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บทคัดย่อ 
 

อัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยา และการกระจายเชิงภูมิศาสตร์ของพยาธิใบไม้วงศ์ 
Heterophyidae ในลุ่มน้ําปงิตอนบน แบ่งการศึกษาออกเปน็ 2 ส่วน คือ ส่วนแรกศึกษาการ
ระบาดของตวัอ่อนของพยาธิระยะเซอร์คาเรียในหอย และเมตาเซอร์คาเรียในปลา และส่วนที่
สองเป็นการศึกษาทางอณูชีววิทยา การศึกษาการระบาดของพยาธิในปลา พบตวัอ่อนพยาธิ
ระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ จาํนวน 5 ชนิด แบ่งเปน็พยาธิใบไม้วงศ ์ Heterophyidae 

4 ชนิด ได้แก่ Haplorchis taichui, Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus, Centrocestus 

caninus และพยาธิใบไม้วงศ์ Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. โดยพยาธิ
ที่พบการระบาดในอัตราทีสู่ง และพบในทุกจุดเกบ็ตวัอย่าง คือ Haplorchoides sp. และ H. 

taichui ส่วนการศึกษาการระบาดของพยาธิในหอย พบตัวอ่อนของพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรีย 

ทั้งหมด 8 รูปแบบ คือ xiphidiocercaria, monostome cercaria, distome cercaria, 

pleurolophocercous cercaria, parapleurolophocercous cercaria, echinostome cercaria, 

furcocercous cercaria และ tranversotrema cercaria  
 การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยาเพือ่บ่งบอกคุณลักษณะเฉพาะตัวของพยาธิด้วย
เทคนิค Inter-Simple Sequence Repeats, ISSRs โดยใช้ ISSR primer ทําให้เกิดแถบ DNA      

ที่มีความแตกต่างกัน (polymorphic DNA) ในช่วง 80-3,000 bp และสามารถทําให้เกิด         

%polymorphic band เท่ากับ 100% เมื่อนําไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ พบว่า 
พยาธิวงศ์ Heterophyidae มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ pleurolophocercous cercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria โดยที่พยาธิ H. taichui, C. caninus และ S. falcatus มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกบั pleurolophocercous cercaria และ Haplorchoides sp. มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบั parapleurolophocercous cercaria  



 
 

ง 
 

 สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ Internal Transcribed Spacer Subunit 

2 (ITS-2) โดยใช้ไพรเมอร์ BD2-R และ 3S-F สามารถทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอกับพยาธิที่
ทําการศึกษาทุกชนิด จากนั้นนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของพยาธิ พบว่าพยาธิในวงศ์ Heterophyidae ได้แก่ H. taichui, S. falcatus,        

C. caninus และ Haplorchoides sp. มีตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียมี 2 รูปแบบ คือ 

pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria  

 การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียที่
พบในปลา 4 ชนิด ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. พร้อมกับ
เปรียบเทียบกับพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ Tre-COX R และ Tre-

COX F พบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจง
กับพยาธิจํานวน 3 ชนิด คือ H. taichui, S. falcatus และ Opisthorchis viverrini ซ่ึงทําให้เกิด
แถบดีเอ็นเอ ขนาด 400 bps เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นนําไปหาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิใน Genbank พบว่า พยาธ ิ H. taichui 

และ O. viverrini เป็นพยาธิชนิดเดียวกนักบัพยาธิทีพ่บใน Genbank ขณะที่พยาธิ S. falcatus 

กลับมีความแตกต่างกนักบัพยาธิที่พบใน Genbank  

 การตรวจสอบชนิดของพยาธิที่สํารวจพบ โดยใช้ specific primer ของพยาธิแต่ละชนิด 

พบว่า H. taichui มีตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียแบบ parapleurolophocercous cercaria พบในหอย 

Tarebia granifera ขณะที่ S. falcatus มีตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียแบบ parapleurolophocercous 

cercaria ซ่ึงพบในหอย Melanoides tuberculata สําหรับ Haplorchoides sp. มีตัวอ่อนระยะเซอร์
คาเรียแบบ parapleurolophocercous cercaria พบในหอย Melanoides tuberculata ส่วน        

C. caninus มีตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียแบบ pleurolophocercous cercaria พบในหอย Tarebia 

granifera  

 การเผยแพร่ข้อมูล พบว่าชาวบ้านมีการตื่นกลัวต่อการติดพยาธิ ในขณะเดียวกนัยังไม่
ละท้ิงวิถีชีวิต และวัฒนธรรมการบริโภคอาหารทีม่ีความเสี่ยงต่อการติดพยาธิ นอกจากนี้
ชาวบ้านบางส่วนยังรู้จักการป้องกันและรักษาตัวเอง โดยการตรวจอุจจาระ รวมถึงกินยาถ่าย
พยาธิเป็นระยะๆ แต่อย่างไรกต็ามยงัมีบางคนทีย่ังจัดอยู่ในกลุ่มเส่ียงต่อการติดพยาธิ เพราะไม่
มีการป้องกนัรักษา ซ่ึงการนําเสนอผลการวิจยั และให้ความรู้ผ่านการเผยแพร่ข้อมลูเป็นการ
ถ่ายทอดองค์ความรู้ที่ได้สู่ชาวบ้าน การมีโอกาสแลกเปล่ียนความคิดเห็น อภิปรายผลการวิจัย
ร่วมกนั จึงเปน็การสร้างโอกาส และวิธีการในการแก้ปญัหาที่ถกูต้อง และมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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Abstract 
 

Molecular identities and geographical distribution of heterophyid trematodes (Family 

Heterophyidae) in upper Ping river basin were investigated. This research is comprised with 

2 major sectors, first is epidemiological study of cercarial infection in some freshwater snails 

and metacercarial infection in fish. While the remaining is molecular identities of heterophyid 

trematodes found. The result showed that, there were 5 metacercarial species recorded 

from fish, 4 of these were belonged to those of Heterophyid trematodes; Haplorchis taichui, 

Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus and Centrocestus caninus whereas 1 remaining 

species was classified into Family Diplostomatidae; Posthodiplostomum sp. H. taichui and 

Haplorchoides sp. were recorded as high infection rate and recovered in all sampling sites. 

For cercarial infection, 8 different cercarial types were recorded; xiphidiocercaria, 

monostome cercaria, distome cercaria, pleurolophocercous cercaria, parapleurolophocercous 

cercaria, echinostome cercaria, furcocercous cercaria and tranversotrema cercaria 

respectively. 

Molecular identities using Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) method showed 

that different polymorphic DNA patterns were generated with fragment sizes ranging from 

80-3000 bp and 100% polymorphism among trematodes found in this study. Phylogenetic 

relationships analysis demonstrated heterophyid trematodes showed closely relation with 

pleurolophocercous cercaria and parapleurolophocercous cercaria. H. taichui, C. caninus and 

S. falcatus were clustered in the same branch with pleurolophocercous cercaria, whereas 

Haplorchoides sp. was in the same with parapleurolophocercous cercaria respectively. 

By using 3S-F and BD2-R primers, approximately 485 bp fragments of Internal 

Transcribed Spacer subunit 2 (ITS-2) were generated in all trematodes studied. Based on 



 
 

ฉ 

 

ITS-2 nucleotide sequences, phylogenetic analysis was also conducted and revealed that, H. 

taichui, S. falcatus, C. caninus and Haplorchoides sp. possessed with 2 cercarial types; 

pleurolophocercous cercaria and parapleurolophocercous cercaria 

According to nucleotide sequences of mitochondrial Cytochrome C oxydase subunit 1 

(COX I) gene by using Tre-COX F and Tre-COX R primers, 4 heterophyid flukes; H. taichui, 

S. falcatus, C. caninus and Haplorchoides sp. including liver fluke, O. viverrini were tested. 

Only 3 fluke species; H. taichui, S. falcatus and O. viverrini were annealed and amplified 

with these primers. Approximately 400 bp amplicons were generated and they were then 

sequenced through commercial biotechnologies service. Phylogenetic relationship was 

calculated and COX I sequences of related species that available in Genbank were also 

included. It was found that, H. taichui and O. viverrini showed maximum identities with 

Genbank databases, while S. falcatus seemed to be different. 

Molecular detection of larval heterophyid trematode in freshwater snail by using 

specific primers designed was resulted that, H. taichui showed positive with 

parapleurolophocercous cercaria collected from Tarebia granifera snail. S. falcatus yielded 

positive with parapleurolophocercous cercaria collected from Melanoides tuberculata snail, 

Haplorchoides sp. was positive with parapleurolophocercous cercaria from M. tuberculata 

snail whereas C. caninus was positive with pleurolophocercous cercaria from Ta. granifera 

snail respectively.  

After finished this research, our results were contributed to villagers who inhabited 

along with/nearby study sites through training program. Socio-economic data was also 

collected via questionnaire and it was found that, people still realized or be conscious in 

order of parasitic infection, but they cannot abandon their traditional life being particularly for 

consuming culture of under/inadequately cooked food that has been recognized as the main 

cause of parasitic infection. However, some people attempted to protect themselves by 

always passed stool examination including take vermicide tablets. Whereas some people still 

living with various risk of infection by without any protection. The contribution of research 

results to villagers/ communities, participatory-action and interaction are clarified to be 

appropriate solution of infection diseases which required for the promotion of sustaining 

development.  
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บทที่ 1 
บทนํา และวัตถุประสงค์ 

 
พยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae เป็นพยาธิทีม่ีการระบาดในเขตภาดเหนือ ซ่ึงมีรายงาน

การติดพยาธิกลุ่มนี้ในคนอย่างต่อเนื่อง ได้มีการศึกษาการระบาดในคน ปลา และหอย รวมไป
ถึงสัณฐานวิทยา ซ่ึงส่วนใหญ่เปน็การศึกษาแบบพื้นฐาน แต่การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณู
ชีววิทยาเพื่อบ่งบอกคุณลักษณะเฉพาะตัวของพยาธิในกลุ่มนี้ยงัมีการศึกษาน้อย โดยการนํา
เทคนิคทางอณูชีววิทยาใหม่ ๆ เช่น ISSR marker, Specific primer และ Phylogenetic 

relationship จากลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ Internal Transcribed Spacer Subunit 2 (ITS-

2) และ Cytochome C Oxydase (COX1) เพื่อเปน็เครื่องมือในการตรวจสอบและจําแนกชนิด
ของพยาธิ ร่วมกับศึกษาอัตราการติดเชื้อของพยาธิใบไม้ในปลา และหอย และการศึกษาทาง
สัณฐานวิทยาของพยาธิเพือ่ประเมินสภาวะการระบาด จากนั้นนําข้อมูลทีไ่ด้มาศึกษาการ
ระบาดเชิงพื้นที่ (spatial distribution) โดยการจัดทําแผนทีก่ารระบาดของพยาธิ ซ่ึงในปจัจบุัน
ถือว่ามีความจําเปน็ต่อการวางแผนการควบคุมการระบาดของพยาธิในคน รวมทั้งการระบาด
ในโฮสต์กึ่งกลาง เช่น ปลา และหอย โดยกําหนดพื้นทีศ่ึกษาในลุ่มน้าํปิงตอนบน เนื่องจากแม่น้าํ
ปิงเป็นแม่น้ําสายหลักทีม่ีความสําคัญต่อการทําเกษตร และการทําประมง แม่น้าํปิงมีแหล่งต้น
น้ําอยู่ในอําเภอเชียงดาว และอําเภอเวียงแหง ไหลผ่านเขตอําเภอเมือง และไหลลงสู่ทะเลสาบ
ดอยเต่า อําเภอดอยเต่า จังหวัดเชียงใหม่ ครอบคลุมพื้นทีใ่นจังหวัดเชียงใหม่ ลําพูนในพื้นที่
อําเภอป่าซาง และจงัหวัดแม่ฮ่องสอนในพื้นที่อําเภอปายบางส่วน ซ่ึงมีแม่น้ําสาขาที่สําคัญ คือ 

แม่น้ําแจ่ม แม่น้ําแม่งัด แม่น้ํากวง และแม่น้ําล้ี ทําให้เกิดเปน็ลุ่มน้ําที่สําคัญต่อประชาชนใน
จังหวัดเชียงใหม่ และจังหวัดใกล้เคียง ประชาชนที่อาศัยอยู่รอบๆ แม่น้ําส่วนใหญ่ประกอบ
อาชีพเกษตรกรรม และบางส่วนประกอบอาชีพประมง ลักษณะทั่วไปของแม่น้ําปิง และลําน้ํา
สาขาจะมีฝายทดน้ําขนาดเล็กกั้นอยู่เปน็ระยะ ๆ ทาํให้มีน้ําขังอยู่ตลอดเวลาช่วยให้เกษตรกร
สามารถทําการเกษตรได้ตลอดทั้งปี ส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของปลา และหอยที่เป็น
โฮสต์กึ่งกลางของพยาธิหลายชนิด โดยเฉพาะพยาธิในวงศ์ Heterophyidae ซ่ึงพยาธิวงศ์นี้เปน็
พยาธิกลุ่มหลักทีร่ะบาดในเขตภาคเหนือตอนบน ทั้งนี้การระบาดของพยาธิมีสาเหตุจาก
ประชาชนนิยมรบัประทานอาหารทีป่รงุจากปลาดิบ เช่น ส้าปลา ลาบปลาดิบ อาหารเหล่านี้
เป็นอาหารทีน่ิยมรับประทานมาอย่างช้านาน หากจะเปล่ียนพฤติกรรมการรับประทานนั้นทําได้
ยาก ประกอบกบัปลาที่มีตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียซึ่งเป็นระยะติดต่อนั้นสามารถหา



2 

 

รับประทานได้ง่าย ทําให้มีรายงานการติดพยาธิกลุ่มนี้ในประชาชนอย่างต่อเนื่อง การควบคุม
การติดพยาธิในคนน้ันทําได้ยาก ในการแก้ปัญหาการระบาดของพยาธิน้ันจะต้องมีการ
แก้ปัญหาอย่างบูรณาการ โดยการนําความรู้ด้านต่างๆ มาใช้ควบคู่กันไปจึงจะสามารถควบคุม
การระบาดของพยาธิได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซ่ึงงานวิจัยนี้เป็นการบรูณาการความรู้ทางด้าน
วิทยาศาสตร ์ ภูมิศาสตร์ และสังคมศาสตร์มาควบคุมการระบาดของพยาธิ โดยนําข้อมูลจาก
การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยา และการกระจายเชิงภูมิศาสตร์ของพยาธ ิ มาใช้ในการ
วางแผนรณรงค์ป้องกันการติดพยาธิในคน รวมทั้งเผยแพร่ข้อมูลแก่ชุมชนเพ่ือเป็นประโยชน์ต่อ
ชาวบ้านที่จะได้รับความรู้ อันตรายที่อาจเกิดจากการบริโภคปลาดิบ การรบัประทานอาหารให้
ถูกกสุขลักษณะ รวมทั้งยงัเปน็การช่วยป้องกนัการระบาดของพยาธิไม่ให้ติดต่อมาสู่คน และ
สัตว์เล้ียงได้อีกด้วย 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. ศึกษาความชุกของพยาธิใบไม้ในวงศ์ Heterophyidae ในปลา และหอย ซ่ึงเป็นโฮสต์
กึ่งกลางจากลุ่มแม่น้ําปิงตอนบน จังหวัดเชียงใหม่ 

2. ศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพยาธิที่สํารวจพบด้วยเทคนิค inter-simple sequence 

repeats, ISSR) และสร้างไพรเมอร์แบบจําเพาะ (specific primers) ที่เจาะจงต่อพยาธิ
แต่ละชนิด 

3. ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS-2 และ COX1 gene ของพยาธิใบไม้วงศ์ 

Heterophyidae 

4. ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic relationships) ของพยาธิที่สํารวจพบ 

จาก  ISSR markers และลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS-2 และ COX1 gene 

5. สร้างแผนที่การระบาดของพยาธิ โดยใช้เทคโนโลยีระบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์ 
(Geographic information system, GIS) 

 



 

บทที่ 2 
ทบทวนเอกสาร 

 
แม่น้ําปิงมีต้นกําเนิดจากเทือกเขาผีปันน้าํในพื้นทีเ่ขตอําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม่ 

ไหลลงมาทางทิศไต้ผ่านหุบเขาเข้าสู่เขตอําเภอแม่แตง มีแม่น้ําแม่งัดไหลมาบรรจบทางฝ่ังซ้าย 

และน้ําแม่แตงไหลมาบรรจบทางฝ่ังขวา เข้าสู่พื้นทีร่าบลุ่มจงัหวัดเชียงใหม่ และมีน้ําแม่กวง ซ่ึง
เป็นสาขาของแม่น้ําปงิไหลมาบรรจบทางฝั่งซ้าย บริเวณพื้นที่ อําเภอป่าซาง จังหวัดลําพูน 

จากนั้นแม่น้ําปิงจะไหลไปทางทิศตะวันตกเฉียงใต้ โดยมีแม่น้ําล้ี ซ่ึงไหลผ่านจากอําเภอลี้ มา
บรรจบกับแม่น้ําปิงที่อําเภอจอมทองทางฝั่งซ้าย และจากอําเภอจอมทอง แม่น้ําปิงจะไหลลงไป
ทางใต้ มีแม่น้าํแม่แจ่มไหลมาบรรจบทางฝ่ังขวา ที่อําเภอฮอด ก่อนจะไหลเข้าสู่อ่างเก็บน้ําดอย
เต่าที่อําเภอดอยเต่า จงัหวัดเชียงใหม่ มีพ้ืนที่ลุ่มน้ําประมาณ 22,400 ตารางกิโลเมตร (กวี, 
2547) ประชาชนที่อาศัยอยู่ในบริเวณโดยรอบส่วนใหญ่ประกอบอาชีพทําการเกษตร เช่น ปลูก
ข้าว ถั่วเหลือง ถั่วแระญี่ปุน่ กระเทียม หอมแดง ฯลฯ นอกจากนี้ชาวบ้านส่วนหนึ่งกย็ังประกอบ
อาชีพทําการประมง  

อัตราการติดเช้ือหนอนพยาธิโดยเฉพาะพยาธิใบไม้ยังในประเทศไทยยังคงอยู่ใน
ระดับสูง โดยเฉพาะสังคมเกษตรกรรมในที่ราบลุ่มแอ่งกระทะเขตภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยเนื่องจากประชากรไม่มีความรู้ทางด้านสาธารณสุขที่
เพียงพอ และการนิยมบริโภคอาหารพ้ืนเมืองที่ปรุงไม่สุก โดยเฉพาะอาหารที่ปรุงจากเนื้อปลา 
(Radomyos et  al., 1998) ซ่ึงมีตัวอ่อนระยะติดต่อของพยาธิใบไม้ที่สําคัญหลายชนิด เช่น 

พยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ที่มีการระบาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (Sithithaworn 

et  al., 1991) และพยาธิใบไม้ลําไส้ขนาดเล็ก Haplorchis taichui ซ่ึงมีรายงานการระบาดของ
พยาธิชนิดนี้ในภาคเหนือ และพบตัวอ่อนระยะติดต่อของพยาธิชนิดน้ีในปลาสร้อยขาว 
(Henicorhynchus siamemsis) อย่างหนาแน่น (Wongsawad et al., 2000 ; Kumchoo et  al., 

2005)  เนื่องจากท่ีราบลุ่มแอ่งกระทะเป็นพ้ืนที่รับน้ําจากแนวเขารอบด้าน เกิดการสะสมของ
น้ําท้ิงจากระบบการเกษตร และบ้านเรือนที่อยู่อาศัย ส่งผลให้มีการระบาดของพยาธิใบไม้ ทั้ง
ในระยะ metacercaria ในปลาเกล็ดขาว ระยะ cercaria ในหอยและระยะไข่ของตัวเต็มวัยที่พบ
ในอุจจาระคน ยังคงมีรายงานอย่างต่อเนื่อง จนถึงปัจจุบัน  จากรายงานการสํารวจปลาเกล็ด
ขาวในจังหวัดเชียงใหม่และลําพูนพบระยะเมตาเซอร์คาเรียของ H. taichui ปนกับ 

Haplorchoides sp. ซ่ึงต้องมีความชํานาญมากในการจําแนกจึงจะแยกชนิดได้  (Namue et al., 
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1998) การสํารวจการติดพยาธิในสัตว์มีกระดูกสันหลังจากลําน้ําแม่สา จังหวัดเชียงใหม่ ก็พบ
พยาธิในวงศ์ Heterophyidae ถึง 4 ชนิด (Wongsawad et al.,2004) นอกจากน้ี Kumchoo et al. 

