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งานวิจยัครัง้นีไ้ด้พฒันาไพรเมอร์จ าเพาะต่อพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina 3 ชนิด ได้แก่ R. 

echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus ด้วยวิธี simplex PCR และ loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP) ควบคู่กบั lateral flow dipstick (LFD) ส าหรับเป็นเคร่ืองมือการ
ตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ในสตัว์ปีก ผลการศกึษาวิธี simplex PCR ได้ออกแบบไพรเมอร์
จ าเพาะส าหรับ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus แต่ละชนิด ซึง่ให้ผลิตภัณฑ์
เป้าหมายท่ีมีความจ าเพาะขนาด 473, 352 และ 397 bp ตามล าดบั ความไวในการเกิดปฏิกิริยาของไพร
เมอร์จ าเพาะต่อ R. echinobothrida และ R. cesticillus เท่ากบั 0.05 ng/µl ในขณะท่ี R. tetragona มี
ความไวเท่ากบั 0.5 ng/µl ส าหรับการตรวจหาด้วยวิธี LAMP-LFD ไพรเมอร์ LAMP และ DNA probe ถูก
ออกแบบให้มีความจ าเพาะตอ่พยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ทัง้ 3 ชนิด และมีความไวในการเกิดปฏิกิริยา
เท่ากบั 0.5 ng/µl สภาวะท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 66 °C ระยะเวลา 60 นาที เมื่อน า
ผลิตภณัฑ์ LAMP มาวิเคราะห์ควบคูก่บัเทคนิค LFD พบวา่การเข้าจบัของ DNA probe ท่ีความเข้มข้น 2 
pmol ท่ีอุณหภูมิ 66 °C ระยะเวลา 5 นาที เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการวิเคราะห์ผล เมื่อน าวิธี 
simplex PCR, LAMP และ LAMP-LFD ไปตรวจหากบัพยาธิตวัตืดจากไก่และเป็ด พบวา่ทัง้ 3 วิธีให้ผลท่ี
มีความถูกต้องและแม่นย าเหมือนกันทัง้หมด นอกจากนีก้ารศึกษาครัง้นีเ้ป็นรายงานแรกท่ีพัฒนาไพร
เมอร์จ าเพาะส าหรับใช้ในการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina 
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In this study, the specific primers of simplex PCR and loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) coupled with lateral flow dipstick (LFD) were developed for the detection 
of Raillietina echinobothrida, R. tetragona, and R. cesticillus in poultry. The results showed 
that each primer was capable of specifically amplifying species without cross-amplification. 
The size of target products were approximately 473, 352, and 397 bp for R. echinobothrida, R. 
tetragona, and R. cesticillus, respectively. The sensitivity test demonstrated that the minimum 
DNA concentration can be detected using specific primers for R. echinobothrida and R. 
cesticillus was 0.05 ng/µl while R. tetragona primer has lower sensitivity and can detect DNA 
at concentration of 0.5 ng/µl. For LAMP-LFD, LAMP primers and DNA probe were specifically 
designed for Raillietina species. The optimal LAMP reaction was 66 °C for 60 minutes. LAMP 
products were hybridized with 2 pmol of the DNA probe at 66 °C for 5 minutes for 
examination. Finally, the specific simplex PCR, LAMP, and LAMP-LFD were used to test adult 
worms from chicken and duck. Three methods were successfully amplified the target DNA 
with high accuracy and sensitivity. In addition, this study was the first report on specific 
primers for verification of Raillietina species. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ที่มาและความส าคัญ 
ประเทศไทยประกอบด้วยพืน้ท่ีเกษตรกรรมท่ีอุดมไปด้วยทรัพยากรท่ีเหมาะสมต่อการ

เพาะปลกูและเลีย้งสตัว์ สง่ผลให้มีผู้ประกอบอาชีพเกษตรกรและปศสุตัว์กระจายตวัอยู่ทกุภูมิภาค
ของประเทศ สามารถสร้างรายได้ให้กับประเทศอย่างสูง ส านักงานพัฒนาระบบและรับรอง
มาตรฐานสินค้าปศุสัตว์ได้รายงานปริมาณการส่งออกผลิตภัณฑ์จากสัตว์เศรษฐกิจระหว่างปี   
พ.ศ. 2557-2561 เฉล่ียสงูถึง 7.70 แสนตนัตอ่ปี และมีแนวโน้มขยายตวัขึน้ทุกปี โดยหนึ่งในสตัว์
เศรษฐกิจท่ีมีแนวโน้มในการขยายตวัสงูขึน้อยา่งตอ่เน่ืองคือ สตัว์ปีก ได้แก่ ไก่ และเป็ด เน่ืองจากมี
คณุค่าทางโภชนาการ และให้ปริมาณโปรตีนต่อน า้หนกัมากกว่าสตัว์เศรษฐกิจชนิดอ่ืน ระหว่างปี 
พ.ศ. 2557-2561 อัตราการส่งออกเนือ้ไก่และเนือ้เป็ดคิดเป็นร้อยละ 95 ของผลิตภัณฑ์จากสตัว์
เศรษฐกิจท่ีส่งออกทัง้หมด ซึ่งท ารายได้ให้กบัประเทศมากกว่า 70,000 ล้านบาทต่อปี (ส านกังาน
พฒันาระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าปศสุตัว์, 2562) ดงันัน้การขยายก าลงัการผลิตจึงเป็นสิ่ง
ส าคัญในการเพิ่มรายได้ให้กับประเทศ อย่างไรก็ตามการขยายก าลังการผลิตอย่างเดียวยังไม่
เพียงพอส าหรับการแข่งขนักับความต้องการของตลาดโลก แต่ยงัต้องมีการพฒันามาตรฐานด้าน
สขุอนามยัในขัน้ตอนการผลิต รวมถึงการตรวจสอบ และควบคมุโรคระบาดเพ่ือให้ได้เนือ้สตัว์ท่ีมี
คณุภาพและได้รับความเช่ือมัน่จากตลาดโลก 

โรคระบาดในไก่และเป็ดเกิดขึน้ได้จากหลายสาเหตุ เช่น เชือ้ไวรัส ได้แก่ โรคไข้หวัดนก 
(avian influenza), โรคฝีดาษ (fowl pox), โรคมาเร็กซ์ (Marek’s disease) เชือ้แบคทีเรีย ได้แก่   
โรคหวดัหน้าบวม (fowl coryza), โรคอหิวาต์สตัว์ปีก (fowl cholera), โรคขีข้าว (pullorum) รวมไป
ถึงโรคท่ีมีสาเหตุจากการติดหนอนพยาธิโดยสามารถแบ่งได้ 3 กลุ่มคือ 1) พยาธิตัวกลม เช่น 
Ascaridia galli, Heterakis gallinarum, Capillaria annulata, Strongyloides spp. 2) พยาธิ
ใบไม้ เช่น Hypoderaeum conoideum, Echinostoma revolutum, Echinoparyphium 
recurvatum, Prosthogonimus macrochis, P. cuneatus, P. pellucidus และ 3) พยาธิตวัตืด 
เช่น Diorchis spp., Cotugnia spp., Raillietina spp. (Butboonchoo, & Wongsawad, 2017; 
Nithiuthai, Chungpivat, & Sukumavasi, 2003; Saijuntha, Duenngai, & Tantrawatpan, 
2013; Saijuntha, Tantrawatpan, Sithithaworn, Andrews, & Petney, 2011) ซึ่งหนอนพยาธิท่ี
กล่าวมาก่อให้เกิดอาการท้องร่วง เบื่ออาหาร น า้หนักลด ขาดสารอาหาร ส่งผลให้อัตราการ
เจริญเตบิโตช้าลง และอาจท าให้ถึงตายได้ในท่ีสดุ (ประภากร, 2560)  
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ประเทศไทยมีรายงานการระบาดของพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ในสัตว์ปีกเศรษฐกิจ
ทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ Raillietina echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus โดยมีค่า
ความชุก (prevalence) อยู่ระหว่างร้อยละ 8.40-66.8 (Butboonchoo & Wongsawad, 2017; 
Sangvaranond, 1994) ส่งผลให้ต้นทนุการผลิตสงู อตัราแลกเนือ้เพิ่มขึน้และคณุภาพเนือ้ท่ีไม่ได้
มาตรฐาน ดงันัน้ความรวดเร็วและความแม่นย าในการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietin ในสตัว์
ปีกจงึมีความส าคญัส าหรับใช้เป็นข้อมลูในการวิเคราะห์แนวทางการรักษาสตัว์ท่ีติดพยาธิได้อย่าง
ทนัท่วงที รวมถึงใช้เป็นข้อมลูในการเฝา้ระวงั ป้องกัน และควบคมุพืน้ท่ี ๆ มีการระบาดของพยาธิ
ตวัตืดสกลุ Raillietina ไมใ่ห้กระจายเป็นวงกว้างตอ่ไป 

โดยทั่วไปการตรวจหาการติดพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ต้องใช้ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา จากการท าสไลด์ถาวรเพ่ือตรวจลักษณะส าคัญท่ีใช้ในการระบุชนิด ดังนี ้(1) rostellum 
ประกอบด้วย hook ท่ีมีลกัษณะเป็นรูปค้อน เรียงตวัเป็นวงกลมอย่างน้อย 1 วง (2) หนึ่งปล้องมี
ระบบสืบพันธุ์ 1 ชุด ประกอบด้วยรังไข่ 1 อนัอยู่บริเวณกึ่งกลางปล้องกับอณัฑะจ านวนมากท่ี
กระจายตวัอยู่รอบ ๆ (3) genital pore เปิดแบบ unilateral และ (4) จ านวนไข่ตอ่หนึ่งแคปซูลมี
ตัง้แต่หนึ่งจนถึงหลายฟอง (Butboonchoo, Wongsawad, Rojanapaibul, & Chai, 2016; 
Sawada, 1964; Sawada, 1965; Yamaguti, 1959) จากท่ีกล่าวมาจะเห็นได้ว่าการตรวจหาโดย
ใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท าได้ยาก ใช้ระยะเวลานาน และต้องอาศยัความช านาญทางด้าน
ปรสิตวิทยาในการจดัจ าแนกสงู เน่ืองจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของหนอนพยาธิกลุ่มนี ้และ
โฮสต์เฉพาะ (definitive host) มีความใกล้เคียงกนั ท าให้เกิดความผิดพลาดในการตรวจหาได้ง่าย 
ส่งผลต่อการใช้ยารักษาผิดชนิดหรือให้ยาในปริมาณท่ีไม่เหมาะสม ดงันัน้จึงมีการน าวิธีทางอณู
ชีววิทยามาประยกุต์ส าหรับระบชุนิดเน่ืองจากมีความรวดเร็ว และความแม่นย าสงู รวมถึงสามารถ
ตรวจหาการติดหนอนพยาธิได้ตัง้แต่ระยะเร่ิมต้น โดยไม่จ าเป็นต้องรอให้เกิดการตอบสนองของ
ระบบภูมิคุ้มกนัเหมือนโดยวิธีการตรวจทางภูมิคุ้มกันวิทยา ซึ่งก่อนหน้านีมี้รายงานการใช้วิธีทาง
อณูชีววิทยาหลายวิธีในการศึกษาและระบุชนิดการติดพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina เช่น reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) (Chen & Li, 2014), random amplified 
polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR) (Ghobashy & Taeleb, 2015), 
phylogenetic analysis (Butboonchoo et al., 2016), high annealing temperature random 
amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) (Butboonchoo & Wongsawad, 2017) เป็นต้น แต่
วิธีทางอณชีูววิทยาท่ีกลา่วมาจ าเป็นต้องใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมและต้องตรวจสอบผล
ด้วยการท า gel electrophoresis ซึ่งต้องด าเนินการในห้องปฏิบตัิการเท่านัน้ ท าให้มีข้อจ ากัด
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ทางด้านเคร่ืองมือและสถานท่ี ปัจจุบนัวิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
ได้รับความนิยมในการน ามาตรวจหาเชือ้ก่อโรคในมนษุย์ และสตัว์เศรษฐกิจหลายชนิด เน่ืองจาก
เป็นวิธีท่ีเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรมโดยไม่ต้องใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (thermal cycler 
machine) สามารถท าได้ง่าย มีความจ าเพาะ (specificity) และความไวสูง (sensitivity) 
นอกจากนีเ้ม่ือน ามาประยุกต์ใช้ร่วมกบัเทคนิค lateral flow dipstick (LFD) จะท าให้สามารถ
ตรวจสอบผลได้ง่าย รวดเร็วและเหมาะกบัการปฏิบตัิงานภาคสนาม เพ่ือน าไปพฒันาเป็นชดุตรวจ
ท่ีให้ผู้ประกอบการสามารถตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ได้ด้วยตนเอง 

 การศกึษาครัง้นีจ้ึงมีเปา้หมายเพ่ือออกแบบเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับใช้ตรวจหา
การติดพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ในสตัว์ปีกเศรษฐกิจ เพ่ือยกระดบัมาตรฐานคณุภาพเนือ้ไก่
และเป็ดของประเทศให้สามารถแขง่ขนักบัตลาดโลกได้ 

ความมุ่งหมายงานวิจัย 
1. เพ่ือพฒันาวิธี simplex PCR ส าหรับระบชุนิดพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina แตล่ะชนิดท่ี

พบในการศกึษาครัง้นี ้

2. เพ่ือพฒันาวิธี LAMP ควบคูก่บั LFD ท่ีจ าเพาะตอ่พยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทกุชนิด
ท่ีพบในการศกึษา ส าหรับเป็นเคร่ืองมือในการตรวจหาในสตัว์ปีก 

ความส าคัญของงานวิจัย 
พฒันาวิธี simplex PCR และ วิธี LAMP-LFD ส าหรับระบชุนิดและตรวจหาพยาธิตวัตืด

สกุล Raillietina ในสัตว์ปีก ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาการระบาดเชิงพืน้ท่ี  และ
วินิจฉยัการตดิพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ได้เคร่ืองมือ และ/หรือกระบวนการในการระบุชนิดและตรวจหาพยาธิตัวตืดสกุล 

Raillietina ในสตัว์ปีก 

2. สามารถน าเคร่ืองมือท่ีได้ไปประยุกต์ใช้ติดตาม และเฝ้าระวังการระบาดของพยาธิ
ตวัตืดสกลุ Raillietina 
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ขอบเขตการศึกษา 
ตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในไก่ และเป็ดท่ีพบในพืน้ท่ีท่ีมีรายงานการระบาดใน

ประเทศไทย เพ่ือน าตวัอย่าง DNA จากพยาธิตวัตืดสกุลดงักล่าวมาพฒันาวิธี simplex PCR ท่ี
จ าเพาะต่อพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina แต่ละชนิดท่ีพบจากยีนท่ีมีประสิทธิภาพ ส าหรับการระบุ
ชนิด และพฒันาวิธี LAMP-LFD ส าหรับเป็นเคร่ืองมือตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina  

สมมตฐิานการวิจัย 
เน่ืองจากการระบชุนิดพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina โดยใช้ลกัษณะสณัฐานวิทยาท าได้ยาก 

ผู้ วิจัยจึงออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ท่ีพบในประเทศไทยใน
การศกึษาครัง้นี ้ส าหรับใช้ในระบชุนิด และพฒันาวิธี LAMP-LFD ส าหรับการตรวจหาพยาธิตวัตืด
สกลุ Raillietina ในสตัว์ปีกท่ีมีประสิทธิภาพ 

