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กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธนี้สําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของผูชวยศาสตราจารย       

ดร.จตุรงค  พุทธพรทิพย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ที่ไดกรุณาใหความชวยเหลือ ประสิทธิ์ประสาทความรูและคําแนะนําในการ

แกปญหาตาง ๆ ระหวางการศึกษาวิจัย เปนผูใหความเมตตากรุณาตอขาพเจาอยางดียิ่ง ตลอดจน

แกไขขอผิดพลาดของวิทยานิพนธฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณอยางดีที่สุด  ขาพเจาขอกราบ

ขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ ศาสตราจารย นายแพทยสมชาย  

จงวุฒิเวศย และผูชวยศาสตราจารย นายแพทยประเสริฐ  สิทธิเจริญชัย ที่ไดกรุณาใหการ

สนับสนุน ใหความรู ความคิดเห็นตาง ๆ ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนชวยแกไขขอผิดพลาดของ

วิทยานิพนธฉบับนี้อยางดียิ่ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงอีกครั้งไว ณ ที่นี้ สําหรบัคํา

สอนตาง ๆ อันมีคุณคาที่ขาพเจาพึงไดรับตลอดการศึกษา 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชุม ภาควิชาปรสิตวิทยา  

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย นายแพทยเกรียงศักดิ์   

ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดกรุณาให

คําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิ่งขึ้น ขอขอบพระคุณ 

อาจารยสุนีย สีธรรมใจ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร คุณมาลี    

เจริญกร  คุณอุรัสยา พัฒนวงศ  คุณทวีศักดิ์ แซเตีย  คุณธงชัย หงษศรีเมือง ภาควิชาปรสิตวิทยา 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหคําแนะนําและความชวยเหลือดวยดีเสมอมา 

 ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที่ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ วัสดุ อุปกรณ และเครื่องมือตาง ๆ ตลอดจน

ความชวยเหลือในทุก ๆ ดานสําหรับการศึกษาวิจัย      

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา พี่ นอง และเพื่อน ๆ ทุกคนสําหรับ

คําปรึกษา กําลังใจ ตลอดจนการสนับสนุนขาพเจาในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดยตลอด 
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บทที่  1 
 

 บทนํา 
 

 

พยาธิแสมาหรือ whipworm (Trichuris sp.) จัดเปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธิตัวกลม    

ในลําไสที่ไมมฟีาสมิด (Aphasmids) โดยคําวา “Trichuris” ตามความหมายแลวแปลวา “มีหาง 

คลายเสนดาย” ทัง้นี้เกิดจากความเขาใจผดิวาสวนทีเ่รียวเล็กของพยาธิแสมาเปนสวนหางซึง่แท 

จริงแลวเปนสวนหัว ตอมาในป ค.ศ. 1998 Schrank ไดตั้งชื่อพยาธิข้ึนใหมวา “Trichocephalus” 

ซึ่งหมายถึงสวนหัวที่มีลักษณะคลายเสนดาย แตชื่อใหมนี้ไมเปนที่นิยมใชโดยมีใชกันเฉพาะใน 

แถบลาตินอเมริกาเทานั้น ปจจุบันจึงรูจักกันทั่วไปในชื่อเดิมคือ Trichuris sp. ลําตัวของพยาธิ  

แบงออกเปนสองสวนอยางชัดเจนคือสวนหนา (anterior) ซึ่งมีลักษณะเรียวเล็ก และสวนทาย 

(posterior) ที่มีลักษณะพองโต มีหลอดอาหารเปนแบบ stichosome เชนเดียวกับหนอนพยาธิ 

Capillaria sp. และ Trichinella spiralis ซึ่งจัดอยูใน Superfamily Trichinelloidea 

พยาธิแสมาเปนปรสิตที่พบไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด ปจจุบันพบวา    

พยาธิแสมามีความหลากหลายทางสายพันธุ (species) ซึ่งโดยเบื้องตนแลวมักใชลักษณะทาง

กายสัณฐานของพยาธิรวมกับชนิดของโฮสตที่พบในการจําแนก สําหรับ Trichuris trichiura      

(L., 1771) เปนพยาธิแสมาชนิดที่จาํเพาะตอสัตวในตระกูลไพรเมท (primates) รวมถึงมนุษยดวย 

และในเวลาตอมาไดมีผูรายงานพบพยาธแิสมาชนิดอืน่ ๆ อีกหลายชนดิที่มโีฮสตจําเพาะเปนสัตว

เลี้ยงลูกดวยนม เชน สนุัข สุกร โค แกะ แพะ อูฐ กระตาย และหน ูเปนตน ดวยเหตนุี้จึงมีผูสนใจ

ทําการศึกษาเกี่ยวกับคุณลักษณะตาง ๆ ของพยาธิแสมาในหลายดาน ไมวาจะเปนการศึกษา

ทางดานอนุกรมวิธาน สัณฐานวิทยา ภูมิคุมกันวิทยาระหวางโฮสตกับพยาธ ิรวมถึงชีวโมเลกุลของ

พยาธิ เปนตน สาํหรับการศึกษาในชวงแรกมักเปนการศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิดังเชนการ 

ศึกษาของ Chandler (1930) ไดรายงานลักษณะของพยาธิตัวเต็มวัยและไขของพยาธิแสมา 5 

ชนิด คือ T. vulpis, T. ovis, T. trichiura, T. minuta  และ T. leporis  พรอมทั้งศึกษาลักษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาโดยละเอียดของ T. tenuis ซึ่งเปนชนิดที่คนพบใหมจากอูฐที่ตายใน Houston 

Zoological Garden เปนตน การศึกษาเหลานี้มีจุดประสงคเพื่อจาํแนกชนิดของพยาธิแสมาโดย

การเปรียบเทียบและศึกษาอนุกรมวิธานจากลักษณะภายนอกของพยาธิตัวเต็มวัยที่พบในโฮสต 

ชนิดตาง ๆ เปนหลัก 
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วงชวีิตของ T.  trichiura มีการศึกษาครั้งแรกโดย Grassi ในป ค.ศ. 1887 จากนัน้มกีาร 

ศึกษาตอมาโดย Fulleborn ในป ค.ศ. 1923 และ Hasegawa ในป ค.ศ.1924 พยาธแิสมามีวงจร

ชีวิตที่สมบูรณโดยอาศัยโฮสตเพียงชนิดเดยีวเทานั้น ไมมีโฮสตตัวกลาง การติดตอสูมนุษยเปนแบบ 

soil-transmitted จากการรบัประทานไขพยาธิระยะติดตอซ่ึงผานการเจริญอยูในสภาวะแวดลอมที่

เหมาะสมภายนอกโฮสตเปนระยะเวลาหนึง่ สําหรับผูที่ติดโรคพยาธิแสมาสวนใหญมกัไมมีอาการ

แสดงทางคลนิิกหรืออาจเกดิอาการเพยีงเล็กนอยไมรุนแรง อยางไรก็ตามในผูที่ติดเชือ้ระดับปาน

กลาง (moderate infection) หรือติดเชื้อเปนจํานวนมาก (heavy infection) สามารถทําใหผูปวย

เกิดพยาธิสภาพภายในลําไส มีอาการแสดงที่รุนแรงและชัดเจน เชน ทองรวงเรื้อรัง เสียเลือดมาก 

โลหิตจาง ขาดสารอาหาร ในกรณีที่มพียาธิจํานวนมากอาจเกิดภาวะลําไสอุดตันหรอืลําไสทะลุจน

เสียชีวิตได (ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล, ศรชัย หลอูารียสุวรรณ และประยงค ระดมยศ, 2549) 

จากขอมูลในป ค.ศ. 2001 พบวาประชากรเกือบหนึง่พันลานคนทัว่โลกติดโรคพยาธแิสมา 

(trichuriasis) (Beaver, Jung และ Cupp, 1984) โดยพบมากเปนอันดับสองรองจากโรคพยาธิ

ไสเดือน (ascariasis) (Katz, Despommier และ Gwadz, 1989) และมีอัตราการแสดงอาการของ

โรคสูงถึงกวา 200 ลานคน โรคพยาธิแสมาจัดเปนโรคทีก่อใหเกิดผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพของ

ประชากร และโดยออมตอประสิทธิภาพในการทาํงานของผูติดเชื้ออันจะมีผลตอการพัฒนาสังคม

และเศรษฐกิจของประเทศ โดยเฉพาะประเทศเขตรอนแถบเสนศูนยสูตรและเขตอบอุนที่มีการ

จัดการดานสาธารณสุขต่าํกวามาตรฐาน หรือในประชากรที่มีระดับการครองชีพต่าํและขาดการ

โภชนาการที่ดีซึ่งรวมถึงประชากรในประเทศไทยดวย พยาธิแสมาเปนพยาธิที่พบไดท่ัวไปใน

ประเทศไทย อัตราการติดโรคพยาธิแสมาโดยเฉลี่ยทั่วประเทศคิดเปนรอยละ 6.46 พบมากที่สุด

ทางภาคใตโดยมีอัตราการติดโรครอยละ 32.5 สําหรับภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคตะวันออก 

เฉียงเหนือ มีอัตราการติดโรครอยละ 4.46, 0.12 และ 0.01 ตามลําดับ (สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) 

หลังจากป ค.ศ. 1956 นักวิจัยบางสวนไดเล็งเห็นถึงความสําคัญในการศึกษาเกี่ยวกับ

พยาธิแสมาชนิดที่เปนปรสิตของสุนัขหรือ T. vulpis มากขึ้นเนื่องจากมีการตรวจพบไขพยาธิใน

อุจจาระผูปวย trichuriasis ซึ่งไขที่พบมีขนาดใหญกวาไขพยาธิ T. trichiura ที่พบโดยปกติ แต 

กลับมีความใกลเคียงกับขนาดไขของ T. vulpis จึงมีความเขาใจวามนุษยสามารถติดโรคจาก      

T. vulpis ได ในปจจุบันสภาวการณของผูปวย trichuriasis ที่ไดรับการวินิจฉัยวาเกิดจาก T. vulpis 

ทั่วโลกมีรายงานอยูมากกวา 30 ราย ซึ่งลวนแลวแตใหคาํวินิจฉัยจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของไขพยาธิที่พบในอุจจาระเทานั้น นอกจากนี้ T. suis ซึ่งเปนปรสิตของสุกรก็เคยมีรายงานวา

สามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกัน (Minvielle, Pezzani และ Basualdo, 1993) 
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กรุงเทพมหานครจัดเปนเมืองที่มกีารเจริญเติบโตในดานเศรษฐกิจ สังคม และคุณภาพชีวิต

ของประชากรอยางรวดเร็ว แตในขณะเดียวกนัหลายสถานที่ในกรุงเทพฯยังคงเปนแหลงชุมชนทีม่ี

ผูคนอาศัยอยูอยางแออัดและมีคุณภาพชวีติต่ํากวามาตรฐาน เชน แหลงสลัมหรือชุมชนทีม่ีระบบ

จัดการน้าํทิง้และการระบายน้ําไมถกูหลกัสุขาภิบาล เปนตน ซึ่งไมวาจะเปนแหลงชมุชนที่ไดกลาว

มา วัด สวนสาธารณะ หรือโรงเรียน ลวนแตเปนสถานที่ที่เหมาะสําหรับการสะสมและแพรกระจาย

ของโรคพยาธแิสมาทัง้ในมนุษยและสุนัข โดยเฉพาะในสุนัขจรจัดซึ่งพบไดกระจัดกระจายทั่วไปใน

กรุงเทพฯ สุนขัเหลานี้ไมไดรับการควบคมุและปองกนัโรคจากทางรัฐบาลทาํใหการแพรกระจายโรค

พยาธิแสมาในสุนัขจรจัดมีมากตามไปดวยและสุนัขจรจัดเหลานี้ยงัคงมคีวามสัมพันธใกลชิดกับ

สุนัขที่เลี้ยงแบบปลอย เปนเหตุใหสุนัขเลี้ยงสามารถติดโรคพยาธิแสมาไดโดยตรง และอาจทํา

หนาที่เปนตัวแพรกระจายเชื้อสูมนุษยที่ใกลชิดตัวสุนัขหรืออาศัยอยูในแหลงเดียวกนัอีกดวย 

ระบาดวิทยาของปรสิตหนอนพยาธทิี่พบในสุนัขจรจัดเขตกรุงเทพฯไดรับการศึกษาครั้งแรก

โดย Manning และคณะ (1969) ตอมา Hinz (1980) ไดรายงานอัตราการติดโรคพยาธิในลาํไสของ

สุนัขจรจัดในเขตกรุงเทพฯ พบวาพยาธิแสมามีอัตราการระบาดมากเปนอันดับสอง (54.2%) และมี

รายงานวาพบนอยลงเปน 33% โดยอาคมและสุพจน (2544) ถึงแมวาผูปวยที่ติดโรคจาก T. vulpis 

จากทั่วโลกยังมีรายงานไมบอยนัก แตเนื่องจากพยาธิชนดินี้มีโฮสตจําเพาะ (definitive host) เปน

สุนัขซึ่งมีความใกลชิดกับมนุษย การติดโรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis (zoonotic trichuriasis) จึง

เปนเรื่องที่ควรใหความสําคญั เพราะนอกจากจะมีผลทาํใหผูปวยเกิดอาการทางคลินิกไดเชนเดยีว 

