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บทคัดย่อภาษาไทย 

56303208 : ชีววิทยา แผน ก แบบ ก 2 ระดับปริญญามหาบัณฑิต 
ค าส าคัญ : พยาธิใบไม้ในตับ, ปลาตะเพียนขาว, ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย 

นาง ภาพร ภูดีปิยสวัสด์ิ: การทดลองการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 
จากประเทศกัมพูชาในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์  : 
รองศาสตราจารย์ ดร. ดวงเดือน ไกรลาศ 

  
โรคพยาธิใบไม้ตับเป็นปัญหาท่ีส าคัญทางด้านสาธารณสุขของประเทศในแถบเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา และ เวียดนาม คนและสัตว์ได้รับตัวอ่อนระยะ
เมตาเซอร์คาเรียของพยาธิ Opisthrochis viverrini จากการบริโภคปลาดิบ หรือปลาท่ีปรุงไม่สุก 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยในครั้งนี้ คือศึกษาอัตราการติดเช้ือของปลาตะเพียนขาว  Barbodes 
gonionotus จากการติดเช้ือพยาธิใบไม้ O. viverrini ระยะเซอร์คาเรีย ท่ีได้จากหอยท่ีสุ่มเก็บจาก
ประเทศกัมพูชา และศึกษาการเจริญพัฒนาของระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือ ด าเนินการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการโดยท าการทดลอง  3 ซ้ า แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น  4 กลุ่ม คือ กลุ่ม
ควบคุม  และกลุ่มทดลอง 3 กลุ่ม ติดเช้ือด้วยเซอร์คาเรีย จ านวน 100, 200 และ 400 เซอร์คาเรียต่อ
ปลา 1 ตัว หลังการติดเช้ือตรวจหาอัตราการติดเช้ือ และตรวจสอบการพัฒนาของตัวอ่อนระยะเมตา
เซอร์คาเรียในปลาในระยะเวลา 7, 14, 21, 28, 35 และ 42 วัน นับจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในอวัยวะ
ต่างๆของปลา บันทึกผลการทดลองและวิเคราะห์ค่าสถิติ การทดลองในครั้งนี้ได้น าเมตาเซอร์คาเรีย
จากปลาท่ีติดเช้ือมาตรวจสอบชนิดพันธุ์ด้วยเทคนิดทางชีวโมเลกุล  โดยท า polymerase chain 
reaction (PCR)  ท่ีต าแหน่ง cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) ยีน ของ mitochondrial 
DNA ผลการทดลองพบปลาท่ีติดเช้ือจ านวน 200 ตัว จากปลากลุ่มทดลอง 241 ตัว คิดเป็นอัตราการ
ติดเช้ือ 82.99% พบการติดเช้ือสูงสุดในปลากลุ่มทดลองท่ี 3 (400 เมตาเซอร์คาเรีย/ปลา 1 ตัว) มี
ความแตกต่างจากกลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) จ านวนเมตาเซอร์คาเรียท่ีตรวจพบใน
ปลา 1ตัว มีค่าเฉล่ียเป็น 10.08 (S.D.=9.27) โดยพบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุดบริเวณครีบหาง 
คิดเป็น 91.5% (183 ตัว),  รองลงมาพบบริเวณครีบหลัง และ ครีบท้อง คิดเป็น 70% (140 ตัว) และ 
44.00% (88 ตัว) ตามล าดับ พบน้อยท่ีสุดบริเวณครีบอก 4.5% (9 ตัว) และพบว่าตัวอ่อนระยะเมตา
เซอร์คาเรียสามารถพัฒนาอวัยวะภายในได้ดีต้ังแต่สัปดาห์ท่ี 2 หลังการติดเช้ือของพยาธิในตัวปลา 
เหมาะสมท่ีจะเป็นระยะติดต่อท่ีสามารถพัฒนาเป็นตัวเต็มวัยต่อไป  
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

56303208 : Major (BIOLOGY) 
Keyword : Opisthorchiasis, silver bard fish, metacercariae 

MRS. PAPORN POODEEPIYASAWAT : EXPERIMENTAL INFECTION OF 
CAMBODIA’S LIVER FIUKE (OPISTHORCHIS VIVERRINI) IN SILVER BARD (BARBODES 
GONIONOTUS). THESIS ADVISOR :  DUANGDUEN KRAILAS 

Opisthorchiasis remains a major public health problem in Southeast Asia, 
particularly in Thailand, Laos PDR, Cambodia and Vietnam. Human and animals are infected 
with metacercariae of O. viverrini by consumption of traditional raw or uncooked freshwater 
cyprinid fish. The objectives of this research were to study the infection rates of silver bard 
fish, Barbodes gonionotus that were infected by cercariae from Cambodia’s snails, and the 
development of metacercariae in fish. The experiment was performed in laboratory by 3 
replications. Collected fish were divided into 4 groups, namely one control group, and three 
experimental groups, which were injected with 100, 200, and 400 cercariae respectively. The 
post infection, infection rates and development of metacercariae in the fish were observed 
in 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days. The metacercariae from the fish organs were examined. The 
results were recorded and analyzed by statistical methods. In this study, metacercariae from 
the experimental fish were identified using molecular techniques. Amplification by 
polymerase chain reaction (PCR) of cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) gene of 
mitochondrial DNA region was performed. Out of 241 experimental fish, 200 were found to 
be infected by cercariae, equivalent to an 82.99% infection rate. The highest infection rate 
was in the fourth group, which was significantly different from the other groups (p<0.05). The 
average number was 10.08 (S.D.=9.27) metacercariae per infected fish. The most 
metacercariae were found in the tail of 91.5 % samples (183 fish), followed by those in the 
dorsal fins and pelvic fins of 70.0% samples (140 fish) and 44.0% samples (88 fish) 
respectively. The least infected area was the muscle of pectoral fins of 4.5% samples (9 
fish). It was also found that the metacercariae started to develop in the second week after 
the infection. At this stage, they would be able to survive and fully develop.  
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กิตติกรรมประกาศ 
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รักษา ช่วยให้ค าแนะน า ให้ความรู้ ตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ และให้ข้อคิดเห็นเพิ่มเติม เพื่อน าไปใช้
ปรับปรุงแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้สมบูรณ์มากขึ้น รวมท้ังผู้แทนบัณฑิตวิทยาลัยท่ีกรุณาให้ค าแนะน า และ
ตรวจทานรูปแบบการพิมพ์วิทยานิพนธ์จนรูปเล่มออกมาสมบูรณ์ ขอขอบคุณ คุณสุลักษณ์ นามโชติ ท่ี
ช่วยสอนเทคนิค แนะน า ให้ความรู้ในการท าปฏิบัติการ รวมทั้งติดต่อประสานงานในห้องปฏิบัติการ และ
ขอขอบคุณภาควิชาเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ท่ีให้ความรู้ในงานด้านทางอณูชีววิทยา 
ขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และน้องๆ ทุกคนท่ีมีส่วนร่วมช่วยเหลือในการท างานวิจัยในครั้งนี้จนส าเร็จลุล่วงไป
ด้วยดี ขอบคุณ อาจารย์ทุกท่าน เจ้าหน้าท่ีทุกคน ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
ศิลปากรท่ีให้การสนับสนุนในทุกๆ ด้าน ให้ความช่วยเหลือ ก าลังใจจนวิทยานิพนธ์เสร็จสมบูรณ์ ขอ
กราบขอบพระคุณ บิดามารดา และครอบครัวของข้าพเจ้าท่ีคอยให้ความรัก ก าลังใจ รับฟัง ให้ค าปรึกษา 
และสนับสนุนการท างานวิจัย ท าให้วิทยานิพนธ์เล่มนี้เสร็จสมบูรณ์ 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

พยาธิใบไม้ตับเป็นปัญหาส าคัญทางด้านสาธารณสุขในประเทศไทย ประมาณการว่ามีผู้ติด

เ ช้ือพยาธิชนิดนี้ มากถึ ง  8 ล้านคน  (Sithithaworn, 2012 ) โดยพบว่ าภาคเหนือและภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือเป็นแหล่งระบาดหลัก และมีความชุกของพยาธิใบไม้ตับสูงกว่าภาคอื่น เมื่อปี 

พ.ศ. 2546 พบความชุกมากท่ีสุดในภาคเหนือ รองลงมาเป็นภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง 

โดยมีอัตราความชุกร้อยละ 19.3, 15.7 และ 3.8 ตามล าดับ ต่อมาในปี พ.ศ. 2554 มีรายงานว่าพบ

ความชุกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือสูงถึงร้อยละ 20.39 (Wattanayingcharoenchai et al., 2011) 

ซึ่งการระบาดของโรคพยาธิใบไม้ตับมีความสัมพันธ์กับลักษณะทางภูมิประเทศ เนื่องจากภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือมีแหล่งน้ าจืดจ านวนมาก ซึ่งเป็นท่ีอยู่ของปลาและหอยท่ีเป็น

ตัวกลางของการติดต่อโรคพยาธิ อีกท้ังการสุขาภิบาลในชนบทยังไม่ดีพอ ยังคงมีประชาชนท่ีไม่ถ่าย

อุจจาระลงในห้องสุขาท าให้ไข่พยาธิท่ีปนเปื้อนในอุจาระไหลลงสู่แหล่งน้ า นอกจากนี้ยังพบว่าอัตรา

ความชุกของพยาธิใบไม้ตับในแหล่งท่ีมีการระบาด มีความเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมการบริโภคปลาดิบ

ของคนในพื้นท่ี โดยเฉพาะ ก้อยปลา ซึ่งเป็นอาหารท่ีนิยมบริโภคในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รวมทั้ง

ปลาร้าและปลาส้มฟัก (Upatham & Viyanant, 2003) ในประเทศไทย พยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis 

viverrini เป็นพยาธิท่ีส าคัญ สามารถก่อให้เกิดโรคพยาธิใบไม้ตับ opisthorchiasis รวมถึงสามารถ

เหนี่ยวน าให้ก่อโรคมะเร็งท่อน้ าดี (Cholangiocarcinoma; CCA) ผู้ป่วยได้รับพยาธิเข้าสู่ร่างกายโดย

การบริโภคปลาน้ าจืดตระกูลปลาตะเพียนท่ีมีตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย ซึ่งเป็นระยะติดต่อของ

พยาธิ ปรสิตจะเจริญเป็นตัวเต็มวัยและอาศัยอยู่ในท่อน้ าดีในตับ เมื่อไข่ท่ีปนออกมากับอุจจาระตกลง

ไปในแหล่งน้ า ไข่จะถูกหอยน้ าจืดซึ่งเป็นโฮสต์ตัวกลางตัวที่หนึ่งกินและเจริญเป็นตัวอ่อนระยะเซอร์คา

เรีย เซอร์คาเรียจะว่ายน้ าออกจากหอยไชเข้าสู่ปลาน้ าจืดซึ่งเป็นโฮสต์ตัวกลางตัวท่ีสองและเจริญเป็น

เมตาเซอร์คาเรียซึ่งเป็นระยะติดต่อ ปลาน้ าจืดวงศ์ Cyprinidae คือปลาในวงศ์ตะเพียน มีรายงาน

จ านวนชนิดมากท่ีสุดในปลาน้ าจืดของประเทศไทย และเป็นปลาเศรษฐกิจท่ีมีการค้าขายตามตลาด

ปลาท่ัวไป นอกจากนี้ยังเป็นกลุ่มปลาท่ีใช้บริโภคกันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน (ชวลิต วิทยานนท์ , 

2547) ได้แก่ ปลาตะเพียน ปลาสร้อย ปลายี่สก และปลากระสูบ เป็นต้น จากรายงานการแพร่กระจาย
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พันธุ์และความอุดมสมบูรณ์ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลา 

cyprinid บริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบปลาท่ีติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรีย 6 ชนิด 

คือ ปลาไส้ตันตาขาว ปลาแก้มช้ า ปลากระสูบจุด ปลาสร้อยขาว ปลาสร้อยนกเขา และ ปลากระมัง 

และพบว่าปลาท่ีมีการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียจะอาศัยอยู่บริเวณเขื่อน 70% บริเวณสระน้ า 23.7% 

และบริเวณแม่น้ า 7.7% และพบว่าค่าเฉล่ียของจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาแต่ละตัวคือ 0.01-6.5 

เมตาเซอร์คาเรีย (Pinlaor et al., 2013) นอกจากนี้ยังมีรายงานการส ารวจชนิดของปลาน ้าจืดท่ีพบ

ตัวอ่อนของพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียจากบางท้องท่ีในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ เขื่อน

ล าตะคลอง จังหวัดนครราชสีมา, เขื่อนล าปาว จังหวัดกาฬสินธุ์ , เขื่อนน ้าอูน และบึงหนองหาน 

จังหวัดสกลนคร พบว่าปลาท่ีตรวจพบเมตาเซอร์คาเรีย 90.13% เป็นปลาในวงศ์ Cyprinidae โดยพบ

การติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ล าไส้ Haplorchis taichui มีการแพร่กระจายในปลา 8 

ชนิด ได้แก่ ปลากระมัง ปลากระสูบขีด ปลากระสูบจุด ปลาตะเพียนขาว ปลาสร้อยขาว ปลาสร้อย

นกเขา ปลาไส้ตันตาขาว และปลาไส้ตันตาแดง พยาธิใบไม้ล าไส้ Haplorchoides sp. พบในปลา 6 

ชนิด ได้แก่ ปลากระสูบจุด ปลากระแห ปลาแก้มช้ า ปลาตะพาก ปลาสร้อยนกเขา และปลาไส้ตันตา

ขาว และพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini พบในปลา 1 ชนิด คือปลาตะเพียนขาว (วัชริยา ภูรีวิโรจน์กุล, 

2554) การศึกษาพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลาน้ าจืดเป็นวิธีหนึ่งท่ีสามารถประเมิน

สถานการณ์การระบาดของโรคพยาธิในชุมชนได้ การศึกษาในครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ความสามารถในการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ท่ีได้จากหอยท่ี

ติดเช้ือพยาธิจากประเทศกัมพูชา ในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus ซึ่งเป็นปลาท่ี

ประชาชนนิยมบริโภคและพบได้ง่ายในแหล่งน้ าธรรมชาติ รวมถึงการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนระยะเม

ตาเซอร์คาเรียท่ีเจริญในปลาหลังการติดเช้ือ 

วัตถุประสงค์ของการศึกษา  

1. เพื่อศึกษาความสามารถในการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ          

O. viverrini ท่ีได้จากประเทศกัมพูชาในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus 

2. เพื่อศึกษาอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 

ท่ีได้จากประเทศกัมพูชาในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus 

3. เพื่อศึกษาการเจริญพัฒนาของตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ 

O. viverrini ท่ีได้จากประเทศกัมพูชาในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus 
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ขอบเขตของการวิจัย 

ทดลองการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเซอร์คาเรียของพยาธิ O. viverrini จากหอยท่ีสุ่มเก็บ

จากประเทศกัมพูชา ในปลาตะเพียนขาว Barbodes gonionotus ตรวจสอบอัตราการติดเช้ือและ

ความสามารถในการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิ O. viverrini รวมถึงศึกษาการเจริญ

พัฒนาของตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีพบในปลาตะเพียนขาวหลังการติดเช้ือ 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ 

ค าศัพท์ ความหมาย 
accidental host โฮสต์ซึ่งติดเช้ือปรสิตโดยบังเอิญ ปรสิตสามารถด าเนินชีวิตจน 

ครบวงจรชีวิตได้ หรืออาจพบว่าปรสิตสามารถเจริญเป็นระยะตัว
แก่ได้แต่ไม่สามารถสืบพันธุ์ได้  

anal fin ครีบก้นจะอยู่ระหว่างรูก้น และครีบหลัง 
barbel ส่วนท่ีเป็นหนวดของปลา จะอยู่บริเวณส่วนหัวใกล้กับปาก และ 

จมูก หรืออยู่ใต้คาง 
carrier โฮสต์ท่ีมีความต้านทานต่อปรสิต สามารถท าลายปรสิตลง แต่ไม่

หมดไป ยังสามารถแพร่กระจายปรสิตให้ผู้อื่นได้ 
caudal fin ครีบหางอยู่ท้ายสุดของล าตัวปลา 
cercaria ตัวอ่อนของพยาธิใบไม้ ซึ่งเจริญมาจาก redia หรือ sporocyst 
cyprinidae ปลาน้ าจืดตระกูลปลาตะเพียน 
definitive host โฮสต์สุดท้ายหรือส่ิงมีชีวิตซึ่งเป็นท่ีอาศัยของปรสิตโดยท่ีปรสิตมี

เพศพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
digenetic เทอมท่ีใช้กับ flukes หรือ parasites ท่ีมีการเจริญสองแบบ คือ 

asexual เกิดในระยะตัวอ่อน และ sexual เกิดในระยะตัวแก่จึง 
สมบูรณ์ในวงชีวิตช่วงหนึ่ง 

dorsal fin ส่วนของครีบหลังท่ีอยู่ส่วนหลังของล าตัวปลา อาจมี 1, 2 หรือ 3 
ตอนก็ได้  

esophagus ส่วนท่ีต่อระหว่างปากและล าไส้ 
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excretory bladder ท าหน้าท่ีเป็นกระเพาะขับถ่ายของเสีย 

excretory duct ท่อท่ีท าหน้าท่ีส าหรับขับถ่ายของเสีย 

excretory pore ช่องเปิดส าหรับการขับถ่ายของเสีย 

excretory vesicle กลุ่มเซลล์ท่ีเรียงตัวล้อมรอบเป็นผนังเซลล์ ภายในเป็นช่องว่างใส
อยู่ทางด้านท้ายล าตัว (body) ท าหน้าท่ีเกี่ยวกับการควบคุมความ 
เข้มข้นของสารภายในเซลล์ให้อยู่ ในระดับท่ีสมดุล เช่น การ
ขับถ่าย ของเสียหรือแลกเปล่ียนสารระหว่างภายในกับภายนอก
เซลล์ 

eyespots ส่วนตาของพยาธิใบไม้ท่ีมีหรือไม่มี pigment โดยท่ัวไปจะพบ 1 
คู่ 

flame cell เป็น excretory cell ซึ่งมีขนใช้โบกพัดของเสียออกจากร่างกาย 

freshwater fish ปลาท่ีอาศัยอยู่ในน้ าจืด 

gland duct ท่อของต่อมต่างๆ 

genital pore ทางเปิดส่วนรวมของอวัยวะสืบพันธุ์ของตัวผู้และตัวเมีย 

germinal cells เซลล์เจริญท่ีพบการกระจายเซลล์จ านวนมากในตัวอ่อนของ 
พยาธิใบไม้ 

gill raker เป็นส่วนประกอบของเหงือกท่ีเกาะอยู่ทางด้านในของกระดูก 
เหงือกด้านตรงข้ามกับเส้นเหงือก 

hermaphrodite พยาธิใบไม้ท่ีมีสองเพศในตัวเดียวกัน 

infection การท่ี protozoa หรือ helminths เข้าไปในโฮสต์แล้วสามารถ
เจริญต่อไปเป็นตัวเต็มวัยหรือก่อให้เกิดโรคต่อโฮสต์ได้ 

intermediate host โฮสต์ตัวกลางหรือส่ิงมีชีวิตท่ีปรสิตเข้าไปอาศัยอยู่ในส่วนใดส่วน
หนึ่งของร่างกาย แล้วปรสิตเจริญเติบโตเปล่ียนรูปร่าง จากระยะ
หนึ่งไปเป็นอีกระยะหนึง่ แต่ยังไม่ถึงตัวเต็มวัย 

laurer’s canal อวัยวะท่ีเป็นท่อต่อกับ oviduct และภายนอกคล้าย copulatory  
canal 

lateral line เส้นข้างล าตัวของปลา อยู่ทางด้านข้างของตัวด้านละเส้น ใช้รับ 
ความรู้สึกเกี่ยวกับแรงส่ันสะเทือนของน้ า 

metacercaria ตัวอ่อนของพยาธิใบไม้ท่ีพัฒนามาจากตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย
รูปร่างเป็นถุงซีสต์ 
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miracidium พยาธิตัวอ่อน (larva) ท่ีมีขนรอบๆตัวซึ่งฟักออกจากไข่ของ พยาธิ
ใบไม้ 

operculum แผ่นปิดเหงือก จะอยู่ 2 ข้างของส่วนหัวของปลา ท าหน้าท่ีปิดเปิด
เหงือก เพื่อช่วยหายใจ 

opercular bone กระดูกกระพุ้งแก้มหรือกระดูกปิดเหงือก    

oral sucker อวัยวะยึดเกาะรอบปากส่วนบน 

parasitism การอยู่ร่วมกันแบบท่ีฝ่ายหนึ่งได้ประโยชน์แต่อีกฝ่ายหนึ่งเสีย 
ประโยชน์ 

pectoral fin ครีบอก จะเป็นครีบคู่อยู่ถัดจากช่องเหงือกมาทางหลังเล็กน้อย 

redia ตัวอ่อนพยาธิใบไม้เจริญมาจาก sporocyst มีรูปร่างเป็นถุง (sac) 
ภายในตัวมีหลอดอาหาร และส่วนท่ีจะเจริญเป็นล าไส้ มีผนังบาง
และมีกล้ามเนื้อคอหอย (pharynx) ภายในช่องว่างล าตัวจะมีตัว
อ่อนและ germinal cell 

reservoir host สัตว์ที่โดยปกติมีปรสิต และปรสิตนั้นติดสู่คนได้ โฮสต์นี้จะเป็นตัว
ท่ีกักตุนให้ปรสิตอยู่ในธรรมชาติได้ และเป็นแหล่งแพร่กระจาย
ปรสิตมาสู่คน ท าหน้าท่ีคล้ายเป็นรังโรค 

seminal receptacle อวัยวะของตัวเมียท่ีมีไว้ส าหรับเก็บสเปิร์ม 

seminal vesicle ส่วนล่างสุดของ vas deferens ซึ่งขยายใหญ่และเปิดเข้าสู่ cirrus 

sucker อวัยวะส าหรับใช้เกาะยึด ซึ่งอาจอยู่รอบปาก เรียกว่า oral 
sucker หรืออยู่ด้านท้อง เรียกว่า ventral sucker 

vas efferens ท่อท่ีออกจากอัณฑะ (testes) ไปยัง vas deferens 

vas deferens ท่อท่ีต่อจาก vas efferens ไปยัง cirrus 

ventral sucker อวัยวะยึดเกาะส่วนท้อง 

ventral fin ครีบท้อง เป็นครีบท่ีอยู่ด้านล่างของล าตัวโดยอยู่คนละข้าง ของ
แนวสันท้อง 

vitelline glands ต่อมซึ่งให้สารส าหรับการเจริญเติบโตของไข่และสร้างเปลือกไข่ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง  

 

Fish - borne zoonotic trematodes (FZT) 

การติดเช้ือพยาธิผ่านทางการกินปลาเป็นอาหาร (Fish - borns zoonotic trematodes; 

FZT) ยังคงปัญหาท่ีส าคัญทางสาธารณสุขในหลายประเทศท่ัวโลก ซึ่งพบมากในทวีปเอเชีย เป็นผลมา

จากพฤติกรรมการบริโภคอาหาร ซึ่งยังมีการนิยมรับประทานอาหารดิบๆ โดยเฉพาะในแถบเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ (Kaewkes, 2003) มีการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับในกลุ่ม Opisthorchiidae สูง ซึ่ง

เป็นกลุ่มพยาธิท่ีก่อโรคในคน ส่งผลให้คนท่ีติดเช้ือพยาธิในกลุ่มนี้มีอัตราเส่ียงในการเป็นโรคมะเร็งตับ 

มีรายงานผู้ติดเช้ือพยาธิในกลุ่มนี้ประมาณ 45 ล้านคนท่ัวโลก โดยมีพยาธิที่ก่อโรคส าคัญในคน 3 ชนิด 

ประกอบด้วย พยาธิ Clonorchis sinensis มีการติดเช้ือ 35 ล้านคน พยาธิ Opisthorchis viverrini 

มีการติดเช้ือ 10 ล้านคน และพยาธิ Opisthorchis felineus มีการติดเช้ือ 1.2 ล้านคน ซึ่งการติดเช้ือ

พยาธิในกลุ่มนี้เป็นสาเหตุหลักในการก่อโรค hepatobiliary และการติดเช้ือเรื้อรังสามารถเหนี่ยวน า

ให้เกิดโรคมะเร็งท่อน้ าดี (Cholangiocarcinoma, CCA) ในผู้ป่วยได้ (Sithithaworn et al., 2012) 

นอกจากนี้ยังส่งผลไปสู่ปัญหาทางด้านเศรษฐกิจ เฉพาะในประเทศไทย ต้องใช้งบประมาณกว่า 120 

ล้านดอลล่าสหรัฐ ส าหรับการจ่ายยาและรักษาผู้ป่วยและผู้ท่ีติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini (King 

& Scholz, 2001) คนสามารถติดเช้ือพยาธิกลุ่มนี้ได้โดยการบริโภคปลาท่ีปนเปื้อนตัวอ่อนพยาธิระยะ

เมตาเซอร์คาเรีย (metacercaria) โดยไม่ปรุงให้สุก เช่น ก้อยปลา ปลาร้า และ ปลาส้ม เป็นต้น โดยมี

ปลาหลายชนิดท่ีพบรายงานการติดเช้ือ เช่น ปลาตะเพียน ปลาซิว ปลาสร้อย และปลาแก้มช้ า เป็นต้น 

(Sithithaworn et al., 2012) 

โดยพยาธิใบไม้ตับ C. sinensis จะพบการแพร่ระบาดอยู่ในเอเชียตะวันออกและเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ญี่ปุ่น เกาหลี จีน ไต้หวัน ไทย และลาว พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini จะพบการ

แพร่ระบาดอยู่ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น ไทย ลาว พม่า เวียดนาม และกัมพูชา ส าหรับพยาธิ

ใบไม้ตับ O. felines จะพบการแพร่ระบาดอยู่ในทวีปยุโรป เช่น โปแลนด์ เยอรมัน และรัสเซีย (รูปท่ี 

1) (Sithithaworn, 2003) 
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การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์พยาธใิบไม้ตับในวงศ์ Opisthorchiidae (Braun, 1901) 

พยาธิใบไม้จัดอยู่ใน Phylum Platyhelminthes เป็นกลุ่มพยาธิตัวแบน จัดอยู่ใน Class 

Trematoda ซึ่งเป็นกลุ่มของพยาธิใบไม้ และจัดอยู่ในวงศ์ Opisthorchiidae เป็นวงศ์ของพยาธิใบไม้

ตับ (liver flukes) โดยมีพยาธิท่ีส าคัญซึ่งก่อโรคในคน 3 ชนิด ได้แก่ O. viverrini, C. sinensis และ 

O. felineus โดยท่ัวไปจะมีล าตัวยาวแบนบางและมีลักษณะใส คอหอยยังไม่ค่อยพัฒนาหรืออาจไม่

พบเลย อัณฑะ (testes) มี 2 ก้อนเรียงตัวตรงข้างหรือเรียงเฉียงกันอยู่ทางด้านท้ายของล าตัว รังไข่ 

(ovary) จะมีลักษณะเป็นก้อนเล็ก ต าแหน่งจะอยู่เหนืออัณฑะขึ้นไป vitelline follicles จะเรียงตัว

อยู่ข้างล าตัว มดลูก (uterus) ขดตัวอยู่ต้ังแต่กลางล าตัวขึ้นไปยังด้านบน excretory มีลักษณะเป็นรูป

ตัว Y พยาธิตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ในท่อน้ าดี ตับ ถุงน้ าดี ของสัตว์เล้ือยคลาน สัตว์ปีก และคน  

อนุกรมวิธานและสัณฐานวิทยาของพยาธใิบไม้ตับ Opisthorchis viverrini (Poirier, 1886) 

พยาธิ ใบไม้ ตับ O. viverrini จัดอยู่ ใน Phylum Platyhelminthes (flat worm), Class 

Trematoda (flukes), Subclass Digenea, Order Opisthorchiformes, Family 

Opisthorchiidae, Genus Opisthorchis 

1. ระยะตัวเต็มวัย (adult) 
ตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini จะมี 2 เพศในตัวเดียวกัน (monoecious) รูปร่าง

คล้ายใบไม้ มีล าตัวแบนยาว ขนาดของล าตัวโดยเฉล่ียยาว 5.5–9.55 มม. กว้าง 0.77–1.65 มม. ขณะ

มีชีวิตล าตัวจะบางใส oral sucker อยู่เกือบปลายสุดของส่วนหน้า (anterior) และ ventral sucker 

อยู่ถัดจากส่วนหน้าประมาณ 1/5 ของความยาวล าตัว คอหอยมีลักษณะเป็นมัดกล้ามเนื้อ มีหลอด

อาหารส้ัน ล าไส้แยกออกเป็นสองแขนงยาวไปทางด้านข้างถึงส่วนท้ายของล าตัว มีรังไข่ (ovary) 1 อัน 

ลักษณะเป็น lobe มดลูก (uterus) ยาวขดไปมาอยู่กลางล าตัวระหว่างรังไข่กับ ventral sucker มี

อัณฑะ 2 อัน ลักษณะเป็นก้อนท่ีมีร่องกลีบเรียงต่อกันตามความยาวของล าตัว (รูปท่ี 2) 

2. ระยะไข่ (egg) 
ไข่มีรูปร่างรี มีสีน ้าตาลปนเหลือง มีไหล่ (shoulder) มองเห็นชัดเจน มีฝาปิด (operculum) 

อยู่บนไหล่ ไข่จะมีขนาดเล็ก โดยมีความยาว 19-29 µm และความกว้าง 12-17 µm  
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3. ระยะตัวอ่อนระยะไมราซิเดียม (miracidium) 
ระยะตัวอ่อนท่ีเจริญอยู่ในไข่พยาธิ รูปร่างคล้ายกระสวย มีขนอยู่รอบตัว มี apical gland อยู่

บริเวณด้านบนสุดของส่วนหน้า มี cephalic gland ยาว germinal cell ขนาดใหญ่ และ มี flame 

cell 1 คู่ ไม่พบ eye spots และอวัยวะรับสัมผัส (Kaewkes, 2003) 

4. ตัวอ่อนระยะสปอร์โรชีส (sporocyst)  และเรเดีย (redia) 
ตัวอ่อนระยะสปอร์โรชีสมีขนาด 1.1-0.65 มม. มีผนังล าตัวหนา ภายในบรรจุตัวอ่อนระยะ

เรเดียจ านวนมาก ตัวอ่อนระยะเรเดียเมื่อโตเต็มท่ีจะออกมาจากสปอร์โรชีส ตัวอ่อนระยะเรเดียจะมี

ขนาดความยาวของล าตัว 0.18-1.1 มม. และความกว้างของล าตัว 0.08-0.28 มม. ตัวอ่อนระยะเรเดีย

จะมี pharynx ภายในจะมีเซอร์คาเรีย 15 เซอร์คาเรีย (Wykoff et al., 1965) (รูปท่ี 3) 

5. ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย (cercariae) 
    ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิ ใบไม้ ตับ O. viverrini เป็น เซอร์คาเรียในกลุ่ม 

Parapleurolophocercous cercariae เป็นกลุ่มเซอร์คาเรียท่ีมีลักษณะเด่น คือ มี lateral finfold 

บริเวณหาง ล าตัวรี มี penetration gland และ cystogenous gland ส่วนของ ventral sucker ท่ี

ยังเจริญไม่เต็มท่ี และในส่วน eye spots มี pigment ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ              

O. viverrini มีขนาดความยาว 490–565 µm ความกว้าง 140–180 µm ลักษณะท่ัวไปล าตัว (body) 

จะมี spines เล็กๆ ปกคลุม มี sensory hairs 10 คู่ oral sucker มีลักษณะเป็นทรงรี ขนาด 36-37 

µm ถึง 34-51 µm (Wykoff et al., 1965) มี eye sports 1 คู่ อยู่ส่วนบนของล าตัวถัดจาก oral 

sucker มีต่อม penetration gland 5 คู่ ventral sucker เจริญไม่ดีอยู่ตรงกลางล าตัว excretory 

bladder เรียงตัวด้วยเซลล์ epithelial อยู่บริเวณส่วนท้ายของล าตัว (posterior) collecting tubes 

2 เส้น จะเริ่มจากบริเวณ excretory bladder ไปยังส่วนบนของล าตัวเรียกว่า anterior collecting 

tubes และเส้นท่ีไปยังส่วนล่างของล าตัวเรียกว่า posterior collecting tuber โดยพยาธิใบไม้ตับ O. 

viverrini จะมีรูปแบบของ flame cell คือ 2[(3+3)+(3+3+3)] ส่วนหางจะมีลักษณะยาวกว่าส่วน

ล าตัว โดยส่วนหางจะมี lateral finfolds ยาวเป็น 1/3 ของความยาวหาง และมี dorsol-ventral 

findfold ยาวเป็น 2/3 ของความยาวหาง โดยมีท่อ caudal excretory อยู่บริเวณกลางหางและทอด

ยาวตลอดความยาวหาง (รูปท่ี 4) (Jiro et al., 1962; Wykoff et al., 1965) 
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6. ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย (metacercariae) 

ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียจะอยู่ภายในซีสต์ผนัง 2 ช้ัน รูปร่างส่วนใหญ่มีลักษณะรูปไข่ 

หรือกลม โดยปกติมีช้ันผนังท่ีบาง ซึ่งผนังช้ันนอกหนาประมาณ 3-8 µm  และผนังด้านในบางมากจะ

สามารถสังเกตได้เฉพาะหลังจากตัวอ่อนออกจากซีสต์แล้วเท่านั้น ขนาดของซีสต์โดยเฉล่ีย 201x 167 

µm ล าตัวของเมตาเซอร์คาเรียท่ีอยู่ในซีสต์ สามารถเคล่ือนไหวไปมา และมักจะงอพับ เห็นลักษณะ

เป็นรูปทรง C-shaped ผนังตัวบางใส สามารถมองเห็น bladder มีสีน้ าตาลเหลือง (brownish – 

yellow) excretory bladder จะเห็นเป็นรูปไข่ โดยจะเห็นเป็นแกรนูสีด า สามารถมองเห็น oral 

sucker และ ventral sucker (Vajrasthira, 1961) โดยพยาธิใบไม้ตับและพยาธิใบไม้ล าไส้ขนาดเล็ก

นั้น ระยะท่ีเป็นระยะติดต่อของพยาธิคือระยะเมตาเซอร์คาเรีย สามารถพบได้ ในอวัยวะหลายส่วน

ของปลา แต่พบได้มากท่ีบริเวณหาง และกล้ามเนื้อหาง (Sukontason et al., 2001) (รูปท่ี 5) 

วงชีวิตของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 

ตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini โดยท่ัวไปอาศัยอยู่ท่อน้ าดี (bile duct) และถุงน้ าดี

ในตับของคน หรือ Reservoir host เช่น สุนัข และแมว เป็นต้น ไข่จะปนออกมากับน้ าดีเข้าสู่ล าไส้

เล็กและออกไปสู่ภายนอกพร้อมกับอุจาระของโฮสต์ เมื่อไข่ตกลงน้ าจะยังไม่ฟักตัวจนกว่าจะถูกหอย 

Bithynia ซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางตัวที่หนึ่ง (first intermediate host) กินเข้าไป เมื่อหอยน้ าจืดเหล่านี้

กินไข่เข้าไปตัวอ่อนภายในไข่ ก็คือ miracidium จะฟักตัวออกจากเปลือกไข่ในกระเพาะของหอยแล้ว