(2005) ได้ทําการศึกษาระบาดวิทยาของพยาธิ H. taichui ระยะเมตาเซอร์คาเรียจากปลาเกล็ด
ขาว 15 ชนิดในอําเภอจอมทอง และอําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ พบว่ามีค่าความชุกของการ
ติดพยาธิถึง 91.4% และ 83.8% ความหนาแน่นของการติดพยาธิโดยเฉล่ีย 249.9 และ 107.4 

ตามลําดับ นอกจากนั้นการศึกษาครั้งน้ียังพบเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิ  C. caninus และ 
Haplorchoides sp. ร่วมอยู่ด้วย ต่อมาในปีเดียวกันน้ี Boonchot and Wongsawad (2005) ทํา
การสํารวจหนอนพยาธิในปลาเกล็ดขาว 5 ชนิด พบพยาธิใบไม้ในวงศ์ Heterophyidae ถึง 3 

ชนิด คือ H. taichui, C. caninus และ Haplorchoides sp. การศึกษาครั้งน้ีพบว่าฤดูหนาวมีการ
ติดพยาธิมากที่สุด รองลงมาคือฤดูร้อน และฤดูฝน โดยมีค่าความชุกรวมเท่ากับ 85.45% 

76.13% และ 76.0% ตามลําดับ ส่วน Saenphet et al. (2006) ศึกษาพยาธิสภาพของลําไส้หนู
แรทที่ติดพยาธิ C. caninus การศึกษาที่กล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่า ในภาคเหนือมีอัตราการ
ระบาดของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae สูงมาก นอกจากการระบาดในโฮสต์กึ่งกลางแล้ว 
ยังมีรายงานว่าระยะไข่ของพยาธิในวงศ์นี้หลายชนิดที่พบจากอุจจาระคนมีรูปร่างลักษณะคล้าย
กับพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini (Sukontason et  al.,1999)  ซ่ึงการตรวจวินิจฉัยต้อง
อาศัยผู้เช่ียวชาญเฉพาะ และอาจผิดพลาดเนื่องจากมีความคล้ายคลึงกันมากทางสัณฐาน
วิทยา จากรายงานของ Chuboon and Wongsawad (2003) พบไข่พยาธิใบไม้ Haplorchis 

taichui  เพียงชนิดเดียวจากอุจจาระคนในตําบล สบเตี๊ยะ อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ 

และ Kumchoo et al. (2003) พบการระบาดของระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลาเกล็ดขาวจํานวน
มาก จากรายงานทั้งสองนี้ไม่พบการแพร่ระบาดของพยาธิใบไม้ตับทั้งระยะติดต่อในปลาเกล็ด
ขาวและระยะไข่ในคน  

ปัจจุบันนอกจากมีการประยุกต์ใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือการวิจัยทางด้านปรสิต
วิทยามากข้ึนโดยเฉพาะพยาธิใบไม้ขนาดเล็กในลําไส้ในวงศ์ Heterophyidae ซ่ึงพบมีการระบาด
มากในเขตภาคเหนือของประเทศไทย เช่น การศึกษาคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสม
ของพยาธิใบไม้หลายชนิดจากระยะไข่ เมตาเซอร์คาเรีย และ ตัวเต็มวัยโดยเทคนิค HAT-RAPD  

(Wongsawad et al., 2006)  การตรวจหาตัวติดตามพยาธิใบไม้ S. falcatus  (Sripalwit et al., 

2003)  การตรวจสอบการติดเช้ือพยาธิใบไม้ H. taichui ด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา (Wongsawad 

et al., 2009)  การตรวจสอบพยาธิใบไม้ตับโดยการพัฒนา mitochondrial-based multiplex 

PCR สําหรับตรวจสอบและจําแนกพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และ Clonorchis sinensis   พบว่า      
O. viverrini  เกิด  PCR  product ขนาด 1,357 bp ส่วน Clonorchis sinensis เกิด PCR product 
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ขนาด 612 bp (Le  et  al., 2006)  สําหรับเทคนิค Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) จาก
รายงานการศึกษาพบว่าเทคนิค ISSR Markers ถูกนํามาใช้ในการศึกษาพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิต
อย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีความจําเพาะมากกว่าเทคนิค Random Amplified Polymorphic 

DNA (RAPD) เพราะว่าความยาวของ primers ที่ใช้ใน ISSR (16-20 bp) มีความยาวมากกว่า 
RAPD (10 bp) อีกประการหนึ่งคือ ISSR primers ออกแบบมาจากบริเวณท่ีเป็น repeated 

sequences ที่มีอยู่อย่างหลากหลายใน genomes เช่น (AGTG)4 หรือ (AG)8 ซ่ึงบริเวณน้ีจะมี
ความไวต่อการผันแปร หรือกลายพันธุ์มากกว่า coding regions (Wolfe et al., 1998)   

สําหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ Ribosomal DNA (rDNA) cluster เป็น
โครงสร้างที่ประกอบอยู่ในไรโบโซมของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงมีความสําคัญในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม เนื่องจากมีลําดับเบสที่ซํ้ากันจํานวนมาก สลับกับบริเวณอนุรักษ์ 

(conserved regions) ที่เรียกว่า Internal Transcribed Spacer (ITS) gene (Hillis and Dixon, 

1991) ลําดับเบสจากบริเวณ ITS 2 ถือเป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความจําเพาะในระดับชนิด
ของส่ิงมีชีวิต ในขณะที่ ITS 1 จะมีความจําเพาะและความคงตัวในการเป็น conserved region 

น้อยกว่า ITS 2 (Luton et al., 1992) ซ่ึง Sequences ของบริเวณดังกล่าวน้ี มักจะถูกอนุมานว่า
มีความเหมือนกันในประชากรกลุ่มเดียวกัน ตามหลักการมีวิวัฒนาการร่วมกัน (concerting 

evolution) ของส่ิงมีชีวิต (Dover, 1982; Hillis and Davis, 1988) ส่วน Cytochom C Oxydase I 

(COX I) เป็น gene ที่มีอยู่ใน Mitochondrial genome ของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงมีหน้าที่ควบคุมระบบการ
หายใจ และ metabolism  กล่าวโดยสรุปแล้ว COX I มีความสําคัญในการศึกษาพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิตเช่นเดียวกันกับ ITS 2 โดยมีความจําเพาะและความคงตัวในการเป็น conserved region 

และมีความเหมือนกันในประชากรกลุ่มเดียวกัน ตามหลักการมีวิวัฒนาการร่วมกัน (concerting 

evolution) ของส่ิงมีชีวิตและที่สําคัญมีความจําเพาะและคงตัวทางวิวัฒนาการตามกฏ  

Mathernal inheritance (Le et al., 2002) 

เทคโนโลยีอีกรูปแบบหนึ่งคือ การนําระบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์ (geographic 

information system, GIS) และ remote sensing (RS))  มาประยุกต์ใช้เพ่ือเป็นเครื่องมือใน
การศึกษาระบาดวิทยา  ซ่ึงเป็นระบบโปรแกรมอัตโนมัต ทํางานโดยคอมพิวเตอร์เป็นหลัก 

สามารถจัดการ แสดงผล วิเคราะห์ ข้อมูลเชิงภูมิศาสตร์ ที่มีจํานวนมาก มีความซับซ้อนได้ดี 

โดยมี 4 ข้ันตอนคือ เก็บข้อมูล วิเคราะห์ผล ค้นหาพิกัดเป้าหมาย และ แสดงผลในแผนที่ที่สร้าง
ข้ึน (Chaikoolvatana et al., 2008) นับตั้งแต่ Cross et al. (1984) ได้ใช้ข้อมูลจากดาวเทียม 

LandsatTM ในการทํานายอุบัติการณ์ของพยาธิใบไม้เลือด (schistosomes) ในประเทศฟิลิปปินส์ 

และประเทศแถบคาริบเบ้ียน ซ่ึงต่อมาทําให้ GIS/RS เป็นที่นิยมในการวิจัย  และผลการวิจัย
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ยืนยันว่า GIS/RS สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์เกี่ยวกับระบาดวิทยา และปัจจัยด้าน
ส่ิงแวดล้อมที่เกี่ยวข้องในระดับมหัพภาค เนื่องจากการแพร่ระบาดของโรคโดยรวม มักเป็นผล
มาจากการเปล่ียนแปลงของสภาวะบรรยากาศ (Brooker et al., 2006) ในประเทศไทย 

ระยะแรก GIS/RS ถูกนํามาใช้ในการควบคุมและจัดการการระบาดของไข้เลือดออก ต่อมามี
การศึกษาการใช้ GIS เพ่ือประเมินพ้ืนที่เส่ียงต่อการระบาดของเช้ือไข้หวัดนก (avian influenza) 

ในจังหวัดขอนแก่น (Mongkolsawat and Kamchai, 2008) ใช้ตรวจสอบการกระจายตัวของ
พาหะไข้เลือดออกในจังหวัดอุบลราชธานี (Chaikoolvatana et al., 2008) การประยุกต์ใช้ GIS 

ในการทํานายพื้นที่ระบาดของเช้ือมาลาเรีย ในประเทศอิหร่าน (Razheghi et al., 2008)  ศึกษา
การเกิดโรค Shigellosis ในประเทศเวียตนาม ซ่ึงจะเห็นได้ว่ามีการนําระบบสารสนเทศทาง
ภูมิศาสตร์ หรือ GIS มาใช้เพ่ือศึกษาการระบาดของโรคหลายชนิด แต่สําหรับการระบาดของ
พยาธิยังไม่มีการศึกษามากนัก  การวิจัยครั้งน้ีมีวัตถุระสงค์เพื่อนําระบบสารสนเทศทาง
ภูมิศาสตร์ (geographic information system, GIS) มาประยุกต์ใช้เพ่ือเป็นเครื่องมือในการศึกษา
ระบาดวิทยาของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae ร่วมกับเทคโนโลยีด้านอณูชีววิทยา (molecular 

biology) ในลุ่มน้ําปิงตอนบน ซ่ึงเป็นแอ่งที่ราบขนาดใหญ่แห่งหนึ่งของภาคเหนือที่มีความสําคัญ
ทางการเกษตร เช่นการปลูกข้าว ลําไย และพืชไร่หลายชนิด มีพื้นท่ีครอบคลุมตลอดความยาว
ของจังหวัดเชียงใหม่จากทิศเหนือจรดทิศใต้ และบางพื้นที่ของจังหวัดลําพูน ปัจจุบันการเกษตร
สมัยใหม่ส่วนใหญ่เป็นแบบทุนนิยมเชิงเด่ียวของเสียที่เกิดจากการเกษตร และบ้านเรือนที่อยู่
อาศัยถูกชะล้าง และสะสมมายาวนาน  ซ่ึงเป็นปัจจัยสําคัญที่ทําให้เกิดการปนเปื้อนและระบาด
ของเชื้อปรสิตและหนอนพยาธิ  นอกจากนั้นแล้ว ยังได้ศึกษาระบาดวิทยาการติดเช้ือของพยาธิ
ใบไม้ ทั้งในกลุ่มปลาเกล็ดขาว และในหอย เพื่อประเมินสภาวะการระบาด ร่วมกับวิธีตรวจสอบ
ด้วยสัณฐานวิทยา  อณูชีววิทยา และทําแผนที่การระบาดด้วยเทคโนโลยีทางภูมิศาสตร์ เพ่ือ
เป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่มีรายละเอียดครบถ้วนสมบูรณ์ เป็นประโยชน์ต่อการรักษาและป้องกัน
กําจัดพยาธิที่ถูกต้อง รวมทั้งเป็นเครื่องมือประกอบการวางแผนจัดการที่มีประสิทธิภาพทั้งใน
ปัจจุบัน และอนาคต งานวิจัยน้ีสามารถตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารระดับสากล และเสนอ
ผลงานในที่ประชุมวิชาการต่อไปได้ 

 



 
บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการศึกษา 
 

อุปกรณ์ที่ใชใ้นการวิจัย 

1. เครื่องมือ และอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทําสไลด์ถาวร และวาดรูป 

1.1 กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (Olympus System Compound microscope : 

Model  BHA) พร้อมอุปกรณ์ถ่ายรปู อุปกรณ์วาดรูป (Drawing tube) รวมทั้ง ocular 

และ stage micrometer 

1.2 กล้องจุลทรรศน์แบบสามมิติ (stereo microscope : Olympus System, Model XTR) 

1.3 กระจกสไลด์ และกระจกปิดสไลด์ 
1.4 แผ่นความร้อนสําหรบัวางสไลด์ (slide warmmer) 

1.5 อุปกรณ์เครื่องแก้ว : Petri-dish, beaker, dropper, Stender-dish, staining jar 

1.6 เครื่องมืออืน่ๆ เช่น ถงุมือ เข็มเข่ีย หน้ากาก พู่กนั ถุงพลาสติก กระดาษเลเบล กระดาษ
ชําระ ปากกา ฯลฯ 

2. เครื่องมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวิจัยด้านอณูชีววิทยา 
2.1 เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (BIO-RAD : My CyclerTM Thermal Cycler) 

2.2 ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว 
2.3 โกร่งบดตัวอย่าง 
2.4 หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 

2.5 เครื่องทําความเยน็ (ตู้เย็น 4 oC และตู้แช่ -20 oC) 

2.6 อ่างน้ําควบคุมอุณหภมิู (water bath : Julabo Model Eco TemTW20) 

2.7 เครื่องผสมเขย่า (vortex mixer) ยี่ห้อ Seoulin รุน่ MyLab Combispin SLFVL-2400 

2.8 เครื่องช่ังน้ําหนักแบบละเอียด 3 ตําแหน่ง (OHAUS : AdventurerTM) 

2.9 เตาไมโครเวฟ 

2.10 ชุดอุปกรณ์อิเลคโตรโฟรีซิส แบบแนวนอน (BIO-RAD) 

2.11 เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply) บริษัท BIO-RAD 

2.12 Adjustable automatic pipettes 

2.13 Eppendorf tube 

2.14 Tip ขนาดต่างๆ 
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2.15 PCR tube 

2.16 เครื่องถ่ายรปูเจล (Kodak Digital Science ID Image Analysis System with a DC 100 

camera) 

2.17 เครื่องแก้วต่างๆ เช่น บีกเกอร์ กระบอกตวง ขวดรูปชมพู่ ฯลฯ 
3. วัสดุอ่ืน ๆ เช่น ถุงมือ คีมคีบ ช้อนตักสาร กระดาษช่ังสาร พลาสติกใสอย่างบาง 

ถุงพลาสติก ถาดพลาสติก กระดาษ ฯลฯ 
 

สารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง 
1. สารเคมีที่ใช้ในการทําสไลด์ถาวร 

1.1 Ethyl alcohol  10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 85% และ 95% 

1.2 Formalin 10% 

1.3 Buthyl alcohol 

1.4 Xylene 

1.5 Permount 

1.6 สีย้อมชนิดต่างๆ (Borax Carmine และ Haematoxyline) 

1.7 NaCl 

2. สารเคมีที่ใช้ในการทําวิจัยทางด้านอณูชีววิทยา 
2.1 Agarose (Vivantis, Malaysia) 

2.2 Deionized H2O 

2.3 GF-1 Tissue DNA Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) 

2.4 Ethidium Bromide 

2.5 Ethyl alcohol 

2.6 Isopropanol 

2.7 Liquid nitrogen 

2.8 Loading dye 

2.9 Magnesium chloride 

2.10 Arbitrary primers (Operon Technology, USA) 

2.11 Taq polymerase (Vivantis, Malaysia) 

2.12 TBE buffer 
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วัสดุอุปกรณ์ในการศึกษาทางด้านระบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์ (GIS) 
1. GPS, Garmin etex venture 

2. คอมพิวเตอร์ 
3. ArcGis Desktop ver. 9.3 software 

 
วิธีการศึกษา 
1. สํารวจจุดเก็บตัวอย่าง 

 ลงพ้ืนที่สํารวจจุดเกบ็ตัวอย่างเก็บข้อมูลเบื้องต้น และกําหนดจุดเก็บตัวอย่าง ติดต่อ
ประสานงานกับชาวบ้านในพื้นที่ในลุ่มแม่น้ําปิงตอนบน เพื่อขอความร่วมมือในการทําวิจัย เช่น 

สอบถามแหล่งจับปลา และหอย เพื่อประโยชน์ในการเก็บตัวอย่างโฮสต์กึ่งกลาง 
2. การศึกษาทางด้านการระบาด และความหลากหลายของพยาธิในหอยและปลา 

2.1 เก็บตัวอย่างหอยในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พร้อมทั้งวัดพิกัดจุดเก็บตัวอย่าง หลังจากนั้น
นํามาตรวจสอบการระบาดของพยาธิโดยทุบตัวอย่างหอยให้แตก ใช้เข็มเข่ียฉีกเนื้อหอยให้แยก
ออกจากกันเพ่ือให้ตัวอ่อนพยาธิระยะเซอร์คาเรียหลุดออกมา นําไปตรวจสอบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ stereo จากนั้นนับจํานวน และนําค่าที่ได้ไปคํานวณหาค่าความชุก 

(%prevalence) และค่าความหนาแน่น (intensity) ของพยาธิที่พบ 

2.2 เก็บตัวอย่างปลาในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พร้อมท้ังวัดพิกัดจุดเก็บตัวอย่าง หลังจากนั้น
นํามาตรวจสอบการระบาดของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย โดยนําปลาที่ได้แต่ละตัวมาปั่นให้
ละเอียด รวมกับสารละลาย pepsin 1%  แล้วนําไป incubate ใน water bath shaker อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง กรองด้วย sieve mesh ขนาดต่างๆ เพ่ือแยกเอากาก 

และเศษของเนื้อปลาที่ย่อยไม่หมดออก  ล้างด้วยสารละลาย NaCl 0.85 % จนใสแล้ว นําไป
ตรวจสอบโดยกล้องจุลทรรศน์แบบ stereo จากนั้นนับจํานวนเมตาเซอร์คาเรีย และนําค่าที่ได้
ไปคํานวณหาค่าความชุก (%prevalence) และค่าความหนาแน่น (intensity) ของพยาธิที่พบ 

3. การศึกษาทางด้านสัณฐานวิทยาของพยาธิ 
 นําตัวอย่างพยาธิท่ีสํารวจพบในหอย และปลา มาทํา permanent slides เพ่ือเตรียม
ตัวอย่างสําหรับการศึกษาทางด้านสัณฐานวิทยา โดยคงสภาพด้วยฟอร์มาลิน 5% ย้อมสีด้วย 

Haematoxylene / Borax carmine ดึงน้ําออกโดยใช้ grading alcohols ทําให้ใสโดย xylene แล้ว 
mount ด้วย permount จากนั้นนํา permanent slide ที่ได้มาถ่ายรูป วาดภาพ และวัดขนาด เพ่ือ
ประกอบการการศึกษาด้านอนุกรมวิธาน 
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4. การศึกษาทางอณูชีววิทยา 
4.1 นําตัวอย่างพยาธิที่รวบรวมไว้มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด GF-1 Tissue DNA 

Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) เพ่ือเตรียมดีเอ็นเอสําหรับการทํา PCR ดีเอ็นเอที่ได้จะเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC เพื่อรักษาไม่ให้ดีเอ็นเอเส่ือมสภาพ 

4.2 ศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพยาธิที่สํารวจพบด้วยเทคนิค inter-simple sequence 

repeats, ISSR) โดยใช้ ISSR primers โดยการนําดีเอ็นเอของพยาธิพยาธิใบไม้วงศ์ 

Heterophyidae ที่สํารวจพบมาเพิ่มปริมาณโดยกระบวนการ PCR ร่วมกับ ISSR primers 

จํานวน 10 primers โดยใช้ My CyclerR Thermocycler (Bio-Rad) ซ่ึงมีองค์ประกอบ และเง่ือนไข
ของปฏิกิริยาดังน้ี 

(1) ในปฏิกิริยา PCR แต่ละครั้งจะมีปริมาตรของสารละลายรวมทั้งหมด 20 l โดยมี
องค์ประกอบดังนี้ 

  Buffer    2.0 μl 

  MgCl2    0.6 μl 

  dNTP    0.4 μl 

 Primer   1.0 μl 

 DNA template   1.0 μl 

 Taq polymerase 0.3 μl 

 dH2O   14.7 μl 

(2) เงื่อนไขของปฏิกิริยา PCR โดยกําหนดสภาวะต่างๆ ดังน้ี (ภาพ 1) 

Initial denaturation  94 oC 2   นาที 
Denatulation   94 oC 30 วินาที 
Primer annealing  48 oC  30 วินาที 
Extention   72 oC 45 นาที 
จํานวน 35 รอบ 

Final extention   72 oC 7   นาที 
 

 จากนัน้ นํา PCR products ที่ได้มาทํา agarose gel electrophoresis โดยใช้ 1.4% 

agarose ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 volts เปน็เวลา 35 นาที จากนั้นนํา gel ที่ได้ ย้อมด้วย 

ethidium bromide ความเข้มข้น 1 mg/ml เปน็เวลา 10 นาที แล้ว destain ด้วยน้ํากล่ันอีก 10 

นาที และตรวจสอบ gel ด้วย UV- transilluminator พร้อมบันทึกภาพด้วยกล้องดิจิตอล  Kodak 
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Gel LOGIC 100 และนําแถบ DNA ที่ได้จาก primer ทั้งหมดมานบัจํานวนแถบ DNA ที่เกิดข้ึน
แล้วนําไปแทนค่าข้อมูลให้เป็นระบบตัวเลขมาตรฐาน (0,1) เพื่อนําไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการ โดยใช้โปรกแรม Clustal w 

4.3 ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS-2 และ COX1 gene ของพยาธิใบไม้วงศ์ 
Heterophyidae โดยการนาํดีเอ็นเอของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae ที่สํารวจพบมาเพิม่
ปริมาณโดยกระบวนการ PCR ร่วมกบัการใช้ ITS-2 และ COX1 primer โดยมีองค์ประกอบ และ
เง่ือนไขของปฏิกิริยาดังนี้ 

(1) ในปฏิกิริยา PCR แต่ละครั้งจะมีปริมาตรของสารละลายรวมทั้งหมด 20 l โดยมี
องค์ประกอบดังนี้ 

  Buffer    2.0 μl 

  MgCl2    0.6 μl 

  dNTP    0.4 μl 

 Primer   1.0 μl 

 DNA template   1.0 μl 

 Taq polymerase 0.3 μl 

 dH2O   14.7 μl 

(2) เงื่อนไขของปฏิกิริยา PCR โดยกําหนดสภาวะต่างๆ ดังน้ี (ภาพ 1) 