กับผูปวยจาก T. trichiura แลว ยังพบวาพยาธิสามารถทําใหผูปวยบางรายเกิดอาการ visceral 

larva migrans ได (Sukano และคณะ, 1980; Masuda และคณะ, 1987; Dvorak, Spickler และ 

Roth, n.d.) ดังนั้นการศึกษาในรายละเอียดของพยาธิ T. vulpis จึงมีความจําเปน ในแงของ 

zoonosis อีกดวย 

การพบผูปวย trichuriasis จากพยาธ ิT. vulpis ในระยะหลังยงัคงมีอยู และสวนใหญมัก

ใหผลการวินิจฉัยโรคโดยใชวิธีการทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิในการพิสูจน ถึงแมวาไขของ     

T. vulpis จะมรูีปรางลักษณะคลายถงัเบียร (barrel shape) มากกวาไขของ T. trichiura ก็ตาม  

แตการวินิจฉัยโดยสัณฐานวิทยาของไขพยาธิท้ังสองชนิดก็อาจกอใหเกิดความสับสนและความ

ผิดพลาดของผลการวินิจฉัยได เนื่องจากไขพยาธิทั้งสองชนิดนี้มีรูปรางและขนาดที่ใกลเคียงกัน 

(Dunn และคณะ, 2002) หรือหากจะมีการวินิจฉัยไขรวมกับการตรวจดูพยาธิตัวเต็มวัยก็ยังพบ

อุปสรรคจากโอกาสทีจ่ะพบพยาธิตัวเต็มวยัในอุจจาระผูปวยซึง่มีนอยมาก สวนการนําพยาธิตัวเตม็

วัยออกมาศึกษานอกจากจะมีวิธกีารทียุ่งยากแลวยังเปนการเพิ่มคาใชจายแกผูปวยโดยไมจําเปน 
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อยางไรก็ตามหลังจากมีความเจริญกาวหนาทางวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ีองคความรู

ตาง ๆ ไดถูกนํามาประยุกตใชในการศึกษาพยาธิแสมาอยางกวางขวาง เชน การศกึษาระบาด

วิทยา น้ําเหลืองวิทยา และอณูชีววิทยา เปนตน ในปจจุบันความรูทางดานชีวโมเลกุลไดรับการ

ยอมรับวาเปนวิธกีารที่ดีและมีประสิทธิภาพสูงสาํหรับใชศึกษาลักษณะทางพนัธกุรรมของสิ่งมีชวีิต

ตาง ๆ โดยเกิดความผิดพลาดนอย เชน การศึกษาคุณลักษณะของดีเอ็นเอของพยาธิแสมา 

โดยเฉพาะการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal RNA แตขอมูลดังกลาวยังมีอยูอยาง 

จํากัด ซึ่งขอมูลลําดับเบสของ ribosomal RNA gene ใน T. vulpis มีเฉพาะในสวนของ ITS1-

5.8S-ITS2 (accession number AM234616) (Cutillas และคณะ, 2007) สวนลาํดับเบสของ     

T. trichiura มีรายงานไวในสวนของ 18S rRNA gene เทานั้น ดังนั้นการโคลน ribosomal RNA 

gene บนตําแหนงเปาหมายเพื่อใหไดยนีตนแบบที่มีลําดบัเบสสมบูรณจึงมีความสําคัญและเปน

ประโยชนตอการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวของในอนาคต ตลอดจนการใชสําหรับพัฒนาวิธีการปฏิกิริยา

ลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) เพื่อการวินิจฉัย T. trichiura และ T. vulpis ไดอยางถูกตองในงานวิจยั 

นี ้อันจะเปนประโยชนตอการทราบระบาดวิทยาของพยาธิแสมาทัง้ 2 ชนิดนี้ในประเทศไทย และ

เพื่อเปนแนวทางในการควบคุมและปองกนัโรคพยาธิแสมาอีกทางหนึ่งดวย 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 

อนุกรมวธิานของพยาธิแสมา (Trichuris sp.) 
 

 Phylum Nematoda 

     Class Enoplea, Adenophorea, Aphasmidea 

           Subclass Enoplia 

                Order Enoplida 

                     Superfamily Trichuroidea 

                          Family Trichuridae 

                               Genus Trichuris 

 

พยาธิแสมาเปนปรสิตหนอนพยาธิตัวกลมที่สําคัญชนิดหนึง่ซึ่งอาศัยอยูในลําไสของโฮสต 

(intestinal nematode) จากการจัดลําดับหมวดหมูในอนุกรมวธิานโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของตัวพยาธ ิชนิดของโฮสต และการจําแนกทางชวีโมเลกุล ทาํใหปจจุบันสามารถจําแนก

พยาธิแสมาออกเปนหลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งจะเหน็ไดวาพยาธิแสมาเปนปรสิตที่มี

ความจาํเพาะตอโฮสตที่เปนสัตวเลี้ยงลกูดวยนม เชน โค กระบือ แพะ แกะ สนุัข หน ูลงิ เปนตน 

นอกจากนีย้ังมีการศึกษาในดานความสัมพันธระหวางชนิดของพยาธแิละโฮสตจําเพาะโดยพยาธิ

แสมาแตละชนิดมีระดับความหลากหลายของโฮสตจําเพาะที่แตกตางกัน บางชนิดมีความจาํเพาะ

ตอโฮสตในระดับ Genus หรือบางชนิดกม็ีความจาํเพาะตอโฮสตในระดับ Family เชน T. arvicolae 

ซึง่มีรายงานพบในสัตวฟนแทะใน Family Arvicolidae ขณะเดียวกนับางชนิดก็สามารถพบไดใน

โฮสตที่มีความหางไกลกนัทางสายวิวฒันาการมากขึ้น เชน T. skrjabini  ซึ่งพบไดใน อูฐ โค แพะ 

และแกะ สําหรับพยาธิแสมาที่เปนปรสิตของมนษุย ปจจุบันพบเพียงชนิดเดียวคือ T.  trichiura 
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ตารางที ่1 แสดงพยาธิแสมาชนิดตาง ๆ และโฮสตจําเพาะของพยาธแิตละชนิด 

 

    

ชนิดของพยาธิ โฮสต 

T. trichiura (Linnaeus, 1771) primate 

T. muris (Schrank, 1788) rodent (rat, mice) 

T. suis (Schrank, 1788) swine 

T. vulpis (Froelich, 1789) canids 

T. ovis (Abildgaard, 1795) cattle, sheep 

T. leporis (Zeder, 1803) rabbit, hare 

T. discolor (Von Linstow, 1906) cattle 

T. skrjabini (Baskakov, 1924) camel, cattle, sheep, goat 

T. tenuis (Chandler, 1930) camelid 

T. sylvilagi (Tiner, 1950) rabbit 

T. arvicolae (n. sp.) rodent (Family Arvicolidae) 
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ลักษณะทัว่ไปของพยาธแิสมา 
 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิแสมามีอยูอยางกวางขวางนับตั้งแตอดีตมาจนถึง

ปจจุบัน โดยในอดีตจัดวามีความสาํคัญมากในแงของการจัดลาํดับหมวดหมูทางอนุกรมวิธาน 

เนื่องจากไดมกีารคนพบพยาธิแสมาอยูในโฮสตชนิดอื่น ๆ อีกมาก การจําแนกชนิดของพยาธิจึงใช

การพิจารณาจากลักษณะทางกายสัณฐานประกอบกับชนิดของโฮสตที่พบเปนสาํคัญ อยางไรก็

ตามเมื่อมกีารคนพบพยาธิแสมาในโฮสตชนิดตาง ๆ มากขึ้น การจําแนกชนิดของพยาธิแสมาก็มี

ความยุงยากและคลุมเครือมากขึ้นตามไปดวย โดยพบวาพยาธิบางชนดิมีรูปรางภายนอกเหมือน 

กันแตพบในโฮสตตางชนิดกัน บางชนิดมีความแปรผันในรูปรางลักษณะสูง หรือหลายชนิดที่มี

รูปรางลักษณะคลายคลึงกนัมาก เปนตน ในระยะหลงัที่ความรูทางดานชวีโมเลกุลรวมถึงเทคนิค

ตาง ๆ ไดถูกพฒันาขึน้ การศึกษาลักษณะพันธุกรรมของพยาธิจงึถกูนาํมาใชประกอบการศึกษา

พยาธิแสมาอยางกวางขวาง และสามารถใหความกระจางชัดในเรื่องสายพนัธุของพยาธิและโฮสต

จําเพาะไดเปนอยางด ี

 หลายการศึกษาไดบรรยายไวถึงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของพยาธแิสมาที่ไดจากโฮสต

ชนิดตาง ๆ ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน ดังเชนรายงานของ Mayer ในป ค.ศ. 1841 ซึ่งเปนบุคคลแรก 

ที่ไดบรรยายรปูรางลักษณะของ genital organs และลักษณะภายนอกของพยาธ ิT. ovis โดย

อธิบายสัณฐานวิทยาตาง ๆ พรอมดวยภาพวาดของ spicule และ sheath (Sarwar, 1959) 

หลังจากนั้นยังมีการอธิบายถึงอนุกรมวิธานและสัณฐานวิทยาของพยาธิใน genus Trichuris    

โดย Wilson (1846) อีกการศึกษาหนึง่เกีย่วกับพยาธิแสมาในสัตวเคี้ยวเอื้องโดย Sprehn (1927) 

ไดรายงานวา T. globulosa เปนปรสิตซึ่งมีโฮสตจําเพาะคือแกะและแพะ และอธิบายถึงความ

แตกตางระหวาง T. ovis และ T. globulosa ในลักษณะของ spicule และ sheath ประกอบกับ

การศึกษาในเวลาตอมาโดย Chandler (1930) ทีพ่บวาความยาวของ spicule สามารถใชเปน

เกณฑในการจําแนกชนิดของพยาธิแสมาไดอยางนาเชือ่ถือที่สุดเมื่อพิจารณาควบคูไปกับลักษณะ

ภายนอกอืน่ ๆ และในป ค.ศ. 1932 มีรายงานที่ไดอธิบายถึงลักษณะและโครงสรางของ vagina   

ใน T. ovis และ T. globulosa ทําใหพบวาโครงสรางของ vagina ในพยาธิแสมาทั้งสองชนิดมี

ความแตกตางกัน (Baylis, 1932) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงโครงสรางของกลามเนื้อบริเวณ 

ejaculatory duct โดย Oliveros และคณะ (2000)                                            
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 T. suis ไดรับความสนใจอยางกวางขวางในกรณีของการเกิด zoonotic เนื่องจากการมี

สัณฐานวทิยาที่คลายคลงึกนัมากกบั T. trichiura (Creplin, 1825; Schwartz, 1926) อยางไรก็ตาม  

มีการศึกษาที่ไดพิสูจนถงึความแตกตางกนัในรูปรางของพยาธิแสมาทั้งสองชนิดวาสามารถแยก

จากกันได (Sondak, 1948; Pavlovski และ Sondak, 1951) อยางเชนความยาวของ spicule 

สามารถใชเปนตัวจําแนกชนิดของพยาธิแสมาได แตอยางไรก็ตาม spicule ของ T. suis  กับ        

T. trichiura ก็ยังคงมีความคลายคลึงกนัมาก ในการจาํแนกพยาธิทัง้สองชนิดนอกจากความยาว

ของ spicule แลวยังสามารถตรวจสอบไดจาก pericloacal papillae ซึ่งพบเฉพาะใน T. trichiura 

เทานั้น (Chandler, 1930; Knight, 1971) แตจากการศึกษาเพิม่เติมโดย Spakulova และ Lysek 

(1981) พบวารูปรางลักษณะของ T. suis ที่ไดจาก sus scrofa domestica (swine) และ        

sus scrofa scrofa (wild boar) ทั้งเพศผูและเพศเมียมีความแตกตางกัน ประกอบกับการพบ 

pericloacal papillae ใน T. suis จาก wild boar เชนเดียวกับใน T. trichiura ซึ่งขัดแยงกับ

การศึกษากอนหนา T. trichiura จึงอาจติดตอขามโฮสตไปสู wild boar ไดเชนเดียวกับผลงาน

ตีพิมพในป ค.ศ. 1979 (Thienpont, Rochette และ Vanparijs, 1979) 

 จากรายงานของ Spakulova (1994) ซึ่งไดศึกษาสัณฐานวทิยาของพยาธิแสมาโดยการวัด

ความยาวของอวัยวะตาง ๆ และคาํนวณดวยสูตรทางคณิตศาสตร เพื่อการจาํแนกพยาธิแสมา  

เพศผู 5 สายพันธุออกจากกัน คือ T. ovis, T. skrjabini, T. sylvilagi, T. suis และ T. trichiura  

พบวาการจําแนกพยาธิแสมาเพศผูโดยการวัด spicule length, spicule shaft width และ total 

body length ของพยาธิเปนวิธีการที่เหมาะสมและเพยีงพอสําหรับการตรวจวินิจฉัย T. skrjabini, 

T. sylvilagi และ T. ovis ออกจากกัน สวน T. suis และ T. trichiura เปนพยาธิที่มีลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกนัเปนอยางมาก และมักทาํใหการวินิจฉัยโดยพิจารณาเพียงลักษณะ    