เจริญเติบโตเป็น sporocyst และ redia จนเป็น cercaria ในเวลาประมาณ 6-8 สัปดาห์ ต่อจากนั้น 

cercaria จะไชออกจากหอยว่ายน้ าแล้วไชเข้าสู่ปลาน้ าจืดวงศ์ตะเพียน เช่น ปลาขาว ปลาขาวน้อย 

ปลากระสูบ ปลาตะเพียนสาย ปลาแก้มช้ า ปลาซิว ปลาสูต ซึ่งเป็นโฮสต์กึ่งกลางตัวท่ีสอง (second 

intermediate host) โดยเข้าไปอยู่ในใต้ครีบและเนื้อปลา กลายเป็น metacercaria มี cyst หุ้ม ซึ่ง

เป็นระยะติดต่อ (infective stage) ในเวลาประมาณ 6 สัปดาห์ เมื่อคน หรือสัตว์ที่เป็นโฮสต์เฉพาะกิน

ปลาเหล่านี้ท่ีดิบ หรือปรุงไม่สุก เช่น ก้อยปลา ปลาร้า ปลาจ่อม และปลาส้ม เป็นต้น จะได้รับพยาธิ 

ซึ่งตัวอ่อนของพยาธิจะแตกออกจาก cyst บริเวณ ล าไส้เล็กส่วน duodenum หรือ jejunum 

เคล่ือนท่ีเข้าสู่ท่อน้ าดีใหญ่เข้าไปสู่ทางเดินน้ าดีในตับ และเจริญเติบโตจนเป็นตัวเต็มวัยภายในเวลา

ประมาณ 4 สัปดาห์ ก็สามารถผสมพันธุ์และผลิตไข่ได้ พยาธิตัวแก่มีชีวิตยืนยาวอยู่ในคนบางคนได้

นานถึง 20-25 ปี (Harinasuta, 1984; Kaewkes, 2003) (รูปท่ี 6) 
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ระบาดวิทยาของการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 

ส าหรับพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini เป็นพยาธิตัวการส าคัญท่ีก่อโรคในคนและสัตว์ และเป็น

ปัญหาส าคัญในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยเฉพาะประเทศในแถบลุ่มแม่น้ าโขง ประกอบด้วย 

ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ลาว กัมพูชา และเวียดนาม ซึ่งประมาณการ

ว่ามีผู้ป่วยเกือบ 10 ล้านคนท่ีติดเช้ือ O. viverrini ในประเทศไทย และประเทศลาว (Sithithaworn 

et al., 2012) จากผลการส ารวจการแพร่กระจายของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในประเทศกัมพูชา 

ในปี 2006 มีรายงานอัตราการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับสูง ในจังหวัด Takeo (26.9%) และจังหวัด 

Kandal (10.7%) (Sithithaworn et al., 2012) ถัดมาอีกหกปีมีรายงานในจังหวัด Takeo พบอัตรา

การติดเช้ือสูงถึง 47.5% (Yong et al., 2012) นอกจากนี้ยังพบการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตา

เซอร์คาเรีย ในปลาน้ าจืดกลุ่ม cyprinid ซึ่งมีอัตราการติดเช้ือสูงต้ังแต่ 2.1% ถึง 66.7% ของปลาท่ี

ส ารวจจากจังหวัด Kandal (Touch et al., 2009) 

พบรายงานการตรวจพบพยาธิใบไม้ตับในคนครั้งแรกของโลกในประเทศไทยจาก จ.เชียงใหม่ 

โดย Leiper เมื่อปี พ.ศ. 2458 และมีรายงานการตรวจพบพยาธิชนิดนี้อีกครั้งในผู้ป่วยจากภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เมื่อ พ.ศ. 2470 (Sripa et al., 2012) จากรายงานการส ารวจแห่งชาติครั้งแรก

ในปีพ.ศ. 2523-2524 พบอัตราการติดเช้ือโดยรวมของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 14% โดยพบมาก

ท่ีสุดท่ีภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 34.6%, ภาคกลาง 6.3%, ภาคเหนือ 5.6% และภาคใต้ 0.01% ซึ่ง

สัมพันธ์กับผลการศึกษาในช่วงปีพ.ศ. 2533-2544 ท่ีพบอัตราการติดเช้ือในจังหวัดขอนแก่น ต้ังแต่ 

2.1% ถึง 70.8% (Sriamporn et al., 2004) จากการควบคุมโรคพยาธิใบไม้ตับของกระทรวง

สาธารณสุข ซึ่งส่งผลท าให้อัตราการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับในประชากรลดลงถึง 8.7% ในปี พ.ศ. 2552 

โดยท่ีภาคตะวันออกเฉียงเหนือยังคงพบการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ  O. viverrini สูงท่ีสุด (16.6%)  

รองลงมาคือภาคเหนือ (10.0%), ภาคกลาง (1.3%) และภาคใต้ 0.01% แต่จากข้อมูลการติดเช้ือในปี 

พ.ศ. 2552 นี้เองก็ยังพบว่ามีผู้ท่ีป่วยด้วยโรค opisthorchiasis มากกว่า 6 ล้านคน หรือคิดเป็น 9.4% 

ของประชากรท้ังหมดในประเทศไทย ซึ่งเป็นจ านวนท่ีมากสุดในโลก (Sithithaworn et al., 2012) ยิ่ง

ไปกว่านั้นจากผลการส ารวจเร็วๆนี้ในช่วง 5 ปีหลัง ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2553–2558 พบว่ามีอัตราการติด

เช้ือเพิ่มขึ้นมากถึง 20% โดยภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบการติดเช้ือสูงท่ีสุดถึง 45.7% (Kaewpitoon 

et al., 2015) 
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รูปท่ี 1 แผนท่ีการแพร่กระจายพันธุ์ของพยาธิใบไม้ตับกลุ่ม Opisthorchiidae (Fürst et al., 2012) 
A: พื้นท่ีการแพร่กระจายของพยาธิใบไม้ตับ Clonorchis sinensis 

B: พื้นท่ีการแพร่กระจายของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 

C: พื้นท่ีการแพร่กระจายของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis felineus 

 

 

https://www.researchgate.net/profile/Thomas_Fuerst5
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รูปท่ี 2 ตัวเต็มวัย Opisthorchis viverrini 
(os: oral sucker, p: pharynx, vs: ventral sucker, ut: uterus, 

vi: vitellaria, ov: ovary, ve: vas efferens, t: testes) 
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รูปท่ี 3 ตัวอ่อนระยะเรเดีย Opisthorchis viverrini 
(p: pharynx, c: cercaria) 

 

รูปท่ี 4 ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini 
( b: body, os: oral sucker, fc: flame cell, sh: sensory hair, es: eyespots,  

p: pharynx, pg: penetration gland, vs: ventral sucker, eb: excretory bladder,  
df: dorsal-ventral finfold, t: tail, lf: lateral finfold) (ท่ีมา: Wykoff, 1965) 
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รูปท่ี 5 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์ตาเรีย Opisthorchis viverrini 

( os: oral sucker, p: pharynx, I: intestinal caeca, 

vs: ventral sucker, eb: excretory bladder, w: wall) 

A: เมตาเซอร์ตาเรียภายในถุงซีสต์ (encysted metacercaria) 

B: เมตาเซอร์ตาเรียท่ีออกจากถุงซีสต์ (excysted metacercaria) 
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รูปท่ี 6 วงชีวิตของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 
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ลักษณะภายนอกของปลา (external anatomy of fish) 

1. การแบ่งส่วนต่างๆ ของปลา 

ปลาโดยท่ัวไปมีรูปร่างแบบสมมาตรซ้าย–ขวา (bilateral symmetry) ยกเว้นปลาซีกเดียว 

รูปร่างภายนอกของปลาจะแบ่งออกเป็นส่วนๆ ตามความยาวของล าตัวได้เป็น 3 ส่วนดังนี้ (วิมล 

เหมาะจันทร์, 2540; สุภาพร สุกสีเหลือง, 2550)  

1.1 ส่วนหัว (head)  

หัวเป็นส่วนท่ีนับต้ังแต่ปลายสุดของส่วนหน้าของล าตัว ไปจนจรดเส้นด่ิงท่ีลากผ่านขอบด้าน

ท้าย ของแผ่นปิดเหงือก (gill cover or operculum) ส่วนหัวยังแบ่งเป็นจะงอยปาก (snout) ซึ่ง

หมายถึงส่วนหน้าสุดของหัวไปจนถึงเส้นด่ิงท่ีลากผ่านขอบของตา ส่วนหัวเป็นท่ีอยู่ของสมอง อวัยวะ

รับความรู้สึกทุกชนิด เป็นท่ีต้ังของระบบหายใจ และระบบแลกเปล่ียนก๊าซ 

1.2 ส่วนล าตัว (trunk หรือ body) 

 เป็นส่วนท่ีต่อจากหัวหรือเส้นด่ิง ท่ีลากผ่านแผ่นปิดเหงือกไปจรดเส้นด่ิงท่ีลากผ่านรูก้น 

(anus) ส่วนของล าตัวนี้เป็นท่ีต้ังของอวัยวะภายใน และครีบต่างๆ ได้แก่ ครีบอก (pectorial fins) 

ครีบท้อง (pelvic or ventral fin) ครีบหลัง (dorsal fin) ยกเว้นครีบก้น (anal fin) และครีบหาง 

(caudal fin) 

1.3 ส่วนหาง (tail) 

 เป็นส่วนท่ีต่อจากล าตัวไปจนสุดส่วนท้ายของครีบหาง เป็นท่ีต้ังของครีบก้น (anal fin) และ

ครีบหาง (caudal fin) ครีบหางท าหน้าท่ีบังคับทิศทาง และช่วยในการพยุงตัวให้ลอยขึ้น -ลง ตาม

ระดับท่ีต้องการ 
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รูปท่ี 7 อวัยวะภายนอกและส่วนต่างๆของปลากระดูกแข็ง 
 

2. อวัยวะภายนอกของปลา  

2.1 ปาก (mouth) 

ปลาส่วนมากจะมีปากอยู่ปลายสุดของ ส่วนหัว  ( terminal mouth)  ปากของปลา

ประกอบด้วยริมฝีปาก (lip) ท าหน้าท่ีห่อหุ้มขากรรไกรบนและล่าง  

2.2 ตา (eyes) 

ตาของปลาจะต้ังอยู่บนส่วนหัว ท าให้ปลาสามารถมองเห็นเหยื่อ หรือหลบศัตรูผู้ล่า ตาปลา

สามารถมองเห็นเป็นสามมิติ และสามารถโฟกัสวัตถุในระยะต่างๆ ได้ดี ปลามองเห็นภาพสีได้ โดยจะ

เห็นสีแดงและสีเหลืองได้ชัดท่ีสุด แต่แยกสีเขียว น้ าเงิน และด า ออกจากกันได้ยาก 
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2.3 จมูก (naris) 

จมูกปลามักอยู่ทางด้านบนของจะงอยปาก ใกล้กับตา ปลาบางชนิดมีรูจมูกเปิดออกนอกตัว

เพียงรูเดียว แต่ส่วนมากจะมีรูจมูก 2 รู โดยมีแผ่นเนื้อ 1-2 แผ่นกั้นกลางระหว่างช่องรูจมูก จมูกเป็น

ส่วนหนึ่งของระบบดมกล่ิน มีไว้เผ่ือหาอาหาร หลบหนีศัตรู เสาะหาแหล่งน้ า และเพื่อการหาคู่ 

2.4 แผ่นปิดเหงือก (operculum) 

แผ่นปิดเหงือก ท าหน้าท่ีปิดส่วนท่ีเป็นเหงือกอยู่ภายใน สามารถขยับเปิดอ้าให้กว้าง เพื่อ

ปล่อยน้ าออกจากเหงือก หรือหุบปิดเวลาท่ีต้องการดูดน้ าเข้าทางปาก 

2.5 ครีบ (fins) 

ครีบของปลาแบ่งออกเป็น 2 ชนิด 

1. ครีบเด่ียวเป็นครีบท่ีอยู่ในแนวกลางล าตัวตามสันท้อง ไม่เป็นคู่ ได้แก่ ครีบหลัง ครีบก้น 

ครีบหาง ครีบฝอย และครีบไขมัน ครีบเด่ียวจะช่วยปลาให้ปลาต้ังอยู่ในแนวตรงในน้ า ไม่

เอียงซ้ายหรือขวา 

2. ครีบคู่ เป็นส่วนท่ีเทียบได้กับแขนขาของสัตว์ช้ันสูง ได้แก่ ครีบอก และครีบท้อง ครีบคู่จะ

ช่วยในการบังคับให้หัวปัก หัวเชิด และช่วยในการหยุดอยู่กับท่ี  

2.5.1 ครีบหลัง (dorsal fin) 

อยู่ส่วนกลางของตัว โดยแบ่งเป็น 2 ตอน โดยตอนหน้าจะเป็นก้านครีบแข็ง และตอนหลัง 

จะเป็นก้านครีบอ่อน 

2.5.2 ครีบก้น (anal fin) 

 อยู่กึ่งกลางด้านล่างของล าตัว ระหว่างรูก้นกับครีบหาง มีขนาดใหญ่เล็กต่างกันไป  

2.5.3 ครีบหาง (caudal fin) 

อยู่ทางท้ายสุดของล าตัว ปลากระดูกอ่อนมักมีครีบหางต้ังขึ้น แพนครีบตอนบนใหญ่กว่า

ตอนล่าง ปลากระดูกแข็งจะมีครีบหางแบบสมมาตร บน-ล่าง 

2.5.4 ครีบอก (pectoral fin)  

มักอยู่ต่อจากแผ่นปิดเหงือก ทางด้านข้างของล าตัว หรืออยู่ต่ าลงมาทางด้านท้อง มีขนาดและ

รูปร่างแตกต่างกันไปตามชนิด หลายชนิดมีก้านครีบแข็งและก้านครีบอ่อน ถ้าก้านครีบแข็งมีขนาด
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ใหญ่ ขอบมีลักษณะเป็นฟันเล่ือยเรามักเรียกว่า เงี่ยง ครีบอกจัดเป็นรยางค์คู่แรกหรือคู่หน้า ท าหน้าท่ี

ช่วยในการว่ายน้ า และหยุดหรือเบรกเพื่อบังคับทิศทางการว่ายน้ า 

 2.5.5 ครีบท้อง 

 ครีบท้องเป็นรยางค์คู่ท่ี 2 ของปลา มีต าแหน่งอยู่ด้านล่างของตัวใกล้กับครีบอก ท าหน้าท่ีช่วย

ในการทรงตัวและว่ายน้ า 

2.5.6 ครีบฝอย 

 เป็นส่วนของครีบหลัง หรือครีบก้นท่ีแยกออกมาเป็นอันเล็กๆ โดยมีก้านครีบอ่อนพยุงไว้ครีบ

ละ 1 อัน จ านวนครีบฝอยจะมีเท่ากันท้ังด้านบนและด้านล่าง ซึ่งมีประโยชน์ในการจ าแนกชนิดของ

ปลา พบในปลาทู ปลาสีกุล ปลาอินทรี และปลาทูน่า 

 2.5.7 ครีบไขมัน 

 อยู่ทางท้ายของครีบหลัง มีเพียงอันเดียวไม่มีก้านครีบพยุง อาจยาวหรือส้ันก็ได้ พบในปลาท่ีมี

ผิวหนังอ่อน เช่น ปลากด ปลาแขยง และปลาปากคม 

2.6 หนวด (barbels) 

อยู่ตอนหน้าของส่วนหัวของปลา มีลักษณะเป็นเนื้อนุ่มๆ มีโคนฝังอยู่ บางชนิดเรียบ บางชนิด

ขรุขระ หน้าท่ีของหนวดช่วยในการรับสัมผัส บางชนิดมีตุ่มรับรส ช่วยในการรับรส บางชนิดช่วยหา

อาหาร ในปลาท่ีไม่มีเกล็ด หนวดจะมีลักษณะพิเศษเพื่อช่วยในการรับสัมผัสดีขึ้น  

2.7 เส้นข้างตัว (lateral line) 

 เป็นส่วนของระบบรับความรู้สึก อยู่สองข้างของล าตัวในแนวกึ่งกลาง หรือค่อนไปทางด้านใด

ด้านหนึ่งของล าตัว เกล็ดท่ีอยู่บริเวณเส้นขางตัวจะมีรูเป็นแนวติดต่อกันตลอด เป็นท่อทางผ่านของน้ า

ท่ีผ่านเข้าไปในเส้นข้างตัว เพื่อให้ปลาทราบถึงสภาพแวดล้อมท่ีอยู่รอบตัวปลา เพื่อการหาอาหาร หาคู่ 

หรือ เพื่อเป็นการเตือนอันตรายว่ามีศัตรูใกล้เคียง  

2.8 เกล็ด (scales) 

มีต้นก าเนิดอยู่ผิวหนังช้ันใน เป็นส่ิงปกคลุมตัวปลาอย่างหนึ่ง นับว่าเป็นโครงกระดูกภายนอก 

เนื่องจากอยู่ภายนอก และห่อหุ้มตัวปลา ลูกปลาเกิดใหม่แรกๆจะมีผิวหนังเรียบ ต่อมา เกล็ดจะเริ่ม

พัฒนาจากแผ่นเล็กๆ กลมๆ เป็นเกล็ดท่ีสมบูรณ์ขึ้นตามอายุ ปลาแต่ละชนิดจะมีเกล็ดต่างกันไป  
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3. การวัดขนาดและสัดส่วนต่างๆ ของปลา 

 การวัดขนาดของปลา แบ่งได้ดังนี้ (วิมล เหมาะจันทร์, 2540) (รูปท่ี 8) 

 3.1 การวัดความยาวท้ังส้ินหรือความยาวเหยียด (total length, tl.) หมายถึง การวัดความ

ยาวเป็นเส้นตรงจากส่วนปลายสุดของจะงอยปากจนถึงปลายสุดของครีบหาง 

 3.2 การวัดความยาวมาตรฐาน (standard length, sl.) หมายถึง การวัดความยาวเป็น

เส้นตรงจากส่วนปลายสุดของจะงอยปากจนถึงฐานของครีบหางซึ่งเป็นส่วนสุดท้ายของกระดูก 

hypural plate ทราบโดยการงอส่วนหางของปลาขึ้น รอยหักตรงบริเวณคอดหาง ถือเป็นส่วนสุดท้าย