 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

พยาธิตัวตืด (cestode) 
พยาธิตัวตืดเป็นหนอนตัวแบนซึ่งถูกจัดอยู่ในไฟลัม (phylum) Platyhelminthes ชัน้ 

(class) Cestoda มีลกัษณะของล าตวัแบง่ออกเป็น 3 ส่วนคือ (1) ส่วน scolex เป็นส่วนท่ีอยู่ปลาย
ด้านหน้าสดุของล าตวัมีหน้าท่ีในการยึดเกาะกับทางเดินอาหารของโฮสต์และเป็นส่วนส าคญัท่ีใช้
ในการระบชุนิดของพยาธิตวัตืด (2) ส่วน neck เป็นส่วนคอดอยู่ตอ่จาก scolex มีหน้าท่ีเก่ียวกับ
การสร้างปล้อง และ (3) ส่วน strobila อยู่ถัดจาก neck เป็นส่วนหลักของล าตัวทัง้หมด
ประกอบด้วยปล้อง (proglottid) 3 ชนิดเรียงจากส่วนหน้าไปยังท้ายล าตัวคือ ปล้องอ่อน 
(immature proglottid) เป็นปล้องท่ีมีอวยัวะสืบพนัธุ์พฒันาแต่ยงัไม่สมบูรณ์, ปล้องแก่ (mature 
proglottid) เป็นปล้องท่ีระบบสืบพนัธุ์มีการพฒันาจนสมบูรณ์ ซึ่งเป็นส่วนท่ีสามารถช่วยในการ
ระบชุนิดได้ และปล้องสกุ (gravid proglottid) อยู่ส่วนท้ายล าตวัเป็นปล้องท่ีเต็มไปด้วยแคปซูลไข่ 
ซึง่ภายในมีไขท่ี่ได้รับการปฏิสนธิ (fertilized egg) (ภาพประกอบ 1) (Cheng, 2012) 

 

 
ภาพประกอบ 1 สณัฐานวิทยาโดยทัว่ไปของพยาธิตวัตืด 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Roberts & Janovy. (2009) 

พยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
พยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ประกอบด้วยสมาชิกมากกว่า 200 ชนิด สามารถแบ่งได้       

4 สกลุย่อย ได้แก่ Paroniella, Skrjabinia, Raillietina และ Fuhrmanneta ซึ่งมีรายงานการพบใน
สัตว์ปีกและสัตว์เลีย้งลูกด้วยน า้นมหลายชนิด ลักษณะทั่วไปของพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina      
ท่ีส าคญัคือ (1) มี rostellar hook ลกัษณะเป็นรูปค้อน (2) มีจ านวนอณัฑะตอ่ปล้องมาก (3) ส่วน
ใหญ่ sucker ประกอบด้วยหนามขนาดเล็กจ านวนหลายวง (4) genital pore เปิดแบบ unilateral 
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(5) รังไขมี่ลกัษณะเป็น lobe สว่นใหญ่อยูต่ าแหนง่กึ่งกลางของปล้อง และ (6) จ านวนไข่ตอ่แคปซูล
ไข ่ตัง้แตห่นึง่ฟองจนถึงหลายฟอง ส าหรับการระบชุนิดของพยาธิตวัตืดสกลุดงักล่าวจ าเป็นต้องท า
สไลด์ถาวรเพ่ือศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาโดยละเอียด เช่น ขนาดและลักษณะของ scolex, 
ปล้องแก่, รังไข,่ ลกัษณะและจ านวนแถวของ rostellar hook, ลกัษณะและจ านวนหนามท่ี sucker 
จ านวนของอัณฑะต่อปล้อง และต าแหน่งการเปิดของ genital pore ในแต่ละปล้อง 
(Butboonchoo et al., 2016; Sawada, 1964; Sawada, 1965; Yamaguti, 1959) 

สกุลย่อย Raillietina (Paroniella) 
ประกอบด้วยสมาชิก 47 ชนิด โดยมี 2 ลักษณะส าคัญท่ีถูกใช้ในการจัดจ าแนกพยาธิ

ตวัตืดเป็นสมาชิกสกลุย่อยนี ้ คือ รูปแบบการเปิดของ genital pore เป็นแบบ unilateral และมีไข่
เพียงหนึง่ฟองตอ่หนึง่แคปซูลไข่ เท่านัน้ (ภาพประกอบ 2) โดยมีรายงานพยาธิตวัตืดในสกลุย่อยนี ้
ในไก่ (Gallus sp.) และเป็ด (Anas sp.) เช่น R. (P)  acanthovagina, R. (P) anatine, R. (P) 
fecunda, R. (P) kashiwarensis, R. (P) macassarensis, R. (P) parbata, R. (P) rangoonica, 
R. (P) southwelli, R. (P) tenuniformis และ R. (P) tinguiana (Sawada, 1964) 

 

 
ภาพประกอบ 2 สณัฐานวิทยาของ R. (P.) kashiwarensis  

(1: สว่น scolex; 2: ปล้องแก่; 3: ปล้องสกุ) 

ท่ีมา: Sawada. (1953) 
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สกุลย่อย Raillietina (Skrjabinia) 
ประกอบด้วยสมาชิก 33 ชนิด มีลกัษณะส าคญัท่ีใช้จดัจ าแนกพยาธิตวัตืดเป็นสกลุย่อยนี ้

คือ รูปแบบการเปิดของ genital pore เป็นแบบ alternating irregular unilateral และมีไข่เพียง
หนึ่งฟองต่อหนึ่งแคปซูลไข่ (ภาพประกอบ 3) พบในไก่ และเป็ด เช่น R. (S) bohmi, R. (S) 
cesticillus และ R. (S) sudanica (Sawada, 1964) 

 

 
ภาพประกอบ 3 สณัฐานวิทยาของ R. (S.) doggaddaensisi  

(1: สว่น scolex; 2: ปล้องแก่; 3: ปล้องสกุ) 

ท่ีมา: Malhotra & Capoor. (1984) 

สกุลย่อย Raillietina (Raillietina) 
ประกอบด้วยจ านวนชนิดมากท่ีสุดในสกุลย่อยทัง้หมดโดยมีจ านวนถึง 129 ชนิด ซึ่งมี

ลกัษณะท่ีตา่งจากสกลุยอ่ยอ่ืน คือ รูปแบบการเปิดของ genital pore เป็นแบบ unilateral และมีไข่
มากกว่าหนึ่งฟองต่อหนึ่งแคปซูลไข่ (ภาพประกอบ 4) ชนิดท่ีมีรายงานติดในไก่ และเป็ด เช่น R. 
(R) cyrtus, R. (R) dattai, R. (R) echinobothrida, R. (R) osakensis, R. (R) parviuncinata, 
R. (R) peradenica, R. (R) pseudocyrtus, R. (R) thantugensis และ R. (R) tetragona 
(Sawada, 1965) 



  8 

 
ภาพประกอบ 4 สณัฐานวิทยาของ R. (R.) dromaius  

(1: สว่น scolex; 2: rostellar hooks; 3: accessory rostellum spine; 4: sucker hooks;             
5: ปล้องแก่; 6: ปล้องสกุ; 7: cirrus และ distal vagina; 8: female genitalia) 

ท่ีมา: O'Callaghan. (2004) 

สกุลย่อย Raillietina (Fuhrmanneta) 
ประกอบด้วยสมาชิก 17 ชนิด ซึ่งมีลกัษณะแตกต่างจากสกุลย่อยอ่ืน ๆ คือ รูปแบบการ

เปิดของ genital pore เป็นแบบ alternating irregular unilateral และมีไข่มากกว่าหนึ่งฟองต่อ
หนึง่แคปซูลไข ่(ภาพประกอบ 5) โดยมีรายงานชนิดท่ีติดในไก่ และเป็ด เช่น R. (F) birmanica, R. 
(F) laticanalis และ R. (F) pseudoechinobothrida (Sawada, 1965) 
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ภาพประกอบ 5 สณัฐานวิทยาของ R. (F) jurubatensis 

(1: สว่น scolex; 2: ปล้องแก่; 3: ปล้องสกุ) 

ท่ีมา: Oliveira, Oliveira, & Ederli. (2017) 

รูปวิธานส าหรับจัดจ าแนกสกุลย่อยของพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
1. genital pore เปิดแบบ unilateral………………...………...…………..…..………...………(2) 
   genital pore เปิดแบบ alternating irregular unilateral…..…………………..…..………….(3) 
2.แตล่ะ แคปซูลไข่ ประกอบด้วยไขห่นึง่ฟอง…………………….......................………Paroniella 
   แตล่ะ แคปซูลไข่ ประกอบด้วยไขห่ลายฟอง……...………………………..….……….Raillietina 
3.แตล่ะ แคปซูลไข่ ประกอบด้วยไขห่นึง่ฟอง……………………………………...……..Skrjabinia 
   แตล่ะ แคปซูลไข่ ประกอบด้วยไขห่ลายฟอง……………..…………………….….Fuhrmanneta 

วงจรชีวิตของพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
พยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ระยะตวัเต็มวยัอาศยัอยู่ในโฮสต์เฉพาะท่ีเป็นสัตว์ปีก และ

สตัว์เลีย้งลกูด้วยน า้นมหลายชนิดเช่น ไก่ เป็ด และ หน ู(Chandler & Pradatsundarasar, 1957; 
Chaisiri et al., 2010; Chenchittikul, Daengpium, Hasegawa, Itoh, & Phanthumachinda, 
1983) จากนัน้ปล้องสกุและไขท่ี่ได้รับการปฏิสนธิซึ่งมีตวัอ่อนท่ีเรียกว่า oncosphere อยู่ภายในจะ
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หลุดออกมาพร้อมกับอุจาระของโฮสต์เฉพาะแล้วถูกกินโดยโฮสต์กึ่งกลาง ( intermediate host) 
เป็นสตัว์พวกแมลง เช่น มด, ด้วง, แมลงวนั และ แตน เป็นต้น (Bartel, 1965; Horsfall, 1938; 
Reid, Ackert, & Case, 1938) จากนัน้ oncosphere จะไชผ่าน alimentary canal ของโฮสต์
กึ่งกลางแล้วพฒันาเป็นระยะติดต่อท่ีเรียกว่า cysticercoid อยู่ท่ี abdominal cavity เม่ือโฮสต์
เฉพาะมากินโฮสต์กึ่งกลาง cysticercoid จะใช้ rostellar hook และ sucker ยึดเกาะกบัผนงัล าไส้
ของโฮสตเ์ฉพาะ แล้วพฒันาเป็นระยะตวัเตม็วยั และปลอ่ยปล้องสกุออกมากบัอจุจาระใหม่ภายใน
ระยะเวลา 2 สปัดาห์ (ภาพประกอบ 6) (Ackert, 1936; Reid et al., 1938) การระบาดของพยาธิ
ตวัตืดสามารถกระจายได้อย่างรวดเร็ว เน่ืองจากปล้องสุกหนึ่งปล้องท่ีหลุดออกมากับอุจจาระ
ประกอบด้วยแคปซูลไข่ ตัง้แต ่10 ถึง 600 แคปซูลไข่ แตล่ะอนัจะบรรจุไข่ท่ีมีตวัอ่อนอยู่ภายใน
ตัง้แต ่1 ไปจนถึงมากกว่า 10 ฟอง ซึ่งหนอนพยาธิกลุ่มนีส้ามารถปล่อยปล้องสกุออกมาได้มากถึง 
9 ปล้องตอ่วนั โดยจะแตกตา่งกนัตามชนิดของพยาธิ ดงันัน้หากเกิดการติดพยาธิตวัตืดเพียงหนึ่ง
ตวัอาจจะส่งผลท าให้ค่าความชุก และความหนาแน่นของพยาธิสูงขึน้ได้อย่างรวดเร็ว (Baer & 
Sandars, 1956; Bartel & Hansen, 1964; Deardorff, Schmidt, & Kuntz, 1976; Reid, 1942; 
Reid & Nugara, 1961; Stunkard, 1953) 

 

 
ภาพประกอบ 6 วงจรชีวิตพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Bartel. (1965); Reid et al. (1938) 
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รายงานการระบาดพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ในประเทศไทย 
จากรายงานการส ารวจตัง้แตปี่ 1983 ถึง 2017 พบว่าประเทศไทยมีการระบาดของพยาธิ

ตวัตืดสกลุ Raillietina อยู่ทัง้หมด 4 ชนิด ได้แก่ R. siriraji, R. tetragona, R. echinobothrida 
และ R. cesticillus ซึ่งเป็นการส ารวจในโฮสต์เฉพาะทัง้สตัว์ปีกและสตัว์เลีย้งลกูด้วยน า้นมหลาย
ชนิด โดยมีค่าความชุกตัง้แต่ร้อยละ 1.70-66.80 และกระจายตวัหลายพืน้ท่ีของประเทศไทยดงั
ตาราง 1 

ตาราง 1 สถานการณ์ระบาดของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในโฮสต์เฉพาะชนิดตา่ง ๆ ใน
ประเทศไทย 

พยาธิ โฮสต์ ค่าความชุก (%) จังหวดั อ้างอิง 
R. tetragona Gallus gallus 

domesticus 
20.10 ภาคกลาง    

8 จงัหวดั* 
Sangvaranond, 1994 

57.50 พะเยา Butboonchoo & 
Wongsawad, 2017 

R. echinobothrida G. g. domesticus 66.80 ภาคกลาง    
8 จงัหวดั* 

Sangvaranond, 1994 

48.30 พะเยา Butboonchoo & 
Wongsawad, 2017 

R. cesticillus G. g. domesticus 8.40 ภาคกลาง    
8 จงัหวดั* 

Sangvaranond, 1994 

12.50 พะเยา Butboonchoo & 
Wongsawad, 2017 

R. siriraji Rattus spp. 1.70 จนัทบรีุ Chenchittikul et al., 1983 
Bandicota spp. 50.00 
Suncus murinus 2.20 

Raillietina sp. Rattus tanezumi 20.60 นา่น เลย 
บรีุรัมย์ 

Chaisiri et al., 2010 

Rattus spp. 34.70 อดุรธาน ี Ribas et al., 2016 

*ภาคกลาง 8 จงัหวดั: พระนครศรีอยุธยา, อ่างทอง, สพุรรณบรีุ, สิงห์บรีุ, ลพบรีุ, ชยันาท, สระบุรี 
และนครนายก 
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Raillietina tetragona (Molin, 1858) 
R. tetragona จดัเป็นพยาธิตวัตืดขนาดกลางมีความยาวทัง้ล าตวัประมาณ 25 เซนติเมตร 

และความกว้าง 3 มิลลิเมตร scolex ประกอบด้วย rostellar hook ความยาว 6-8 ไมโครเมตร 
จ านวน 90-100 อนัเรียงตวัหนึ่งแถว และ sucker ลกัษณะเป็นรูปไข่ประกอบด้วยหนามขนาดเล็ก
ความยาว 3-8 ไมโครเมตร เรียงตวั 8-12 แถวอยู่บริเวณขอบ genital pore เปิดแบบ unilateral อยู่
ส่วนหน้าของปล้อง cirrus sac ขนาดเล็กมีความยาว 75-100 ไมโครเมตร หนึ่งแคปซูลไข่ 
ประกอบด้วยไข ่6-12 ฟอง (ภาพประกอบ 7) ระยะติดตอ่อาศยัอยู่ในมด การติดพยาธิจะก่อให้เกิด
อาการน า้หนกัลด ระดบัไกลโคเจนในตบั และเย่ือบลุ าไส้ลดลง ส่งผลให้อตัราการผลิตไข่ของสตัว์
ปีกลดลงเม่ือเกิดติดพยาธิตัง้แต ่12 ตวัขึน้ไป (Butboonchoo et al., 2016; McDougald, 2020; 
Sawada, 1964) 