ที่กลาวมาแลวผิดพลาดไป จงึตองมีเกณฑในการพิจารณาเพิ่มข้ึนอีก 4 ลักษณะคือ anterior body 

length, anterior body width, maximum posterior body width และ middle body width in 

place of oesophagointestinal junction จึงจะเพียงพอและเชื่อถือได 

 จากที่กลาวมาจะเห็นไดวาการศึกษาความแตกตางทางสัณฐานวิทยาของพยาธิแสมาตัว

เต็มวัยเพื่อเปนเกณฑในการจําแนกชนิดของพยาธิ ในจํานวนนี้มหีลายชนิดสามารถวินจิฉัยไดอยาง

ชัดเจน แตกย็งัมีขอยกเวนสาํหรับบางชนดิที่อาจมีความแปรผันในรูปรางลักษณะสูงเมื่ออยูในโฮสต

ตางชนิดกัน เนื่องจากชนิดของโฮสตที่พยาธิอาศัยมีอิทธิพลใหพยาธิมีรูปรางลักษณะที่แตกตาง   

กันไป และบางครั้งอาจทําใหมีการระบุเปนชนิดใหมได ดังนัน้การใชเกณฑในการจาํแนกชนิดของ

พยาธิแสมาโดยอาศัยการพิจารณาจากสัณฐานวิทยาของตัวพยาธิเพียงอยางเดียวจึงมีความไม

ชัดเจน (Knight, 1984) 
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 สําหรับการศึกษาสัณฐานวิทยาของไขพยาธิแสมานั้นเริ่มข้ึนในระยะหลังโดย Corrêa, 

Yamanaka, Corrêa, Silva และ Silva (1980) เปนคณะแรก ซึ่งทําการศึกษาไขพยาธิภายในมดลูก

ของ T. trichiura ตัวเต็มวัยที่ไดจากคนไข จากการศึกษาพบวามีไขพยาธิขนาดใหญผิดปกติจาก   

ที่เคยพบมาปนอยูกับไขพยาธิขนาดปกติ สวน Ash และ Orihel (1984) ไดรายงานเกี่ยวกับขนาด

ของไขโดยทั่วไปของ T. trichiura วามีความยาว 50–54 ไมโครเมตร และกวาง 22–23 ไมโครเมตร  

ตอมาไดมีการศึกษาของ Yoshikawa และคณะ (1989) ที่ใหการสนับสนุนผลงานของ Corrêa  

และคณะ (1980) ไดเปนอยางดี โดยเริ่มจากการพบความผันแปรในขนาดของไข T. trichiura ใน

อุจจาระของผูปวยซึง่มีทัง้ไขขนาดปกติจนถึงขนาดใหญ นอกจากนีย้ังอธิบายถงึสัณฐานวิทยาของ

พยาธิตัวเต็มวยัเพศเมยีที่ไดจากผูปวยรายเดียวกนั พรอมทั้งเปรียบเทยีบกับตัวเต็มวัยและไขของ  

T. vulpis ที่ไดจากอุจจาระสุนัข พบวาพยาธิตัวเต็มวยัเพศเมียของ T. trichiura สามารถแยกออก

จาก T. vulpis ไดโดยมดลูกของ T. trichiura จะมีลักษณะคดเวียนอยางเดนชัด ในขณะที่มดลูก

ของ T. vulpis จะคอนขางตรง สวนการศึกษาความผันแปรในขนาดของไขพยาธิพบวาความยาว

ของไข T. trichiura สามารถแยกออกเปนสองกลุมไดอยางชัดเจน โดยกลุมขนาดเล็กมีความยาว

นอยกวา 64 ไมโครเมตร กลุมขนาดใหญมีความยาวตั้งแต 64 ไมโครเมตรขึ้นไป และยาวที่สุดถึง 

82.5 ไมโครเมตร สวนไขของ T. vulpis มีความยาวตั้งแต 72.5–90.0 ไมโครเมตร ซึ่งคาบเกี่ยวกับ

ขนาดไขของ T. trichiura กลุมขนาดใหญ นอกจากนีย้ังมีรายงานเรื่องการพัฒนาของตัวออนในไข

พยาธิทั้งสองชนิดที่เลี้ยงไวภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 เดือน พบวาไขที่ไดจาก

มดลูกของพยาธิทัง้สองชนิดหยุดการเจริญที่ระยะ morula ในขณะที่ไขพยาธิจากอุจจาระสามารถ

พัฒนาเปนตัวออนได แตไขของ T. vulpis สวนใหญจะมีขนาดโตขึ้นและมีลักษณะคลายถังเบียร 

(barrel shape) นอกจากนีย้ังมีรายงานผูปวย (Case report) ซึ่งตรวจพบไขพยาธแิสมาขนาดใหญ

กวาไข T. trichiura ขนาดปกติคือมีความยาวเฉลีย่ 90 ไมโครเมตร ความกวางเฉล ี่ย 40 ไมโครเมตร 

เมื่อเทียบกับการศึกษาของ Yoshikawa และคณะ (1989) ประกอบกบัการสืบประวตัิพบวาผูปวย

เลี้ยงสุนัข จึงใหการวินิจฉัยวาไขพยาธิที่พบเปนไขพยาธิ T. vulpis ซึ่งติดตอสูผูปวยโดยบังเอิญ 

(Dunn และคณะ, 2002; Kenney และ Yermakov, 1980) 
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กายสัณฐานของ Trichuris trichiura 

 กายสัณฐานของ T. trichiura ตัวเต็มวัยเมือ่ดูสด ๆ จะเหน็เปนสเีทาอมชมพู สวนหนาของ

ลําตัว (anterior) มีลักษณะเรียวเล็กคลายปลายแสมีความยาวประมาณ 3 ใน 5 ของความยาวลําตัว

ทั้งหมด ที่ปากไมมีริมฝปากแตมี stylet ที่มลีักษณะแหลมมีหนาที่ชวยในการไชเขาสูเยื่อบุผนงัลําไส

ของโฮสต ตอจากปากเปนหลอดอาหารแบบ stichosomal type ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะที่พบใน

พยาธิ superfamily Trichuroidea เทานั้น สวนตนและสวนปลายของหลอดอาหารประกอบดวย

กลามเนื้อเปนบริเวณสั้น ๆ สวนกลางของหลอดอาหารซึ่งมีความยาวจะประกอบไปดวยเซลล 

stichocyte เรียงตอกันเปนแถว ตรงกลางของแตละเซลลมีรูซึ่งเปนทางผานของอาหาร ลักษณะ

ของหลอดอาหารแบบ stichosomal type นี้พบเปนครั้งแรกจากรายงานของ Eberth ในป ค.ศ. 

1859 ซึ่งพบวาหลอดอาหารของ T. trichiura มีลักษณะที่แตกตางจากพยาธิตัวกลมชนิดอื่นโดย

อยูภายในเซลลขนาดใหญที่เรียงตอกันเปนแถวตลอดความยาวของสวนหนาของลําตัว หลอด

อาหารแบบ stichosomal type นี้ไดรับการศึกษาเพิ่มเติมและเผยแพรโดยนักวิจัยอีกหลายทาน   

ซึ่งผลงานไดถกูรวบรวมไวโดย Chitwood (2009) สําหรบัสวนหางหรอืสวนทาย (posterior) ของตัว

พยาธิจะมีรูปรางอวนหนาคลายดามแสยาวประมาณ 2 ใน 5 ของความยาวลําตัว ลักษณะภายนอก

ตางกนัตามเพศของพยาธิ สวนอวยัวะภายในประกอบดวยลําไส ทวารหนกั และระบบสืบพันธุ โดย

ลําไสเปนสวนที่ตอมาจากหลอดอาหารมีความยาวไปจนสุดของสวนหางและเปดออกที่ทวารหนัก 

(cloaca) 

 พยาธิตัวผู (ภาพที ่1, 2 และ 3A) มีความยาวลําตวัประมาณ 30-45 มิลลิเมตร สวนหางมี

ลักษณะมวนงอ กวางประมาณ 2 มิลลิเมตร อัณฑะของพยาธิมีลักษณะเปนกระเปาะอยูบริเวณ

ใกลปลายหางทอดยาวขึ้นมาจนถึงบริเวณรอยตอระหวางหลอดอาหารกับลําไสจากนัน้ตอดวยทอ

นําอสุจ ิ(vas deferens) และ ejaculatory duct ที่เปนกลามเนื้อมาเปดออกที่ cloaca สวนปลาย

หางพบ spicule 1 อันยาวประมาณ 2.5 มลิลิเมตร มีปลอกหุมซ่ึงสามารถยืดหดได บริเวณผิวของ 

ปลอกมีปุมเลก็ ๆ มากมายเรียกวา spinous spicular sheath 

 พยาธิตัวเมยี (ภาพที ่2, 3B) มีความยาวลําตัวประมาณ 35-50 มิลลิเมตร สวนหางตรงไม

มวนงอเหมือนเพศผู ปลายหางมน มีอวัยวะสืบพันธุเพียงชุดเดียว โดยมีรังไขอยูบริเวณตอนกลาง

ของหางทอดยาวไปจนถึงปลายหาง ตอดวยทอนาํไข (oviduct) มดลูก (uterus) ซึ่งสามารถบรรจุไข

ไดถึง 60,000 ฟอง และชองคลอดที่มีความยาวมาเปดออกใกลตอนปลายของหลอดอาหาร 

(Garcia, 2001) 
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 ภาพที่ 1 ภาพวาดแสดงสวนประกอบของ Trichuris trichiura ตัวเต็มวัยเพศผู 

 ที่มา: http://www.soton.ac.uk/~ceb/Diagnosis/Vol5.htm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 2 แสดงตัวเต็มวัยของพยาธ ิT.  trichiura เพศเมยี (ซาย) และเพศผู (ขวา) 

 ที่มา: http://ucdnema.ucdavis.edu/imagemap/nemmap/ent156html/E156trichurisB 
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ภาพที่ 3A แสดงปลายหางของ T. trichiura เพศผู มีลกัษณะมวนงอ มองเหน็อัณฑะ 

ที่มา: http://www.flickr.com/photos/lordzagato/3610056593/ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3B แสดงปลายหาง T. trichiura เพศเมีย ที่มีลกัษณะเหยียดตรง 

ที่มา: http://www.flickr.com/photos/lordzagato/3610056195/ 

http://www.flickr.com/photos/lordzagato/3610056593/
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 ไขพยาธิ T. trichiura (ภาพที่ 4) โดยทั่วไปมีขนาดกวาง 21-26 ไมโครเมตร ยาว 50-56 

ไมโครเมตร แตจากการศึกษาถึงความหลากหลายในขนาดของไข T. trichiura  พบวาไขจํานวน

หนึ่งมีขนาดใหญกวาไขขนาดปกติที่พบเห็นไดทั่วไปปนอยู ซึ่งสวนใหญมีความยาวประมาณ 78 

ไมโครเมตร และกวางประมาณ 30 ไมโครเมตร (Dunn และคณะ, 2002) ไขพยาธิมลัีกษณะรูปทรง

รีแบบถังเบียร มีขั้ว 2 ขั้วอยูตรงขามกนั และมีจุกนูนใสปดขั้วทั้งสอง ผวิเปลือกไขเรียบ เปลือกหนา 

3 ชั้นเห็นเปนสีน้ําตาลซึ่งเขาใจวาเปนสีของน้าํดีของโฮสต ไขพยาธทิีป่นออกมากับอุจจาระใหม ๆ 

ภายในจะมีลักษณะเปนเซลลเดียว ซึ่งตองอาศัยการเจริญแบงเซลลอยูในสิ่งแวดลอมภายนอก

จนกวาตัวออนภายในจะผานการลอกคราบ 2 คร้ังและเจริญเปนตัวออนระยะที่สามจึงเปนระยะ

ติดตอ (ชูเกียรติ และคณะ, 2539) 

 

 

 
      
 

 

 

 

 

ภาพที ่4 แสดงไขพยาธิ T. trichiura ที่มีความหลากหลายของขนาดเปรียบเทียบกบัไขพยาธ ิ     

T. vulpis ดวยวิธี simple smear technique. 

A. ไขพยาธ ิT. trichiura ขนาดปกติ (บน) และ T. vulpis (ลาง)                                                        

ที่มา:

 1http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Eggs_of_Trichuris_trichiura_and_Trichuri

s _vulpis_06G0018_jpg_lores.jpg 

B. ไขพยาธ ิT. trichiura ขนาดปกติ (บน) และขนาดใหญ (ลาง) 

ที่มา: 2Hhttp://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/imagelibrary/S-

 Z/Trichuriasis/body_Trichuriasis_il1.htm 

A B 
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วงชวีิตของ Trichuris trichiura 
 

Trichuris trichiura เปนพยาธิที่มีวงชีวิตสมบูรณโดยอาศัยโฮสตเพียงชนิดเดียว มีการ

ติดตอสูมนุษยแบบ soil-transmitted โดยการรับประทานไขระยะติดตอ จากนัน้ตัวออนจะฟกออก

จากไขผานทาง mucoid plug ที่บริเวณลําไสเล็กซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นบริเวณ duodenum การศึกษา

ในสัตวทดลองพบวา สภาพความเปนกรด-ดางในกระเพาะอาหารและลําไสจัดเปนปจจัยสําคัญที่

กระตุนใหตวัออนมีการฟกออกจากไขภายใน 1 ชั่วโมงหลังจากเขาสูรางกาย (Panesar และ Croll, 

1980) และจะพัฒนาอยูในลาํไสเล็กโดยการไชเขาไปเจริญเติบโตอยูในผนังลาํไสซึ่งมกัพบที่บริเวณ 

crypts of Lieberkuhn (Gutierrez, 1990) ประมาณ 8-10 วันใหหลงัพยาธิจะไชออกมาอยูในชอง