ของกระดูกช้ินนี้ 

 3.3 การวัดความหยักลึกของหาง (fork length, fl.) หมายถึง การวัดความยาวเป็นเส้นตรง

จากส่วนปลายสุดของจะงอยปากจนถึงส่วนหยักลึกของหางปลา 

 3.4 การวัดความลึก (body depth, bd.) หมายถึง การวัดในแนวดิ่งลงไปเป็นเส้นตรงจากส่วน

บนสุดของตัวปลา เมื่อหุบครีบแล้วจนถึงท้องของตัวปลา 

 3.5 การวัดความกว้าง (body width, bw.) หมายถึงการวัดด้านข้างจากด้านใดด้านหนึ่งจนถึง

ด้านข้างอีกด้านหนึ่ง 
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รูปท่ี 8 การวัดขนาดปลา 
   tl: การวัดความยาวทั งสิ นหรือความยาวเหยียด (total length) 
   sl: การวัดความยาวมาตรฐาน (standard length) 
   fl: การวัดความหยักลึกของหาง (fork length) 
   bd: การวัดความลึก (body depth) 
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ปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus (Bleeker,1850) 

ปลาตะเพียนขาวเป็นปลาพื้นเมืองท่ีคนไทยท่ัวทุกภาคต่างรู้จักดี และนิยมรับประทานกันอย่าง

กว้างขวางท้ังในเมืองและชนบท อีกท้ังยังเป็นท่ีนิยมมาต้ังแต่โบราณ ซึ่งมีปรากฏหลักฐานความนิยม

บริโภคปลาชนิดนี้มาต้ังแต่สมัยอยุธยา เพราะเป็นปลาท่ีหาได้ง่าย และมีโปรตีนสูง  

การจัดจ าแนกชั้นทางวิทยาศาสตร์ 

Kingdom: Animalia 

Phylum: Chordata 

Class: Actinopterygii 

Order: Cypriniformes 

Family: Cyprinidae 

Genus: Barbonymus 

Species: B. gonionotus 

ปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus จัดอยู่ใน Subdivision Euteleostei Order 
Cypriniformes อยู่ใน Family Cyprinidae เป็นวงศ์ปลาตะเพียน (carps) ส่วนมากเป็นปลาน ้าจืด 
สามารถพบได้ท่ัวไป ลักษณะส้าคัญคือ มีฟันท่ีหอคอยเรียง 1-3 แถว แถวละไม่เกิน 8 ซี่ บางชนิดมี
ปากแบบดูด ขากรรไกรมักยืดหดได้  

ลักษณะสัณฐานวิทยาของ ปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus 

ปลาตะเพียนขาว B. gonionotus มีช่ือเรียกว่า Sliver barb มีลักษณะล าตัวแบนข้าง ขอบ

หลังโค้งยกสูงขึ้น หัวเล็ก ปากเล็ก ริมฝีปากบาง จะงอยปากแหลม มีหนวดเส้นเล็กๆ 2 คู่ มีเกล็ดตาม

เส้นข้างตัว 26-31 เกล็ด ล าตัวมีสีเงิน บริเวณส่วนหลังมีสีคล้ า ส่วนท้องเป็นสีขาวนวล มีครีบหลัง 

(dorsal fin) 1 ครีบ ครีบหาง (caudal fin) 1 ครีบมีลักษณะเป็นหางแฉก ครีบหลังและครีบหาง มีสี

เทาหรือสีเทาเหลือง ครีบท้อง (pelvic fin) มี 1 คู่ และครีบก้น (anal fin ) มี 1 ครีบ ครีบท้องและ

ครีบก้นมีสีส้ม ส่วนปลายครีบจะมีสีแดง ปลาตะเพียนขาวท่ีมีขนาดโตเต็มท่ีแล้วจะมีล าตัวยาวท่ีสุด

เกือบ 41.7 เซนติเมตร (วัดความยาวแบบ sl.) (Cheng et al.¸2004; FAO, 2017) (รูปท่ี 9) 
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การแพร่กระจายพันธุ์ของปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus 

พบการแพร่กระจายพันธุ์ของปลาตะเพียนขาว B. gonionotus อยู่ในเอเชียตะวันออกเฉียง

ใต้ บริเวณลุ่มแม่น้ าเจ้าพระยา และบริเวณลุ่มแม่น้ าโขงในประเทศไทย, ประเทศลาว, ประเทศกัมพูช, 

เกาะ Malay Penisula ประเทศมาเลเซีย, เกาะสุมตรา (Sumatra) และเกาะชวา (Java) ประเทศ

อินโดนีเซีย (FAO, 2017) (รูปท่ี 10) ส าหรับประเทศไทยนั้นพบอยู่ท่ัวไปตามแหล่งน้ าธรรมชาติ ได้แก่ 

แม่น้ า ห้วย หนอง คลอง บึงต่างๆ ท่ัวทุกภาคของประเทศ 

การติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini 

คนท่ีเป็นโรคพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini นั้น ส่วนใหญ่จะติดเช้ือพยาธิจากการรับประทาน

อาหารท่ีท ามาจากปลาท่ีไม่ถูกสุขลักษณะ เช่น ก้อยปลา ลาบปลา เป็นต้น อาจติดเช้ือพยาธิตัว

อ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียเข้าไปสู้ร่างกายได้ โดยปลาท่ีพบการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ 

O. viverrini ส่วนใหญ่จะพบปลาใน Family Cyprinidae ซึ่งเป็นปลากลุ่มปลาตะเพียน  
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รูปท่ี 9 ปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 10 การแพร่กระจายของปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus (FAO, 2017) 
  

 

 



 25 
 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) คือส่วนหนึ่งของ DNA ในจีโนมท่ีแสดงแปรผันทาง

พันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตจากรหัสพันธุกรรม  (Murgia et al., 2006) เครื่องหมายดีเอ็นเอสามารถ

น ามาใช้กับงานวิจัยหลากหลายวัตถุประสงค์ เช่น การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์ การศึกษาการเปล่ียนแปลง

ของพันธุกรรมและโครงสร้างประชากร การเปรียบเทียบของประชากรกลุ่มท่ีอาศัยในท่ีแตกต่างกัน  

และการศึกษาวิวัฒนาการของประชากร เป็นต้น (Chauhan & Rajiv, 2010) โดยท่ัวไปบริเวณของ

เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้ เป็นเครื่องหมายดีเอ็นส าหรับศึกษารูปแบบความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

ของส่ิงมีชีวิต (phylogenetic relationship) โดยสามารถศึกษาได้ท้ังรหัสพันธุกรรมของยีนและ/หรือ

บริเวณท่ีไม่ใช่ยีนในนิวเคลียส (nuclear DNA gene) และรหัสพันธุกรรมของยีนในไมโทคอนเดรีย 

(mitochondrial DNA gene)  

การจ าแนกพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  

ในปัจจุบันการจ าแนกชนิดพันธุ์ของพยาธิใบไม้ตับในวงศ์ Opisthorchiidae โดยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  จากบริเวณเครื่องหมายดีเอ็นเอบริเวณหรือยีน nuclear 

ribosomal DNA ป ร ะ ก อ บ ด้ วย บ ริ เ ว ณ  Internal Transcribed Spacer 1  (ITS1 ), Internal 

Transcribed Spacer 2 (ITS2), 18S rDNA และ 28S rDNA และบริเวณเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน

ในจีโนม mitochondria ประกอบด้วย บริเวณยีน cytochrome b (cob) บริเวณยีน  nicotinamide 

dehydrogenase subunit 1 (nad1) และ บริเวณยีน cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) 

โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอเหล่านี้  ถูกน ามาใช้ส าหรับงานวินิจฉัยด้านการระบาดวิทยา และศึกษา

รูปแบบความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ (Dao et al., 2017; Sahu et al., 2016) จากกาศึกษา

ของ Ando et al. (2001) ได้ท าการจ าแนกชนิดพันธุ์ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini จากจังหวัดใน

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย โดยใช้บริเวณ cox1 และ ITS2 พบว่าบริเวณ cox1 (417 bp) 

สามารถแยกความแตกต่างทางพันธุกรรมพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini เป็น 5 haplotyp และบริเวณ 

ITS2 (296 bp) สามารถแยกพยาธิ O. viverrini ออกจาก C. sinensis, H. taichui, H. pumilio, 

Fasciola gigantica, Echinostoma malayanum และ Centrocestus sp. อีกด้วย จากการศึกษา

ของ Thaenkham et al. (2007) ได้รายงานผลการศึกษาการจ าแนกชนิดพันธุ์ของ  O. viverrini 
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ออกจาก H. taichui ในแต่ละระยะของพยาธิ ด้วยบริเวณ cox1 ด้วยเทคนิค PCR ท่ีมีความไวสูง 

โดยใช้สามารถใช้ genomic DNA เพียง 10-4 นาโนกรัม อีกท้ังรายงานผลการการจ าแนกชนิดพันธุ์ 

O. viverrini, C. sinensis และ H. taichui ด้วยเทคนิค PCR-RFLP ซึ่งสามารถน าไปใช้ในการวินิจฉัย

การติดเช้ือร่วมกันของพยาธิในกลุ่มนี้ และการศึกษาของ Saijuntha et al. (2008) ท าการศึกษาการ

แปรผันทางพันธุกรรมของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini จาก 14 geographical isolates จากประเทศ

ไทยและลาว ด้วยเทคนิค PCR ในบริเวณยีน nad1 และ cox1 พบความแปรผันทางพัรธุกรรมในยีน 

nad1 โดยแบ่งออกเป็นเป็น 4 haplotype และมีระยะห่างทางพันธุกรรมประมาณ 0 - 0.3 % 

ในขณะท่ียีน cox1 สามารถแบ่งออกเป็น 2 haplotype และมีระยะห่างทางพันธุกรรมประมาณ 0 - 

0.5 % 

ยีนที่อยู่บนดีเอน็เอในไรโบโซม (Ribosomal DNA; rDNA) 

 รหัสพันธุกรรมของไรโบโซมได้ถูกน ามาใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และศึกษารูปแบบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในกลุ่มส่ิงมีชีวิต ซึ่งเป็น

ผลมาจากการอนุรักษ์ท่ีมีความแตกต่างกันในส่วนของยีน รวมทั้งความแปรปรวนของยีนและบริเวณท่ี

ไม่ใช่ยีนท่ีสร้างส าเนา rDNA unit (Mukha et al., 2002) ยีน rDNA คือส่วนท่ีจะถูกลอกรหัสเป็น 

rRNA ในเซลล์ยูคาริโอตจะมี Ribosomal DNA เรียงต่อกันหลายๆซ้ ามากถึง 5,000 ส าเนา ซึ่งแต่ละยู

นิตจะประกอบด้วยยีน small subunit (SSU หรือ 18s) large subunit (LSU หรือ 28S) และ5.8S 

rDNAs โดยแต่ละยีนถูกค่ันด้วย spacer ในส่วนของ SSU และ LSU rDNAs ถูกค่ันด้วย 2 external 

transcribed spacers (ETS) และ non-transcribed spacer (NTS) โดยท้ัง ETS และ NTS ถูกเรียก

รวมกันว่า intergenic spacer (IGS) ส าหรับยีน 5.8s rDNA จะอยู่ภายในส่วนของ internal 

transcribed spacer (ITS) 2 บริเวณคือ ITS1 และ ITS2 ท่ีเรียงตัวอยู่ท่ีต าแหน่งท้ังสองข้างของยีน 

5.8s rDNA (Hwang & Kim, 1999; Subbotin & Moens, 2006) ยีน 18S และ 28S ซึ่งมีความแปร

ผันทางพันธุกรรมในอัตราต่ าจะมักถูกใช้งานอนุมานถึงล าดับวิวัฒนาการระดับสูง ในขณะท่ีบริเวณ 

ITS1 และ ITS2 ซึ่งไม่ใช่ยีนจึงมีอัตราความแปรผันทางพันธุกรรมสูกว่าและมักนิยมใช้ส าหรับการบ่ง

ชนิดของส่ิงมีชีวิตรวมท้ังการศึกษากับพยาธิตัวแบนตระกูล Opisthorchiidae และ Heterophyidae 

(Thaenkham et al., 2012)  
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ยีนที่อยู่บนดีเอน็เอในไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial DNA; mtDNA) 

ไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ คือจีโนมท่ีอยู่ในไมโทคอนเดรีย ซึ่งเป็นองค์ประกอบในเซลล์เพื่อท า

หน้าท่ีหายใจระดับเซลล์ ไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอมีอัตราการเปล่ียนแปลงวิวัฒนาการค่อนข้างเร็ว เมื่อ

เปรียบเทียบกับ ยีนและบริเวณ ITS1 และ ITS2 ของ rDNA ดังนั้นไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอจึง

กลายเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายท้ังในการ ส าหรับอนุกรมวิธานและพันธุ

ศาสตร์ของประชากร (Lee et al., 2013) รวมถึงถูกใช้ส าหรับงานทาง molecular systematics ซึ่ง

ไม่ ใช่เพียงการใช้งานในระดับสายพันธุ์  (species) แต่ยังคงถูกใช้ในระดับภายในสายพันธุ์  

(intraspecific) อีกด้วย (Le et al., 2000) ในปัจจุบันมีข้อมูลยีนไมโตคอนเดรียลดีเอ็นเอ ของ

ส่ิงมีชีวิตจ านวนมากได้ถูกเก็บไว้ทั้งในฐานข้อมูลของ GenBenk และได้รับการตีพิมพ์ รวมถึงไมโตคอน

เดรียลดีเอ็นเอของปรสิตหนอนพยาธิ   

ยีนบริเวณ cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) 

บริเวณ cox1 เป็นยีนในไมโทคอนเดรียท่ีมีความส าคัญอยู่ในกระบวนการหายใจ (aerobic 

metabolism) เป็นยีนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีนซึ่งเป็นเอนไซม์ แทรกอยู่บนเยื่อหุ้มช้ันในของไมโท

คอนเดรีย มีหน้าท่ีในการขนส่งอิเล็กตรอนและเปล่ียนโมเลกุลของออกซิเจนให้เป็นน้ า (สกล สุนันทรา

ภรณ์, 2557) บริเวณ cox1 มีข้อดีกว่าบริเวณอื่นในไมโทคอนเดรีย คือมีขนาดประมาณ 1551 คู่เบส 

สามารถเพิ่มปริมาณด้วย universal primer ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Siripiyasing & Chaveerach, 

2011 ; Dao et al., 2017) นอกจากนั้นมีอัตราการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนช้า แต่มีการ

เปล่ียนแปลงในระดับดีเอ็นเอภายระดับสปีชีส์สูง จึงท าให้มีบริเวณ cox1 มีความแตกต่างของล าดับนิ

วคลีโอไทด์ในระดับภายในสปีชีส์ (intraspecific species) และมีความแตกต่างระหว่างสปีชีส์สูง 

(interspecific species) (Hebert et al., 2003b) บริเวณ cox1 จึงเป็นบริเวณท่ีนิยมน ามาใช้เป็น

มาตรฐานเครื่องหมายดีเอ็นเอ เพื่อจัดจ าแนกและระบุสายพันธุ์ของส่ิงมีชีวิตต่างชนิดกัน และส่ิงมีชีวิต

ท่ีมีรูปร่างภายนอกท่ีมีลักษณะคล้ายกันท่ียังคงมีความคลุมเครือ (species complex) ออกจากกันได้

อย่างชัดเจน (Hebert et al., 2003a) ดังนั้นบริเวณ cox1 จึงเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนักวิจัยมัก

น ามาใช้ในการการวินิจฉัยโรค การจ าแนกชนิดและการวิเคราะห์วิวัฒนาการของสายพันธุ์ต่างๆรวมถึง

ใช้ศึกษาในกลุ่มพยาธิใบไม้ (Ando et al., 2001; Saijuntha et al., 2008; Buathong et al., 2015)  

http://cuir.car.chula.ac.th/browse?type=author&value=%E0%B8%AA%E0%B8%81%E0%B8%A5+%E0%B8%AA%E0%B8%B8%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%A0%E0%B8%A3%E0%B8%93%E0%B9%8C
http://cuir.car.chula.ac.th/browse?type=author&value=%E0%B8%AA%E0%B8%81%E0%B8%A5+%E0%B8%AA%E0%B8%B8%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%A0%E0%B8%A3%E0%B8%93%E0%B9%8C
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การศึกษา Phylogenetic  

Phylogenetic เป็นการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต โดยน าข้อมูลทาง

พันธุกรรม เช่นล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับโปรตีน มาแปลงเป็นค่าตัวเลขท่ีเป็นข้อมูลทาง

คณิตศาสตร์ตามหลักการ (algorithm) หรือแบบจ าลอง (model) และค านวณความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการ (evolutionary relationships) เพื่อสร้างเป็นแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

(Phylogenetic tree) ซึ่งมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ขึ้นหลายแบบ ท้ังนี้เพื่อท าให้การวิเคราะห์

ความสัมพันธ์ระหว่างกันและการวิเคราะห์วิวัฒนาการสอดคล้องกับความเป็นจริงมากท่ีสุด โดยการ

เลือกใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม (Xiong, 2006,) แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมี

ลักษณะคล้ายต้นไม้ซึ่งประกอบด้วยกิ่งก้านหรือแขนง (branch) ต าแหน่งท่ีกิ่งแตกออกเป็นกิ่งย่อย

เรียกว่า โนด (Node) โดยท่ีปลายสุดของกิ่งจะเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับโปรตีนของสายพันธุ์

ของส่ิงมีชีวิตเรียกว่าแทกซอน (taxon) โดยกลุ่มของแทกซอนท่ีเกิดจากบรรพบุรุษเดียวกันเรียกว่า เค

ลด (clade) การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม นอกจากจะใช้ศึกษาวิวัฒนาการและความ

หลากหลายของส่ิงมีชีวิตแล้วยังมีประโยชน์ด้านอื่นๆ เช่นการศึกษาด้านระบาดวิทยาการควบคุมโรค

ติดเช้ือได้อีกด้วย (Salemi et al., 2003) 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการศึกษา 

 

1. ตัวอย่างตัวอ่อนพยาธิระยะเซอร์คาเรีย 

ท าการ shedding หอย Bithynia siamensis goniomphalos ท่ีสุ่มจับจากจังหวัดก าปง

จาม (Kampong Cham) ประเทศกัมพูชา ในเดือน ธันวาคม 2556 เพื่อตรวจสอบตัวอ่อนพยาธิระยะ

เซอร์คาเรีย 

2. การทดลองการติดเชื้อตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ในปลาตะเพียนขาว  

2.1 กลุ่มปลาท่ีท าการศึกษา 

ใช้ปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) ซื้อมาจากตลาดปลาศศิธร อ าเภอบ้านโป่ง

จังหวัดราชบุรี โดยคัดเลือกปลาท่ีมีขนาดความยาว 7-10 ซม. และขนาดความกว้าง 2-4 ซม. แบ่งปลา

ออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 30 ตัว ตามจ านวนเซอร์คาเรียท่ีใช้ในการติดเช้ือ ดังนี้ 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม 

กลุ่มท่ี 2 ติดเช้ือ 100 เซอร์คาเรีย ตัวต่อปลา 1 ตัว 

กลุ่มท่ี 3 ติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย ตัวต่อปลา 1 ตัว 

กลุ่มท่ี 4 ติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย ตัวต่อปลา 1 ตัว 

ท าการทดลอง 3 ซ้ า 

1.2 การติดเช้ือ 

2.2.1 น าปลาใส่ในขวดแก้วท่ีมีขนาด 8 x 6.5 ซม. เติมน้ า 40 มล. ใช้ dropper ดูดตัว 
อ่อนพยาธิระยะเซอร์คาเรียจ านวนตามกลุ่มการทดลอง 

2.2.2 น าขวดแก้วท่ีใส่ปลาและตัวอ่อนพยาธิระยะเซอร์คาเรียไปไว้ในห้องมืดเป็นเวลา                   

2 ช่ัวโมง 

2.2.3 หลังการติดเช้ือพยาธิ น าปลาแต่ละกลุ่มมาเล้ียงในตู้ปลาขนาด 30 x 60 x 40 ซม.  