Initial denaturation  94 oC 2   นาที 
Denatulation   94 oC 30 วินาที 
Primer annealing  65 oC  30 วินาที 
Extention   72 oC 45 นาที 
จํานวน 35 รอบ 

Final extention   72 oC 7   นาที 
 

 จากนัน้นําแถบดีเอ็นเอของชิ้นส่วนดีเอ็นเอของ ITS-2 และ COX I gene แล้วแยกแถบดี
เอ็นเอออกมา ทําให้บริสุทธิ์ (Eluted and Purified) และนํา PCR product ที่ได้ นําไปหาลําดับ    

นิวคลีโอไทด์ (sequencing) และนําลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการ (Phylogenetic relationships) โดยใช้โปรกแรม Clustal w 

4.4 การตรวจสอบชนิดของพยาธิที่สํารวจพบด้วยไพรเมอร์แบบจําเพาะ (specific primers)

 นํา specific primers ของพยาธิใบไม้วงศ ์ Heterophyidae ทีไ่ด้ออกแบบจาก
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กระบวนการ HAT-RAPD PCR มาตรวจสอบการติดพยาธิในปลา และหอยซ่ึงเปน็โฮสต์กึ่งกลาง
ของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae 

5. การศึกษาการระบาดเชิงพื้นทีโ่ดยใช้ระบบสารสนเทศทางภูมิศาสตร์ 
 นําข้อมูลค่าความชุกของพยาธิท้ังในหอย และปลามาจัดทําแผนทีก่ารระบาดโดยใช้
โปรแกรม ArcGIS Desktop version 9.3 ของบริษัท ESRI, CO,Ltd และวิเคราะห์แนวโน้มการ
ระบาดของพยาธิในพื้นที่สํารวจ 

6. เผยแพร่ข้อมูลการวิจัยทีไ่ด้สู่ชุมชน 

 รวบรวมข้อมลูการระบาดของพยาธิในพื้นที่ลุ่มน้ําปิงตอนบน เผยแพร่ข้อมูลสู่ชุมชนใน
เขตพื้นที่มีการการระบาดของพยาธิอย่างรุนแรง โดยการบรรยายให้ความรูท้ั่วไปเกี่ยวกับพยาธิ
ชนิดต่างๆ เช่น การก่อให้เกิดโรค การรกัษา และการป้องกนั พร้อมท้ังแจกแบบสอบถาม เพื่อ
ศึกษาบริบทชุมชน และพฤติกรรมต่างๆ ของชาวบ้าน 

7. สรุปผลและวิเคราะห์ผลการวิจัย 



 

บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 

4.1 สํารวจจุดเก็บตัวอย่าง 
 การศึกษาการระบาดของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae ในปลา และหอยในเขตลุ่มน้ําปงิ
ตอนบน (ภาพ 1, ตาราง 1) ได้กําหนดจุดเก็บตัวอย่างท้ังหมด 10 จุดเก็บตัวอย่าง (ภาคผนวก ข)   

 
 

ภาพ 1  แผนทีแ่สดงจดุเก็บตัวอย่างปลา และหอยในลุ่มแม่น้ําปิงตอนบน 

S1: จุดเก็บตัวอย่างที่ 1, S2: จุดเกบ็ตัวอย่างที ่2, S3: จุดเก็บตัวอย่างที่ 3, S4: จุดเก็บตัวอย่าง
ที่ 4, S5: จุดเก็บตัวอย่างที ่5, S6: จุดเก็บตัวอย่างที ่6, S7: จุดเก็บตัวอย่างที ่7, S8: จุดเก็บ
ตัวอย่างที ่8, S9: จุดเก็บตวัอย่างที่ 9, S10: จุดเกบ็ตัวอย่างที่ 10 
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ตาราง 1  ตําแหน่ง และพิกัดของแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง 
 
จุดเก็บตัวอย่าง ตําแหน่ง พิกัด 

1 แม่น้ําปงิ อําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม่ 
 

N 19o17'05.8"  

E 098o58'20.9" 

2 แม่น้ําแม่งัด อําเภอพร้าว จงัหวัดเชียงใหม่ N 19o04'23.7" 

E 098o51'28.9" 

3 แม่น้ําแม่แตง อําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ N 19o08'45.0" 

E 099o02'13.8" 

4 แม่น้ําปงิ อําเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ N 18o54'07.4" 

E 098o58'36.7" 

5 แม่น้ําแม่กวง อําเภอป่าซาง จังหวัดลําพูน N 18o32'59.1" 

E 098o56'33.0" 

6 แม่น้ําล้ี อําเภอบ้านโฮ่ง จังหวัดลําพูน N 18o19'45.5" 

E 098o48'38.0" 

7 แม่น้ําปงิ อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ N 18o24'21.1" 

E 098o42'07.1" 

8 แม่น้ําแม่แจ่ม อําเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม่ N 18°12'7.40" 

E 098°36'52.23"

9 อ่างเก็บน้ําดอยเต่า อําเภอดอยเต่า จงัหวัด
เชียงใหม ่

N 17°57'18.32" 

E 098°39'18.09"

10 เข่ือนภูมิพล อําเภอสามเงา จังหวัดตาก N 18o24'21.7" 

E 098o42'06.7" 

 

4.2 การศึกษาทางสัณฐานวิทยาของพยาธิใบไม้ที่พบแต่ละชนิด 

 การระบาดของพยาธิในปลาแต่ละจุดเกบ็ตัวอย่าง พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์
คาเรียของพยาธิใบไม้ จํานวน 5 ชนิด แบ่งเปน็พยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae 4 ชนิด ได้แก่ 
Haplorchis taichui, Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus, Centrocestus caninus. และ
พยาธิใบไม้วงศ์ Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. โดยรายละเอียดของ
พยาธิที่พบแต่ละชนิดมีดังน้ี   
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Haplorchis taichui (Nishigori) Witenberg, 1930 (ภาพ 2) 
 

 Phylum Platyhelminthes 

  Class Trematoda 

  Order Digenea 

   Family Heterophyidae 

    Genus Haplorchis 

 
ลักษณะรปูรา่ง  
 เมตาเซอร์คาเรีย มีลักษณะของ cyst กลม มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.13-0.18 มิลลิเมตร 
cyst wall มีผนัง 2 ช้ัน ภายใน ภายใน cyst พบตัวอ่อนที่ขดตวั และมีการเคลื่อนที่ไปมา
ตลอดเวลา มองเห็น spine ขนาดเล็กปกคลุมลําตัวชัดเจน สามารถมองเหน็ oral sucker ชัดเจน 

มองเหน็ excretory blader ที่ภายในเตม็ไปด้วยของเสียสีดํา (dark granules) ตัวเต็มวัยมี
ลักษณะลําตวัขนาดเล็ก รูปร่าง pyriform หรือ pear-shape มีความกว้าง 0.18 – 0.25 

มิลลิเมตร ยาว 0.63 – 0.70 มิลลิเมตร ลําตัวปกคลุมด้วย scale-like spine ส่วนของ oral 

sucker พบเกือบปลายสุดของลําตัวทางด้านหน้า (anterosubterminal) มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.03 – 0.06 มิลลิเมตร มี pharynx มีลักษณะค่อนข้างกลม มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.01 – 0.06 

มิลลิเมตร esophagus มีความยาว 0.02 – 0.05 มิลลิเมตร ส่วนปลายแยกออกเปน็ bifurcate 

caeca ปลายตัน ยาวไปตามด้านข้างของลําตัวจนถึง posterior ของ testis ส่วน ventral sucker 

เยื้องไปทางด้านข้าง โค้งเปน็วง มี spine จํานวน 13 – 16 อัน เรียงเป็นรูปคล้ายพัด มี testis อัน
เดียว กลมใหญ่ ovary กลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.06-0.08 มิลลิเมตร uterus ขดอยู่เต็ม
ทาง posterior ของ ovary ภายในไข่มีอยู่จํานวนมาก มีช่องเปิดร่วมกับ ventral sucker เรียกว่า 
ventrogenital sac ไข่พยาธิมีลักษณะกลมร ีเรียวหัวท้าย มีขนาดประมาณ 0.01-0.02 x 0.02-

0.03 มิลลิเมตร เห็นไหล่ไม่ค่อยชัด 
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Stellantchasmus falcatus Onji & Nishino, 1916 (ภาพ 3) 
 
 Phylum Platyhelminthes 

 Class Trematoda 

   Order Digenea 

   Family Heterophyidae  

    Genus Stellantchasmus  

 

ลักษณะรปูรา่ง 
 เมตาเซอร์คาเรียมีขนาดเล็กรปูไข่หรือรี มีความยาว 0.15-0.90 มิลลิเมตร กว้าง 
0.12-0.15 มิลลิเมตร มีผนังหนาสามารถมองเห็นตัวอ่อนของพยาธิอยู่ภายในมีการเคล่ือนทีไ่ป
มาอย่างรวดเร็ว มีของเสียที่มีลักษณะเปน็เม็ดอยู่ภายใน excretory blader ตัวเตม็วัยมีลักษณะ
ลําตัวขนาดเล็ก รปูร่าง pyriform หรือ pear-shaped มีความยาว 0.16-0.19 มิลลิเมตร กว้าง 
0.11-0.12 มิลลิเมตร ลําตวัปกคลุมด้วย scale-like spine ส่วนของ oral sucker พบเกือบปลาย
สุดของลําตัวทางด้านหน้า (anterosubterminal) มีขนาดกว้าง 0.27-0.35 มิลลิเมตร ยาว 0.01-

0.03 มิลลิเมตร มี prepharynx ยาว 0.01-0.02 มิลลิเมตร ลักษณะค่อนข้างกลม มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.01-0.03 มิลลิเมตร esophagus มีความยาว 0.028-0.035 มิลลิเมตร ส่วนปลาย
แยกออกเป็น bifurcate caeca ปลายตัน ยาวไปตามด้านข้างของลําตัวจนถึง anterior ของ 
testis ระบบสืบพันธุ์มี testes 2 อัน สมมาตรกนัอยู่เกือบท้ายสุดของลําตัว มีรปูร่างค่อนข้าง
กลม วัดเส้นผ่านศูนย์กลางได้ 0.03-0.05 มิลลิเมตร พบว่าส่วนของ seminal vesicle ท่อส่ง
น้ําเชื้อ (ejaculatory duct) ที่อยู่ในส่วนเดียวกัน เปน็กระเปาะยืน่ไปเปิดรวมกับ ventral sucker 

เรียกว่า expulsor ที่มีลักษณะเปน็กล้ามเน้ือชัดเจนไปเปิดออกที่ genital pore พบ ovary ตั้งอยู่
เกือบกลางของลําตัวทางส่วนท้ายของลําตวั มีรปูร่างค่อนข้างกลม วัดเส้นผ่านศูนย์กลางได้ 
0.02-0.07 มิลลิเมตร  
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ภาพ 2 ลักษณะทั่วไปของพยาธิ Haplorchis taichui  

A. ภาพถ่ายระยะเมตาเซอร์คาเรีย   B. ภาพถ่าย   C. ภาพวาด  

 

 
ภาพ 3 ลักษณะทั่วไปของพยาธิ Stellantchasmus falcatus 

A. ภาพถ่ายระยะเมตาเซอร์คาเรีย   B. ภาพถ่าย   C. ภาพวาด  
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Haplorchoides sp. Chen, 1949 (ภาพ 4) 
  
 Phylum Platyhelminthes 

 Class Trematoda 

  Order Digenea 

   Family Heterophyidae 

    Genus Haplorchoides  

  

ลักษณะรปูรา่ง 
 เมตาเซอร์คาเรียมีขนาดเล็กรปูไข่หรือรี มีผนังหนาสามารถมองเห็นตัวอ่อนของพยาธิ
อยู่ภายในมีการเคล่ือนที่ไปมาอย่างรวดเร็ว มีของเสียที่มีลักษณะเปน็เม็ดอยู่ภายใน excretory 

blader ตัวเตม็วัยลําตัวรูปร่างขนาดเล็ก แบน บาง มีขนาดยาว 0.85-1.325 มิลลิเมตร กว้าง 
0.21-0.36 มิลลิเมตร มี spine ปกคลุมลําตัว oral sucker ตั้งอยู่ปลายสุดทางด้านหน้าของ
ลําตัว ระบบทางเดินอาหารมีปาก ผ่านไปยงั prepharynx มีลักษณะเปน็ท่อยาว ต่อลงไปเปน็ 

pharynx ซ่ึงมีขนาดเล็ก ถัดลงไปเปน็ esophagus มีลักษณะเป็นท่อส้ัน วัดความยาวได้ 0.07-

0.125 มิลลิเมตร ตอนปลายแยกออกเปน็ 2 ปาง ของลําไส้ ที่มีลักษณะยาวไปทางด้านท้ายของ
ลําตัว อวัยวะสืบพันธุ์อยู่กึง่กลางค่อนไปทางด้านท้ายลําตัว ระบบสืบพันธุ์เพศผู้ประกอบด้วย 

testis 1 อัน อยู่ค่อนไปทางด้านท้ายของลําตัว มีลักษณะกลม วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางได้ 
0.14-0.22 มิลลิเมตร seminal vesicle ที่มีลักษณะเปน็ก้อน (voluminous) แยกกันเป็น 2 ส่วน 

(bipartile) เจริญดี ไม่ม ี cirrus และไปเปิดออกที ่ geital atrium เป็นกล้ามเนื้อที่มีโครงสร้าง
ซับซ้อน ที่เปิดออกร่วมกบั ventral sucker เรียกว่า ventrogenital sac เปิดอยู่เหนือ ovary 

เล็กน้อย ระบบสืบพันธุ์เพศเมียมี ovary 1 อัน อยู่ทางด้านหน้าของ testis ในแนวเส้นกลางตัว มี
ลักษณะกลม วัดขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางได้ 0.07-1.2 มิลลิเมตร พบ seminal receptacle 

มีลักษณะเป็นก้อนกลม มี uterus อยู่ในช่องว่างของลําตัว แผ่ขยาย และยืดไปทางด้านท้ายของ
ลําตัว ภายในเตม็ไปด้วยไข่ ไข่มีขนาดใหญ่ มีลักษณะ oval มีขนาด และ uterus เปิดออกสู่
ภายนอกที ่ genital atrium บริเวณ bifurcate caeca  ส่วนของเสียมีการขับถ่ายออกสู่ภายนอก
ทาง excretory pore เปิดอยู่ท้ายสุดของลําตัว 
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Centrocestus caninus (ภาพ 5) 

  

 Phylum Platyhelminthes 

 Class Trematoda 

  Order Digenea 

   Family Heterophyidae 

    Genus Centrocestus 

         

ลักษณะรปูรา่ง 
 เมตาเซอร์คาเรียมีขนาดเล็ก รูปไข่หรือรี มีความยาว 0.15-0.22 มิลลิเมตร กว้าง 
0.10-0.12 มิลลิเมตร มีผนังช้ันเดียว สามารถมองเห็นตัวอ่อนของพยาธิอยู่ภายในมีการ
เคล่ือนที่ไปมาและมีลักษณะสําคัญที่เห็นได้ชัดคือ excretory blader มีลักษณะเป็นรูป x-

shaped และมองเห็น circumoral spine 2 แถว เรียงสลับกันอยู่รอบ oral sucker ตัวเต็มวัยมี
ขนาดเล็ก รูปร่างค่อนข้างรี หรือรูปไข่ คล้ายไส้กรอก (sausage-shaped) ระยะเมตาเซอร์
คาเรียฝังอยู่ในซ่ีเหงือก (gill filament) มองเห็นตัวอ่อนของพยาธิเคล่ือนที่ไปมาอย่างรวดเร็ว 
ลักษณะที่บอกได้ชัดเจนว่าเป็นตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของ Centrocestus caninus คือ
มองเห็น excretory bladder มีรูปร่างเป็น X-shaped ได้อย่างชัดเจน และมองเห็น circumoral 

spine 2 แถว เรียงสลับกันอยู่รอบ oral sucker โดย cyst wall มีช้ันเดียว 
 ตัวเต็มวัย ลําตัวมีรูปร่างเป็นหยดน้ํา (pyriform) หรือรูปไข่ คือมีลักษณะเรียวแหลมทาง
ด้านหน้า และทางด้านท้ายของลําตัว ลําตัวมีความกว้าง 0.18-0.32 มิลลิเมตร และยาว 0.43-

0.75 มิลลิเมตร ลําตัวปกคลุมด้วย spines จะหนาแน่น ทางด้าน anterior ของลําตัว และค่อยๆ 

มีขนาดเล็กลง พร้อมท้ังจํานวนก็น้อยลงเรื่อยๆ  oral  sucker  อยู่ปลายสุดของลําตัวทางด้าน
หน้ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.041-0.054 มิลลิเมตร มี circumoral spine จํานวน 2 แถว 
เรียงสลับกัน (alternate)  แถวละ 16 อัน รวม 32 อัน spines แถวในมีขนาดใหญ่และยาวกว่า
แถวนอก pharynx มีขนาดกว้าง 0.020-0.041 มิลลิเมตร และยาว 0.034-0.054 มิลลิเมตร  
esophagus ส้ัน ตอนปลายแยกออกเป็น bifurcate caeca  ปลายตันยื่นลงไปทางด้านท้ายของ
ลําตัว ส้ินสุดบริเวณ anterior ของ ovary ส่วนของ ventral sucker มีรูปร่างกลม ขนาดเล็กกว่า 
oral sucker ระบบสืบพันธุ์มี testes 2 อัน มีลักษณะกลมรีตั้งอยู่ส่วนท้ายของลําตัว ระหว่าง 
branches ของ excretory bladder,  ovary มีลักษณะกลม ตั้งอยู่ปลายลําไส้ทางด้านขวา 
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Posthodiplostomum sp. Chen, 1949 (ภาพ 6) 
  
 Phylum Platyhelminthes 

 Class Trematoda 

  Order Digenea 

   Family Diplostomidae 

    Subfamily Diplostominae 

     Genus Posthodiplostomum  

 
ลักษณะรปูรา่ง 
 เมตาเซอร์คาเรียมีขนาดค่อนข้างใหญ่ มีผนังบางใส มองเหน็ตัวอ่อนพยาธิที่อยู่ภายใน
ได้อย่างชัดเจน เมตาเซอร์คาเรียมีขนาดรูปร่างรี หรือรูปไข่ มีความกว้าง 0.66-0.83 มิลลิเมตร 
ยาว 0.72-0.88 มิลลิเมตร ภายในมีของเสียกระจายอยู่รอบตวัพยาธิ ตัวอ่อนพยาธิมีการ
เคล่ือนทีไ่ปมาอย่างช้า ๆ ผนังลําตัวไม่มีหนามปกคลุม ลําตัวแยกออกเปน็ 2 ส่วนชัดเจน 

 excysted metacercaria  พบว่าลําตัวแบ่งเปน็ 2 ส่วน  คือ fore body และ hind body 

โดยมีรอยคอด (constriction) แบ่งลําตัวชัดเจน ลําตวัมีความยาว 0.45–0.6 มิลลิเมตร ส่วน 

fore body (ตั้งแต่ส่วนหน้าสุดถึงรอยคอด) มีรูปร่างยาวรี มีความกว้าง 0.28–0.35 มิลลิเมตร 
ยาว 0.31-0.42 มิลลิเมตร ด้านหน้าสุดมี oral sucker ขนาดเล็ก รปูร่างค่อนข้างกลม มีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.03 มิลลิเมตร มี pharynx ขนาดเล็ก esophagus ส้ัน ตอนปลาย
แยกออกเป็น 2 ปาง (bifurcate ceca) ยื่นไปตามความยาวของลําตัว และส้ินสุดบริเวณเดียวกบั 

testis ที่อยู่ในส่วน hind body มี ventral sucker อยู่บริเวณกึ่งกลางของลําตัวของส่วน fore 

body มีชนาดเล็กแต่ใหญ่กว่า oral sucker เล็กน้อย มีรูปร่างค่อนข้างกลม มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉลี่ย 0.04 มิลลิเมตร ส่วน hind body มีขนาดเล็กกว่า fore body โดยมีความกว้าง 
0.15-0.21 มิลลิเมตร ยาว 0.10-0.24 มิลลิเมตร testis มีลักษณะเป็นก้อน (lobe) ติดกัน 2 อัน 

อันที่อยู่ทางด้านท้ายมีขนาดใหญ่กว่าอันที่อยู่ทางด้านหน้า ส่วน ovary มีลักษณะเปน็ก้อน
เช่นเดียวกับ testis อยู่ทางด้านข้างของลําตัวในส่วน hind body เหนือ testis 
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ภาพ 6 ลักษณะทั่วไปของพยาธิ Posthodiplostomum sp. 