 

 
ภาพประกอบ 7 สณัฐานวิทยาของ R. tetragona  

(1: สว่น scolex ประกอบด้วย rostellum (R) และ sucker (S); 2: rostellar hook; 3: ปล้องแก่ท่ีมี 
genital pore; 4: ปล้องสกุท่ีบรรจแุคปซูลไข่ (EC) และ egg (E)) 

ท่ีมา: Butboonchoo et al. (2016) 
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Raillietina echinobothrida (Megnin, 1881) 
R. echinobothrida เป็นชนิดท่ีมีความคล้ายกบั R. tetragona แตมี่ลกัษณะแตกตา่งกนัท่ี

ขนาดใหญ่กวา่ โดยมีขนาดล าตวัยาว 34 เซนตเิมตร ความกว้าง 4 มิลลิเมตร scolex ประกอบด้วย 
rostellar hook ความยาว 10-13 ไมโครเมตร จ านวน 200-250 อนั เรียงตวัสองแถว และ sucker 
ลกัษณะกลม และมีหนามขนาดเล็กบริเวณขอบความยาว 5-15 ไมโครเมตร เรียงตวั 8-15 แถว 
genital pore เปิดแบบ unilateral อยู่ส่วนหลงัของปล้อง cirrus sac ขนาดใหญ่ความยาว 130-
180 ไมโครเมตร ในหนึ่งแคปซูลไข่ ประกอบด้วยไข่ 8-12 ฟอง บริเวณตรงกลางระหว่างปล้องสกุ
แยกออกจากกนัลกัษณะคล้ายหน้าตา่ง (ภาพประกอบ 8) ซึ่งไม่พบใน R. tetragona ระยะติดต่อ
อาศยัอยู่ในมด R. echinobothrida ถูกระบุว่าเป็นหนึ่งในพยาธิตวัตืดท่ีท าให้เกิดพยาธิสภาพท่ี
รุนแรงท่ีสดุ เน่ืองจากการตดิเชือ้จะท าให้เพิ่มการหลัง่ mucus ท่ี villi มีอาการตกเลือด ล าไส้อกัเสบ 
และเกิด granuloma ในบริเวณท่ีติดพยาธิ (Butboonchoo et al., 2016; Sawada, 1964; 
McDougald, 2020; Nadakal, Mohandas, John, & Muraleedharan, 1973; Samad, Alam, & 
Bari, 1986) 

 

 
ภาพประกอบ 8 สณัฐานวิทยาของ R. echinobothrida  

(1: สว่น scolex ประกอบด้วย rostellum (R) และ sucker (S); 2: rostellar hook; 3: ปล้องแก่ท่ีมี 
genital pore; 4: ปล้องสกุท่ีบรรจแุคปซูลไข่ (EC) และ egg (E)) 

ท่ีมา: Butboonchoo et al. (2016) 
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Raillietina cesticillus (Molin, 1858) 
R. cesticillus เป็นพยาธิตัวตืดท่ีมี scolex ขนาดใหญ่ ความยาวล าตัวมากกว่า 15 

เซนติเมตร rostellum มีลกัษณะใหญ่และแบนท าหน้าท่ีเหมือนลกูสบูช่วยในการยึดเกาะกบัเย่ือบุ
ล าไส้ได้ดีขึน้ บริเวณฐานประกอบด้วย rostellaum hook จ านวน 300-500 อนั เรียงตวัสองแถว 
sucker รูปร่างกลมไม่มีหนาม genital pore เปิดแบบ alternating irregular unilateral แตล่ะ
แคปซูลไข ่ประกอบด้วยไขเ่พียง 1 ฟอง เท่านัน้ (ภาพประกอบ 9) ระยะติดต่ออาศยัอยู่ในแมลงปีก
แข็งมากกวา่ 100 ชนิด เม่ือตดิพยาธิจะท าให้โฮสต์เฉพาะเกิดอาการผอมซูบ น า้หนกัลดและขนาด
ตัวเล็กกว่าปกติ นอกจากนีย้ังท าให้บริเวณท่ีติดเชือ้เกิดการฝ่อของ villi และการอักเสบ 
(Butboonchoo et al., 2016; McDougald, 2020; Reid, 1942; Sawada, 1964; T Salam, S 
Mir, & R Khan, 2010) 

 

 
ภาพประกอบ 9 สณัฐานวิทยาของ R. cesticillus  

(1: สว่น scolex ประกอบด้วย rostellum (R) และ sucker (S); 2: rostellar hook; 3: ปล้องแก่ท่ีมี 
genital pore; 4: ปล้องสกุท่ีบรรจแุคปซูลไข่ (EC) และ egg (E)) 

ท่ีมา: Butboonchoo et al. (2016) 
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รายงานการระบาดพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ในต่างประเทศ 
นอกจากการระบาดของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในประเทศไทยแล้วยงัมีรายงานการ

ระบาดของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina อีกหลายประเทศทัว่โลก ซึ่งศกึษาในโฮสต์เฉพาะชนิดอ่ืนท่ี
ต่างจากประเทศไทย เช่น Owolabi และคณะ (2009) ศึกษาหนอนพยาธิในนกพิราบท้องถ่ิน 
(Columba livia domesticus) ท่ีประเทศไนจีเรียจ านวน 250 ตัว พบพยาธิตัวตืดในสกุล 
Raillietina ทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ R. tetragona, R. echinobothrida และ R. cesticillus โดยมีคา่
ความชกุร้อยละ 4.60, 7.60 และ 3.00 ตามล าดบั และ Begum และคณะ (2019) ศกึษาการติด
หนอนพยาธิในเป็ด (Anas platyrhynchos domesticus) จ านวน 60 ตวัในประเทศบงักลาเทศ 
พบการติดพยาธิตวัตืดในสกลุ Raillietina ทัง้หมด 3 ชนิด คือ R. echinobothrida, R. cesticillus 
และ R. bonini โดยมีคา่ความชกุร้อยละ 50.00, 56.67 และ 63.33 ตามล าดบั นอกจากนีย้งัมีอีก
หลายการศกึษาส ารวจหนอนพยาธิในโฮสต์เฉพาะชนิดเดียวกนักบัท่ีมีการระบาดของพยาธิตวัตืด
สกลุ Raillietina ในประเทศไทยดงัตาราง 2 

ตาราง 2 การระบาดของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในโฮสต์เฉพาะชนิดตา่ง ๆ ทัว่โลก 

พยาธิ โฮสต์ ค่าความชุก (%) ประเทศ อ้างอิง 
R. tetragona Gallus spp. 21.30 แทนซาเนยี Permin et al., 1997 

84.40 ซิมบบัเว Mukaratirwa & Hove, 2009 

45.69 เอธิโอเปีย Eshetu, Mulualem, Ibrahim, 
Berhanu, & Aberra, 2001 

9.30 โมร็อกโก Hassouni & Belghyti, 2006 
G. g. domesticus 15.00 โซมาเรีย Catelli, Poglayen, & 

Gadale, 1999 

C. l. domesticus 4.90 ไนจีเรีย Owolabi, Jato, & Yusuf, 
2009 

Columba livia  2.00 ลเิบีย Alkharigy, El Naas, & 
Maghrbi, 2018 

R. echinobothrida Gallus spp. 46.30 แทนซาเนยี Permin et al., 1997 
32.20 ซิมบบัเว Mukaratirwa & Hove, 2009 

25.84 เอธิโอเปีย Eshetu et al., 2001 
5.70 โมร็อกโก Hassouni & Belghyti, 2006 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

พยาธิ โฮสต์ ค่าความชุก (%) ประเทศ อ้างอิง 
R. echinobothrida G. g. domesticus 8.50 โซมาเรีย Catelli et al., 1999 

C. l. domesticus 7.60 ไนจีเรีย Owolabi et al., 2009 
C. livia  32.00 ลเิบีย Alkharigy et al., 2018 
A. p. domesticus 50.00 บงักลาเทศ Begum, Mukutmoni, & 

Akter, 2019 
R. cesticillus Gallus spp. 2.70 แทนซาเนยี Permin et al., 1997 

27.30 ซิมบบัเว Mukaratirwa & Hove, 2009 
11.60 สหรัฐอเมริกา Wilson, Yazwinski, Tucker, 

& Johnson, 1994 
5.62 เอธิโอเปีย Eshetu et al., 2001 
12.00 โมร็อกโก Hassouni & Belghyti, 2006 

G. g. domesticus 2.00 โซมาเรีย Catelli et al., 1999 
C. l. domesticus 3.00 ไนจีเรีย Owolabi et al., 2009 
C. livia 4.00 ลเิบีย Alkharigy et al., 2018 
A. p. domesticus 56.67 บงักลาเทศ Begum et al., 2019 

Raillietina spp. Gallus spp. 0.40 ซิมบบัเว Mukaratirwa & Hove, 2009 
R. bonini A. p. domesticus 63.33 บงักลาเทศ Begum et al., 2019 

 

การรักษาการตดิพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
พยาธิสภาพของการติดพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina เกิดจากการยึดเกาะของ rostellar 

hook และ sucker ท่ีผนงัล าไส้ เป็นสาเหตใุห้เกิดการตกเลือดและล าไส้อกัเสบ (Reid et al., 1938) 
การศึกษาก่อนหน้านีไ้ด้รายงานการทดสอบก าจัดพยาธิด้วยยาชนิดท่ีแตกต่างกัน รวมถึงหา
ปริมาณยาท่ีเหมาะสม และระยะเวลาในการให้ยาท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุส าหรับการก าจดัพยาธิ
ตวัตืดสกลุ Raillietina แสดงดงัตาราง 3 
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ตาราง 3 การศกึษาชนิดและปริมาณยาท่ีแตกตา่งกนัในการรักษาการตดิพยาธิตวัตืดสกลุ 
Raillietina 

พยาธิ ชนิดยา ปริมาณยา ระยะเวลา
(วัน) 

ประสิทธิภาพ
(%) 

อ้างอิง 

R. tetragona Praziquantel  25 mg/kg* 1 100 Rajendran & 
Nadakal, 1988 

10 mg/kg* 1 100 Nurelhuda, 
Elowni & 
Hassan, 1989a 

Albendazole 25 mg/kg* 3 100 Saeed, 2007 
Oxfendazole 10 mg/kg* 1 100 Nurelhuda et al., 

1989b 
R. 
echinobothrida 

Albendazole 
(in vitro) 

20 mg/ml** 1 100 Lalchhandama, 
2010; Roy, 
Lalchhandama, 
& Dutta, 2007;  

Praziquantel 
(in vitro) 

0.01 
mg/ml** 

1 100 Dasgupta, Roy, 
& Tandon, 2010 

R. cesticillus Fenbendazol
e 

104.3 
mg/kg* 

6 100 Pote et al., 1992 

Niclosamide 52.65 
mg/kg* 

12 100 Boisvenue & 
Hendrix, 1965 

Praziquantel 
(in vitro) 

60 mg/ml** 1 95 El-Bahy & Bazh, 
2015 

* ปริมาณยา (มิลลิกรัม) ต่อน า้หนกัตวัไก่ (กิโลกรัม), ** ปริมาณยา (มิลลิกรัม) ต่อสารละลาย 
(มิลลิลิตร) 
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นอกจากนีมี้การศึกษาโดยใช้สารสกัดจากพืชหลายชนิดเพ่ือน ามาทดสอบการก าจัด       
R. echinobothrida เช่น พืชชนิด Flemingia vestita (Das, Tandon, & Saha, 2004), Potentilla 
fulgens (Giri, Roy, & Babu, 2013), Acacia oxyphylla (Dasgupta et al., 2010) เป็นต้น แต่
การท่ีจะควบคุมการระบาดของพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ให้มีประสิทธิภาพสูงสุดคือการลด
จ านวนประชากรของโฮสต์กึ่งกลาง ซึ่ง เป็นปัจจัยหลักท่ีท าให้เกิดการกระจายตัวของพยาธิ 
(McDougald, 2020) 

การระบุชนิดเชิงโมเลกุลของพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
โดยทัว่ไปการระบชุนิดหนอนพยาธิด้วยลกัษณะสณัฐานวิทยาต้องอาศยัการท าสไลด์ถาวร 

และ/หรือ การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope; SEM) ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาอย่างน้อย 1 สปัดาห์ และมีค่าใช้จ่ายสูง รวมถึงต้องมี
ความช านาญทางด้านปรสิตวิทยาส าหรับระบุชนิด ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาทางอณูชีววิทยาใน
หนอนพยาธิมากขึน้ โดยมีเป้าหมายเพ่ือน าไปใช้เพิ่มความแม่นย า และความรวดเร็วในการระบุ
ชนิด รวมทัง้วิธีทางอณูชีววิทยาต้องการชิน้ส่วนของหนอนพยาธิเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ โดยไม่
จ าเป็นต้องฆ่าโฮสต์ เช่น เนือ้เย่ือ ปล้องสกุ หรือไข่ของหนอนพยาธิท่ีหลดุออกมากบัอจุจาระมาใช้
ท าปฏิกิริยา ซึ่งสามารถทราบผลได้ในระยะเวลาเพียงหนึ่งวัน ท าให้วิธีทางอณูชีววิทยาถูก
ประยุกต์ใช้ส าหรับระบุชนิดพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina มากขึน้ เช่น Olson และคณะ (2001) 
ศกึษายีน 18S และ 28S ribosomal DNA ของ R. australis ร่วมกบัพยาธิตวัตืดอ่ืน ๆ อีก 39 วงศ์ 
ด้วยวิธี phylogenetic analysis ตอ่มา Butboonchoo และ Wongsawad (2017) ได้ระบชุนิด     
R. tetragona, R. echinobothrida และ R. cesticillus จากวิธี high annealing temperature 
random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 6 สาย นอกจากนี ้
ยงัมีอีกหลายรายงานท่ีประยกุต์ใช้วิธีทางอณูชีววิทยาส าหรับระบชุนิดพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina 
ดงัตาราง 4 
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ตาราง 4 รายงานการประยกุต์วิธีทางอณชีูววิทยาส าหรับระบชุนิดพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina 

วิธี พยาธิ บริเวณเป้าหมาย อ้างอิง 
PCR และ 
phylogenetic 
analysis 

Raillietina spp. Cytochrome oxidase subunit 1 
(COX1), TRNT, RRNL, NADH 
dehydrogenase subunit 
1(NAD1), trnN, 18S rDNA, 28S 
rDNA gene 

Littlewood, 
Waeschenbach, 
& Nikolov, 2008 

reverse 
transcription PCR 
(RT-PCR) 

R. tetragona RT10 gene Chen & Li, 2014 

PCR และ 
phylogenetic 
analysis 

R. echinobothrida ITS2 region Jyrwa, Dutta, 
Das, & Tandon, 
2014 

random amplified 
polymorphic DNA  
PCR (RAPD-PCR) 

Raillietina spp. 18S rDNA gene Ghobashy & 
Taeleb, 2015 

PCR และ 
phylogenetic 
analysis 

Raillietina spp. ITS2 region, NAD1 gene  Butboonchoo et 
al., 2016 

PCR R. tetragona Mitochondrial genome  Liang & Lin, 
2016 

 
จากรายงานท่ีกล่าวมาและรายงานอ่ืน ๆ ก่อนหน้านีไ้ม่พบรายงานการออกแบบไพรเมอร์

จ าเพาะส าหรับใช้ในการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ดงันัน้ผู้ วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะส าหรับการระบุชนิดพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina แต่ละชนิดท่ีพบใน
การศกึษาครัง้นี ้เพ่ือเพิ่มความไว และความจ าเพาะในการตรวจหาด้วยวิธี simplex PCR ในระดบั
ห้องปฏิบตักิาร 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
วิธีทางอณูชีววิทยาท่ีกล่าวก่อนหน้าจ าเป็นต้องอาศยัเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมใน

การเปล่ียนแปลงอณุหภมูิเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยา ท าให้ต้องปฏิบตัิงานอยู่ในห้องปฏิบตัิการเท่านัน้ จึง
เป็นข้อจ ากัดขณะปฏิบัติงานในภาคสนาม ส่งผลให้ผู้ ประกอบการหรือเกษตรกรไม่สามารถ
ตรวจหาได้ด้วยตนเอง ปัจจบุนัวิธี LAMP เป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายส าหรับใช้ในการ
ตรวจหาการติดเชือ้แบคทีเรีย ไวรัส รวมไปถึงหนอนพยาธิ เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะสูง 
รวดเร็ว และไมจ่ าเป็นต้องอาศยัเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม เน่ืองจากสามารถเกิดปฏิกิริยาได้
ท่ีอณุหภมูิเดียว ท าให้ง่ายตอ่การน าไปตรวจในภาคสนาม วิธี LAMP เป็นวิธีท่ีสร้างขึน้โดย Notomi 
และคณะ (2000) ซึ่งเป็นวิธีท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอดทดลองได้ถึง 109 เท่า 
ภายในระยะเวลา 1-2 ชัว่โมง หรือน้อยกว่านัน้ โดยมีการใช้ไพรเมอร์ 4 สาย ประกอบด้วย ไพร
เมอร์คูน่อก (outer primer F และ outer primer B) มีความยาวประมาณ 17-21 base pair (คู่
เบส) และ ไพรเมอร์คูใ่น (FIP = forward inner primer, BIP = backward inner primer) ท่ี
จ าเพาะตอ่ต าแหน่งของ DNA เปา้หมาย 6 ต าแหน่ง (ภาพประกอบ 10) และใช้เอนไซม์ Bst DNA 
polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความเสถียร และท างานได้ดีในช่วงอณุหภูมิ 60-65 °C ท าหน้าท่ี
แยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเด่ียวได้ (strand displacement) กลไกการท างานของ LAMP 
ประกอบด้วย 2 ขัน้ตอนคือ 

 

 
ภาพประกอบ 10 ต าแหนง่การเข้าจบัของไพรเมอร์ทัง้ 4 สายใน DNA เปา้หมาย 

 ท่ีมา: Hirayama, Kageyama, Moriyasu, Sawai, & Minamihashi. (2013) 
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1. ขัน้ตอน starting structure producing ท่ีอณุหภูมิ 65 °C DNA จะอยู่ในรูปแบบสายคู ่
(double stranded DNA) และคลายบางส่วนเป็นสายเด่ียว (single stranded DNA) ส่งผลให้ FIP 
primer มีโอกาสเข้าไปจบักบั DNA ต้นแบบ (ภาพประกอบ 11 A) จากนัน้ Bst DNA polymerase 
จะแยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเด่ียว และมีการสร้าง DNA สายใหม่ขึน้ (ภาพประกอบ 2-11 B) 
จากนัน้ F3 primer จะเข้าไปจบักบั DNA ต้นแบบ (ภาพประกอบ 11 C) แล้วเร่ิมสงัเคราะห์ DNA 
สายใหม่โดยอาศยัคณุสมบตัิ DNA polymerase กบั strand displacement ได้ DNA เส้นใหม่ท่ีมี
ลกัษณะเหมือนต้นแบบ (ภาพประกอบ 11 D) ขณะเดียวกันนัน้จะปล่อยสายท่ี 1 ออกมาเป็น 
single strand (ภาพประกอบ 11 E) โดยทางด้าน 5’ ของสายท่ี 1 จะเป็นส่วนของ F1c (ปลายของ 
FIP) สามารถเข้าจบักบั F1 สร้าง loop ขึน้ทางด้าน forward จากนัน้ BIP primer จะเข้าจบั และ
สงัเคราะห์ DNA สายท่ี 2 ขึน้มา (ภาพประกอบ 11 F) เช่นเดียวกนักับ B3 primer เข้าจบั และ
สงัเคราะห์ DNA สายใหม่ (ภาพประกอบ 11 G) แล้วปล่อยสายท่ี 2 ออกมาเป็น single strand 
โดยด้าน forward จะเป็น F1 ซึ่งจะสร้าง loop โดยจบักบั F1c ในขณะเดียวกนัด้าน backward จะ
เป็น B1c ท่ีสร้าง loop โดยจบักับ B1 ท าให้ได้ stem loop ท่ีมีลกัษณะเป็น dumbbell shape 
ส าหรับใช้ในปฏิกิริยาขัน้ตอ่ไป (ภาพประกอบ 11 H) 
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ภาพประกอบ 11 ขัน้ตอนการท างานของ LAMP ในขัน้ตอน starting structure producing 

ท่ีมา: Hirayama et al. (2013) 
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2. ขัน้ตอน cycle amplification (ภาพประกอบ 12) จะเกิดท่ีด้านปลายของ loop forward 
ก่อน โดยสามารถมี self-primed strand displacement DNA synthesis สร้าง DNA จาก F1 
ต่อไปจนถึง B1c ในเวลาเดียวกัน FIP primer ก็สามารถจับกับ F2c ท่ี loop forward 
(ภาพประกอบ 12 I) และสงัเคราะห์ DNA สายใหม่ ได้ 3 ชุด (ภาพประกอบ 12 J) และมี stem 
loop ลกัษณะเป็น dumbbell shape (ภาพประกอบ 12 K) ท่ีสามารถเกิด cycle amplification 
ด้าน backward ขึน้ได้ ซึง่จะท างานตอ่เน่ืองกนัตลอดเวลาท าให้ได้ DNA เปา้หมายท่ียาวขึน้หลาย 
ๆ ชุด ท าให้อตัราการสงัเคราะห์ DNA ยิ่งมากขึน้โดยพบว่าสามารถสงัเคราะห์ DNA ได้ถึง 109-
1010 copy (Notomi et al., 2000; อมรรัตน์, 2554) 

 

 
ภาพประกอบ 12 กลไกการท างานของ LAMP ในขัน้ตอน cycle amplification 

ท่ีมา: Hirayama et al. (2013) 
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งานวิจัยการตรวจหาปรสิตด้วยวิธี LAMP 
เน่ืองจากวิธี LAMP เป็นวิธีท่ีมีความไวและความจ าเพาะสงู ท าให้ได้รับความนิยมน ามา

ประยุกต์ใช้ส าหรับตรวจหาปรสิตในกลุ่มปรสิตโพรโทซัว เช่น Iseki และคณะ (2007) ใช้วิธี 
multiplex LAMP ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน Rhoptry-associated protein 1 (RAP-1) ส าหรับตรวจหาเชือ้ 
Babesia bovis และ B. bigemina ในเลือดววั โดยมีความไวในการตรวจหาเท่ากบัเซลล์เม็ดเลือด
แดงท่ีติดเชือ้เพียง 50 เซลล์ ซึ่งมีความไวสงูกว่าการตรวจหาด้วยวิธี conventional PCR ถึง 1,000 
เท่า ในปีเดียวกัน Han และคณะ (2007) ใช้วิธี LAMP ท่ีจ าเพาะต่อยีน 18S rDNA ส าหรับ
ตรวจหาปรสิตโพรโทซวัสกลุ Plasmodium 4 ชนิดในเลือดมนษุย์ ได้แก่ P. falciparum, P. vivax, 
P. malariae และ P. ovale ต่อมา Adams และคณะ (2010) ตรวจหาปรสิตโพรโทซวัสกุล 
Leishmania ในเลือดโดยใช้วิธี reverse transcriptase LAMP ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน 18S rDNA โดย
สามารถตรวจหาเชือ้ปริมาณต ่าสดุท่ี 100 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัท่ีใช้วิธี LAMP 
ส าหรับตรวจหาหนอนพยาธิทัง้ 3 กลุ่มในระยะต่าง ๆ และใช้บริเวณเป้าหมายท่ีแตกต่างกันดงั
ตาราง 5 

ตาราง 5 รายงานการตรวจหาหนอนพยาธิในระยะตา่ง ๆ ด้วยวิธี LAMP  

พยาธิ ระยะ บริเวณเป้าหมาย ความไว อ้างอิง 
Nematodes 
Trichuris trichiura adult β-tubulin isotype 1 

gene 
1 pg Rashwan, Diawara, 

Scott, & Prichard, 
2017 Ascaris lumbricoides adult ITS1 region, β-tubulin 

isotype 1 gene 

1 pg 

Necator americanus egg ITS2 region 0.4 fg Mugambi et al., 2015 

Loa loa  microfilaria LLMF72 gene 
LLMF342 gene 

0.2 fg 
0.02 pg 

Drame, Fink, 
Kamgno, Herrick, & 
Nutman, 2014 

Toxocara canis egg ITS2 region 0.1 pg Macuhova, Kumagai, 
Akao, & Ohta, 2010 

adult Khoshakhlagh et al., 
2017 
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ตาราง 5 (ตอ่) 

พยาธิ ระยะ บริเวณเป้าหมาย ความไว อ้างอิง 
Trematodes 
Clonorchis sinensis egg COX1 gene 100 fg Rahman et al., 2017 

adult 10 EPGs 
Fasciola hepatica egg ITS2 region 1 pg Martínez & Rojo, 

2016 

F. hepatica adult Intergenic spacer 
 (IGS) 

10 fg Ai et al., 2010 

Opisthorchis viverrini egg NAD1 gene 1 pg-100 
fg 

Le et al., 2012 
adult 

Cestodes 
Taenia solium proglottid COX1 gene - Nkouawa, Sako, 

Nakao, Nakaya, & 
Ito, 2009 

cysticercus 
T. saginata  egg COX1 gene 5 EPGs 

T. hydatigena egg COX1 gene 10 pg Feng et al., 2017 
adult 1 egg 

Echinococcus granulosus egg NAD5 gene 1 pg Ni et al., 2014 

E. felidi egg NAD1 gene 1/10, 1/50 
egg 

Salant, Abbasi, & 
Hamburger, 2012 

*EPGs: จ านวนไขต่อ่น า้หนกัอจุจาระหนึง่กรัม 
 
จากรายงานท่ีกล่าวมาไม่พบการประยกุต์ใช้วิธี LAMP ส าหรับการตรวจหาพยาธิตวัตืด

สกุล Raillietina ดงันัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธี LAMP ควบคู่กับ lateral 
flow dipstick (LFD) ส าหรับเป็นเคร่ืองมือตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในสตัว์ปีก 
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Biosensor 
การตรวจสอบผลการเกิดปฏิกิริยาของวิธี conventional PCR ซึ่งนิยมใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยปรสิตต้องอาศยัการท า gel electrophoresis และใช้แสง UV ในการตรวจสอบ ซึ่ง
จ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือจ าเพาะท่ีขนย้ายล าบาก ท าให้ไม่เหมาะกับการปฏิบตัิการในภาคสนาม 
ดงันัน้เทคโนโลยี biosensor จงึเข้ามามีบทบาทในการแก้ไขข้อจ ากดัดงักลา่ว  

Biosensor เป็นเคร่ืองมือหนึ่งท่ีใช้ตรวจวัดทางชีวภาพท่ีพัฒนาขึน้เพ่ือติดตามสารท่ี
ต้องการตรวจวดัได้อยา่งรวดเร็ว และสามารถท าได้ง่าย โดยอาศยัการท างานร่วมกนัระหว่าง ไบโอ
รีเซฟเตอร์ (bioreceptor) ซึ่งเป็นสารชีวโมเลกลุท่ีมีความสามารถในการจบัอย่างจ าเพาะกบัสารท่ี
ต้องการตรวจสอบได้ เช่น เอนไซม์, DNA, โปรตีนรีเซฟเตอร์ (receptor protein) หรือแอนติบอดี 
(antibody) เป็นต้น และตวัแปลงสัญญาณ (transducer) ซึ่งมีหน้าท่ีในการแปลงสัญญาณจาก
การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ให้เป็นสญัญาณไฟฟ้า เคมี แสง สี ส าหรับการวิเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไป 
(ภาพประกอบ 13) (Debnath, Prasad, & Bisen, 2010) 

 

 
ภาพประกอบ 13 สว่นประกอบ biosensor 
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Lateral flow dipstick (LFD) 
เทคนิค LFD เป็นหนึ่งในเทคโนโลยี biosensor ท่ีนิยมน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือเพิ่ม

ประสิทธิภาพด้านความรวดเร็ว และความจ าเพาะให้เหมาะส าหรับการตรวจหาในภาคสนาม LFD 
เป็นเทคนิคทาง immunochromatography โดยมีหลกัการคือ น าผลิตภณัฑ์ LAMP ท่ีมี biotin ติด
อยู่ไป hybridize กบั DNA probe ท่ีติดฉลากด้วย FITC (fluorescein isothiocyanate) จากนัน้น า
ผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไปหยดใส่ dipstick ในบริเวณ sample pad ผลิตภัณฑ์จะเกิดการแพร่ไปยัง 
conjugate pad ซึ่งจะมีโมเลกลุของ gold nanoparticle ท่ีเช่ือมอยู่กบั primary antibody ท่ี
จ าเพาะตอ่ FITC ท าให้เกิดการเช่ือมติดกนัของผลิตภณัฑ์ LAMP กบั primary antibody เม่ือสาร
เกิดการแพร่ไปถึงเส้น test line ท่ีจะมีการตรึงด้วย biotin ligand ซึ่งสามารถจบักบั biotin ท่ีติดอยู่
กบัผลิตภณัฑ์ LAMP ได้ จะเกิดแถบสีขึน้จาก gold nanoparticle จากนัน้เม่ือสารแพร่ตอ่ไปถึงเส้น 
control line จะเกิดแถบสีเน่ืองจาก secondary antibody ท่ีถูกตรึงไว้จะจบัแบบจ าเพาะกับ 
primary antibody (ภาพประกอบ 14) ซึ่งเป็นบริเวณท่ีประเมินการท างานของ LFD โดยการดผูล
การตรวจจะดจูากจ านวนเส้นท่ีเกิดแถบสีโดยผลท่ีเป็น positive จะเกิดแถบสีขึน้เส้นขึน้ 2 เส้น 
หากเกิดแถบสีท่ีเส้น control line เพียงเส้นเดียวแสดงว่าผลเป็น negative แตถ้่าไม่มีแถบสีเกิดขึน้
เลยแสดงวา่อาจเกิดปัญหากบัอปุกรณ์หรือสารเคมีท่ีใช้ (Jaroenram, Kiatpathomchai, & Flegel, 
2009) 

 

 
ภาพประกอบ 14 กลไกการท างานของ lateral flow dipstick  

ท่ีมา: Koczula & Gallotta. (2016) 



 
 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณ์และสารเคมี 
1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 
1.1 อุปกรณ์ผ่าตดั: กรรไกร, มีด, เข็มเข่ีย, ปากคีบ, ถาดผ่าตดั อุปกรณ์เคร่ืองแก้ว: จาน