ของลําไสเล็กตามเดิมและเดินทางไปเจรญิเปนพยาธิตวัเต็มวยัอาศัยอยูบริเวณลําไสใหญ ระหวาง

นี้พยาธิจะลอกคราบ 2 คร้ัง ตําแหนงที่พบพยาธิ (normal habitat) อาจพบไดตั้งแตลําไสใหญตอน

ปลาย (colon) หรืออาจพบไดบางบริเวณลําไสใหญตอนตน (caecum) ลําไสเล็กตอนปลาย (ileum) 

และไสติ่ง (appendix) (สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) โดยพยาธิจะไชเขาไปฝงตัวอยูภายในผนังลําไส

และมีสวน epithelium คลุมพยาธิทัง้ตัวเกดิลักษณะคลายอุโมงค (tunnel) ทีม่ีพยาธอิาศัยอยู และ

ขนาดของอุโมงคนี้จะใหญขึ้นตามขนาดของพยาธทิี่โตขึ้นตามลาํดับ (Panesar และ Croll, 1980) 

เมื่อพยาธิเจริญเขาสูระยะตัวเต็มวัยสวนหัวของพยาธิจะยังคงฝงอยูในผนังลาํไส แตสวนทายของ

พยาธิจะยื่นออกมาอยูในชองของลาํไสเพื่อประโยชนในการผสมพันธุและวางไข (Zaman, 1984) 

พยาธิแสมาสามารถเจริญเติบโตไดโดยอาศัยสารอาหารจากโฮสตซึ่งเปนสวนประกอบของเลือด

และ enterocyte พยาธิที่อาศัยอยูในรางกายมนุษยสามารถมีอายุขัยไดนาน 2-8 ป หรือ 3 ปโดย

เฉลี่ย (Garcia, 2001; Gutierrez, 1990) 

ตลอดชวงการเจริญเติบโตของ T.  trichiura ตั้งแตฟกออกจากไขจนเขาสูระยะตัวเต็มวัย

จะไมมีระยะทีต่องเดินทางผานปอดเพื่อการเจริญเติบโต (lung migration) เหมือนกับทีพ่บในพยาธิ

ไสเดือนหรือ round worm (Ascaris lumbricoides) และพยาธิปากขอหรือ hookworm ซึ่งระยะ 

เวลาตั้งแตโฮสตไดรับไขพยาธิแสมาเขาไปจนถึงระยะที่พยาธิตัวเต็มวัยสามารถออกไขปนมาใน

อุจจาระของโฮสต (prepatent period) ใชเวลาประมาณ 60-90 วัน (Garcia, 2001) โดยพยาธิตวั

เมียหนึ่งตัวสามารถออกไขไดเฉลี่ย 3,000-20,000 ฟองตอวัน (Bundy และ Cooper, 1990) เมื่อ

พยาธิเพศเมียออกไขปนออกมากับอุจจาระแลว ไขพยาธิตองใชระยะเวลาอยูในพื้นดินที่มีสภาวะ

แวดลอมเอื้อตอการเจริญของตัวออนคือตองเปนพื้นดนิที่รม มีความชืน้สูง อุณหภูมริะหวาง 22-35 

องศาเซลเซียส โดยตัวออนจะเกิดการลอกคราบ 2 ครั้งไปเปนตัวออนระยะที่สามอยูในไข ซึ่งเปน
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ระยะติดตอที่สามารถฟกเปนตัวออนภายในโฮสตได การเจริญของไขพยาธินับตั้งแตออกมากับ

อุจจาระสูสิ่งแวดลอมจนกระทั่งเจริญเปนระยะติดตอใชเวลาประมาณ 11-30 วัน ซึ่งจากการ

ทดลองพบวาใชเวลาประมาณ 28 และ 15 วัน ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ตามลาํดับ 

(Beer, 1976) ภายใตสภาพแวดลอมที่เหมาะสมไขพยาธิสามารถมีชีวติอยูและยังคงความสามารถ

ในการติดตอเขาสูมนุษยไดนานกวา 18 เดือน ไขพยาธแิสมาสามารถทนตอชวงกวางของอุณหภูมิ

สิ่งแวดลอมไดนอยกวาไขของ A. lumbricoides แตอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจรญิเปนไขระยะ

ติดตอสูงกวา ตัวออนของพยาธิจะตายเมื่อถูกแสงแดดนานกวา 12 ชั่วโมงหรืออยูที่อุณหภูมิ -80 

และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง (Rukmono, 1980; Bundy และ Cooper, 1989; 

Brooker, Clements และ Bundy, 2006) 
 

 

 
 

ภาพที่ 5 แสดงวงชีวิต (life cycle) ของพยาธิแสมา Trichuris trichiura 

Embryonated eggs are ingested 

Unembryonated eggs passed in feces 

2-cell stage 

Larvae hatch in small intestine 

Adults in caecum 

Advanced cleavage 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก 3Hhttp://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Trichuriasis.htm 
การกระจายตัวทางภูมิศาสตรและกลไกการแพรกระจายของ Trichuris trichiura 

 

Trichuris trichiura เปนปรสิตหนอนพยาธิในลาํไสของมนุษย ที่มีกลไกการแพรกระจาย

เชื้อโดยการกนิไขพยาธิระยะติดตอซ่ึงปนเปอนอยูในพืน้ดิน จากการสํารวจพบวามีอัตราการกอโรค

สูงในเด็กซึง่เปนวัยที่มกัมีพฤติกรรมตาง ๆ ที่เอ้ือตอการไดรับไขพยาธิแสมาเขาสูรางกายไดโดยตรง 

เชน การเอานิ้วมือเขาปาก การกินเศษขนมที่ตกลงพื้นดิน หรือการหยิบจับอาหารโดยไมลางมือ 

เปนตน ประกอบกับปจจัยอืน่ ๆ ที่ชวยเพิ่มความเสีย่งตอการติดเชื้อ เชน การอาศัยอยูในแหลงทีม่ี

ความชุกของโรคสูง การจัดการดานสุขาภิบาลที่ไมไดมาตรฐาน หรือสังคมที่ประชากรมีระดับ

การศึกษาต่ํา เปนตน จากการสํารวจตัวอยางดินบริเวณสนามเดก็เลนของโรงพยาบาลแหงหนึง่ใน

ประเทศอังกฤษ พบไขพยาธิ T.  trichiura ประมาณ 1 ฟองตอน้ําหนักดิน 1 กรัม (Green และคณะ, 

1973) นอกจากนี้ประเทศไทยเคยมีการศึกษาตัวอยางดินในจังหวัดนครศรีธรรมราชโดย  Maipanich 

และคณะ (1995) ซึ่งตรวจพบไขพยาธิแสมา 2.6% ของตัวอยางดินที่สํารวจทั้งหมด สําหรับแหลง

น้ําตาง ๆ รวมถึงน้าํในทอระบายน้าํเคยพบวามีไขพยาธแิสมาปะปนอยูเชนกัน แตไขพยาธิคอนขาง

หนักจึงมักจมลงสูกนแหลงน้ําอยางรวดเร็ว แหลงน้ําเหลานี้จึงไมใชปจจัยสําคัญในการติดตอของ

พยาธิแสมา (Feachem และคณะ, 1983 ) 

 ดวยกลไกการติดเชื้อแบบ soil-transmitted นี้เอง แหลงสะสมไขพยาธิแสมาในธรรมชาติ  

ที่เอื้อตอการแพรระบาดสูมนุษยมากที่สุดก็คือพื้นดิน ปจจุบันเราทราบวาการแพรกระจายของไข

พยาธิแสมาไปยังบริเวณตาง ๆ นั้นอาจเกิดขึ้นไดโดยบังเอิญจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนซึ่งเปนพาหะนาํ

โรค (transport host) เชน ผลงานของ Kinfu, และ Erko (2008) ที่ไดศึกษาบทบาทของแมลงสาบ

และความสามารถในการเปนตัวกระจายโรคติดเชื้อปรสิตในลําไสที่สําคัญในเมือง Addis และ 

Ziway ประเทศเอธิโอเปยโดยแมลงสาบที่นํามาศึกษาเปนสายพันธุ Blattella germanica, 

Periplaneta brunnea, Pycnoscelus surinamensis และ Supella longipalpa ซึ่งทุกสายพันธุ   

ที่ศึกษาลวนพบไดในประเทศไทย จากการนําน้ําที่ชะลางแมลงสาบมาสองดวยกลองจุลทรรศน  

พบเชื้อปรสิตในลําไสทั้งซิสตของโปรโตซัวและไขของหนอนพยาธิหลายชนิดรวมถึง T. trichiura 

ดวย นอกจากแมลงสาบแลว แมลงวันก็มีบทบาทในการแพรกระจายไขพยาธิแสมาไปยังสถานที่

ตาง ๆ หรือในอาหารและน้ําดื่มดวยเชนกัน ซึ่งเคยมีการสํารวจในเมืองดักกา ประเทศบังคลาเทศ 

พบไขพยาธิแสมาอยูตามตัวของแมลงวันบาน (Musca domestica) มากถึง 47% ของจํานวน

แมลงวันที่นาํมาศึกษา (Khan และ Huq, 1978) 
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 นอกจากกลไกในการแพรกระจายของโรคติดเชื้อปรสิตในลําไสตาง ๆ โดยตัวพาแลว การ

แพรกระจายของเชื้อผานทางสุนัขก็เปนอีกหนึง่ตัวการสําคัญที่นับวาเปนอุปสรรคตอการปองกัน

และควบคุมโรคอยางไดผล ซึ่งระยะเวลาที่ผานมามีหลายการศึกษาไดตรวจพบเชื้อปรสิตของมนุษย

ที่มีสุนัขเปนโฮสตโดยบังเอิญ และสามารถแพรกระจายเชื้อได ตัวอยางเชน การตรวจพบ oocyst 

ของ Toxoplasma gondii ปะปนออกมากับอุจจาระสุนัข โดยยังคงความสามารถในการติดตอสู

มนษุย (Lindsay, Dubey, Butler, and Blagburn, 1997) การตรวจพบไขของพยาธิ Hymenolepis sp. 

ในอุจจาระสนุขั (Meloni, Thompson, Hopkins, Reynoldson, and Gracey, 1993) และรายงาน

การตรวจพบไขของ A. lumbricoides ในอุจจาระสุนัขที่ประเทศออสเตรเลียและอินเดีย (Joshi and 

Sabne, 1977)  

 Raub และคณะ (2002) ไดรายงานผลสํารวจการกระจายตัวของเชื้อปรสิตในทางเดินอาหาร

ของสุนัขในประเทศอินเดียซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการแพรกระจายเชื้อสูมนุษย พบวาจากสุนัขที่ทาํ

การสํารวจทั้งหมด 101 ตัวอยาง เมื่อตรวจอุจจาระโดย sedimentation technique ภายใตกลอง

จุลทรรศนแลวใหผลเปนบวกตอเชื้อปรสิตในลาํไสที่มีความสามารถในการเกิด Zoonosis มากถึง

13 ชนิด (99% ของจํานวนสุนัขทั้งหมด) ดังตารางที่ 2 ในจํานวนนี้พบวาอัตราการติดโรคจาก 

hookworm มีมากที่สุดถึง 94% นอกจากนี้ยังมีการตรวจพบไขพยาธิ A. lumbricoides (31%), 

T. trichiura (25%) และซิสตของ Isospora belli ซึ่งมีมนุษยเปนโฮสตจําเพาะอีกดวย 
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ตารางที ่2  แสดงความชุกของปรสิตในทางเดินอาหารทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขในประเทศอินเดยี 
 

 

    

Parasite Total prevalence (n=101) (%) 

Hoohworm spp. 94 

Spirocerca lupi 40 

Ascaris spp. 31 

Trichuris spp. 25 

Spirometra spp. 28 

Opisthorchis spp. 17 

Taenia spp. 14 

Toxocara canis 11 

Coccidia spp. 9 

Isospora belli 2 

Hymenolepis diminuta 8 

Dipilidium caninum 6 

Sarcocystis spp. 3 

Giardia duodenalis 3 

Gnathostoma spinigerum 2 

Strongyloides spp. 2 

Cryptosporidium parvum 1 

Paragonimus spp. 1 

Entamoeba spp. 1 

 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Traub และคณะ (2002) 
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จากหลายขอมูลสํารวจในเรื่องการกระจายตัวและความชุกของ T. trichiura พบวาเชื้อมี

การกระจายตวัไดทั่วโลก แตจะมีความชุกสูงในเขตอากาศอบอุนและรอนชื้นแถบศนูยสูตร (Feigen 

และ M.D., 1987) จากรายงานในป ค.ศ. 2001 พบวาทั่วโลกมีผูปวยดวยโรคพยาธิแสมามากถึง

หนึ่งพันลานคน (Pedersen และ Merrel, 2001) และในเวลาตอมาพบวาผูปวยโรคพยาธิแสมา   

ทั่วโลกมีจํานวนลดนอยลง ดังเชนขอมูลจากองคการอนามัยโลก (World Health Organization: 

WHO, 2005) ซึ่งระบุวาจํานวนผูปวย trichuriasis จากทัว่โลกลดลงเหลือประมาณ 604-795 ลาน

คน ในทํานองเดียวกนัจากรายงานของ Silva และคณะ ในป ค.ศ. 2003 ระบุวาหลายพื้นที่ของโลก

มีอัตราการติดโรคพยาธิแสมาของประชากรลดลง ตัวอยางเชนในทวีปอเมริกาซึ่งมีอัตราการลงลง