A. ภาพถ่าย   B. ภาพวาด  
 

4.3 การศึกษาระบาดวิทยาของพยาธิระยะเมตาเซอรค์าเรียในปลา 

จากการศึกษาการระบาดของพยาธิในปลา จํานวนทั้งหมด 17 ชนิด ได้แก่ ปลากะสูบ
ขีด กระด่ีหม้อ แก้มชํ้า เข็ม ซ่า ซิวควาย ซิวควายแถบดํา ซิวหนวดยาว ตะเพียนขาว ตะเพียน
ทราย นางอ้าว น้ําหมึก นวลจันทร์ สร้อยขาว สร้อยนกเขา หนามหลัง และหมอ พบเมตาเซอร์
คาเรียของพยาธิใบไม้ ทั้งหมด 5 ชนิด แบ่งเปน็พยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae 4 ชนิด ได้แก่ 
Haplorchis taichui, Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus, Centrocestus caninus และ
พยาธิใบไม้ วงศ์ Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. ซ่ึงความชุกรวมของ  
เมตาเซอร์คาเรียที่ติดเชื้อในปลาแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พบว่าจุดเกบ็ตัวอย่างในอําเภอแม่แตง มี
ค่าความชุกรวมมากที่สุด เท่ากบั 68.00% รองลงมาคือ จดุเก็บตัวอย่างในอําเภอบ้านโฮ่ง 
เท่ากบั 66.29% และจดุเก็บตัวอย่างที่มีค่าความชุกรวมน้อยที่สุด คืออําเภอดอยเต่า มีค่า
เท่ากบั 33.96% (ภาพ 7)  
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ภาพ 7 ความชุกรวมของตวัอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียจากปลาในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง 
 

จุดเก็บตัวอย่างที่ 1 (S1) แม่น้ําปงิ อําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 48 

ตัว 5 ชนิด ได้แก่ ปลาแก้มชํ้า ซิวคายแถบดํา ตะเพียนขาว สร้อยขาว และหนามหลัง พบตัว
อ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรีย 3 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. taichui และ  
Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 6.25%, 33.33% และ 31.25% ตามลําดับ โดยปลา
ตะเพียนขาวมีค่าความชุกมากของ Haplorchoides sp. มากที่สุดเท่ากับ 100% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 2 (S2) แม่น้ําแม่งัด อําเภอพร้าว จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 77 

ตัว 6 ชนิด ได้แก่ปลาแก้มช้ํา ซิวควาย ซิวหนวดยาว ตะเพียนทราย สร้อยขาว และหนามหลัง 
พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 3 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. taichui และ 
Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 12.99%, 20.78% และ 27.27% ตามลําดับ ซ่ึงปลา
ตะเพียนทรายมีค่าความชุกของ Haplorchoides sp. มากที่สุดเท่ากบั 75% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที ่3 (S3) แม่น้ําแม่แตง อําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 

75 ตัว 7 ชนิด ได้แก่ปลากะสูบขีด แก้มชํ้า ซิวควาย ซ่า ตะเพียนทราย สร้อยขาว และหนาม
หลัง พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 3 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. taichui และ 
Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 8.00%, 16.00% และ 44.00% ตามลําดับ ซ่ึงปลา
ตะเพียนทรายและ ซ่ามีค่าความชุกของ Haplorchoides sp. มากที่สุดเท่ากบั 75% (ภาพ 8) 
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 จุดเก็บตัวอย่างที่ 4 (S4) แม่น้ําปงิ อําเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 79 

ตัว 4 ชนิด ได้แก่ปลาซ่า สร้อยขาว สร้อยนกเขา และหนามหลัง พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตา
เซอร์คาเรีย 2 ชนิด ได้แก่ H. taichui และ Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 27.85% 

และ 30.38% ตามลําดับ ทั้งนี้ปลาสร้อยขาวมีค่าความชุกของ Haplorchoides sp. มากที่สุด
เท่ากบั 40.91% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 5 (S5) แม่น้ําแม่กวง อําเภอป่าซาง จังหวัดลําพูน พบปลาทั้งหมด 

118 ตัว 8 ชนิด ได้แก่ปลาแก้มชํ้า เข็ม ซิวหนวดยาว ตะเพียนขาว ตะเพียนทราย น้ําหมึก สร้อย
ขาว และหนามหลัง พบตวัอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 4 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. 

taichui, Haplorchoides sp. และ Posthodiplostomum sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 5.08%, 

25.42%, 24.58% และ 3.39% ตามลําดับ ซ่ึงปลาตะเพียนขาวมีค่าความชุกของ H. taichui 

มากที่สุดเท่ากับ 63.64% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 6 (S6) แม่น้ําล้ี อําเภอบ้านโฮ่ง จังหวัดลําพูน พบปลาทั้งหมด 89 ตัว 
6 ชนิด ได้แก่ปลาแก้มชํ้า เข็ม ซิวควาย ตะเพียนขาว สร้อยขาว และหนามหลัง พบตัวอ่อน
พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 4 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. taichui, Haplorchoides sp. และ S. 

falcatus มีค่าความชุกเท่ากบั 2.25%, 26.97%, 32.58% และ 4.49% ตามลําดับ ซ่ึงปลาเข็มมี
ค่าความชุกของ S. falcatus มากที่สุดเท่ากับ 100% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 7 (S7) แม่น้ําปงิ อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 

84 ตัว 6 ชนิด ได้แก่ปลาแก้มชํ้า ซ่า ตะเพียนขาว นางอ้าว สร้อยนกเขา และหนามหลัง พบตวั
อ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 2 ชนิด ได้แก่ H. taichui และ Haplorchoides sp. มีค่าความ
ชุกเท่ากบั 39.29% และ 26.19% ตามลําดับ โดยปลานางอ้าว มีค่าความชุกของ H. taichui 

มากที่สุดเท่ากับ 80% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 8 (S8) แม่น้ําแม่แจ่ม อําเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 

48 ตัว 5 ชนิด ได้แก่ปลากะสูปขีด แก้มชํ้า ตะเพียนขาว สร้อยขาว และหนามหลัง พบตัวอ่อน
พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 2 ชนิด ได้แก่ H. taichui และ Haplorchoides sp. มีค่าความชุก
เท่ากบั 29.17% และ 18.75% ตามลําดับ ซ่ึงปลาตะเพียนขาว มีค่าความชุกของ H. taichui 

มากที่สุดเท่ากับ 44.44% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที ่ 9 (S9) อ่างเก็บน้ําดอยเต่า อําเภอดอยเต่า จังหวัดเชียงใหม่ พบปลา
ทั้งหมด 53 ตวั 5 ชนิด ได้แก่ปลาซิวควาย ซิวหนวดยาว ตะเพียนขาว ตะเพียนทราย และสร้อย
ขาว พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 3 ชนิด ได้แก่ C. caninus, H. taichui และ 
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Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 7.55%, 13.21% และ 16.98% ตามลําดับ ซ่ึงปลา
ตะเพียนทราย มีค่าความชุกของ Haplorchoides sp. มากที่สุดเท่ากบั 50.00% (ภาพ 8) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 10 (S10) เข่ือนภูมิพล อําเภอสามเงา จังหวัดตาก พบปลาทั้งหมด 52 

ตัว 8 ชนิด ได้แก่ปลากะสูบขีด กระดี่หม้อ ตะเพียนขาว ตะเพียนทราย นวลจนัทร์ สร้อยขาว 

หนามหลัง และหมอ พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 2 ชนิด ได้แก่ H. taichui และ 
Haplorchoides sp. มีค่าความชุกเท่ากับ 25.00 % และ 23.08% ตามลําดับ ซ่ึงปลาสร้อยขาว 

มีค่าความชุกของ H. taichui มากที่สุดเท่ากับ 57.14% (ภาพ 8) 

 
ภาพ 8 ความชุกของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียจากปลาในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง 
 

4.4 การศึกษาระบาดวิทยาของพยาธิระยะเซอร์คาเรียในหอย 

จากการศึกษาการระบาดของพยาธิระยะเซอร์คาเรียในหอย จํานวนทั้งหมด 1,233 ตัว 
จํานวน 15 ชนิด ได้แก่ Brotia costula costula, Br. citrina, Br. baccata, Tarebia granifera, 

Physa acuta, Filopaludina martensi martensi, F. dorliaris, F. polygamma, Thiara scabra, 

Melanoides tuberculata, M. jugicostis, Bithynia siamensis, Eyriesia eyriesi, Indoplanorbis sp. 

และ Lymnia sp. พบเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ ทั้งหมด 8 รูปแบบ คือ xiphidiocercaria, 

monostome cercaria, distome cercaria, pleurolophocercous cercaria, 

parapleurolophocercous cercaria, echinostome cercaria, furcocercous cercaria และ 
tranversotrema cercaria (ภาพ 9-16) 
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ภาพ 9 ภาพถ่าย และภาพวาดของ xiphidiocercaria 

 
ภาพ 10 ภาพถ่าย และภาพวาดของ monostome cercaria 
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ภาพ 11 ภาพถ่าย และภาพวาดของ distome cercaria 

 
ภาพ 12 ภาพถ่าย และภาพวาดของ pleurolophocercous cercaria 
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ภาพ 13 ภาพถ่าย และภาพวาดของ parapleurolophocercous cercaria 

 
ภาพ 14 ภาพถ่าย และภาพวาดของ echinostome cercaria 
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ภาพ 15 ภาพถ่าย และภาพวาดของ furcocercous cercaria 

 
ภาพ 16 ภาพถ่าย และภาพวาดของ tranversotrema cercaria 

 

ความชุกรวมของเซอร์คาเรียที่พบในหอยแต่ละจุดเกบ็ตัวอย่าง พบว่าจุดเกบ็ตวัอย่างใน
อําเภอแม่แตง มีค่าความชุกรวมมากที่สุด เท่ากับ 38.16% รองลงมาคือ จุดเก็บตัวอย่างใน
อําเภอป่าซาง เท่ากับ 30.65% และจุดเก็บตัวอย่างทีม่ีค่าความชุกรวมน้อยที่สุด คือ อําเภอ
พร้าว มีค่าเท่ากับ 11.76% (ภาพ 17) 
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ภาพ 17 ความชุกรวมของตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียจากหอยในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง 
 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 1 อําเภอเชียงดาว จงัหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 127 ตัว 4 ชนิด 

ได้แก่ Brotia costula costula, Br. citrina, Tarebia granifera และ Physa acuta พบการติดเชื้อ
ระยะเซอร์คาเรีย ในหอยเพียง 1 ชนิด คือ Ta. granifera โดยพบเซอร์คาเรีย จํานวน 2 แบบ คือ 

pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria มีค่าความชุกเท่ากับ 1.82% 

และ  38.18% ตามลําดับ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 2 อําเภอพร้าว จงัหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 85 ตัว 4 ชนิด 

ได้แก่ Filopaludina martensi martensi, F. dorliaris, F. polygamma, Ta. granifera, Thiara 

scabra และ Melanoides tuberculata พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรีย ในหอย 2 ชนิด คือ Ta. 

granifera และ M. tuberculata โดยพบ parapleurolophocercous cercaria ในหอยทัง้ 2 ชนิด มีค่า
ความชุกเท่ากบั 8.33% และ  27.27% ตามลําดับ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 3 อําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 283 ตัว 9 ชนิด 

ได้แก่ Bithynia siamensis, Br. baccata, Eyriesia eyriesi, F. dorliaris, F. matensi matensi, 

Physa acuta, M. tuberculata, M. jugicostis และ T. granifera พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรีย
ในหอย จํานวน 5 แบบ คือ monostome cercaria, distome cercaria, echinostome cercaria, 

tranversotrema cercaria และ parapleurolophocercous cercaria โดยพบว่า distome cercaria 

พบในหอย 3 ชนิด คือ Br. baccata, M. tuberculata และ M. jugicostis มีค่าความชุกเท่ากับ 

58.06%, 33.33% และ 73.91% ตามลําดับ และพบว่าหอย Ta. granifera พบเซอร์คาเรีย 
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จํานวน 2 แบบ คือ tranversotrema cercaria และ parapleurolophocercous cercaria มีค่าความ
ชุกเท่ากบั 17.65% และ 82.35% ตามลําดับ ขณะทีห่อย F. dorliaris พบ echinostome cercaria 

มีค่าความชุกเท่ากับ 100% หอย Bi. siamensis พบ 60.81% และไม่พบการติดเชื้อเซอร์คาเรีย
ในหอย E. eyriesi, F. matensi matensi และ P. acuta (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 4 อําเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 85 ตัว 5 ชนิด 

ได้แก่ Br. costula costula, Thiara scabra, M. tuberculata, F. matensi matensi และ Ta. 

granifera พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรีย ในหอย 2 ชนิด คือ M. tuberculata และ F. matensi 

matensi  โดยหอย M. tuberculata พบเซอร์คาเรีย จํานวน 2 แบบ คือ distome cercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria มีค่าความชุกเท่ากับ 33.33% และ 11.11% ตามลําดับ ขณะที ่
F. matensi matensi  พบ furcocercous cercaria มีค่าความชุกเท่ากับ 37.50% (ภาพ 18) 

จุดเก็บตัวอย่างที่ 5 อําเภอป่าซาง จังหวัดลําพูน พบปลาทั้งหมด 186 ตัว 8 ชนิด ได้แก่ 
Bi. siamensis, F. dorliaris, F. matensi matensi, Indoplanorbis sp., Lymnia sp., M. 

tuberculata, Ta. granifera และ Th. scabra พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรียในหอย จํานวน 5 

แบบ คือ monostome cercaria, echinostome cercaria, xiphidiocercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria โดยพบ echinostome cercaria ในหอย 2 ชนิด คือ F. dorliaris

และ F. matensi matensi มีค่าความชุกเท่ากับ 42.11% และ 34.29% ตามลําดับ และพบ 

parapleurolophocercous cercaria ในหอย 2 ชนิด คือ M. tuberculata และTa. granifera มีค่า
ความชุกเท่ากบั 56.10% และ 22.73% ตามลําดับ ขณะที ่monostome cercaria พบในหอย 1 

ชนิด คือ Bi. siamensis มีค่าความชุกเท่ากับ 14.81% และ xiphidiocercaria พบในหอย 1 ชนิด 

คือ Ta. granifera มีค่าความชุกเท่ากับ 22.73% และไม่พบการติดเชื้อเซอร์คาเรียในหอย F. 

dorliaris, F. matensi matensi, Indoplanorbis sp., Lymnia sp.และ Th. scabra (ภาพ 18) 

จุดเก็บตัวอย่างที ่6 อําเภอบ้านโฮ่ง จงัหวัดลําพูน พบปลาทั้งหมด 83 ตัว 4 ชนิด ได้แก่ 
F. matensi matensi, M. tuberculata, Tarebia granifera และ Th. scabra พบการติดเชื้อระยะ
เซอร์คาเรีย จํานวน 3 แบบ คือ echinostome cercaria, parapleurolophocercous cercaria และ 
furcocercous cercaria พบ parapleurolophocercous cercaria ในหอย 2 ชนิด คือ M. tuberculata 

และTa. granifera มีค่าความชุกเท่ากับ 37.50% และ 45.83% ตามลําดับ และในหอย F. 

matensi matensi พบ echinostome cercaria และ furcocercous cercaria มีค่าความชุกเท่ากบั 

24.24% และ 18.18% ตามลําดับ สําหรบัหอย Th. scabra ไม่พบการติดเช้ือ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 7 อําเภอจอมทอง จงัหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 141 ตัว 7 ชนิด 

ได้แก่ Br. costula costula, F. dorliaris, Lymnia sp., M. tuberculata, Ta. granifera และ        



 
 

32 

 

Th. scabra พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรีย จํานวน 3 แบบ คือ echinostome cercaria,  

xiphidiocercaria และ parapleurolophocercous cercaria พบ parapleurolophocercous cercaria ใน
หอย 2 ชนิด คือ M. tuberculata และTa. granifera มีค่าความชุกเท่ากับ 37.50% และ 14.29% 

ตามลําดับ และพบ echinostome cercaria ในหอย F. dorliaris มีค่าความชุกเท่ากับ 65.63% 

xiphidiocercaria พบ ในหอย Ta. granifera สําหรบัหอย Th. scabra และ Lymnia sp. ไม่พบการ
ติดเชื้อ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 8 อําเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 60 ตัว 4 ชนิด ได้แก่ 
Brotia costula costula, M. tuberculata และ Ta. granifera พบการติดเชื้อระยะเซอร์คาเรีย พบ
เซอร์คาเรีย จาํนวน 1 แบบ คือ parapleurolophocercous cercaria โดยพบในหอย 2 ชนิด คือ M. 

tuberculata และ Ta. granifera มีค่าความชุกเท่ากบั 21.43% และ  17.95% ตามลําดับ สําหรบั
หอย B. costula costula ไม่พบการติดเชื้อ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 9 อําเภอดอยเต่า จังหวัดเชียงใหม่ พบปลาทั้งหมด 86 ตัว 4 ชนิด 

ได้แก่ F. matensi matensi, M. tuberculata, Ta. granifera และ Th. scabra พบการติดเชื้อระยะ
เซอร์คาเรีย จํานวน 3 แบบ คือ echinostome cercaria, pleurolophocercous cercaria และ
parapleurolophocercous cercaria  โดยพบ echinostome cercaria ในหอย F. matensi matensi มี
ค่าความชุกเท่ากับ 14.71% pleurolophocercous cercaria พบในหอย Ta. granifera มีค่าความชุก
เท่ากบั 7.14% และ parapleurolophocercous cercaria พบในหอย M. tuberculata มีค่าความชุก
สูงที่สุดเท่ากบั 50.00%สําหรับหอย Th. scabra ไม่พบการติดเช้ือ (ภาพ 18) 

 จุดเก็บตัวอย่างที่ 10 อําเภอสามเงา จังหวัดตาก พบปลาทั้งหมด 97 ตัว 5 ชนิด ได้แก่ 
F. matensi matensi, Lymnia sp., M. tuberculata, Ta. granifera และ Th. scabra พบการติด
เชื้อระยะเซอร์คาเรีย จํานวน 2 แบบ คือ echinostome cercaria และ parapleurolophocercous 

cercaria  โดยพบ echinostome cercaria ในหอย F. matensi matensi มีค่าความชุกเท่ากับ 

33.33% และ parapleurolophocercous cercaria พบในหอย 2 ชนิด คือ M. tuberculata และ Ta. 

granifera มีค่าความชุกเท่ากับ 24.24% และ 17.86 สําหรับหอย Lymnia sp. และ Th. scabra 

ไม่พบการติดเช้ือ (ภาพ 18) 
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ภาพ 18 ความชุกของตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียจากหอยในแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง 

 
 

4.5 แผนที่การระบาดของพยาธิที่พบในปลา และหอย 
 เมื่อนําข้อมูลการระบาดของพยาธิที่พบในปลา และหอยมาสร้างเป็นแผนที่การระบาด 

เพื่อศึกษาแนวโน้มการระบาด โดยใช้โปรแกรม ArcGis ver. 9.3 ทําให้ได้แผนที่การระบาด และ
ทราบแนวโน้มการระบาดของพยาธิใบไม้ชนิดต่างๆ  โดยพบว่าในลุ่มน้ําปิงตอนบน มีการระบาด
ของพยาธิใบไม้ในกลุ่ม Heterophyidae หลายชนิด เช่น H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ 
Haplorchoides sp. โดยพยาธิ Haplorchoides sp. พบการระบาดในทุกจุดเก็บตัวอย่างตลอดลุ่ม
น้ําปิงตอนบน (ภาพ 19) ทั้งนี้ผลการศึกษาสอดคล้องกับการศึกษาการระบาดของพยาธิใบไม้
ระยะเซอร์คาเรียในหอยชนิดต่างๆ โดยพบว่า  parapleurophocercous cercaria มีจํานวน
ค่อนข้างมาก และสามารถพบได้ในทุกจุดเก็บตัวอย่าง ซ่ึง parapleurophocercous cercaria 

สามารถพัฒนาไปเปน็พยาธิ Haplorchoides sp. ส่วน transversotrema cercaria พบการระบาด
น้อยที่สุดเพียงจุดเกบ็ตัวอย่างเดียว (ภาพ 20)  
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ภาพ 19 แผนที่การระบาดของพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียทีพ่บในปลา 
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ภาพ 20 แผนทีก่ารระบาดของพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียที่พบในหอย 
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4.6 การศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพยาธิทีพ่บด้วยเทคนิค inter-simple sequence repeats, 
ISSRs)  

 หลังจากนําตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีพบในปลาทัง้หมด 5 ชนิด คือ H. 

taichui, C. caninus, S. falcatus, Haplorchoides sp. และ Posthodiplostomum sp. และตัวอ่อน
พยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียท่ีพบในหอย ทั้งหมด 8 แบบ คือ pleurolophocercous cercaria, 

parapleurolophocercous cercaria, monostome cercaria, xiphidiocercous cercaria, furcocercous 

cercaria, echinostome cercaria, distome cercaria และTransversotrema cercaria มาสกัด DNA 

จากนั้นนํามาเปรียบเทียบกับตัวอย่าง DNA ของพยาธิระยะตัวเต็มวัย และพยาธิชนิดอ่ืนๆ คือ 

Opisthorchis viverrini และ Fasciola gigantica โดยการนํา DNA ของพยาธิที่ได้ทั้งหมด ไปใช้ใน
ปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค inter-simple sequence repeats, ISSRs โดยใช้ ISSR primer ในกลุ่ม 

UBC จาก Biotechnology Laboratory, The University of British Columbia, Canada จํานวน 10 

primers ได้แก่ UBC 811, UBC 813, UBC 817, UBC 820, UBC 826, UBC 840, UBC 845, UBC 

848, UBC 857 และ UBC 890 ทําให้เกิดแถบ DNA ที่มีความแตกต่างกัน (polymorphic DNA) 

ในช่วง 80-3000 bp. และท้ัง 10 primers สามารถทําให้เกิด %polymorphic band เท่ากับ 100% 

(ตาราง 2) โดยแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในแต่ละ primer มีดังต่อไปน้ี (ภาพ 21-30)  

 
 

ภาพ 21 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 811 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidioocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria,   

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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ภาพ 22 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 813 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria  

 
 

ภาพ 23 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 817 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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ภาพ 26 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 840 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria  

 
 

ภาพ 27 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 845 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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ภาพ 28 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 848 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria  
 

 
 

ภาพ 29 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 857 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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ภาพ 30 แถบดีเอ็นเอของพยาธิทีเ่กิดจาก primer UBC 890 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria  

 
ตาราง 2 ลําดับนิวคลีโอไทด์ และจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนของแต่ละ primers หลังจากการ
ทํา PCR และตรวจสอบโดย Gel electrophoresis 
 

