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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

Brugia pahangi เปนหนอนพยาธิฟลาเรียชนิดหนึ่งในหลายชนิด ไดแก 
Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens และ Brugia malayi ที่สามารถพบไดทั้งในสัตวเลี้ยงและ
สัตวปาเชน เสือและชะมด (Laing et al., 1960) ทําใหเกิดโรค Lymphatic filariasis  แกสัตว
เหลานี้ สัตวที่ติดโรคจะมีการอักเสบและการขยายของตอมและทอนําน้ําเหลือง เชนสุนัขที่ติดพยาธิ 
B. pahangi จะเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรงและเร็วกวาในแมว (Schacher and Sahyoun, 1967) 
นอกจากนี้จากการทดลองของ Edeson และคณะ (1960a) พบวา B. pahangi  สามารถทําใหเกิด 
Tropical pulmonary eosinophilia (TPE) ในคนได โดย Palmier และคณะ (1985) ไดตรวจพบ
ผูปวย 1 ใน 9 คนที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi และ 7 ใน 9 คนพบวามี ไมโครฟลาเรียทั้ง B. 
pahangi และ B. malayi  จากการทําแผนเลือดและยอมสีฮีสโตเคมี Acid phosphatase ใน 
South Kalimantan (Borneo) ประเทศอินโดนีเซีย สําหรับการระบาดของพยาธิ B. pahangi ใน
สัตวของประเทศไทยไดมีรายงานการตรวจพบทั้งในแมวและสุนัข สุดจิตตและสุภัทร (2536) พบ
แมวที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi ที่เขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร สุวรรณีและสุดจิตต 
(2535) รายงานการพบไมโครฟลาเรียของ B. pahangi ในสุนัขจํานวน 10 ตัวจาก 240 ตัว (คิดเปน 
4.17%) ที่กรุงเทพมหานครและยังพบอุบัติการณของ B. pahangi เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เพียงแตยุงพาหะ
ของ       B. pahangi ในประเทศไทยยังไมทราบแนชัดวาเปนยุงชนิดใดบาง ดังนั้นการยืนยันวายุง
ชนิดใดสามารถเปนพาหะนําโรคของ B. pahangi ในธรรมชาติได จําเปนตองตรวจพบตัวออน
ระยะที่ 3 ในยุงชนิดนั้น 

การศึกษาการพัฒนาระยะของหนอนพยาธิในยุงเปนวิธีหนึ่งที่ทําใหทราบถึงชนิด
ของแมลงพาหะนําโรคตามธรรมชาติ (natural vector) และการระบาดของหนอนพยาธิในพื้นที่นั้น 
การศึกษาการเปนยุงพาหะนําโรคตามธรรมชาติกระทําโดยการชําแหละ (dissection) ยุงเพื่อ
ตรวจหาตัวออนหนอนพยาธิระยะที่ 3 หรือระยะติดตอภายใตกลองจุลทรรศน (Vezzani et al., 
2006) ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่ใชมาเปนเวลานานและตองใชผูเชี่ยวชาญในการตรวจวินิจฉัย เนื่องจากบาง
พื้นที่มีการระบาดของพยาธิฟลาเรียหลายชนิดรวมกันและยุงชนิดเดียวกันอาจเปนพาหะนํา
หนอนพยาธิไดหลายชนิดเชนยุง Mansonia spp., Armigeres spp. และ Aedes spp. ซึ่งเปนยุง
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นําโรคตามธรรมชาติของ B. pahangi แตยุงทั้ง 3 ชนิดนี้ก็สามารถนําหนอนพยาธิ B. malayi และ 
D. immitis  ไดเชนเดียวกัน (สุภัทร, 2531) 

ปจจุบันมีการนํ า เทคนิคทางอณูชี ววิทยามาใช ในการจํ าแนกชนิดของ
หนอนพยาธิฟลาเรียทั้งในโฮสตและในยุงพาหะ เนื่องจากมีความไวและความจําเพาะมากกวาการ
ตรวจหาตัวออนโดยการ dissection (Singh, 1997) ซึ่งเทคนิคที่นํามาใชเชน Polymerase  chain 
reaction (PCR) (Fischer et al., 2002) ซึ่งวิธีนี้สามารถตรวจพบตัวออนพยาธิ Brugia timori ไดใน
ยุงพาหะ แตไมสามารถจําแนกระยะของตัวออนได เนื่องจากยุงที่สามารถนําโรคไดจะตองเปนยงุทีม่ี
การพัฒนาถึงตัวออนระยะที่ 3 (ระยะติดตอ) เทานั้น ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงใชการตรวจหาท
รานสคริปของโทรโปนิน (Troponin) และ โทรโปไมโอซิน (Tropomyosin)  ที่แสดงออกเฉพาะในตัว
ออนระยะที่ 3 ของพยาธิ  B. pahangi ที่เจริญพัฒนาในยุงพาหะ ดวยเทคนิค RT-PCR ที่ดังแปลง
จาก Hunter และคณะ (1999) และทดสอบความจําเพาะของเทคนิคนี้กับพยาธิฟลาเรียชนิดอื่นๆ
ไดแก  D. immitis  และ  B. malayi 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อทดสอบความไวในการตรวจหาการแสดงออกของยนีในระดับทรานสคริป 

(mRNA) ของโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi 
ดวยเทคนิค RT-PCR  เปรียบเทียบกับการพัฒนารูปรางของตัวออนแตละระยะในยงุ 

2. เพื่อทดสอบความจาํเพาะในการตรวจหาการแสดงออกของยีนดงักลาวตอตัวออน
ระยะที ่1, 2 และ 3 ระหวางพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis ทีพ่ฒันาในยงุดวย
วิธี RT-PCR  

3. เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้ระหวางพยาธิB. pahangi, 
B. malayi และ D. immitis 

1.3  สมมตฐิานของการวจิัย 
1. ทรานสคริปของยีนโทรโปนนิ และโทรไมโอซิน มีความจาํเพาะตอตัวออนระยะที ่3 ของ

พยาธิ B. pahangi  เทานั้น 
2. เทคนิค RT-PCR สามารถนาํมาใชเปนวิธกีารตรวจหาตวัออนระยะที ่3 ในแมลงนําโรค

ของพยาธิ   B. pahangi ได 
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1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. เพื่อใชเทคนิค RT-PCR ในการทดสอบและตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและ

โทรโปไมโอซนิในตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi 
2. เพื่อใชทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินเปน molecular marker ของการ

ตรวจตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi ในยุงพาหะ 
3. เพื่อใชเทคนิคนี้ในการตรวจหายงุพาหะของโรคนี้ตามธรรมชาติ 

 
 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

2.1 หนอนพยาธ ิ Brugia  pahangi 

2.1.1 ลักษณะทั่วไป  

พยาธิ Brugia  spp. เปนพยาธิฟลาเรียที่จดัทางอนุกรมวธิานไดดังนี้  
  Phylum   Nemathelminthes 
   Class  Nematoda  

         Subclass  Secernentea 
         Order   Spirurida 
      Family   Filariidae 
       Genus  Brugia  

หนอนพยาธิ Brugia spp. เชน B. malayi, B. pahangi, B. patei, B. 
(Brugiella) buckleyi, B. ceylonensis, B. beaveri, B. tupaiae และ B. timori  กอใหเกิดโรคใน
สัตวหลายชนิด ในที่นี้ B. malayi และ B. timori    เปนหนอนพยาธิที่สามารถติดตอจากสัตวสูคน 
ทําใหเกิดโรคทางระบบน้ําเหลืองได (สุภัทร, 2531; Ash and Little, 1964; Brug, 1927; Buckley  
and Edeson, 1956; Buckley et al., 1958; Dissanaike  and  Paramananathan, 1961; 
Orihel, 1964; Orihel, 1966; Partono  et  al., 1977) 

หนอนพยาธิ B. pahangi   ที่พบในสุนัขและแมว  มีลักษณะทั่วไปคือ ตัวเต็มวัยมี
ลักษณะเรียวยาว   ผิวเรียบ  หนอนพยาธิตัวผู มีความยาวโดยเฉลี่ย 17.4 – 20 มม. หางขดงอ
คลายสปริง มี spicules สองอันที่มีขนาดไมเทากัน   สวนตัวเมีย มีความยาวระหวาง 38 – 63 มม. 
ข้ึนกับอายุของพยาธิตัวเมีย นอกจากนี้ยังมี vulva เปดออกทางดานหนาของลําตัวอีกดวย  
(Schacher, 1962b)  ตัวเต็มวัยจะอาศัยอยูที่ตอมน้ําเหลืองและทอนําน้ําเหลือง เมื่อตัวผูและตัว
เมียผสมพันธุแลว ตัวเมียจะออกลูกเปนตัวเรียกวา “ไมโครฟลาเรีย” (microfilaria) ปลอยออกจาก
ระบบน้ําเหลืองสูกระแสเลือดของสัตวที่ติดโรค (Mak, 1983; Schacher and  Sahyoun, 1967) 
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2.1.2 วงชวีิตของหนอนพยาธิ B. pahangi 

วงชีวิตของพยาธิ B. pahangi  เร่ิมจากยุงพาหะนําโรค ดูดเลือดโฮสตที่มีไมโครฟ
ลาเรียอยูในกระแสเลือด (รูปที่ 1)  ไมโครฟลาเรียเหลานี้จะเคลื่อนเขาสูกระเพาะอาหารของยุงและ
เร่ิมขบวนการพัฒนาตัวออนโดยออกจากชั้นหุมลําตัว (exsheathment) ภายในเวลา 5 นาที  
หลังจากยุงดูดเลือด ไมโครฟลาเรียที่ไมมีชั้นหุมลําตัวจะเคลื่อนที่ออกจากผนังกระเพาะอาหารไป
ยังกลามเนื้อชวงอกของยุง  (thoracic  muscle) (Esslinger, 1962) และเจริญพัฒนาไปเปนตัว
ออนระยะที่ 1 เรียกวา “sausage  larva”  คือมีลักษณะลําตัวอวน ส้ัน  มีการพัฒนาอวัยวะภายใน
เชน หลอดอาหาร (esophagus) สวนทายของทางเดินอาหารยืดยาวออก (rectal  protruding)  
ตัวออนในระยะนี้เคลื่อนไหวไดเล็กนอย ยกเวนสวนของตะขอที่มีลักษณะคลายหาง (Tail hook) ที่
เคลื่อนไหวไดในบางครั้ง  

ภายใน 4 –5 วัน ตัวออนระยะที่ 1 จะลอกคราบหนึ่งครั้งกลายเปนตัวออนระยะที่ 
2 ซึ่งมีความยาวและความกวางเพิ่มมากขึ้น มีการเพิ่มจํานวนของเซลลภายในลําตัวอยางรวดเร็ว
และมีการพัฒนาของอวัยวะภายใน เชน ชองปาก (oral opening) หลอดอาหารและลําไส 
(intestinal canal)  สวนหางหดสั้นลง  เคลื่อนไหวชาลง  ตอจากนั้นตัวออนระยะที่ 2 จะลอกคราบ
คร้ังที่ 2 เปนตัวออนระยะที่ 3 หรือตัวออนระยะติดตอ (infective  larva) ในวันที่ 7 – 8  ตัวออน
สวนใหญที่ลอกคราบแลวจะเคลื่อนที่ไปยังสวนหัวและสวนปาก (proboscis) ของยุง  และพัฒนา
เจริญเต็มที่ในวันที่ 11 – 12  ความยาวลําตัวของตัวออนระยะที่ 3 จะเพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่อง
ประมาณ 1.4 – 1.9 มม.  หลอดอาหารและทางเดินอาหารจะยาวขึ้น ไมปรากฏสวนของ rectal  
protrusion ปลายหางมี caudal  papillae ปรากฏขึ้น 3 อันและเคลื่อนไหวไดดี (Chungpivat, 
1989; Schacher, 1962a)  เมื่อยุงที่มีตัวออนระยะที่ 3 อาศัยอยูที่ proboscis  ดูดเลือดโฮสต  ตัว
ออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่ผานแผลยุงกัดหรือดูดเลือด (Ewert, 1967)  จากนั้นภายในเวลา 2 – 3 
ชั่วโมงตัวออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่เขาสูระบบน้ําเหลืองของโฮสตที่อยูใกลบริเวณกับแผลและ
เคลื่อนที่ไปยัง perinodal sinus ที่อยูใกลตอมน้ําเหลืองมากที่สุด หลังจากนั้นอีกประมาณ 20 วัน 
ตัวออนจะเคลื่อนยายกลับไปสูทอนําน้ําเหลือง (afferent  lymphatic duct) (Suswillo  et  al., 
1982) และอีกประมาณ 8 – 9 วันตัวออนระยะที่ 3 จะเจริญไปเปนตัวออนระยะที่ 4 และเปนตัว
เต็มวัยในที่สุด ประมาณวันที่  23 – 33   พยาธิตัวผูและตัวเมียจะเริ่มผสมพันธุในวันที่ 33 และเริ่ม
ปลอยไมโครฟลาเรียจากตัวเมียสูกระแสเลือดประมาณวันที่ 55 (Schacher, 1962b)  และพบไม
โครฟลาเรียของหนอนพยาธิในกระแสเลือดของโฮสต  ประมาณ 55 – 60 วัน  หลังจากถูกยุงดูด
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เลือด ไมโครฟลาเรียเหลานี้สามารถอยูในกระแสเลือดของโฮสตไดนานถึง 7–8 ป (Wilson and  
Ramachandran, 1971) 
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รูปที่ 1 วงชวีิตของหนอนพยาธิ B. pahangi 

2.1.3 การกอโรคของหนอนพยาธิ B. pahangi 

จากการทดลองพบวาตัวออนระยะที ่3 ของพยาธ ิB. pahangi  ในแมว  สามารถ
กอโรคจากการอักเสบของ afferent  sinus ของตอน้ําเหลืองที่ขาพับ (popliteal  lymph  node)  
ในวนัที ่14 – 15 หลังการรบัเชื้อตัวออนสวนหนึง่จะเคลือ่นที่ไปที่ afferent  lymphatic ducts  ทํา
ใหเกิด proliferation ของตอมน้ําเหลือง และมีการขยายใหญของทอน้ําเหลือง  หลังจากนั้นเกดิ
การบวมน้ําทีผ่นังทอน้าํเหลอืง เกิดการอุดตันของทอนําน้ําเหลือง เกิดเนื้อตายและขบวนการ 
fibrosis  (Rogers  and  Denham, 1974) 

มีรายงานพบวา B. pahangi สามารถเจริญไดในคน โดยการทดลองฉีดตัวออน
ระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi จํานวน 25 ตัวที่แยกไดจากยุงพาหะที่แขนซายของอาสาสมัครคน
หนึ่ง พบวา มีการขยายใหญของตอมน้ําเหลืองเกิดการอกัเสบแบบ lymphangitis ที่บริเวณแขนขาง
ซาย  เม็ดเลือดขาว eosinophil มีระดับสูงขึ้นในชวง prepatent  period  หลังจากนั้นพบไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดของอาสาสมัครผูนั้น  และพบวา ไมโครฟลาเรียสามารถเจริญพัฒนาไดในยุง 
และตัวออนสามารถเจริญพัฒนาเปนตวัเตม็วัยตอไปไดในแมว (Edeson et al., 1960a) 
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2.1.4  การแพรระบาดของหนอนพยาธิ B.  pahangi 

  รายงานการแพรระบาดของหนอนพยาธิ B. pahangi สําหรับในประเทศไทยนั้น 
พบทั้งในแมวและสุนัข โดยพบแมวที่ติดหนอนพยาธิ B. pahangi ตามบริเวณชานเมือง 
กรุงเทพมหานคร (พรรณจิตตและอรุณรัตน, 2528)   และเขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร โดยพบ
แมวที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi  จํานวน 21 ตัวจากแมวทั้งหมด 83 ตัว (คิดเปน 25.30 %)  
(สุดจิตตและสุภัทร, 2536) ที่ตําบล อิปนและตําบล ไทรขึง อําเภอ พระแสง จังหวัดสุราษฎรธานี 
พบแมวที่มีไมโครฟลาเรียจํานวน 4 ตัวจากแมวทั้งหมด 52 ตัว (คิดเปน 7.6%) (Nuchprayoon et 
al., 2006) ขณะที่มีบางรายงาน พบสุนัขที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi    2.01 % และสุนัขที่
มีไมโครฟลาเรียของ  B. pahangi  รวมกับ  D. immitis  1.82 % จากสุนัข 496 ตัว ในเขตตางๆ
ของกรุงเทพมหานคร  (สุวรรณีและสุดจิตต,  2535) 

2.2 หนอนพยาธฟิลาเรยีอื่นๆ 

2.2.1 หนอนพยาธิ Dirofilaria  immitis  

หนอนพยาธหิวัใจสุนัข หรือ D. immitis  เปนพยาธฟิลาเรียที่พบไดในสัตวตระกูล
สุนัขและแมว (คนมีโอกาสติดโรคนอยมาก, Abadie et al., 1965) ตัวเต็มวัยของพยาธหิัวใจมี
รูปรางเรียวยาว ตัวผูมีขนาด 12 –20 ซม. สวนหางขดงอ มี spicule 2 อัน ที่ความยาวไมเทากัน
และมี cloacal papillae  สวนตัวเมยีมขีนาด 25 – 31 ซม. หางตรงและทู ม ี vulva เปดออก
ทางดานสวนหนาบริเวณหลอดอาหาร ตัวเต็มวยัอาศัยอยูในหวัใจหองลางขวา หรือในบางครั้งอาจ
พบอยูใน Pulmonary  artery และ Posterior  vena  cava  ซึ่งตัวเต็มวัยเหลานี้กอทําใหเกิด
อันตรายตอสัตวเปนอยางมาก เนื่องจากหนอนพยาธิรบกวนระบบไหลเวยีนเลือด ระบบการทํางาน
ของหัวใจ และ ปอด นอกจากนีย้ังมีผลกระทบตอการทาํงานของไตดวย  โดยอาการทางคลนิิคอาจ
เปนแบบเรื้อรังหรือรุนแรง ทัง้นีข้ึ้นอยูกับจาํนวนหนอนพยาธิและระยะเวลาของการติดเชื้อ 
(Schaub and Rawlings, 1980; Chakrabarti and Chatterjee, 1982; Dalton et al., 1971)   

