ากการออกแบบ ดงัภาพประกอบ 83  

ไพรเมอร์ Pe_ND4 เมื่อน ามาทดสอบความจ าเพาะกับพยาธิชนิด P. epiclitum 
พบว่าไม่เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดดงักลา่วดงัภาพประกอบ 84ง. 

จากผลการทดสอบไพรเมอรท์ัง้ 4 คู่ เห็นไดว้่ามีไพรเมอรเ์พียง 1 คู่ เท่านัน้ที่มีจ าเพาะ
ต่อพยาธิเปา้หมายเพียง 1 ชนิด ดงัตาราง 23 

 
ตาราง 23 ผลทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน ND4 
 

ยีน ไพรเมอร ์ ผลิตภณัฑ ์(คู่เบส) พยาธิเปา้หมาย ผลการทดสอบความจ าเพาะ 

ND4 Cs_ND4 454 C. spatiosus เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิดอื่น 
 Fe_ND4 192 F. elongatus มีความจ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย 
 Od_ND4 690 O. dicranocoelium ไม่เกิดผลิตภณัฑท์ี่ออกแบบ 
 Pe_ND4 257 P. epiclitum ไม่มีผลิตภณัฑเ์กิดขึน้ 
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ภาพประกอบ 83 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน ND4 ที่ใชใ้นการออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะ 
ลกูศรสีด าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Cs_ND4  
ลกูศรสีเขียวแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Fe_ND4  
ลกูศรสีม่วงแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Od_ND4  
ลกูศรสีฟ้าแสดงทิศทางของไพรเมอร ์Pe_ND4 
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ภาพประกอบ 84 ผล gel electrophoresis การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร ์
ที่ออกแบบจากยีน ND4 

(ก.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด C. spatiosus  
(ข.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด F. elongatus 

(ค.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด O. dicranocoelium  
(ง.): การทดสอบความจ าเพาะต่อพยาธิชนิด P. epiclitum 

เลน: (M1): ladder 100 bp, (Cs): C. spatiosus, (Fe): F. elongatus,  
(Od): O. dicranocoelium, (Pe): P. epiclitum, (Gc): G. crumenifer,  

(Fg): F. gigantica, (H): host, (N): negative control 
 
 
 
 
 
 
 



  130 

4.8. ผลการทดสอบความไวของไพรเมอรท์ี่ออกแบบจากยีน CYTB  
ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน CYTB เป็นไพรเมอรเ์พียงชุด

เดียวที่มีคณุสมบติัที่จ  าเพาะกบัพยาธิแต่ละชนิดทัง้ 4 ชนิดที่ศกึษา ดงันัน้จึงน าไพรเมอรท์ี่ออกแบบ
จากยีนดังกล่าวมาท าการทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยากับพยาธิแต่ละชนิด เพื่อหาความ
เขม้ขน้ของดีเอ็นเอของพยาธิแต่ละชนิดที่สามารถเกิดผลิตภัณฑก์ับไพรเมอรไ์ด ้ผลการทดสอบ
พบว่าไพรเมอร ์Cs_CYTB เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิด C. spatiosus ที่ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ
ต ่าที่สุดเท่ากับ 1.00 พิโคกรมั ดังภาพประกอบ 85 ไพรเมอร ์Fe_CYTB มีความจ าเพาะกับพยาธิ
ชนิด F. elongatus และมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสุดเท่ากบั 1.00 พิ
โคกรมั ดงัภาพประกอบ 86 ไพรเมอร ์Od_CYTB เมื่อทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยากบัพยาธิ
ชนิด O. dicranocoelium พบว่าสามารถเกิดผลิตภัณฑ์ได้ที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสุดเท่ากับ 
1.00 พิโคกรัม ดังภาพประกอบ 87 และ ไพรเมอร  ์Pe_CYTB ที่มีความจ าเพาะกับพยาธิชนิด  
P. epiclitum สามารถเกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิไดท้ี่ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอต ่าสดุเท่ากบั 1.00 พิโค
กรมั ดงัภาพประกอบ 88 
 

 
 

ภาพประกอบ 85 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของพยาธิ C. spatiosus  
เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  

(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  
(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
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ภาพประกอบ 86 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของพยาธิ F. elongatus 
เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  

(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  
(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 

 

 
 

ภาพประกอบ 87 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของพยาธิ O. dicranocoelium  
เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  

(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  
(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
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ภาพประกอบ 88 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของพยาธิ P. epiclitum 
เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  

(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  
(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
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4.9. ผลการพัฒนาเทคนิค multiplex PCR 
4.9.1. ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา multiplex PCR 

เมื่อน าไพรเมอรจ์ าเพาะทัง้ 4 คู่ จากยีน CYTB ไดแ้ก่ ไพรเมอร ์Cs_CYTB, ไพรเมอร ์ 
Fe_CYTB, ไพรเมอร ์Od_CYTB และไพรเมอร ์Pe_CYTB มาระบุชนิดของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะ
ผา้ขีร้ิว้แต่ละชนิดทัง้ 4 ชนิด ในปฏิกิริยา multiplex PCR ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอรจ์ าเพาะแต่
ละคู่สามารถเกิดผลิตภัณฑ์กับตัวอย่าง ดีเอ็นเอจากพยาธิเป้าหมายชนิด C. spatiosus,  
F. elongatus, O. dicranocoelium หรือ P. epiclitum เพียงชนิดเดียวเท่านัน้ และเกิดผลิตภัณฑ์
ขนาดแตกต่างกัน 4 ขนาด ไดแ้ก่ 389, 675, 545 และ 198 คู่เบส ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่า
ไพรเมอรไ์ม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ที่มีความสมัพนัธใ์กลช้ิดที่น ามาทดสอบ รวมถึงไม่
เกิดปฏิกิริยากบัเนือ้เยื่อกระเพาะผา้ขีร้ิว้กระบือที่น ามาทดสอบ ดงัภาพประกอบ 89 ซึ่งสอดคลอ้ง
กบัผลที่ไดจ้ากการท า PCR ที่ไดก้ลา่วถึงไปแลว้ขา้งตน้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 89 ผล gel electrophoresis การทดสอบความจ าเพาะของ multiplex PCR  
เลน: (M): ladder 100 bp, (1): P. epiclitum, (2): C. spatiosus, (3): O. dicranocoelium,  
(4): F. elongatus, (5): G. crumenifer, (6): F. gigantica, (7): host, (N): negative control 
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4.9.2. ผลการทดสอบการติดเชือ้ร่วมของพยาธิในปฏิกิริยา multiplex PCR 
เนื่องจากพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริว้ทั้ง 4 ชนิด ได้แก่  ชนิด C. spatiosus,  