Primers 
ลําดับนิวคลีโอไทด์

5-3 
ขนาด 
(bps) 

จํานวนแถบ
ดีเอ็นเอ 

polymorphic 
band 

% 
polymorphic

UBC 811 (GA)8C 500-3000 32 32 100

UBC 813 (CT)8T 350-1500 20 20 100

UBC 817 (CA)8A 280-1100 24 24 100

UBC 820 (GT)8T 600-2100 34 34 100

UBC 826 (AC)8C 200-1500 51 51 100

UBC 840 (AG)8YT 300-2600 47 47 100

UBC 845 (CT)8RG 300-2500 50 50 100

UBC 848 (CA)8RG 300-1500 46 46 100

UBC 857 (AC)8YG 80-1400 53 53 100

UBC 890 VHV(GT)7 600-2500 20 20 100
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เมื่อนําแถบดีเอ็นเอของพยาธิที่เกิดข้ึนในแต่ละไพรเมอร ์ ไปแทนค่าข้อมูลให้เป็นระบบ
ตัวเลขมาตรฐาน (0,1) เพื่อนําไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยใช้โปรแกรม Clustal 

w พบว่า พยาธิในวงศ์ Heterophyidae มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ pleurolophocercous cercaria 

และ parapleurolophocercous cercaria โดยที่พยาธิ H. taichui C. caninus และ S. falcatus มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกบั pleurolophocercous cercaria และ Haplorchoides sp. มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบั parapleurolophocercous cercaria (ภาพ 31) 

 
ภาพ 31 Dendrogram ที่ได้จากรปูแบบของดีเอ็นที่ได้จาก ISSR primer ของพยาธิแต่ละชนิด 
 

4.7 การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของส่วน internal transcriped spacer 2 (ITS-2)  
 การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียที่
พบในปลา 5 ชนิด ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus Haplorchoides sp. และ 
Posthodiplostomum sp. และตัวอ่อนพยาธิระยะเซอรค์าเรียในหอย จํานวน 8 รูปแบบ คือ 

pleurolophocercous cercaria, parapleurolophocercous cercaria, xiphidioocercous cercaria, distome 

cercaria, monostome cercaria, echinostome cercaria, furcocercous cercaria และ Transversotrema 

cercaria โดยใช้ไพรเมอร์ BD2-R (5'-TAT GCT TAA ATT CAG CGG GT-3') และ 3S-F (5'-

GGT ACC GGT GGA TCA CTC GGC TCG TG-3') (Bowles et al.,1995) ทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอ 

ขนาด 450-600 bp (ภาพ 32) 
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ภาพ 32 แถบดีเอ็นเอบริเวณ ITS-2 ของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ BD2-R และ 3s-F 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidioocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria  
  

 เมื่อนําแถบดีเอ็นเอของพยาธิแต่ละชนิดทีเ่กิดจากไพรเมอร์ BD2-R และ 3S-F ไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ทําให้ได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ดังน้ี 
 

พยาธิ H. taichui   
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ H. taichui ที่ได้มีขนาด 485 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 CCCCCGGATA ATAAGTAAAA GCTCTAGTTG TGATAAATGT GAACTGCCCA 
51 AAGCTTTGAA CATCGACATC TTGAACGCAC ATTGCGGCCA TGGGTTTTCC 
101 TGTGGCCACG CCTGTCCGAG GGTCGGCTTA TAAACTATCA CGACGCCCAA 
151 ATAGTCGTGG CTTGGGTCTT GCCAGCTGGC GTGATTTCCT TGTGCTTTTG 
201 CATAGGGTGC CAGATCTATG GCTTTTCCCT AATGTGCCGG ACGCAACCAT 
251 GTCTTGGCTG ACGGCCTGGA TGAGGAAGTG GCGGCGGAGT CGTGGCTCAA 
301 TGAAAATTGT CCGCGCGCTC CAAAGCTTAA CCTCTGTCTG GGCTGACGGC 
351 TTGGATGAGG AAGTGGCGGC GGAGTCGTGG CTCAATGAAA ATTGTGCGCG 
401 CTCCAAAGCT TAACCTCTGT CTGGGCTGAC GGTTTGGATG AGGAACCGGC 
451 GGCGGAGTCG TGGCTCAATG AAAATTGTCC ACGCG 
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พยาธิ S. falcatus 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ S. falcatus ทีไ่ด้มีขนาด 459 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 CGAGGGGCGG TTGGGGCGCA GCCACTGTGT GATTAATGTG AACTGCCTAC 
51 TGCTTTGAAC ATCGACATCT TGAACGCACA TTGCGGCCAC GGGTTTTCCC 
101 GTGGCTACGC CTGTCCGAGG GTCGGCTTAT AAACTATCAC GACGCCCATA 
151 AAGTCGTGGC TTGGGTCTTG CCAGCTGGCG TGATATCCCT GCGTCTGTTG 
201 TAGGGTGCCG GATCTGTGGC TTTTCCCCAA TGTGCCGGAT GCAACCATAT 
251 CTAGGCAGGC TGCCTGGAAA CGGGGGTGAC GGCGGAGTCG TGGCTCAATT 
301 GCTAATGTGA ATAATGTGCG CGCTCCGTTG TCAATTATTT ACCCGATGTT 
351 TGGCTGATGC TTTGATATGG CAATGCACCT GACTATTTGT TTTGCACTGA 
401 CGTGCCAACC CATCCTGACC TCGGATCAGA CGTGAATACC CGCTGAATTT 
451 AAGCATAAA 
  
พยาธิ C. caninus 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ C. caninus ทีไ่ด้มีขนาด 460 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 CCCCGGCAAG GATTGACCCA GCTCTTGTGT GATAAATGTG AAACTGCAAA 
51 CTGCTTTGAA CATCGACATC TTGAACGCAC ATTGCGGCCA TGGGTTTTCC 
101 TGTGGCCACG CCTGTCCGAG GGTCGGCTTA TAAACTATCA CGACGCCCAA 
151 AAAGTCGTGG CTTGGGTCTT GCCAGCCGGC GTGATTTCCT TGTGCTTTGC 
201 ATGGGGTGCC GGATCTATGG CTTTTCCCTA ATGTGCCGGA CGCAACCATC 
251 TCCAGGCTGG CGGTCTGGAT GAGGAAGTGG CGGCGGAGTC GTGGCTCAAT 
301 GATACATATA TATATATATA AAGCGCGCTC TGTTGTCTAT TCTTTGTGTG 
351 TGTTCTCTGT GTTGTGTGTG GGGATGCATC CTATGCAAAA ATTGCGCACT 
401 TTTCTAATGT GTGTTATTTT CCCGACCTCT CATCACACGT AAATACACCC 
451 TCATTTTAAA 
  

พยาธิ Haplorchoides sp. 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Haplorchoides sp. ที่ได้มีขนาด 444 bp 

โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 CGGCAATTAA CCCCGCCACT TTTGTGTGAT TAATGTGAAC TGCCTACTGC 
51 TTTGAACATC GACATCTTGA ACGCATATTG CGGCCATGGG TTTTCCTGTG 
101 GCCACGCCTG TCCGAGGGTC GGCTTATAAA CTATCACGAC GCCCAAAAAG 
151 TCGTGGCTTG GGTCTTGCCA GCTGGCGTGA TTTCCCTGTG CTTTTGTGTG 
201 GGGTGCCAGA TCTATGGCTT TTCCTTAATG TGCCGGACGC ATCCACATTC 
251 GGGCTGTATA CCGGGATGAG GAAGTGGCGG CAGAGTCGTG GCTCATTTTG 
301 TGAACTGTAT AAATGCGCGC TCTGCTGTCT AACCTGTCTT GGTTGAAGCT 
351 TGATGTGTCA ATGCATCTGA TGCAAATTTT GGTGCGCTTG CGTACTATTC 
401 CTGACCTCGG ATCAGACGTG AATACCCGCT GAATTTAACC ATAA 



 
 

45 

 

พยาธิ F. gigantica 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ F. gigantica ที่ได้มีขนาด 533 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 GCGGATTAAT ATTGAGTGAG CATACTGTGT GATTAATGCA AACTGCATAC 
51 TGCTTTGAAC ATCGACATCT TGAACGCATA TTGCGGCCAT GGGTTAGCCT 
101 GTGGCCACGC CTGTCCGAGG GTCGGCTTAT AAACTATCAC GACGCCCAAA 
151 AAGTCGTGGC TTGGGTTTTG CCAGCTGGCG TGATCTCCTC TATGAGTAAT 
201 CATGTGAGGT GCCAGATCTA TGGCGTTTCC CTAATGTATC CGGATGCACC 
251 CTTGTCTTGG CAGAAAGCCG TGGTGAGGTG CAGTGGCGGA ATCGTGGTTT 
301 AATAATCGGG TTGGTACTCA GTTGTCAGTG TGTTCGGCGA TCCCCTAGTC 
351 GGCACACTCA TGATTTCTGG GATAATTCCA TACCAGGCAC GTTCCGTTAC 
401 TGTTACTTTG TCATTGGTTT GATGCTGAAC TTGGTCATGT GTCTGATGCT 
451 ATTTCATATA ACGACGGTAC CCTTCGTGGT CTGTCTTCCT GACCTCGGTT 
501 CAGACGTGAT TACCCGCTGA ATTTAAGAAT AAA 
 

พยาธิ O.viverrini 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ O.viverrini ทีไ่ด้มีขนาด 470 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 TCGAAGCTGA AAGGGGCGCT GCCTACTGTG TGATTAATGC GAACTGCATA 
51 CTGCTTTGAA CATCGACATC TTGAACGCAT ATTGCGGCCA TGGGTTTGCC 
101 TGTGGCCACG CCTGTCCGAG GGTCGGCTTA TAAACTATCA CGACGCCCAA 
151 AAAGTCGTGG CTTGGGTCTT GCCAGCTGGC ATGATTTCCC CGCGCAATTG 
201 TGTGGGGTGC CGGATCTATG GCTTTTCCCC AATGTGCCGG ACGCAACCAT 
251 GTCTGGGCTG ACTGCCTAGA TGAGGGGGTG GCGGCGGAGT CGTGGCTCAA 
301 TTGTTGTTAT TGTTGTTGTG AATGCGCGCG CTCCGTTGTT GTTCCTTTGT 
351 CTTTGGTTGA GGCTCCAGTA GTGGCAATGC ATTCGATGCA AATCGGTTTT 
401 GCACTTTGGT GCTTAACAAC TTTCCTGACC TCGGATCAGA CGTGATTACC 
451 CGCTGAATTT AAGAATAAAN 
 

พยาธิ Prosthodiplostomum sp. 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Prosthodiplostomum sp. ที่ได้มีขนาด 461 

bp โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 CCGGGGCTTG GTGAGGAGGA GCTACTGTGT GATTAATGTG ACCTGCGGAA 
51 TGCTTTGAAC ATCGACATCT TGAACGCATA TTGCGGCCGC GGGATATCCC 
101 GTGGCCACGC CTGGCCGAGG GTCGGCTTAT CATTTATCAC GACGCCCAAT 
151 TAGTCGTGGC TTGGAAGTTG TGCCAGCTGG CTTGTTTTCC CCAATTATGG 
201 GGTGCTGTGC TATGGCTCCT TCCTAATGTG TCCGGTTACA TCCAACGTGG 
251 GATTTGATTC TCGGGTTGGG ATGTGGTGTT GGATATTGCA TGAGTCGTGG 
301 CTCAATGACT TGATCGCGCT CATGCCTTGT TCACGCTATG TTCCATTTCG 
351 GTGATCGGTT CCATATAATG GGCAATGTAA CTGATGCGGT GTGCGTACGC 
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401 ACCCTATTAT TGACCCTGAC CTCGGATCAG ACGTGAATAC CCGCTGAATT 
451 TAAGAATAAA A 
 

Pleurolophocercous cercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Pleurolophocercous cercaria ที่ได้มีขนาด 

465 bp โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 GTGGTCGAAA GAGGGCGCAG CCACTGTGTG ATTAATGTGA ACTGCATACT 
51 GCTTTGAACA TCGACATCTT GAACGCACAT TGCGGCCATG GGTTTTCCTG 
101 TGGCCACGCC TGTCCGAGGG TCGGCTTATA AACTATCACG ACGCCCAAAA 
151 AGTCGTGGCT TGGGTCTTGC CAGCCGGCGT GATTTCCTTG TGCTTTGCAT 
201 GGGGTGCCGG ATCTATGGCT TTTCCCTAAT GTGCCGGACG CAACCATCTC 
251 CAGGCTGGCG GTCTGGATGA GGAAGTGGCG GCGGAGTCGT GGCTCAATGA 
301 TACATATATA TATATATATA ATGCGCGCTC CGTTGTCTAT TCCTTGTCTG 
351 TGATCTCGGC ATTGGGTTTG GCAATGCATC CGATGCAAAC ATTGCACGCG 
401 TTTCTAATGT GTGCTATTTT CCTGACCTCA GATCACACGT GAATACCCGC 
451 TGAATTTAAG CATAA 
 

Parapleurolophocercous cercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Parapleurolophocercous cercaria ที่ได้มี
ขนาด 441 bp โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 GCGATTGAGA GCGCAGCCAC TGTGTGATTA ATGTGAACTG CCTACTGCTT 
51 TGAACATCGA CATCTTGAAC GCATATTGCG GCCATGGGTT TTCCTGTGGC 
101 CACGCCTGTC CGAGGGTCGG CTTATAAACT ATCACGACGC CCAAAAAGTC 
151 GTGGCTTGGG TCTTGCCAGC TGGCGTGATT TCCCTGTGCT TTTGTGTGGG 
201 GTGCCAGATC TATGGCTTTT CCTTAATGTG CCGGACGCAT CCACATTCGG 
251 GCTGTATACC GGGATGAGGA AGTGGCGGCA GAGTCGTGGC TCAATTTGTG 
301 AACTGTATAA ATGCGCGCTC TGCTGTCTAA CCTGTCTTGG TTGAAGCTTG 
351 ATGTGGCAAT GCATCTGATG CAAATTTTGG TGCGCTTGCG TACTATTCCT 
401 GACCTCGGAT CAGACGTGAA TACCCGCTGA ATTTAAGCAT A 
 

Xiphidiocercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Xiphidiocercaria ที่ได้มีขนาด 417 bp โดย
มีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 GGGGTCTGAT GGAGCGCAGC TACTGTGTGA TTAATGTGAT CTGCATACTG 
51 CCTTGAACAT CGACATCTTG AACGCATCTT GCGGCCATGG GTTAGCCTAT 
101 GGCCACGCCT GTCCGAGGGT CGGCTTATAA ACTATCACGA CGCCCTTAAA 
151 GTCGTGGCTT GGGTCTTGCC AACCGGCGTG ATTTCCTCAG CCTGCTGTTA 
201 TGGTGGTGCT GGGGTGCCGG GTCTATGGCT TCTCCCTAAT GTGTCCGGAC 
251 ATCCATGTGC AACATGTGAT GGCGGAGTCG TGGCTTAATG GTTTTGCGCG 
301 CGCTCCAATC ACTGGCATGG TCTCTGTCTG TTACTTGGTT TGTGTCGCTC 
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351 AAGTGCTTCA CAGCCTATCT ACCTGACCTC GGATCAGACG TGAATACCCG 
401 CTGAATTTAA GCATAAA 
 

Distomecercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Distomecercaria ที่ได้มีขนาด 865 bp 

โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 GGGCCGGAGG AGAGTGCAGC CACTGTGTGA TTAATGTGAA CTGCATACTG 
51 CTTTGAACAT CGACATCTTG AACGCATATT GCGGCCATGG GTTATCCTGT 
101 GGCCACGCCT GTCCGAGGGT CGGCTTATAA ACTATCACGA CGCACAAAAA 
151 GTCGTGGCTT GGGTTTTGCC AGCTGGCGTG AATTCCCCAT TGTATTGGTA 
201 TATGTTATTG TGGGGTGCCA GATCTATGGC GTTTCCCTAA TGTGTCCGGA 
251 CGCAACCAGT TCTTGGCTAT GGCCTCGATT GGGTGCGGCG GCGGAGTCGT 
301 GGATTAATAT GGCTATGCCC CGTTTTCAGT GTGCTTGGCG CAATCCTAGT 
351 CGGCATACTT ATGATTACGG GTGGAGCTGT TATTCGGGTT GGTACCTCGT 
401 TATCAGCGTG TTTGGCGCGA TCCTAGTCGG CATGCTTATG ATCTCGAGGG 
451 TAATTCCATA CCATACGCGT TCCGTCGTCG TCCTCCTTCG TGGGTTGTAT 
501 GTTGGGAGAT GGTCCAGTGT CTGTTGACTG ATGAATTTGT CGGGACGCAA 
551 CTGTGTTGTG TGGAAGGTCT TGTCAGAGTC CAGTGTTGGA GCGTTGGTTA 
601 TTTTGGCTAT GCCCCGTTTT CGGTGTGTCC GGCGCAATCC TAGTCGGCAT 
651 GCTTACGATT ACGGGTGGAG CTTTTTCGGA TTGGTTTCCC GTTTCCAGTG 
701 TATTTGGCGC GATCCTAGTC GATACACTTA TGGCTTCGGG TATAATTCCA 
751 TGTCAGGCGC GCTCCTCATT GGTTCCTTTG ATTTAGGCTG GAAGCCTCAC 
801 GTTGCATGTG TTCCGCATTC CTGACCTCGG ATCAGACGTG AATACCCGCT 
851 GAATTTAAGC ATAAA 
 

Monostomecercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Monostomecercaria ที่ได้มีขนาด 451 bp 

โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 CGGTCGGATG AGATGCAGCC ACTGTGTGAT TAATGTGAAC TGCTTACTGC 
51 TTTGAACATC GACATCTTGA ACGCACATTG CGGCCACGGG TTAGCTCGTG 
101 GCCACGCCTG TCCGAGGGTC GGCTTATAAA CTATCACGAC GCCCAAATAG 
151 TCGTGGATTG GATTTTGCCA GCTGGCGTGA TTTCCTCTGT GCTAATTTGC 
201 ACGTGAGGTG CCGGATCTAT GGCTTTTTCC CAATGTACTC GAGCACAACC 
251 ACTTCGTGCT GGTGGCACGG ATGATGGTGT TGCGATAGAG TCGTGGCTCA 
301 ATGGTATATG TATGTGAAAG CACGTTCTAT CAATACGCCT TGTTTTGTCC 
351 GCTAGAATGG ATGGTGGCAA TGTGCTTGCA CTGTACTTGT GACTGATAAG 
401 TCACTTTCCT GACCTCGGTT CAGACGTGAA TACCCGCTGA ATTTAAGCAT 
451 A 
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Echinostomecercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Echinostomecercaria ที่ได้มีขนาด 599 bp 

โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 TGGTCTAATG AGAGCGCAGC CACTGTGTGA TTAATGTAAA CTGCATACTG 
51 CTTTGAACAT CGACATCTTG AACGCATATT GCGGCCATGG GTTAGCCTGT 
101 GGCCACGCCT GTCCGAGGGT CGGCTTATAA ACTATCACGA CGCCCAAAAA 
151 GTCGTGGCTT GGGTTTTGCC AGCTGGCGTG ATTTCCTCTG TGACTTGTCA 
201 CGTGAGGTGC CAGATCTATG GCGTTTCCCT AATGTATCCG GACGCATCCT 
251 TGTCTTGGCT GAAAGCCATG GTAGGGTGTG GTGGCGGAAT CGTGGTTTAA 
301 TATGACTATG CCCCGTTTTC AGCATGTTTG GCGATCTCCT AGTCGGCATG 
351 CATATGACTA CGGGTGGAGT TATGATCGGG TTGGTACCTC GTTTTCAGTA 
401 TGTTTGGCGC TTTCAGTCGG CATACTTATG AACTCGAGGG TAATTCCATA 
451 CCAGGCACGT TCCGTTACTT TCACTCTGTC GTTGGTTGGA AGCTGGCTTG 
501 GGCAATGCAT CTGATGTTAC AGATTGATTA ACAGTTGCCT GTTGGCACTG 
551 TTTCCTGACC TCGGTTCAGA CGTGATTACC CGCTGAATTT AAGCATAAA 
 

Furcocercouscercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Furcocercouscercaria ที่ได้มีขนาด 499 

bp โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 GTCGAATGAA GGTGCAGCCA CTGTGTGATT AATGTGAACT GCATAATGCT 
51 TTGAACATCG ACATCTTGAA CGCATATTGC GGCCGCGGGA TATCCCGTGG 
101 CCACGTCTGG CCGAGGGTCG GCTTATAAAA TATCACGACG CCCAAAAAGT 
151 CGTGGCCTGG AAGCGTGCCA GCTAGCGTGA TTTCCCCTAG GCGCAATTCA 
201 GCAATGATTT GTGCTTAAGG GGTGCTAGTC TATGGCTCCT TCCCAATGTG 
251 TCCGGTTACA ACCACGTCTA AGCACTTCAC AAGGTCGTAG GTGTGCATCG 
301 GGCTGTACAT GGGTCGTGGC TCAATGTTTT GATCACGCTC ATGTAACAGC 
351 CTTGCAATAC ACGGGCCGAC TGGGGTGATT GCTAGGCTGT GGCAATGTAA 
401 CTCGAGGCTA TAAATGTTGA GGCAAACATG GTGTACAAAG CATGCCTCTA 
451 TGACCCTGAC CTCGGATCAG TCGTGAATAC CCGCTGAATT TAAGCATAA 
 

Transversotrema cercaria 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS-2 ของพยาธิ Transversotrema cercaria ทีไ่ด้มีขนาด 