การติดตอของหนอนพยาธหิวัใจ หลงัจากที่ยงุดูดเลือดสุนัขที่มีไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือดเขาสูกระเพาะยงุแลว ในเวลาประมาณ 24 ชั่วโมงมักพบวาตัวออนเคลือ่นที่เขาไปยัง
ทอมัลพเิจียน (mulpigian  tube) เจริญและพัฒนาเปนตวัออนระยะที่ 1,  2 และ3  จากนัน้ตัวออน
ระยะที ่ 3 จะคลื่อนที่จากทอมัลพิเจียนเไปยังสวนปากยุง และอาศัยที่โพรงเลเบียมบริเวณปากจน
ติดตอไปสูโฮสตแท การเจรญิของตัวออนพยาธใินยงุ ใชเวลาประมาณ 15 วัน   
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ตัวออนระยะที่ 3 เมื่อเขาสูรางกายสัตวจะพัฒนาเปนตัวออนระยะที่ 4 ประมาณ 

6 – 8 เดือน จะพบตัวออนระยะที่ 5 ที่หัวใจขางขวา หรือที่เสนเลือดแดงพัลโมนารี และอีกประมาณ 
2 เดือนตัวออนจะเจริญเปนตัวเต็มวัยและสามารถผลิตไมโครฟลาเรียออกสูกระแสเลือด 
(Kartman, 1953; Lichtenfels et al., 1985)  

ปจจุบันโรคหนอนพยาธิหัวใจมีการระบาดทั่วโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่
อยูเขตรอนและเขตชิดรอน รวมทั้งประเทศไทย  ซึ่งมีหลายรายงานการศึกษาความชุกของโรค
พยาธิหัวใจ  โดยไดตรวจพบตัวเต็มวัยของพยาธิหัวใจในสุนัขจรจัดในพื้นที่ตางๆของ
กรุงเทพมหานครสูงถึงรอยละ24.6 (อาคม, 2524)  มีการตรวจพบไมโครฟลาเรียจากเลือดของสุนัข
เลี้ยงในจังหวัดสมุทรปราการสูงรอยละ 25.2  (สถาพร, 2533)  พบตัวเต็มวัยจากสุนัขเลี้ยงและ
สุนัขจรจัดในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล (อาคม, 2535) และในป 2000 - 2002 มีการสํารวจ
ผลการตรวจเลือดสุนัขจากหองทดลองที่รับบริการวินิจฉัยโรค 2 แหงพบการติดเชื้อของพยาธิหัวใจ
สุนัข 29.2 % และยังพบวาบริเวณที่มีจํานวนสุนัขที่พบการติดเชื้อมากคือ ฝงธนบุรี  หนองจอก  
มีนบุรี  และลาดกระบัง (Nithiuthai, 2003)  สําหรับการติดเชื้อในแมวเชน ที่ตําบลอิปนและตําบล
ไทรขึง อําเภอพระแสง สุราษฎรธานีพบแมวที่มีไมโครฟลาเรีย 1 ตัวจากแมวทั้งหมด 52 ตัว(คิดเปน 
1.9%) (Nuchprayoon et al., 2006) ดังไดกลาวแลวในหนา 7 โดยแมวและสุนัขที่อาศัยอยูใน
บริเวณเดียวกันสามารถพบอุบัติการควบคูกันไป แตในแมวจะเปนโรคนี้นอยกวาสุนัข 5 – 20 
เปอรเซ็นตของสุนัขที่เปนโรค (Brown et al., 1999) 

2.2.2  หนอนพยาธ ิ Brugia  malayi  

B. malayi  เปนหนอนพยาธิฟลาเรียที่สําคัญในคนกอใหเกิดโรคเทาชาง 
(Lymphatic  filariasis, elephantiasis) ตัวเต็มวัยของหนอนพยาธิจะอาศัยอยูในระบบน้ําเหลือง 
ทําใหเกิดการอักเสบของตอมน้ําเหลืองและทอน้ําเหลืองเชนเดียวกับในสัตว เกิดการคั่งของ
น้ําเหลืองที่บริเวณอวัยวะสวนปลายเชน แขนและขา การพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ B. 
malayi เปนแบบ Nocturnal  periodic  type (พบเฉพาะเวลากลางคืน) มีรายงานพบที่จังหวัด 
ชุมพร สุราษฏรธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา ยะลา นราธิวาส และปตตานี แต B. malayi ที่
พบนั้นเปนแบบไมมีรังเก็บโรคในสัตว สวนการพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ B. malayi 
แบบ Nocturnal  subperiodic  type  (พบเวลากลางคืนมากกวากลางวัน) จะพบที่ จังหวัด
นราธิวาส ชุมพร และนครศรีธรรมราช และมีรังโรคในแมว และ สุนัข สวน B. malayi ที่พบไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดแบบ Diurnal  periodic  type (พบเฉพาะเวลากลางวัน) จะพบพยาธิชนิดนี้ที่ 
จ. สุราษฎรธานี และมีรังโรคในสัตว โดยมียุงเปนพาหะนําโรคซึ่งตัวออนพยาธิระยะที่ 1, 2 และ 3 
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จะมีการเจริญและพัฒนาในกลามเนื้อบริเวณสวนอกของตัวยุง กอนที่จะเคลื่อนมายัง proboscis 
และติดตอสูโฮสต (Kim and Seo, 1968; Cross et al., 1980) 

2.3 ยุงพาหะนําโรคฟลารเิอซิส 

ยุงทีเ่ปนโฮสตกึ่งกลางตามธรรมชาติของ B. pahangi สําหรับในประเทศไทยยุง 
Mansonia spp.  Aedes spp. และ Armigeres spp. (สุภัทร, 2531) นับวาเปนพาหะนาํโรคฟลาริ
เอซิสที่สําคัญ การที่ยงุจะเปนแมลงนําโรคที่ดีของพยาธิ B. pahangi หรือไมนั้นขึน้อยูกับสกุล ชนิด
และสายพนัธุของยุง ทาํใหยุงแตละชนดิมีการรับและติดพยาธ ิ (susceptibility) ตอปรสิตที่
แตกตางกนั เชน Armigeres  obturbans และ Mansonia  annulata เปนยงุที่มปีระสิทธิภาพใน
การนาํพยาธิ B. pahangi  ไดดีมาก  Ae. aegypti  และ   Ma. uniformis  ตัวออนพยาธิสามารถ
เจริญพัฒนาเปนระยะติดตอไดบาง ขณะที ่Cx. quinquefasciatus มีการรับและติดพยาธ ิตอ B. 
pahangi ตํ่า (Choochote  et  al., 1986; Ewert, 1965a,b; Edeson  et  al., 1960b)  ยุงพาหะที่
นําพยาธ ิB. malayi คือ Anopheles spp. และ Mansonia spp. (สุภัทร, 2531)  Guptavanij และ
คณะ (1978) พบวายุง Ma. uniformis  ในจังหวัดปตตานี  และ Ma. bonneae และ Ma. dives 
ในจังหวัดนราธิวาสสามารถนําโรคไดตามธรรมชาติ 

สวนยงุพาหะของหนอนพยาธิหวัใจสุนัขมปีระมาณ 70 ชนิดทัว่โลก (Marquardt 
et al., 2000) ในหลายสกุล เชน Culex spp., Aedes spp., Armigeres spp., Anopheles spp. 
และ Mansonia spp. แตมีผูศึกษาเกีย่วกับชนดิของยุงที่เปนโฮสตกึ่งกลางของพยาธิหวัใจสนุัข
นอย เชน Surathint และคณะ (1985) พบวา Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera 
เปนยงุนาํโรคที่สําคัญในประเทศ  จากการสํารวจชนิดของยุงที่อําเภอเมือง จังหวดัเชียงใหมพบวา
ยุง  Cx. quinquefasciatus, Ae.  aegypti และ Ae.  albopictus  เปนยุงทีน่ําโรคไดในธรรมชาติ 
(Choochote et al., 1992) และในเขตพืน้ที่ชนบทของจังหวัดเชียงใหม พบวายงุ Ma. uniformis 
เปนยงุทีน่ําโรคไดในธรรมชาติ (Choochote et al., 1987)   

ยุง Ae. aegypti  ถูกนํามาเลี้ยงในหองทดลองเพื่อใชในการศึกษาตางๆ รวมถงึ
การศึกษาพยาธิฟลาเรียในยุงดวย  เชน มีการศึกษาความไวตอการติดหนอนพยาธิของยงุในการ
เปนแมลงนําโรค โดยพบ Ae. aegypti ทีม่ีอัตราการติดตัวออนระยะที ่3 ถึง 35 % ซึ่งยงุ 1 ตัวจะ
พบตัวออนระยะที ่3 เฉลี่ย 3.3 ตัว (Ewert  et al., 1987) และในยุง Ae. aegypti สามารถพบยงุที่
มีตัวออนพัฒนาจนกลายเปนตัวออนระยะที่ 3  95%  ขณะที่บางสายพันธุอาจไมพบตัวออนระยะ
ที่ 3 ในยงุเลยหรือพบประมาณ 2 % (RodrÍguez, 1973;  Ewert, 1965a)   
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การที่ยงุแตละชนิดมีความไวตอพยาธฟิลาเรียที่แตกตางกนั เปนปจจยัหนึ่งของ

การเปนพาหะนําโรค เนื่องจากสรีรวทิยาของยงุที่มีอวยัวะสาํหรับปองกันอนัตราย (mosquito  
armature)  ลักษณะเปนหนาม อยูที่สวนตนของทางเดินอาหาร ซึง่จะทําอนัตรายตอไมโครฟลาเรยี
ขณะถูกดูดผานสวนปากเขาสูภายในตัวยุง โดยมีอยู 2 สวนคือ cibarial armature และ 
pharyngeal  armature    ยุง Anopheles  spp. มี armature ทั้ง 2 สวน จึงสามารถทําลายไมโคร
ฟลาเรียไดต้ังแต 36 – 96% ขณะที่ยุง Culex  pipiens  fatigans มี armature ทั้ง 2 สวนแต 
cibarial  armature เจริญไมดีทําใหทาํลายไมโครฟลาเรียไดเพียง  6 % แตยุง Ma. uniformis  
และยุง  Aedes  spp.  มี  pharyngeal  armature เพียงอยางเดียว ซึง่ Aedes  spp.สามารถ
ทําลายไมโครฟลาเรียได 2 – 22 % (Bryan et al., 1974, Mcgreevy et  al., 1978)   

2.4 การปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 

ปรากฏการณของ  biting  cycle  ของยุงนาํโรคและการปรากฎตัวของไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือด (periodicity) ทําใหเกิดความสัมพันธที่สงผลตอการแพรระบาดของพยาธ ิ  
การที่ยงุมีชวงเวลาในการออกหากินชวงเดียวกับที่มีการปรากฎตัวของไมโครฟลาเรยีสูงสุด  จะทาํ
ใหยุงนําโรครับเชื้อไดมากทีสุ่ด โอกาสการแพรเชื้อจึงมมีากสุดดวย (สุภัทร, 2531)  จากการศึกษา 
microfilaria  periodicity ในแมวที่ติดพยาธิ      B. pahangi  ในกรุงเทพมหานคร  พบวา การ
ปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดแมวเปนแบบ Nocturnal  subperiodic โดยมีการ
ปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดสูงที่สุด คือ  23.16 น. (สุดจิตต และ สุภัทร, 2533)  
พยาธิ D. immitis มีการปรากฏตัวของไมโครฟลาเรียแบบ Nocturnal subperiodic (สุวรรณี และ 
สุดจิตต, 2534;Nogami et al., 2000) ขณะที่ B. malayi ที่พบในไทยมีการปรากฏตัวของไมโครฟ
ลาเรีย 3 แบบคือ 1) Nocturnal  periodic  type 2) Nocturnal  subperiodic  type   และ3) 
Diurnal  periodic  type นอกจากนี้การเจริญของปรสิตยังขึ้นกับอุณหภูมิของส่ิงแวดลอมดวย ใน
บรรยากาศเยน็การเจริญของตัวออนในยงุจะเปนไปไดชา ขณะที่ในเขตอากาศอบอุนหนอนพยาธิ
ปรสิตจะเจริญไดรวดเร็วกวา (RodrÍguez  and  Thompson, 1974)  

2.5 การตรวจวินิจฉัยโรคฟลาริเอซิส 

เนื่องจากพยาธิฟลาเรยีแตละชนิดจะมีรูปรางลักษณะของไมโครฟลาเรยีที่ถกู
ปลอยในกระแสเลือดคลายคลึงกันมาก เชน B. pahangi กับ B. malayi  และอาจพบการติดตอ
รวมกันของพยาธฟิลาเรียในโฮสตตัวเดียวกัน เชน การพบ B. pahangi รวมกับ D. immitis     
(สุวรรณี และ สุดจิตต, 2535)  การตรวจวินิจฉัยทีม่ีประสิทธิภาพจึงเปนสิ่งสาํคัญในการตรวจหา 
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และระบุชนิดของพยาธิฟลาเรีย วิธกีารตรวจวินิจฉัยพยาธิฟลาเรียในโฮสต  มีเปาหมายในการ
ตรวจแตกตางกัน คือ 1) ตรวจหาตวัปรสิตหรือหาผลติภัณฑของหนอนพยาธิ เชน circulating  
antigen หรือ สารพันธุกรรม DNA  2) ตรวจหาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่มีตอปรสิต 
(immune response)  3) ตรวจวินจิฉัยทางพยาธิคลนิิก Clinical pathology (Nutman, 2000)  

2.5.1 การตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 

การตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด  เปนเทคนิคที่นยิมใชในการตรวจ
วินิจฉัยในหองปฏิบัติการหรอืในคลินิกที่ตองการระบุชนดิหรือนับจํานวนของไมโครฟลาเรีย ดวย
การนาํเลือดไปทําเปนแผนเลือดหนาและแผนเลือดบาง จากนัน้ทําการยอมสีแผนเลอืดดวยสียิมซา 
3% (Sucharit  et  al., 1975)  นอกจากนีย้งัมีเทคนิคการจําแนกชนิดของไมโครฟลาเรียดังนี ้

2.5.1.1 การแยกชนิดไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิชนิดตางๆ 

จากการศึกษาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ   B. pahangi  พบวา การทํา
แผนเลือดแลวยอมสีทางฮีสโตเคมี สามารถแยกชนิดของไมโครฟลาเรยีของ B. pahangi  จาก
พยาธิฟลาเรียชนิดอื่นๆ ไดเนื่องจากการยอมสีทาง Acid  phosphatase  activity จะทําใหไมโครฟ
ลาเรียติดสีแดงชัดเจนบริเวณที่ม ี Acid  phosphatase  activity เกิดขึ้นคือบริเวณ amphids, 
excretory  vesicle, anal  vesical  และ phasmids  และลําตัวติดสีแดงทั้งตวั (สุดจิตตและ
สุวรรณี, 2543; Redington  et  al., 1975)  ขณะที่ไมโครฟลาเรียของ B. malayi จะติดสีแดงจางๆ
ที่บริเวณ amphids, excretory  vesicle, anal  vesical  และ phasmids  แตลําตัวไมติดสีแดง 
สวน D. immitis  ติดสีแดงเขมที่บริเวณ excretory  vesicle และ anal  vesical  (ตารางที ่1) 

  สําหรับ ไมโครฟลาเรีย B. pahangi ที่ไดจากการยอมสียมิซาจะมีความ
คลายคลึงกับ ไมโครฟลาเรียของ B. malayi มาก ทําใหตองแยกจากความยาวของ inner  body  
เทานั้น โดย  inner body ของ     B. pahangi จะมีความยาว 21.7 % ของความยาวลําตัวทั้งหมด 
(44 – 63 µm) และ ความยาว  inner body ของ B. malayi  เทากับ 13.8 % ของความยาวลําตัว
ทั้งหมด (24 – 35 µm) ขณะเดียวกนัสามารถแยกไมโครฟลาเรียของพยาธิ Brugia  และ D. 
immitis ออกจากกนัไดงาย เนื่องจากไมโครฟลาเรียของ D. immitis  ไมมี sheath  สวน cephalic 
space มีความยาวมากกวาความกวาง และภายในมีนวิเคลียสอยู 1 อัน (สุดจิตต และสุภัทร, 
2536; Sucharit  et  al., 1975; Sivanandam  and  Fredericks, 1966)  
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ตารางที่ 1  การแยกชนิดไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิ Brugia spp. และ Dirofilaria  spp. ที่ได

จากการยอมเอ็นไซม Acid Phosphatase  
B.  malayi 

 
B.  pahangi D.  immitis D.  repens 

 
อางอิง 

- ติดสีแดงบริเวณ 
amphids 
phasmids 
excretory vesicle 
anal vesicle 

- ติดสีแดงทั่วทั้งลําตัว 
- ติดสีแดงเขมบริเวณ 
amphids 
phasmids 
excretory vesicle 
anal vesicle 

- ติดสีแดงเขมบริเวณ 
excretory vesicle 
anal vesicle 
 

- ติดสีแดงบริเวณ 
Inner body 
anal vesicle 

Yen and Mak,
1978 

 

2.5.2 การแยกชนิดของตัวออนหนอนพยาธิฟลาเรยี 

การศึกษาระบาดวิทยาของ B. pahangi นอกจากทําการตรวจหาไมโครฟลาเรีย
จากโฮสตโดยตรงแลว  ยังสามารถทําการตรวจหาตัวออนพยาธิในยุงได  โดยการดักยุงจาก
ธรรมชาติ ทําใหสลบหยุดนิ่ง จากนั้นทําการชําแหละยุง และตรวจหาตัวออนพยาธิในตัวยุง 
เนื่องจากตัวออนของพยาธิฟลาเรียแตละชนิดและแตละระยะจะอาศัยอยูในอวัยวะของยุงที่
แตกตางกัน เชน ตัวออนของ B. pahangi   จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางเพื่ออาศัยในบริเวณ 
thoracic  muscle  (Esslinger, 1962)  โดยลักษณะรูปรางของตัวออนระยะที่ 1 และ 2 จะมี 
rectal  protrusion ขนาดเล็กกวาของ B. malayi  และอยูหางจากสวนทายลําตัวของตัวออน
มากกวา B. malayi  (รูปที่ 2) (Chungpivat, 1989; Beckett and Macdonald, 1971, 1972 )  
สําหรับตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi สามารถแยกจากพยาธิฟลาเรียชนิดอื่นโดยตรวจสอบ
จาก ความยาวและความกวางของลําตัว   anal ratio  และลักษณะรูปรางและตําแหนงของ 
caudal  papillae  