เพาะเชือ้ (petri-dish), บีกเกอร์ (beaker), ปิเปต (pipette), staining jar, embryo dish ฯลฯ 
1.2 กระจกสไลด์และกระจกปิดสไลด์ (slide and microscope cover glass) 
1.3 หลอดเก็บตวัอยา่ง microcentrifuge tube ขนาด 0.2 และ 1.5 ml  
1.4 อปุกรณ์อ่ืน ๆ เช่น ถงุมือ, พู่กนั, ถงุพลาสติก, กระดาษเลเบล, กระบอกตวง, ช้อนตกั

สาร, ด้าย, pipette tip ฯลฯ 
1.5 ชดุ LFD strip test (Milenia® Genline) 
1.6 กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope, Nikon SMZ445) 
1.7 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงพร้อมอุปกรณ์ถ่ายรูป (light microscope, Olympus 

CH30) 
1.8 หม้อนึง่ความดนัไอ (autoclave) 
1.9 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม 
1.10 เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) 
1.11 เคร่ืองผสมเขยา่ (vortex mixer) 
1.12 เคร่ืองชัง่น า้หนกัแบบละเอียด 2 ต าแหนง่ 
1.13 เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ (heat box) 
1.14 เคร่ืองวดัปริมาณสารพนัธุกรรมปริมาตรน้อย (nanodrop lite spectrophotometer, 

Thermo scientific) 
1.15 ตู้ท าความเย็น 4 ๐C และ -20 ๐C 
1.16 ชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
1.17 ปิเปตอตัโนมตั ิ(auto pipette) 

2. เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในการท าสไลด์ถาวร 
2.1 4% formalin 
2.2 ethyl alcohol ความเข้มข้น 10% 20% 30% 50% 70% 80% และ 95% 
2.3 butyl alcohol 
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2.4 xylene 
2.5 permount 
2.6 สีย้อม (haematoxylin, borax carmine, aceto carmine, fast green) 
2.7 1% destain (1% HCl ใน 70% ethyl alcohol) 

3. เคมีภัณฑ์ท่ีใช้ในการท าวิจัยทางอณูชีววิทยา 
3.1 ชดุสกดั DNA (GF-1 tissue DNA extraction, Vivantis company) 
3.2 Bst DNA polymerase  
3.3 Taq DNA polymerase 
3.4 LAMP primer  
3.5 primer 
3.6 DNA probe 
3.7 betaine 
3.8 deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) 
3.9 SYBR safe 
3.10 agarose gel 
3.11 magnesium sulfate (MgSO4) 
3.12 magnesium chloride (MgCl2) 
3.13 absolute ethyl alcohol 
3.14 deionized H2O 

วิธีด าเนินการทดลอง 
1. จริยธรรมการใช้สัตว์ทดลอง 

การขออนญุาตใช้สตัว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ การปฏิบตัิงานท่ีเก่ียวข้องกบัสตัว์ทดลอง
ต้องมีการขออนญุาตใช้สตัว์ทดลองเพ่ือรับรองว่าผู้วิจยัได้ปฏิบตัิตอ่สตัว์ทดลองอย่างถกูต้องตาม
หลกัจริยธรรมภายใต้การอนญุาตการใช้สตัว์ เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ เลขท่ี SWU-A-025-2562 

 
2. การเตรียมตัวอย่างหนอนพยาธิ 

เพ่ือน าตวัอยา่งหนอนพยาธิไปศกึษาทางสณัฐานวิทยา และอณูชีววิทยา โดยพยาธิตวัตืด
สกลุ Raillietina เก็บจากทางเดินอาหารของซากไก่ (Gallus gallus domesticus) และเป็ด (Anas 
playtrhynchos domesticus) รวมถึงหนอนพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงานการติดร่วมกบัพยาธิตวัตืด
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สกุล Raillietina ในทางเดินอาหารของไก่  และเป็ดจากจังหวัดต่าง ๆ ในประเทศไทย ได้แก่ 
กรุงเทพมหานคร มหาสารคาม และสพุรรณบรีุ แสดงในตาราง 6 

ตาราง 6 ตวัอยา่งหนอนพยาธิท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้

พยาธิ ระยะ โฮสต์ 

Raillietina echinobothrida ตวัเต็มวยั ไก่ (G. g. domesticus) 

R. tetragona ตวัเต็มวยั ไก่ (G. g. domesticus) 

R. cesticillus ตวัเต็มวยั ไก่ (G. g. domesticus) 

Cotugnia sp. ตวัเต็มวยั ไก่ (G. g. domesticus) 

Diorchis sp. ตวัเต็มวยั เป็ด (A. p. domesticus) 

Fimbriaria sp. ตวัเต็มวยั เป็ด (A. p. domesticus) 

Echinostoma sp. เมตาเซอร์คาเรีย หอยขม (Filopaludina sumatrensis polygramma) 

E. miyagawai ตวัเต็มวยั เป็ด (A. p. domesticus) 

Hypoderaeum conoideum ตวัเต็มวยั เป็ด (A. p. domesticus) 

Prosthogonimus cuneatus ตวัเต็มวยั เป็ด (A. p. domesticus) 

Ascaridia galli ตวัเต็มวยั ไก่ (G. g. domesticus) 

 
ส าหรับการเตรียมตัวอย่างหนอนพยาธิระยะตัวเต็มวัยในทางเดินอาหาร และอวัยวะ

ภายในของซากโฮสต์เฉพาะ จะท าการผา่แล้วน าอวยัวะภายในตรวจภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้
แสง โดยใช้เข็มเข่ียค่อย ๆ ฉีดเนือ้เย่ือออก จากนัน้เก็บตัวอย่างโดยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ (1) 
การศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยา โดยท าการคงสภาพ (fixation) หนอนพยาธิโดยปิดด้วยกระจก
ปิดสไลด์แล้วพนัด้วยด้ายให้ตวัอย่างแบน แล้วคงสภาพใน 4% formalin หรือ 70% ethyl alcohol 
เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 1 สปัดาห์ ก่อนน าไปท าสไลด์ถาวร เพ่ือศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยา
พร้อมวัดขนาดตัวอย่างหนอนพยาธิ และ (2) การศึกษาทางอณูชีววิทยาโดยเก็บพยาธิใส ่
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml ท่ีมี 95% ethyl alcohol แล้วแช่ในตู้ เย็น -20 ๐C จนกระทัง่
น าไปสกดั DNA 
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3. การระบุชนิดหนอนพยาธิก่อนน ามาใช้ในการทดลอง 
3.1 การระบุชนิดด้วยวิธีสัณฐานวิทยา 
การศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาจากสไลด์ถาวร โดยน าตวัอย่างหนอนพยาธิท่ีผ่านการคง

สภาพด้วย 4% formalin เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 1 สปัดาห์ มาแช่น า้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือ
ก าจดั formalin แล้วท าการย้อมสีโดยแช่ใน haematoxylin เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง จากนัน้ล้าง
ด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรือย้อมตวัอย่างด้วย borax carmine หรือ aceto carmine 
หลงัจากผ่าน 70% ethyl alcohol แล้วท าการดงึน า้ออกด้วย  ethyl alcohol ขัน้ตอนละประมาณ 
30 นาที ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ได้แก่ 10% 20% 30% 50% 70% ตามล าดบัจากนัน้น าตวัอย่างมา
ล้างสีส่วนเกินด้วย 1% destain ก่อนดงึน า้ออกด้วย ethyl alcohol อีกครัง้ท่ีความเข้มข้น 70% 
และ 80% แล้วย้อมด้วย fast green ต่อด้วย 95%, ethyl alcohol : butyl alcohol 1:1, butyl 
alcohol และ butyl alcohol : xylene 1:1 เป็นระยะเวลา 15 นาที ตามล าดบั แล้วท าให้ตวัอย่างใส 
(clearing) ด้วย xylene เป็นระยะเวลา 5 นาที น าพยาธิผนึกสไลด์กับกระจกปิดสไลด์ด้วย 
permount วางบนเคร่ืองอุ่นสไลด์เป็นเวลา 3 วนั เพ่ือไล่ฟองอากาศ จากนัน้น ามาศกึษาลกัษณะ
สณัฐานวิทยาเพ่ือระบชุนิดตาม Butboonchoo และคณะ (2016), Heneberg, Sitko, & Bizos 
(2015), Schultz (1940), Sawada (1964), Sawada (1965), Yamaguti (1958) และ Yamaguti 
(1959) 

3.2 การระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยา 
การระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยาส าหรับยืนยนัผลการระบุชนิดจากลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยา ซึ่งศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณท่ีถูกแปลรหัส  (coding) หรือไม่ถูกแปลรหัส (non-
coding) โดยน าตวัอย่างพยาธิท่ีรักษาสภาพใน 95% ethyl alcohol มาสกดั DNA ด้วยชดุสกัด 
GF-1 tissue DNA extraction จากนัน้น าไปวดัความเข้มข้น DNA ท่ีสกดัได้ด้วยเคร่ือง nanodrop 
lite spectrophotometer แล้วปรับความเข้มข้น DNA ตัง้ต้นให้เท่ากับ 5 ng/µl ตอ่มาน าไปท า
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสกบัไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่หนอนพยาธิ ได้แก่ บริเวณ ITS2 ใช้ forward 
primer ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’) และ reverse primer ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Barber, Mkoji, & Loker, 2000) และยีน 18S ribosomal 
DNA ใช้ forward primer Uni_parasite_F2 (5’-AACGGCTACCACTTCCAA-3’) และ reverse 
primer Uni_parasite_R2 (5’-AGGGCATCACAGACCTGT-3’) จากนัน้ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ี
เกิดจากปฏิกิริยาด้วยวิธี gel electrophoresis แล้วหาล าดบันิวคลีโอไทด์ (sequencing) เพ่ือ
น าไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn ส าหรับการระบชุนิด 
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4. การออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ส าหรับวิธี simplex 
PCR 
ไพรเมอร์ถูกออกแบบให้จ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina แต่ละชนิดท่ีพบใน

การศึกษาครัง้นีไ้ด้แก่ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus ด้วยวิธี manual 
design ซึง่ออกแบบจากบริเวณ ITS2 ร่วมกบัพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ชนิดอ่ืน หนอนพยาธิท่ีมี
รายงานการตดิร่วมกบั Raillietina จากท่ีพบในการศกึษาครัง้นีห้รือมีรายงานก่อนหน้านี ้และพยาธิ
ตวัตืดท่ีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Raillietina รวมถึงโฮสต์เฉพาะท่ีมีรายงานการติด Raillietina    
มาออกแบบร่วมกันได้แก่ R. echinobothrida (MN902341, MN902342, MN902343),            
R. tetragona (MH421967.1, MH421970.1, MH421995.1, MN902344, MN902345, 
MN902346), R. cesticillus (KP893422.1, MN902347), R. beveridgei (AY382318.1),         
R. australis (AY382317.1), R. chiltoni (AY382319.1), R. dromaius (AY382320.1), 
Hymenolepis nana (AF461124.1), H. diminuta (AF461125.1), Taenia saginata 
(AY825542.1, AY825541.1), P. cuneatus (KP192736.1, KP192725.1), P. pellucidus 
(KP192732.1, KP192734.1), P. ovatus (KP192733.1, KP192722.1), E. miyagawai 
(MH796365.1), E. revolutum (GQ463129.1, AF067850.1), H. conoideum (KJ944311.1, 
KJ944314.1, KJ944315.1), Echinoparyphium recurvatum (AY168931.1), A. galli 
(KY789471.1, AJ007452.1), G. gallus (DQ018755.1) โดยไพรเมอร์แต่ละคู่ให้ผลิตภัณฑ์
เป้าหมายมีความยาวเท่ากับ 473 bp, 352 bp และ 397 ส าหรับ R. echinobothrida,                  
R. tetragona และ R. cesticillus ตามล าดบั แสดงดงัภาพประกอบ 15 
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ภาพประกอบ 15 ต าแหนง่และล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์จ าเพาะตอ่พยาธิตวัตืดสกลุ 

Raillietina แตล่ะชนิดท่ีบริเวณ ITS2  

(กรอบสีฟ้า: ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ R. echinobothrida; กรอบสีส้ม: ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่                
R. tetragona; กรอบสีเขียว: ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ R. cesticillus) 
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4.1 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์ โดยหาอณุหภูมิ และปริมาณสารเคมีท่ี
ความเข้มข้นตา่ง ๆ ได้แก่ MgCl2, dNTPs และ ไพรเมอร์ 

4.2 ทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ โดยน าไพรเมอร์ไปท าปฏิกิริยาร่วมกับ
หนอนพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ท่ีแสดงในตาราง 6 และเนือ้เย่ือโฮสต์เฉพาะ ได้แก่ ไก่ และเป็ด โดยตวั
ควบคมุเชิงลบ (negative control) คือการไม่เติม DNA เพ่ือทดสอบว่าไพรเมอร์ไม่เกิดกบัปฏิกิริยา
ข้าม (cross-amplification) โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ 4.1  

4.3 ทดสอบความไวในการท าปฏิกิริยาของไพรเมอร์ โดยท าปฏิกิริยาจากความเข้มข้น 
DNA ตัง้ต้นท่ี 5 ng/µl จากนัน้เจือจางครัง้ละ 10 เท่า (ten-fold serial dilution) (ตัง้แต ่5–5 x 10-6 

ng/µl) จนไมส่ามารถตรวจสอบผลได้ เพ่ือหาความเข้มข้นของ DNA ท่ีน้อยท่ีสดุท่ีไพรเมอร์สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้  

 
5. การออกแบบไพรเมอร์ LAMP และ DNA probe ที่จ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล 

Raillietina  
ไพรเมอร์ LAMP และ DNA probe ถกูออกแบบให้จ าเพาะตอ่พยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina 

ทัง้ 3 ชนิด ได้แก่ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus โดยออกแบบจากยีน 28S 
rDNA ด้วยวิธี manual design ประกอบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี  ้R. echinobothrida 
(MT856353, MT856354, MT856355), R. tetragona (MT856359, MT856360, MT856361) 
และ R. cesticillus (MT856356, MT856357, MT856358) ซึ่งมีรายละเอียดไพรเมอร์ LAMP และ 
DNA probe แสดงในภาพประกอบ 16 และตาราง 7 
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ภาพประกอบ 16 ต าแหนง่เปา้หมายของไพรเมอร์ LAMP และ DNA probe ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน 28S 

rDNA ของ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus  

(ตวัอกัษรสี: ต าแหนง่ท่ีไพรเมอร์และ DNA probe เข้าจบั; ตวัอกัษรสีแดง: ต าแหนง่นิวคลีโอไทด์           
ท่ีไมต่รงกบัไพรเมอร์และ DNA probe) 
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ตาราง 7 ล าดบันิวคลีโอไทด์และความยาวของไพรเมอร์ LAMP และ DNA probe ท่ีจ าเพาะตอ่   
R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus 

ไพรเมอร์/DNA probe ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด (bp) 

F3-RAI TCGGTTGCGGCTTTTGCTAC 20 

B3-RAI GACGTGCGTGCCAGATACCAT 21 

FIP-RAIBi (F1c-TTTT-F2) Biotin-AGACTGGCAATACCACCGGTCGT-TTTT-GGCCGTCTGGTCAGTGCAC 46 

BIP-RAI (B1c-TTTT-B2) CTGTTGCGTGTTATCGTGCATCCACC-TTTT-
CCTTGCACAGTCACTTTCACCACC 

54 

Probe-RAI FITC-GATCGCAGATGGGAGG 16 

 
5.1 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี LAMP โดยหาอุณหภูมิ ระยะเวลาในการท า