372 bp โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 GGGTCGAAGG AGAGCGCAGC GACTGTGTGA TTAATGTGAA CTGCTTCCTG 
51 CCATGAACAT CGACAACTTG AACGCACATT GCGGCCATGG GTTAGCCTGT 
101 GGCCACGCCT GTCCGAGAGT CGGCTTATAA ACTATCACGA TGCTCAAAAA 
151 GTCGTGGCTT GGGAGTCTGC CAGCTGACAT TGTCAGATCT GTGGCTTCTC 
201 TCTAATTCAT CCAAAGAACA CCTTTGCGGT TGTGGACGGA GTCGTGGCTT 
251 AGTGTATGCA GACAGCTCAT GCCTCGTTCA CCAACCTTGT TTTGGTTTAT 
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301 TTTGGTGTTG GGATGTTGCC TTTTTATCCT GACCTCGGAT CAGACGTGAA 
351 TACCCGCTGA ATTTAAGCAT AA 
 

 จากนัน้นําลําดับนิวคลีโอไทด์ไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิ 
โดยวิธ ี Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) และ Neighbour-

joining (NJ) โดยใช้โปรแกรม clustal w ทําให้ได้ phylogenetic tree ดังนี้ 
การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิ โดยวิธ ี Unweighted Pair 

Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) และวิธี Neighbour-joining (NJ) พบว่าให้ผล
คล้ายคลึงกับการหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากรูปแบบของดีเอ็นทีไ่ด้จาก ISSR primer 

โดยพยาธิในวงศ์ Heterophyidae มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ pleurolophocercous cercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria เช่นเดียวกัน (ภาพ 33-34) 

 
ภาพ 33 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของ

บริเวณ ITS-2 ของพยาธิแต่ละชนิด โดยวิธี UPGMA 
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ภาพ 34 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
บริเวณ ITS-2 ของพยาธิแต่ละชนิด โดยวิธี NJ 

 

 ผลการศึกษาดังกล่าวทําให้ทราบว่าพยาธิในวงศ์ Heterophyidae ได้แก่ H. taichui, S. 

falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. มีตวัอ่อนระยะเซอร์คาเรียมี 2 รูปแบบ คือ 

pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงเซอร์คาเรียเหล่านี้พบ
ในหอย Melanoides tuberculata และTarebia granifera เมื่อนําเซอร์คาเรียทั้ง 2 รปูแบบที่พบใน
หอยต่างชนิดกันมาหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของส่วน ITS-2 

พบว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย Melanoides tuberculata เป็นตัวอ่อนของ
พยาธิ Haplorchoides sp. ขณะที ่ parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย Tarebia 

granifera เปน็ตัวอ่อนของพยาธิ H. taichui สําหรบัพยาธิ S. falcatus พบมีความใกล้ชิดกบั 

pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria ที่พบทั้งในหอย 

Melanoides tuberculata และTarebia granifera นอกจากนี้หอย Tarebia granifera ยังพบ 

pleurolophocercous cercaria ที่มีความใกล้ชิดกับพยาธิ C. caninus (ภาพ 35) 
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ภาพ 35 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของ

บริเวณ ITS-2 ของ pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous 

cercaria ที่พบในหอย M. tuberculata และTa. granifera 
 

4.8 การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของส่วน cytochome c oxidase I (COX I) 
 การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียที่

พบในปลา 5 ชนิด ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus, Haplorchoides sp. และ 
Opisthorchis viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ Tre_COX R (5'-AAA CCA HGK RTC ATG HAA-3') และ 
Tre_COX F (5'-TTY GGT ATD RTD AGD CA-3') ได้ออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทด์ที่พบใน 

Genbank พบว่าไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบ
เฉพาะเจาะจงกับพยาธิจํานวน 3 ชนิด คือ H. taichui, S. falcatus และ Opisthorchis viverrini 
ทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 400 bp (ภาพ 36) 

 
 

ภาพ 36 แถบดีเอ็นเอบริเวณ COX I ของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ Tre_COX R และ 
Tre_COX F ทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 400 bp 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini 
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 เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ทําให้ได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

พยาธิ H.taichui 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิ H.taichui ที่ได้มีขนาด 374 bp โดยมีลําดับ
นิวคลีโอไทด์ ดังนี้ 
 

1 TGCCGGGGTT CGGTATAGTG AGACACATTT GTAGGACGTT AACAAATAAA 
51 GATTCCTTGT TTGGTTATGG GGGTTTAGTT CTTGCTATGT TTTCTATAGT 
101 CTGTTTGGGG AGTGTTGTTT GAGCTCATCA TATGTTTATG GTTGGGTTGG 
151 ATGTTAAGAC GGCTGTTTTT TTTAGTTCTG TGACCATGGT TATAGGAGTC 
201 CCCACAGGTA TAAAGGTTTT TTCTTGGCTG TATATGTTGG CGGGAAGTCG 
251 GGGCCGGTTT TGGGATCCGA TAATGTGGTG GATATTGGGT TTTATTGTCT 
301 TATTTACTAT CGGGGGGGTG ACCGGGATTG TGTTGTCTTC TTCTATAATG 
351 GATACTTTGT TGCATGACAC TTGG 
 
พยาธิ S.falcatus 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิ S.falcatus ทีไ่ด้มีขนาด 376 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 
 

1 CCTGGTTTTG GTATGGTAAG TCATGTGTGT AGTAAATTAG GCTGTTCATA 
51 TGATACTTTT GGTTTTTATG GTTTATTATT TGCTATGTTT TCTATAGTGT 
101 GTTTAGGTAG CGTGGTTTGG GGTCACCACA TGTTTACTGT GGGGTTGGAC 
151 GTGAAGACTG CTGTTTTCTT TAGTTCTGTG ACTATGATTA TTGGGGTTCC 
201 CACGGGTATA AAGGTGTTTT CTTGGCTTTA TATGATTTTA AATAGTCGTG 
251 CTTCGTTGCG TGAGCCTGTG TTTTGATGGG TTTTATCCTT TATTGTGTTG 
301 TTTACTATGG GTGGTGTTAC TGGTATAATT CTTTCTGCTT GTGTGTTGGA 
351 TAAAATCTTG CATGACACGT GGTTTG 
 

พยาธิ O.viverrini 
 ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิ O.viverrini ทีไ่ด้มีขนาด 312 bp โดยมี
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ดังน้ี 

1 TGTTCGGTTA TGGTGGTTTG GTGTTGGCCA TGTTTGCTAT AGTCTGTTTA 
51 AGAAGGGTGG TTTGGGCTCA TCATATGTTT ACGGTTGGGC TGGATTTGGG 
101 CACCGCTGTG TTTTTTACCT CGGTTACTAT GATTATAGGG GTTCCTACTG 
151 GAATAAAGGT TTTTTCTTGG TTGTATATGC TTGCGGGTAC TCGTGAGCGT 
201 TTTTGGGACC CGATTATGTG GTGGATAGTT GGGTTCGTAG TACTTTTTAC 
251 TATAGGGGGG GTTACTGGTA TAGTTCTTTC TGCTTCGGTT ATAGATGCTT 
301 TGTTGCATGA CA 
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 จากนัน้นําแถบดีเอ็นที่ได้ไปเปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิใน Genbank 

(ภาคผนวก ก) และนําไปหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการพบว่า พยาธิ H. taichui และ O. 

viverrini (พยาธิทีใ่ช้เปรียบเทียบ) เปน็พยาธิชนิดเดียวกันกับพยาธิที่พบใน Genbank ขณะที่
พยาธิ S. falcatus กลับมีความแตกต่างกันกบัพยาธิทีพ่บใน Genbank (ภาพ 37) 
 

 
ภาพ 37 phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
 บริเวณ COX I gene ของพยาธิที่พบเปรียบเทียบกับพยาธิใน Genbank 
 

4.8 การตรวจสอบพยาธิที่สํารวจพบโดยใช้ไพรเมอร์แบบจําเพาะ (specific primer) 
  การตรวจสอบผลการติดพยาธิด้วย specific primers โดยใช้ specific primer จํานวน 5 คู่ 

ของพยาธิ H. taichui, S. falcatus, Haplorchoides sp. C. caninus และ O. viverrini ผลการ
ตรวจสอบโดยใช้ specific primer มีผลดังนี้ 
 พยาธิ H. taichui ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ Hapt-F: 5-GGC CAA CGC AAT CGT 

CAT CC-3 และ Hapt-R: 5-GCG TCG GGT TTC AGA CAT GG-3 (Wongsawad et al., 2009) 

สามารถ amplify และทําให้ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 256 bp จากการตรวจสอบพบว่า
ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับ
พยาธิ H. taichui และ parapleurolophocercous cercaria แสดงว่า parapleurolophocercous 

cercaria ที่พบในหอย Ta. granifera เป็นตวัอ่อนของพยาธิ H. taichui (ภาพ 38) 

 พยาธิ S. falcatus ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ St-F 5-GGC CAA CGC AAT CGT CAT 

CC-3 และ St-R 5-GCG TCG GGT TTC AGA CAT GG- 3) (Wongsawad, 2011) สามารถ amplify 

และทําให้ PCR product ทีมี่ขนาดประมาณ 380 bp จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์ดังกล่าว
สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปรมิาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ S. falcatus และ 
parapleurolophocercous cercaria แสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ทีพ่บในหอย M. 

tuberculata เปน็ตัวอ่อนของพยาธิ S. falcatus (ภาพ 39) 
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ภาพ 38 แถบดีเอ็นเอของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ Ht-R1 และ Ht-F1 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: H. taichui, lane 2: S. falcatus, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
 

 
 

ภาพ 39 แถบดีเอ็นเอของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ St-R และ St-F 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: S. falcatus, lane 2: H. taichui, lane 

3: Haplorchoides sp., lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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 นอกจากนี้ได้ออกแบบ specific primer จากกระบวน HAT-RAPD PCR ของพยาธิ 

Haplorchoides sp. และ C. caninus ได้แก่ ไพรเมอร ์HPC-F1: 5-CCA AAA AGT CGT GGC TTG 

GG-3 และ HPC-R1: 5-ACA GGT TAG ACA GCA GAG CG-3 และ CC-F: 5-CCA AAA AGT 

CGT GGC TTG GG -3 และ CC-R: 5- GTG TGA TGA GAG GTC GGG AA-3 โดยให้ผลการ
ตรวจสอบดังนี้ 
 พยาธิ Haplorchoides sp. ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ HPC-F1 และ HPC-R1 สามารถ 

amplify และทําให้ PCR product ขนาดประมาณ 195 bps จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์
สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปรมิาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ Haplorchoides 

sp. และ parapleurolophocercous cercaria แสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย 

M. tuberculata เป็นตัวอ่อนของพยาธิ Haplorchoides sp. (ภาพ 40) 

 พยาธิ C. caninus ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ CC-F และ CC-R สามารถ amplify 

และทําให้ PCR product ขนาดประมาณ 292 bps จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์สามารถ
เข้าไปเกาะกบัดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ C. caninus และ 
pleurolophocercous cercaria แสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ทีพ่บในหอย Ta. 

granifera เปน็ตัวอ่อนของพยาธิ C. caninus (ภาพ 41) 
 

 
 

ภาพ 40 แถบดีเอ็นเอของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ Hpc-R1 และ Hpc-F1 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: Haplorchoides sp., lane 2: H. 

taichui, lane 3: S. falcatus, lane 4: C. caninus, lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
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ภาพ 41 แถบดีเอ็นเอของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ CC-R และ CC-F1 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: C. caninus, lane 2: H. taichui, lane 

3: S. falcatus, lane 4: Haplorchoides sp., lane 5: O. viverrini, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 

 

 ขณะเดียวกันยังใช้ specific primer ของพยาธิ O. viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ OpV-1F:  5-
AAT CGG GCT GCA TAT TGA CCG AT-3 และ OpV-1R:  5-CGG TGT TGC TTA TTT TGC AGA 

CAA-3 (Wongsawad and Wongsawad, 2012) สามารถเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 330 

bp จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบ
เฉพาะเจาะจงกับพยาธิ O. viverrini ที่ใช้เป็นตัวเปรียบเทียบเพียงชนิดเดียวเท่านั้น (ภาพ 42) 
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ภาพ 42 แถบดีเอ็นเอของพยาธิที่พบ ซ่ึงเกิดจากไพรเมอร์ OV-R1 และ OV-F1 

Lane M: DNA marker (VC 100 bp Plus DNA Ladder), lane 1: O. viverrini, lane 2: H. taichui,  lane 

3: S. falcatus, lane 4: Haplorchoides sp., lane 5: C. caninus, lane 6: F. gigantica, lane 7: 

Posthodiplostomum sp., lane 8: pleurolophocercous cercaria, lane 9: parapleurolophocercous 

cercaria, 10: xiphidiocercous cercaria, lane 11: distome cercaria, lane 12: monostome cercaria, 

lane 13: echinostome cercaria, lane 14: furcocercous cercaria, lane 15: Transversotrema cercaria 
  

4.9 กิจกรรมการเผยแพร่ข้อมูล  
กิจกรรมเผยแพร่ข้อมูลคณะผู้วิจัยได้เผยแพร่ข้อมูลในบ้านท่าหลุก ตําบลสบเตี๊ยะ 

อําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ ในวันที่ 27 ตุลาคม 2555 ทั้งน้ีบ้านท่าหลุกเป็นหมู่บ้านท่ี
ตั้งอยู่ริมฝ่ังแม่น้ําปิง ทําให้มีการจับปลาเพ่ือการบริโภค และจําหน่ายเป็นจํานวนมาก โดยที่
พฤติกรรมการบริโภคปลาของชาวบ้านนิยมบริโภคลาบปลาดิบ ทําให้มีรายการติดพยาธิชนิด
ต่างๆ ในคนอยู่เป็นระยะ ทําให้คณะผู้วิจัยให้ความสนใจในการเผยแพร่ข้อมูลเกี่ยวกบัพยาธิที่ได้
ทําการศึกษา เพ่ือปรับเปล่ียนพฤติกรรมการบริโภคอาหารของชาวบ้านให้ถูกสุขลักษณะ และ
ลดอัตราเส่ียงของการติดพยาธิของชาวบ้าน (ภาพ 43-45) 

ผลจากการสํารวจแบบสอบถามพบว่ามีผู้ให้ข้อมูลในการกรอกแบบสอบถามจํานวน 

86 คน  พบว่าเป็นชายจํานวน 72.10% และเพศหญิง 27.91% ส่วนใหญ่มีอายุอยู่ในช่วง 41-50 

ปี (53.49%) รองลงมาอยู่ในช่วง 50 ปีข้ึนไป (27.91%) และน้อยที่สุดอยู่ในช่วง 31-40 ป ี

(20.93%) ด้านการศึกษาส่วนใหญ่อยู่ในระดับประถมศึกษา (76.74%) ส่วนใหญ่ประกอบอาชีพ
ทําการเกษตร (67.44%) รองลงมาเป็นอาชีพรับจ้าง (13.95%) ส่วนใหญ่มีรายได้ต่อเดือน
มากกว่า อยู่ในช่วง 2,000-5,000 บาท (55.81%) จากการประเมินเกี่ยวกับความรู้ความเข้าใจ 

และการได้รับและเข้าถึงข้อมูลข่าวสารเกี่ยวกับการติดพยาธิ พบว่าส่วนใหญ่มีความรู้ความ
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เข้าใจและรู้จักพยาธิในระดับน้อย (67.44%) ส่วนใหญ่ชาวบ้านรู้จักพยาธิจํานวน 2 ชนิด คือ 

พยาธิตัวตืด และพยาธิตัวกลม (56.98%) และ 3 ชนิด คือ พยาธิตัวตืด พยาธิตัวกลม และ 
พยาธิใบไม้ (27.91%) โดยชาวบ้านทราบถึงสาเหตุของการติดพยาธิส่วนใหญ่จํานวน 2 ข้อ
ได้แก่ การรับประทานปลาดิบ และรับประทานเนื้อดิบ (70.93%) และรู้ถึงการก่อให้เกิดโรค
ร้ายแรงจากการติดพยาธิอยู่ในระดับปานกลาง (52.33%)  และกลัวการติดพยาธิอยู่ในระดับ
มากที่สุด (67.44%) โดยอาหารที่ชาวบ้านนิยมรับประทานคือลาบปลาดิบ (32.56%) รองลงมา
เนื้อดิบ (20.93%) การรับประทานอาหารที่ทําจากปลาดิบ พบว่าชาวบ้านส่วนใหญ่รับประทาน
นาน ๆ ครั้ง (63.95%) และการรับประทานอาหารท่ีทําจากเนื้อหรือหมูดิบนานๆ ครั้ง  
(68.60%) สําหรับความถี่ในการตรวจอุจจาระนั้นพบว่าชาวบ้านตรวจอุจจาระนานๆ ครั้ง 
(52.33%) ขณะเดียวกันยังพบว่าชาวบ้านไม่เคยตรวจอุจจาระ (9.30%) และในการรับประทาน
ยาถ่ายพยาธินั้นพบว่าส่วนใหญ่รับประทานนานๆ ครั้ง (68.60%) ในจํานวนน้ีมีผู้ที่ไม่เคยถ่าย
พยาธิจํานวน 29.07%  

 

 
 

ภาพ 43  วิทยากรได้นัดแนะ และเตรียมการเผยแพร่ข้อมูลร่วมกบัหัวหน้าชมุชน และชาวบ้าน  
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ภาพ 44  วิทยากรอธิบายสาเหตุการติดพยาธิ พร้อมทั้งวิธีการป้องกันการติดพยาธิ  
 

 
 

ภาพ 45 วิทยากรอธิบายวิธีการกรอกแบบสอบถาม และแจกแบบสอบถามแก่ชาวบ้าน  



 
บทที่ 5  

อภิปรายผลการศึกษา 
 

 การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยาและการกระจายเชิงภูมิศาสตร์ของพยาธิใบไม้
วงศ์ Heterophyidae ในลุ่มน้ําปิงตอนบน เป็นการศึกษาเพ่ือบ่งบอกคุณลักษณะเฉพาะตัวของ
พยาธิ โดยการนําเทคนิคทางอณูชีววิทยาใหม่ ๆ คือ ISSR marker, Specific primer ลําดับ      

นิวคลีโอไทด์ของบริเวณ Internal Transcribed Spacer Subunit 2 (ITS-2) และ Cytochome C 

Oxydase (COX I) เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือในการตรวจสอบและจําแนกชนิดของพยาธิ ร่วมกับ
การศึกษาอัตราการติดเช้ือของพยาธิใบไม้ในปลา และหอย และการศึกษาทางสัณฐานวิทยา
ของพยาธิเพ่ือประเมินสภาวะการระบาด จากน้ันนําข้อมูลที่ได้มาศึกษาการระบาดเชิงพ้ืนที่ 
(spatial distribution) โดยการจัดทําแผนที่การระบาดของพยาธิ ซ่ึงในปัจจุบันถือว่ามีความ
จําเป็นต่อการวางแผนการควบคุมการระบาดของพยาธิในคน รวมทั้งการระบาดในโฮสต์
กึ่งกลาง เช่น ปลา และหอย โดยกําหนดพ้ืนที่ศึกษาในลุ่มน้ําปิงตอนบน ทั้งหมด 10 จุดเก็บ
ตัวอย่าง ตลอดแม่น้ําปิง และแม่น้ําสาขา ซ่ึงครอบคลุมพ้ืนที่ในจังหวัดเชียงใหม่ ลําพูน และ 
ตาก  

 การศึกษาการระบาดของพยาธิในปลาแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พบตัวอ่อนพยาธิใบไม้
ระยะเมตาเซอร์คาเรีย จํานวน 5 ชนิด แบ่งเป็นพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae 4 ชนิด ได้แก่ 

Haplorchis taichui, Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus, Centrocestus caninus. และ
พยาธิใบไม้วงศ์ Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. โดยพบว่าในจุดเก็บ
ตัวอย่างอําเภอแม่แตงมีค่าความชุกรวมของพยาธิสูงที่สุด เท่ากับ 68.00% และจุดเก็บตัวอย่าง
ในอําเภอดอยเต่ามีค่าความชุกรวมน้อยที่สุด เท่ากับ 33.96% สําหรับพยาธิที่พบการระบาดใน
อัตราที่สูง และพบทุกจุดเก็บตัวอย่าง คือ Haplorchoides sp. และ H. taichui ซ่ึงพบมากในกลุ่ม
ปลาเกล็ดขาว ซ่ึงสอดคล้องกับ Kumchoo et al. (2005) รายงานว่าโฮสต์กึ่งกลางตัวที่ 2 ที่มี
ความจําเพาะเจาะจง ต่อ H. taichui  สูงมาก คือ ปลาสร้อยขาว (Henicorhynchus siamensis) 

โดยมีการแพร่กระจายตามแหล่งน้ําทั่วไป และเป็นปลาที่ชาวบ้านนิยมนํามาบริโภคมากที่สุด  