เมื่อเปรียบเทียบตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi กับ B. malayi  พบวา  B. 
pahangi  มีลําตัวเรียวยาวกวา B. malayi  และ anal ratio มีขนาดใหญกวา B. malayi  caudal 
papillae มีความคลายคลึงกันมาก ทําใหไมสามารถแยกลักษณะและตําแหนงของ caudal 
papillae จากพยาธิทั้งสองชนิดจากกลองจุลทรรศนแสงสวางกําลังขยายสูงได (ตารางที่ 2) 
(Chungpivat, 1989; Yen  et  al., 1982) ดังนั้นการตรวจหาตัวออนดวยวิธีนี้ตองใชผูที่มีความ
ชํานาญในการตรวจ เนื่องจากตัวออนของพยาธิฟลาเรียแตละชนิดในระยะเดียวกันมีลักษณะที่
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คลายกัน ประกอบกับหากมีตัวอยางจํานวนมากผูวินิจฉัยจึงใชเวลาในการตรวจนาน  ในปจจุบัน
จึงมีการพัฒนาการตรวจดวยวิธีอ่ืน เชน การตรวจหาตัวออนพยาธิฟลาเรียในยุงโดยใชเทคนิคทาง
อณูชีววิทยา เปนตน 

 

rectal plug 

B. malayi  

 

B. pahangi  

 
Day         5          7             9 

 

รูปที่ 2  ความแตกตางของ ractal  protrusion ระหวางตัวออนพยาธ ิB. malayi กับ B. pahangi  
(Beckett and Macdonald, 1971) 

 

 
B. pahangi B. malayi D.immitis D. repens 

 

รูปที่ 3  ความแตกตางของ caudal papillae ของตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิฟลาเรียชนิดตางๆ 
(Yen et al., 1982) 
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ตารางที่ 2  รูปรางลักษณะของตัวออนระยะที่ 3 ของหนอนพยาธฟิลาเรีย  (Yen et al., 1982) 

 

 B. pahangi B. malayi D. immitis D. repens 
ความยาว  (µm) 
ความกวาง  (µm) 
ความยาว/ head ratio 
หลอดอาหาร 
anal ratio 

1360  -  1850 
27.1 
13.06 
- 
4.01 

1220 – 1730 
29.86 
13.57 
- 
3.53 

820 – 1120 
25.94 
11.2 
มากกวา 300 µm 
1.99 

790 – 1020 
28.85 
10.4 
นอยกวา 300 µm 
1.94 

2.6 การแสดงออกของยีนและการสังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) 

ยีน เปนสายดีเอ็นเอที่สามารถถายทอดลักษณะทางกรรมพันธุของส่ิงมีชีวิตสูการ
สรางโปรตีน โดยประกอบดวยสวนที่มีการถอดรหัส (Transcribed region) และสวนที่ม ีPromotor 
และ Terminator  ซึ่งเปนสวนที่ไมเกิดการแสดงออกของยีน  การแสดงออกของยีนคอืการที่ดีเอน็เอ
ทําหนาทีเ่ปนแมพิมพสําหรบัการสังเคราะหอารเอ็นเอ ดวยกระบวนการถอดรหัส (Transcription)  
ถาอารเอน็เอที่สรางขึน้เปนอารเอ็นเอสงขาว (messenger RNA หรือ mRNA) จะถูกแปลรหสั 
(Translation) ใหเปนลําดับของกรดอะมิโนในการสรางโปรตีน  โดยการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอจะ
เกิดขึ้นในนิวเคลียส แตการแปลรหัสจะเกดิในไซโตพลาสม 

การทดลองนี้ใช mRNA ของยีน Troponin และ Tropomyosin เปน molecular 
marker เพื่อตรวจสอบระยะตัวออนของหนอนพยาธิ B. pahangi ที่พัฒนาอยูในยุงพาหะ การ
ประยุกตใชเทคนิคทางอณูชีววิทยานี้เปนการลดอุปสรรคและความยุงยากในการชําแหละยุงและ
เพื่อสงเสริมและยืนยันการตรวจและสํารวจการพัฒนาระยะในยุง ที่นําไปสูการสํารวจยุงที่เปน
พาหะตามธรรมชาติของหนอนพยาธิ B. pahangi ไดในกรุงเทพและเมืองใหญอ่ืนๆตอไป 

2.7 การตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค RT-PCR  โดยใชยีนที่จาํเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 ของ  
B. pahangi 

Actin และ Tropomyosin  เปนโปรตีนที่เปนองคประกอบของสายบาง (thin  
filament) ในกลามเนื้อ โดย Troponin เปนโปรตีนที่เกาะอยูบน actin (Kimura et al., 1987; 
Harris et al., 1977)  Troponin และ Tropomyosin มีหนาที่ในการควบคุมการหดตัวและการ
คลายตัวของกลามเนื้อ  ซึ่งจะพบไดที่ผนังลําตัวและทางเดินอาหาร  (Terami et al., 1999)  และ
จากการที่ตัวออนระยะที่ 3 เปนตัวออนระยะเดียวในยงุที่มทีางเดนิอาหารที่สมบูรณ (Schacher, 
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1962a) จึงพบการแสดงออกของยนี Tropomyosin และ Troponin ในตัวออนระยะที ่ 3 ในยุง  
(Hunter et al., 1999)  ในขณะที่ cuticular  collagen เปนสวนประกอบของผนงัลําตัวของพยาธิ
ทุกระยะ โดยเฉพาะในชวงระหวางทีพ่ยาธมิีการลอกคราบจะพบวามกีารแสดงออกของยีน 
collagen สูงที่สุด (Johnstone  and  Barry, 1996)  ดังนัน้จึงเลอืกยีน Tropomyosin และ
Troponin  มาใชเปน stage  specific  marker  ของการทดลองนี ้

Reverse  transcription  polymerase  chain  reaction (RT-PCR)  เปนเทคนิค
การเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมที่สนใจจากอารเอ็นเอแมแบบ  ประกอบดวย 2 ปฏิกิริยาคือ reverse  
transcription  เปนการสรางสายดีเอน็เอคูสม (complementary  DNA-cDNA) จากแมพมิพอาร
เอ็นเอ โดยอาศัยเอนไซม reverse  transcriptase (RT) และปฏิกิริยา PCR มาตรฐาน โดยใช 
cDNA ที่สรางขึ้นเปนแมพมิพทีจ่ําเพาะตอตัวออนระยะที ่ 3 (Hunter et al., 1999) ไดแกยีน 
Cuticular collagen,  Tropomyosin และ Troponin (ตารางที ่3) 
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ตารางที่  3  รายละเอยีดของขนาดและลาํดับเบสของยีนที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  

เมื่อเปรียบเทยีบกับ B. malayi (อางอิงจาก Hunter et al., 1999) 
ยีน รหัส 

Accession 
ขนาดของยีนที่
โคลนได/ขนาด
ของ Transcript 

ความคลึงกับยีน
อื่นๆ 

เปอรเซ็นตความคลายคลึง 

SJ1 
 
 

SJ5 
 
 

A 
 
 
 

C 
 
 
 
F 

AJ224966 
 
 

AJ224967 
 
 

AJ130821 
 
 
 

AJ224968 
 
 
 

AJ224969 

303/2.3 
 
 

404/1.84 
 
 

700/N.D. 
 
 
 

294/1.7 
 
 
 

436/2.0 

Tropomyosin 
 
 
Troponin 
 
 
24kDa 
secreted  
protein 
P22U 
P22U mRNA 
Collagen 12/13 
 
 
Collagen1 

B. malayi (EST L3)   AA585557  98% 
A. viteae (cds)          AF000607  86% 
T. colubriformis (cds) JO4669   80% 
B. malayi (cds)          AI234402  93% 
O. volvulus (EST L3)  AI205465 81% 
C. elegans (cds)        U44759   60%  
 
B. malayi  (cds L3)   AF072679  95% 
D. immitis (cds)        U29533     72% 
O. volvulus (cds)      U77675     70% 
B. malayi  (EST L3)   U80975     99% 
C. elegans (12) (cds) X51622   63% 
C. elegans (13) (cds) X51623   63% 
O. circumcincta (cds) X96732   63% 
B. malayi (EST L3)    AA280451 96% 
C. elegans (cds)       J01047     76% 

N.D., Not  determined. 
EST, expressed  sequence  tags; cds, coding  sequence. 

2.8 การตรวจหาตัวออนระยะที่ 3 ในยงุของพยาธ ิBrugia spp. 

การตรวจหาตวัออนระยะที่ 3 ในยุงสวนมากใชวธิีชําแหละยุงเพื่อตรวจหาตวัออน
เนื่องจากยุงจะมีความสามารถในการนาํโรคไดหรือไมนั้น ข้ึนกับความไวตอการติดโรคหนอนพยาธ ิ
Brugia และการเจริญพัฒนาของไมโครฟลาเรียจนถึงตวัออนระยะที ่3 ซึ่งเปนตัวออนระยะที่พรอม
จะติดตอสูโฮสตขณะที่ยุงเพศเมียดูดเลือดโฮสต ดังนัน้การตรวจหาพยาธ ิ Brugia โดยเฉพาะตวั
ออนระยะที่ 3 จงึเปนมูลเหตุจูงใจสาํคัญของงานวิจยันี ้ โดยจะใชการแสดงออกของยีนโทรโปนิน
และโทรโปไมโอซินในการตรวจหาทรานสคริปของยีนเหลานี้ในยุงที่ติดเชื้อหนอนพยาธิและใช
เทคนิค RT-PCR ในการตรวจวนิิจฉัย 

  



 บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

วิธีดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 4 ข้ันตอน ดังนี ้
3.1  การเตรียมแมวและสุนขัทดลองเพื่อใหไมโครฟลาเรยีแกยุง 
 3.1.1  แมวทดลอง 
 3.1.2  สุนัขทดลอง 
3.2  การเตรียมยุงทดลองเพื่อศึกษาตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B. pahangi และD. immitis  
 3.2.1  ยุงทดลอง 
 3.2.2  การเพาะเลี้ยงยงุทดลอง 
 3.2.3  การเตรียมตัวออนของหนอนพยาธฟิลาเรียในยงุ 
3.3  การทดลองเพื่อจําแนกระยะและชนิดของตัวออน 

3.3.1 ศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนระยะที ่ 1, 2 และ 3 ของพยาธิ           
B. pahangi กบั D. immitis ในยุงทดลอง  

3.3.2 ทดสอบปฏิกิ ริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานคริปช่ันกับทรานสคริป 
(mRNA) ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ        
B. pahangi  

  3.3.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซิน  
3.3.2.2 ทดสอบความจําเพาะของการตรวจหาทรานคริปของยีนโทรโปนินและโทรโป

ไมโอซิน  
3.3.2.2.1 ทดสอบความจําเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 
3.3.2.2.2 ทดสอบความจําเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ 

3.3.3   การวิเคราะหและประเมินผล 

3.1  การเตรยีมแมวและสุนัขทดลองเพื่อใหไมโครฟลาเรียแกยงุ 
3.1.1  แมวทดลอง 

 แมวทดลองทีม่ีไมโครฟลาเรยีของพยาธิ B. pahangi  ในกระแสเลือด จํานวน   2  
ตัว  นาํมาใชเปนตัวใหไมโครฟลาเรียแกยุง (donor) ซึ่งแมวที่ติดพยาธนิี้จะถกูเลีย้งไวที่หองเลีย้ง
สัตวทดลองทีม่ีการบุดวยมุงลวดรอบหอง 2 ชั้นเพื่อปองกันยุง ที่ชัน้ 5  อาคาร 60 ป  หนวยปรสิต
วิทยา  คณะ สัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ตั้งแตป พ.ศ. 2547 
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3.1.2  สุนัขทดลอง 
สุนัขทดลองทีม่ีไมโครฟลาเรยีของพยาธิ D. immitis  ในกระแสเลือด จํานวน  1  

ตัว นาํมาใชเปนตัวใหไมโครฟลาเรีย (donor) ซึ่งสุนัขที่ตดิพยาธนิี้จะถกูเลี้ยงไวทีห่องเลี้ยง
สัตวทดลอง ชั้น 5 อาคาร 60 ป หนวยปรสิตวิทยา คณะ สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั ตั้งแตป พ.ศ. 2545 

3.2  การเตรียมยงุทดลองเพื่อศึกษาตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B.  pahangi  และ             
D.  immitis 

3.2.1  ยุงทดลอง 

ยุงที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ ยุง Ae. aegypti (Thailand strain) ที่เพาะเลี้ยงไว
อยางตอเนื่อง ที่หองเลี้ยงยุงหนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ตั้งแตป พ.ศ. 2548 

3.2.2 การเพาะเลี้ยงยุงทดลอง 

3.2.2.1 หองสาํหรับเพาะเลีย้งยงุทดลอง 

หองสําหรับเพาะเลี้ยงยุงทดลอง (insectarium room) ที่หนวยปรสิตวิทยา คณะ
สัตวแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เปนหองที่มีมุงลวด มีกับดักยุง และประตูกั้น 2 ชั้น 
เพื่อปองกันการหลุดรอดของยุงทดลองออกสูส่ิงแวดลอม ควบคุมที่อุณหภูมิหอง ที่ 25 – 27 0C  
ความชื้นสัมพัทธ  80 – 90 %   

3.2.2.2 อุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงยุงระยะตัวออน ตัวกลางวัยและตัวเต็มวัย 
อุปกรณสําหรบัระยะตัวออน 
อุปกรณที่ใชในการเพาะเลีย้งยงุระยะตวัออนคือ ถาดพลาสติกขนาด 7x12x3 นิ้ว 

ตาขายสําหรับปดบนถาดพลาสติก  น้ําที่ใชในการเพาะเลีย้งตัวออนเปนน้ําที่ไมมีคลอรีน โดยจะกัก
น้ําทิ้งไวในถงัอยางนอย 1 วันกอนนาํมาใช 

อุปกรณสําหรบัระยะตัวกลางวยัและตวัเตม็วัย 
อุปกรณที่ใชเลี้ยงยงุระยะตวักลางวยั ไดแก ถวยพลาสติกทีม่ีเสนผาศนูยกลาง

ขนาด 5 นิ้ว  และปเปตพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร  สําหรับยุงตวัเต็มวัยมีอุปกรณในการเพาะเลีย้ง
คือกรงเลี้ยงยงุที่กรุดวยมุงลวด 4 ดานขนาด 32.5x33.5x32.5 เซนติเมตร (รูปภาคผนวกที ่ 1)   
กลองพลาสตกิแบบใสพรอมฝาปด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 นิ้ว ดานขางกลองเจาะรูขนาด
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เสนผาศนูยกลาง 2.5 เซนติเมตรจํานวน 1 รู สวนตรงกลางของฝาตดัออกใหเหลือแตขอบฝาและ
ผาโปรงสี่เหลีย่มจัตุรัสขนาด 7x7 นิ้ว   (รูปภาคผนวกที ่2) 

อุปกรณที่ใชเสร็จแลวทุกชิน้ตองนําไปตมหรือลวกดวยน้ํารอนกอนนํามาลางดวย
น้ําประปา เพือ่ปองกันไมใหไขและตัวออนของยุงทดลองไปเจริญในส่ิงแวดลอมภายนอก 

3.2.2.3 อาหารสําหรับเลี้ยงยุง 

อาหารสาํหรับเลี้ยงยงุตัวออนจะใชอาหารหนูบดละเอียดผสมกับตับหมูอบแหง
บด ปนใหเปนกอนเล็กๆใสลงในถาดพลาสติกทีม่ีตัวออนอยู สําหรับยุงตวัเต็มวัยจะเลีย้งดวย
น้ําหวาน (10% sugar solution) และวิตามินรวม   โดยการนําสาํลีทีพ่ันไมไวชบุน้ําหวานพอ
หมาดๆใสในขวดที่มนี้ําหวานอยู วางไวภายในกรง   เปลีย่นน้ําหวานและวิตามนิทุก ๆ 2 วัน                                          

3.2.2.4  วิธีการเพาะเลีย้งยุง Ae. aegypti (Thailand strain) 

ไขยุง Ae. aegypti  (Thaialnd strain) ที่อยูบนกระดาษกรอง ไดจากหนวยปรสิต
วิทยา นาํมาแชในน้ําที่ปราศจากคลอรีน ภายใน 1 ชั่วโมงตัวออนจะฟกออกมาจากไข  ทําการ
แยกตัวออนใสในถาดพลาสติกที่มนี้ําอยู 1.5 ลิตร ถาดละ 200 ตัว ใหอาหารทกุวนั ปดถาดเลีย้งตัว
ออนดวยตาขาย เปลีย่นน้ําวันเวนวันเพื่อปองกันไมใหน้าํเนาเสีย  เมื่อตัวออนลอกคราบครั้งสุดทาย
กลายเปนตัวกลางวยั ใชปเปตพลาสติกดดูตัวกลางวัยใสในถวยพลาสติกถวยละ 200 ตัว แลว
นําไปใสไวในกรงเลี้ยงยงุเพือ่ใหตัวกลางวยัฟกเปนยงุตัวเต็มวัยภายในกรง แตละกรงจะมยีุงตัวเต็ม
วัย 2000 ตัว  ใหน้ําหวาน (10% sugar solution)  และวิตามนิรวมเปนอาหาร  เมื่อยุงอายุ 3 – 5 
วันจงึนาํไปใชในการทดลองตอไป   

3.2.3  การเตรียมตัวออนของหนอนพยาธฟิลาเรียในยงุ 

นํายุงทดลองที่มีอายุ 3 – 5 วัน จากขอ 3.2.2.4 อดน้ําหวาน อยางนอย 6 ชั่วโมง 
อดอาหารและน้ําของสุนัขหรือแมวที่มีไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิอยางนอย 12 ชั่วโมงกอนการ
ทดลอง กอนใหยุงทดลองดูดเลือดนําสุนัขหรือแมวมาทําการตรวจสอบความหนาแนนของไมโครฟ
ลาเรีย (microfilaria density)  โดยสะกิดใบหูสัตวทดลองใหเปนแผลเล็กนอย แลวใช Sahli 
pipette ดูดเลือด 20 µl ทําฟลมเลือดหนา (three line thick smear) จํานวน 3 แผน รวม 60 µl 
เพื่อนับจํานวนไมโครฟลาเรียในกระเลือด จากนั้นทําใหสัตวสลบตามเทคนิคการวางยาสลบของ
มาริษศักร (2544)  วางตัวสัตวที่สลบแลวใหนอนตะแคงดานใดดานหนึ่งลงบนกรงเลี้ยงยุง ปลอย
ใหยุงดูดเลือดสัตวทดลองเปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง (รูปภาคผนวกที่ 3)  เล้ียงยุงดวยน้ําหวานและ
วิตามินรวมตลอดการทดลอง ยุงทั้งหมดจะถูกแบงใช 2 สวน คือ  
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สวนที่ 1   ดูดแยกยุงตัวเมียที่ดูดเลือดอิ่มเต็มที่(engorged female) ดวย aspirator ใสใน
กรงใหมกรงละ 2000 ตัว  ตั้งแตวันที่ 1 หลังยุงไดรับไมโครฟลาเรียดูดแยกยุงใสกลองพลาสติกวัน
ละ 2 กลอง ทุกวันเปนเวลานาน 14 วัน  กลองที่ 1 มียุง 30 ตัว ทําใหยุงสลบดวย ether นําไป
ชําแหละเพื่อตรวจนับจํานวนและศึกษาลักษณะของตัวออน กลองที่ 2 มียุง 100 ตัว นําไปทําให
สลบดวยความเย็นจัด กําจัดปกและขาออก แบงเก็บในหลอดทดลองหลอดละ 20 ตัว  เก็บในตู – 
80 องศาเซลเซียสเพื่อใชสําหรับการสกัด RNA  