ปฏิกิริยา และปริมาณสารเคมีท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ได้แก่ MgSO4, dNTPs, betaine และไพรเมอร์ 
5.2 ทดสอบความจ าเพาะของวิธี LAMP โดยท าปฏิกิริยาร่วมกับหนอนพยาธิชนิด   

อ่ืน ๆ ท่ีแสดงในตาราง 6 และเนือ้เย่ือของโฮสต์เฉพาะได้แก่ ไก่ และเป็ด โดยตวัควบคมุเชิงลบไม่
เติม DNA ด้วยสภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ 5.1 เพ่ือทดสอบว่าไพรเมอร์ LAMP ไม่เกิดปฏิกิริยาข้าม
กบัสิ่งมีชีวิตอ่ืน 

5.3 ทดสอบความไวในการท าปฏิกิริยาของไพรเมอร์ ด าเนินการตามข้อท่ี 4.3 
5.4 ทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับสารพันธุกรรมแบบผสม ส าหรับ

กรณีท่ีมีการตดิเชือ้ร่วม (co-infection) ระหวา่งพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด 
 

6. การพัฒนาวิธี LAMP-LFD ที่จ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
การพฒันาวิธี LAMP-LFD เร่ิมจากท าปฏิกิริยา LAMP จาก DNA ต้นแบบของพยาธิตวัตืด

สกุล Raillietina ท่ีมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาต ่าท่ีสุดเพ่ือให้สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นของ 
Raillietina ได้ทัง้ 3 ชนิด เม่ือสิน้สุดปฏิกิริยาน าผลิตภัณฑ์ LAMP ไปบ่มร่วมกับ DNA probe 
จากนัน้น าสารละลายผสมกับ assay buffer จากนัน้น าแผ่น dipstick มาจุ่ม รอดกูารตกตะกอน
บนเส้น test line และ control line ประมาณ 5 นาที (ภาพประกอบ 17) 

6.1 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการบม่ DNA probe โดยหาความเข้มข้นของ DNA 
probe (2, 20 และ 200 pmol) และระยะเวลาการบม่ท่ีเหมาะสม (5, 10, 15 และ 20 นาที) 
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6.2 ทดสอบความจ าเพาะของ DNA probe เพ่ือยืนยนัผลิตภณัฑ์ LAMP เปา้หมาย 
โดยน าผลิตภัณฑ์จากการท า LAMP ของพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ทัง้ 3 ชนิด มาบ่มกับ DNA 
probe ในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 6.1 

6.3 ทดสอบความสามารถของ DNA probe ในการ hybridize ผลิตภณัฑ์ LAMP ท่ี
เกิดจาก DNA ต้นแบบท่ีแตกตา่งกนั ส าหรับการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP ในกรณีท่ีมีการติด
เชือ้ร่วมระหวา่งพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด 

 

 
ภาพประกอบ 17 สว่นประกอบ lateral flow dipstick 

 

7. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาด้วยวิธีสัณฐานวิทยา, simplex PCR, 
LAMP และ LAMP-LFD 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina โดยสุ่มเก็บ

ตวัอย่างพยาธิตวัตืดระยะตวัเต็มวยั 9 ตวัอย่างจากทางเดินอาหารของไก่ และเป็ด แล้วระบชุนิด
ด้วยลกัษณะสณัฐานวิทยาจากการท าสไลด์ถาวร จากนัน้น าปล้องสกุหนึง่ปล้องของพยาธิแตล่ะตวั
ไปสกดั DNA ด้วยชดุสกัด GF-1 tissue DNA extraction แล้วน าไปตรวจหาด้วยวิธี simplex 
PCR, LAMP และ LAMP-LFD เพ่ือยืนยนัความถกูต้องในการตรวจหาของแตล่ะวิธี โดยตวัควบคมุ
เชิงบวก (positive control) คือ DNA พยาธิตวัตืดท่ีผา่นการระบชุนิดมาแล้วก่อนหน้านี ้
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แผนผังแสดงวิธีการด าเนินการทดลองโดยภาพรวม 

 

 
ภาพประกอบ 18 แผนผงัแสดงวิธีการด าเนินการทดลอง 

 
 
 
 
 
 



 
 

บทที่ 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

การระบุชนิดพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 
1. การระบุชนิดด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา 
จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาสามารถระบชุนิดพยาธิตวัตืดในสกลุ Raillietina 

ทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus โดยใช้ลักษณะ
สณัฐานวิทยาท่ีส าคญัในการแยก 3 ชนิดนี ้คือ จ านวนชัน้ของ rostellar hook, หนามบริเวณ 
sucker, รูปแบบการเปิดของ genital pore และจ านวนไข่ตอ่หนึ่งแคปซูลไข่ นอกจากนีย้งัมีอีก
หลายลกัษณะท่ีแตกตา่งกนัดงัตาราง 8  

(1) R. echinobothrida จดัอยู่ในสกุลย่อย Raillietina มี scolex ลกัษณะคอ่นข้างกลมมี
ความกว้าง 531-606 (565±32) ไมโครเมตร และความยาว 435-737 (594±128) ไมโครเมตร ส่วน
ของ rostellum ประกอบด้วย rostellar hook รูปค้อนเรียงตวัสองแถว โดยมีความยาว 10-13 
(11±1) ไมโครเมตร sucker ลกัษณะกลม และมีหนามขนาดเล็กอยู่จ านวนมาก genital pore เปิด
แบบ unilateral โดยต าแหน่งการเปิดอยู่ห่างจากด้านหน้าของปล้อง (anterior) เป็นระยะ 211.11-
377.33 (293.06±43.06) ไมโครเมตร รังไข่เป็น lobe วางตวัอยู่กึ่งกลางปล้อง และมีอัณฑะ
กระจายตวัอยู่รอบ ๆ ปล้องสกุประกอบด้วยแคปซูลไข่จ านวนมาก โดยแตล่ะแคปซูลไข่จะบรรจไุข่
ท่ีได้รับการปฏิสนธิ 5-11 ฟอง นอกจากนีมี้ลกัษณะเด่นท่ีพบเฉพาะชนิดนีคื้อบริเวณตรงกลาง
ระหวา่งปล้องสกุจะเกิดการแยกออกจากกนัเป็นรูตรงกลาง (ภาพประกอบ 19) 
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ภาพประกอบ 19 สณัฐานวิทยาของ R. echinobothrida  

(ก: rostellar hook ลกัษณะรูปค้อน; ข: scolex ท่ีมี rostellum (R) และ sucker ท่ีมีหนาม (S);     
ค: ปล้องแก่ท่ีมีอณัฑะ (T) กระจายตวัล้อมรอบรังไข ่(O) และ vitellaria (V) บริเวณกลางปล้อง 
และการเปิดของ genital pore (GP) แบบ unilateral; ง: ปล้องสกุท่ีประกอบด้วยแคปซูลไข ่(EC) 

ซึง่บรรจไุขท่ี่ได้รับการปฏิสนธิอยูภ่ายใน (E)) 

(2) R. tetragona จัดอยู่ในสกุลย่อย Raillietina มี scolex ลักษณะเป็นรูปไข่หรือวงรีมี
ความกว้าง 404-455 (429±20) ไมโครเมตร และมีความยาว 541-796 (705±99) ไมโครเมตร ส่วน 
rostellum ประกอบด้วย rostellar hook รูปค้อนเรียงตวัหนึ่งแถวขนาดเล็กกว่าหนามของ R. 
echinobothrida โดยมีความยาว 4-8 (6±1) ไมโครเมตร sucker ลกัษณะเป็นวงรีประกอบด้วย
หนามจ านวนมาก ต าแหน่งการวางตัวและลักษณะของรังไข่คล้ายกับ R. echinobothrida แต่
แตกต่างกันท่ีระยะห่างจาก genital pore กบัด้านหน้าของปล้อง 81-254 (113±35) ไมโครเมตร 
แคปซูลไขแ่ตล่ะอนัประกอบด้วยไขท่ี่ได้รับการปฏิสนธิ 8-9 ฟอง (ภาพประกอบ 20) 
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ภาพประกอบ 20 สณัฐานวิทยาของ R. tetragona  

(ก: rostellar hook ลกัษณะรูปค้อน; ข: scolex ท่ีมี rostellum (R) และ sucker ท่ีมีหนาม (S);     
ค: ปล้องแก่ท่ีมีอณัฑะ (T) กระจายตวัล้อมรอบรังไข ่(O) และ vitellaria (V) บริเวณกลางปล้อง 
และการเปิดของ genital pore (GP) แบบ unilateral; ง: ปล้องสกุท่ีประกอบด้วยแคปซูลไข ่(EC) 

ซึง่บรรจไุขท่ี่ได้รับการปฏิสนธิอยูภ่ายใน (E)) 

(3) R. cesticillus จดัอยู่ในสกุลย่อย Skrjabinia มี scolex ประกอบด้วย rostellum ท่ีมี
ขนาดใหญ่และกว้าง สามารถยืดหดได้ และมี rostellar hook รูปค้อนเรียงตวัสองแถวอยู่ท่ีฐานของ 
rostellum ไมส่ามารถแยก neck ออกจาก scolex ได้ รังไข่อยู่ต าแหน่งกึ่งกลางปล้องและมีอณัฑะ
กระจายตวัอยู่ด้านหลังของปล้อง (posterior) จ านวน 17-23 อัน genital pore เปิดแบบ 
alternating irregular unilateral และต าแหน่งการเปิดห่างจากด้านหน้าของปล้อง 193-313 
(251±35) ไมโครเมตร แคปซูลไข่แตล่ะอนับรรจไุข่ท่ีได้รับการปฏิสนธิ 1 ฟองเท่านัน้ และสามารถ
เห็นชอ่งวา่งระหวา่งเย่ือหุ้มชัน้นอกและชัน้ในได้ชดัเจน (ภาพประกอบ 21) 
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ภาพประกอบ 21 สณัฐานวิทยาของ R. cesticillus  

(ก: rostellar hook ลกัษณะรูปค้อน; ข: scolex ท่ีมี rostellum (R) ท่ีประกอบด้วยหนามและ 
sucker ท่ีไมมี่หนาม (S); ค: ปล้องแก่ท่ีมีอณัฑะ (T) กระจายตวัด้าน posterior ของปล้องและ     
รังไข ่(O) กบั vitellaria (V) ท่ีอยูบ่ริเวณกลางปล้อง รวมถึงการเปิดของ genital pore (GP) แบบ 

alternating irregular unilateral; ง: ปล้องสกุท่ีประกอบด้วยแคปซูลไข่ (EC) ซึง่บรรจไุขท่ี่ได้รับการ
ปฏิสนธิอยูภ่ายใน (E)) 
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ตาราง 8 เปรียบเทียบสณัฐานวิทยาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ท่ีพบในการศกึษา 

ลักษณะ 
ชนิดหนอนพยาธิ 

R. echinobothrida (n=6) R. tetragona (n=5) R. cesticillus (n=4) 

ความกว้าง scolex 530.97-606.16 (564.95±31.66) 404.34-455.14 (428.86±20.55) 555.91-722.43 
(623.36±76.73) 

ความยาว scolex 435.12-736.99 (594.14±128.05) 541.43-795.73 (705.27±98.96) 458.74-762.74 
(597.03±127.54) 

ความกว้าง sucker 136.21-277.46 (178.16±45.58) 81.22-101.17 (91.20±5.51) 104.87-135.67 
(117.75±9.25) 

ความยาว sucker 167.07-381.71 (229.01±70.17) 163.52-198.66 (180.12±8.45) 101.2-119.55 
(112.22±5.49) 

ความยาว rostellar 
hook 

10.26-12.56 (11.45±0.72) 3.88-7.62 (6.08±1.01) 9.50-11.94 (10.60±0.68) 

ความกว้างปล้องออ่น 966.11-2087.14 
(1451.56±341.81) 

307.01-656.29 (457.82±97.47) 735.87-1240.25 
(985.07±171.05) 

ความยาวปล้องออ่น 194.47-414.18 (292.52±62.52) 111.96-222.61 (156.34±33.28) 204.75-336.43 
(274.08±44.02) 

ความกว้างปล้องแก ่ 2121.32-3055.34 
(2734.35±201.36) 

1137.32-1785.49 
(1497.60±172.76) 

770.49-1858.27 
(1501.43±320.61) 

ความยาวปล้องแก่ 401.22-577.11(486.60±46.07) 254.52-610.89 (399.48±73.60) 338.44-960.66 
(593.85±136.10) 

ความกว้างรังไข ่ 384.56-840.89 (724.21±86.98) 128.84-362.72 (248.49±66.33) 170.71-511.60 
(322.04±123.71) 

ความยาวรังไข ่ 231.70-481.27 (355.88±56.58) 135.35-292.56 (191.29±48.80) 141.14-306.12 
(208.22±43.64) 

ความกว้างปล้องสกุ 2804.76-4385.78 
(3647.31±511.99) 

1601.86-2022.75 
(1861.57±135.78) 

1276.49-2591.64 
(2149.71±380.26) 
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ตาราง 8 (ตอ่) 

ลักษณะ 
ชนิดหนอนพยาธิ 

R. echinobothrida (n=6) R. tetragona (n=5) R. cesticillus (n=4) 

ความยาวปล้องสกุ 522.27-1317.79 
(886.64±224.38) 

593.09-1417.14 
(856.95±206.06) 

859.22-2698.79 
(1352.76±509.11) 

เส้นผา่นศนูย์กลาง 
แคปซูลไข ่

129.06-240.50 (166.94±30.82) 102.97-172.6  0 (150.37±25.06) 90.09-143.89 
(115.59±21.14) 

รูปร่าง scolex วงกลม วงรี วงกลม 

จ านวนแถว 
rostellar hook 

2 1 2 

รูปร่าง sucker วงกลม )มีหนาม(  วงรี )มีหนาม(  วงกลม )ไมม่ีหนาม(  

การเปิด genital pore เปิดด้านใดด้านหนึง่เหมือนกนัทกุ
ปล้อง 

เปิดด้านใดด้านหนึง่เหมือนกนัทกุ
ปล้อง 

เปิดด้านใดด้านหนึง่ไมเ่ป็น
แบบแผน 

* คา่ต ่าสดุ-คา่สงูสดุ (คา่เฉล่ีย±สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน), ** หนว่ยไมโครเมตร 
 

2. การระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยา 
การระบชุนิดเชิงโมเลกลุของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด โดยการเพิ่มปริมาณ

สารพนัธุกรรมบริเวณ ITS2 ด้วยไพรเมอร์ ITS3 และ ITS4 แล้วหาล าดบันิวคลีโอไทด์ จากนัน้น า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank พบว่า Raillietina ทัง้ 3 ชนิดท่ีพบมีคา่
ความเหมือนกบัพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในฐานข้อมลูถึงร้อยละ 100 ซึ่งสอดคล้องกบัลกัษณะ
สณัฐานวิทยาท่ีกลา่วมาข้างต้น 
 

การตรวจสอบความเที่ยงตรงของไพรเมอร์ส าหรับวิธี simplex PCR 
1. การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ 
การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ถกูทดสอบร่วมกบั DNA จากหนอนพยาธิชนิดอ่ืน 