อยางรวดเร็วของจํานวนผูปวยตั้งแตป ค.ศ. 1960 เปนตนมาซึง่เกิดจากมาตรการการปองกนั รักษา 

และควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพ ประกอบกับสภาพทางเศรษฐกิจและสังคมที่เจริญขึ้นอยาง

ตอเนื่องเปนผลใหประชากรในทองที่มีสุขอนามยัที่ด ี(Ehenberg และคณะ, 2003; Pan-American 

Health Organization (PAHO), 2000) โดยเฉพาะในประเทศบราซิลและเมกซิโกซึง่จัดเปนประเทศ

ที่มีผูคนอาศัยอยูอยางหนาแนนที่สุด แตกลับพบวามีอัตราการติดโรคพยาธิแสมาลดลง (Tay และ

คณะ, 1976, 1995; PAHO, 2000)  

อยางไรก็ตามถึงแมวาพืน้ทีท่ี่ทาํการสํารวจจะมีอัตราการติดโรคพยาธแิสมาต่ํา แตโอกาส

ในการติดโรคแบบ soil-transmitted ยอมเกิดขึ้นไดเสมอดังเชนรายงานการติดโรคพยาธิแสมาของ

ผูปวยหญิงรายหนึ่งซึ่งไมเคยอาศัยอยูในเขตปรากฏโรค จากการสืบประวัติพบวาเคยเขาแคมป 

และประกอบอาหารดวยมือที่เปอนดนิ จงึสรุปวาในเขตที่ไมปรากฏโรคอาจมีไขพยาธิแสมาปะปน

อยูในพืน้ดินและสามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกนั (Feigen และ M. D., 1987) 

สําหรับการกระจายตวัของโรคในทวีปเอเชยีนัน้จากขอมูลขององคการอนามยัโลก (WHO, 

1996) รายงานวามีหลายประเทศในทวีปเอเชียโดยเฉพาะประเทศ ญีปุ่น เกาหลีใต และไตหวัน ซึง่

ประสบผลสําเร็จในการใชมาตรการควบคุมโรคหนอนพยาธิที่มีการติดตอแบบ soil-transmitted 

(STH) มาไมต่ํากวา 40 ปแลว แตมาตรการที่ใชในการควบคุมโรคยังไมประสบผลสําเร็จในอีกหลาย

ประเทศ เชน อินเดีย เนปาล อินโดนีเซีย มาเลเซีย ฟลิปปนส ไทย และจีน โดยเฉพาะทางตอนใตของ

ประเทศจีนรวมถึงกลุมประเทศทางตอนบนของเอเชียตะวันออกเฉียงใต อยางไรก็ตามมาตรการ

การควบคุมโรคเหลานี้ยังตองมีการปรับเปลี่ยนหรือประยุกตใชใหเหมาะสมกับสภาพโดยรวมของ

แตละประเทศโดยเฉพาะกลุมประเทศแถบเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใตตอไป (Brooker, 

Clements และ Bundy, 2006) 
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เนื่องจากบริเวณตอนเหนือของประเทศจีน ตอนเหนือของประเทศอินเดีย และประเทศ

ปากีสถานเปนบริเวณที่มีความชุกของโรคพยาธิแสมาต่ําที่สุดในทวีปเอเชีย จากรูปแบบของการ

กระจายตวันี้สะทอนใหเห็นถงึสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการระบาดของโรคพยาธิแสมาไดเปน

อยางดี โดยเฉพาะปจจัยทางดานอุณหภูมิ จากขอมูลการสํารวจ Land Surface Temperature 

(LST) ผานดาวเทียมในภูมิภาคเอเชียพบวามีความสัมพันธตอความชุกของการระบาดของพยาธิ

แสมา โดยในประเทศจีนตอนเหนือมีคาอณุหภูมิเฉล่ียต่าํกวา 20 องศาเซลเซียส สวนตอนเหนือของ

อินเดียและปากีสถานมีคาอณุหภูมิเฉลี่ยสูงกวา 40 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 6) (Brooker, Clements 

และ Bundy, 2006) สําหรับชวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเจริญของตัวออนภายในไขสูระยะติดตอ

คือ 22-35 องศาเซลเซียส (ชูเกียรติ ศิริวชิยกุล, ศรชัย หลูอารียสุวรรณ และประยงค ระดมยศ, 2549) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา LST ซึ่งแปรผลผานทางดาวเทียมและ

 ความชุกของ ผูปวยจาก A. lumbricoides, T. trichiura และ Hookworm. โดยยึดคาเฉลี่ย

 ของอัตราความชุกที่สาํรวจไดในบริเวณทีค่า LST เทากนั 

 

ที่มา: Brooker, Clements และ Bundy (2006) 
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อาการแสดงทางคลินกิและพยาธสิภาพ 

 

 อาการแสดงทางคลินกิ (clinical symptom) ของโรคพยาธิแสมาสวนใหญพบวาไมทําให

ผูปวยแสดงอาการของโรค หรืออาจเกิดอาการเพียงเล็กนอยไมรุนแรงจนถึงขั้นรุนแรงมากได 

(Bundy และ Cooper, 1989; Ramdath และคณะ, 1995; Williams-Blangero และคณะ, 2002) 

ทั้งนี้ขึ้นกับปจจัยตาง ๆ เชน จาํนวนพยาธิในรางกายผูปวย ระยะเวลาที่เปนโรค อายุ และภาวะ

โภชนาการของผูปวยเอง (Feigen และ MD, 1987) ซึ่งกรณีที่มีการติดเชื้อนอยกวา 10 ตัวมักไม  

ทําใหเกิดอาการแสดงอยางเดนชัด ตรวจอุจจาระแลวอาจไมพบไขพยาธิ สวนการติดเชื้อระดับ      

ปานกลาง (moderate infection) อาจทาํใหผูปวยมีอาการไดตั้งแตปวดทอง ทองผกูเรื้อรัง แนนทอง 

คลื่นไสอาเจียน มีไขเปนครั้งคราว ในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อเปนจํานวนมาก (heavy infection) 

โดยมีตัวแกโดยเฉลี่ย 400 ตัวขึ้นไป จะทําใหมีอาการทองรวง (Nanivadekar และคณะ, 1984) 

และอาจเปนเรื้อรังนาน 1-3 เดือน มีอาการปวดทองอยางรุนแรง ซึ่งอาการทองรวงนีอ้าจรุนแรงจน

ทําใหถายเปนมูกเลือดได (bloody diarrhea) นอกจากนี้ยังทําใหผูปวยตัวซีด คลื่นไส อาเจียน 

ออนเพลยี ถาเปนกับเด็กจะมีอาการซีด ทองรวงเรื้อรัง ขาดสารอาหาร (malnutrition) น้าํหนักตัวลด 

มี clubbing และสวนมากมี rectal prolapse ดังภาพที่ 9 (Norhayati และคณะ, 2003; Meyer 

และ Olsen, 1971; Feigen และ MD, 1987) ถาผูปวยมีตัวเต็มวัยในลาํไสมากเกินไปจะทาํใหเกิด

อาการลําไสอุดตันหรือชองทองอักเสบในกรณีที่พยาธิไชทะลุผนังลําไส (Fishman และ Perrone, 

1984) ในรายที่เปนนานและมีตัวแกจาํนวนมากอาจทาํใหเกิดโรคโลหิตจางชนิด iron-deficiency 

anemia หรือผูปวยบางรายอาจเสียชีวิตได (ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล, ศรชัย หลูอารียสุวรรณ และประยงค 

ระดมยศ, 2549) 

พยาธิสภาพของโรคพยาธิแสมาเกิดขึ้นโดยตรงจากการที่พยาธิตัวเต็มวัยไชสวนหัวเขา    

ในผนังลําไส เกิดลักษณะคลายอุโมงคคลุมตัวพยาธิซึ่งจะใหญข้ึนตามขนาดของพยาธิที่โตขึ้น 

(Panesar และ Croll, 1980) ดังภาพที่ 7 เกิดการฉีกขาดของเนื้อเยื่อพรอมทั้งถกูยอยจากเอนไซม  

ที่ตัวพยาธิหลัง่ออกมา (Katz, Despommier และ Gwadz,1989; Garcia, 2001) ลําไสมีสีคล้ําจาก

เลือดคั่งและมกีารบวมที่เยื่อบุผิว บางครั้งอาจพบแผลทีผ่นังลาํไส พยาธิสภาพที่ตรวจพบจากกลอง

จุลทรรศนพบวา crypts ของเยื่อบุผนังลาํไสขยายออก มีการขับเมือกออกมามากกวาปกติและมี 

fibrin พรอมกับเซลลอักเสบชนิด neutrophils บางครั้งพบเลือดออกในชั้น submucosa หรือตุม

หนองในเนื้อเยื่อช้ัน mucosa การอับเสบมักจะไมลามไปเกินกวาชั้น muscularis mucosa อาจพบ

ตัวแกที่ยังเจริญไมเต็มที่ฝงอยูในเยื่อบุผนังลาํไส ในรายที่เกิดอาการรุนแรงและเสียชีวิตพบจาํนวน

พยาธิแสมาในลําไสโดยเฉลี่ยประมาณ 400 ตัวตอคน ตัวแกของพยาธิชนิดนี้อาจพบไดในรูของไสติ่ง
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ทําใหเกิดไสติ่งอักเสบ (appendicitis) ได ทั้งนี้กลไกที่ทาํใหเกิดอาการทองเสียขัน้รุนแรงและเรื้อรัง

ในผูติดเชื้อยังไมทราบแนชัดแตสันนิษฐานไดวาเกิดจากการฉีกขาดของผนังลําไสและการแพสารพิษ

ที่ขับออกจากตัวพยาธิ ซึ่งอาจสัมพันธกับการทําใหเกิดภาวะโลหิตจาง (hypochromic anemia)  

ในผูติดโรคพยาธิแสมาดวย (Feigen และ MD, 1987) ซึ่งพยาธิแสมาตัวหนึ่งสามารถทาํใหผูปวย

สูญเสียเลือดไดวันละประมาณ 0.005 มิลลิลิตร นอกจากนี้ผูปวยที่ติดโรคพยาธิแสมายังมีโอกาสที่

จะติดเชื้อปรสิตชนิดอ่ืนรวมดวย เชน พยาธิไสเดือน และเชื้ออะมีบา เปนตน จากการศึกษาพบวา

การที่พยาธิฝงสวนหัวลงในผนังลาํไสหากมีการติดเชื้อรวมกับโปรโตซัวหรือแบคทีเรียจะทาํใหเกิด

พยาธิสภาพอยางถาวร (ชูเกียรติ, ศรชัย และประยงค, 2549; สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) 

 สําหรับการติดเชื้อ T.  vulpis ซึ่งสวนใหญเกิดในเด็กนั้น อาการที่พบจะคลายกับการติด

เชื้อ T. trichiura โดยอาจเริ่มจากไมปรากฏอาการไปจนถึงทองรวงหรือบิด นอกจากนี้ยังมีบาง

รายงานพบวา T. vulpis สามารถทําใหเกิดอาการ visceral larva migrant ในผูปวย (Sukano, 

และคณะ, 1980; Masuda, และคณะ, 1987; Dvorak, Spickler และ Roth, (n.d.)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 7  ภาพถายจาก scanning electron microscope แสดงตัวออนของพยาธแิสมา

 ซึ่งไชเนื้อเยื่อช้ัน epithelial ในลําไสหนูเกิดเปนอุโมงคหุมตัวพยาธ ิ

 ที่มา: Biomedical Graduate Studies. Penn University, Silvania. ภาพ: David Artis 
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ภาพทึ ่8 พยาธิแสมาตวัเต็มวัยจาํนวนมากที่ไชสวนหัวเขาสูเนื้อเยื่อช้ัน epithelial 

 บริเวณลําไส 

 ที่มา: 4Hwww.stanford.edu/.../trichsymptoms.html 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 9 การโผลออกนอกรางกายของไสตรง (rectal prolapse) เนื่องจากการไชสวนหัว

 ของพยาธิเขาทําลายเนื้อเยือ่  elastic epithelium ทําใหกลามเนื้อบริเวณหูรูดไมสามารถ

 ทํางานไดอยางปกต ิ

 ที่มา:  5Hwww.stanford.edu/.../trichsymptoms.html 
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การวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ 

 วิธีการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยโดยทั่วไปอาศัยการตรวจหาไขพยาธิในอุจจาระของผูปวย 

โดยอาจตรวจภายใตกลองจลุทรรศนไดโดยตรง (direct smear) ในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อมาก 

สําหรับกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อนอยขั้นตอนทางหองปฏิบัติการที่สําคัญที่จะชวยใหการตรวจหา

ปรสิตในลําไสรวมถึงไขพยาธิแสมาในอุจจาระผูปวยมีความถูกตองแมนยํามากขึ้นนัน่คือการใชวธิี

ตรวจแบบเขมขน (concentration technique) คือการรวบรวมปรสิตในอุจจาระใหมีความเขมขน

และแยกจากสวนของอุจจาระที่ไมตองการใหไดมากที่สดุ ในขณะเดียวกันตองสูญเสียเชื้อปรสิตใน

อุจจาระจากขั้นตอนการปฏิบัติใหนอยที่สดุกอนนาํไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งวิธกีารเหลานี้