ปริมาณน้ าท่ีใช้ 30 ลิตร ให้อาหารวันละ 1 ครั้ง ปริมาณ 1 กรัม และมีการเปล่ียนน้ าทุกๆ 3 วัน 

2.2.4 สุ่มจับปลา 5 ตัว ในแต่ละกลุ่ม โดยจะสุ่มจับวันท่ี 7, 14, 21, 28, 35 และ 42  

หลังการติดเช้ือ น าปลาไปตรวจหาตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย 
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3. ตรวจหาการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ในปลาตะเพียนขาว 

3.1 วัดขนาดความกว้าง ความยาวของปลา และช่ังน้ าหนัก  

น าปลาตัวอย่างไปช่ังน้ าหนักโดยใช้เครื่องช่ังแบบละเอียด วัดขนาดความกว้างและความยาว

ของตัวปลาโดยใช้ไม้บรรทัด ขนาด 12 นิ้ว หรือ เวอเนียคาลิเปอร์ วัดความยาวล าตัว (total length) 

โดยวัดจากปากไปจนถึงปลายหาง และความกว้าง (body depth) โดยวัดจากส่วนท่ีกว้างท่ีสุดของ

ล าตัวปลาจากขอบล าตัวด้านหนึ่งไปยังขอบล าตัวอีกด้านหนึ่ง ท าการจดบันทึกน้ าหนัก ขนาด  

3.2 ตรวจหาการติดเชื้อตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลา ด้วยวิธี compression 

method  

3.2.1 ผ่าตัดกล้ามเนื้อส่วนต่างๆ คือ กล้ามเนื้อใต้ครีบหลัง กล้ามเนื้อใต้ครีบท้อง กล้ามเนื้อใต้

ครีบอก กล้ามเนื้อใต้ครีบหาง เกล็ด และเหงือก  

3.2.2 น าส่วนของปลาวางลงบนแผ่นกระจก ขนาด 4 x 6 นิ้ว หยดน้ าเกลือลงบนเนื้อเยื่อ 1-3 

หยด เพื่อไม่ให้เนื้อเยื่อแห้ง เพราะอาจท าให้ตัวอ่อนของพยาธิตายได้ จากนั้นใช้กระจกอีกแผ่นปิดทับ

ลงไป กดให้แบนแล้วน าส่วนต่างๆ ของปลาไปตรวจหาตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรีย  

ภายใต้กล้อง stereomicroscope  

3.2.3 จดบันทึกผล อวัยวะส่วนท่ีพบตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรีย  

3.2.4 บันทึกภาพตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเมตาเซอร์คาเรีย ท่ีพบในแต่ละส่วนภายในตัวปลา

ด้วยกล้องถ่ายภาพ ภายใต้กล้อง stereomicroscope 

3.3 การจัดจ าแนกชนิดตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดา  

3.3.1 วัดขนาดตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย 

1. น าน้ าท่ีมีตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย ผสมกับ 10 % formalin อัตราส่วน 1:1  

2. หยดน้ าท่ีมีตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียลงบนสไลด์ ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 

3. น ามาวัดขนาดภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
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3.3.2 ศึกษารูปร่างลักษณะ และอวัยวะภายในตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียด้วยวิธีการย้อม

สีแบบช่ัวคราว 

1. น าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย วางบนสไลด์และหยดน้ าเกลือ 1 หยดบนตัวอ่อน ปิด

แผ่นกระจกปิดสไลด์ ผนังหุ้มตัวอ่อนบางจะแตกออกเอง และถ้าผนังหุ้มตัวอ่อนหนา ต้องใช้เข็มเขี่ยให้

ผนังหุ้มแตก ตัวอ่อนจะเคล่ือนไหวออก 

2. ย้อมสี 0.5 % neutral red ด้วยวิธี irrigate คือ หยดสีข้างแผ่นกระจกปิดสไลด์ท่ีขอบด้าน

หนึ่งแล้วใช้กระดาษซับน้ าออกอีกด้านหนึ่ง เพื่อให้สีท่ีหยดลงไปไหลเข้าไปแทนท่ีน้ าเดิม ท้ิงไว้ประมาณ 

2-3 นาที 

3. น ามาศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์ และวาดภาพรูปร่างลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

camera lucida 

3.4 การจัดจ าแนกชนิดตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียโดยวิธีทางชีวโมเลกุล 

3.4.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเมตาเซอร์คาเรีย (genomic DNA extraction) ด้วย Genomic 

DNA Mini kit (Tissue) (Geneaid, Taiwan) 

1. น าเมตาเซอร์คาเรียจ านวน 1 เมตาเซอร์คาเรีย ท่ีเก็บไว้ใน 95% ethanol น ามาปัน่เหวี่ยง

ด้วยความเร็ว รอบ 10,000 rpm 10 นาที เพื่อปั่นตกเมตาเซอร์คาเรีย และ air dry เป็นเวลา 5 นาที 

2. เติม GT buffer 200 µl ลงใน microcentrifuge tube 

3. เติม 20 µl Proteinase K น าไป incubate ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 60◦C เป็นเวลา 

1.5 ช่ัวโมง  

4. เติม GBT buffer 200 µl น าไป vortex น าไป incubate ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 

60◦C เป็นเวลา 20 นาที  

5. เติม absolute ethanol 200 µl น าไป vortex 10 วินาที 

5. ดูดสารละลายจาก microcentrifuge tube ใส่ลงใน GD column น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย

ความเร็วรอบ 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที น าสารละลายใน collection tube ท่ีผ่าน column ท้ิง 

5. เติม W1 buffer 400 µl น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

น าสารละลายใน collection tube ท่ีผ่าน column ท้ิง 

6. เติม Wash buffer 600 µl น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 

นาที น าสารละลายใน collection tube ท่ีผ่าน column ท้ิง 
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7. เปล่ียนย้าย column ใส่ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube และเติม buffer AE 100 

µl ท้ิงไว้ 3 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 12,000 rpm 3 นาที เพื่อให้ genomic DNA ผ่าน 

column ลงมายัง microcentrifuge tube 

8. น า microcentrifuge tube ท่ีบรรจุ genomic DNA ท่ีได้จากการสกัดผ่าน column เก็บ

รักษา ในอุณหภูมิ -20◦C เพื่อน าไปใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 

 3.4.2 การท าปฏิกิริยาสายลูกโซ่ (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

1. ท าปฏิกิริยาปริมาตรรวม 50 µl 

- genomic DNA     2 µl 

- Top taq     25  µl 

- Forward primer     0.5 µl 

- Reverse primer    0.5 µl 

- ddH2O    22  µl 

โดย primer ท่ีใช้ในการทดลองนี้คือ 

  cox1 primer 

N_Ov_COI-F: 5´-GGA TTC GGT ATG ATT AGT CAT-3´ 

N_Ov_COI-R: 5´-TCT AAA GGA TCC TAA TGA CAG-3´ 

การท าปฏิกิริยาสายลูกโซ่ท่ีอุณหภูมิต่อไปนี้  

Preheat Temperature   94◦C   3 นาที 

Denaturing Temperature  94◦C 30 วินาที 

Annealing Temperature  50◦C 30 วินาที 

Extension Temperature  72◦C 45 วินาที 

Final Extension   72◦C      8 นาที 

จ านวน 30 รอบ ด้วยเครื่อง Thermal cycler (T100 thermal cycler, Bio-Rad, USA)  
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3.4.3 วิเคราะห์ผลด้วย 1% agarose gels electrophoresis 

 1. เตรียมอุปกรณ์ส าหรับท า 1% agarose gels lectrophoresis  

 2. ช่ัง agarose 1 กรัม ใส่ลงใน 1X TBE buffer 100 ml 

 3. น าไปอุ่นจน agarose ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน ใส่ 2% ethidiumbromide 2 µl ผสมใน 

agarose gel แล้วเทลงในถาดเตรียมเจล 

 4. เสียบ comb ลงบน agarose gel ท้ิงไว้ 15-30 นาที แล้วดึงออก 

 5. น า agarose gel ท่ีแข็งตัววางลงใน tank electrophoresisn และเท 1X TBE buffer ลง
ให้ท่วม agarose gel 
 6. load sample PCR product ลงในช่องเปรียบเทียบกับ standard marker (1 Kb 
PlusDNA Ladder) run ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 

3.4.4 การเตรียมตัวอย่างเพื่อท า Electrophoresis 

1. น า loading dye 1 µl ผสมกับ standard marker 2.5 µl บนแผ่น parafilm แล้วหยด
ลงในช่องของ agarose gel 

2. น า loading dye 1 µl ผสมกับ sample PCR product 5 µl บนแผ่น parafilm แล้ว
หยดลงในช่องของ agarose gel 

3.4.5 วิเคราะห์ผลแถบ DNA บนแผ่น 1 % agarose gel โดยใช้ UV transilluminator 
(VILBER LOURMAT, Ecx-15.M) และ gel documentation (Fujifilm, Thermal Imaging system 
FTI-500) 

3.4.6 น า gnomic DNA ส่ง sequences ท่ี บริษัท แปซิฟิคไซเอ็นซ์ จ ากัด วิเคราะห์  
โดยใช้ ABI 3730xl DNA sequencers  

3.4.7 การวิเคราะห์ DNA sequences 

การวิเคราะห์ DNA sequences ในการศึกษาครั้งนี้ร่วมกับข้อมูล DNA sequences ของ

พยาธิ ใบไม้ ตับ  O. viverrini, O. lobatus และ C. sinensis ใน GenBank (ตาราง ท่ี  1)  โดยใช้

โปรแกรม  

1. Clustal X ver.1.8 (Thompson et al., 1997) เป็นโปรแกรมท่ีจัดเรียงตามล าดับความใกล

เคียงของการเปล่ียนแปลงโดยล าดับนิวคลีโอไทด์ 

2. BioEdit (Hall, 1990) เป็นโปรแกรมแก้ไขการเปรียบเทียบล าดับล าดับนิวคลีโอไทด์ 
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3. MEGA ver. 5.0 (Tamura et al., 2011) เป็นโปรแกรมท่ีใช้สร้าง Phylogenetic tree ด้วย

วิธี  Maximum Likelihood method วิ เคราะห์โดยใช้โมเดล GTR + G + I เพื่อศึกษา

วิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต 

 

ตารางท่ี 1 ข้อมูล DNA sequences ยีน cox1 ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini, O. lobatus และ  

C. sinensis ใน GenBank ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ Phylogenetic tree 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิด ประเทศ Accession no.  อ้างอิง 

O. viverrini ไทย HQ328542 Thaenkham et al. (2011) 
EU022363 Saijuntha et al. (2008) 
EU022362 Saijuntha et al. (2008) 

ลาว HQ328544 Thaenkham et al. (2011) 
เวียดนาม KF577573 Dao et al. (2013) 

O. lobatus ลาว HQ328539 Thaenkham et al. (2011) 
HQ328541 Thaenkham et al. (2011) 
HQ328540 Thaenkham et al. (2011) 

C.  sinensis จีน JN936216 Liu et al. (2012) 
FJ965392 Li (2016) 

ญี่ปุ่น EF688130 Katokhin et al. (2008) 
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บทที่ 4  

ผลการศึกษา 

 

1. การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์ตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธใิบไม้ Opisthorchis viverrini  

จากการตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาและอวัยวะภายในตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของ

พยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini ท่ีได้จากหอยน้ าจืด Bithynia siamensis goniomphalos (รูป

ท่ี 11) จากจังหวัดก าปงจาม (Kampong Cham) ประเทศกัมพูชา ในเดือน ธันวาคม 2556 ใช้การ

อ้างอิงลักษณะต่างๆตามการอธิบายของ Wykoff et al. (1965) และ Scholz et al. (1990) (ตาราง

ท่ี 2) 

ลักษณะรูปร่างของตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย (รูปท่ี 12) 
ส่วนล าตัว (body):  ลักษณะล าตัวกลมรี สีเหลืองน้ าตาลอ่อน บริเวณผิวล าตัวมีหนามขนาด

เล็กละเอียดอยู่เป็นแถวๆ ปกคลุมรอบล าตัวและมีเส้นประสาทรับความรู้สึก (sensory hair) ตาม

ล าตัวเพียงเล็กน้อย ภายในล าตัวพบแกรนูลหยาบสีน้ าตาลกระจายท่ัวล าตัว บริเวณ oral sucker 

พบว่ามี oral spines อยู่ภายใน มี eye spots 1 คู่ ประกอบด้วย pigment หยาบเรียงตัวเป็นรูป

ส่ีเหล่ียม มี pharynx รูปร่างกลมขนาดเล็กอยู่ตรงกลาง มีต่อม penetration gland 5 คู่ ventral 

sucker เจริญไม่ดีอยู่ตรงกลางล าตัว excretory bladder เรียงตัวด้วยเซลล์ epithelial อยู่บริเวณ

ส่วนท้ายของล าตัว (posterior)  

ส่วนหาง (tail): ติดส่วนท้ายของล าตัว ส่วนของหางมีขนาดยาวกว่าล าตัว ลักษณะตรง

ทรงกระบอก ปลายหางแหลม ด้านข้างของหางส่วนต้นมี lateral finfold ยาวประมาณ 1/3 ของส่วน

หาง ด้านข้างของหางส่วนต้นมี dorso-ventral finfold อยู่บริเวณส่วนกลางด้านหลังหาง ประมาณ 

2/3 ของส่วนหาง 

ตัวอ่อนพยาธิใบไม้ระยะเซอร์คาเรียเจริญออยู่ภายในเรเดียจ านวนมาก (รูปท่ี 13) และอาศัย

อยู่ในหอย Bithynia siamensis goniomphalos (โฮสต์กึ่งกลางท่ี 1) ตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ           

O. viverrini โดยท่ัวไปอาศัยอยู่ท่อน้ าดี (bile duct) และถุงน้ าดีในตับของคนหรือ reservoir host 

เช่น สุนัข และ แมว เป็นต้น  
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พฤติกรรมการเคลื่อนไหว 

การลอยตัวอยู่ในระดับผิวน้ าหรือกลางน้ า การเคล่ือนไหวม้วนตัวไปมาอย่างรวดเร็วบนผิวน้ า

ประมาณ 4-8 วินาที แล้วหยุดพักนาน 10-15 วินาที สามารถมีชีวิตอยู่ในน้ าได้ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 

 

ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบขนาดของตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย 

 

 

 

 

 

 

Organ งานวิจัยนี ้ Wykoff et al., 1965 Scholz et al., 1990 

body: 75-100 µm (av. 88 µm)  

x 125-153 µm (av.142 µm) 

61-96 µm (av. 75 µm) 

x 140-183 µm (av. 154 µm)  

33-68 µm  

x 100-250 µm 

tail: 23-30 µm (av. 26 µm)  
x 213-400 µm (av. 327 µm) 

26 µm x 350-437 µm  
(av. 392 µm) 

16-29 µm  
x 360-475 µm 

eye spot: 10-15 µm (av. 12 µm)  
x 8-10 µm (av. 9 µm)  

- - 

oral 
sucker:  

20-32 µm (av. 27 µm)  
x 23-35 µm (av. 28 µm) 

36-37 µm (av. 36 µm)  
x 34-51 µm (av. 43 µm) 

- 

ventral 
sucker: 

20-30 µm (av. 26 µm)  
x 15-32 µm (av. 24 µm) 

- - 

pharynx: 12-20 µm (av. 16 µm)  
x 10-18 µm (av. 13 µm) 

- - 

excretory 
bladder: 

35-45 µm (av. 39 µm)  
x 25-40 µm (av. 31 µm) 