F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum มีรายงานการระบาดร่วมกันในสัตวเ์คีย้ว
เอือ้ง ดังนัน้จึงท าการทดลองผสมดีเอ็นเอของพยาธิแต่ละชนิดเขา้ดว้ยกันเพื่อทดสอบการติดเชือ้
รว่มกนัในปฏิกิรยิา multiplex PCR ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอรท์ี่ออกแบบสามารถระบชุนิดของ
พยาธิแต่ละชนิดไดแ้มม้ีการผสมกนัของดีเอ็นเอ ดังตาราง 24 โดยการติดเชือ้ร่วมกนัแบบ 2 ชนิด 
เกิดผลิตภณัฑ ์2 ขนาดที่แตกต่างกนั และดงัภาพประกอบ 90 การติดเชือ้รว่มกนัแบบ 3 ชนิด และ 
4 ชนิด เกิดผลิตภณัฑท์ี่แตกต่างกนั 3 และ 4 ขนาด ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 91 

 
ตาราง 24 ผลิตภณัฑ ์multiplex PCR ที่เกิดขึน้จากการทดสอบการติดเชือ้รว่มของพยาธิ 
 

ชนิดพยาธิ (คูเ่บส) 
รูปแบบการติดเชือ้รว่มของพยาธิ 

CP CF CO OF PF PO COP PCF POF POC PCOF 
F. elongatus (675) - + - + + - - + + - + 
O. dicranocoelium (545) - - + + - + + - + + + 
C. spatiosus (389) + + + - - - + + - + + 
P. epiclitum (198) + - - - + + + + + + + 

 
ก าหนดให ้  +   หมายถึง  เกิดผลิตภณัฑ ์
  -    หมายถึง  ไม่เกิดผลิตภณัฑ ์
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ภาพประกอบ 90 ผล gel electrophoresis การทดสอบการติดเชือ้รว่มกนัของพยาธิ 2 ชนิด  
ในปฏิกิรยิา multiplex PCR  

เลน: (M): ladder 100 bp, (P): P. epiclitum (C): C. spatiosus, (O): O. dicranocoelium,  
(F): F. elongatus, (N): negative control 

 

 
 

ภาพประกอบ 91 ผล gel electrophoresis การทดสอบการติดเชือ้รว่มกนัของพยาธิ 
 3 และ 4 ชนิด ในปฏิกิริยา multiplex PCR 

เลน: (M): ladder 100 bp, (P): P. epiclitum (C): C. spatiosus, (O): O. dicranocoelium,  
(F): F. elongatus, (N): negative control 
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4.9.3. ผลการทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา multiplex PCR 
เมื่อน าดีเอ็นเอของพยาธิทั้ง 4 ชนิด มาเจือจางความเข้มข้นลงทีละ 10 เท่า โดย

เริ่มตน้ที่ 10.0 นาโนกรมั เจือจางจนถึง 1.0 เฟมโตกรมั เพื่อหาความเขม้ขน้ที่ต  ่าที่สุดที่ไพรเมอร์
จ าเพาะสามารถเกิดผลิตภัณฑ์ได้ในปฏิกิริยา multiplex PCR ผลการทดสอบพบว่า ไพรเมอร ์
Cs_CYTB เกิดผลิตภัณฑก์ับพยาธิชนิด C. spatiosus ไดค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอต ่าสุดที่ 0.10 
นาโนกรมั ดงัภาพประกอบ 92 ไพรเมอร ์Fe_CYTB เกิดผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิด F. elongatus ได้
ความเข้มข้นดีเอ็นเอต ่าสุดที่  1.00 นาโนกรัม ดังภาพประกอบ 93 ไพรเมอร์ Ort_CYTB เกิด
ผลิตภณัฑก์บัพยาธิชนิด O. dicranocoelium ไดค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอต ่าสดุที่ 1.00 นาโนกรมั 
ดงัภาพประกอบ 94 และไพรเมอร ์Pe_CYTB เกิดผลิตภณัฑก์ับพยาธิชนิด P. epiclitum ไดค้วาม
เขม้ขน้ต ่าสดุที่ 0.10 นาโนกรมั ดงัภาพประกอบ 95 

 

 
 

ภาพประกอบ 92 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา 
multiplex PCR ของพยาธิชนิด C. spatiosus  

เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  
(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  

(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
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ภาพประกอบ 93 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา 
multiplex PCR ของพยาธิชนิด F. elongatus  

เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  
(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  

(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
 

 
 

ภาพประกอบ 94 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา 
multiplex PCR ของพยาธิชนิด O. dicranocoelium 

เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  
(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  

(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
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ภาพประกอบ 95 ผล gel electrophoresis การทดสอบความไวของไพรเมอรใ์นปฏิกิริยา 
multiplex PCR ของพยาธิชนิด P. epiclitum 

เลน: (M): ladder 100 bp, (1): 10.0 นาโนกรมั, (2): 1.00 นาโนกรมั, (3): 0.10 นาโนกรมั,  
(4): 10.00 พิโคกรมั, (5): 1.00 พิโคกรมั, (6): 0.10 พิโคกรมั, (7): 10.00 เฟมโตกรมั,  