สวนที่ 2  ดูดแยกยุงตัวเมียใสกลองพลาสติกวันละ 1 กลองๆละ 80 ตัว นําไปสกัด RNA 
(ขอ 3.3.2.1.1) ทุกวันเปนเวลานาน 14 วัน เมื่อครบ 14 วัน นํายุงที่เหลือในกรงทั้งหมดมาทํา 
mass dissection โดยการทําใหยุงสลบดวยความเย็นจัด นํายุงทั้งหมดใสในถุงพลาสติก แลวใช
หลอดแกวกดบดตัวยุงใหพอแตก ใส PBS (Phosphate  buffer saline) ลงในถุงยุงที่บดแลว  และ
กรองผานตะแกรง (รูปที่ภาคผนวกที่ 4) ลงในจานแกวขนาดใหญที่มี PBS แชตะแกรงไวในจาน
แกวปลอยทิ้งไว 1 ชั่วโมง ตัวออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่ออกมาจากตัวยุงและลอดผานตะแกรงลง
มาอยูในจานแกว ตรวจหาตัวออนระยะที่ 3 ดวยกลองจุลทรรศนสเตอริโอ แลวใชปเปตดูดเก็บตัว
ออนระยะที่ 3  ใสใน 1.5 microcentrifuge  tube หลอดละ 600 ตัว  นําตัวออนระยะที่ 3 นี้ไปสกัด 
RNA ในขั้นตอน 3.3.2.1.1 

3.3  การทดลองเพื่อการจําแนกระยะและชนิดของตัวออน 

3.3.1  ศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 3 ของพยาธิ B. 
pahangi กับ D. immitis ในยุงทดลอง  

3.3.1.1 การวดัขนาดและลักษณะรูปรางของตัวออน 
นํายุงจากขอ 3.2.3 ที่ดูดแยกใสกลองพลาสติก กลองที่ 1 จํานวน 30 ตัว ทําให

สลบดวย ether   กําจัดปกและขาของยุง และใช  dissecting needle ชําแหละยุงใตกลอง
จุลทรรศนสเตอริโอออกเปน 3 สวนคือสวนหัว อกและทอง  นํายุงแตละสวนวางลงใน normal 
saline แตละหยดบน แผนกระจกสไลด ชําแหละยุงแตละสวนตอ ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 
นําไปตรวจหาตัวออนดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (Compound light microscope)  ศึกษา
รูปรางลักษณะ บริเวณที่พบ นับจํานวนตัวออนที่พบ ถายรูป วาดรูปและวัดขนาดดวยกลอง
จุลทรรศนแสงสวางที่ติดตั้ง camera lucida บันทึกผลการทดลอง  

3.3.1.2 การยอมสียิมซาและการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase 
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นําตัวออนที่ตรวจพบไปยอมสี 3% ยิมซา นาน 45 นาทีและยอมสีทางฮีสโตเคมี 
Acid  phosphatase activity โดยใช Naphaol AS-TR Phosphate เปนสับสเตรท และ 
Pararosaniline hydrochloride (Sigma) เปนตัวยอมสีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นตามวิธีของ  Chungpivat 
(1989) (วิธียอมอยูในภาคผนวก) บันทึกผล ถายรูป ทําเชนนี้ทุกวันจนครบ 14 วัน โดยใชสไลดแผน
เลือดที่มีไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis  เปนตัวควบคุมการยอม
สียิมซาและปฏิกิริยาของ Acid phosphatase activity 

3.3.2 ทดสอบปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปชั่นกับทรานสคริป 
(mRNA) ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ 
B. pahangi   
3.3.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโป

ไมโอซิน  
การทดสอบความไวนั้นดําเนินการทดลองสองวิธี เพื่อหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด

เพื่อการตรวจหาทรานสคริปของยีน มีดังนี้ 
3.3.2.1.1 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปช่ันแบบขั้น  

เดียว (One  Step  RT-PCR)   

สกัด RNA ของยุงตัวเมียที่ดูดแยกมา 80 ตัวหลังจากยุงไดรับเชื้อทุกวันและสกัด
RNA จากตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 600 ตัว (ตามขอ 3.2.3 สวนที่ 2) โดยใช NucleoSpin®RNA II 
Kit (Macherey-Nagel, USA)  ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต  เก็บ RNA ไวที่อุณหภูมิ – 80  

องศาเซลเซียล 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมีดังตอไปนี้ ใช 10x RobusT™ Reaction Buffer 2.5 

ไมโครลิตร, MgCl2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, Forward primer 0.2 µM, Reverse primer 0.2 µM, 
M-MuLV Reverse Transcriptase, RNase H- 10 ยูนิต (5 units/µl), DyNAzyme™ EXT DNA 
Polymerase 1 ยูนิต (1 unit/µl), RNA 6 µl และ RNase free water รวมทั้งหมดใน 1 ปฏิกิริยา
เทากับ 50 µl negative control (Template free control) ที่ใชในการศึกษานี้คือ RNase free 
water และเมื่อผสมสารทั้งหมดใสในหลอด PCR แลว นําไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม  
โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  cDNA  synthesis: 37  องศาเซลเซียส 60 นาที 94 องศาเซลเซียส  2 นาที 
จํานวน 30 รอบของปฏิกิริยาโพลีเมอเรส  ประกอบดวย Denaturing step 94  องศาเซลเซียส 1
นาที Annealing step 40 องศาเซลเซียส/37  องศาเซลเซียส 1 นาที Extension step 72 องศา
เซลเซียส 3 นาที Final extension 72  องศาเซลเซียส 10 นาที แลวคงอุณหภูมิของผลิตภัณฑไวที่  
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4 องศาเซลเซียส นําผลิตภัณฑมาวิเคราะหดวยการทํา 2% agarose  gel  electrophoresis โดย
ใช ethidium bromide เปนสียอม และ TAE buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย 
100 โวลต นาน 60 นาที  นําผลิตภัณฑ PCR มาดูภายใตแสง ultraviolet  และถายรูปเก็บไว  
สําหรับไพรเมอรที่ใชในปฏิกิริยา PCR ถูกออกแบบมาใหจําเพาะตอยีนที่พบในตัวออนระยะที่ 3 
(Hunter et al., 1999) รายละเอียดการใชอุณหภูมิที่เหมาะสมกับข้ันตอน annealing step มีดังนี้ 
ตารางที่ 4 แสดงชนิดของไพรเมอรที่ใชในการทดสอบตรวจหาทรานสคริปของยีน  

ยีน ไพรเมอร  Tm 
°C 

Annea-
ling 

Temp 
°C 

ผลิต 
ภัณฑ 
PCR 
Bp 

TR1F 5’CTAAAGCAAAAATGGATGCGATCAAG3’ 59 40 Tropomyosin  
(AJ224966) TR3R 5’TCCAAATTAGTATTTGCAACAGC3’ 51 40 

226  

ER1F 5’ GATTGCATAGAGAGAATGGC 3’ 58 37 Troponin 
(AJ224967) ER3R 5’ GCTTCAGTTTGTTCAGCCGG 3’ 62 37 

221 

3.3.2.1.2 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปช่ันแบบ
สอง ข้ัน (Two  Step  RT-PCR)   

เมื่อเก็บตัวอยางครบ 14 วัน แบงยุงในหลอดทดลองที่เก็บไวที่ – 80 องศาเซลเซียส 
(ตามขอ 3.2.3 สวนที่ 1) ใสหลอดใหมหลอดละ 10 ตัวแชในไนโตรเจนเหลว 10 – 15 วินาที เพื่อให
งายตอการทําใหเซลลของยุงแตกแลว ใช pestle บดใหละเอียดกอนนําไปสกัด RNA  ดวย 
NucleoSpin®RNA II Kit หรือสกัด RNA โดยใช TRIzol ® Reagent (Invitrogen)  มีวิธีการดังนี้ 
เติม TRIzol 500 µl ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวน supernatant 
ใสในหลอดใหม วางหลอดไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เติม chloroform 100 
µl  เขยาดวยมือ 15 วินาทีและวางหลอดไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 องศาเซลเซียส 2 – 3 นาที กอน
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที  นาน 15 นาที  ดูดสารละลายสวนบนที่ใสไมมีสีใส
ในหลอดใหม  ตกตะกอนดวย isopropyl alcohol 250 µl  วางหลอดทิ้งไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 
องศาเซลเซียสและปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  ดูดสารละลายออก ลาง
ตะกอนดวย 75% ethanol  500 µl  นําไปปนเหวี่ยงที่ 7000 รอบตอนาทีนาน 5 นาที ตากตะกอน 
RNA ใหแหงที่อุณหภูมิหอง และละลาย RNA ใน RNase  free water 50 µl  และเติม RNase 
inhibitor 0.5 µl (20 units) แบงใสในหลอดๆละ 10 µl เก็บไวที่ – 80 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช
งาน  การปนเหวี่ยงทุกครั้งตองทําที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียสนํา RNA ที่สกัดจากวันที่ 1–14 
มาทํา Two Step RT-PCR โดยขั้นตอนที่ 1 เปนการสังเคราะห cDNA  และขั้นตอนที่ 2 เปนการ
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เพิ่มปริมาณ cDNA ดวยวิธี PCR  การสังเคราะห cDNA เร่ิมจากผสม M-MuLV Buffer 2 µl 
(ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 30 mM KCl, 8 mM MgCl2 และ 10 mM dithiothreitol 
(DTT)) กับ 0.5 mM dNTP, Random hexamer หรือ Oligo d(T)  1  µM, RNase  inhibitor 0.5 
µl (20 units), RNA 5 µl และ Rnase  free water รวม 18 µl  ใสในหลอด PCR แลวนําไปทําให
รอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  จากนั้นทําใหเย็นในน้ําแข็ง 5 นาที  กอนเติม M-
MuLV Reverse Transcriptase, RNase H-  20 units (200 units/µl)  และแชหลอดที่อุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เพื่อใหได cDNA รวม 20  µl 

ข้ันตอนที่ 2 เทคนิค PCR มีสวนประกอบคือ 10x Mg2+-free DyNAzyme™ EXT 
Buffer (ที่ความเขมขน 1x ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl (pH 9.0 at 25 °C), 15 mM (NH4)2SO4 
และ 0.1 % Triton X-100), MgCl2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, Forward  primer 0.4 µM, Reverse 
primer 0.4 µM , DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase  1 unit (1 units/µl), cDNA 5 µl และ 
RNase free water รวมทั้งหมดใน 1 ปฏิกิริยาเทากับ 25 µl negative control ที่ใชในการศึกษานี้
คือ RNase free water  positive control คือ cDNA ของ ตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  และ
เมื่อผสมสารทั้งหมดใสในหลอด PCR แลว นําไปเขาเครื่อง PCR  โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ จํานวน 30 
รอบของปฏิกิริยา ลูกโซโพลิเมอเรส มีดังนี้ Denaturing step 94   องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Annealing step 30 วินาที Extension step 72  องศาเซลเซียส 45 วินาที Final  extension 72   
องศาเซลเซียส 10 นาที และคงอุณหภูมิของผลิตภัณฑไวที่ 4 องศาเซลเซียส วิเคราะหผลิตภัณฑ 
PCR  ดวย 2% agarose gel electrophoresis  โดยใช  ethidium bromide เปนสียอม และ TAE 
buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 60 นาที  นําผลิตภัณฑ PCR 
มาตรวจดูภายใตแสง ultraviolet  และถายรูปเก็บไว 

3.3.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและ
โทรโปไมโอซนิ  

3.3.2.2.1 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 
การทดสอบความจําเพาะนี้ทั้งหนอนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis จะทํา

เหมือนกันทุกขั้นตอนดังนี้  เมื่อเก็บตัวอยางครบ 14 วัน  แบงยุงในหลอดทดลองที่เก็บไวในตู – 80 
องศาเซลเซียส ตามขอ 3.2.3 ใสหลอดใหมหลอดละ 10 ตัวแชในไนโตรเจนเหลว 10 – 15 วินาที 
เพื่อใหงายตอการทําใหเซลลของยุงแตกแลว ใช pestle บดใหละเอียดกอนนําไปสกัด RNA  ดวย 
NucleoSpin®RNA II Kit หรือสกัด RNA โดยใช TRIzol ® Reagent (Invitrogen) (ตามขอ 
3.3.2.1.2) นํา RNA ไปทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซิน ดวยการทํา RT-
PCR (เหมือนขอ 3.3.2.1) ใชตัวควบคุม คือ RNase  free  water และ cDNA ของตัวออนระยะที ่3 
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ของ B. pahangi   วิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวย 2% agarose gel electrophoresis  และ
ถายรูปเก็บไว 

3.3.2.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ  
เก็บตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi 200 ตัว ใสใน 1.5 ml microcen-

trifuge tube แลวนํามาสกัด DNA ดวยวิธี lysis buffer-CTAB (Cetyl-Trimethyl  Ammonium  
Bromide) โดยการเติม lysis  buffer (660 mM EDTA, 1.3% N-laurylsarcosine,pH 8.9) 60 µl 
และ 2 mg/ml  proteinese  K 3 µl  vortex กอนนําหลอดไปแชที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน  
2 ชั่วโมง เติม CTAB 350 µl vortexและแชหลอดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  ดูด
สารละลายใสในหลอดใหม เติม phenol:chloroform:isoamyl  alcohol (25:24:1) เพื่อสกัด DNA  
ปริมาตรเทากับที่ดูดสารละลายมา  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูด
สารละลายใสไมมีสีสวนบนใสในหลอดใหม  ทําเชนนี้ 2 คร้ัง นํา DNA ที่ไดตกตะกอนดวย 100% 
cold ethanol 1 mlและเติม 4 M NaCl 40 µl แชหลอดไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นาน
ขามคืน ตอจากนั้นนําหลอดที่มีตะกอน DNA นี้มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000  รอบตอนาที นาน 
30 นาที  ทิ้งสวน ethanol ไป ปนลางตะกอนดวย 70% cold  ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที จํานวน 2 คร้ัง  ผ่ึงตะกอนใหแหงกอนละลายตะกอน 
DNA ดวย RNase  free  water  200 µl  เก็บไวที่อุณหภูมิ –20  องศาเซลเซียส สําหรับ DNA ของ
ไมโครฟลาเรีย B. malayi ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร.โกสุม จันทรศิริ ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินวิโรฒ ประสานมิตร ซึ่งเปน DNA ที่สกัดมาจากไมโครฟลาเรีย
ในเลือดแมว แลวจึงนํา DNA ของ B. pahangi และ B. malayi  มาทํา PCR ตามขั้นตอนที่ 2 ของ
ขอ 3.3.2.1.2 โดยใช  RNase  free  water และ cDNA ของตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  
เปนตัวควบคุม วิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยการทํา 2% agarose gel electrophoresis และ
ถายรูปเก็บไว 

3.4 การวิเคราะหและประเมินผล 

เปรียบเทียบกับจํานวนและลักษณะรูปรางของตัวออน B. pahangi และ D. immitis  ที่
พบในแตละวัน  และเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินและโทรโปรนินตอพยาธิ B. 
pahangi, D. immitis และ B. malayi ทําการตรวจสอบผลิตภัณฑ RT-PCR หรือ PCR จากรูปถาย 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตวัออนระยะที ่ 1, 2 และ 3 ของพยาธ ิ B. 
pahangi และ  D. immitis ในยุง Ae. aegypti (Thailand strain)  

4.1.1  ความหนาแนนของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด (microfilaria density)  

ใหยุง Ae. aegypti (Thailand strain)  ดูดเลือดแมวและสุนัขเวลา 14.00 น. ผล
การตรวจนับความหนาแนนของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด จากการทํา 3-line thick smear 
พบวา แมวมีไมโครฟลาเรียของพยาธิ B. pahangi ในกระแสเลือดเทากับ 6250 ตัว/มิลลิลิตร และ
สุนัขที่มีไมโครฟลาเรียของพยาธ ิD. immitis ในกระแสเลอืดเทากับ 1021 ตัว/มิลลิลิตร  

4.1.2  การวัดขนาดตัวออนของ B. pahangi และ D. immitis 
ผลการศึกษารูปรางลักษณะและวัดขนาดของตัวออนของพยาธิ B. pahangi 

(รายละเอียดดังตารางที่ 5 และ 7; รูปที่ 4) พบวา หลังจาก 1 ชั่วโมงทียุ่งทดลองดูดเลือดแมว ตรวจ
พบไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยงุ มีรูปรางลักษณะเรียวยาวคลายไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือด ขนาดความยาวเฉลี่ย 217.4 ± 25.23 µm และเริ่มเหน็ไมโครฟลาเรยีออกจากปลอก
หุม (exsheath) ในวันที่ 1 หลังไดรับเชื้อตรวจพบตัวออนอยูทีก่ลามเนื้อสวนอก (thoracic muscle) 
ลักษณะของตวัออนจะหดสัน้ขึ้น มีความยาวเฉลี่ย 164.7 ± 25.28 µm และความกวางเฉลี่ย 8.26 
± 1.1 µm เคลื่อนไหวชา  บริเวณสวนทายของลาํตัวมสีวนหาง (hook like tail) ยาว และม ีrectal 
plug เกิดขึ้น ในวนัที ่ 2 หลังไดรับเชื้อความยาวลําตัวจะลดต่ําลงเฉลี่ย  88.74 ± 15.15 µm แต
ความกวางเฉลี่ยจะเพิม่ข้ึนเปน 9.78 ± 2.02 µm ตัวออนจะเคลือ่นไหวเฉพาะทางสวนหางทีม่ี
ลักษณะคลายตะขอ  วันที่ 5 หลังไดรับเชือ้ ตัวออนเริ่มมีการพฒันาของทางเดนิอาหาร ความยาว
เฉล่ียของลําตวัเพิ่มมากขึ้นเปน 310.42 ± 68.52 µmและกวางเฉลีย่ 23.02 ± 7.37 µm จาก
ลักษณะตัวออนทีพ่บตั้งแตวนัที่ 1 – 5 หลังไดรับเชื้อเปนลักษณะของตวัออนระยะที่ 1 วันที ่6 หลัง
ไดรับเชื้อ ตัวออนจะลอกคราบครั้งที ่ 1 เจริญเปนตัวออนระยะที่ 2  มีความยาวเฉลี่ย 433.96 ± 
82.65 µm และความกวางเฉลี่ย 28.02 ± 6.38 µm  เหน็สวนหลอดอาหาร ลําไสและrectal  plug 
มีขนาดเล็กลง ตัวออนมีการเคลื่อนไหวมากขึ้น  และวนัที ่ 12 หลังไดรับเชื้อ พบตัวออนที่บริเวณ
สวนหัวในโพรงโพรบอสซิสและในชองวางสวนทอง ลําตัวมลัีกษณะเรียวยาว เคลือ่นไหว
ตลอดเวลา  มคีวามยาวเฉลีย่ 1305.4 ± 180.3 µm และกวางเฉลี่ย  26.6 ± 3.45 µm ปลายหางทู
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ไมพบสวน rectal plug ซึ่งเปนลักษณะของตัวออนระยะที่ 3 และหลงัจากวนัที่ 15 เปนตนไป ตรวจ
พบตัวออนระยะที ่3 ที่สวนหัวของยุง  

ผลจากการชําแหละยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) หลังจากดูดเลอืดสุนัขที่มี
ไมโครฟลาเรียของ D. immitis ในกระแสเลอืด (ตารางที ่6 และ 8; รูปที ่5) พบวา 1 ชัว่โมงหลงัจาก
ดูดเลือดพบไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยงุ มลัีกษณะเรียวยาวคลายกับไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือด มีขนาดความยาวเฉลีย่ 213.8 ± 25.30 µm ความกวางเฉลี่ย 5.26 ± 0.95 µm ใน
วันที่1 - 4 หลงัไดรับเชื้อ ไมโครฟลาเรียจะเคลื่อนที่สูทอมัลพิเจียน (malphigian tubule) ตัวออนที่
พบยังคงมีลักษณะคลายไมโครฟลาเรีย ในวนัที ่5 ถงึวนัที ่9 หลงัจากไดรับไมโครฟลาเรียตรวจพบ
ตัวออนอยูในทอมัลพเิจียน เคลื่อนไหวนอยมาก มีลักษณะลําตัวหด อวน ส้ัน สวนทายมี rectal 
plug และปลายหางยาว ความยาวตั้งแต 80 – 222.5 µm และกวาง 15 – 37.5 µm ซึง่เปน
ลักษณะของตวัออนระยะที ่ 1 ตัวออนมกีารลอกคราบเปนตัวออนระยะที ่ 2 ประมาณวนัที ่ 10 
หลังจากไดรับเชื้อ มีลักษณะของลําตัวยาวเฉลี่ยเพิ่มมากขึ้นเปน 382.19 ± 73.38 µm และกวาง
เฉลี่ย  33.75 ± 7.07 µm ผนังลาํตัวหนา ทางเดินอาหารพฒันามากขึ้น  เหน็ intestinal  canal  
หางหดสัน้เปนรูปกรวย  และตัวออนขดตัวอยูในทอมัลพิเจียนเห็นไดชัดเจน  ประมาณวนัที ่ 15 
หลังไดรับเชื้อตัวออนมีการลอกคราบครั้งที ่ 2 เปนตัวออนระยะที ่ 3 มีลําตัวเรียวยาวเฉลี่ย 984.67 
± 132.59 µm กวางเฉลี่ย 25  ± 2.67 µm ปลายหางทู ตัวออนเคลื่อนไหวเร็วมาก พบตวัออน
ระยะนีท้ี่บริเวณสวนหัวและทอมัลพเิจียนของยุง 

 จากการทดสอบคาทางสถติิ (ANOVA Test) พบวา ตัวออนทั้ง 3 ระยะของพยาธ ิ
B. pahangi และ D. immitis  มีความยาวและความกวางแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 

ผลจากการชําแหละยงุเพื่อตรวจหาตวัออนระยะตางๆของ B. pahangi และ D. 
immitis บริเวณที่พบและจาํนวนตัวออนทีพ่บในแตละวนัแสดงไวในภาคผนวกตารางที ่1 และ 2        

4.1.3  การยอมตัวออนดวยสียิมซาและการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase 
ก. การยอมสียิมซา 
ผลการยอมสียิมซาของตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ต้ังแต 1 

ชั่วโมงจนถึงวันที่ 15 หลังจากไดรับเชื้อ พบวาตัวออนทุกระยะจะติดสีน้ําเงินเขมตลอดทั้งตัว ไม
สามารถใชแยกระยะของตัวออนและระบุอวัยวะภายในสวนตางๆ เมื่อเปรียบเทียบกับไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดที่ใชเปนตัวอยางควบคุมในการยอมสีคร้ังนี้ (ตารางที่ 5) 
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ข. การยอมสีฮสีโตเคมี (Acid phosphatase activity) 
โดยผลการยอมเอ็นไซม Acid phosphstase ของตัวออนหนอนพยาธิ B. 

pahangi พบวา ไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยุงหลังดูดเลือดแมว 1 ชั่วโมงและตัวออน
ระยะที่ 1 ที่พบในวันที่ 1 หลังไดรับเชื้อ ลําตัวติดสีแดงตลอดทั้งตัวและติดสีแดงเขมบริเวณ 
amphid, excretory vesicle, anal vesicle และ plasmid ซึ่งมีลักษณะเชนเดียวกับตัวอยาง
ควบคุมมาตรฐานตือไมโครฟลาเรียของ B. pahangi  วันที่ 2 – 5 หลังไดรับเชื้อพบลําตัวของตัว
ออนติดสีแดงและติดสีแดงเขมที่บริเวณทางเดินอาหารและ rectal plug   วันที่ 6 – 7 หลังไดรับเชื้อ
ตัวออนติดสีแดงตลอดทั้งลําตัวยกเวนบริเวณ rectal plug  ที่ติดสีแดงเขม  และตั้งแตวันที่ 8 – 15 
หลังไดรับเชื้อตัวออนจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัว ทําใหไมสามารถแยกการติดสีของอวัยวะภายใน
ได  

สําหรับผลการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ของตัวออนพยาธิ  D. immitis  
พบวาวันที่ 1 – 4 หลังไดรับเชื้อ ไมโครฟลาเรียติดสีแดงที่บริเวณ excretory vesicle และ anal 
vesicle เหมือนกับไมโครฟลาเรีย D. immitis ที่พบในกระแสเลือด  วันที่ 5 – 7 หลังไดรับเชื้อตัว
ออนจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัวรวมทั้งทางเดินอาหาร ทําใหไมสามารถแยกการติดสีของอวัยวะ
ภายในได  ยกเวนสวน rectal plug  ที่ติดสีแดงเขมมาก  และตัวออนที่พบตั้งแตวันที่ 8 – 20  ลําตวั
จะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัวเชนเดียวกัน (ตารางที่ 5) 

การยอมเอนไซม Acid phosphatase ตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B. pahangi 
และ D. immitis ที่ตรวจพบในตัวยงุไดใชไมโครฟลาเรียของ B. pahangi และ D. immitis เปนตวั
ควบคุมมาตรฐานในการยอมสีคร้ังนี้ จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาทัง้ตัวออนระยะตางๆ
ของ B. pahangi และ D. immitis มี Acid phosphatase โดยการยอมติดสีแดงเกิดขึ้นบริเวณ
ตางๆของลําตวั  
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 ตารางที่ 5 เปรียบเทียบรูปรางลักษณะตัวออนทีย่อมดวยสียิมซาและอีสโตเคมี (Acid 
phosphatase activity)  บริเวณที่พบและขนาดของตัวออนระยะตางๆของ B. pahangi  ในยุง Ae. 
aegypti (Thailand strain)  (N=30) หลังจากไดรับเชื้อ 1 ช่ัวโมงถึง 15 วัน 

ตัวออน ไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของแมว 1 ชั่วโมง หลังยุงดูดเลือด 
 กระเพาะอาหาร  

- 

 
100  µm 

ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  - 23.87 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD)  

273 ± 30.14 µm 
5.23 ± 2.56 µm 

217.4 ± 25.23 µm 
5.75 ± 1.61 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง - กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 
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ตัวออน วันที ่1 หลังไดรับเชื้อ วันที ่2 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  21 14.13 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

164.7± 25.28 µm 
8.26 ± 1.10 µm 

88.74 ± 15.15 µm 
9.78 ± 2.02 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

  

100  µm 100  µm 
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ตัวออน วันที ่3 หลังไดรับเชื้อ วันที ่4 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  6.76 3.23  
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

102.2 ± 17.90 µm 
13.8 ± 5.21 µm 

157.7 ± 21.37µm 
17.2 ± 3.77 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

กลามเนื้อสวนอก 
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ตัวออน วันที ่5 หลังไดรับเชื้อ วันที ่6 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

 

100  µm 200  µm 

  

200  µm 100  µm 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.17 1.23 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

310.42 ± 68.52 µm 
23.02 ± 7.37 µm 

433.96 ± 82.65 µm 
28.02 ± 6.38 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลามเนื้อสวนอก กลามเนื้อสวนอก 

  

200  µm 200  µm 
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วันที ่7 หลังไดรับเชื้อ วันที ่8 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน 

กลามเนื้อสวนอก 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.6 0.53 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

5  
2

10  95.1 ± 181.06 µm
9.5 ± 10.53 µm 

36.20 ± 235.13 µm
28.20 ± 5.93 µm 

 

100  µ  m

 

200  µ  m

 

500  µ  m

 

100  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลามเนื้อสวนอก กลามเนื้อสวนอก 
 
 
 
 

  
 



                                                                                                                 33
                                                                                                              

 

 

 
ออน วันที ่9 หลังไดรับเชื้อ วันที ่10 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.87 0.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

10  11 m 91.4 ± 281.69 µm
29.8 ± 6.16 µm 

83.8 ± 268.87 µ
26.8 ± 6.67 µm 

 

200  µm 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

500  µ  m

 

500  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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ออน วันที ่11 หลังไดรับเชื้อ วันที ่12 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  

 

Acid phosphatase  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.7 0.47 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

11  13  22.8 ± 187.61 µm
26.8 ± 4.12 µm 

05.4 ±180.30 µm
26.6 ± 3.45 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

500  µ  m

 

500  µm 

 

200  µ  m

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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ออน วันที ่13 หลังไดรับเชื้อ วันที ่14 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.33 0.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

13 m 13  28.4 ± 150.57 µ
27.7 ± 3.38 µm 

11.2 ± 198.82 µm
26.7 ± 4.06 µm 

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

500  µm 

 

500  µ  m

 

500  µ  m

 

500  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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วออน วันที ่15 หลังไดรับเชื้อ ตั

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.23 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

12  68.8 ± 167.04 µm
25.8 ± 4.25 µm 

 

500  µ  m

 

500  µm 

 

500  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 
มเนื้อสวน
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 D. immitis  ในยุง Ae. 
egypti (Thailand strain)  (N=30) หลังจากไดรับเชื้อ 1 ชั่วโมงถงึ 15 วัน 

 
 ไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดสุนัข  1 ช่ัวโมง หลังไดรับเชื้อ 

 ตารางที่ 6 เปรียบเทียบรูปรางลักษณะตัวออนที่ยอมดวยสียมิซาและอีสโตเคมี (Acid 
phosphatase activity)  บริเวณทีพ่บและขนาดของตัวออนระยะตางๆของ
a

ตัวออน
กระเพาะอาหาร

 

   
- 
 
 
 

ยอมสี 3%Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  - 6.7 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

2   
5.6 ± 1.78 µm  

2  84.3 ± 25.11 µm 13.8 ± 25.30 µm
5.26 ± 0.95 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง - กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

100  µm 

100  µm 100  µm 

100  µm 

100  µm 
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 วันที ่1 หล ไดรับเชื้อ วันที ่2 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

กระเพาะอาหาร  
 
 
 
 
 

 

ยอมสี 3%Giemsa 

 

  
 
 
 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  19.6 4.83 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

1  2  97.9 ± 25.06 µm
4.42 ± 0.76 µm 

12.6 ± 23.77 µm
4.9 ± 1.10 µm 

 

100 µm  
 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

ก  
ทอมัลพเิจียน 
ระเพาะอาหาร

 
 
 

  
 



                                                                                                                 39
                                                                                                              

 

 

 
 วันที ่3 หลังไดรับเชื้อ วันที ่4 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน

กระเพาะอาหาร  

ยอมสี 3%Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  4.76 5.2 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

2  23 m 29.4 ± 25.36 µm
5.68 ± 1.16 µm 

2.48 ± 25.73 µ
6.4 ± 1.32 µm 

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

ก  
ทอมัลพเิจียน 
ลามเนื้อสวนอก
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 วันที ่5 หล ไดรับเชื้อ วันที ่6 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  3.5 1.36 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

1  
23  

1  
2  

10.83 ± 10.90 µm
.61 ± 3.77 µm

32.12 ± 19.81 µm
2.5 ± 3.06 µm

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่7 หล รับเชื้อ วันที ่8 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ังได

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  1.73 1.5 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

155.83 ± 45 µm 
27  

1  
3  .17 ± 5.89 µm

67.75 ± 43.76 µm
1.5 ± 2.42 µm

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่9 หล ไดรับเชื้อ วันที ่10 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 
ยอมสี 3% Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.73 1.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

191.25 ± 55.6 µm 
29  

3  
33  .69 ± 4.11 µm
82.19 ± 73.38 µm

.75 ± 7.07 µm

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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อน วันที ่11 หลังไดรับเชื้อ วันที ่12 หลังไดรับเชื้อ ตัวอ

ทอมัลพิเจียน   

ยอมสี  3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.1 2.1 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

42  
4

4  
32  

2.5 ± 89.05 µm
2 ± 8.23 µm 

37.14 ± 137.56 µm
.14 ± 2.67 µm

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่13 ห ดรับเชื้อ วันที ่14 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ลังไ

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  1.33 1.73 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

475 ± 136.72 µm 
36  

57  
3  .79 ± 3.13 µm
1.5 ±  172.41 µm
4.5 ± 3.87 µm

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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อน วันที ่15 ห ดรับเชื้อ ตัวอ ลังไ

Proboscis  
- 

ยอมสี  3% Giemsa  

 ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.33 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

948 m 
2  
.67 ± 132.59 µ
5 ± 2.67 µm

 

500  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอ น 
สวนหัว 
มัลพเิจีย
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ตารางที่ 7   ตัวออนระยะพฒันาของพยาธิ B. pahangi ในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain)  

ว  

ร
ตัวออน 

N 
คาเฉล ยาว  

(µm) 
ชวงความยาว  

(µm) 
ค
กวาง (µm) 

ช

 (µm) ันที่

ะยะของ 
ี่ยความ าเฉลี่ยความ

วงความ
กวาง 

 0 
(1 .) ฟลาเรีย ชม

ไมโคร 
26 217.4 ± 25.23 182.5 - 270 5.75 ± 1.61 3 - 8.5 

1 25 164.7± 25.28 100 - 197.5 8.26 ± 1.10 7 - 10 
2 25 88.74 ± 15.15 45 - 120 9.78 ± 2.02  7 - 12.5 
3 25 102.2 ± 17.90 77.5 - 150 13.8 ± 5.21 7.5 - 27.5 

130 - 202.5 ระยะที่ 1 4 25 157.7 ± 21.37 17.2 ± 3.77 10 - 25 
5 

 
 

ตัวออน 

24 310.42 ± 68.52 200 - 450 23.02 ± 7.37 15 - 50 
6 24 433.96 ± 82.65 340 - 630 28.02 ± 6.38 20 - 40 
7 25 595.1 ± 181.06 305 - 1010 29.5 ± 10.53 17.5 - 55 
8 26 1036.20 ± 235.13 630 - 1540 28.20 ± 5.93  17.5 - 37.5 

12.5 - 42.5 

ระยะที่ 2 

20 - 37.5 

9 25 1091.4 ± 281.69 660 - 1550 29.8 ± 6.16 20 - 45 
10 25 1183.8 ± 268.87 770 - 1650  26.8 ± 6.67 
11 

 
 

ตัวออน 

25 1122.8 ± 187.61  770 - 1490 26.8 ± 4.12 
12 25 1305.4 ±180.30 805 - 1540 26.6 ± 3.45 20 - 35 
13 25 1328.4 ± 150.57 1080 - 1580 27.7 ± 3.38 20 - 32.5 
14 25 1311.2 ± 198.82 880 - 1650 26.7 ± 4.06 20 - 37.5 
15 

ระยะที่ 3 

25 1268.8 ± 167.04 980 - 1580 25.8 ± 4.25 20 - 35 

 
ตัวออน 
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รางที่ 8  ตัวออนระยะพัฒนาของพยาธ ิD. immitis  ในยุง Ae. aegypti (Thailand strain) 
  

ว ัวออน N 
คาเฉล ยาว 

 (µm) 
ชวงความยาว  

(µm) 
ค
กวาง (µm) กวาง (µm) 

ตา

ันที่ 

ระยะ
ของ 

ต
ี่ยความ าเฉลี่ยความ ชวงความ

0  
(1 ชม.) 25 213.8 ± 25.30 135 - 250  5.26 ± 0.95 2.5 - 7 

1 25 197.9 ± 25.06 135 - 235 4.42 ± 0.76 2.5 - 5 
2 25 212.6 ± 23.77 157.5 - 252.5 

3 - 7.5 

 

ฟลาเรีย 4.9 ± 1.10 3 - 7.5 
3 25 229.4 ± 25.36 175 - 270 5.68 ± 1.16 
4 

 

ไมโคร 

25 232.48 ± 25.73 170 - 280 6.4 ± 1.32 4 - 8 
5 9 110.83 ± 10.90 100 - 130 23.61 ± 3.77 20 - 30 
6 13 1  

3  27.5 - 35 ระยะที่ 

100 - 212.5 
3  

32.12 ± 19.81 105 - 160 22.5 ± 3.06 20 - 30 
7 15 155.83 ± 45 80 - 202.5 27.17 ± 5.89 15 - 37.5 
8 9 159.44 ± 37.12 100 - 222.5 1.39 ± 2.53
9 

 
 

ตัวออน 

1 7 167.97 ± 40.11 30 ± 4.18 25 - 35 
10 8 382.19 ± 73.38 270 - 465 3.75 ± 7.07 25 - 45 
11 10 422.5 ± 89.05 300 - 595 42 ± 8.23 30 - 55 
12 7 4  

32.5 - 40 ระยะที่ 

3

37.14 ± 137.56 230 - 615 32.14 ± 2.67 30 - 35 
13 7 475 ± 136.72 260 - 635 36.79 ± 3.13 
14 

 
 