- - 
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รูปท่ี 11 หอยน้ าจืด Bithynia siamensis goniomphalos ท่ีพบบริเวณจังหวัดก าปงจาม 
ประเทศกัมพูชา (scale bar = 10 mm) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 12 ลักษณะตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini 
 ย้อมสี ด้วย 0.5% neutral red (scale bar = 100 µm) 
(os: oral sucker, es: eye spots, p: pharynx, pg: penetration gland,                  
vs: ventral sucker, eb: excretory bladder, lf: lateral finfold, ta: tail, 
df: dorso-ventral fin fold) 

100 µm 

ta 

df 

lf 

eb 

pg 

es os 

vs 

p 

10 mm 
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รูปท่ี 13  ลักษณะตัวอ่อนระยะเรเดียของพยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini 

ย้อมสีด้วย 0.5% neutral red (scale bar = 100 µm) 
(p: pharynx, re: redia, c: cercaria) 

 

2. การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธใิบไม้ Opisthorchis viverrini 

2.1 การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ O. viverrini ด้วย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

1. ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียจะอยู่ภายในซีสต์ผนัง 2 ช้ัน รูปร่างมีลักษณะรูปไข่หรือกลม 

โดยมีผนังช้ันนอกบางและผนังด้านในบางมาก ล าตัวของเมตาเซอร์คาเรียท่ีอยู่ในซีสต์ สามารถ

เคล่ือนไหวไปมาและมักจะงอพับ เห็นลักษณะเป็นรูปทรง c-shaped ผนังตัวบางใส สามารถมองเห็น 

excretory bladder สีน้ าตาลเหลืองและมีลักษณะเป็นรูปไข่ โดยจะเห็นเป็นแกรนูสีด า เห็น Oral 

sucker และ ventral sucker  

2. ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากซีสต์ มีลักษณะล าตัวแบน ยาว ไม่มีหาง ภายในมี

แกรนูสีน้ าตาลอ่อนกระจ่ายท่ัวตัว ส่วนบนมี oral sucker เห็น pharynx ชัดเจน ventral sucker อยู่

ประมาณกลางล าตัว มี excretory bladder อยู่ด้านท้ายล าตัว (รูปท่ี 19-24) 

100 µm 

c 

re 

p 

c 
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2.2 การจัดจ าแนกชนิดพันธุ์ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ O. viverrini ด้วย

ลักษณะทางชีวโมเลกุล  

การตรวจสอบชนิดพันธุ์ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ตับโดยกล้อง

จุลทรรศน์นั้น จ าเป็นจะต้องอาศัยทักษะและความช านาญอย่างมาก เนื่องจากตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์

คาเรียในกลุ่มพยาธิใบไม้ตับมีลักษณะคล้ายกัน จึงต้องอาศัยการตรวจสอบชนิดพันธุ์ของตัวอ่อนระยะ

เมตาเซอร์คาเรียท่ีได้จากการทดลองทางชีวโมเลกุล ด้วยเทคนิค PCR ท่ีต าแหน่งยีนบริเวณ cox1 

พบว่า PCR product ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย เมื่อเทียบกับพยาธิใบไม้ตัวเต็มวัยของ O. 

viverrini ปรากฏ PCR product อยู่ในต าแหน่งเดียวกันท่ีขนาดประมาณ 380 bp (รูปท่ี 14) และเมื่อ

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีได้จากการทดลองมาท าวิเคราะห์ 

Phylogenetic เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ของ O. viverrini, O. lobatus และ C. 

sinensis จากฐานข้อมูลใน NCBI GenBank พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์

คาเรียท่ีได้จากการทดลอง คือ MCT1, MCT2 และ MCT3 อยู่ในกลุ่ม เดียวกันกับข้อมูลของพยาธิ

ใบไม้ O. viverrini (รูปท่ี 15)  

 
 
 
 
 
 

   

 

รูปท่ี 14 การจ าแนกชนิดพันธุ์ของตัวอ่อนพยาธริะยะเมตาเซอร์คาเรียด้วยเทคนิคทางชีว
โมเลกุลโดยใช้ยีนบริเวณ cox1 จัดจ าแนก แถว M: 1 Kb DNA marker, OV: ตัวเต็มวัยของ
พยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini, MCT1 MCT2 MCT3: ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์
คาเรียท่ีได้จากการทดลอง, OL: ตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ Opisthorchis lobatus, Ng: 
negative control 

 

OV MCT1 MCT2 MCT3 Ng OL M 

380  bp 
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รูปท่ี 15 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic relationship) โดยใช้ล าดับนิวคลี 

โอไทด์ในส่วนของยีนบริเวณ cox1 ของเมตาเซอร์คาเรียพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini กับ
ข้อมูล O. viverrini O. lobatus และ C. sinensis ใน GenBank จากโปรแกรม MEGA  
version 5 .0 ด้ ว ย วิ ธี  Maximum Likelihood method วิ เ ค ร าห์ โ ดย ใ ช้  nucleotide 
substitution model GTR + G + I  

THA:  ตัวอย่างจากประเทศไทย 
LAO:  ตัวอย่างจากประเทศลาว 
VNM: ตัวอย่างจากประเทศเวียดนาม 
CHN: ตัวอย่างจากประเทศจีน 
JAN:  ตัวอย่างจากประเทศญี่ปุ่น 
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3. อัตราการติดเชื้อเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ Opisthorchis viverrini ในปลาตะเพียนขาว 

Barbonymus gonionotus 

ในการวิจัยครั้งนี้ ด าเนินการทดลองการติดเช้ือของพยาธิใบไม้ O. viverrini ในปลาตะเพียน

ขาว  B. gonionotus ในห้องปฏิบัติการโดยท าการทดลอง 3 ซ้ า แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 4 กลุ่ม คือ 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม ไม่มีการติดเช้ือเซอร์คาเรีย กลุ่มท่ี 2 ติดเช้ือ 100 เซอร์คาเรีย/ปลา 1 ตัว กลุ่มท่ี 

3 ติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย/ปลา 1 ตัว และกลุ่มท่ี 4 ติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย/ปลา 1 ตัว ในปลา

ตะเพียนท้ังหมด 241 ตัว หลังการติดเช้ือตรวจหาอัตราการติดเช้ือ และตรวจสอบการพัฒนาของตัว

อ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลาตามระยะเวลา ดังนี้ 7, 14, 21, 28, 35 และ 42 วัน ตรวจหาตัว

อ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในอวัยวะต่างๆของปลาด้วยวิธี compression method พบว่ากลุ่ม

ควบคุมไม่มีการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลา และไม่มีการตายเกิดขึ้นตลอดระยะเวลา

ในการทดลอง และในปลาตะเพียนขาวกลุ่มท่ีมีการติดเช้ือเซอร์คาเรียพบปลาตะเพียนขาวติดเช้ือ

ท้ังหมด 200 ตัว คิดเป็น 82.99% (200/241) จากการทดลอง 3 ซ้ า ครั้งท่ี 1 กลุ่มท่ีติดเช้ือ 100 เซอร์

คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 22 ตัว จาก 30 ตัว คิดเป็น 73.33% (22/30) กลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย พบ

ปลาติดเช้ือ 26 ตัว จาก 29 ตัว คิดเป็น 89.66% (26/29) กลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย พบปลาติด

เช้ือ 27 ตัว จาก 28 ตัว คิดเป็น 96.43% (27/28) การทดลองครั้งท่ี 2 กลุ่มท่ีติดเช้ือ 100 เซอร์คาเรีย 

พบปลาติดเช้ือ 66.67% (20/30) กลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 70.37% (19/27) 

กลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 93.33% (28/30) และการทดลองครั้งท่ี 3 กลุ่มท่ีติดเช้ือ 

100 เซอร์คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 76.67% (27/30) กลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 

93.33% (28/30) กลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย พบปลาติดเช้ือ 100% (7/7) เมื่อรวมท้ัง 3 การ

ทดลอง พบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือท้ังหมด 1,979 เมตาเซอร์คาเรีย (ค่าเฉล่ีย 10.076 

± 9.268 เมตาเซอร์คาเรีย/ปลาท่ีติดเช้ือ 1 ตัว) (ตาราง 3) ซึ่งผลการศึกษาจากการท าการทดลอง 3 

ซ้ า พบว่า กลุ่มท่ีมีการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุด คือกลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์

คาเรีย พบว่ามีอัตราการติดเช้ือของการทดลองครั้งท่ี 1, 2 และ 3 เป็น 96.43% 93.33% และ 100% 

ตามล าดับ เมื่อน าอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียจากท าการทดลองท้ัง 3 ซ้ า ไป

วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-Way Anova) และทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดย

วิธี Post Hoc Tests เพื่อทดสอบความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรีย โดยใช้ปัจจัยจาก

จ านวนเซอร์คาเรีย (100, 200 และ 400) พบว่า การทดลองครั้งท่ี 1 กลุ่มติดเช้ือ 100 เซอร์คาเรีย มี

ความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกับกลุ่มติดเช้ือ 200 และ 400 เซอร์คาเรีย อย่าง
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มีนัยส าคัญทางสถิติ ท่ีระดับ 0.05 (P=0.000) และกลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย และ 400 เซอร์คา

เรีย พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.164) ในการทดลองครั้งท่ี 2 กลุ่มติดเช้ือ 

100 เซอร์คาเรีย และ 200 เซอร์คาเรีย พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.198) 

ส่วนในกลุ่มติดเช้ือ 400 กับ 100 เซอร์คาเรีย และกลุ่มติดเช้ือ 400 กับ 200 เซอร์คาเรีย มี

ความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 

(P=0.000) และการทดลองครั้งท่ี 3 กลุ่มติดเช้ือ 100 และ 200 เซอร์คาเรีย พบว่าไม่มีความแตกต่าง

กันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.111) ส่วนในกลุ่มติดเช้ือ 400 กับ 100 เซอร์คาเรีย และกลุ่มติดเช้ือ 

400 กับ 200 เซอร์คาเรีย มีความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ

ทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.000) เมื่อวิเคราะห์อัตราการติดเช้ือท้ัง 3 ซ้ าการทดลองรวมกัน พบว่า

กลุ่มติดเช้ือ 3 กลุ่ม (100, 200 และ 400 เซอร์คาเรีย) มีความสามารถในการติดเช้ือตัวอ่อนเมตาเซอร์

คาเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.000)  

จ านวนปลาท่ีติดเช้ือในอวัยวะต่างๆท่ีตรวจสอบ ได้แก่ เหงือก, ครีบอก (เนื้อใต้ครีบอก), ครีบ

ท้อง (เนื้อใต้ครีบท้อง), ครีบหลัง (เนื้อใต้ครีบหลัง), ครีบหาง, เกล็ด และเนื้อกลางตัว จากปลาท่ีติด

เช้ือ 200 ตัว พบว่าบริเวณครีบหางติดเช้ือมากท่ีสุด 183 ตัว (91.50%) ตามด้วยบริเวณครีบหลัง 140 

ตัว (70.00%) ครีบท้อง 88 ตัว (44.00%) และครีบอก 49 ตัว (24.50%) และพบว่าบริเวณเนื้อใต้

ครีบอกน้อยท่ีสุดเพียง 9 ตัว (4.50%) (ตารางท่ี 4, รูปท่ี 16) 
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รูปท่ี 16 อัตราการติดเช้ือตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini ในแต่ละส่วน 
ของปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus 

 

รูปท่ี 17 จ านวนเมตาเซอร์คาเรียเฉล่ียในส่วนต่างๆของปลาตะเพียนขาว Barbonymus gonionotus 
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รูปท่ี 18 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini ท่ีพบในหางปลาตะเพียขาว  
Barbonymus gonionotus 
(mc: metacercaria) 

mc 

mc 
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4. การเจริญพัฒนารูปร่างลักษณะของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียที่พบในอวัยวะต่างๆของปลา

ในแต่ละสัปดาห ์

ผลการเจริญของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย ตรวจสอบจากจ านวนตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์

คาเรียและรูปร่างของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยดูจากขนาดและการพัฒนา

อวัยวะภายในของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย (ตารางท่ี 5-6) 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 1 (7 วัน)  เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 169.2 x 

138.2 µm ผนังหนา 1.93 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst ขนาด 322.7 x 87.8 µm 

(n=10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ พบว่ายังสามารถมองเห็น eye spots ท่ีพบใน

ระยะเซอร์คาเรีย พบว่าเมตาเซอร์คาเรียจะมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่ค่อนข้างหนา เริ่มเห็นอวัยวะ

ภายในต่างๆ oral sucker มีขนาด 31.9 x 28.1 µm ventral sucker มีขนาด 35.3 x 31.5 µm  

excretory bladder มีขนาด 73.3 x 53.9 µm และ intestine แต่ยังเห็นอวัยวะไม่ชัดเจน แสดงว่า 

ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 1 ยังเจริญพัฒนาไม่ดี (รูปท่ี 19) 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 2 (14 วัน) เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 186.4 x 

153.2 µm ผนังหนา 2.01 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst มีขนาด 417.7 x 115.6 µm 

(n=10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ พบว่าเมตาเซอร์คาเรียยังสามารถมองเห็น eye 

spots บ้าง และเมตาเซอร์คาเรียยังคงมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่ เห็นอวัยวะภายในต่างๆ ค่อนข้าง

ชัดเจน คือ oral sucker มีขนาด 49.1 x 45.1 µm ventral sucker มีขนาด 53.3 x 49.1 µm 

excretory bladder มีขนาด 90 x 64.9 µm และ intestine ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์

ท่ี 2 สามารถเห็นอวัยวะต่างๆ ได้ชัดเจน ตัวอ่อนภายใน cyst มีการเคล่ือนไหวไปมา แสดงว่าตัวอ่อน

ระยะเมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 2 เจริญพัฒนาค่อนข้างดี (รูปท่ี 20) 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 3 (21 วัน)  เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 192.4 x 

164 µm ผนังหนา 2.04 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst มีขนาด 426.5 x 118.3 µm 

(n=10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ พบว่าเมตาเซอร์คาเรียยังสามารถมองเห็น eye 

spots บ้างแต่น้อย และเมตาเซอร์คาเรียยังคงมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่ เห็นอวัยวะภายในต่างๆ 

ชัดเจน คือ oral sucker มีขนาด 55.5 x 51.1 µm ventral sucker มีขนาด 57.1 x 53.6 µm 

excretory bladder มีขนาด 100 x 70.1 µm และ intestine ตัวอ่อนภายใน cyst มีการเคล่ือนไหว

ไปมา แสดงว่าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 3 มีการเจริญพัฒนาค่อนข้างดี (รูปท่ี 21) 



 48 
 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 4 (28) เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 207 x 173.7 

µm ผนังหนา 2.09 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst มีขนาด 428.8 x 120.6 µm (n=

10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ เมตาเซอร์คาเรียจะไม่พบ eye spots เมตาเซอร์

คาเรียยังคงมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่เล็กน้อย เห็นอวัยวะภายในต่างๆ ชัดเจน คือ oral sucker มี

ขนาด 53.3 x 49.6 µm  ventral sucker มีขนาด 57.6 x 53.8 µm excretory bladder มีขนาด 

104.2 x 75.6 µm และ intestine ตัวอ่อนภายใน cyst มีการเคล่ือนไหวไปมา แสดงว่า ตัวอ่อนระยะ

เมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 4 มีการเจริญพัฒนาค่อนข้างดี (รูปท่ี 22) 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 5 (35 วัน) เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 227.5 x 

184.3 µm ผนังหนา 2.11 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst มีขนาด 459 x 127.8 µm 

(n=10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ เมตาเซอร์คาเรียจะไม่พบ eye spots เมตา

เซอร์คาเรียยังคงมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่เล็กน้อย เห็นอวัยวะภายในต่างๆ ชัดเจน คือ oral sucker มี

ขนาด 57.6 x 52.8 µm ventral sucker มีขนาด 60.2 x 56.5 µm excretory bladder มีขนาด 

105.4 x 72.8 µm และ intestine ตัวอ่อนภายใน cyst มีการเคล่ือนไหวไปมา แสดงว่าตัวอ่อนระยะ

เมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 5 มีการเจริญพัฒนาค่อนข้างดี (รูปท่ี 23) 

ผลการทดลองในสัปดาห์ท่ี 6 (42 วัน)  เมตาเซอร์คาเรียใน cyst มีขนาดประมาณ 238.6 x 

216.1 µm ผนังหนา 2.12 µm และเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกมาจาก cyst มีขนาด 488.7 x 137.5 µm 

(n=10) เมื่อสังเกตอวัยวะภายในผ่านกล้องจุลทรรศน์ เมตาเซอร์คาเรียจะไม่พบ eye spots เมตา

เซอร์คาเรียยังคงมีเนื้อเยื่อของปลาหุ้มอยู่เล็กน้อย เห็นอวัยวะภายในต่างๆ ชัดเจน คือ oral sucker มี

ขนาด 60.8 x 56.3 µm ventral sucker มีขนาด 70.3 x 63.6 µm excretory bladder มีขนาด 

127.7 x 82.6 µm และ intestine ตัวอ่อนภายใน cyst มีการเคล่ือนไหวไปมา แสดงว่าตัวอ่อนระยะ

เมตาเซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 6 มีการเจริญพัฒนาค่อนข้างดี (รูปท่ี 24) 

เมื่อน าขนาดตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst ในแต่ละสัปดาห์ ไปค านวณทางสถิติ 

โดยใช้ค าส่ัง Past Hop Test ใน One-Way Anova พบว่าขนาดความยาวของตัวอ่อนเมตาเซอร์

คาเรียสัปดาห์ท่ี 1 มีค่าทางสถิติท่ีระดับ P < 0.000 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ขนาดความยาวในสัปดาห์ท่ี1 มี

ความแตกต่างกับทุกสัปดาห์อย่างมีนัยส าคัญซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลจากกราฟค่า mean ขนาดความ

ยาวของตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst ในแต่ละสัปดาห์ พบว่าสัปดาห์ท่ี 1 มีค่า mean 

น้อยท่ีสุด  
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ตารางท่ี 5 ขนาดความกว้าง ความยาว และความหนาของผนังของเมตาเซอร์คาเรียในแต่ละสัปดาห์  
 (หน่วย µm, ค่าเฉล่ียจ านวน 10 ตัว)  

สัปดาห์ กว้าง cyst  
(�̅� ± S.D.) 