(8): 1.00 เฟมโตกรมั (N): negative control 
 

4.10. ผลการประยุกตใ์ช้เทคนิค multiplex PCR เพ่ือวินิจฉัยการติดพยาธิในมูลสัตว ์
น าตัวอย่างมูลสตัวจ์  านวน 41 ตัวอย่าง จากจังหวัดนครนายก มาทดสอบการติดพยาธิ

ใบไม้ชนิด C. spatiosus, F. elongatus, O. dicranocoelium และ P. epiclitum ด้วยเทคนิค 
multiplex PCR ผลการตรวจสอบในตัวอย่างมูลสัตว์พบว่าเกิดผลบวกในมูลสัตว์จ านวน 4 
ตัวอย่าง และสามารถตรวจสอบพยาธิได้ 3 ชนิด ได้แก่  C. spatiosus, F. elongatus และ  
P. epiclitum ไม่พบการติดพยาธิชนิด O. dicranocoelium โดยในมูลสัตวต์ัวอย่างที่ 1-11 มีผล
เป็นลบในทุกตวัอย่าง แสดงว่าไม่พบการติดพยาธิ ดงัภาพประกอบ 96 มลูสตัวต์วัอย่างที่ 12-22 มี
ผลบวกในตัวอย่างที่  16 (NY16) และ 21 (NY21) แสดงว่ามีการติดพยาธิ โดยพบว่าตัวอย่าง 
NY16 ติดพยาธิชนิด P. epiclitum เนื่องจากเกิดผลิตภัณฑข์นาด 198 คู่เบส และตัวอย่าง NY21 
ติดพยาธิชนิด C. spatiosus เนื่องจากเกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 389 คู่เบส ดังภาพประกอบ 97 มูล
สตัวต์ัวอย่างที่ 23-33 ตรวจพบผลบวกในตัวอย่างที่ 24 (NY24) เกิดผลิตภัณฑข์นาด 198 คู่เบส 
แสดงว่าติดพยาธิชนิด P. epiclitum ดังภาพประกอบ 98 และมูลสัตวต์ัวอย่างที่ 34-41 ตรวจพบ
ผลบวกในตัวอย่างที่  38 (NY38) เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 675 คู่ เบส แสดงว่าติดพยาธิชนิด  
F. elongatus ดงัภาพประกอบ 99 
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ภาพประกอบ 96 ผล gel electrophoresis การใชเ้ทคนิค multiplex PCR  
ทดสอบมลูสตัวต์วัอย่างที่ 1-11 

โดย เลน: (M): ladder 100 bp, NY1-11: ล าดบัตวัอย่างมลูสตัวจ์ากจงัหวดันครนายก  
 

 
 

ภาพประกอบ 97 ผล gel electrophoresis การใชเ้ทคนิค multiplex PCR  
ทดสอบมลูสตัวต์วัอย่างที่ 12-22 

โดย เลน: (M): ladder 100 bp, NY12-22 : ล าดบัตวัอย่างมลูสตัวจ์ากจงัหวดันครนายก 
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ภาพประกอบ 98 ผล gel electrophoresis การใชเ้ทคนิค multiplex PCR  
ทดสอบมลูสตัวต์วัอย่างที่ 23-33 

โดย เลน: (M): ladder 100 bp, NY23-33 : ล าดบัตวัอย่างมลูสตัวจ์ากจงัหวดันครนายก 
 

 
 

ภาพประกอบ 99 ผล gel electrophoresis การใชเ้ทคนิค multiplex PCR  
ทดสอบมลูสตัวต์วัอย่างที่ 34-41 

โดย เลน: (M): ladder 100 bp, NY34-41 : ล าดบัตวัอย่างมลูสตัวจ์ากจงัหวดันครนายก 



 

บทที ่5  
สรุปและอภปิรายผล 

 
สรุปผลการวิจัย 

จากการเก็บตัวอย่างมูลสัตวใ์นพืน้ที่แหล่งเพาะเลีย้งปศุสัตวใ์นภาคกลางของประเทศ
ไทย จ านวน 8 จงัหวดั เพื่อวินิจฉัยการติดพยาธิใบไมก้ลุ่มกระเพาะผา้ขีร้ิว้ดว้ยวิธี formalin-ether 
sedimentation พบว่าจากจ านวนตัวอย่างมูลสัตว ์247 ตัวอย่าง ตรวจพบการติดพยาธิในกลุ่ม
ดงักล่าวจ านวน 104 ตวัอย่าง คิดเป็นค่าความชุกรวมรอ้ยละ 42.1 โดยมีปริมาณไข่ต่อกรมัในมูล
สัตว์สูงถึง 241 ฟอง พบการระบาดในจังหวัดสุพรรณบุรีสูงที่สุด (รอ้ยละ 57.9) และจังหวัด
อ่างทองมีการระบาดของพยาธิต ่าที่สดุ (รอ้ยละ 24.0) และจากการเก็บตวัอย่างพยาธิระยะตวัเต็ม
วัยจากโรงฆ่าสัตวใ์นจังหวัดปทุมธานี สามารถระบุชนิดของพยาธิดว้ยวิธีการทางสัณฐานวิทยา
จ าน วน  4 ช นิ ด  ได้ แ ก่  Carmyerius spatiosus, Fischoederius elongatus, Orthocoelium 
dicranocoelium และ Paramphistomum epiclitum  