ตัวออน 

2 10 571.5 ± 172.41 342.5 - 780 4.5 ± 3.87 30 - 40 
15 15 948.67 ± 132.59 605 - 1080 25 ± 2.67 20 - 30 
16 19 1009.74 ± 110.59 700 - 1155 26.58 ± 2.91 20 - 30 
17 12 982.08 ± 108.41 700 - 1100 27.5 ± 3.99 20 - 30 
18 12 1011.67 ± 49.14 910 - 1070 27.08 ± 3.96 20 - 35 
19 6 1  2  
20 

ระยะที่ 
3 

10 1009.5 ± 57.76 890 - 1100 28 ± 4.83 20 - 35 
013.33 ± 123.56 790 - 1120 5.83 ± 3.76 20 - 30 

 
 

ตัวออน 
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4.2 ทดสอบปฏิกิรยิาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานคริปชั่นกับทรานสคริป (mRNA) 
ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินทีพ่บในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi   

4.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานคริปของยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิ  

ผลจากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทร
โปไมโอซิน ดวยวิธี One Step RT-PCR  จากตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi  โดยการเจอื
จาง RNA ที่สกัดจากตัวออนสิบเทา พบวา ความไวของการตรวจพบการแสดงออกของยีนโทรโป
ไมโอซิน หรือ mRNA  ตองใชตัวออนระยะที่ 3 ถึง 60 ตัว  โดยมีผลิตภัณฑ RT- PCR ขนาด 226 
bp เชนเดียวกับความไวของการตรวจพบการแสดงออกของยีนโทรโปนินที่ตองใชตัวออนระยะที่ 3 
จํานวน 60 ตัวเทากัน กลับใหผลิตภัณฑ RT-PCR ขนาด 221 bp ที่นอยกวา (Lane 2; ตารางที่ 9) 
และผลการทดสอบความไวในการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินในยุง
หลังจากไดรับเชื้อ 1 – 15 วันดวยวิธี One Step RT-PCR พบผลิตภัณฑ RT-PCR  ขนาด 221 bp 
และ 226 bp ตามลําดับ ในวันที่ 1 – 3,  6 – 9 และ 13 – 15 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งเปนวันที่พบตัวออน
ระยะที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ (Lane 3–4, 8–11 และ15–17; ตารางที่ 10) จากอัตราการติดพยาธิ 
B. pahangi  ในยุง Ae. aegypti (ตารางภาคผนวกที่ 1) พบวาวันที่ 14 หลังไดรับเชื้อ มีตัวออน
ระยะที่ 3 50.4 ตัวจากยุง 80 ตัว 

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปที่สังเคราะหจากยนีโทโปนนิ
และโทรโปไมโอซิน ดวยวิธ ี Two Step RT-PCR  จาก RNA ที่สกัดดวย TRIzol  reagent โดย
เปรียบเทียบการใช Random hexamer และ Oligod(T) เปนไพรเมอรในปฏิกิริยาการสังเคราะห 
cDNA  ทั้งใน พยาธ ิB. pahangi และ D. immitis  พบวามีเพียงการแสดงออกของยีนโทรโปไม
โอซินตอพยาธ ิ B. pahangi โดยใช Random hexamer เปนไพรเมอรในการสังเคราะห cDNA 
เทานั้นทีพ่บผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp ในวันที ่12 หลังไดรับเชื้อ (Lane 7; ตารางที ่11) และ
จาก RNA ที่สกัดดวย Nucleospin RNA II kit  นําไปตรวจหาทรานสคริปที่สังเคราะหจากยนีโทร
โปนินและโทรโปไมโอซิน ดวยวิธ ีTwo Step RT-PCR และใช Random hexamer เปนไพรเมอรใน
ข้ันตอนการสังเคราะห cDNA  พบการแสดงออกทัง้ยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิในพยาธ ิ B. 
pahangi เทยีบเทากับตัวออนจํานวน 5 ตัวและ D. immitis เทยีบเทากับตัวออนจาํนวน 22 ตัว (
รูปที่ 4 และ 5) 
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4.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการตรวจหาทรานครปิของยีนโทรโปนินและโทร
โปไมโอซิน  
4.2.2.1  ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 

จากการทดสอบความจาํเพาะในการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออน
ระยะตางๆของ B. pahangi  พบวาวันที่ 8 หลงัไดรับเชื้อ มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp ใน
ปริมาณไมมาก (Lane 8; รูปที ่4) เมื่อเปรียบเทียบกับผลของการพบตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 3 ที่
พบในวันตางๆหลังไดรับเชื้อ จากขอ 4.1.2 พบวาวนัที่ 8 หลังไดรับเชือ้เปนวนัทีพ่บตัวออนระยะที ่2 
และเมื่อนําผลติภัณฑ PCR มาทาํ PCR คร้ังที่ 2 จึงพบวาวนัที่ 7,8 และ 11 หลังไดรับเชื้อซึ่งเปน
วันที่พบตวัออนระยะที่ 2 และวันที่ 12 หลังไดรับเชือ้ ซึ่งเปนวนัแรกที่พบตวัออนระยะที่ 3 มี
ผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp โดยวันที่ 8 หลังไดรับเชื้อเปนวันทีพ่บผลิตภัณฑ PCR ไดชัดเจน
ที่สุด (Lane 7 – 8 และ 11 – 12; รูปที่ 4) ขณะที่วนัที ่ 8 หลังไดรับเชื้อสามารถพบการแสดงออก
ของยีนโทรโปนินจากการทาํ PCR คร้ังที่ 1 ไดเชนกันโดยมีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp (Lane 
8; รูปที่ 4) แตเมื่อนําผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปนนิมาทํา PCR คร้ังที่ 2 พบผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 221 bp ในวันที่ 7, 8, 9 และ10 หลังการไดรับเชือ้ (Lane 7 – 10; รูปที่ 4) ซึ่งเปนวันทีพ่บตัว
ออนระยะที่ 2  นอกจากนี้จากการทํา PCR คร้ังที ่ 2 พบวาในวนัที ่ 8 หลังไดรับเชื้อพบผลิตภัณฑ 
PCR ของยีนโทรโปไมโอซินมีปริมาณมากกวาผลิตภัณฑ PCR ของยนีโทรโปนนิ และเมื่อเทยีบกบั
อัตราการติดเชื้อพบวาในวนัที ่8 นี้ใชตัวออนเพยีง 5 ตัวเทานั้น  (รูปที่ 4; ตารางภาคผนวกที ่1 )   

ผลการทดสอบความจาํเพาะในการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออน
พยาธิ D. immitis พบวาไมมีการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออนระยะที ่1, 2 และ 3 แต
เมื่อนําผลิตภณัฑ PCR ไปทําการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเออกีครั้งกลับพบผลติภัณฑ PCR ขนาด 226 
bp ต้ังแตวันที ่6 - 12 หลังไดรับเชื้อ (Lane 6 – 12; รูปที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบการพบตัวออนระยะที ่
1, 2 และ 3 ในวนัตางๆ ตามขอ 4.1.2 แลวพบวา สามารถพบผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปไม
โอซินในตวัออนระยะที่ 1 และ 2  สําหรับการแสดงออกของยีนโทรโปนินตอตัวออนพยาธ ิ D. 
immitis ในยุง พบวาจากการทํา Two Step RT-PCR  มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp ในวันที ่12
และ13 หลังการไดรับเชื้อ ซึง่เปนวันทีพ่บตัวออนระยะที ่ 2 (ตารางที ่ 12) และเมือ่นําผลิตภัณฑ 
PCR ไปเพิ่มปริมาณอีกครั้งพบวามีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp ในวนัที่ 12 และ 13 หลังไดรับ
เชื้อซึ่งเปนวนัที่พบตัวออนระยะที ่2 และวันที่ 15 และ 16 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งเปนวนัที่เร่ิมพบตวัออน
ระยะที่ 3 โดยพบผลิตภัณฑ PCR มากที่สุดในวันที่ 15 หลังไดรับเชื้อ เมื่อเทียบกับอัตราการติดเชื้อ
ของ D. immitis ในยุง Ae. aegypti พบวาวนัที่ 15 นีใ้ชตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 22 ตัว (Lane 
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12–13 และ 15–16; รูปที่ 5) 
4.2.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ 

ผลการใชไพรเมอรโทรโปนนิในการทดสอบปฏิกิริยาขามพบวามีผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 700  bp ที่ดีเอ็นเอของพยาธ ิB. pahangi  และ B. malayi  (Lane 2 และ 5; ตารางที ่13)
ขณะที่ไมพบผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอรโทรโปไมโอซินทดสอบความจาํเพาะจากดีเอน็เอ
ของ B. pahangi  และ B. malayi  ดังนัน้ไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซินไมเกิดปฏกิิริยาขามกับดี
เอ็นเอของพยาธิ B. malayi  

 



                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                                 

 

ตารางที่ 9  ความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของตัวออนพยาธิระยะที ่3 ของ B. pahangi  

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปไมโอซิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2: ตัวออนระยะที่ 3 60 ตัว 
Lane 3: ตัวออนระยะที่ 3 6 ตัว 
Lane 4: ตัวออนระยะที่ 3 0.6 ตัว 
Lane 5: ตัวออนระยะที่ 3 0.06 ตัว 
 

 

โทรโปนิน 
Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2: ตัวออนระยะที่ 3 60 ตัว 
Lane 3: ตัวออนระยะที่ 3 6 ตัว 
Lane 4: ตัวออนระยะที่ 3 0.6 ตัว 
Lane 5: ตัวออนระยะที่ 3 0.06 ตัว 
 
 

 
      M            1            2            3           4          5 500 bp 

221 bp 

226 bp 

500 bp 
   M             1            2          3           4           5 
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ตารางที่ 10 ความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิของพยาธ ิB. pahangi  ดวยวธิี One Step RT-PCR  

ยีน  RT-PCR ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน 
 
 

One-Step RT-PCR 
(total 50 µl)  ใช RNA 8 
µl = ยุง 10.67 ตัว 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2: negative reverse transcriptase 
Lane 3 – 17: ตัวออน ของ B. pahangi  
ในวันที่ 1 – 15  หลังไดรับเชื้อ 
 

 

221  
bp 

400 
 
200 

M   -    -RT  1    2     3    4     5    6     7    8    9   10   11  12    13  14 15   

โทรโปไมโอซิน  One-Step RT-PCR
(total 50 µl)  ใช RNA 8 
µl = ยุง 10.67 ตัว 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2: negative reverse transcriptase 
Lane 3 – 17: ตัวออน ของ B. pahangi  
ในวันที่ 1 – 15  หลังไดรับเชื้อ 
 

  
 
 
 
 

226 
bp 

M   -    -RT   1    2     3    4     5     6    7    8    9   10   11  12    13   14 15   
500 
 
200 
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ตารางที่ 11 ความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยนีโทรโปไมโอซนิของพยาธ ิB. pahangi   

ยีน  RT-PCR ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปไมโอซิน  - Two-Step RT-PCR ใช 

RNA 5 µl =  ยุง  1  
ตัว/cDNA 20 µl 

 - PCR  (total 25 
µl )          ใช  
cDNA  5 µl   

= ยุง  0.25  ตัว 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2 - 9: ตัวออนของ B. pahangi  ใน
วันที่ 7 – 14  หลังไดรับเชื้อ 
 
 
 

สกัด RNA ดวย TRIzol reagent 

- Random  hexamer

226  bp 200  

500    M          -     7        8        9        10       11     12     13     14 
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ตารางที่ 12 ความจาํเพาะของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิของพยาธ ิD. immitis  ดวยวิธ ีTwo Step RT-PCR  

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2: positive control 
Lane 3 - 18: ตัวออนของพยาธิ                   
D. immitis  ในวันที่ 1 - 16 หลังไดรับเชื้อ 
 
 
 

สกัด RNA ดวย  Nucleospin RNA II kit 

ปฏิกิริยาลูกโซครั้งที่ 1 

 

 

 

 

200 bp 

500 bp 

221 bp 

  M   -      +    1     2    3     4     5    6    7    8     9   10    11   12   13   14   15   16      
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ตารางที่ 13   ความจาํเพาะของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินตอพยาธิ B. malayi 

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2 - 3:  ดีเอ็นเอตัวออนระยะที่ 3 B. pahangi   
Lane 4:  cDNA ที่ไดจากตัวออน B. pahangi วันที่ 8    
Lane 5: ดีเอ็นเอของไมโครฟลาเรีย B. malayi 
 
 

 

โทรโปไมโอซิน 

 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ดีเอ็นเอตัวออนระยะที่ 3 B. pahangi   
Lane 2 - 4: ดีเอ็นเอไมโครฟลาเรีย B. pahangi  
Lane 5: ดีเอ็นเอไมโครฟลาเรีย B. malayi  
 
 
 

 
 

700 bp 

221 bp 200 bp 

500 bp 

1000 bp 

1000 bp 

500 bp 

            M        1         2        3       4       5                

 M         1        2          3         4        5       
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 วันหลังไดรับเชื้อ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 ความจําเพะาของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของพยาธ ิ            
B. pahangi ดวยวิธ ี Two Step RT-PCR เปรียบเทียบกับระยะพัฒนาของตวัออนพยาธ ิ        
B. pahangi  ที่พบในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) ในแตละวัน และรายละเอยีดใน
ภาคผนวกหนา 81 จํานวนตวัออนตอยงุ 1 ตัว 

 

Troponin 

Tropomyosin 

200  
300   M     -      +        1       2     3      4      5       6        7     8      9     10    11     12      13    14     
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300  

200  
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  จํานวนตัวออน/ยุง:    21     14.1  6.7   3.2      2.1   1.2     0.6    0.5    0.9    0.6     0.7    0.5    0.3     0.6    
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รูปที่ 5 ความจําเพะาของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของพยาธ ิ          

 

300   M    -     +     1     2     3    4    5    6     7    8    9    10  11  12  13   14   15  16     
226 bp 

D. immitis ดวยวธิี Two Step RT-PCR เปรียบเทียบกับระยะพัฒนาของตัวออนพยาธ ิ        
D. immitis  ทีพ่บในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) ในแตละวัน และรายละเอยีดใน
ภาคผนวกหนา 81 จํานวนตวัออนตอยงุ 1 ตัว 

200  

Troponin 

Tropomyosin 

300  
200  

M    -      +     1     2     3    4    5    6     7    8    9   10  11  12   13  14   15  16     
221 bp 

ไมโครฟลาเรียใน ตัวออนระยะที่ 1 

µm
) 

วันหลังไดรับเชื้อ 

ตัวออนระยะที่ 2 ตัวออนระยะที่ 3 ใน 
กระเพาะอาหาร ทอมัลพิเจียน และสวในทอมัลพิเจียน ในทอมัลพิเจียน 

คว
าม
ยา
ว (

นหัว 

  จํานวนตัวออน/ยุง: 19.6  4.8  4.8   5.2  3.5 1.4   1.7  1.5  2.7   1.6  2.1  2.1   1.3  1.7   2.2   2.3 



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

จากการศึกษารูปรางลักษณะตัวออนพยาธิ B. pahangi ในยุง Ae. aegypti 
(Thailand strain) พบวา ตวัออนระยะที ่ 1 อาศัยอยูที่กลามเนื้อสวนอก มีลักษณะลาํตัวปอมและ
ส้ัน เคลื่อนไหวเฉพาะสวนหาง บริเวณสวนทายของลาํตัวปรากฏ rectal plug ชัดเจน มีความยาว 
45 – 395 µm และความกวาง 7 – 27.5 µm พบไดตั้งแตวันที ่1 – 5 หลังจากยงุไดรับเชื้อ หลังจาก
นั้นตัวออนจะลอกคราบครั้งที่ 1 เปนตัวออนระยะที่ 2 ในวนัที ่ 6 – 11 หลังไดรับเชื้อ มีความยาว
เพิ่มข้ึนเปน 400 – 1280 µm และความกวาง 17.5 – 55 µm อวัยวะภายในพบการเจริญของหลอด
อาหารและลาํไส และพบตัวออนระยะที่ 3 ในวนัที ่12 – 15 หลังไดรับเชื้อ ตัวออนมลัีกษณะลําตัว
เรียวยาว โดยมีความยาว 1300 – 1650 µm และความกวาง 20 – 35 µm ไมพบ rectal plug หาง
ทูและมี caudal papillae ตัวออนจะเคลื่อนไหวตลอดเวลา 

สําหรับรูปรางลักษณะของตวัออนพยาธิ D. immitis ที่พบในยงุ Ae. aegypti 
(Thailand strain) จะมีลักษณะทั่วไปคลายคลึงกับตัวออนพยาธิ B. pahangi แตสามารถแยกตวั
ออนทัง้สองชนิดนี้ออกจากกันไดจากบริเวณที่พบตัวออนระยะที่ 1 และ 2 โดยตัวออนพยาธิ              
D. immitis จะพบในทอมัลพิเจียนที่อยูในสวนทองของยงุ ขณะที่พบตวัออนระยะที ่ 1 และ 2 ของ
พยาธิ B. pahangi ที่บริเวณกลามเนื้อสวนอก และสามารถแยกตวัออนพยาธทั้งสองชนิดนี้ไดจาก
ขนาดของตัวออน โดยตวัออนระยะที่ 1 และ 2 ของ D. immitis จะมีความกวางมากกวาตัวออน
ของพยาธ ิB. pahangi แตตัวออนระยะที ่ 3 ของ D. immitis จะมีความยาวลําตัวสั้นกวาตัวออน
ของ B. pahangi โดยตัวออนระยะที ่1 ของพยาธ ิD. immitis จะพบตั้งแตวันที ่5 – 9 หลังจากยงุ
ไดรับเชื้อและตัวออนมีความยาว 100 – 277.5  µm และความกวาง 15 – 37.5 µm ตัวออนระยะที่ 
2 พบตั้งแตวันที่ 10 – 14 หลังไดรับเชื้อ มคีวามยาว 352.5 – 780 µm และความกวาง 25 – 55 
µm และตั้งแตวันที ่ 15 หลงัไดรับเชื้อจะพบตัวออนระยะที ่ 3 ที่บริเวณสวนหวัของยุง ซึง่ตัวออนมี
ความยาว 890 – 1155 µm และความกวาง 20 – 35 µm 

 จากอัตราการติดพยาธฟิลาเรียในยุง Ae. aegypti (Thailand strain) พบวา ตัว
ออนพยาธทิั้ง B. pahangi และ D. immitis จะมีจํานวนลดนอยลงเมือ่พัฒนาไปเปนตัวออนระยะ
ที่ 1, 2 และ 3 โดยพบตัวออนระยะที่ 1 ของ B. pahangi เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 9.45 ตัว จํานวน
ตัวออนระยะที ่2 เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 1.71 ตัว และจํานวนตวัออนระยะที่ 3 เฉลี่ยตอยุง 1 ตัว 
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เทากับ 0.410 ตัว และตัวออนของพยาธ ิD. immitis ตัวออนระยะที ่ 1 มีจํานวนเฉลี่ยตอยุง 1 ตัว 
เทากับ 2.17 ตัว จาํนวนตวัออนระยะที่ 2 เฉลี่ยตอยุง 1 ตัวเทากับ 0.76 ตัวและจํานวนตวัออน
ระยะที ่3 เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 0.405 ตัว   