ยาว cyst  
(�̅� ± S.D.) 

กว้าง body  
(�̅� ± S.D.) 

ยาว body  
(�̅� ± S.D.) 

ผนัง cyst  
(�̅� ± S.D.) 

1 
120 - 176  

(138.7 ± 15.78) 
150 - 195 

 (169.2 ± 15.58) 
77 – 105 

(87.8 ± 7.80) 
260 – 365 

(322.7 ± 33.48) 
1.5 – 2.2 

(1.93 ± 0.25) 

2 
130 - 180 

(153.2 ± 17.06) 
145 - 200 

 (186.4 ± 16.95) 
100 – 128 

(115.6 ± 10.41) 
360 – 455 

(417.7 ± 27.28) 
1.8 – 2.2 

(2.01 ± 0.15) 

3 
150 - 180 

(164 ± 12.43) 
170 - 210 

 (192.4 ± 13.50) 
105 – 130 

(118.3 ± 6.24) 
365 – 465 

(426.5 ± 35.67) 
1.85 – 2.5 

(2.04 ± 0.18) 

4 
150 - 200 

(173.7 ± 18.74) 
180 - 225 

 (207 ± 13.58) 
110 – 138 

(120.6 ± 7.57) 
360 – 485 

(428.8 ± 45.30) 
1.8 – 2.5 

(2.09 ± 0.22) 

5 
151 - 220 

(184.3 ± 22.85) 
190 - 250 

 (227.5 ± 13.58) 
110 – 160 

(127.8 ± 14.51) 
390 – 505 

(459 ± 34.95) 
1.9 – 2.5 

(2.11 ± 0.22) 

6 
210 - 236 

(216.1 ± 15.34) 
210 - 270 

 (238.6 ± 22.92) 
115 – 175 

(137.5 ± 19.90) 
430 – 525 

(488.7± 29.24) 
1.5 – 2.5 

(2.12 ± 0.23) 
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ตารางท่ี 6 ขนาดตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และ อวัยวะต่างๆในแต่ละสัปดาห์  
 (หน่วย µm, ค่าเฉล่ีย จ านวน 10 ตัว)  

สัปดาห์ ค่าเฉลี่ยของขนาดเมตาเซอร์คาเรียที่ออกจากถุง cyst และ อวัยวะต่างๆ (�̅� ± S.D) (µm) 
ยาว b กว้าง b ยาว os กว้าง os ยาว vs กว้าง vs ยาว eb กว้าง eb 

1 
322.7 87.8 31.9 28.1 35.3 31.5 73.3 53.9 

±33.477 ±7.800 ±3.143 ±2.424 ±0.949 ±1.509 ±8.028 ±9.036 

2 
417.7 115.6 49.1 45.1 53.3 49.1 90 64.9 

±27.277 ±10.405 ±6.887 ±6.855 ±7.364 ±8.399 ±10.635 ±10.492 

3 
426.5 118.3 52.3 47.3 57.1 53.6 100 70.1 

±35.672 ±6.237 ±3.020 ±4.473 ±2.330 ±3.718 ±13.283 ±10.397 

4 
428.8 120.6 53.3 49.6 57.6 53.8 104.2 75.6 

±45.300 ±7.575 ±4.191 ±6.275 ±4.006 ±4.442 ±9.682 ±12.712 

5 
459 127.8 57.6 52.8 60.2 56.5 105.4 72.8 

±34.944 ±14.513 ±5.168 ±6.427 ±5.613 ±5.562 ±14.238 ±12.408 

6 
488.7 137.5 60.8 56.3 70.3 63.6 127.7 82.6 

±29.235 ±19.896 ±2.486 ±3.653 ±3.887 ±4.169 ±17.017 ±15.493 

(b: body, os: oral sucker, vs: ventral sucker, eb: excretory bladder) 
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รูปท่ี 19 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 1 สัปดาห์  

(scale =100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral sucker, 

i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 

 a, b, c, d: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 
 e:  ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และย้อมสี 0.5% neutral red 
 f: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst 
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 รูปท่ี 20 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 2 สัปดาห ์ 

(scale = 100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral 
sucker, p: pharynx, i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 
 a, b, c: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 

 d: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และย้อมสี 0.5% neutral red 

 e: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst 
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รูปท่ี 21 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 3 สัปดาห์  

(scale = 100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral 

sucker, p: pharynx, i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 

 a, b, c, d: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 

 e, f, g: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และย้อมสี 0.5% neutral red 
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รูปท่ี 22 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 4 สัปดาห์ 

(scale = 100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral 

sucker, p: pharynx, i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 

a, b, c: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 

d, e, f: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และย้อมสี 0.5% neutral red 
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รูปท่ี 23 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 5 สัปดาห์ 

(scale = 100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral 

sucker, p: pharynx, i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 

a, b, c: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 

d, f: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst และย้อมสี 0.5% neutral red 
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รูปท่ี 24 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini จากการทดลอง อายุ 6 สัปดาห์ 

(scale = 100 µm) (w: cyst wall, es: eye spots, os: oral sucker, vs: ventral 

sucker, p: pharynx, i: intestine, eb: excretory bladder, fb: fish fiber) 

a, c: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst 

b: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียถุง cyst ย้อมสี 0. 5% neutral red 

d, e, f: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst ย้อมสี 0. 5% neutral red 
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รูปท่ี 25 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini ภายในถุง cyst 1 - 6 สัปดาห ์
(scale = 100 µm) 
w1: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 1 สัปดาห์, w2: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 2 สัปดาห์ 

w3: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 3 สัปดาห์, w4: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 4 สัปดาห์ 

w5: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 5 สัปดาห์, w6: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 6 สัปดาห์ 

 

 
รูปท่ี 26 ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย Opisthorchis viverrini ออกจากถุง cyst 1- 6 สัปดาห ์ 
(scale = 100 µm) 
w1: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 1 สัปดาห์, w2: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 2 สัปดาห์ 

w3: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 3 สัปดาห์, w4: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 4 สัปดาห์ 

w5: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 5 สัปดาห์, w6: ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย อายุ 6 สัปดาห์ 
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บทที่ 5   

วิจารณ์ผลการศึกษาและสรุปผลการศึกษา 

 

1. การติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis viverrini ในปลาตะเพียนขาว  

การทดลองการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลาตะเพียนขาว B. gonionotus ซึ่งเป็น

โฮสต์กึ่งกลางอันดับสองของปรสิตท่ีก่อให้เกิดโรคในคนหรือสัตว์ ท าให้ทราบถึงความสามารถของ

ปรสิตท่ีจะเข้าติดเช้ือในตัวปลา ความหนาแน่นของเมตาเซอร์คาเรีย และบริเวณท่ีเช้ือเข้าฝังตัวมาก

ท่ีสุด โดยใช้ปัจจัยเป็นปริมาณเซอร์คาเรีย และดูการเจริญพัฒนารูปร่างลักษณะของตัวอ่อนระยะเมตา

เซอร์คาเรียท่ีพบในตัวปลาในแต่ละสัปดาห์ เพื่อน าไปใช้ในการคาดคะเนผลของการติดเช้ือและหา

แนวทางในการป้องกันความเส่ียงในการเกิดโรค ซึ่งพยาธิ O. viverrini ยังคงเป็นปัญหาท่ีส าคัญทาง

สาธารณสุขในหลายประเทศในทวีปเอเชีย โดยเฉพาะในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบการติดเช้ือ

พยาธิใบไม้ตับในกลุ่ม Opisthorchiidae สูง ซึ่งการติดเช้ือพยาธิในกลุ่มนี้เป็นสาเหตุหลักในการก่อ

โรค hepatobiliary และการ ติด เ ช้ือ เรื้ อ รั ง สามารถ เหนี่ ย วน า ให้ เกิ ด โ รคมะ เร็ ง ท่ อน้ า ดี  

(Cholangiocarcinoma, CCA) ในผู้ป่วยได้คนสามารถติดเช้ือพยาธิกลุ่มนี้ได้โดยบริโภคปลาดิบ หรือ

ปลาท่ีมีปนเป้ือนตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียโดยไม่ปรุงให้สุก เช่น ก้อยปลา ปลาร้า และ ปลา

ส้ม เป็นต้น (Kaewkes, 2003; Sithithaworn et al., 2012)  

การวิจัยครั้งนี้ ศึกษาอัตราการติดเช้ือของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในปลาตะเพียนขาว B. 

gonionotus โดยใช้ปัจจัยเป็นปริมาณเซอร์คาเรีย (กลุ่ม 100 , 200 และ 400 เซอร์คาเรีย) พบปลา

ตะเพียนขาวติดเช้ือท้ังหมด 200 ตัว จาก 241 ตัว คิดเป็น 82.99% และค่าเฉล่ีย 10.076 ± 9.268 เม

ตาเซอร์คาเรีย/ปลาท่ีติดเช้ือ 1 ตัว โดยแต่ละการทดลองท้ัง 3 ซ้ าจะพบการติดเช้ือสูงสุดในกลุ่มการ

ติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย คือ 96.43%, 93.33% และ 100% ในการทดลองครั้งท่ี 1, การทดลองครั้งท่ี 

2 และ การทดลองครั้งท่ี 3 ตามล าดับ ผลการศึกษาอัตราการติดเช้ือนี้สามารถวิเคราะห์ได้ว่าจ านวน

ของเซอร์คาเรียมีผลต่อความสามารถในการติดเช้ือ เช่นเดียวกับการวิจัยของ  Donthaisong et al., 

(2014) ท่ีได้ท าการทดลองใช้ปลาตะเพียนขาว B. gonionotus เพื่อศึกษาผลกระทบจากปริมาณเซอร์

คาเรีย (25-200 เซอร์คาเรีย) ท่ีเกี่ยวข้องกับความสามารถในการเข้าติดเช้ือของพยาธิใบไม้ O. 

viverrini จากการทดลอง พบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุดในกลุ่ม 200 แสดงให้เห็นว่า ปริมาณ
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เซอร์คาเรีย มีผลต่อความส าเร็จในการเข้าติดเช้ือของพยาธิภายในตัวปลา ซึ่งการใส่จ านวนเซอร์คาเรีย

มากก็จะมีโอกาสพบเช้ือเมตาเซอร์คาเรียในตัวปลามากกว่าการใส่เซอร์คาเรียน้อย และมีโอกาสก่อโรค

มากขึ้นตามไปด้วย เมื่อตรวจสอบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในตัวปลา พบค่าเฉล่ียจ านวนเมตาเซอร์

คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือมากท่ีสุดในกลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย (av.=16.74±10.54, av.=13.18±8.3 

และ av.=15±6.22 ในการทดลองครั้งท่ี 1, 2 และ 3 ตามล าดับ) และน้อยท่ีสุดในกลุ่มติดเช้ือ 100 

เซอร์คาเรีย (av.= 4.05±2.74, av.= 2.95±1.32 และ av.= 6.86±4.4 ในการทดลองครั้งท่ี1, 2 และ 

3 ตามล าดับ) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sohn et al. (2012) ซึ่งได้ท าการศึกษาการแพร่กระจาย

ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ในคนและปลา ในจังหวัด Kratie ประเทศกัมพูชา จากผลการศึกษา

พบว่า มีปลาติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini 19 ตัว จากปลาท้ังหมด 85 ตัว และได้จ านวน

เมตาเซอร์คาเรีย 367 เมตาเซอร์คาเรีย คิดเป็นค่าเฉล่ียจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือ คือ 

19 เมตาเซอร์คาเรียต่อปลา 1 ตัว และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Pinlaor et al. (2013) ซึ่งได้

ท าการศึกษาการแพร่กระจายพันธุ์และความอุดมสมบูรณ์ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิ

ใบไม้ตับ O. viverrini ในปลา cyprinid บริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย พบว่า

ค่าเฉล่ียจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือ คือ 0.01-6.5 เมตาเซอร์คาเรีย 

จากปลาท่ีติดเช้ือ 200 ตัว พบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุดบริเวณครีบหาง โดยคิดเป็น  

91.5 % (183 ตัว) รองลงมาเป็นครีบหลังและครีบท้อง คิดเป็น 70% (140 ตัว) และ 44.00% (88 

ตัว) และพบน้อยท่ีบริเวณเนื้อใต้ครีบอก 4.5% (9 ตัว) การพบตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียมากท่ี

ครีบหาง อาจเนื่องจากในขั้นตอนการทดลอง ได้น าปลาไปท าการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเซอร์

คาเรียไว้ในท่ีมืด ปลาอาจมีการเคล่ือนท่ีน้อย ท าให้เซอร์คาเรียสามารถไชเข้าไปฝังตัวในบริเวณครีบ

หางได้ง่ายกว่าบริเวณอื่น เนื่องจากครีบหาง (caudal fin) เป็นส่วนท่ีมีเนื้อเยื่อบางและมีขนาดพื้นท่ี

ค่อนข้างใหญ่กว่าส่วนอื่น ท าให้เซอร์คาเรียสามารถไชเข้าไปฝังตัวได้ง่ายกว่าส่วนอื่นๆของปลา 

เช่นเดียวกับการรายงานของ kaewkes (2003) พบว่าท่ีครีบหางมีการติดเช้ือหนาแน่นมากท่ีสุด โดย

พบมากท่ีบริเวณช่องว่างของเส้นหาง (fin ray) และเยื้อหุ้มระหว่างเส้นหาง จากงานวิจัยของ 

Donthaisong et al. (2016) ได้ศึกษาการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียเรีย O. viverrini ใน

ลูกปลา B. gonionotus อายุ 1 ถึง 64 วัน พบอัตราการติดเช้ือจะเพิ่มขึ้นตามขนาดและอายุของปลา 

พบว่ามีการติดเช้ือท่ีบริเวณล าตัวมากท่ีสุด เนื่องจากเป็นบริเวณท่ีใหญ่ท่ีสุดของปลาท่ีตัวอ่อนระยะ

เซอร์คาเรียไชเข้าไปฝังตัวมากกว่าส่วนอื่น และพบการติดเช้ือได้น้อยท่ีบริเวณครีบ เนื่องจากเนื้อเยื่อ
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ของลูกปลาบางมาก ท าให้เซอร์คาเรียท่ีไชเข้าท่ีบริเวณครีบจะทะลุผ่านเนื้อเยื่อของครีบ จึงเป็นผลให้ 

เซอร์คาเรียไม่สามารถเกาะติดและฝังตัวอยู่ท่ีบริเวณครีบปลาได้ งานวิจัยของ Scholz et al. (1990) 

ศึกษาการติดเช้ือพยาธิใบไม้ ในจังหวัด Vientian ของลาว พบว่า 36% ของจ านวนตัวอ่อนระยะเมตา

เซอร์คาเรีย O. viverrini ได้จากเนื้อปลา และ 13% พบในกล้าเนื้อครีบอก และจากงานวิจัยของ 

Manivong et al. (2009) ได้ศึกษาการติดเช้ือตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย O. viverrini ในปลา 

cyprinoid fish จาก 3 แม่น้ าในจังหวัด Khammoune ประเทศลาว พบว่าปลาท่ีติดเช้ือตัวอ่อนระยะ

เมตาเซอร์คาเรีย O. viverrini จะพบใน กล้ามเนื้อ 58%, ครีบ 28%, หัว 13% และอวัยวะภายใน 

2%  

2. การเจริญพัฒนาของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียที่พบในอวัยวะต่างๆของปลา 

การเจริญพัฒนารูปร่างลักษณะของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีพบในอวัยวะต่างๆของ

ปลาในแต่ละสัปดาห์ แสดงการพัฒนาขนาดรูปร่างของระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีมีขนาดความกว้าง x 

ความยาว และความหนาของผนังท่ีมีค่าเพิ่มขึ้น ซึ่งส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของพยาธิภายในตัวปลา 

และความสามารถท่ีจะเข้าติดเช้ือในคนต่อไปได้ จากการทดลองพบตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของ

พยาธิใบไม้ O. viverrini เริ่มมีการพัฒนาอวัยวะภายในของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียต้ังแต่

สัปดาห์ท่ี 1 แต่อวัยวะต่างๆ ยังเจริญพัฒนาไม่ดี และพบการพัฒนาอวัยวะภายของตัวอ่อนระยะเมตา

เซอร์คาเรียในสัปดาห์ท่ี 2 - 6 อวัยวะแต่ละส่วนมีการเจริญพัฒนาดี จะสังเกตเห็นอวัยวะต่างๆ ได้

อย่างชัดเจน ซึ่งส่งผลต่อความส าเร็จในการเข้าฝังในตัวปลา ความแข็งแรงในการอยู่รอด และการก่อ

โรคในคน ท้ังนี้อาจมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคตในการน าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียไปทดลองใน

หนูทดลองเพื่อดูความส าเร็จในการเข้าฝังตัวของตัวอ่อนพยาธิในแต่ละสัปดาห์ ซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Dennis (1973) และ Donthaisong et al. (2016) พบว่าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย

ของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini มีการเจริญพัฒนาต้ังแต่วันแรกไปจนถึงวันท่ี 9 และวันท่ี 11 หลังการ

ติดเช้ือในโฮสต์ ตามล าดับ แต่ยังไม่พัฒนาเป็นเมตาเซอร์คาเรียระยะติดต่อ อย่างไรก็ตามหลังการติด

เช้ือ 11 วัน ยังเกิดการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเมตาเซอร์คาเรียทุกวันเช่น การยืด หด บิด

ตัว ไปจนกว่าจะเข้าสู่เมตาเซอร์คาเรียระยะติดต่อ จากรายงานของ Kaewkes (2003) ได้รายงานไว้ว่า

ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini จะใช้เวลา 21 วัน ตัวอ่อนถึงจะอยู่ใน