จากการออกแบบไพรเมอรเ์พื่อเพิ่มชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนบนไมโทคอนเดรียของพยาธิทัง้ 
4 ชนิด ที่พบในการศึกษา พบว่าไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อยีน COX1 (Uni_COX1) ใหผ้ลิตภณัฑข์นาด 
989 คู่เบส ไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อยีน CYTB (Uni_CYTB) ใหผ้ลิตภณัฑข์นาด 976 คู่เบส ไพรเมอร์
ที่จ  าเพาะต่อยีน ND1 (Uni_ND1) ใหผ้ลิตภัณฑ์ขนาด 764 คู่เบส และไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อยีน 
ND4 (Uni_ND4) ใหผ้ลิตภัณฑข์นาด 912 คู่เบส และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ไดจ้ากยีนทั้ง 4 
ยีนไปออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะต่อพยาธิเป้าหมาย พบว่ามีเพียงไพรเมอรท์ี่ออกแบบจากยีน 
CYTB เท่านัน้ที่มีคุณสมบติัในการน าไปประยุกตใ์ชใ้นเทคนิค multiplex PCR โดยพบว่าไพรเมอร์
จ าเพาะของพยาธิชนิด C. spatiosus (Cs_CYTB) ให้ผลิตภัณฑ์ขนาด 389 คู่เบส มีความไวใน
การเกิดปฏิกิริยาที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสดุเท่ากบั 1.0 พิโคกรมั ไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิชนิด  
F. elongatus (Fe_CYTB) ให้ผลิตภัณฑ์ขนาด 675 คู่เบส มีความไวในการเกิดปฏิกิริยาที่ความ
เขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสุดเท่ากับ 1.0 พิโคกรมั ไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิชนิด O. dicranocoelium 
(Od_CYTB) ใหผ้ลิตภัณฑข์นาด 545 คู่เบส มีความไวในการเกิดปฏิกิริยาที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอ
ต ่าสุดเท่ากับ 1.0 พิโคกรมั และไพรเมอรจ์ าเพาะของพยาธิชนิด P. epiclitum (Pe_CYTB) ให้
ผลิตภัณฑข์นาด 198 คู่เบส มีความไวในการเกิดปฏิกิริยาที่ความเขม้ขน้ดีเอ็นเอต ่าสุดเท่ากับ 1.0 
พิโคกรมั  

จากผลการประยุกตใ์ชเ้ทคนิค multiplex PCR เพื่อจ าลองสถานการณ์การติดเชือ้
ร่วมกันของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในโฮสตต์ัวเดียวกัน พบว่าไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบ
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จากยีน CYTB ทัง้ 4 คู่ ในปฏิกิรยิา multiplex PCR สามารถใชร้ะบชุนิดของพยาธิไดแ้มเ้กิดการติด
เชือ้ร่วมกนัของพยาธิในรูปแบบการผสมดีเอ็นเอของพยาธิ 2 ชนิด 3 ชนิด และ 4 ชนิด ซึ่งใหข้นาด
ผลิตภัณฑ์ที่แตกต่างกันเมื่อตรวจสอบด้วยวิธี gel electrophoresis และเมื่อท าการทดสอบกับ
ตวัอย่างมลูสตัวท์ี่เก็บจากจงัหวดันครนายกจ านวน 41 ตวัอย่าง พบว่าเกิดผลบวกกบัตวัอย่างมูล
สัตวจ์ านวน 4 ตัวอย่าง พบการติดพยาธิเพียง 3 ชนิด ได้แก่ ชนิด C. spatiosus (1 ตัวอย่าง),  
F. elongatus (1 ตัวอย่ าง ) และ  P. epiclitum (2 ตัวอย่ าง ) ไม่พบการติด เชื ้อพยาธิชนิ ด  
O. dicranocoelium ในตัวอย่างมูลสตัวจ์ากจังหวัดนครนายก และไม่พบการติดเชือ้ร่วมกันของ
พยาธิในมลูสตัว ์

 
อภปิรายผล 

จากการเก็บตัวอย่างพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ของโคและกระบือ จากโรงฆ่าสัตว์
น ามาระบุชนิดด้วยวิธีการทางสัณฐานวิทยาพบพยาธิ 4 ชนิด แบ่งออกได้ 2 วงศ์ ได้แก่ วงศ ์
Gastrothylacidae ชนิด C. spatiosus และ F. elongatus และวงศ์ Paramphistomidae ชนิด  
O. dicranocoelium และ P. epiclitum โดยพบว่าพยาธิในวงศ์ Gastrothylacidae มี  ventral 
pouch เป็นลกัษณะเด่นของวงศ ์ซึ่งไม่พบลกัษณะนีใ้นวงศ ์Paramphistomidae ซึ่งตรงตามหลกั
อนุกรมวิธานของพยาธิ (Eduardo, 1982a; Sey, 2019) นอกจากนีพ้ยาธิแต่ละชนิดยงัมีลกัษณะ
เด่นที่แตกต่างกนัออกไป โดยพยาธิชนิด C. spatiosus มีลกัษณะของท่อน าไข่ และ vas deferens 
ทอดยาวไปตามล าตวั อณัฑะเรียงตวัตามแนวนอน ต่างจากพยาธิชนิด F. elongatus ที่มีลกัษณะ
ของท่อน าไข่ และ vas deferens ทอดยาวไปตามล าตวั แต่อณัฑะเรียงตวัในแนวด่ิง สอดคลอ้งกบั
งานวิจยัก่อนหนา้ (Sey & Prasitirat, 1994) พยาธิชนิด O. dicranocoelium มีรูปแบบของคอหอย
แบบ dicranocoelium type ที่มี lip sphincter ต่างจากพยาธิชนิด P. epiclitum ที่มีรูปแบบของ
คอหอยแบบ calicophoron type และไม่มี lip sphincter ซึ่งสอดคลอ้งกับรายงานวิจัยก่อนหน้า 
(Sey, 2019) 

การเปรียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิชนิด C. spatiosus กบัพยาธิชนิดอ่ืนใน
สกุล Carmyerius จากการรายงานวิจยัก่อนหนา้พบว่าในประเทศไทยมีการระบาดของพยาธิสกุล 
Carmyerius เพี ยงชนิดเดียว ได้แก่  ชนิด C. spatiosus (Sey & Prasitirat, 1994) ในขณะที่
ประเทศเวียดนามพบการระบาดของพยาธิชนิด C. bulbosus (Sey, 1985) โดยพบว่าชนิด  
C. spatiosus มีขนาดล าตัวและล าไส้ที่ยาวกว่าชนิด C. bulbosus แต่มีความยาวของหลอด
อาหารที่สั้นกว่า และเมื่อยืนยันชนิดด้วยยีนบนไมโทคอนเดรีย โดยใช้ไพรเมอรท์ี่ออกแบบใน
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งานวิจัย พบว่าล าดับนิวคลี โอไทด์ของยีน COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิชนิด  
C. spatiosus ที่ได้จากงานวิจัยไม่มีต าแหน่งที่ตรงกันกับฐานข้อมูล GenBank ดังนั้นขอ้มูลจึง
แสดงล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิดที่มีความสมัพันธ์ใกลช้ิดแทน อย่างไรก็ตามผลการศึกษา
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาสามารถระบุว่าเป็นพยาธิชนิด C. spatiosus ไดอ้ย่างชดัเจน โดยอาศยั
ลักษณะคอหอยแบบ paramphistomum type และมี acetabulum แบบ gastrothylax type ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานวิจัยหลายงานก่อนหน้า (Coskun, Eslami, Halajian, & Nikpey, 2012; 
Otto & Eslami, 1980) 

การเปรียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิชนิด F. elongatus กบัพยาธิชนิดอ่ืนใน
สกุล Fischoederius พบว่าในประเทศไทยมีการระบาดของพยาธิสกุลดังกล่าวจ านวน 2 ชนิด 
ไ ด้ แ ก่  ช นิ ด  F. elongatus แ ล ะ  F. cobboldi (Anuracpreeda et al., 2012; Nak-On & 
Chontananarth, 2020) และสามารถจ าแนกชนิดออกจากกนัไดโ้ดยอาศยัความยาวของล าไส ้ซึ่ง
พยาธิชนิด F. elongatus มีล  าไสท้ี่สัน้กว่าพยาธิชนิด F. cobboldi โดยพยาธิชนิด F. elongatus มี
ล าไสย้าวประมาณกลางล าตัว ในขณะที่พยาธิชนิด F. cobboldi มีล าไสย้าวจนเกือบถึงต าแหน่ง
ของอณัฑะ สอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัก่อนหนา้ (Tandon, 1961) นอกจากนีย้งัพบว่าล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ของพยาธิชนิด F. elongatus มีความเหมือนกับ
ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank ดังนัน้จึงสามารถสรุปไดว้่าผลการศึกษาทางสณัฐาน
วิทยาสอดคล้องกับผลการศึกษาล าดับนิวคลี โอไทด์ สามารถระบุชนิดของพยาธิ ชนิด  
F. elongatus ไดอ้ย่างชดัเจน 

การเปรียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิชนิด O. dicranocoelium กบัพยาธิชนิด
อ่ืนในสกุล Orthocoelium โดยอาศัยรูปแบบของคอหอยพบว่าพยาธิ O. dicranocoelium มีคอ
หอยแบบ dicranocoelium type ต่างจากพยาธิชนิด  O. streptocoelium ที่ มี คอหอยแบบ 
calicophoron type และชนิ ด  O. orthocoelium ที่ มี ค อหอยแบบ  orthocoelium type เมื่ อ
เปรียบเทียบต าแหน่งการเปิดของ genital pore พบว่าพยาธิชนิด O. dicranocoelium มีต าแหน่ง
เปิดอยู่ที่ใต้หลอดอาหาร ต่างจากพยาธิชนิด O. scoliocoelium และ O. parvipapillatum ที่มี
ต าแหน่ง genital pore อยู่ที่ต  าแหน่งเดียวกันกับหลอดอาหาร สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้า 
(Eduardo, 1985) ทั้งนีเ้มื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิชนิด O. dicranocoelium 
จากยีน COX1, CYTB, ND1 และ ND4 ที่ได้จากการใช้ไพรเมอรท์ี่ออกแบบในงานวิจัย พบว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการศึกษามีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิในวงศ ์
Paramphistomidae หลายชนิด และไม่มีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ เหมือนกับพยาธิชนิด  
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O. dicranocoelium ในงายวิจัย ดังนั้นจึงแสดงผลขอ้มูลของพยาธิที่มีความสมัพันธ์ใกล้ชิดแทน 
อย่างไรก็ตามเมื่อใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาระบุชนิดของพยาธิพบว่าสามารถระบุชนิดพยาธิ  
O. dicranocoelium ไดอ้ย่างชดัเจน โดยอาศัยรูปแบบของคอหอยแบบ dicranocoelium type ที่
มี lip sphincter ซึ่งเป็นลกัษณะเด่นของพยาธิชนิดดงักลา่ว 

การเปรียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพยาธิชนิด P. epiclitum กับพยาธิชนิดอ่ืนใน
สกุล Paramphistomum โดยอาศัยรูปแบบของคอหอยพบว่าพยาธิชนิด P. epiclitum มีคอหอย
แบบ calicophoron type ต่างจากพยาธิชนิด P. cervi ที่มีคอหอยแบบ liorchis type เมื่อใช้
ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง  acetabulum เป รี ย บ เที ย บ  พ บ ว่ า พ ย า ธิ ช นิ ด  P. epiclitum มี รู ป แ บ บ 
paramphistomum type ต่างจากพยาธิชนิด P. ichikawai ที่มีรูปแบบ pisum type สอดคลอ้งกับ
การรายงานวิจยัก่อนหนา้ (Eduardo, 1982b) อีกทัง้ขนาดและรูปร่างของพยาธิชนิด P. epiclitum 
ในงานวิจัยนี ้ยังมีลักษณะที่สอดคล้องกับรายงานวิจัยก่อนหน้า (Khan et al., 2020) ทั้งนีเ้มื่อ
ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดข์องพยาธิชนิด P. epiclitum โดยใชไ้พรเมอรท์ี่ออกแบบจากวิจยั พบว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน COX1 ของพยาธิชนิด P. epiclitum มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ
พยาธิชนิด P. epiclitum ในฐานขอ้มูล GenBank ดังนัน้จึงสามารถสรุปไดว้่าผลการระบุชนิดของ
พยาธิชนิด P. epiclitum ด้วยวิธีการทางสัณฐานวิทยาและข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์มีความ
สอดคลอ้งกนั 

ผลการวินิจฉัยการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ ในมูลสัตวด์ว้ยวิธี formalin-ether 
sedimentation ในงานวิจัยนี ้พบลักษณะของไข่พยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขีร้ิว้มีรูปร่างกลมรี 
เปลือกบาง สีเทา มีฝาปิดเปลือกไข่ ขนาดความกวา้ง 61.4-91.3 ไมโครเมตร ความยาว 126.7-
171.2 ไมโครเมตร สอดคลอ้งกับงานวิจัยก่อนหนา้ (Gordon et al., 2013) พบปริมาณไข่ต่อกรมั
สูงถึง 241ฟอง ค่าความชุกรวมรอ้ยละ 42.1 (104/247) ซึ่งมีค่าความชุกสูงกว่ารายงานวิจัยก่อน
หน้าหลายรายงาน เช่น รายงานของ Jittapalapong ที่รายงานความชุกของการติดพยาธิใบไม้
กระเพาะผา้ขีร้ิว้รอ้ยละ 28.41 (Jittapalapong et al., 2011) รายงานของ Yuwajita และคณะ ที่
รายงานค่าความชุกของการติดพยาธิใบไมก้ระเพาะผา้ขีร้ิว้รอ้ยละ 20.08 (Yuwajita et al., 2014) 
รายงานของ Chowdhury และคณะ ที่รายงานความชุกของพยาธิในสกลุ Paramphistomum รอ้ย
ละ 22.0 (Chowdhury et al., 2017) รายงานของ Getahun และคณะ ที่รายงานความชุกของ
พยาธิในสุกล  Paramphistomum ร้อยละ  10.2 (Getahun et al., 2017) และรายงานของ 
Shameem และคณะ ที่ รายงานความชุกของพยาธิสกุล Paramphistomum ร้อยละ 25.47 
(Shameem, Malathi, & Marlapudi, 2021) เมื่อเปรียบเทียบความชุกกับรายงานวิจัยก่อนหน้า
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แสดงใหเ้ห็นว่าในปัจจุบนัพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้มีการระบาดเพิ่มมากขึน้ โดยจังหวดัที่มี
การระบาดของพยาธิสูงที่สุด 3 อันดับแรก ได้แก่ จังหวัดสุพรรณบุรี ร ้อยละ 57.9, จังหวัด
นครนายก รอ้ยละ 56.1 และจังหวดัชยันาท รอ้ยละ 48.4 ซึ่งมีสาเหตุมาจากพืน้ที่จังหวัดดังกล่าว
เป็นพืน้ที่เกษตรกรรมและมีการรายงานการระบาดของหอยน า้จืดซึ่งเป็นโฮสตก์ึ่งกลางของพยาธิ
ใบ ไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริ ้ว  (Anucherngchai, Chontananarth, Tejangkura, & Wongsawad, 
2020; Dunghungzin & Chontananarth, 2020, 2021) ซึ่งส่งผลใหค้วามเสี่ยงในปศุสตัวบ์ริเวณ
พืน้ที่จงัหวดัดงักล่าวเพิ่มมากขึน้มากกว่าพืน้ที่อ่ืน ๆ ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะตอ้งมีการ
สรา้งแผนเฝ้าระวังการระบาด เพื่อให้เกิดการติดเชือ้ในปศุสัตวน์้อยที่สุด โดยต้องท าการตรวจ
วินิจฉัยการติดพยาธิในระยะไข่ในมูลสตัว ์เพื่อคัดแยกสตัวท์ี่ติดพยาธิและไม่ติดพยาธิออกจากกัน 
ป้องกนัการกระจายของเชือ้ เนื่องจากสตัวป์ศสุตัวม์ีการเลีย้งแบบเป็นกลุ่มและมีการบรโิภคพืชใน
แหล่งพืน้ที่เดียวกนั หากมีสตัวติ์ดเชือ้จะสามารถแพรก่ระจายไปยงัสตัวต์วัอ่ืนได้ผ่านนทางมลูสตัว์
ที่มีระยะติดต่อ (ระยะเมตตาเซอรค์าเรียในพืช) ของพยาธิที่ขบัออกมา ส่งผลท าใหเ้กิดการระบาด
ของพยาธิเป็นวงกวา้งมากขึน้ และกระทบต่อผลผลิตจากปศุสตัวโ์ดยรวมได้ ทัง้นีก้ารวินิจฉัยการ
ติดพยาธิใบไม้ในกระเพาะผ้าขี ้ริว้แบบดั้งเดิม (formalin-ether sedimentation) เป็นเพียงการ
ตรวจสอบเบือ้งตน้ไม่สามารถระบุชนิดของไข่พยาธิที่พบได ้เนื่องจากไข่พยาธิในกลุ่มดังกล่าวมี
ลกัษณะใกลเ้คียงกันภายในกลุ่มพยาธิและมีขนาดใกลเ้คียงกบัพยาธิใบไมต้บั และมีรายงานการ
ตรวจพบพยาธิทัง้ 2 กลุ่มร่วมกนัในปศสุตัวอ์ย่างต่อเนื่อง (Chryssafidis et al., 2015; Ploeger et 
al., 2017) ดงันัน้จึงจ าเป็นตอ้งใชข้อ้มลูทางอณูชีววิทยาเขา้มาช่วยในการระบุชนิดของพยาธิ โดย
ท าการระบุชนิดของพยาธิในระยะตวัเต็มวยัดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอรจ์ าเพาะ จากนัน้น า
ไพรเมอรด์งักลา่วมาตรวจสอบกบัระยะไข่ในมลูสตัว ์