ไดมีผูทาํการศึกษาคนควาไวมากมายโดยมีทั้งผูที่คิดคนวิธีการใหม ๆ หรือนาํวิธีการเดิมที่ใชไดผล

อยูแลวมาปรับปรุงเพื่อใหไดผลที่ดียิ่งขึ้นและเหมาะกับแตละงานวิจัยที่มีขอจํากัดที่แตกตางกัน 

ตัวอยางเชนผลงานของ Wassal และ Denham (1969) ซึ่งอธิบายถึงขั้นตอนในการรวบรวมไข  

ของหนอนพยาธิตัวกลมจากอุจจาระ ผลงานของ Data (1979) ซึ่งคิดคนเทคนิคการรวบรวมไข

พยาธิ Toxocara sp. จากดิน ผลงานของ Foreyt (1986) ศึกษาวิธีการรวบรวมไขหนอนพยาธิตัว

กลมและตัวออนพยาธิในกวาง และการศึกษาของ Ybanez (2000) ซึ่งปรับปรุงวิธีการรวบรวมไข

พยาธิ Toxocara canis จากดินที่เคยมีรายงานไวแลว (Martinez และคณะ, 2003) เปนตน 

 สําหรับผูปวยที่มีการติดโรคพยาธิแสมาจาํนวนมากและเรื้อรังสามารถวินิจฉัยไดจากการ

ตรวจหาไขพยาธิรวมกับอาการแสดงทางคลินิกตามที่ไดกลาวมาแลว ซึ่งอาการจะคลายผูปวยโรค

พยาธิปากขอแตจะแตกตางกันที่โรคพยาธแิสมามีอาการทองเสยีเรื้อรัง มีเลือดปนในอจุจาระ และ

สามารถพบ Charcot Leyden crystals เปนจํานวนมาก นอกจากนีย้งัสามารถใชวธิีการสองกลอง

ในลําไสใหญ (colonoscopy)หรือลําไสใหญสวนโคง (sigmoidoscope) เพื่อตรวจหาพยาธิตัวเต็ม

วัยได (นมิิตร มรกต และเกตุรัตน สุขวัจน, 2546) 

 แมวาการตรวจหาไขพยาธิในอุจจาระจะเปนวิธีการพื้นฐานที่ใชกันในหองปฏิบัติการ

สําหรับวินิจฉัยโรคพยาธิแสมาซึ่งโดยปกติแลวผูทําการตรวจมักไมมีการใช ocular micrometer 

ชวยในการตรวจเนื่องจากไขพยาธิแสมามีลักษณะเฉพาะตัวที่จดจาํงายและแตกตางจากพยาธิ

ชนิดอื่นอยางชัดเจน (Dunn และคณะ, 2002) แตจากความใกลเคียงกันในขนาดของไขพยาธิ  

T. trichiura ขนาดใหญและไขของ T. vulpis จึงอาจทาํใหการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาทัง้สอง

ในผูปวยผิดพลาดไปได การใชวิธีการทางชีวโมเลกุลจึงเปนอีกวิธีการหนึ่งซึ่งสามารถนํามาใช

วินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาจากไขพยาธิในอุจจาระผูปวยไดอยางถกูตอง 
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การควบคุมและปองกันโรคพยาธิแสมา 

 เนื่องจากพื้นดนิเปนแหลงทีส่ามารถพบไขพยาธิแสมาระยะติดตอได การปองกนัโรคอยาง

งายที่สุดคือการรักษาสุขอนามัยสวนตัว เชน ลางมือทุกครั้งกอนประกอบอาหารหรือหลังเลนกับสุนัข 

ไมหยิบจับอาหารที่ตกลงสูพื้นขึ้นมารับประทาน เปนตน นอกจากนี้ควรระมัดระวังการรับประทาน

ผักสดโดยลางผักใหสะอาดเสียกอน อาจแชผักในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียสนาน 5-10 

วินาที หรือแชผักในน้ําที่ผสมไอโอดีนความเขมขน 200 ppm 2-3 นาทีเพื่อฆาตัวออนพยาธิ ควร

รับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ และเก็บอาหารใหมิดชิดเพื่อปองกันการปนเปอนของไขพยาธิ

จากแมลงที่เปนตัวพา เชน แมลงสาบ แมลงวัน เปนตน สําหรับผูเลี้ยงสุนัขควรถายพยาธิใหสุนัข

ตามกําหนด ไมปลอยสุนัขใหมีการคลุกคลีกับสุนัขจรจดั หลีกเลีย่งการใหอาหารสนุัขบนพื้นดนิ  

 

การรกัษา 

 สามารถรักษาไดดวยยา Mebendazole 600 มิลลิกรัม โดยแบงกินครัง้ละ 100 มิลลิกรัม 

วันละ 2 ครั้งเปนเวลา 3 วัน สามารถรักษาใหหายไดมากกวารอยละ 70 หรือกิน Albendazole 

ขนาด 400 มิลลิกรัมเพียงครั้งเดียว โดยใหผลการรักษาหายเพียงรอยละ 30 (นิมิตร มรกต และ  

เกตุรัตน สุขวจัน, 2546) 

 
Trichuris vulpis กับบทบาทในการเกิด zoonosis 

 T. vulpis เปนพยาธิแสมาที่มีโฮสตจาํเพาะเปนสุนัข มีกลไกในการแพรกระจายของเชื้อ

แบบ soil-transmitted เชนเดียวกับ T. trichiura และดวยเหตุที่สุนัขเปนสัตวที่มีความใกลชิดกับ

มนุษยเปนอยางมากไมวาจะในสังคมเมืองหรือชนบทก็ตาม การศึกษาระบาดวิทยาของปรสิตใน

ลําไสของสุนัขจึงมีความสําคัญตอการปองกันและควบคุมโรคที่อาจตดิตอสูมนุษย เนื่องจากปรสิต

ของในลําไสสุนัขหลายชนิดมีความสามารถในการติดตอแบบ zoonosis เชน  Giardia duodinalis, 

Isospora belli และ Ascaris lumbricoides เปนตน นอกจากนี้แลวปรสิต  ในสุนัขบางชนิดยังมี

รายงานวาสามารถติดตอสูมนุษยโดยบังเอิญไดเชนกัน เชนผลงานของ Hall และ Sonnenberg 

(1956) ที่ไดรายงานพบผูปวยดวยโรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis เนื่องจากไขพยาธิที่ตรวจพบมี

ขนาดใหญเกนิกวาขนาดโดยทั่วไปของไข T. trichiura หรือ Capillaria hepatica แตกลับสัมพนัธ

กับขนาดของไข T. vulpis เชนเดียวกับในป ค.ศ. 1964 ซึ่งมีรายงานการตรวจพบไขพยาธิแสมา
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ขนาดใหญเปนจํานวนมากปนอยูกับไขขนาดปกติในอจุจาระของผูปวย และใหการวินิจฉัยวาเปน

การติดโรคจาก T. vulpis (Harper, Garfield และ Ehrenford, 1964) 

 การตรวจพบไขพยาธ ิT. vulpis ในอุจจาระผูปวยแมจะเกิดขึ้นไมบอยครั้งนักแตก็ยงัคงมี

รายงานมาจนปจจุบัน ดังเชนผูปวยรายหนึ่งใน Mexico ซึ่งไดรับการวนิิจฉัยวาติดเชือ้แบบ mixed 

infection โดย T. vulpis รวมกับ T. trichiura (Vazquez และคณะ, 1997) อีกตัวอยางหนึ่งเปน

รายงานผูปวยในป ค.ศ. 2002 พบผูปวยเพศหญิงมีอาการคลื่นไส อาเจียนและเบื่ออาหาร มีการ

ตอบสนองตอคําถามคอนขางชา หลังจากการตรวจรางกายเบื้องตนพบวาไมมีความผิดปกติ แต

จากผลการตรวจอุจจาระพบเพียงไขพยาธิ Trichuris sp. จํานวนเฉลีย่ 2 eggs/field ซึ่งเมื่อตรวจดู

สัณฐานวิทยาของไขและวัดขนาดแลวพบวาไขพยาธิมีขนาดโดยเฉลีย่ยาว 90 ไมโครเมตร กวาง 40 

ไมโครเมตร ซึ่งจัดอยูในเกณฑของไข T. vulpis ที่ไดมีการศึกษามากอนแลว ประกอบกับการตรวจ 

สอบประวัติผูปวยพบวาผูปวยเลี้ยงสุนัขแบบปลอยนอกบานจาํนวน 3 ตัว จงึสรุปวาผูปวยมกีารตดิ

โรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis (Dunn และคณะ, 2002) 

 จากตัวอยางที่กลาวมาการศึกษาในดานระบาดวิทยาของพยาธิ T. vulpis จึงนับไดวามี

ความสาํคัญตอการปองกนัและควบคุมโรคพยาธิแสมาในมนุษยดวยเชนกนั ซึง่การศึกษาในหลาย

ประเทศพบวาไขพยาธิ T. vulpis สามารถตรวจพบไดจากตัวอยางดินบริเวณสนามเด็กเลนและในที่

สาธารณะอืน่ ๆ หรือแหลงชมุชนที่มีอุจจาระสุนัขปนเปอนอยู (Minvielle, Pezzani และ Basualdo 

Farjat, 1993; Umeche, 1989) โดยสัมพนัธกับรายงานการตรวจพบไขพยาธ ิT. vulpis ในมนุษย

ซึ่งสวนใหญจะพบการติดเชื้อในเด็กและผูที่ใชชีวิตอยูในแหลงสลัม (Hall, 1956; Kagei, Hayashi 

และ Kato,1986; Mirdha, 1998) จากรายงานการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระสุนัขในประเทศ       

จาไมกา พบไข T. vulpis ไดมากกวา 10% ของตัวอยางที่ทําการตรวจ ไมวาจะเปนอุจจาระจากสุนัข

จรจัดหรือสุนัขเลี้ยงก็ตาม (Robinson, Thompson และ Lindo, 1989) 
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การศึกษาลกัษณะทางพันธุกรรมของพยาธิแสมา 

 ในปจจุบนัความรูทางดานชวีโมเลกุล (molecular biology technique) นับวามีประโยชน

อยางยิ่งตอวงการวิทยาศาสตรและการแพทยโดยเฉพาะการประยุกตใชวิธีการตาง ๆ เพื่อศึกษา

คุณลักษณะรูปแบบของ ribosomal RNA (rRNA) gene ซึ่งไดรับการยอมรับโดยทั่วไปวาเปนยนีที่

มีประโยชนอยางยิง่ตอการใชจัดลําดับหมวดหมูในอนกุรมวิธานเนื่องจากเปนบริเวณที่มีการจัดเรียง

ของลําดับนวิคลิโอไทดที่เปนเอกลักษณเฉพาะตวัของสิง่มีชีวิตแตละชนิด บน rRNA ประกอบดวย

สวนตาง ๆ ที่แสดงถึงอัตราของวิวัฒนาการตั้งแตบริเวณที่มีความหลากหลายต่ํา (small subunit 

gene) ไปจนถึงความหลากหลายสูง (intergenic spacer regions: ITS) (Oliveros, Cutillas, Rojas 

และ Arias, 2000) เนื่องจากพยาธิแสมาบางชนิดสามารถติดตอสูโฮสตไดมากกวาหนึ่งชนิด การ

ตอบสนองตอส่ิงแวดลอมทีต่างกนัไปของพยาธิอาจเกิดขึ้นได และสงผลใหโครงสรางทางสรีรวิทยา

ของพยาธิเปล่ียนแปลงไป ในขณะทีพ่ยาธอิาจไมมีความแตกตางกนัทางสายววิัฒนาการในระดับ

ยีนก็เปนได (Knight, 1984) จากขอสันนิษฐานเหลานี ้Cutillas และคณะ (1995) ไดทดลองศึกษา 

isoenzyme ใน T. ovis และ T. globulosa ซึ่งตรวจพบจากแกะ (Ovis aries) และแพะ (Capra 

hircus) ตามลําดับ โดยพยาธิทั้งสองชนิดไดรับการตรวจทางสัณฐานวทิยาแลววามคีวามแตกตาง

กัน แตผลการศึกษา isoenzyme พบวาพยาธทิั้งสองชนดิควรจัดอยูในชนิดเดียวกัน 

 การศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดของ rRNA gene สามารถใชในการจําแนกชนิดของพยาธิ

แสมาไดอยางมีประสิทธิภาพถึงแมวาพยาธิจะมีความใกลชิดกันทางสายววิัฒนาการมากหรืออาจ 

มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลงึกนัมากก็ตาม (Chilton, Gasser และ Beveridge, 1995; 

Zarlenga และคณะ, 1991, 1994) จากการศึกษาเพื่อยนืยนัผลการทดลองของ Cutillas ในป ค.ศ. 