ๆ ดงัตาราง 6 และโฮสต์เฉพาะ ได้แก่ ไก่ และเป็ด ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอร์จ าเพาะของพยาธิ
ตัวตืดสกุล Raillietina แต่ละชนิด สามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้อย่างจ าเพาะ โดยไม่
เกิดปฏิกิริยาข้ามในสภาวะการท าปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม (ตาราง 9) ซึ่งมีขนาดของผลิตภัณฑ์
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เป้าหมายส าหรับไพรเมอร์จ าเพาะของ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus 
ประมาณ 473, 352 และ 397 bp ตามล าดบั (ภาพประกอบ 22) นอกจากนีเ้พ่ือยืนยนัความ
ถกูต้องของผลิตภัณฑ์เป้าหมาย จึงท าการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์เป้าหมายทัง้หมด 
แล้วเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ทัง้หมดมีค่า
ความเหมือนกบัพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina เทา่กบัร้อยละ 100 

 

 
ภาพประกอบ 22 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ 

(ก-ข: R. echinobothrida; ค-ง: R. tetragona; จ-ฉ: R. cesticillus; lane M: DNA marker 100 
bp; lane RE: R. echinobothrida; lane RT: R. tetragona; lane RC: R. cesticillus; lane CO: 
Cotugnia sp.; lane DI: Diorchis sp.; lane FI: Fimbriaria sp.; lane EC: Echinostoma sp.; 

lane EM: E. miyagawai; lane HC: H. conoideum;  lane PC: P. cuneatus; lane AG: A. galli; 
lane GG: G. g. domesticus; lane AP: A. p. domesticus; lane N: negative control) 
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2. การทดสอบความไวของไพรเมอร์ 
การทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยาของไพรเมอร์โดยเร่ิมทดสอบท่ีปริมาณ DNA ตัง้

ต้น 5 ng จากนัน้เจือจางตอ่ไปครัง้ละ 10 เท่า (5–5 x 10-6 ng/µl) จนไม่สามารถตรวจสอบผลได้ 
ผลการทดสอบพบว่าความเข้มข้นของ DNA ท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาได้
ของไพรเมอร์จ าเพาะต่อ R. echinobothrida และ R. cesticillus เท่ากับ 5 x 10-2 ng/µl (50 
pg/µl) และไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ R. tetragona เทา่กบั 0.5 ng/µl (500 pg/µl) (ภาพประกอบ 23) 

 

 
ภาพประกอบ 23 การทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ 

(ก: R. echinobothrida; ข: R. tetragona; ค: R. cesticillus; lane M: DNA marker 100 bp; 
lane 1: 5 ng/µl; lane 2: x 10-1 ng/µl; lane 3: 5 x 10-2 ng/µl; lane 4: 5 x 10-3 ng/µl; lane 5:         

5 x 10-4 ng/µl; lane 6: 5 x 10-5 ng/µl; lane 7: 5 x 10-6 ng/µl; lane N: negative control) 
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การตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา LAMP 

1. การทดสอบอุณหภูมิ ระยะเวลา และความเข้มข้นสารที่เหมาะสมของปฏิกิริยา 
LAMP 
จากการทดสอบโดยใช้ไพรเมอร์ LAMP ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน 28S rDNA ของพยาธิตวัตืดใน

สกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด พบว่าความเข้มข้นสารเคมีท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดปฏิกิริยาของ    ไพร
เมอร์แสดงดงัตาราง 10 และผลการทดสอบอณุหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา LAMP คือ 
66 °C เน่ืองจากท่ีอณุหภูมิดงักล่าวสามารถเห็นผลิตภณัฑ์รูปแบบ ladder ชดัเจนและท าให้ไพร
เมอร์มีความจ าเพาะสงูสดุ ในสว่นของระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา LAMP พบว่าเร่ิมตรวจสอบผล
ของปฏิกิริยาได้ตัง้แต ่45 นาทีขึน้ไป แตร่ะยะเวลาท่ีสามารถสงัเกตผลิตภณัฑ์ได้ชดัเจนคือ 60 นาที 
ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้งึใช้อณุหภมูิ 66 °C เป็นเวลา 60 นาที ส าหรับการท าปฏิกิริยา LAMP 

ตาราง 10 ความเข้มข้นสารเคมีท่ีเหมาะสมตอ่การท าปฏิกิริยา LAMP 

สารเคมี ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X isothermal amplification buffer 1X 
MgSO4 (100mM) 2.4 mM 

F3 (5mM) 0.2 mM 
B3 (5mM) 0.2 mM 

FIP (10mM) 1.6 mM 
BIP (10mM) 1.6 mM 

dNTPs (10mM) 1.4 mM 
Betaine (5M) 1 M 

Bst 2.0 DNA polymerase (8,000 U/ml) 8 U 
Nuclease-free water เติมจนถึงปริมาตร 12.5 ไมโครลติร 

DNA template (5 ng/µl) 1 ไมโครลติร 

  
2. การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ 
ความจ าเพาะไพรเมอร์ LAMP ถกูทดสอบร่วมกบัหนอนพยาธิชนิดตา่ง ๆ และโฮสต์เฉพาะ 

โดยใช้ความเข้มข้นสารเคมีจากตาราง 10 ท่ีอุณหภูมิ 66 °C เป็นระยะเวลา 60 นาที ผลการ
ทดสอบพบว่าไพรเมอร์ LAMP สามารถเกิดปฏิกิริยากับ DNA ต้นแบบของพยาธิตวัตืดสกุล 
Raillietina ทัง้ 3 ชนิดได้เท่านัน้ โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกบัหนอนพยาธิชนิดอ่ืนและโฮสต์ ดงันัน้
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สามารถสรุปได้ว่าไพรเมอร์ LAMP มีความจ าเพาะต่อพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ทัง้ 3 ชนิด 
(ภาพประกอบ 24) 

 

 
ภาพประกอบ 24 การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ LAMP ท่ีจ าเพาะตอ่                              

R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus  

(lane M: DNA marker 100 bp; lane RE: R. echinobothrida; lane RT: R. tetragona;         
lane RC: R. cesticillus; lane MX: R. echinobothrida + R. tetragona + R. cesticillus; CO: 
Cotugnia sp.; lane DI: Diorchis sp.; lane FI: Fimbriaria sp.; lane EC: Echinostoma sp.; 

lane EM: E. miyagawai; lane HC: H. conoideum; lane PC: P. cuneatus; lane AG: A. galli; 
lane GG: G. g. domesticus; lane AP: A. p. domesticus; lane N: negative control) 
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3. การทดสอบความไวของไพรเมอร์ 
การทดสอบความไวของไพรเมอร์ LAMP โดยใช้ความเข้มข้น DNA ตัง้ต้นท่ี 5 ng แล้วเจือ

จางตอ่ไปครัง้ละ 10 เท่า (5–5 x 10-6 ng/µl) จนไม่สามารถตรวจสอบผลได้ ผลการทดสอบพบว่า
ไพรเมอร์ LAMP มีความไวตอ่ R. tetragona สงูสดุเท่ากบั 5 x 10-4 ng/µl (0.5 pg/µl) และ R. 
echinobothrida กบั R. cesticillus รองลงมาท่ี 5 x 10-2 ng/µl (50 pg/µl) และ 5 x 10-1 ng/µl 
(500 pg/µl) ตามล าดบั (ภาพประกอบ 25) ดงันัน้ความไวเฉล่ียในการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล 
Raillietina ทัง้ 3 ชนิด เทา่กบั 5 x 10-1 ng/µl 

 

 
ภาพประกอบ 25 การทดสอบความไวในการเกิดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ LAMP 

(ก: R. tetragona; ข: R. echinobothrida; ค: R. cesticillus; lane M: DNA marker 100 bp; 
lane 1: 5 ng/µl; lane 2: x 10-1 ng/µl; lane 3: 5 x 10-2 ng/µl; lane 4: 5 x 10-3 ng/µl; lane 5:      

5 x 10-4 ng/µl; lane 6: 5 x 10-5 ng/µl; lane 7: 5 x 10-6 ng/µl lane N: negative control) 
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การพัฒนาวิธี LAMP-LFD ที่จ าเพาะต่อพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina 

การพัฒนาวิธี LAMP-LFD ผู้ วิจัยเลือกผลิตภัณฑ์ LAMP ของ R. cesticillus ท่ี DNA 
ความเข้มข้น 0.5 ng/µl มาใช้ในขัน้ตอนการพฒันา เน่ืองจากเป็นคา่ความไวของไพรเมอร์ต ่าท่ีสดุท่ี
สามารถเกิดปฏิกิริยากบัพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิดได้ 

1. การทดสอบหาความเข้มข้นของ DNA probe ที่ตดิฉลากสารเรืองแสง FITC และ
ระยะเวลาในการบ่มส าหรับใช้ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ LAMP 
การทดสอบหาความเข้มข้น DNA probe ท่ีเหมาะสมด าเนินการโดยน าผลิตภณัฑ์ LAMP 

มาบม่ร่วมกบั DNA probe ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัได้แก่ 2, 20 และ 200 pmol ท่ีอณุหภูมิ 66 
°C เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนัน้น าสารละลายไปใส่ใน microcentrifuge tube ท่ีมี assay 
buffer 92 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วจุ่ม dipstick ประมาณ 5 นาที เพ่ือสงัเกตผล พบว่าความ
เข้มข้น DNA probe ท่ี 2 pmol สามารถสงัเกตเห็นแถบสีท่ี test line ชดัเจนท่ีสดุ (ภาพประกอบ 
26) จากนัน้น าความเข้มข้น DNA probe ท่ี 2 pmol ไปทดสอบหาระยะเวลาการบม่ท่ี 5, 10, 15 
และ 20 นาที พบวา่เวลาต ่าสดุท่ีเร่ิมสงัเกตเห็นแถบสีท่ี test line เท่ากบั 5 นาที (ภาพประกอบ 27) 
ดงันัน้จงึเลือกความเข้มข้น DNA probe ท่ี 2 pmol ส าหรับการบม่ท่ี 66 °C เป็นระยะเวลา 5 นาที 

 

 
ภาพประกอบ 26 การทดสอบหาความเข้มข้น DNA probe ท่ีเหมาะสม                              

ส าหรับการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ LAMP  

(lane 1-3: ความเข้มข้น 2, 20 และ 200 pmol ตามล าดบั; lane N: negative control) 
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ภาพประกอบ 27 การทดสอบหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบม่ DNA probe                    

ร่วมกบัผลิตภณัฑ์ LAMP 

(lane 1-4: 5, 10, 15 และ 20 นาที ตามล าดบั; lane N: negative control) 

2. การทดสอบกับสารพันธุกรรมแบบผสมด้วยวิธี LAMP-LFD 
ส าหรับกรณีท่ีมีการตดิเชือ้ร่วมระหว่างพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด ผู้วิจยัจึงน า 

DNA ของพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ทัง้ 3 ชนิดท่ีความเข้มข้น DNA 0.5 ng มาผสมกันได้
ทัง้หมด 4 รูปแบบได้แก่ (1) R. echinobothrida + R. tetragona (2) R. echinobothrida +       
R. cesticillus (3) R. tetragona + R. cesticillus และ (4) R. echinobothrida + R. tetragona + 
R. cesticillus จากนัน้น ามาท าปฏิกิริยา LAMP แล้วตรวจสอบด้วยเทคนิค LFD ผลการทดสอบ
พบว่าไพรเมอร์ LAMP สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ทัง้ DNA ของพยาธิแต่ละชนิดและ DNA ผสม
ระหว่างชนิดโดยไม่ยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาซึ่งกันและกัน แล้วเม่ือน าผลิตภัณฑ์ LAMP ไปบ่มกับ 
DNA probe พบว่า DNA probe สามารถ hybridize กบัผลิตภณัฑ์ LAMP ได้ทัง้หมดโดยไม่เกิด
การยบัยัง้เชน่กนั (ภาพประกอบ 28) 
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ภาพประกอบ 28 การตรวจหาสารพนัธุกรรมแบบผสมของพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ด้วยวิธี 

LAMP และ LAMP-LFD 

(ก: วิธี LAMP; ข: วิธี LAMP-LFD; lane M: DNA marker 100 bp; lane 1: R. echinobothrida; 
lane 2: R. tetragona; lane 3: R. cesticillus; lane 4: R. echinobothrida + R. tetragona;    

lane 5: R. echinobothrida + R. cesticillus; lane 6: R. tetragona + R. cesticillus;            
lane 7: R. echinobothrida + R. tetragona + R. cesticillus; lane N: negative control) 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาด้วยวิธีสัณฐานวิทยา, simplex PCR, LAMP 
และ LAMP-LFD  

การระบุชนิดด้วยลกัษณะสณัฐานวิทยาจากพยาธิตวัตืดระยะตวัเต็มวยัท่ีพบในล าไส้ไก่ 
และเป็ดรวมกนัจ านวน 9 ตวัอย่างพบว่าสามารถระบเุป็นพยาธิตวัตืดในสกลุ Raillietina ทัง้หมด   
6 ตวัอย่าง ประกอบด้วย 3 ชนิดคือ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. cesticillus อย่าง
ละ 2 ตวัอย่าง เม่ือน าไปตรวจหาด้วยวิธี simplex PCR, LAMP และ LAMP-LFD พบว่าแตล่ะวิธี
ให้ผลการตรวจหาท่ีสอดคล้องกบัผลการระบุชนิดด้วยลกัษณะสณัฐานวิทยา (ภาพประกอบ 29 
และตาราง 11) ดงันัน้แสดงให้เห็นว่าการตรวจหาด้วยวิธีอณูชีววิทยาทัง้ 3 วิธีในการศกึษาครัง้นีมี้
ความถกูต้องและแมน่ย าสงูส าหรับการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในสตัว์ปีก 
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ภาพประกอบ 29 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาระหวา่งวิธี simplex PCR, LAMP 

และ LAMP-LFD  

(ก: วิธี simplex PCR ท่ีจ าเพาะตอ่ R. echinobothrida; ข: วิธี simplex PCR ท่ีจ าเพาะตอ่          
R. tetragona; ค: วิธี simplex PCR ท่ีจ าเพาะตอ่ R. cesticillus; ง: วิธี LAMP; จ: วิธี LAMP-LFD; 

lane M: DNA marker 100 bp; lane P: positive control; lane 1-9: ตวัอยา่งทดสอบ;                         
lane N: negative control)
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บทที่ 5 
สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

การวิจัยเร่ืองการพัฒนาวิธี simplex PCR และ loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP) ควบคูก่บั lateral flow dipstick (LFD) ส าหรับตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล 
Raillietina ในสตัว์ปีก หลงัจากได้ผลการด าเนินงานวิจยัแล้วสามารถสรุปและอภิปรายผลการวิจยั
ได้ดงันี ้

การตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ในล าไส้ไก่ (G. g. domesticus) และเป็ด (A. p. 
domesticus) พบพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ R. echinobothrida, R. 
tetragona และ R. cesticillus โดยใช้ลกัษณะท่ีส าคญัในการระบชุนิดคือ ลกัษณะ scolex, รูปร่าง 
และจ านวนชัน้ rostellar hook, ลกัษณะ sucker, รูปแบบการเปิดของ genital pore และจ านวนไข่
ท่ีบรรจุในแต่ละแคปซูลไข่  ซึ่ ง มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาสอดคล้องกับรายงานของ 
Butboonchoo และคณะ (2016), McDougald (2020), Sawada (1964), Sawada (1965) และ 
Yamaguti (1959) จากนัน้จึงน าพยาธิทัง้ 3 ชนิดไปยืนยนัชนิดโดยหาล าดบันิวคลีโอไทด์จากยีน 
18S rDNA และ/หรือ บริเวณ ITS2  แล้วน าไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank ส าหรับยืนยนั
ผลจากลกัษณะสณัฐานวิทยา พบว่า พยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด มีคา่ความเหมือนกบั
พยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูลถึงร้อยละ 100 ซึ่งสอดคล้องกบัผลการระบุ
ชนิดจากลกัษณะสณัฐานวิทยา 

การตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina แตล่ะชนิดด้วยวิธี simplex PCR โดยออกแบบ
ไพรเมอร์จากบริเวณ ITS2 ได้ไพรเมอร์จ าเพาะทัง้หมด 3 คู่ คือ (1) ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ R. 
echinobothrida (R.echiF: 5’-TTCTTCACCCTCTTAGCCCTTCTA-3’, R.echiR: 5’-TCCCAC 
CAAACTCCTGCTG-3’) (2) ไพรเมอร์จ าเพาะตอ่ R. tetragona (R.tetF: 5’-CGTTGTGTGTTGT 
GTGTGTA-3’, R.tetR: 5’-ACCCACAGTACCCACAG-3’) และ (3) ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ R. 
cesticillus (R.cesF: 5’-GGATTAACTGTCTATGGCTGGTT-3’, R.cesR: 5’-CTCACGCACAC 
ACATCG-3’) ซึ่งไพรเมอร์แต่ละคู่มีสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาแตกต่างกันตามท่ีแสดง
ในตาราง 9 และมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาเท่ากับ 0.05 ng/µl, 0.5 ng/µl และ 0.05 ng/µl 
ตามล าดับ โดยมีขนาดเป้าหมายผลิตภัณฑ์ของ R. echinobothrida, R. tetragona และ R. 
cesticillus เท่ากบั 473 bp, 352 bp และ 397 bp ตามล าดบั ดงันัน้การตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ 
Raillietina ด้วยวิธี simplex PCR จากการศกึษาครัง้นีพ้บว่าสามารถตรวจหา R. echinobothrida, 
R. tetragona และ R. cesticillus ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
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หนอนพยาธิชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีการติดร่วม รวมถึงโฮสต์เฉพาะ นอกจากนีย้ังเป็นงานวิจัยแ รกท่ี
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจหาพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิด 

การพฒันาวิธีตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ด้วยวิธี LAMP โดยออกแบบไพรเมอร์
ด้วยวิธี manual design จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 28S rDNA ของพยาธิตวัตืดสกุล 
Raillietina ทัง้ 3 ชนิดคือ R. echinobothrida (accession numbers: MT856353, MT856354, 
MT856355), R. tetragona (accession numbers: MT856359, MT856360, MT856361) และ 
R. cesticillus (accession numbers: MT856356, MT856357, MT856358) ได้ไพรเมอร์ 4 เส้น 
ได้แก่ ไพรเมอร์คูน่อก (F3-RAI: 5’-TCGGTTGCGGCTTTTGCTAC-3’, B3-RAI: 5’-GACGTGCG 
TGCCAGATACCAT-3’) และไพรเมอร์คูใ่น (FIP-RAIBi: 5’-Biotin-AGACTGGCAATACCACCG 
GTCGTTTTTGGCCGTCTGGTCAGTGCAC-3’, BIP-RAI: 5’-CTGTTGCGTGTTATCGTGCA 
TCCACCTTTTCCTTGCACAGTCACTTTCACCACC-3’) โดยไพรเมอร์ท าปฏิกิริยาเหมาะสมท่ี
อณุหภูมิ 66 °C ระยะเวลา 60 นาที โดยไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับหนอนพยาธิท่ีมีรายงานการติด
ร่วมกนั และโฮสต์เฉพาะ นอกจากนีค้วามไวการเกิดปฏิกิริยาส าหรับตรวจหา R. echinobothrida, 
R. tetragona และ R. cesticillus ท่ีความเข้มข้น DNA ต ่าสดุเท่ากบั 50 pg/µl, 0.5 pg/µl และ 
0.5 ng/µl ตามล าดบั ดงันัน้ความไวเฉล่ียท่ีสามารถตรวจหาพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ทัง้ 3 
ชนิดได้เทา่กบั 0.5 ng การศกึษาก่อนหน้านีมี้การประยกุต์ใช้วิธี LAMP ตรวจหาหนอนพยาธิหลาย
ชนิดเช่น Chen และคณะ (2011) ตรวจหา Angiostrongylus cantonensis จากยีน 18S rDNA 
โดยมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาเท่ากบั 1 fg/µl และ Feng และคณะ (2017) ใช้วิธีการ LAMP ท่ี
จ าเพาะตอ่ยีนในไมโทคอนเดรียของพยาธิตวัตืดชนิด Echinococcus granulosus, E. shiquicus, 
Taenia crassiceps, T. pisiforms และ T. hydatigena โดยมีความไวในการตรวจหาเท่ากบั 10 
pg/µl และ E. multilocularis, T. multiceps เท่ากบั 1 pg/µl เป็นต้น แม้ว่าความไวในการตรวจหา
ของไพรเมอร์ LAMP ในการศกึษานีจ้ะต ่ากว่าการศกึษาก่อนหน้านี ้เน่ืองจากไพรเมอร์ LAMP ท่ี
ผู้วิจยัออกแบบในการศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์ให้ไพรเมอร์สามารถเข้าท าปฏิกิริยา และเพิ่มปริมาณ
สารพนัธุกรรมของพยาธิตวัตืดทัง้ 3 ชนิดได้ ดงันัน้ในกระบวนการออกแบบไพรเมอร์บางเส้น จึงไม่
เป็นไปตามหลกัการออกแบบไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม เช่น ค่า GC content, คา่ self-dimer และค่า 
hetero-dimer มากหรือต ่ากว่าคา่ท่ีเหมาะสม รวมไปถึงการท่ีมีนิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งในไพร
เมอร์ไม่สามารถจบักบับริเวณเป้าหมายได้ นอกจากนี ้Notomi และคณะ (2000) ได้กล่าวไว้ว่า 
ความไวของปฏิกิริยา LAMP ขึน้อยู่กบัขนาดของผลิตภณัฑ์เปา้หมายรูปร่าง dumbbell โดยขนาด
ของ ผลิตภณัฑ์ท่ีเหมาะสมควรมีความยาวอยู่ระหว่าง 130-200 bp แตข่นาดของผลิตภณัฑ์ของ



 58 
 
พยาธิตวัตืดทัง้ 3 ชนิดในการศกึษานีมี้ความยาวมากกว่า 200 bp ด้วยเหตผุลนีจ้ึงอาจส่งผลให้คา่
ความไวของไพรเมอร์ในการศึกษานีน้้อยกว่าการศึกษาอ่ืน ๆ แต่ไพรเมอร์ของการศึกษาครัง้นี ้
สามารถตรวจหาได้ครอบคลุมพยาธิตวัตืดทัง้ 3 ชนิดในปฏิกิริยาเดียวกัน ซึ่งช่วยลดขัน้ตอนการ
ออกแบบ ระยะเวลา และประหยดังบประมาณการสงัเคราะห์ไพรเมอร์ ส าหรับการตรวจหาทีละ
ชนิด ดังนัน้การตรวจหาด้วยวิธี LAMP ของการศึกษาครัง้นีส้ามารถน าไปประยุกต์ใช้ส าหรับ
ตรวจหาการตดิพยาธิตวัตืดสกลุ Raillietina ทัง้ 3 ชนิดใน ไก ่และเป็ดอยา่งมีประสิทธิภาพตอ่ไป 

การศกึษานีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ด้วยเทคนิค LFD เพ่ือลดระยะเวลาและ
ขัน้ตอนในการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี gel electrophoresis โดยออกแบบให้ไพรเมอร์ FIP-
RAIBi ติดฉลากด้วย biotin ไว้ด้าน 5’ และ DNA probe ถูกออกแบบให้จ าเพาะต่อผลิตภัณฑ์ 
LAMP ของพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina เท่านัน้  (Probe-RAI: 5’ -FITC-GATCGCAGATG 
GGAGG) ซึ่งติดฉลากด้วยสารเรืองแสง fluorescein isothiocyanate (FITC) ด้าน 5’ เช่นกัน 
จากนัน้ทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมและระยะเวลาในการบ่ม DNA probe พบว่าความ
เข้มข้น DNA probe ท่ีเหมาะสมเท่ากบั 2 pmol ด้วยการบม่ท่ีอณุหภูมิ 66 °C เป็นระยะเวลา 5 
นาที สามารถเห็นการปรากฏแถบสีท่ีเส้น test line ได้ชดัเจนและรวดเร็วท่ีสุด ซึ่งการใช้ความ
เข้มข้น DNA probe ท่ี 20 และ 200 pmol จะไม่ปรากฏแถบสีบนเส้น test line เน่ืองจาก DNA 
probe ท่ีมี FITC ติดอยู่จะเกิดการแย่งจบักบั colloidal gold-conjugated anti FITC antibody ท่ี
บริเวณ conjugate pad ของแผ่น LFD ท าให้ผลิตภัณฑ์ LAMP จับกับ colloidal gold-
conjugated anti FITC antibody ได้น้อย เม่ือผลิตภณัฑ์ LAMP เคล่ือนท่ีไปจบักบั biotin ligand 
ท่ี test line จึงไม่ปรากฏแถบสีจาก colloidal gold ในทางกลบักนัหากความเข้มข้น DNA probe 
น้อยเกินไป ผลิตภัณฑ์ LAMP บางส่วนก็จะไม่มี DNA probe จบัอยู่ ท าให้เม่ือไปจบักับ biotin 
ligand บนเส้น test line ก็จะไม่เกิดสีขึน้ (Kiatpathomchai, Jaroenram, Arunrut, Jitrapakdee, 
& Flegel, 2008) การตรวจสอบด้วยเทคนิค LFD เป็นการตรวจสอบผลท่ีง่าย สะดวก และรวดเร็ว 
สามารถลดระยะเวลาในการตรวจสอบผลได้อย่างน้อย 30 นาที รวมถึงไม่จ าเป็นต้องใช้อปุกรณ์
การท า gel electrophoresis และเคร่ืองฉายแสงสีน า้เงิน (LED transilluminator) ส่งผลให้วิธี 
LAMP-LFD ได้รับความนิยมในการตรวจหาปรสิตหลายชนิดเช่น Meloidogyne spp., Babesia 
bovis, B. bigemina, Plasmodium falciparum, P. vivax, Toxoplasma gondii และ 
Paragonimus westermani (Kongkasuriyachai, Yongkiettrakul, Kiatpathomchai, & Arunrut, 
2017; Lalle, Possenti, Dubey, & Pozio, 2018; Niu et al., 2011; Xunhui et al., 2019; Yang, 
Li, Wang, Chen, & Du, 2016) 
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจหาด้วยวิธีสณัฐานวิทยา, simplex PCR, LAMP 
และ LAMP-LFD พบว่าการตรวจหาด้วยวิธีอณูชีววิทยาทัง้ 3 วิธี สามารถระบุพยาธิตวัตืดสกุล 
Raillietina ได้ตรงกนั และสอดคล้องกบัผลจากลกัษณะสณัฐานวิทยา โดยทกุวิธีมีคา่ร้อยละความ
ถูกต้องเท่ากับ 100 ดงันัน้แสดงให้เห็นว่าทัง้ 3 วิธีเป็นวิธีท่ีมีความจ าเพาะ ความแม่นย า และ       
มีประสิทธิภาพสูงส าหรับใช้ในการตรวจหาพยาธิตัวตืดสกุล Raillietina ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดีท่ี
แตกตา่งกนัไปตามวตัถปุระสงค์ของการศกึษาเช่น วิธี simplex PCR เป็นวิธีท่ีสามารถระบถุึงชนิด
ของพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ได้ ซึ่งเหมาะส าหรับการศกึษาเชิงระบาดวิทยาหรือการกระจาย
ตวัของพยาธิท่ีต้องการทราบถึงชนิด แตก็่เป็นวิธีท่ีมีขัน้ตอนยุ่งยากและใช้เวลานาน วิธี LAMP เป็น
วิธีท่ีสามารถตรวจหาพยาธิตวัตืดทัง้ 3 ชนิดได้ในเวลาเดียวกนั โดยไม่ต้องอาศยัเคร่ืองเพิ่มปริมาณ
สารพนัธุกรรม สามารถใช้เพียง heat box หรือ water bath ในการตรวจหา ซึ่งเป็นวิธีท่ีเหมาะกบั
การตรวจสิ่งส่งตรวจ ส าหรับวินิจฉัยการติดเชือ้เพ่ือท าการรักษา เน่ืองจากพยาธิตวัตืดทัง้ 3 ชนิด
ก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีคล้ายคลึงกนั จึงใช้ยารักษาชนิดเดียวกนัคือ Praziquantel (Dasgupta et 
al., 2010; El-Bahy & Bazh, 2015; Rajendran & Nadakal, 1988) ท าให้การตรวจหาไม่
จ าเป็นต้องทราบถึงชนิดพยาธิ แต่พฒันาให้สามารถตรวจหาครอบคลมุได้ทัง้ 3 ชนิด ส าหรับใช้
เป็นข้อมลูประกอบการตดัสินใจรักษาเท่านัน้ และวิธี LAMP-LFD เป็นวิธีการตรวจหาเช่นเดียวกบั
วิธี LAMP แตพ่ฒันาการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค LFD ส าหรับทดแทนข้อจ ากดัการตรวจสอบผล
ด้วย gel electrophoresis ท่ีต้องท าในห้องปฏิบตัิการ เพ่ือเพิ่มความสะดวกและรวดเร็ว รวมถึง
การน าไปประยกุต์ใช้งานในภาคสนาม 

การศึกษาครัง้นีไ้ด้รายงานลกัษณะส าคญัท่ีใช้ในการจ าแนกพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina 
ทัง้ 3 ชนิด นอกจากนีย้งัเป็นรายงานแรกท่ีสร้างไพรเมอร์และ DNA probe ส าหรับวิธี simplex 
PCR และ loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ควบคูก่บั lateral flow dipstick 
(LFD) เพ่ือใช้ในการตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ในสัตว์ปีกได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่ง
สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลในการวินิจฉัยเพ่ือวิเคราะห์แนวทางการรักษาสัตว์ท่ีติดเชือ้ได้อย่าง
ทนัท่วงที ตลอดจนเป็นข้อมูลในการเฝ้าระวงั ป้องกัน และควบคมุพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของพยาธิ
ตวัตืดสกลุ Raillietina ไมใ่ห้กระจายเป็นวงกว้างตอ่ไป 

 
 



 60 
 
ข้อเสนอแนะ 

การพฒันาวิธี loop-mediated isothermal amplification (LAMP) ควบคูก่บั lateral flow 
dipstick (LFD) ส าหรับตรวจหาตรวจหาพยาธิตวัตืดสกุล Raillietina ในการศึกษาครัง้นีเ้ป็นการ
ทดสอบในห้องปฏิบตัิการเท่านัน้ โดยยงัไม่ได้น าไปใช้จริงในภาคสนาม ดงันัน้ก่อนน าไปใช้จริงจึง
ควรมีการทดสอบสภาวะและกระบวนการอ่ืน ๆ เพิ่มเติม เช่น การสกดั DNA พยาธิจากอุจจาระ
ของโฮสต์ การหาวิธีสกดั DNA โดยไม่ใช้ชดุสกดั ลดขัน้ตอนการผสมสารเคมี หรือการทดสอบท า
ปฏิกิริยา LAMP ใน water bath เพ่ือให้มีสภาวะใกล้เคียงกบัภาคสนามมากท่ีสดุก่อนน าไปใช้จริง
ให้เกิดประโยชน์ตอ่ไปในอนาคต 
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