โดยในงานวิจัยไดอ้อกแบบไพรเมอรเ์พื่อเพิ่มชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนบนไมโทคอนเดรีย
จ านวน 4 ยีน ได้แก่ COX1, CYTB, ND1 และ ND4 เพื่อศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิ
กลุ่มเป้าหมายทั้ง 4 ชนิด และน าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ไดม้าเป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์
จ าเพาะ เพื่อใชใ้นการระบุชนิดของพยาธิ โดยพบว่ายีนเหล่านีเ้คยถูกน าไปใชใ้นการระบุชนิดของ
พยาธิหลายชนิด เช่น ยีน COX1 เคยใช้ในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อพยาธิชนิด 
Calicophoron daubneyi และ C. calicophorum (Martinez-Ibeas et al., 2013) ยีน ND1 เคย
ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อพยาธิชนิด C. calicophorum และ Expplanatum 
explanatum (Chamuah et al., 2016) และยีน ND4 เคยใช้ในการระบุชนิดของพยาธิชนิด 
Fasciola hepatica (Walker et al., 2007) ถึงแมท้ัง้ 3 ยีนจะมีความสามารถในการระบุชนิดของ
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พยาธิชนิดอ่ืน ๆ ในกลุ่มกระเพาะผ้าขี ้ริว้และพยาธิใบไม้ในตับ เนื่องจากมีต าแหน่งอนุรักษ ์
(conserve region) ภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันค่อนข้างสูง  (Simon et al., 1994) แต่เมื่อน า
ล าดับนิวคลีโอไทดข์องทัง้ 3 ยีน มาออกแบบไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้
จ านวน 4 ชนิดที่ เป็นเป้าหมายในงานวิจัย พบว่าไพรเมอรจ์ าเพาะบางคู่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
เนือ้เยื่อโฮสตแ์ละ/หรือพยาธิที่มีความสมัพนัธใ์กลช้ิดได ้ส่งผลใหไ้ม่สามารถใชร้ะบุชนิดของพยาธิ
ไดอ้ย่างชัดเจน สาเหตุเนื่องมาจากขอ้จ ากัดในการเลือกต าแหน่งการออกแบบไพรเมอร ์ที่ตอ้งมี
ขนาดผลิตภัณฑ์ที่แตกต่างกันในแต่ละชนิดของพยาธิเพื่อน าไปพัฒนาการตรวจในรูปแบบ 
multiplex PCR เพื่อใหเ้กิดประโยชนส์งูสดุในการตรวจวินิจฉัยการติดเชือ้ร่วมกนัของพยาธิ ซึ่งท า
ใหไ้พรเมอรบ์างคู่ ต าแหน่งที่ออกแบบมีความคาบเก่ียวหรือทับซอ้นกบับริเวณอนุรกัษ์ร่วมกันของ
พยาธิหลายชนิดในยีนเดียวกนั เมื่อน ามาทดสอบดว้ยเทคนิค PCR แมม้ีการปรบัเวลาหรืออณุหภูมิ
ในแต่ละขัน้ตอนของปฏิกิริยารวมถึงปรบัปริมาตรหรือความเขม้ขน้ของสารที่ใชใ้นปฏิกิริยา ก็ไม่
สามารถใหค้วามจ าเพาะกบัพยาธิเปา้หมายไดเ้พียงชนิดเดียว 