การแยกลักษณะตัวออนพยาธิโดยการยอมสี 3% ยิมซา พบวาไมสามารถแยก
ลักษณะการติดสีของตัวออนพยาธ ิ B. pahangi และ D. immitis ในที่อยูระยะเดียวกนัได 
เนื่องจากตัวออนจะติดสีน้าํเงินเขมตลอดทัง้ตัว ขณะที่การยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ไม
สามารถแยกลกัษณะการติดสีของตัวออนทั้ง 2 ชนิดในระยะที ่ 2 และ 3 ได แตสามารถแยกความ
แตกตางของตวัออนระยะที่ 1 ของพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis ได เนื่องจากตวัออนของ
พยาธิ  B. pahangi ลําตัวติดสีแดงและติดสีแดงเขมบริเวณทางเดนิอาหารและ rectal plug แตตัว
ออนพยาธิ D. immitis ลําตัวจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งลําตัวและสวน rectal plug ติดสีแดงเขม
มาก ดังนัน้การยอมสี 3% ยิมซา และการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ไมสามารถแยกชนดิ
ของตัวออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis ออกจากกนัได 

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโป
ไมโอซินดวยเทคนิค RT-PCR พบวาสามารถตรวจพบยีนทั้งสองชนดินี้ไดจากวธิี Two Step RT-
PCR โดยใชยงุเพยีง 0.25 ตัว จากการสกดั RNA ดวย Nucleospin RNA II kit  และพบวาตองใช
ตัวออนระยะที ่3 ของพยาธิ B. pahangi อยางนอย 24.6 ตัว จึงจะสามารถพบการแสดงออกของ
ยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซิน ขณะที่ใชตัวออนระยะที ่ 2 จํานวน 5 ตัว ก็สามารถพบการ
แสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดนี้ใน B. pahangi   นอกจากนีจ้ะพบวายนีโทรโปไมโอซินมกีาร
แสดงออกมากกวายนีโทรโปนินดวย 

จากการศึกษาความจาํเพาะของการแสดงออกของยีนโทรโปนินและโทรโปไม
โอซินตอตัวออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis สามารถพบผลติภัณฑ PCR ไดจากการสกดั 
RNA ดวย Nucleospin RNA II kit และทาํ Two Step RT-PCR โดยใช Random hexamer ในการ
สังเคราะห cDNA โดยใน B. pahangi ตรวจพบทรานสคริปของยนีทัง้สองชนิดมากที่สุดในวนัที ่8 
หลังไดรับเชื้อ ซึ่งสามารถเปรียบเทียบกบัลักษณะตัวออนทีพ่บจากการชําแหละยงุพบวาเปนวนัที่
พบตัวออนระยะที่ 2 โดยพบวายนีโทรโปไมโอซินมทีรานสคริปปริมาณมากกวายีนโทรโปนนิ  โดย
พบผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปไมโอซินในวนัที่ 7 – 8 หลังไดรับเชื้อ และวันที่ 11 – 12 หลงัไดรับ
เชื้อ ซึ่งวนัที ่ 12 หลังไดรับเชื้อเปนวนัที่พบตัวออนระยะที่ 3 เปนวนัแรก และพบผลิตภัณฑ PCR 
ของยีนโทรโปนินในวนัที ่7 – 10 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งตรงกับวันที่พบตวัออนระยะที่ 2 
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สําหรับการทดสอบความจาํเพาะของยีนทัง้สองชนิดนี้ตอพยาธิ D. immitis พบวา

การใชไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซินไมพบผลิตภัณฑ PCR ในการทาํ Two Step RT-PCR ขณะที่
พบทรานสครปิของยีนโทรโปนิน ในวนัที ่12 และ 13 หลังไดรับเชื้อ โดยเปนวนัที่พบตัวออนระยะที่ 
2 และวันที่ 15 – 16 หลังไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบกบัตัวออนทีพ่บจากการชําแหละยุงพบวาเปน
วันที่มีตัวออนระยะที ่3  

ผลการทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปไมโอซินและโทรโปนินตอพยาธิ          
B. malayi  ดวยวิธี PCR พบวามาสามารถพบผลิตภัณฑ PCR จากไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซิน
แตพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 700 bp จากไพรเมอรของยีนโทรโปนินทั้งจากดีเอ็นเอของ 
B. pahangi และ B. malayi 

 5.2 อภิปรายผลการวิจยั 

ในการศึกษารูปรางลักษณะตัวออนพยาธิฟลาเรียที่อยูในยุงพาหะโดยการ
ชําแหละยุง เพื่อแยกชนิดของพยาธิ สามารถตรวจสอบไดจากขนาดของลําตัว ขนาดของ rectal 
plug และระยะหางระหวาง rectal plug กับสวนทายของลําตัวพยาธิ ซึ่งจะพบไดในตัวออนระยะที่ 
1 และ 2  anal ratio (ความกวางของสวนหาง: ความยาวจาก anal ถึงสวนทายลําตัว) หรือรูปราง
ลักษณะของ caudal papillae จํานวน 3 อัน โดย 2 อันอยูทางดาน lateroventral และอีกหนึ่งอัน
อยูทางดาน dorsoterminal ซึ่งจะพบในตัวออนระยะที่ 3 เปนตน  

งานวิจัยนี้ไดศึกษาเฉพาะขนาดของลําตัวของตัวออนพยาธิเทานั้น เนื่องจากการ
วัดความกวางของ rectal plug อาจเกิดความคลาดเคลื่อนไดมากเนื่องจากตัวออนที่พบมีการ
วางตัวแตกตางกัน  ทําใหพบทั้งตัวออนที่มีและไมมี rectal plug ทําใหการวัดขนาดที่ตองวัดสวน
ของ rectum ที่ยื่นออกไปจากผนังลําตัวเกิดความคลาดเคลื่อนได (Beckett and Macdonald, 
1971, 1972; Chungpivat, 1989) และการศึกษารูปรางลักษณะของ caudal papillae ไมสามารถ
ทําการทดลองภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางกําลังขยายสูงได การตรวจสอบตองใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอน (SEM) เนื่องจาก caudal papillae ของพยาธิฟลาเรียมีขนาดและลักษณะที่
คลายคลึงกันมาก เชน caudal papillae ของตัวออนพยาธิ B. pahangi มีลักษณะคลายกับ B. 
malayi แตจะมีขนาดเล็กกวาของ W. bancrofti (Schacher, 1962a)   

จากขนาดของตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ที่พบในงานวิจัยนี้
พบวา สามารถแยกลักษณะตัวออนระยะตางๆออกจากกันไดจากรูปรางของตัวออน โดยจะพบวา
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ตัวออนระยะที่ 1 ลําตัวจะหดสั้นที่สุดกอนตัวออนจะเจริญเพิ่มขนาดความยาว ถึงแมวาตัวออน
ระยะที่ 3 จะมีความยาวมากที่สุดแตจะมีรูปรางเรียวตางกับตัวออนระยะที่ 2 ที่มีรูปรางยาวแตจะมี
ความกวางมากกวาตัวออนระยะที่ 3  ความยาวของตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi ที่พบ
ในงานวิจัยนี้คือ 1300 – 1650 µm มีคาใกลเคียงกับ Yen และคณะ (1982) ที่พบตัวออนระยะที่ 3 
มีความยาว 1360 – 1850 µm  ขณะที่ความยาวของตัวออนระยะที่ 3 ของ D. immitis ที่วัดไดคือ 
890- 1150 µm ใกลเคียงกับ Lichtenfels และ คณะ (1985) ที่พบวาตัวออนระยะที่ 3 มีความยาว 
700 – 1000 µm  

สําหรับวันที่พบตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ในแตละระยะของ
การศึกษาคร้ังนี้มีความแตกตางจากการศึกษาในอดีตโดย จากการตรวจหาตัวออน B. pahangi 
ในยุง An. quadrimaculatus พบตัวออนระยะที่ 2 และ 3 เร็วกวาการทดลองนี้ โดยจะพบตัวออน
ระยะที่ 2 ตั้งแตวันที่ 4 และ 5 หลังไดรับเชื้อเชื้อ และพบตัวออนระยะที่ 3 ตั้งแตวันที่ 8 หลังไดรับ
เชื้อ (Aoki et al., 1980) และจากการหาตัวออนพยาธิ D. immitis ในยุง An. quadrimaculatus, 
Ae. albopictus, Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera  พบตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 
3 เร็วกวางานวิจัยนี้ โดยในยุง An. Quadrimaculatus และ Ae. albopictus จะพบตัวออนระยะที่ 
1 ในวันที่ 3 – 6 หลังไดรับเชื้อ ตัวออนระยะที่ 2 วันที่ 7- 11 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 3 
ตั้งแตวันที่ 12 หลังไดรับเชื้อ และในยุง Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera  พบตัว
ออนระยะที่ 1 วันที่ 3 – 8 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 3 ในวันที่ 14 – 16 หลังไดรับเชื้อ แต 
ในยุง Ae.aegypti พบตัวออนระยะที่ 1 และ 2 ชากวางานวิจัยนี้ โดยตัวออนระยะที่ 1 พบในวนัที ่7 
– 8 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 2 พบในวันที่ 14 – 16 หลังไดรับเชื้อ (Kartman, 1953; 
Surathint et al., 1985)  

จากจาํนวนตวัออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis ที่พบในยงุ Ae. aegypti 
(Thailand strain) ถึงแมจะมีจํานวนแตกตางกนัในแตละวันแตเมื่อคํานวณตามวนัทีพ่บตัวออนแต
ละระยะจะพบวาตัวออนมีจาํนวนลดนอยลง  และจํานวนตัวออนเฉลี่ยของตัวออนระยะที ่ 3 ของ
พยาธิ B. pahangi และ D. immitis ตอยุง 1 ตัวมีคาใกลเคียงกนัมาก แมวาความหนาแนนของไม
โครฟลาเรียขณะที่ยงุดูดเลือดโฮสตทั้ง 2 ชนิดจะมีความแตกตางกนัมากซึง่สอดคลองกับ Lai และ
คณะ (2000) พบวา ความหนาแนนของไมโครฟลาเรียไมมีผลตอจํานวนตัวออนระยะที่ 3 นอกจาก
จํานวนไมโครฟลาเรียที่ยงุรับ ถามีปริมาณมากจะทําใหยุงมีอัตราการตายสูง เนื่องจากตวัออนจะ
ใชสารอาหารจากยงุ ซึง่ตัวออน B. pahangi และ B. malayi  จะใชสารอาหารที่กลามเนื้อของยงุ 



                                                                                                                 62
                                                                                                              

 
หากมีตัวออนมากเกินไปจะมีผลตอการบนิของยงุ ทาํใหยงุหาอาหารไมได (Beckett and 
Boothroyd, 1969; Berry et al., 1987)  

นอกจากนีย้ังมีปจจัยอีกหลายอยางที่ทาํใหจํานวนตัวออนลดนอยลงและทําให
พบตัวออนระยะตางๆในวนัที่แตกตางจากผูศึกษาทานอืน่ เชนชนิดและสายพันธุของยุงทีน่ํามาใช
ในการทดลอง  ทีม่ีสรีระที่เหมาะสมตอการเจริญของตัวออน ขณะเดียวกันภายในรางกายยงุแตละ
ชนิดจะมีอวัยวะสําหรับปองกันภายในรางกายที่แตกตางกันดวย การปองกนัไมโครฟลาเรียจะมี
อวัยวะที่มีลักษณะคลายฟนซึ่งใน Ae. aegypti จะม1ี อัน เรียกวา pharyngeal armature ที่อยู
สวนทายของคอหอย ทําใหปลอกหุมของ B. pahangi ฉีกขาดทําใหลําตัวไมโครฟลาเรียแตก 
(Bryan et al., 1974; Mcgreevy et al., 1978) นอกจากนี้สวนของผนังกระเพาะ (peritrophic 
matrix: PM) จะหนามากขึน้หลงัจากทีย่งุดูดเลือดเพื่อปองกันไมใหส่ิงมีชีวิตอืน่ที่อยูในกระแสเลอืด
โฮสตทําอันตรายตอยุง โดย PM จะหนามากที่สุด 24 ชั่วโมงหลงัจากยุงดูดเลือด (Pascoa et al., 
2002) ซึ่งจะสังเกตไดวาไมโครฟลาเรียที่ไมสามารถเคลือ่นที่ไปยงัอวยัวะที่เหมาะสมตอการเจริญ
ไดจะถูกยอยสลายอยูในกระเพาะตัง้แตวันที่ 1 หลงัไดรับเชื้อ และอุณหภูมิของสิ่งแวดลอมขณะที่
ทําการเลี้ยงยงุที่ควรจะมีอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซยีส แตในขณะที่ทาํการเลี้ยงยุงมีอุณหภูมหิอง
เฉล่ียเพียง 21 องศาเซลเซยีสเทานัน้ ขณะที่ Rodriguez และ Thompson  (1974) พบวาถามี
อุณหภูมิสูงจะทําใหไดตัวออนระยะที่ 3 นอย 

ผลการยอมสีตัวออน B. pahangi และ D. immitis ดวย Acid phosphatase 
acitivity โดยใช Naphthol AS-TR phosphate เปนสบัสเตรท ตัวออนติดสีแตกตางจากการยอม
โดยใช  Naphthol AS-TR hexazonium เปนสับสเตรท (Omar, 1977) ที่พบสวน excretory cell 
complex ของ B. pahangi, B. malayi และ W. bancrofti ไมติดสีแดง ขณะที่บริเวณนี้ของ D. 
immitis ติดสีแดงเขม ทําใหสามารถใชบริเวณแยกชนิดของพยาธ ิ2 กลุมนี้ได   ในการยอมคา pH 
เปนสวนสําคญัที่ทาํใหเกิดการติดสีที่แตกตางกนั การมีกลุมควบคมุในการยอมดวยทกุครั้งจงึเปน
ส่ิงจําเปน โดยการยอมสีไดดีที่สุดที่ pH 5.0 ถาคา pH แตกตางออกไปมากกวาหรือนอยกวา 0.5 
จะทําใหสีที่ปรากฏแตกตางออกไปมาก (Redington et al., 1975) แตกตางจาก Maki และ 
Yanagisawa (1980) ที่พบวาคา pH ที่ทาํใหเกิดปฏิกิริยาดีที่สุดใน D. immitis ตั้งแต 3.8 – 5.8  
นอกจากนี้ควรทําการยอมสีทันทีหลงัจากที่ไดตัวอยางและหลังจาก fix  ทันที ซึ่งถาเก็บตัวอยางไว
นานจะใหตัวอยางติดสีจางลงหรือไมติดสี ถึงแมวาจะเก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียสก็ตาม  
เนื่องจากพบวาสไลดแผนเลือดหนาที่ใชเปนตัวควบคุมสีที่ยอมในแตละวัน แยกการติดสีในบริเวณ
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ตางๆของไมโครฟลาเรียไดยาก โดยเฉพาะไมโครฟลาเรียของ D. immitis สวนใหญที่สวน 
excretory vesical และ anal vesical ติดสีแดงจางมากหรือไมติดสีเลย  

งานวิจยันี้ไดทดลองใชเทคนคิ RT-PCR 2 แบบคือ One Step RT-PCR และ Two 
Step RT-PCR ซึ่งการใช One Step RT-PCR ถึงแมวาจะขอดีคือมีความจาํเพาะตอ mRNA ใช
ระยะเวลาในการทํานอยและลดความเสี่ยงตอการปนเปอน แตความไวในการเกิดปฏิกิริยายงัไมนา
พอใจ  

การเลี้ยงยุงและตัวออนหนอนพยาธิในยงุ 1 คร้ัง จะใชระยะเวลาประมาณ 1 
เดือน จงึจะสามารถเก็บตัวอยางมาสกัด RNA ได การใชวิธี Two Step RT-PCR จึงเหมาะตอการ
วิจัยนี้มากกวาวิธ ีOne Step RT-PCR เนื่องจาก สามารถลดปญหาการมี RNA จํานวนนอยไดและ
ลดการสลายไปของ RNA เมื่อเก็บเปนเวลานานได นอกจากนี้ยงัสามารถลดคาใชจายในการทํา
วิจัยดวย นอกจากนี้ไดทดลองใชไพรเมอรในการสังเคราะห cDNA 2 ชนิดคือ Oligod(T) และ 
Random hexamer  ซึ่งพบวาการใช Random hexamer สามารถนําไปตรวจหาทรานสคริปทั้ง
ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินไดดีกวาการใช Oligod(T) อาจเนื่องมาจาก Oligod(T) 
จําเพาะตออารเอ็นเอที่มี poly (A) ประมาณ 1 – 4% ของอารเอ็นเอทัง้หมด ทําใหไดปริมาณ 
cDNA นอยกวาการใช Random hexamer  

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโป
ไมโอซินในตัวออนระยะที่ 3 ที่เจริญสมบูรณ ของ B. pahangi (วันที่ 14 หลังไดรับเชื้อ) จะพบวา
ตองใชตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 60 ตัวจึงจะพบการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดนี้  เนื่องจากยีน
ทั้งสองชนิดนี้ไมมีความจําเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 ที่เจริญสมบูรณ แตมีความจําเพาะกับตัวออน
ระยะที่ 2 ที่กําลังพัฒนาเปนตัวออนระยะที่ 3 ระยะตน  

และจากผลการทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินตอตัว
ออนระยะตางๆของ B. pahangi พบวาไมสอดคลองกับ Hunter และคณะ (1999) ที่พบการ
แสดงออกของยีนทั้งสองชนดิมากที่สุดในตัวออนระยะที ่ 3 ที่เจริญสมบูรณ และ มีการแสดงออก
ของยีนโทรโปนินมากกวาโทรโปไมโอซิน  แตจากการทดลองจะพบการแสดงออกของยีนทั้งสอง
ชนิดสูงที่สุดในตัวออนระยะที่ 2 (วันที ่ 8 หลังไดรับเชือ้) และไมพบการแสดงออกของยีนทั้งสอง
ชนิดในตัวออนระยะที ่3 ที่เจริญสมบูรณแตจะพบการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดนี้ในตัวออนระยะ
ที่ 3 ระยะตน  นอกจากนีย้งัพบวายนีโทรโปไมโอซินมกีารแสดงออกมากกวายนีโทรโปนิน  โทรโป
ไมโอซินพบไดที่กลามเนื้อผนังลาํตัวของ Caenorhabditis elegans (Robinson and Soichiro, 
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2006) พบ TroponinC ที่ผนังกลามเนื้อลําตัวและกลามเนื้อบริเวณคอหอยของ Caenorhabditis 
elegans (Brenner, 1974) โดย Tropomyosin จะทาํงานรวมกับ TroponinT และ TroponinI ที่
เกาะอยูบน actin ยับยัง้การหดตัวของกลามเนื้อ ขณะที่ TroponinC จะจับกับแคลเซียมเพื่อให 
TroponinI เปลี่ยนแปลงรูปรางแลว myosin มาจับกับ actin ได ทําใหเกิดการหดตวัของกลามเนื้อ 
(Gordon et al., 2000) จากการที่ Schacher (1962) พบวาตัวออนระยะที ่ 2 ของพยาธิ B. 
pahangi ที่พบในยุงตัง้แตวนัที ่ 6 – 7 หลังไดรับเชื้อ เร่ิมพบกลามเนื้อที่บริเวณรอยตอของหลอด
อาหารและมีกลามเนื้อผนงัลาํตัวทาํใหตวัออนเคลื่อนไหว โคงงอได แตยังคงเคลื่อนไหวชาเมื่อ
เทียบกบัตัวออนระยะที่ 3 ที่เคลื่อนไหวไดดีมาก  ดงันั้นจงึเปนไปไดวายนีโทรโปนินและโทรโปไม
โอซินจะมีการแสดงออกยีนในชวงที่ตวัออนกําลงัเจริญพัฒนาจากระยะที่ 2 เปนระยะที่ 3 ทั้งใน B. 
pahangi และ D. immitis  

การเกิดปฏิกิริยาขามจากการใชไพรเมอรโทรโปนินทดสอบความจําเพาะของดี
เอ็นเอหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi อาจเนื่องมาจากลําดับเบสของยีนโทรโปนินของ 
B. pahangi มีความคลายคลึงกับหนอนพยาธิ B. malayi  ถึง 93 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3, Hunter 
et al., 1999) ขณะที่ลําดับเบสของยีนโทรโปไมโอซินของ B. pahangi มีความคลายคลึงกับ B. 
malayi สูงถึง 98 เปอรเซ็นต แตไมพบปฏิกิริยาขามจากไพรเมอรนี้อาจเกิดจากสภาวะการทําการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไมเหมาะสมหรือเกิดจากดีเอ็นเอมีการสลายตัว 

จากการศึกษาครั้งนี้เปนการใชเทคนิค RT-PCR ในการตรวจหาทรานสคริปของ
ยีนโทรโปนินและยีนโทรโปไมโอซิน ซึ่งสามารถพบการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดไดตั้งแตในตัว
ออนระยะที่ 2 ของพยาธิ B. pahangi เปนตนไป โดยมีการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดมากที่สุด
ในตัวออนระยะที่ 2 (วันที่ 8 หลังไดรับเชื้อ) และยีนโทรโปไมโอซินจะมีการแสดงออกมากกวายีน
โทรโปนิน ขณะเดียวกันสามารถพบยีนทั้งสองชนิดนี้ไดจากตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของ D. 
immitis เชนเดียวกัน โดยยีนโทรโปนินมีการแสดงออกมากกวายีนโทรโปไมโอซินและพบปฏิกิริยา
ขามของไพรเมอรโทรโปนินใน B. malayi  แมวาจะมีการเกิดปฏิกิริยาขามของยีนทั้งสองชนิดกับ
พยาธิฟลาเรียชนิดอื่น แตความไวและความจําเพาะในการตรวจพบทรานสคริปของยีนทั้งสองชนิด
ใน B. pahangi และ D. immitis มีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงสามารถใชโทรโปไมโอซินในการ
ตรวจหาตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของ B. pahangi  ดวยเทคนิค RT-PCR เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตน
ในการบงชนิดของยุงพาหะนําโรคได  
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5.3 ขอเสนอแนะ 
1. การศึกษาครั้งตอไปควรทดสอบความไวของเทคนิค RT-PCR ตอการแสดงออกของยีนโทรโปนนิ
และโทรโปไมโอซินตอตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของพยาธ ิB. pahangi ในยุงหลงัจากไดรับไมโครฟ
ลาเรียที่ความเขมขนตางๆ เพื่อใหทราบจํานวนตัวออนทีน่อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบได 
2. การศึกษาครั้งตอไปควรทดลองออกแบบไพรเมอรใหมและปรับสภาวะการทดลอง เพื่อใหยนีทั้ง
สองชนิดนี้มีความจาํเพาะตอ B. pahangi มากยิ่งขึน้ 
3. การศึกษาครั้งตอไปควรทดสอบความจาํเพาะของยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิตอปรสิตชนิด
อ่ืนที่สามารถพบไดในยุง เพื่อใหทราบถงึรูปแบบการแสดงออกของยนีทัง้สองชนิดนี ้
4. คนควาหายีนตัวอืน่ทีม่ีความจาํเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 พยาธิ B. pahangi เพื่อเปนทางเลือก
ใหมในการตรวจวนิิจฉัยเพื่อพิสูจนตวัออนระยะที ่3 B. pahangi  ในยุงนําโรค
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ภาคผนวก 
 
การเตรียม 50x Tris-acetate EDTA (TAE) 
 Tris base     242 กรัม 
 Glacial acetic acid    57.1 มิลลิลิตร 
 EDTA      100 มิลลิลิตร 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 1x TAE 
 นํา 50x TAE 10 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Cetyl -  Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 
 CTAB      2  กรัม 
 NaCl      8.2 กรัม 
 β-Mercapto-ethanol    0.2 มิลลิลิตร 
 EDTA      0.74 กรัม 
 Tris      1.214 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม lysis buffer 
 EDTA      24.6 กรัม 
 N-laurylsarcosine    1.3  กรัม 
 เติม NaOH เพื่อปรับคา pH=9 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Phenol/Chloroform/isoamyl alcohol 
 Saturated Phenol    25 มิลลิลิตร 
 Chloroform     24 มิลลิลิตร 
 Isoamyl alcohol    1  มิลลิลิตร 
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การเตรียม 2% Agarose gel 
 ชั่ง agarose 0.6 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหไดปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Phosphate buffered saline (PBS) (0.01 M, pH 7.2) 
สารละลาย A 
NaH2PO4.H2O    1.38  กรัม 
NaCl     8.50  กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ   1  ลิตร 
สารละลาย B  
NA2HPO4    1.42  กรัม 
NaCl     8.50  กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ   1  ลิตร 
ผสมสารละลาย A ปริมาตร 280 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ปริมาตร 720 มิลลิลิตร  ปรับ pH 
เทากับ 7.2  
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สารเคมีและแหลงที่มา 

สารเคมี        แหลง 
CTAB        Sigma 
N-laurolsarcosine      Amresco 
β-Mercapto-ethanol      Pharmacia Biotech 
TRIzol reagent       Invitogen 
Proteinese K       USB 
Tris base       Amresco 
EDTA        Pharmacia Biotech 
Ethidium bromide      Bio-rad 
Agarose       USB 
1.5 Kbp DNA ladder      Pacific science 
Phenol        Amresco 
Chloroform       Merck 
dNTP        eppendorf 
Taq DNA Polymerase      Finnyme 
M-MULV reverse transcriptase     Finnyme 
Oligod(T)       Pacific science 
Random hexamer       Pacific science 
Gene specific primer      Proligo 
Naphthol  AS-TR  phosphate  sodium  salt   Sigma 
Pararosaniline  hydrochloride     Sigma 
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การยอมเอน็ไซม Acid phosphatase 

1. หลังจากทํา 3-line thick smear  จากเลอืดของสุนัขหรอืแมวที่มีไมโครฟลาเรีย ทิ้งสไลดใหแหง
อยางนอย 3 ชัว่โมงลางฮีโมโกลบินในน้าํกลั่น 1 – 2 นาท ีทิง้ไวใหแหง 

2.   วางสไลดที่มีตัวออนพยาธิฟลาเรียที่ไดจากการชําแหละไวใหแหง  
3. นํา absolute acetone  ไปแชในเครื่องทาํความเย็นที่ 4oC หรือตํ่ากวา จนกวาจะนาํแผนเลือด

มา fix 
4. ตั้งเครื่อง incubator ไวที ่37oC  
5. เตรียมน้ํายายอมสี ดังนี ้

Solution 1: Michaelis  veronal  acetate  buffer, pH 10.0 
Sodium  acetate    9.714 กรัม 
Sodium  barbital                       14.714 กรัม 
น้ํากลัน่      500   ซีซี 

Solution 2: Nephthol  AS-TR  phosphate 
Naphthol  AS-TR  phosphate  sodium  salt 0.05 กรัม 
N – N dimethyl  formamide   5.0   มล. 

Sodium 3: Pararosaniline 
Pararosaniline  hydrochloride   1.0  กรัม 
น้ํากลัน่               20.0 ซีซี 
HCl เขมขน     5.0 ซีซี 
ใส  pararosaniline  hydrochloride  ในน้ํากลัน่แลวตมใหเดือดเมื่อละลายแลว ใส 
HCl ลงไป ทิ้งไวใหเยน็ 

Solution 4: Sodium  nitrite, 4% 
Sodium  nitrite     4.0 กรัม 
น้ํากลัน่      100 ซีซี 

6.  นําสารละลายทัง้ 4 ชนิด ไปเตรียมเปน incubating  medium โดยการ ผสม solution 1 จํานวน 
25 ซีซี กับน้ํากลั่น 62.5 ซีซี  แลวเติม solution 2  จํานวน 5 ซีซี   solution 3 และ solution 4  
อยางละ 4 ซีซี  เขยาใหเขากนั  จากนัน้นาํไปวัดความเปนกรด-ดาง และปรับคา pH ใหเปน 5 
ดวย 0.1N  NaOH 

7.  fix สไลดดวย cold absolute acetone 1 นาท ี
8.  นําสไลดไปยอมสีใน incubating medium  ที ่37oC นาน 1 ชั่วโมง 



 79

อัตราการติดพยาธิฟลาเรยีในยุง Aedes aegypti (Thailand strain) 

อัตราการติดไมโครฟลาเรียในยุง Ae. aegypti  จํานวน 30 ตัวที่ดูดเลอืดแมวที่มี
ไมโครฟลาเรียของพยาธิ B. pahangi  จํานวน 6250 ตัว/มิลลิลิตร ตัง้แตเวลา 14.00 – 15.30 น.
พบวา อัตราการติดพยาธิในยุงคิดเปน100% (30/30) ในจํานวนนี้โดยเฉลี่ย มีไมโครฟลาเรีย 24 ตัว
ตอยุง 1 ตัว หลังจากการติดเชื้อในวนัที่ 1 อัตราการติดพยาธิในยุงลดต่าํลงและจาํนวนเฉลี่ยของไม
โครฟลาเรียหรือตัวออนทีพ่บตอยุง 1 ตัวมปีริมาณนอยลงเมื่อเวลาผานไป  โดยในวนัที่ 14 หลัง
ไดรับเชื้อ อัตราการติดตัวออนคิดเปน 13.33% (4/30) และมีตัวออนรวมทั้งสิน้ 7 ตัวเทานั้น 
(ตารางภาคผนวกที ่1)  บริเวณที่พบตัวออนในวนัที่ 1, 2, 3 และ 7 คือสวนอกและทอง สวนวนัที ่4, 
5, 6 และ 8 หลังไดรับเชื้อพบตัวออนเฉพาะในสวนอกของยุง  และตั้งแตวันที่ 9 หลังไดรับเชื้อจะ
เร่ิมพบตัวออนในสวนหวัของยุง  

เมื่อศึกษาอัตราการติดพยาธใินยุงเปรียบเทียบกับตัวออนของพยาธ ิ D. immitis  
โดยสุนัขมีความหนาแนนของไมโครฟลาเรยีเทากับ 1021 ตัว/มิลลิลิตร ที่เวลา 14.00 น. พบวา
วันที่ 1 หลังไดรับเชื้อ อัตราการติดพยาธิในยุงคิดเปน 100 % โดยยุง 1 เชนเดียวกับพยาธิ Brugia 
มีตัวออน 19.6 ตัวตอยุง 1 ตัว  ตั้งแตวนัที่ 2  - 20 ยงุมีอัตราการติดพยาธิลดนอยลง และคาเฉลี่ย
ของจํานวนตัวออนทีพ่บในยงุก็ลดต่ําลงดวย โดยในวนัที ่ 20 หลังการติดเชื้อ พบตวัออนเฉลี่ย 1.2 
ตัวตอยุง 1 ตัว และยงุมีอัตราการติดตัวออนคิดเปน 53%  (ตารางภาคผนวกที่ 2)  ตัวออนทีพ่บใน
วันที่ 1 – 4 หลังไดรับเชื้อจะพบในทอมัลพิเจียนและสวนทองของยงุ  ตั้งแตวันที่ 5 หลังไดรับเชื้อจะ
ไมพบตัวออนในสวนทองอีก ยกเวนวันที ่ 15 หลังไดเชื้อและวันนี้เปนวนัแรกทีพ่บตัวออนในสวนหวั
ของยุง ถงึแมวาตั้งแตวนัที ่ 4 หลงัไดรับเชื้อจะพบจาํนวนตัวออนในยุง 1 ตวัของ D. immitis 
มากกวาจํานวนตัวออนทีพ่บในยุง 1 ตวัของพยาธ ิ B. pahangi  แตตัวออนทีพ่บใน D. immitis 
สวนใหญเปนไมโครฟลาเรียที่กําลงัเจริญเปนตัวออนระยะที่ 1 ทีย่ังคงมชีีวิตอยูในทอมัลพิเจียน



   

ตารางภาคผนวกที ่1  อัตราการติดหนอนพยาธิ B. pahangi  ในยุง Ae. aegypti  (Thailand  strain) จํานวน 30 ตัว  

(microfilaremia = 6250/ml  ที่เวลา 14.00 – 15.30 น.)  
  วันที่ 1 ชม.  1  2  3 4  5  6  7 8  9 10  11 12 13  14  15 

จํานวนยุงที่พบตัวออน 
อัตราการติดตัวออน 

30 
100% 

30 
100% 

24 
80% 

26 
87% 

14 
47% 

13 
43% 

10 
33% 

10 
33% 

6 
20% 

7 
23% 

5 
17% 

2 
7% 

7 
23% 

2 
7% 

4 
13% 

4 
13% 

จํานวนตัวออนที่พบ:  
สวนหัว 
สวนอก 
สวนทอง 
รวม 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว 

 
-  

59 
657 
716 

23.87 

 
- 

161 
469 
630 
21 

 
- 

306 
118 
424 

14.13 

 
- 

190 
13 

202 
6.73 

 
- 

97 
- 

97 
3.23 

 
- 

65 
- 

65 
2.17 

 
- 

37 
- 

37 
1.23 

 
- 

17 
1 
18 
0.6 

 
- 

16 
- 

16 
0.53 

 
4 
14 
8 
26 

0.87 

 
5 
7 
7 

19 
0.63 

 
7 
6 
8 
21 
0.7 

 
5 
7 
2 
14 

0.47 

 
8 
2 
- 

10 
0.33 

 
12 
3 
4 
19 

0.63 

 
6 
- 
1 
7 

0.23 

อัตราการพบตวัออนในยุง   =   จํานวนยุงที่มตีัวออน X 100  (N=30) 
         

จํานวนตวัออนตอยุง 1 ตัว = จํานวนตวัออนทีพ่บทัง้หมด 
          จํานวนยงุทั้งหมด 
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ตารางภาคผนวกที ่2  อัตราการติดหนอนพยาธิ  D. immitis  ในยงุ Ae. aegypti (Thailand strian) จํานวน 30 ตัว 

(microfilaremia = 1021/ml  ที่เวลา 14.00 – 15.00 น.)  
วันที ่ 1 hr 1  2 3  4  5 6 7  8  9 10 11  12 13 14  15 16 17 18 19  20 

จํานวนยุงที่พบตัวออน 
อัตราการติดตัวออน 

23 
77% 

30 
100
% 

28 
93% 

18 
60% 

20 
67% 

14 
47% 

7 
23% 

14 
47% 

14 
47% 

16 
57% 

15 
50% 

15 
50% 

18 
60% 

16 
53% 

19 
63% 

21 
70% 

26 
86% 

18 
60% 

17 
57% 

20 
67% 

16 
53% 

จํานวนตัวออนที่พบ : 
สวนหัว 
สวนอก 
สวนทอง 
ทอมัลพิเจียน 
รวม 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว 

 
- 
- 

201 
- 

201 
6.7 

 
- 
- 

233 
355 
588 
19.6 

 
- 
- 

286 
159 
445 
4.83 

 
- 
- 

10 
133 
143 
4.76 

 
- 
- 

20 
136 
156 
5.2 

 
- 
- 
- 

105 
105 
3.5 

 
- 
- 
- 

41 
41 

1.36 

 
- 
- 
- 

52 
52 

1.73 

 
- 
- 
- 

45 
45 
1.5 

 
- 
- 
- 

82 
82 

2.73 

 
- 
- 
- 

49 
49 

1.63 

 
- 
- 
- 

63 
63 
2.1 

 
- 
- 
- 

53 
63 
2.1 

 
- 
- 
- 

40 
40 

1.33 

 
- 
- 
- 

52 
52 

1.73 

 
15 
- 
1 

51 
67 

2.23 

 
19 
- 
- 

51 
70 

2.33 

 
12 
- 
- 

23 
35 

1.16 

 
12 
- 
- 

25 
37 

1.23 

 
6 
- 
- 

40 
46 

1.53 

 
9 
- 
- 

27 
36 
1.2 

   

อัตราการพบตวัออนของยุง   =   จํานวนยุงที่มตีัวออน X 100  (N=30) 
    

จํานวนเฉลีย่ของตัวออนที่พบในยุง 1 ตัว = จํานวนตวัออนทีพ่บทัง้หมด 
            จาํนวนยงุทัง้หมด 
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รูปภาคผนวกที่ 1 กรงสําหรบัเลี้ยงยงุตัวเต็มวัย 
 
 

 
 
รูปภาคผนวกที่ 2 กลองสาํหรับใสยุงตัวเต็มวัย  
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รูปภาคผนวกที่ 3  แสดงยุงดูดเลือดสัตวทดลองที่มีไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 
 
 

 
 
รูปภาคผนวกที่ 4  mass dissection 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวศิวะพร กล่ําคลาย เกิดวันที ่ 10 พฤศจกิายน พ.ศ.2524 ทีจ่ังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต(ชีววทิยา) คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัศิลปากร ในปการศึกษา 2546 และในปเดียวกนัไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญา
มหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย(ปรสิตวิทยา) ภาควิชาพยาธิวทิยา คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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