ระยะติดต่อ (infective stage) ท่ีจะสามารถติดต่อสู่คนและสัตว์ได้ ซึ่งจากผลการทดลองของงานวิจัย

นี้พบว่าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียมีการพัฒนาเปล่ียนแปลงขนาดรูปร่างต้ังแต่สัปดาห์ท่ี 1 จนถึง
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สัปดาห์ท่ี 6 ซึ่งใกล้เคียงกับงานงานวิจัยของ Donthaisong et al. (2016) ซึ่งได้ศึกษาการพัฒนาของ

ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียท่ีได้จากการทดลองในปลาตะเพียนขาว ต้ังแต่เกิดการติดเช้ือไปจนถึง

วันท่ี 61 หลังการติดเช้ือ โดยสามารถแบ่งการพัฒนาของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย ได้ 4 ระยะ 

คือ (1) ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียมีลักษณะคล้ายหัวของตัวอ่อนระยะเซอร์คาเรีย พบใน 1 วัน (2) 

ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียมีเม็ดสีน้ าตาล มีผนังหนา และสามารถเห็น ventral sucker พบใน 3-

15 วัน (3) ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียเห็น oral sucker และ ventral sucker เป็นกล้ามเนื้อหนา

ขึ้น มี excretory bladder  สีเข้ม ตัวอ่อนมีการเคล่ือนไหว ตัวอ่อนมีการเคล่ือนไหว พบใน 20-50 

วัน (4) ระยะติดต่อ เห็น oral sucker และ ventral sucker ได้ชัด สามารถเห็น excretory bladder 

ไม่มี eye spots ตัวอ่อนมีการเคล่ือนไหวมาก พบใน 55 วัน  

และจากการทดลองยังพบ fibrous tissue ซึ่งเกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของ

ปลา เกิดแคปซูลสีขาวขนาดเล็กฟอร์มตัวล้อมรอบเมตาเมตาเซอร์คาเรีย โดยจากการสังเกตพบว่า 

fibrous tissue ในสัปดาห์ท่ี 1 และสัปดาห์ท่ี 2 จะมีความหนามาก และเมื่อเมตาเมตาเซอร์คาเรียมี

อายุเพิ่มขึ้นสังเกตได้ว่า fibrous tissue บางลงกว่าสัปดาห์ท่ี 1 และ 2 โดยงานวิจัยก่อนหน้าของ 

Donthaisong et al. (2016) พบว่า fibrous tissue มีความหนามากขึ้นตามอายุของเมตาเมตาเซอร์

คาเรีย และหยุดการเพิ่มขนาดของ fibrous tissue ในวันท่ี 9 หลังการติดเช้ือ ผลจากความแตกต่าง

ของ fibrous tissue นี้แสดงให้เห็นว่าควรมีการศึกษาถึงการสร้าง fibrous tissue ต่อไปในอนาคต 

3. จ าแนกชนิดพันธุ์ตัวออ่นระยะเมตาเซอร์คาเรีย ด้วยลักษณะทางชีวโมเลกุล 

จากการตรวจสอบชนิดพันธุ์ของตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย O. viverrini ด้วยเทคนิคทาง

ชีวโมเลกุล ท่ีต าแหน่งยีน cox1 พบว่าตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ท่ีได้จากการตรวจ

จากปลาตะเพียนขาว B. gonionotus ในการทดลอง PCR product มีขนาดประมาณ 380 bp 

เช่นเดียวกับพยาธิระยะตัวเต็มวัยของพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini และเมื่อน า DNA sequences จาก

ตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรีย ไปวิเคราะห์ Phylogenetic กับข้อมูล O. viverrini, O. lobatus 

และ C. sinensis ใน GenBank ด้วย พบว่า DNA sequences ของเมตาเซอร์คาเรีย อยู่ใน clade 

เดียวกับ ข้อมูล O. viverrini จึงกล่าวได้ว่างานวิจัยนี้เป็นการศึกษาตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรีย O. 

viverrini เนื่องมาจากมีการศึกษาของ Thaenkham et al. (2011) ได้รายงานการพบตัวอ่อนระยะเม

ตาเซอร์คาเรีย ของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis lobatus ซึ่งเป็นพยาธิใบไม้ในกลุ่ม Opisthorchiasis 

ในปลา Channa limbata ในจังหวัด Vientiane ประเทศลาว พบว่าลักษณะของตัวอ่อนระยะเมตา
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เซอร์คาเรียและตัวเต็มวัยของ O. lobatus คล้ายกับ O. viverrini และจากล าเบสใน Sequences 

DNA ท่ีได้จากยีน COI ของ O. lobatus และ O. viverrini ต่างกันเพียง 3.03%  

 

สรุปผลการศึกษา 

1. พบการติดเช้ือพยาธิใบไม้ O. viverrini ในปลาตะเพียนขาว B. gonionotus โดยใช้ปัจจัย

เป็นปริมาณเซอร์คาเรีย (กลุ่มติดเช้ือ 100, 200 และ 400 เซอร์คาเรีย) พบปลาตะเพียนขาวติดเช้ือ

ท้ังหมด 200 ตัว จาก 241 ตัว คิดเป็น 82.99% และจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือ คือ 10 

เมตาเซอร์คาเรียต่อปลา 1 ตัว โดยแต่ละกลุ่มการทดลองจะพบการติดเช้ือสูงสุดในกลุ่ม 400 เซอร์คา

เรีย คือ  96.43%, 93.33% และ 100% ในทดลองครั้งท่ี 1, การทดลองครั้งท่ี 2 และ การทดลองครั้ง

ท่ี 3 ตามล าดับ  พบค่าเฉล่ียจ านวนเมตาเซอร์คาเรียในปลาท่ีติดเช้ือมากท่ีสุดในกลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์

คาเรีย (av.=16.74±10.54, av.=13.18±8.3 และ av.=15±6.22 ในการทดลองครั้งท่ี 1, 2 และ 3 

ตามล าดับ) และน้อยท่ีสุดในกลุ่มติดเช้ือ 100 เซอร์คาเรีย (av.= 4.05±2.74, av.= 2.95±1.32 และ 

av.= 6.86±4.4 ในการทดลองครั้งท่ี1, 2 และ 3 ตามล าดับ) 

2. การติดเช้ือมากท่ีสุดบริเวณครีบหาง โดยคิดเป็น 91.5 % (183 ตัว) รองลงมาเป็น ครีบ

หลังและครีบท้อง คิดเป็น 70% (140 ตัว) และ 44.00% (88 ตัว) และพบน้อยที่บริเวณเนื้อใต้ครีบอก 

4.5% (9 ตัว)  

3. จากการทดลองท้ัง 3 ซ้ า พบค่าเฉล่ียจ านวนเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุดในกลุ่มติดเช้ือ 400 

เซอร์คาเรีย ตามมาด้วย กลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คาเรีย และ กลุ่มติดเช้ือ100 เซอร์คาเรีย ตามล าดับ 

แสดงให้เห็นว่า ปริมาณเซอร์คาเรียมีผลต่อความส าเร็จในการเข้าติดเช้ือในตัวปลา 

4. พบจ านวนเมตาเซอร์คาเรียมากท่ีสุดท่ีบริเวณ ครีบหาง (av.=5.32±4.83) ตามด้วย ครีบ

อก (av.=1.94±2.17) และครีบท้อง (av.= 0.89±1.36) น้อยท่ีสุดคือ เนื้อกลางตัว (av.=0.11±0.54) 

5. ตัวอ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิใบไม้ O. viverrini เริ่มมีการพัฒนาอวัยวะใน

สัปดาห์ท่ี 2 ซึ่งส่งผลต่อความส าเร็จในการเข้าฝังในตัวปลา ความแข็งแรงในการมีชีวิตรอด และการ

ก่อโรคในคนและสัตว์
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ผลวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองครั้งท่ี 1 วิเคราะห์ความแตกต่างของอัตราการติดเช้ือตัวอ่อน
พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์คาเรีย 

 

เมื่อน าอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์
คาเรียมาทดสอบความแตกต่างด้วยวิธี One way ANOVA พบว่าท้ัง 3 กลุ่ม มีอย่างน้อย 1 คู่ท่ีมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี 0.05 (P<0.05) 

 *. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดยวิธี Post Hoc Tests พบว่า การทดลองครั้งท่ี 1 กลุ่มมติดเช้ือ 
100 เซอร์คาเรียมีความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกับกลุ่มติดเช้ือ 200 เซอร์คา
เรีย และกลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.000) และกลุ่มท่ี
ใส่ 200 กับ 400 พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.164) 

 

 

ANOVA 
Metacercaria Ex1 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4328.337 2 2164.169 19.215 .000 
Within Groups 9461.065 84 112.632   
Total 13789.402 86    

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: meta 

 (I) group (J) 
group 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. 
Error 

Sig. 95% Confidence Interval 

 Lower Bound Upper Bound 

LSD 

100 
200 -12.51609* 2.76374 .000 -18.0121 -7.0201 

400 -16.46190* 2.78872 .000 -22.0076 -10.9162 

200 
100 12.51609* 2.76374 .000 7.0201 18.0121 

400 -3.94581 2.81183 .164 -9.5375 1.6458 

400 
100 16.46190* 2.78872 .000 10.9162 22.0076 

200 3.94581 2.81183 .164 -1.6458 9.5375 
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ผลวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองครั้งท่ี 2 วิเคราะห์ความแตกต่างของอัตราการติดเช้ือตัวอ่อน
พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์คาเรีย 

เมื่อน าอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 
เซอร์คาเรีย มาทดสอบความแตกต่างด้วยวิธี One way ANOVA พบว่าท้ัง 3 กลุ่ม มีอย่างน้อย 1 คู่ท่ี
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี 0.05 (P=0.05) 

 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: meta 

 (I) group (J) 
group 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

 
Lower Bound Upper 

Bound 

LSD 

100 
200 -1.99630 1.53926 .198 -5.0573 1.0647 

400 -10.33333* 1.49821 .000 -13.3127 -7.3540 

200 
100 1.99630 1.53926 .198 -1.0647 5.0573 

400 -8.33704* 1.53926 .000 -11.3980 -5.2760 

400 
100 10.33333* 1.49821 .000 7.3540 13.3127 

200 8.33704* 1.53926 .000 5.2760 11.3980 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดยวิธี Post Hoc Tests พบว่า การทดลองครั้งท่ี 2 กลุ่มติดเช้ือ 100 
เซอร์คาเรีย และ 200 เซอร์คาเรีย พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.198) ส่วน
ในกลุ่มท่ีกลุ่มติดเช้ือ 400 เซอร์คาเรีย กับ 100 เซอร์คาเรีย และกลุ่มติดเช้ือ 400 กับ 200 เซอร์คา
เรีย มีความสามารถในการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 
(P=0.000) 

ANOVA 
meta 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1788.828 2 894.414 26.565 .000 
Within Groups 2828.230 84 33.669   
Total 4617.057 86    
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ผลวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองครั้งท่ี 3 วิเคราะห์ความแตกต่างของอัตราการติดเช้ือตัวอ่อน
พยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์คาเรีย 

ANOVA 
meta 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 563.899 2 281.950 12.681 .000 
Within Groups 1422.967 64 22.234   
Total 1986.866 66    

เมื่อน าอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์
คาเรีย มาทดสอบความแตกต่างด้วยวิธี One way ANOVA พบว่าท้ัง 3 กลุ่ม มีอย่างน้อย 1 คู่ท่ีมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี 0.05 (P=0.05) 

 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: meta 

 (I) group (J) 
group 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

 Lower Bound Upper Bound 

LSD 

100 
200 -1.96667 1.21748 .111 -4.3989 .4655 

400 -9.96667* 1.97924 .000 -13.9207 -6.0127 

200 
100 1.96667 1.21748 .111 -.4655 4.3989 

400 -8.00000* 1.97924 .000 -11.9540 -4.0460 

400 
100 9.96667* 1.97924 .000 6.0127 13.9207 

200 8.00000* 1.97924 .000 4.0460 11.9540 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดยวิธี Post Hoc Tests พบว่า การทดลองครั้งท่ี 3 กลุ่มท่ีติดเช้ือ 
100 และ 200 พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.111) ส่วนในกลุ่มท่ีใส่เซอร์คา
เรีย 400 กับ 100 เซอร์คาเรีย และกลุ่มติดเช้ือ 400 กับ 200 เซอร์คาเรีย มีความสามารถในการติด
เช้ือเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.000) 
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ผลวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองรวม 3  วิเคราะห์ความแตกต่างของอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิ
ระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์คาเรีย 

ANOVA 
meta 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5755.846 2 2877.923 41.209 .000 
Within Groups 16621.465 238 69.838   
Total 22377.311 240    

เมื่อน าอัตราการติดเช้ือตัวอ่อนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียของกลุ่มติดเช้ือ 100 200 และ 400 เซอร์
คาเรีย มาทดสอบความแตกต่างด้วยวิธี One way ANOVA พบว่าท้ัง 3 กลุ่ม มีอย่างน้อย 1 คู่ท่ีมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี 0.05 (P=0.05) 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable: meta 

 (I) group (J) group Mean Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

 Lower Bound Upper Bound 

LSD 

100 
200 -5.58475* 1.26018 .000 -8.0673 -3.1022 

400 -12.33932* 1.36030 .000 -15.0191 -9.6596 

200 
100 5.58475* 1.26018 .000 3.1022 8.0673 

400 -6.75456* 1.37350 .000 -9.4603 -4.0488 

400 
100 12.33932* 1.36030 .000 9.6596 15.0191 

200 6.75456* 1.37350 .000 4.0488 9.4603 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

ทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดยวิธี Post Hoc Tests พบว่า กลุ่มติดเช้ือเซอร์คาเรียท้ัง 3 กลุ่ม 
(100, 200 และ 400 เซอร์คาเรีย) มีความสามารถในการติดเช้ือตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P=0.000) 
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ตารางแสดงความสัมพันธ์ระหว่างขนาดความยาวของตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst ใน

แต่ละสัปดาห์ โดยใช้ One-Way ANOVA 
ANOVA 

Body Hight   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 161513.533 5 32302.707 27.592 .000 
Within Groups 63218.800 54 1170.719   
Total 224732.333 59    

พบว่า ความยาวของตัวอ่อนเมตาเซอร์คาเรียท่ีออกจากถุง cyst ในแต่ละสัปดาห์ มีอย่างน้อย 1 คู่ท่ีมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ี 0.05 (P=0.05) 
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   BH   

 

(I) week (J) week 
Mean Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

 Lower Bound Upper Bound 

LSD week 1 week 2 -95.000* 15.302 .000 -125.68 -64.32 

week 3 -122.900* 15.302 .000 -153.58 -92.22 

week 4 -100.600* 15.302 .000 -131.28 -69.92 

week 5 -136.300* 15.302 .000 -166.98 -105.62 

week 6 -166.000* 15.302 .000 -196.68 -135.32 

week 2 week 1 95.000* 15.302 .000 64.32 125.68 

week 3 -27.900 15.302 .074 -58.58 2.78 

week 4 -5.600 15.302 .716 -36.28 25.08 

week 5 -41.300* 15.302 .009 -71.98 -10.62 

week 6 -71.000* 15.302 .000 -101.68 -40.32 

week 3 week 1 122.900* 15.302 .000 92.22 153.58 

week 2 27.900 15.302 .074 -2.78 58.58 

week 4 22.300 15.302 .151 -8.38 52.98 

week 5 -13.400 15.302 .385 -44.08 17.28 

week 6 -43.100* 15.302 .007 -73.78 -12.42 

week 4 week 1 100.600* 15.302 .000 69.92 131.28 

week 2 5.600 15.302 .716 -25.08 36.28 

week 3 -22.300 15.302 .151 -52.98 8.38 

week 5 -35.700* 15.302 .023 -66.38 -5.02 

week 6 -65.400* 15.302 .000 -96.08 -34.72 

week 5 week 1 136.300* 15.302 .000 105.62 166.98 

week 2 41.300* 15.302 .009 10.62 71.98 

week 3 13.400 15.302 .385 -17.28 44.08 

week 4 35.700* 15.302 .023 5.02 66.38 

week 6 -29.700 15.302 .057 -60.38 .98 

week 6 week 1 166.000* 15.302 .000 135.32 196.68 

week 2 71.000* 15.302 .000 40.32 101.68 

week 3 43.100* 15.302 .007 12.42 73.78 

week 4 65.400* 15.302 .000 34.72 96.08 

week 5 29.700 15.302 .057 -.98 60.38 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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ทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่โดยวิธี Post Hoc Tests พบว่า  
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรีย สัปดาห์ 1 มีความแตกต่างกับทุกสัปดาห์ (สัปดาห์ 2, 3 , 4, 5 และ 

6) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P<0.000)  
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรียสัปดาห์ 2 มึความแตกต่างกับสัปดาห์ท่ี 1 และ 6 นัยส าคัญทางสถิติ

ท่ีระดับ 0.05 (P<0.000) และสัปดาห์ท่ี 3, 4 และ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรียสัปดาห์ 3 มึความแตกต่างกับสัปดาห์ท่ี 1 และ 6 นัยส าคัญทางสถิติ

ท่ีระดับ 0.05 (P<0.000) และสัปดาห์ท่ี 2, 4 และ 5 ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรียสัปดาห์ 4 มึความแตกต่างกับสัปดาห์ท่ี 1 และ 6 นัยส าคัญทางสถิติ

ท่ีระดับ 0.05 (P<0.000) และสัปดาห์ท่ี 2, 3 และ 5 ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรียสัปดาห์ 5 มึความแตกต่างกับสัปดาห์ท่ี 1 4 และ 6 นัยส าคัญทาง

สถิติท่ีระดับ 0.05 (P<0.000) และสัปดาห์ท่ี 2 และ 3 ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
- ความยาวของเมตาเซอร์คาเรียสัปดาห์ 6 มีความแตกต่างกับทุกสัปดาห์ (สัปดาห์ 1, 2, 3 , 4 และ 

5 ) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 (P<0.000)  
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