1995 และหาขอสรุปโดย Oliveros และคณะ (2000) ซึ่งใชวิธี PCR ในการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทด

บริเวณ ITS2 ของ T. ovis, T. globulosa, T. suis และ T. leporis พบวาความยาวของสาย

นิวคลิโอไทดบริเวณ ITS2 ของ T. ovis และ T. globulosa มีขนาดเทากันคือ 407 bp และมีคา  

GC content เทากันคือ 62% ในขณะที่ T. leporis ใหลําดับนิวคลิโอไทดยาว 418 bp มีคา GC 

content เทากับ 62.4% และ T. suis ใหลําดับนิวคลิโอไทดยาว 534 bp คา GC content เทากับ 

64.8% จากการศึกษานี้ไดใหขอสรุปวาลักษณะความเหมือนกันของลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 

ITS2 ระหวาง T. ovis และ T. globulosa นั้นเปนตัวบงบอกถึงความเหมือนกันทางพันธุกรรม

แมวาพยาธิทั้งสองจะมีกายสัณฐานที่แตกตางกันและอาศัยอยูในโฮสตตางชนิดกันก็ตาม 
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 จากการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ของ ribosomal RNA gene 

โดย Cutillus, de Rojas, และ Ariza (2007) จากตัวอยาง T. suis ที่ไดจาก swine และ wild boar 

พบวาลาํดับนิวคลิโอไทดมีความยาวเทากันคือ 1,396 bp โดยบริเวณ ITS1, 5.8S และ ITS2 มี

ความยาว 661, 154 และ 534 bp ตามลําดับ นอกจากนีล้ําดับเบสยังมคีวามคลายคลึงกันอยางสูง

ในบริเวณ ITS1 (99.7%) และ ITS2 (99.8%) เมื่อประกอบกับรายงานของ Oliveros และคณะ 

(1998) กลาวไดวาพยาธิแสมาจากโฮสตทั้งสองเปนชนิดเดียวกัน ในขณะที่การศึกษาพันธุกรรม

บริเวณเดียวกนัใน T. vulpis ที่ไดจากสุนัขพบวาลําดับนวิคลิโอไทดบริเวณ ITS1 มีความยาว 410 

bp และบริเวณ ITS2 มีความยาว 433 bp สวนบริเวณ 5.8S มีความยาว 154 bp ซึ่งเทากันกับใน 

T. suis จากโฮสตทั้งสองชนิด เมื่อพิจารณารวมกับงานวิจยัอื่น ๆ ทีศ่ึกษาบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 

ใน T. ovis, T. leporis, T. muris, T. arvicolae และ T. skrjabini พบวาบริเวณ ITS1 ของพยาธิ

แสมามีลักษณะเปน homology zone มากกวาบริเวณอื่น (Cutillus และคณะ, 2002, 2004) 

 ถึงแมวาวธิีการทางชีวโมเลกลุจะมีประสิทธิภาพในแงของความไวและความจาํเพาะตอ

ส่ิงมีชีวิตที่ยังสด แตประโยชนอีกประการหนึ่งก็คือสามารถนําเทคนิคเหลานี้มาใชในการศึกษา   

สารพันธุกรรมของเชื้อปรสิตจากซากโบราณ (fossil) ตาง ๆ ได ซึง่ซากโบราณเหลานีไ้ดเสียสภาพ

และไมสามารถจําแนกสายพันธุไดโดยวิธีการทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว เชน การสกัด       

ดีเอ็นเอจากซากโบราณ การวินิจฉัยสารพันธุกรรมของซากปรสิตในกระดูก ในเนื้อเยื่อมัมมี่ หรือ   

ในอุจจาระแหง เปนตน (Bastos และคณะ, 1996; Ferreira และคณะ, 2000; Chacon และคณะ, 

1994; Loreille และคณะ, 2001) แตเนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิและโปรโตซัวชนิด   

ตาง ๆ ในอุจจาระ (Schneider, Heise และ Epe, 1999; Silva และคณะ, 1999 ) ดีเอ็นเอที่ไดอาจ

เจือปนดวยสารซึ่งมีคุณสมบัติเปนตัวยับยั้ง (inhibitor) ตอการทํางานของเอ็นไซม Taq DNA 

polymerase ในกระบวนการ PCR ได เทคนิค Random amplified polymorphic DNA (RAPD-

PCR) จึงเปนอีกหนึง่ทางเลอืกหนึง่ซึง่มีประโยชนในการแกปญหาดังกลาว 

 ตัวอยางของการศึกษาในลักษณะนี ้เชน ผลงานของ Martinez และคณะ (2003) ซึ่งศึกษา

การปรับใชวิธกีาร floatation ของ Gordon และ Whitlock ศึกษาการประยุกตใชเทคนิคในการสกดั

ดีเอ็นเอของ Sambroock, Fristsch และ Maniatis (1989) รวมถึงศึกษาการใชเทคนิค RAPD-PCR 

ในการวินิจฉัย T. trichiura จากไขพยาธิในอุจจาระ ผลการทดลองพบวาวิธีการ floatation ที่

ประยุกตใชใหผลดอยกวาวิธีการของ Foreyt (1986) และ Ybanez และคณะ (2000) จากการ

ตรวจสอบประสิทธภิาพของการสกัดดีเอ็นเอดวย RAPD-PCR โดยดูผลจากแถบดีเอน็เอที่ปรากฏ

บนอะกาโรสเจล พบแถบดีเอ็นเอทีม่ีปริมาณความเขมสัมพันธกับจาํนวนไขพยาธทิี่ใชสกัดดีเอ็นเอ
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 ในปจจุบันเราสามารถใชประโยชนจากเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่มีความสําคัญตอวงการ

วิทยาศาสตรและการแพทยมากมายเชน เทคนิคการสกดัดีเอ็นเอจากเชื้อปรสิตในอุจจาระ การใช

เทคนิค PCR ชวยในการตรวจหาปรสิตในเนื้อเยื่อโดยตรวจหาซิสตของ Trichinella spiralis ใน

เนื้อเยื่อของมนุษยและมีการจําแนกเปน isolate ตาง ๆ หรือตรวจหาปรสิตจากสารคัดหลั่ง (Robert 

และคณะ, 1996; Uparanukraw และ Morakote, 1997; Nagano และคณะ, 1999) เปนตน แตใน

บางกรณทีี่ไมทราบ target sequence ของพยาธ ิอาจใชวิธีการ RAPD-PCR (William และคณะ, 

1990) ซึ่งไมตองมีการออกแบบไพรเมอรเพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอสามารถใชวินิจฉัยไดแมจะมี  

ปริมาณของดีเอ็นเอตั้งตนนอย เชน ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากไขพยาธิในอุจจาระผูปวยที่มกีารติดเชื้อ 

ต่ํา นอกจากนี้ยังมีเทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP-PCR) ซึ่งเคย

ศึกษาโดย Oliveros และคณะ (2000) ในการจาํแนกพยาธิแสมา 4 ชนิด คือ T. ovis, T. leporis,   

T. suis และ T. globulosa เปนตน 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบงานวจิัย 

 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 1. เพื่อศึกษาขนาดไขของ T. trichiura เปรียบเทียบกับ T. vulpis โดยใชกลองจุลทรรศน

แบบใชแสง (light microscope) 

 2. เพื่อโคลนและศึกษาลาํดบัเบสของ ribosomal RNA gene ใน T. trichiura และ  

T. vulpis แลวเปรียบเทียบลาํดับเบสที่ได 

 3. พัฒนาการวินิจฉัยพยาธแิสมา T. trichiura และ T. vulpis โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรสหรือ polymerase chain reaction (PCR) จากลําดับเบสที่ได 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ประชากรจากแหลงชุมชนทีย่ินยอมเขารวม

ในการศึกษาและสุนัขจรจัดที่พบจากสถานที่ตางๆ 

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ ตัวอยางอจุจาระ (stool) ที่เก็บจากผูเขารวม

ในการศึกษาทัง้จากแหลงชุมชนและสุนัข 

 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนอยางจาํเพาะใน

หลอดทดลองโดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกดิปฏิกิริยาภายใตสภาวะที่เหมาะสม 

 
ขนาดของกลุมประชากร 

 เนื่องจากการศึกษานี้เปนการพัฒนาเทคนิคสาํหรับตรวจวินิจฉัยพยาธิ T .trichiura และ 

T. vulpis ออกจากกันโดยวธิี PCR เปนครั้งแรก ดังนั้นคาดวาจะใชตัวอยางอุจจาระจากผูปวยและ

สุนัขอยางละไมต่ํากวา 20 ตวัอยาง 
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เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ และสารเคมีทีใ่ชในการวจิยั 
 
1. เครื่องมือ 
 
 กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) OLYMPUS รุน BX51 

 เครื่องปนความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิและเวลา  

  (high speed refrigerated microcentrifuge) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก 

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง 

 เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรมในหลอดทดลอง (PCR Thermal Cycler) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (electrophoresis chamber) 

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser) 

 เครื่องบมสารในหลอดทดลอง 

 เครื่องบมและเขยาเชื้อในหลอดทดลอง (Shaking Incubator) 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิสําหรบับมเชื้อ 

เครื่องไมโครเวฟ 

 โคมไฟพรอมหลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต 

 ชุดวิเคราะหแถบชีวโมเลกุล 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 

 ตูปลอดเชื้อ Astec Microflow รุน ABS1200 

 นาฬิกาจับเวลา 

 ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette)  

  ขนาด 10, 100  และ 1,000 ไมโครลิตร 

 หนากากกนัแสงอัลตราไวโอเลต 

 หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง 
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2. วสัดุอุปกรณ 

 กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 75 เซนติเมตร      

 กระจกปดสไลด (cover slip) 

 กระดาษชัง่สาร 

 กระบอกฉีดน้าํ        

 กระบอกตวง ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลติร    

 กระดาษติดฉลาก        

 กระปุกสําหรับเก็บอุจจาระ 

 ขวดแกวสําหรับใสสารเคมี 

 จานเลีย้งเชื้อพลาสติก 

 ชอนตักสาร 

 ถุงมือยาง 

 ถาดสําหรับเตรียมเจล        

 ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 

 แทงพลาสติกสําหรับบด  

 แทงแกวสาํหรับคน        

 บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 

 ใบมีดตัดอะกาโรสเจล 

 ปเปตตทิป (pipette tip) ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร 

 ผากอซ 

 แผนพสาสตกิอยางบาง 

 พาราฟลม 

 ฟลาสก ขนาด 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

 เม็ดแกว (GLASS BEADS) ขนาด 425-600 ไมครอน    

 ไมจิ้มฟน 

 ไมสําหรับตักอุจจาระ 

 หลอดทดลองสําหรับปนเหวีย่ง (microcentrifuge tube) ขนาด 0.1, 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

 หลอดทดลองสําหรับเล้ียงเชือ้และตวงสารขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

 หลอดหยดสาร (dropper) 
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3. สารเคม ี
 
 3.1. สารเคมทีั่วไป 

  absolute ethanol 

  agar powder        

  agarose (molecular biology grade)     

  ampicillin 

  boric acid 

  cleaning solution       

  EDTA, disodium salt      

  diethyl ether 

  double distilled water       

  ethidium bromide 

  40% formaldehyde       

  glycerol 

  30% hydrogen peroxide 

  LB powder 

  sodium chloride 

  tris base        

   
 3.2 สารเคมทีี่เปน Reagent Kit 

  QIAamp® DNA Mini Kit 

  QIAamp® DNA Stool Mini Kit 

  QIAquick® Gel Extraction Kit      

  Recombinant Taq DNA polymerase     

  LA Taq  

  pGEM®-T Easy Vector Systems 

  ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 
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 3.3 Oligonucleotides 

   TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’   

   TT58SR0 5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’   

   TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’   

   TT18SF1 5’TGAATCGGAATAACTATGCTG3’ 

   TT18SF2 5’CGACTTGAAAGTTTACTTTGAG3’ 

  TT18SF3 5’GACTCTGGCCTACTAACTAG3’ 

  HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’  

    HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

  HTT18SF  5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’ 

  HTV18SF 5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’ 

  HTSF  5’TCGCGACGCCGTGCCTA3’ 

  HT18SR 5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’ 

 
 3.4 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

  λHind III marker 

  100 bp DNA Ladder 
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การกาํหนดประชากรและการสุมกลุมตัวอยาง 
 
 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาแบงไดเปน 2 กลุม คือ กลุมตัวอยางอุจจาระจากเดก็นักเรียนใน

ชนบท ซึ่งกําหนดใหเปนกลุมของการติดโรค trichuriasis โดยโฮสตที่เปนมนุษย และกลุมตัวอยาง

อุจจาระจากสุนัขจรจัดในเขตเมืองและชนบท ซึ่งกาํหนดใหเปนกลุมของการติดโรค trichuriasis 

โดยโฮสตที่เปนสุนัข 

 
การวางแผนการเก็บรวบรวมตัวอยางอุจจาระ 
 

 1. ตัวอยางอุจจาระที่ไดจากเด็กนักเรียนในชนบท 

 การศึกษานี้กาํหนดพืน้ที่เกบ็ตัวอยางอุจจาระนักเรียนจากโรงเรยีนชมุชนบานทาสองยาง

เลขที่ 16 หมู 9 ตําบลทาสองยาง อําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก โดยทําการสุมตัวอยางนักเรียน

ทั้งสิน้ 80 คน โดยไมมีขอจํากัดเรื่องเพศและอาย ุ

 ข้ันตอนการเกบ็อุจจาระนกัเรียนเริ่มจากเกบ็อุจจาระสดลงในกระปกุสําหรับเก็บอุจจาระ  

พรอมทั้งบันทึกประวัติ ซึ่งประกอบดวย ชื่อ-สกุล เพศ อายุ และชั้นเรียน จากนั้นแบงอุจจาระสด

สวนหนึง่ผสมกับ 10% formaldehyde ดวยอัตราสวนประมาณ 1:1 โดยปริมาตรแลวคนใหเขากัน

เพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตในอุจจาระ นําอุจจาระที่ผสมเขากนัดีแลวใสกระปุก ปดฝาใหแนน