ปลาในกลุ่มนี้เป็นปลาที่มีการกระจายตัวอยู่เป็นจํานวนมากในแม่น้ําปิง และแม่น้ําสาขา ส่วน
พยาธิ C. caninus และ S. falcatus เป็นพยาธิที่มีค่าความชุกค่อนข้างต่ํา เนื่องจากพยาธิสอง
ชนิดนี้มีความจําเพาะต่อโฮสต์กึ่งกลางท่ีเป็นปลาสูงมาก โดยพยาธิ C. caninus พบในเฉพาะ
ปลาตะเพียนทราย และปลาซิวหนวดยาวเท่าน้ัน ซ่ึงสอดคล้องกับ Phalee et al. (2009) 
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รายงานว่าพบพยาธิชนิดนี้ในปลาตะเพียนทราย แต่แตกต่างกับรายงานของ Srisawangwong 

et al. (1997) และ Gjurcevic et al. (2007) รายงานการพบพยาธิชนิดน้ีในปลาทอง ขณะที่
พยาธิ S. falcatus พบเฉพาะในปลาเข็ม และพบในจุดเก็บตัวอย่างอําเภอบ้านโฮ่งเพียงจุดเดียว 
ซ่ึงสอดคล้องกับการสํารวจของ Sripalwit et al. (2003) สํารวจพบพยาธิ S. falcatus จํานวน
มากในปลาเข็ม นอกจากนี้ยังพบตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้วงศ์ 

Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. ซ่ึงตรงกับรายงานการวิจัยของ  ชโลบล 

และคณะ (2543) มีการพบพยาธิชนิดน้ีในปลาเข็มเช่นเดียวกัน ทั้งน้ีจากการศึกษาการระบาด
ของพยาธิในวงศ์ Heterophyidae ในปลา ทําให้พบการระบาดของพยาธิในวงศ์น้ีมีอัตรา
ค่อนข้างสูงในเขตพ้ืนที่ลุ่มน้ําปิงตอนบน โดยพบพยาธิที่มีความสําคัญทางการแพทย์จํานวน 3 

ชนิด คือ พยาธิ H. taichui, C. caninus และ S. falcatus  พยาธิเหล่าน้ีสามารถติดเช้ือในคน 

และสัตว์เล้ียงได้ ซ่ึงจากการศึกษาของ Wongsawad et al. (2012) ศึกษาการติดพยาธิใน
อุจจาระของคนจากอําเภอจอมทอง จังหวัดเชียงใหม่ พบไข่ของพยาธิ H. taichui เป็นส่วนใหญ่ 

ทําให้สามารถยืนยันได้ว่าพยาธิเหล่าน้ีที่พบในปลาสามารถติดไปยังคนในพ้ืนที่ได้ การระบาด
ของพยาธิเหล่าน้ีในอัตราสูงในพ้ืนที่ทําให้คน และสัตว์เล้ียงมีอัตราเส่ียงสูงต่อการติดพยาธิใน
กลุ่มนี้สูงตามไปด้วย  

 สําหรับการศึกษาการระบาดของพยาธิในหอยพบตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิ
ใบไม้ ทั้งหมด 8 รูปแบบ คือ xiphidiocercaria, monostome cercaria, distome cercaria, 

pleurolophocercous cercaria, parapleurolophocercous cercaria, echinostome cercaria, 

furcocercous cercaria และ tranversotrema cercaria ค่าความชุกรวมของเซอร์คาเรียที่พบใน
หอยแต่ละจุดเก็บตัวอย่าง พบว่าจุดเก็บตัวอย่างอําเภอแม่แตง มีค่าความชุกรวมมากท่ีสุด 

เท่ากับ 38.16% รองลงมาคือ จุดเก็บตัวอย่างอําเภอป่าซาง เท่ากับ 30.65% และจุดเก็บ
ตัวอย่างที่มีค่าความชุกรวมน้อยที่สุด คือ อําเภอพร้าว มีค่าเท่ากับ 11.76% ซ่ึงจากการศึกษา
ทางอณูชีววิทยาสามารถยืนยันได้ว่า parapleurolophocercous cercaria และ 
pleurolophocercous cercaria เป็นตัวอ่อนของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Chuboon and Wongsawad (2009) โดยใช้ HAT-RAPD PCR พบว่า 
pleurolophocercous cercaria เป็นตัวอ่อนของพยาธิ H. taichui จากผลการศึกษาดังกล่าว
สอดคล้องกับการศึกษาการระบาดในปลา ซ่ึงส่วนใหญ่พบพยาธิใบไม้ H. taichui และ 
Haplorchoides sp. ในการศึกษาครั้งน้ีพบ parapleurolophocercous cercaria ในหอยทุกจุดเก็บ
ตัวอย่าง และมีอัตราการระบาดในอัตราที่สูงกว่าเซอร์คาเรียแบบอื่นๆ การระบาดของเซอร์



62 

 

คาเรียในหอยในอัตราสูงทําให้โอกาสของพยาธิที่ส่งผ่านไปยังโฮสต์กึ่งกลางในลําดับต่อไป เช่น 

ปลา สูงตามไปด้วย 

 การศึกษาการกระจายเชิงภูมิศาสตร์ของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae นั้น เมื่อนํา
ข้อมูลการระบาดของพยาธิที่พบในปลา และหอยมาสร้างเปน็แผนที่การระบาด เพื่อศึกษา
แนวโน้มการระบาด โดยใช้โปรแกรม ArcGis ver. 9.3 ทําให้ได้แผนทีก่ารระบาด และทราบ
แนวโน้มการระบาดของพยาธิใบไม้ชนิดต่างๆ  โดยพบว่าในลุ่มน้ําปิงตอนบน มีการระบาดของ
พยาธิใบไม้ในกลุ่ม Heterophyidae หลายชนิด เช่น H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ 
Haplorchoides sp. โดยพยาธิ Haplorchoides sp. พบการระบาดในทุกจุดเก็บตัวอย่างตลอดลุ่ม
น้ําปิงตอนบน ซ่ึงผลการศึกษาสอดคล้องกับการศึกษาการระบาดของตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะ
เซอร์คาเรียในหอยชนิดต่างๆ โดยพบว่า parapleurophocercous cercaria มีจํานวนค่อนข้างมาก 

และสามารถพบได้ในทุกจดุเก็บตัวอย่าง ซ่ึง parapleurophocercous cercaria สามารถพัฒนาไป
เป็นพยาธิ Haplorchoides sp. ทั้งนี้ในเขตลุ่มน้ําปิงตอนบนมีแม่น้ําปงิเป็นแม่น้ําสายหลัก และมี
แม่น้ําสาขาต่างๆ มากมาย เช่น แม่น้ําแม่งัด แม่น้ําแม่แตง แม่น้ําแม่กวง แม่น้ําล้ี และแม่น้ําแม่
แจ่ม รวมไปถึงอ่างเกบ็น้าํดอยเต่า และเข่ือนภูมิพล ทําให้มีการแพร่กระจายของปลาต่าง
มากมาย โดยเฉพาะปลาในกลุ่มปลาเกล็ดขาว ซ่ึงเป็นโฮสต์กึ่งกลางตัวที่สองของพยาธิใบไม้
หลายชนิด นอกจากนี้ยงัมีหอยซ่ึงเปน็โฮสต์กึง่กลางตัวที่หนึง่สามารถเจริญเติบโต และ
แพร่กระจายในพื้นที่ได้ตลอดเวลา ขณะเดียวกันจากแผนที่การระบาด พบว่าเขตอําเภอแม่แตง
มีการระบาดของพยาธิในอัตราที่สูงกว่าจุดเก็บตัวอย่างอื่นๆ เนื่องจากพื้นที่ดังกล่าวเปน็เขต
พ้ืนที่ชลประทานของเขื่อนแม่งัดสมบูรณ์ชล ทําให้มีน้ําขังตลอดเวลาเหมาะสําหรบัการ
แพร่กระจายของปลา และหอย ซ่ึงสอดคล้องกับ Tum et al. (2004) พบว่าอัตราเสี่ยงจะเพิม่ข้ึน
เมื่ออยู่ใกล้แม่น้ําสายหลัก และทะเลสาบ และอัตราเส่ียงจะลดลงเมื่ออยู่ใกล้กบัแม่น้ํา และ
ทะเลสาบ และในพื้นที่สูง 
 การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยาเพือ่บ่งบอกคุณลักษณะเฉพาะตัวของพยาธิ โดย
การนํา DNA ของตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียที่พบในปลาทั้งหมด 5 ชนิด คือ     

H. taichui, C. caninus, S. falcatus, Haplorchoides sp. และ Posthodiplostomum sp. และตัว
อ่อนพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียที่พบในหอย ทั้งหมด 8 รปูแบบ คือ pleurolophocercous 

cercaria, parapleurolophocercous cercaria, monostome cercaria, xiphidiocercous cercaria, 

furcocercous cercaria, echinostome cercaria, distome cercaria และ Transversotrema cercaria 

ไปใช้ในปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค Inter-Simple Sequence Repeats, ISSRs โดยใช้ ISSR 

primer จํานวน 10 primers ซ่ึงทําให้เกิดแถบ DNA ที่มีความแตกต่างกัน (polymorphic DNA) 
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ในช่วง 80-3000 bp และทั้ง 10 primers สามารถทาํให้เกิด % polymorphic band เท่ากับ 

100% เมื่อนําแถบดีเอ็นเอของพยาธิที่เกิดข้ึนในแต่ละ primer ไปแทนค่าข้อมูลให้เปน็ระบบ
ตัวเลขมาตรฐาน (0,1) เพื่อนําไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการพบว่า พยาธิวงศ์ 
Heterophyidae มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ pleurolophocercous cercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria โดยที่พยาธิ H. taichui C. caninus และ S. falcatus มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกบั pleurolophocercous cercaria และ Haplorchoides sp. มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบั parapleurolophocercous cercaria  

 สําหรบัการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ Internal Transcribed Spacer Subunit 

2 (ITS-2) โดยการนํา DNA ของพยาธิที่สํารวจพบทั้งหมด มาทํา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BD2-R 

(5'-TAT GCT TAA ATT CAG CGG GT-3') และ 3S-F (5'-GGT ACC GGT GGA TCA CTC GGC 

TCG TG-3') (Bowles et al. 1993) สามารถทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอกับพยาธิทีท่ําการศึกษาทุก
ชนิด โดยแถบดีเอ็นที่เกิดขึ้นอยู่ในช่วง 480-650 bp เมื่อนําแถบดีเอ็นเอไปหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ และนําไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิ ทําให้ทราบว่าพยาธิในวงศ์ 

Heterophyidae ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. มีตัวอ่อน
ระยะเซอร์คาเรียมี 2 รูปแบบ คือ pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous 

cercaria ซ่ึงพบในหอย Melanoides tuberculata และ Tarebia granifera เมื่อนําเซอร์คาเรียทั้ง 2 

รูปแบบที่พบในหอยต่างชนิดกันมาหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์
ของส่วน ITS-2 โดยวิธ ี Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) 

และวิธี Neighbour-joining (NJ) ซ่ึงทัง้ 2 วิธีให้ผลการศึกษาใกล้เคียงกนั โดย 

parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย M. tuberculata เป็นตัวอ่อนของพยาธิ 
Haplorchoides sp. ขณะที ่ parapleurolophocercous cercaria ทีพ่บในหอย Tarebia granifera 

เป็นตัวอ่อนของพยาธ ิ H. taichui สําหรับพยาธิ S. falcatus พบมีความใกล้ชิดกบัทั้ง 
pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria ที่พบทั้งในหอย M. 

tuberculata และ Tarebia granifera นอกจากนี้หอย Tarebia granifera ยังพบเซอร์คาเรียแบบ 

pleurolophocercous cercaria มีความใกล้ชิดกับพยาธิ C. caninus   

 ขณะที่การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของตัวอ่อนพยาธิระยะเมตา
เซอร์คาเรียทีพ่บในปลา 4 ชนิด ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus, และ Haplorchoides 

sp. พร้อมกับเปรียบเทียบกบัพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ Tre-COX R 

(5'-AAA CCA HGK RTC ATG HAA-3') และ Tre-COX F (5'-TTY GGT ATD RTD AGD CA-3') 
โดยไพรเมอร์ดังกล่าวได้ออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิใบไม้ชนิดต่างๆ ใน Genbank 
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พบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับ
พยาธิจํานวน 3 ชนิด คือ H. taichui, S. falcatus และ Opisthorchis viverrini ทาํให้เกิดแถบดี
เอ็นเอ ขนาด 400 bp เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ และนําไปหา
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิใน Genbank พบว่า 
พยาธิ H. taichui และ O. viverrini เปน็พยาธิชนิดเดียวกันกับพยาธิที่พบใน Genbank ขณะที่
พยาธิ S. falcatus กลับมีความแตกต่างกันกบัพยาธิทีพ่บใน Genbank  

 เมื่อเปรยีบเทียบการศึกษาทางอณูชีววิทยาทัง้ 3 วิธี พบว่าการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS-2 และ COX I มีความเหมาะสมสําหรบันํามาศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ของพยาธิในวงศ์ Heterophyidae เนื่องจากเปน็การวิเคราะห์ข้อมูลในระดับนิวคลีโอไทด์ โดยทั้ง 
2 วิธี มีความจําเพาะและความคงตัวในการเป็น conserved region และมีความเหมือนกันใน
ประชากรกลุ่มเดียวกนั ขณะที่การใช้รปูแบบของแถบดีเอ็นเอจาก ISSRs นั้น สามารถใช้เพื่อ
จําแนกชนิดของพยาธิเบื้องต้นเท่านั้น ซ่ึงคล้ายกับ RAPD marker แต่ ISSRs marker มี
ความจําเพาะมากกว่าเทคนิค RAPD เพราะว่าความยาวของ primers ที่ใช้ใน ISSR (16-20 bp) 

มีความยาวมากกว่า RAPD (10 bp) อีกประการหนึ่งคือ ISSR primers ออกแบบมาจากบริเวณ
ที่เปน็ repeated sequences ที่มีอยู่อย่างหลากหลายใน genomes เช่น (AGTG)4 หรือ (AG)8 ซ่ึง
บริเวณนี้จะมีความไวต่อการผันแปร หรือกลายพันธุ์มากกว่า coding regions (Wolfe et al., 

1998) แต่ทั้ง ISSRs และ RAPD มีข้อเสีย คือ ในบางครั้งแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึนไม่ชัดเจน ทําให้การ
นับจํานวนแถบดีเอ็นเอเป็นไปอย่างยากลําบาก ซ่ึงการนับแถบดีเอ็นเอเพ่ือนาํไปคํานวณหา
ความแตกต่างระหว่างส่ิงมีชีวิตจะนบัเฉพาะแถบที่ชัดเจนเท่านั้น เมื่อนําค่าทีไ่ด้ไปคํานวณความ
แตกต่างทําให้ค่าที่ได้มีความคลาดเคล่ือน 

 การตรวจสอบชนิดของพยาธิที่สํารวจพบ โดยใช้ specific primer ของพยาธิแต่ละชนิด 

ซ่ึงได้ออกแบบไพรเมอร์จากช้ินส่วนดีเอ็นเอทีไ่ด้จากการทํา PCR ด้วยเทคนิค HAT-RAPD 

จํานวน 5 คู่ พบว่า specific primer ของพยาธิแต่ละชนิดที่ทําการศึกษาสามารถ amplify และ
ทําให้ PCR product ที่มีขนาดต่างๆ กนัของพยาธิแต่ละชนิด จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์
ดังกล่าวสามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะเจาะจงกบัพยาธิแต่
ละชนิด โดยพยาธิ H. taichui ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ Hapt-F: 5-GGC CAA CGC AAT 

CGT CAT CC-3 และ Hapt-R: 5-GCG TCG GGT TTC AGA CAT GG-3 สามารถ amplify 

และทําให้ PCR product ทีม่ีขนาดประมาณ 256 bp จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์ดังกล่าว
สามารถเข้าไปเกาะกบัดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ H. taichui 

และ parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบใน
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หอย Tarebia granifera เป็นตัวอ่อนของพยาธิ H. taichui ส่วนพยาธิ S. falcatus ทําการ
ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ St-F 5-GGC CAA CGC AAT CGT CAT CC-3 และ St-R 5-GCG 

TCG GGT TTC AGA CAT GG-3) ซ่ึงสามารถ amplify และทําให้ PCR product ที่มีขนาด
ประมาณ 380 bp จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ S. falcatus และ parapleurolophocercous cercaria 

ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย Melanoides tuberculata เปน็ตวั
อ่อนของพยาธิ S. falcatus ขณะที่พยาธ ิ Haplorchoides sp. ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ 
HPC-F1: 5-CCA AAA AGT CGT GGC TTG GG-3 และ HPC-R1: 5-ACA GGT TAG ACA 

GCA GAG CG-3 ซ่ึงสามารถ amplify และทําให้ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 195 bp จาก
การตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกบัดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบ
เฉพาะเจาะจงกับพยาธิ Haplorchoides sp. และ parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า 
parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย Melanoides tuberculata เป็นตวัอ่อนของพยาธิ 
Haplorchoides sp. สําหรับพยาธิ C. caninus ทําการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ CC-F: 5- CCA 

AAA AGT CGT GGC TTG GG -3 และ CC-R: 5- GTG TGA TGA GAG GTC GGG AA-3 ซ่ึง
สามารถ amplify และทําให้ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 292 bp จากการตรวจสอบพบว่า
ไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ 
C. caninus และ pleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่
พบในหอย Tarebia granifera เปน็ตัวอ่อนของพยาธิ C. caninus นอกจากนี้ยังใช้ specific 

primer ของพยาธิ O. viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ OpV-1F:  5-AAT CGG GCT GCA TAT TGA 

CCG AT-3 และ OpV-1R:  5-CGG TGT TGC TTA TTT TGC AGA CAA-3 ซ่ึงสามารถเกิด
แถบดีเอ็นเอทีม่ีขนาดประมาณ 330 bp จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะ
กับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะเจาะจงกบัพยาธิ O. viverrini ที่ใช้เปน็ตวั
เปรียบเทียบเพียงชนิดเดียวเท่านัน้ จากการศึกษาดังกล่าวสอดคล้องกับ Wongratanacheewin 

et al. (2001) และ Maleewong et al. (2003) ได้นํา primers และ probe ไปใช้ทดสอบ 

sensitivity ในการตรวจหาพยาธิใบไม้ตับ ทั้งในระยะไข่จากอุจจาระของสัตว์ทดลอง และจาก
โฮสต์กึ่งกลางที่ทดลอง พบว่าสามารถตรวจหาพยาธิใบไม้ตบัได้ และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
พยาธิชนิดอืน่ ซ่ึงให้ตรงกับการศึกษาในครั้งนี้ทีท่ดสอบการใช้ specific primers กับพยาธิชนิด
อ่ืนๆ พบว่าไม่เกิดแถบดีเอ็นเอกบัพยาธิชนิดอ่ืนเลย แสดงว่า specific primers มีความจําเพาะ
ต่อพยาธิ H. taichui และพยาธิ O. viverrini โดยเกิดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 256 bp ในพยาธิ H. 
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taichui และเกิดแถบดีเอ็นเอ ขนาด 330 bp ในพยาธิ O. viverrini เพียงแถบเดียว นอกจากนัน้ 

ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นว่า การศึกษาครั้งนี้ได้ออกแบบ primer จากชิ้นส่วนดีเอ็นเอทีไ่ด้จากการ
ทํา PCR ด้วยเทคนิค HAT-RAPD ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ Sripalwit et al., (2003) 

ตามที่กล่าวมาข้างต้น แต่แตกต่างจากการศึกษาของ Hamburger et al. (2001) ที่ออกแบบ 

primer มาจาก ส่วนที่เปน็ highly repeat sequence ทีม่ีขนาด 121 bp ซ่ึงพบจากการ sequence 

จีโนม ของพยาธิ Schistosoma mansoni และยังแตกต่างจากการศึกษาของ Pontes et al. 