อย่างไรก็ตามพบว่าไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน CYTB ใหผ้ลที่แตกต่าง แมว้่ามี
ขอ้จ ากัดในการออกแบบไพรเมอรเ์ช่นเดียวกันกับ 3 ยีนขา้งตน้ แต่เมื่อน ามาทดสอบกับตัวอย่าง
พยาธิที่พบในงานวิจัย พบว่ามีความจ าเพาะกับพยาธิเป้าหมายเพียงชนิดเดียว ไม่เกิดปฏิกิริยา
ขา้มกับเนือ้เยื่อของโฮสตแ์ละพยาธิชนิดอ่ืนที่มีความสมัพันธ์ใกลช้ิด ซึ่งสอดคลอ้งกับรายงานวิจัย
หลายงานก่อนหน้าที่กล่าวว่ายีน CYTB สามารถใชร้ะบุชนิดของพยาธิหลายชนิด เช่น ระบุชนิด
ของพยาธิตวักลมในหลอดอาหารของสนุขัชนิด Spirocerca lupi (Rojas et al., 2017) พยาธิใบไม้
ในล าไส้ชนิด Echinostoma revolutum (Anucherngchai et al., 2019) พยาธิใบไม้ตับชนิด 
Fasciola gigantica (Chontananarth & Parawat, 2019) ปรสิตโพรโทซวัในเลือดชนิด Babesia 
bovis และ B. bigemina (Y. Yang et al., 2016) เป็นตน้ นอกจากนีย้ังพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน CYTB ในพยาธิใบไมก้ระเพาะผา้ขีร้ิว้มีความยาวประมาณ 1,112 - 1,115 เบส (Yang et 
al., 2015) ซึ่งมีความยาวที่มากพอท าใหส้ามารถออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะจ านวน 4 คู่ ที่มีขนาด
ผลิตภัณฑ์แตกต่างกันของพยาธิ 4 ชนิดที่พบในงานวิจัย (198, 389, 545 และ 675 คู่เบส) ซึ่ง
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค multiplex PCR เพื่อวินิจฉัยการติดเชือ้
รว่มกนัของพยาธิในสตัวต์วัเดียวได ้ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงานวิจยัหลายรายงานที่ออกแบบไพรเมอร์
จ าเพาะใหม้ีขนาดที่แตกต่างกนัเพื่อใหส้ามารถแยกชนิดของพยาธิไดอ้ย่างชดัเจน (Bartolomé et 
al., 2018; Bisset et al., 2014; Chontananarth, 2017; Martinez-Ibeas et al., 2013; Zarlenga 
et al., 2001) 
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เมื่อเปรียบเทียบความไวของไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบจากยีน CYTB พบว่าความไวใน
เทคนิค PCR สามารถตรวจสอบความเขม้ขน้ของพยาธิไดต้ ่าสดุในช่วง 10.0 นาโนกรมั ถึง 1.0 พิ
โคกรมั ในขณะที่เทคนิค multiplex PCR สามารถตรวจสอบความเขม้ของดีเอ็นเอของพยาธิต ่าสดุ
ไดใ้นช่วง 1.0 - 0.1 นาโนกรมั จะเห็นไดว้่าความไวของไพรเมอรใ์นเทคนิค multiplex PCR มีความ
ไวที่ต  ่ากว่าเทคนิค PCR เนื่องมาจากในเทคนิค multiplex PCR มีการใชไ้พรเมอรห์ลายคู่ (4คู่) ใน
ปฏิกิริยาเดียว ท าใหเ้กิดการยบัยัง้กนัในปฏิกิริยา (inhibitor) ส่งผลใหค้วามไวต ่า ต่างจากเทคนิค 
PCR ที่มีไพรเมอรเ์พียงคู่เดียวจึงให้ความไวที่สูงกว่า ทั้งนี ้พบว่า Wongsawad และคณะ เคย
รายงานว่าไข่พยาธิชนิด F. elongatus และ P. epiclitum จ านวน 1 ฟอง มีความเขม้ขน้ของดีเอ็น
เอเท่ากับ 14.01 และ 17.53 นาโนกรมั ตามล าดับ (Wongsawad et al,. 2006) แสดงให้เห็นว่า
ความไวของไพรเมอรใ์นงานวิจัยนีส้ามารถใชต้รวจสอบตัวอย่างไข่พยาธิได ้โดยในงานวิจัยนีไ้ด้
ทดสอบกับตัวอย่างมูลสตัวท์ี่เก็บจากจงัหวัดนครนายก ซึ่งเป็นหนึ่งในจงัหวัดที่พบการระบาดของ
พยาธิใบไมก้ระเพาะผา้ขีร้ิว้สูง ผลการทดสอบพบว่าเกิดผลบวกในตัวอย่างมูลสตัวแ์ละสามารถ
ระบุชนิดของไข่พยาธิที่พบได้ ดังนั้นไพรเมอรจ์ าเพาะที่ออกแบบในงานวิจัยเพื่อใช้ในเทคนิค 
multiplex PCR จึงเป็นประโยชนอ์ย่างยิ่งในการน าไปประยุกตใ์ชก้ับแหล่งเพาะเลีย้งโค -กระบือ 
ช่วยใหเ้กษตรกรผูเ้ลีย้งสามารถตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ในปศุสตัวไ์ด้
ก่อนที่สตัวจ์ะแสดงอาการของโรค paramphistomosis และสามารถวางแผนเฝ้าระวงัการระบาด
ของพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ไดอ้ย่างทนัท่วงที โดยงานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัแรกที่ท าการพฒันา
เทคนิค multiplex PCR ที่สามารถตรวจสอบการติดพยาธิใบไมใ้นกระเพาะผา้ขีร้ิว้ได ้4 ชนิด ใน
ปฏิกิรยิาเดียวกนั และสามารถใชต้รวจสอบระยะไข่ในมลูสตัวไ์ด ้ 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล จนัทรจ์ฬุา ภาระเวช 
วัน เดือน ปี เกิด 28 มีนาคม 2537 
สถานทีเ่กิด อบุลราชธานี 
วุฒกิารศึกษา วิทยาศาสตรบณัฑิต (ชีววิทยา) มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ กรุงเทพฯ  

มธัยมศกึษา (วิทย-์คณิต) โรงเรียนนารีนกุลู จงัหวดัอบุลราชธานี 
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 466/51 หมู่ 5 ต.ขามใหญ่ อ.เมือง จงัหวดัอบุลราชธานี 34000 
ผลงานตีพิมพ ์ 1) จนัทรจ์ฬุา ภาระเวช,  ธนวรรณ เตชางกรู และ  ฐาปนา ชลธนานารถ.  

(2564).  การพฒันาไพรเมอรท์ี่จ  าเพาะต่อพยาธิใบไมช้นิด 
Fischoederius elongatus โดยใชล้  าดบันิวคลิโอไทดจ์ากยีน NADH 
dehydrogenase subunit 1 (ND1).  ใน การประชมุวิชาการระดบัชาติ 
"มศว วิจยั" ครัง้ที่ 14 .  หนา้ 575-583.  พิมพค์รัง้ที่ 1.  กรุงเทพฯ: 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ.   
2) Chontananarth, T., & Parawat, J. (2019). Development of 
Cytochrome B, a new candidate gene for a high accuracy 
detection of Fasciola eggs in fecal specimens. Veterinary 
parasitology, 274, 108922.  
3)จนัทรจ์ฬุา ภาระเวช, เมธาวี สบายใจ และ ฐาปนา ชลธนานารถ.  
(2561).  ค่าความชุกและสณัฐานวิทยาของหนอนพยาธิในล าไสก้บนา
ชนิด Hoplobatrachus rugulosus (Wiegmann, 1834) จากอ าเภอโพธิ์

ไทร จงัหวดัอบุลราชธานี.  แก่นเกษตร, 46: 986-991. 
รางวัลทีไ่ด้รับ รางวลัระดบัชมเชย ในการน าเสนอแบบโปสเตอร ์ประเภทนกัศึกษา งาน

ประชมุวิชาการเกษตร ครัง้ที่ 19 ประจ าปี 2561   
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