(2002) ซ่ึงใช้ส่วนที่เป็น highly repeat sequence ในการออกแบบ primer เพื่อตรวจสอบ S. 

mansoni เช่นเดียวกัน แต่ชิ้นส่วน ดีเอ็นเอเป้าหมาย มีขนาด 110 bp นอกจากนั้นยงัแตกต่าง
จากการศึกษาของ Hertel et al. (2002) ที่ได้ออกแบบ primer ในการตรวจหาพยาธิ 

Trichobilhazia ocellata จากส่วน tandem repeat DNA sequence ที่มีขนาด 396 bp ซ่ึงได้จาก
การ sequence จีโนมของพยาธิ นอกจากจะมีการใช้ข้อมูลส่วนทีเ่ปน็ repeat sequence ในจีโนม
แล้ว ยังมีการการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์จากบริเวณอื่นในการออกแบบ primer ด้วย เช่น
การศึกษาของ Dinkel et al. (1998) ที่ใช้ส่วน mitochondrial 12S rRNA gene ในการตรวจหา
พยาธิ  Echinococcus mutilocularis และให้ PCR product ที่เกิดจาก specific primer ขนาด 250 

bp ซ่ึงใกล้เคียงกบัผลการศึกษาในครั้งนี้ คือ PCR product ที่เกิดจาก specific primer ขนาด 

267 bp แต่การศึกษาครั้งนี้ออกแบบ primer มาจาก species-specific HAT-RAPD marker 

นอกจากนี้ในการศึกษาของ Magalhaes et al. (2004) ที่ได้ออกแบบ specific primer ที่ใช้
ตรวจสอบพยาธิ Fasciola hepatica ในหอย Lymnea columella โดยใช้ complete mitochondrial 

DNA sequence จาก Genebank และตรวจสอบด้วยวิธี multiplex PCR โดยใช้ร่วมกับ primers ที่
ไป amplify ส่วน Internal Transcribe Spacer 2 (ITS 2) เพื่อทําหน้าที่เปน็ internal control ซ่ึง
แตกต่างจากการศึกษาครั้งนี้ ที่ใช้ primers เพียงคู่เดียว การใช้ primers หลายคู่ทํางานร่วมกัน
ในเทคนิค multiplex PCR จะช่วยลดความผิดพลาดในการเข้าไปเกาะกับ DNA template ของ 
specific primers คือช่วยให้มีความแม่นยําในการเกาะกับ DNA template ในตําแหน่งทีต่้องการ 
ซ่ึงผลการศึกษาในครั้งนี้ สามารถพัฒนาเทคนิค และวิธีการ ในการตรวจสอบให้มีประสิทธิภาพ 

มากยิ่งข้ึนได้ ในอนาคต 

 ผลจากการสํารวจแบบสอบถามพบว่ามีผู้ให้ข้อมูลในการกรอกแบบสอบถามจํานวน 

86 คน พบว่าเป็นชายจํานวน 72.10% และเพศหญิง 27.91% ส่วนใหญ่มีอายุอยู่ในช่วง 41-50 

ปี (53.49%) รองลงมาอยู่ในช่วง 50 ปีข้ึนไป (27.91%) และน้อยที่สุดอยู่ในช่วง 31-40 ป ี

(20.93%) ด้านการศึกษาส่วนใหญ่อยู่ในระดับประถมศึกษา (76.74%) ส่วนใหญ่ประกอบอาชีพ
ทําการเกษตร (67.44%) รองลงมาเป็นอาชีพรับจ้าง (13.95%) ส่วนใหญ่มีรายได้ต่อเดือน
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มากกว่า อยู่ในช่วง 2,000-5,000 บาท (55.81%) จากการประเมินเกี่ยวกับความรู้ความเข้าใจ 

และการได้รับและเข้าถึงข้อมูลข่าวสารเกี่ยวกับการติดพยาธิ พบว่าส่วนใหญ่มีความรู้ความ
เข้าใจและรู้จักพยาธิในระดับน้อย (67.44%) ซ่ึงส่วนใหญ่ชาวบ้านรู้จักพยาธิจํานวน 2 ชนิด คือ 

พยาธิตัวตืด และพยาธิตัวกลม (56.98%) และ 3 ชนิด คือ พยาธิตัวตืด พยาธิตัวกลม และ 
พยาธิใบไม้ (27.91%) โดยชาวบ้านทราบถึงสาเหตุของการติดพยาธิส่วนใหญ่จํานวน 2 ข้อ ซ่ึง
ได้แก่ การรับประทานปลาดิบ และรับประทานเนื้อดิบ (70.93%) และรู้ถึงการก่อให้เกิดโรค
ร้ายแรงจากการติดพยาธิอยู่ในระดับปานกลาง (52.33%) และกลัวการติดพยาธิอยู่ในระดับ
มากที่สุด (67.44%) ซ่ึงอาหารที่ชาวบ้านนิยมรับประทานคือลาบปลาดิบ (32.56%) รองลงมา
คือเน้ือดิบ (20.93%) การรับประทานอาหารท่ีทําจากปลาดิบ พบว่าชาวบ้านส่วนใหญ่
รับประทานนาน ๆ ครั้ง (63.95%) และการรับประทานอาหารที่ทําจากเนื้อหรือหมูดิบนานๆ 

ครั้ง (68.60%) สําหรับความถี่ในการตรวจอุจจาระนั้นพบว่าชาวบ้านตรวจอุจจาระนานๆ ครั้ง 
(52.33%) ขณะเดียวกันยังพบว่าชาวบ้านไม่เคยตรวจอุจจาระ (9.30%) และในการรับประทาน
ยาถ่ายพยาธินั้นพบว่าส่วนใหญ่รับประทานนานๆ ครั้ง (68.60%) ในจํานวนน้ีมีผู้ที่ไม่เคยถ่าย
พยาธิจํานวน 29.07% โดยสรุปแล้วจากการได้รับข่าวสารข้อมูล ชาวบ้านมีการตื่นกลัวต่อการ
ติดพยาธิ ในขณะเดียวกันก็ยังไม่ละท้ิงวิถีชีวิต และวัฒนธรรมในการบริโภคอาหารท่ีมีความ
เส่ียงต่อการติดพยาธิ นอกจากน้ีชาวบ้านบางส่วนก็ยังรู้จักการป้องกันและรักษาตัวเอง โดย
การตรวจอุจจาระ กินยาถ่ายพยาธิเป็นระยะๆ แต่อย่างไรก็ตามก็ยังมีบางคนที่ยังจัดอยู่ในกลุ่ม
เส่ียงต่อการติดพยาธิ ไม่มีการป้องกันรักษา ซ่ึงการนําเสนอผลการวิจัย และให้ความรู้ผ่านการ
เผยแพร่ข้อมูล เป็นการถ่ายทอดองค์ความรู้ที่ได้สู่ชาวบ้าน การมีโอกาสแลกเปล่ียนความ
คิดเห็น อภิปรายผลการวิจัยร่วมกัน จึงเป็นการสร้างโอกาสและวิธีการในการแก้ปัญหาที่
ถูกต้อง และมีประสิทธิภาพสูงสุด 

  



 

บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย 

 
 การศึกษาการระบาดของพยาธิในปลา พบตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของ
พยาธิใบไม้ จํานวน 5 ชนิด แบ่งเป็นพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae 4 ชนิด ได้แก่ Haplorchis 

taichui, Haplorchoides sp., Stellantchasmus falcatus, Centrocestus caninus. และพยาธิใบไม้
วงศ์ Diplostomatidae 1 ชนิด ได้แก่ Posthodiplostomum sp. โดยพบว่าจุดเก็บตัวอย่างในอําเภอ
แม่แตงมีค่าความชุกรวมของพยาธิสูงที่สุด เท่ากับ 68.00% และจุดเก็บตัวอย่างในอําเภอดอย
เต่ามีค่าความชุกรวมน้อยที่สุด เท่ากับ 33.96% สําหรับพยาธิที่มีการระบาดในอัตราที่สูง และ
พบทุกจุดเก็บตัวอย่าง คือ Haplorchoides sp. และ H. taichui การศึกษาการระบาดของ
พยาธิในหอย พบตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ ทั้งหมด 8 รูปแบบ คือ 

xiphidiocercaria, monostome cercaria, distome cercaria, pleurolophocercous cercaria, 

parapleurolophocercous cercaria, echinostome cercaria, furcocercous cercaria และ 
tranversotrema cercaria  สําหรับค่าความชุกรวมของเซอร์คาเรียที่พบในหอยแต่ละจุดเก็บ
ตัวอย่าง พบว่าจุดเก็บตัวอย่างในอําเภอแม่แตง มีค่าความชุกรวมมากท่ีสุด เท่ากับ 38.16% 

รองลงมาคือ จุดเก็บตัวอย่างในอําเภอป่าซาง เท่ากับ 30.65% และจุดเก็บตัวอย่างที่มีค่าความ
ชุกรวมน้อยที่สุด คือ อําเภอพร้าว มีค่าเท่ากับ 11.76%  

 การศึกษาการกระจายเชิงภูมิศาสตร์ของพยาธิใบไม้วงศ์ Heterophyidae นั้น เมื่อนํา
ข้อมูลการระบาดของพยาธิที่พบในปลา และหอยมาสร้างเปน็แผนทีก่ารระบาด โดยพบว่าใน
ลุ่มน้ําปงิตอนบนมีการระบาดของพยาธิใบไม้ในกลุ่ม Heterophyidae หลายชนิด เช่น H. taichui, 

S. falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. โดยพยาธิ Haplorchoides sp. พบการระบาดใน
ทุกจุดเก็บตัวอย่างตลอดลุ่มน้ําปิงตอนบน 

 การศึกษาอัตลักษณ์ทางอณูชีววิทยาเพือ่บ่งบอกคุณลักษณะเฉพาะตัวของพยาธิ โดย
การนําดีเอ็นเอของพยาธิทีพ่บไปใช้ในปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค Inter-Simple Sequence 

Repeats, ISSRs โดยใช้ ISSR primer จํานวน 10 primers ซ่ึงทําให้เกิดแถบ DNA ที่มีความ
แตกต่างกัน (polymorphic DNA) ในช่วง 80-3000 bps และทั้ง 10 primers สามารถทําให้เกิด 

%polymorphic band เท่ากับ 100% เมื่อนําไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ พบว่า 
พยาธิในวงศ์ Heterophyidae มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ pleurolophocercous cercaria และ 
parapleurolophocercous cercaria โดยที่พยาธิ H. taichui, C. caninus และ S. falcatus มี
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ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกบั pleurolophocercous cercaria และ Haplorchoides sp. มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกบั parapleurolophocercous cercaria  

 สําหรับการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ Internal Transcribed Spacer Subunit 

2 (ITS-2) โดยการนํา DNA ของพยาธิที่สํารวจพบทั้งหมด มาทํา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BD2-R 

และ 3S-F สามารถทําให้เกิดแถบดีเอ็นเอกับพยาธิทีท่ําการศึกษาทุกชนิด ซ่ึงแถบดีเอ็นที่เกิด
ข้ึนอยู่ในช่วง 480-650 bps เมื่อนําแถบดีเอ็นเอดังกล่าวไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ และนําไป
วิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพยาธิ พบว่าพยาธิในวงศ์ Heterophyidae ได้แก่ 
H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. มีตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียมี 2 

รูปแบบ คือ pleurolophocercous cercaria และ parapleurolophocercous cercaria  

 การวิเคราะห์หาลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ COX I ของพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียที่
พบในปลา 4 ชนิด ได้แก่ H. taichui, S. falcatus, C. caninus และ Haplorchoides sp. พร้อมกับ
เปรียบเทียบกับพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini โดยใช้ไพรเมอร์ Tre-COX R และ Tre-

COX F พบว่าไพรเมอร์สามารถเข้าไปเกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจง
กับพยาธิจํานวน 3 ชนิด คือ H. taichui, S. falcatus และ Opisthorchis viverrini ซ่ึงทําให้เกิด
แถบดีเอ็นเอ ขนาด 400 bps เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนไปหาลําดับนิวคลีโอไทด์ และนําไปหา
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของพยาธิใน Genbank และ
พบว่า พยาธ ิ H. taichui และ O. viverrini เปน็พยาธิชนิดเดียวกันกบัพยาธิทีพ่บใน Genbank 

ขณะที่พยาธิ S. falcatus กลับมีความแตกต่างกันกับพยาธิที่พบใน Genbank  

 การตรวจสอบชนิดของพยาธิที่พบ โดยใช้ specific primer ของพยาธิแต่ละชนิด พบว่า 
specific primer ของ H. taichui สามารถทาํให้แถบดีเอ็นเอเฉพาะ H. taichui และ 
parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย 

Ta. granifera เป็นตัวอ่อนของพยาธิ H. taichui ขณะที ่specific primer ของ S. falcatus มีความ
เฉพาะเจาะจงกับพยาธิ S. falcatus และ parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า 
parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย M. tuberculata เปน็ตัวอ่อนของพยาธิ S. 

falcatus  สําหรับ specific primer ของ Haplorchoides sp. มีความเฉพาะเจาะจงกบัพยาธิ 
Haplorchoides sp. และ parapleurolophocercous cercaria ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous 

cercaria ที่พบในหอย M. tuberculata เป็นตัวอ่อนของพยาธิ Haplorchoides sp. และ specific 

primer ของ C. caninus มีความเฉพาะเจาะจงกบัพยาธิ C. caninus และ pleurolophocercous 

cercaria ซ่ึงแสดงว่า parapleurolophocercous cercaria ที่พบในหอย Ta. granifera เป็นตัวอ่อน
ของพยาธิ C. caninus นอกจากนี้ยังใช้ specific primer ของพยาธ ิO. viverrini สามารถเข้าไป
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เกาะกับดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นแบบเฉพาะเจาะจงกับพยาธิ O. viverrini ที่ใช้เปน็ตัว
เปรียบเทียบเพียงชนิดเดียวเท่านัน้  

 จากการออกเผยแพร่ข้อมูล พบว่าชาวบ้านมีการตื่นกลัวต่อการติดพยาธิ ขณะเดียวกัน
ยังไม่ละท้ิงวิถีชีวิต และวัฒนธรรมการบริโภคอาหารที่มีความเสี่ยงต่อการติดพยาธิ นอกจากนี้
ชาวบ้านบางส่วนยังรู้จักการป้องกัน รกัษาตัวเอง โดยการตรวจอุจจาระ และกินยาถ่ายพยาธิ
เป็นระยะๆ อย่างไรก็ตามยงัมีบางคนที่ยงัจัดอยู่ในกลุ่มเส่ียงต่อการติดพยาธิ และไม่มีการ
ป้องกนัรกัษา ซ่ึงการนําเสนอผลการวิจยั และให้ความรู้ผ่านการเผยแพร่ข้อมูล และเปน็การ
ถ่ายทอดองค์ความรู้ที่ได้สู่ชาวบ้าน การมีโอกาสแลกเปล่ียนความคิดเหน็ และอภิปราย
ผลการวิจัยร่วมกัน จึงเปน็การสร้างโอกาสและวิธีการในการแก้ปัญหาที่ถกูต้อง และมี
ประสิทธิภาพสูงสุด 
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Haplorchis taichui cytochrome c oxidase subunit 1 (coxI) 
gene, partial cds; mitochondrial 
GenBank: EF055885.1 

GenBank Graphics 
>gi|119855482|gb|EF055885.1| Haplorchis taichui 
cytochrome c oxidase subunit 1 (coxI) gene, partial cds; 
mitochondrial 
TGTGCTGATTTTGCCGGGGTTCGGTATAGTGAGACACATTTGTAGGACGTTAACAAA
TAAAGATTCCTTGTTTGGTTATGGGGGTTTAGTTCTTGCTATGTTTTCTATAGTCTG
TTTGGGGAGTGTTGTTTGAGCTCATCATATGTTTATGGTTGGGTTGGATGTTAAGAC
GGCTGTTTTTTTTAGTTCTGTGACCATGGTTATAGGAGTCCCCACAGGTATAAAGGT
TTTTTCTTGGCTGTATATGTTGGCGGGAAGTCGGGGCCGGTTTTGGGATCCGATAAT
GTGGTGGATATTGGGTTTTATTGTCTTATTTACTATCGGGGGGGTGACCGGGATTGT
GTTGTCTTCTTCTATAATGGATACTTTGTTGCATGACACTTGGTTTGGTTTA 
 
Stellantchasmus falcatus 28S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
GenBank: AF181886.2 

GenBank Graphics 
>gi|46981922|gb|AF181886.2| Stellantchasmus falcatus 28S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GCTGCATTCACAAACAACCCCGACTCCAAGGTCTATCCAGGAAGGTGCTGTCATTTC
TGCCTCTCCACCCCAACGGGCCTTTCACCCTCTCTGGGCCATGTCAGCATTACCGTA
CTCATTGCTGGACTTGGAATGGAGCAGCACCTCCGCGGAACGACCTGAACACCACAT
TGCCTAGTGACCAATTGGCCACAGGCTTCGGTGCTGGGCTTTTCCCTGTTCACTCGC
CGTTACTGAGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTAGTGATATGCTTAAGT
TCAGCGGGTAATC 
 
Metagonimus yokogawai genes for 5.8S rRNA, ITS2, 28S RNA, 
partial and complete sequence, isolate: MyITS2-12 
GenBank: AB470524.1 

GenBank Graphics 
>gi|305682275|dbj|AB470524.1| Metagonimus yokogawai genes 
for 5.8S rRNA, ITS2, 28S RNA, partial and complete 
sequence, isolate: MyITS2-12 
TGTCGATGAAGAGCGCAGCCAACTGTGTGAATTAATGTGAACTGCCTACTGCTTTGA
ACATCAACATCTTGAACGCATATTGCGGCCATGGGTTTTCCTGTGGCCACGCCTGTC
CGAGGGTCGGCTTATAAACTATCACGACGCCCAAAAAGTCGTGGCTTGGGTCTTGCC
AGCTGGCGTGATTTCCCTGTGCTATTGTGTAGGGTGCCAGATCTATGGCTTTTCCCT
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AATGTGCCGGACGCAACCATATCTGGGCTGACTGCCTAGGTGAGGGAGTGGCGGCGG
AGTCGTGGCTCAATGATATTGTACGTGGTAAATGTGCGCGCTCCGTTGTCTGTTCTT
CATCCTGGGTTGAGGCTTTGTCTATGGCAATGCATCTGTTGTTGTTTGTTTTGCACT
CCTGTGCTTGACCTCCCTGACCTCGGATCAGACGTGAAT 
 
Pygidiopsis summa cytochrome c oxidase subunit I-like 
(COI) gene, partial sequence; mitochondrial 
GenBank: AF181884.3 

GenBank Graphics 
>gi|288563287|gb|AF181884.3| Pygidiopsis summa cytochrome 
c oxidase subunit I-like (COI) gene, partial sequence; 
mitochondrial 
GTGTTAATATTCGGGGTTTGGTATGATTAGTCACATTTGTACTACTTTAACAGGTAA
AGATTCGTTGTTTGGTTATGGGGGCTTGGTGTTGGCTATGTTTGCTATAGTTTGTCT
GGGTAGGGTGGTTTGAGCTCATCATATGTTTACTGTTGGGCTGGATTTGGGGACTGC
TGTTTTTTTTAGCTCGGTTACTATGATTATAGGTGTGCCTACGGGGATTAAGGTTTT
TTCATGATTATATATGCTTGCTGGAACTCGGGAGCGTCTATGAGATCCAATCATGTG
GTGGATAATCGGGTTTGTGGTGCTTTTCACTATAGGCGGGGTTACTGGGATAGTTCT
TTCTGCTTCTGTAATTGATGCCTTGTTTGTGATACTTGGTTTGTTATTGCT 
 
Opisthorchis viverrini isolate Nax2 cytochrome 
c oxidase subunit I (cox1) gene, partial cds; 
mitochondrial 
GenBank: HQ328543.1 

GenBank Graphics PopSet 
>gi|316992172|gb|HQ328543.1| Opisthorchis viverrini 
isolate Nax2 cytochrome c oxidase subunit I (cox1) gene, 
partial cds; mitochondrial 
ATTGATTCTTTGTTCGGTTATGGTGGTTTGGTGTTGGCCATGTTTGCTATAGTCTGT
TTAAGAAGGGTGGTTTGGGCTCATCATATGTTTACGGTTGGGCTGGATTTGGGCACC
GCTGTGTTTTTTACCTCGGTTACTATGATTATAGGGGTTCCTACTGGAATAAAGGTT
TTTTCTTGGTTGTATATGCTTGCGGGTACTCGTGAGCGTTTTTGGGACCCGATTATG
TGGTGGATAGTTGGGTTCGTAGTACTTTTTACTATAGGGGGGGTTACTGGTATAGTT
CTTTCTGCTTCGGTTATAGATGCTTTGTTGCATGACACTTGGTTT 
 
Fasciola gigantica isolate Fsp-MNo01 
cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; 
mitochondrial 
GenBank: HQ856045.1 

GenBank Graphics 
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>gi|319430924|gb|HQ856045.1| Fasciola gigantica isolate 
Fsp-MNo01 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, 
partial cds; mitochondrial 
GATTTATATGTTGATTGGTCTTTGGGGTGGATTTTTTGGTCTTTCTTTGAGTATTTT
GGTTCGTTTGAATTATTTGGATCCTTATTTTAATTTGGTGTCTCCTGAGGTTTATAA
TTATGTTGTGACGGGGCATGGTGTTATTATGATTTTTTTCTTTTTAATGCCTGTGTT
GATTGGGGGGTTTGGTAATTATTTATTGCCTTTGCTTTTGGGTATTCCTGATTTGAA
TTTGCCTCGTTTAAATGCTTTGAGTGCTTGGTTGTTGCTTCCTGCTTGTGTTTGTTT
GTCGTTTGGTTTGATGGGGGGTATGGGTGTTGGTTGGACTTTTTATCCCCCTCTTTC
TAGATTGGATTATTCTGGTTGGGGGGTTGATTTTTTAATGTTTTCTCTTCATTTGGC
TGGTGTTTCTAGTCTTTTGGGTTCTA 
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ภาพ 46 จุดเก็บตัวอย่างที่ 1 แม่น้ําปงิ อําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม่ 
 

 
 

ภาพ 47 จุดเก็บตัวอย่างที่ 2 แม่น้ําแม่งัด อําเภอพร้าว จงัหวัดเชียงใหม่ 
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ภาพ 48 จุดเก็บตัวอย่างที่ 3 แม่น้ําแม่แตง อําเภอแม่แตง จังหวัดเชียงใหม่ 
 

 
 

ภาพ 49 จุดเก็บตัวอย่างที่ 4 แม่น้ําปงิ อําเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ 



 

ภาพ 50 จุด

ภาพ 51 จ

เก็บตัวอย่างที

จุดเก็บตัวอย่า
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ที่ 5 แม่น้ําแม่

 

 
างที่ 6 แม่น้ําลี

ม่กวง อําเภอป

ล้ี อําเภอบ้าน

ป่าซาง จังหวั

นโฮ่ง จังหวัด

 

วัดลําพูน 

 

ลําพูน 



 

ภาพ 52 จุด

ภาพ 53 จุดเ

เก็บตัวอย่างที

เก็บตัวอย่างที
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ที่ 7 แม่น้ําปงิ 

 

 
ที่ 8 แม่น้ําแม่

อําเภอจอมท

แจ่ม อําเภอฮ

ทอง จังหวัดเ

ฮอด จังหวัด

 

เชียงใหม ่

 

เชียงใหม ่



 

ภาพ

 

พ 54 จุดเก็บตั

ภาพ 55 จดุ

ตัวอย่างที่ 9 อ่

ดเก็บตัวอย่างท
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อ่างเก็บน้ําดอ

 

 
ที่ 10 เข่ือนภู

อยเต่า อําเภอ

มิพล อําเภอ

อดอยเต่า จงั

อสามเงา จังห

 

หวัดเชียงใหม

 

หวัดตาก 

ม่ 
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