เก็บไวที่อุณหภูมิหอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใชสําหรับวิธีการทาง morphology ตาง ๆ ตั้งแตการ

ตรวจหาเชื้อปรสิตขั้นตนดวยกลองจุลทรรศน วัดขนาดไขพยาธิแสมาที่ตรวจพบและบันทึกภาพ 

สําหรับอุจจาระอีกสวนหนึ่งที่เหลือจะเก็บโดยคงสภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

ตลอดระยะเวลาระหวางนําสูหองปฏิบัติการ เมื่อถึงหองปฏิบัติการแลวจะนําไปเก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชในกระบวนการทางอณูชีววิทยาตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
36 

 2. ตัวอยางอุจจาระที่ไดจากสุนัข 

 การศึกษานี้แบงการเก็บตัวอยางอุจจาระสุนัขออกเปน 2 กลุมคือ 

  2.1 อุจจาระสนุัขในกรุงเทพมหานคร โดยสุมเก็บตัวอยางจํานวน 20 ตัวอยางจาก 

2 เขตพื้นที่ ไดแก เขตราชเทวี ประกอบดวยบริเวณวัดมกักะสนัและชมุชนมกักะสนั กับเขตปทมุวนั 

ตลอดความยาว ถ. อังรีดูนงัต และบริเวณวัดปทุมวนาราม  

  2.2 อุจจาระสนุัขในชุมชนบานทาสองยาง ต. ทาสองยาง อ. ทาสองยาง จ. ตาก 

โดยสุมเก็บอุจจาระทัง้สิ้น 59 ตัวอยาง  

 ข้ันตอนการเก็บอุจจาระสุนัขจะใชไมสะอาดสําหรับตักอุจจาระตักเอาเฉพาะสวนที่ไม

สัมผัสพื้นดินซึ่งอาจมีการปนเปอนโดยไขพยาธิหรือปรสิตอื่น ๆ ในดินสูอุจจาระ นําตัวอยาง

อุจจาระใสลงในกระปุกสําหรับเก็บอุจจาระ สวนวิธีการเก็บรักษาตัวอยางในทุกขั้นตอนจะใช

วิธีการเดียวกบัในหวัขอที ่1 

 
การรวบรวมไขพยาธโิดย concentration technique 
 
 1. นาํอุจจาระนักเรียนและอจุจาระสุนัขซึง่ผสมกับ 10% formaldehyde ไวแลว คนใหเขา

กันแลวเทลงในหลอดสําหรบัปนเหวี่ยงขนาดความจ ุ15 มิลลิลิตร โดยกรองผานผากอซสองชั้นจน

ไดปริมาตรประมาณ 10 มิลลิลิตร หรือปรับปริมาตรดวย 10% formaldehyde ในกรณีที่ตัวอยางมี

ปริมาณนอย 

 2. เติม diethyl ether ลงในแตละหลอด ประมาณหลอดละ 3 มิลลิลิตร อุดปากหลอดดวย

จุกยางใหแนนแลวเขยาอยางแรงเปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้นาํใสเครื่องสําหรับปนเหวีย่งแลวปนโดย

ใชความเร็ว 2,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ี

 3. นําหลอดแกวออกจากเครื่องปนอยางเบามือเพื่อไมใหสวนของกากอุจจาระที่แยกตัวอยู

ดานบนลงมาผสมกับสวนของตะกอนที่ตองการ คอย ๆ ใชไมเขี่ยกากอุจจาระในหลอดใหหลุดออก 

จากนั้นเทสวนของกากอุจจาระและของเหลวในหลอดทิ้งอยางรวดเร็วโดยเหลือของเหลวไวกับ

ตะกอนประมาณ 1 มิลลิลิตร 

 4. ใชหลอดหยดผสมสวนของตะกอนที่กนหลอดใหเขากัน จากนั้นดูดตะกอนเก็บใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อนาํไปตรวจหาไขของพยาธ ิTrichuris sp. และ

ปรสิตชนิดอื่น ๆ โดยวิธ ีsimple smear 
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การตรวจหาเชื้อปรสิตโดย simple smear technique 
 

 ผสมตะกอนอุจจาระที่ไดจาก concentration technique ใหเขากัน ดูดมาหยดลงบน

กระจกสไลดปริมาณ 100 ไมโครลิตร วาง cover slip ทับโดยไมใหมีฟองอากาศอยูภายใน จากนั้น

นํามาตรวจหาไขพยาธ ิTrichuris sp. และปรสิตอื่น ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนขนาดกําลังขยาย 

objective lens เทากับ 40X พรอมทัง้บันทกึขอมูล  

 
การวัดขนาดไขพยาธ ิ
 

 วัดขนาดของไขพยาธิแสมาทุกใบที่พบในหนึ่ง smear ในแตละตัวอยางภายใตกลอง

จุลทรรศนขนาดกําลังขยาย objective lens เทากับ 40X โดยวัดจาก occular micrometer และ 

นําขนาดที่ไดมาคาํนวณหาขนาดจริงหนวยเปนไมโครเมตร บันทึกคาที่วัดไดทั้งความกวางและ

ความยาว  จากนั้นหาคาเฉลี่ยของขนาดไขพยาธิที่วัดไดในแตละตัวอยาง โดยหนึ่งตัวอยางใช

ขอมูลจากไขจํานวน 30 ใบ 

 
การนับจํานวนไขพยาธิโดย simple smear technique 

 

อุจจาระสดปริมาณ 2 g. 

 

แยกไขพยาธิดวย concentration technique 

 

  สวนของตะกอนที่มีไขพยาธิ ปริมาตร 1 ml. 

 

                                            0.5 ml.                                           0.5 ml. 

 

                                    เก็บไวที่ -200C                      ปนลางแลวปรับปริมาตรเปน 1 ml. 

 

                                                        นับจาํนวนไขพยาธจิากตะกอนทีป่นลาง 40 μl. 

 

                                 คาํนวณกลับเพื่อหาจํานวนไขพยาธิในอุจจาระ 1 g. (epg.) 
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การสกัดดีเอน็เอจาก Trichuris trichiura ตัวเต็มวยั 
 

 การไดมาซึ่งดีเอ็นเอจากพยาธิตัวเต็มวัยมีความสําคัญสวนหนึ่งในการนํามาใชเปน 

positive control ในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสสําหรับ T. trichiura  และเปน negative control 

สําหรับ T.  vulpis นอกจากนี้ยังรวมถึงการนํามาใชในการหาลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18s 

rRNA gene แลวเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทด accession number DQ118536 ซึ่งเปน  

สายตนแบบทีเ่คยมีการศึกษา เพื่อใชในการออกแบบ oligonucleotide ที่มีประสิทธิภาพตอการ

จําแนกชนิดของพยาธ ิT.  trichiura และ T.  vulpis 

 การสกัดดีเอ็นเอจาก T.  trichiura ตัวเต็มวัยใชชุดสกัด QIAamp® DNA Mini Kit 

มีขั้นตอนดังนี ้

 1. ลางตัวพยาธิใหสะอาดดวยน้ํากลั่น จากนั้นตัดสวนหัวที่เรียวเลก็ของพยาธิใสลงใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 2. เติม ATL buffer ปริมาณ 180 ไมโครลิตร แลวใชแทงพลาสติกสาํหรับบดที่สะอาดบด

พยาธิจนละเอยีด 

 3. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากัน จากนัน้นาํไปบมที่

อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซยีส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 4. เติม AL buffer 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

 5. เติม absolute ethanol ปริมาณ 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 6. ดูดสารละลายในหลอดทัง้หมดใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 7. เติม AW1 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 8. เติม AW2 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา  QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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 9. ปนดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เพื่อเอาสารละลายที่

หลงเหลืออยูออกใหหมด จากนั้นนาํ QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม 

 10. เติม AE buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาทีเพื่อให 

AE buffer ซึมทั่วแผนกรองใน QIAamp Spin Column จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู

ที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 11. ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชเปน genomic DNA (gDNA) สําหรับกระบวนการ PCR ตอไป 
 
การสกัดดีเอน็เอจากไขพยาธิทีบ่ดดวย pipette tip 
  

 การสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิมีขั้นตอนที่ยุงยากกวาการสกัดดีเอ็นเอจากพยาธิตวัเตม็วัย 

เนื่องจากไขพยาธิมีขนาดเลก็ไมสามารถมองเหน็ไดดวยตาเปลา เปลือกของไขพยาธมิีความหนา 

การสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิจึงจาํเปนตองมีวธิีการนําสารพันธุกรรมภายในไขออกสูภายนอกกอน

นอกจากนี้สารตาง ๆ ภายนอกหลายชนิดยังมีฤทธิ์ในการยอยสลายดีเอ็นเอของพยาธิอีกดวย การ

สกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิโดยใชชุดสกัด QIAamp® DNA Mini Kit มีขั้นตอนดังนี ้

 1. รวบรวมไขพยาธิดวย concentration technique ในขั้นตอนนี้จะมวีิธีดําเนินการตางกับ

ที่ไดกลาวมาแลว โดยนําอุจจาระสดที่เก็บไวที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส ทั้งอุจจาระนักเรียนและ

อุจจาระสุนัขตวัอยางละ 2 กรัม ผสมกับ normal saline แลวคนใหเขากัน จากนัน้กรองผานผากอซ

สองช้ันลงในหลอดแกวสําหรับปนเหวี่ยงขนาดความจุ 15 มิลลิลิตร จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

หรือปรับปริมาตรดวย normal saline หามใช 10% formaldehyde เนื่องจากมฤีทธิ์ในการทําลาย 

ดีเอ็นเอ จากนั้นเติม diethyl ether หลอดละประมาณ 3 มิลลิลิตร อุดดวยจุกยางแลวเขยาอยาง

แรงเปนเวลา 1 นาที ข้ันตอนตอไปจะดําเนินการเชนเดียวกับวิธีที่กลาวมาแลวขางตน โดยดูดเกบ็

ตะกอนที่ไดใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 2. ลางไขพยาธิโดยดูดตะกอนที่ไดประมาณ 500 ไมโครลิตร ใสใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม เตมิน้าํกลัน่ 1,000 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากนั นําไปปนเหวี่ยงที ่

2,000 rpm เปนเวลา 2 นาที จากนั้นดูดสวนของเหลวทิ้งเบา ๆ เหลือตะกอนไว เติมน้าํกลั่นลงไป

อีก 1,000 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วเทาเดิม ทาํซ้ําเชนเดียวกันนี ้

3 รอบ เติมน้าํกลั่น 1,000 ไมโครลิตรลงในตะกอนรอบสุดทาย เพื่อเจอืจางตะกอนทําใหงายตอการ

คัดเลือกไขพยาธ ิ
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 3. นําตะกอนที่ลางแลวสองดวยกลองจุลทรรศนภายใตกําลังขยาย objective lens เทากับ 

4X บดไขพยาธิที่สองพบใหแตกดวยปลาย pipette tip จากนั้นดูดเก็บใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรจนไดจํานวนไข 30 ใบตอหนึ่งตัวอยาง ปรับปริมาตรดวย ATL buffer จนได

ปริมาตรเทากับ 180 ไมโครลิตร 

 4. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 5. เติม AL buffer 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 6. เติม absolute ethanol ปริมาณ 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 7. ดูดสารละลายในหลอดทั้งหมดใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 8. เติม AW1 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 9. เติม AW2 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา  QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 10. ปนดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เพื่อเอาสารละลายที่

หลงเหลืออยูออกใหหมด จากนั้นนํา QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 

 11. เติม AE buffer 30-200 ไมโครลิตร ขึ้นกับจํานวนไขพยาธิที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ ทิง้

ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที เพื่อให AE buffer ซึมทัว่แผนกรองใน QIAamp Spin Column 

จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงูที ่8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 12. ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชเปน genomic DNA (gDNA) template สําหรบักระบวนการ 

PCR ตอไป 
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การสกัดดีเอน็เอจากไขพยาธิทีก่ระแทกดวยเม็ดแกว (glass beads) 
 

 1. รวบรวมไขพยาธิดวย concentration technique และลางไขพยาธดิวยวิธกีาร

เชนเดียวกับหวัขอการบดดวย pipette tip 

 2. ดูดตะกอนที่ลางแลวปริมาณ 300 ไมโครลิตร ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติม glass beads ปริมาณ 0.2 กรัม 

 3. เขยาดวยเครื่อง VORTEX-GENIE2 ที่ระดับ 10 เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 4. ดูดตะกอนที่เขยาแลวปริมาณ 180 ไมโครลิตรใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตรหลอดใหม 

 5. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากัน จากนัน้ใชวิธกีารสกดั 

ดีเอ็นเอเชนเดียวกับหัวขอการบดดวย pipette tip 
 
การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR Primer 
 
 จากการศึกษาทางดานชีววิทยาโมเลกุลของพยาธิแสมาเทาที่มีในปจจุบันพบวาหลักฐาน

ของลําดับนิวคลิโอไทดในสวนของ ribosomal RNA นั้นยังมีไมกวางขวางเทาที่ควร โดยเฉพาะ

อยางยิ่งบริเวณของ 18S ribosomal RNA การใชคุณสมบัติการจําลองตัวเองของสายนวิคลิโอไทด

ดวยวิธี PCR จะถูกนาํมาใชเพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis โดยใช ribosomal RNA 

gene เปนบริเวณเปาหมาย และใชโอลิโกนิวคลิโอไทดทีม่ี complementary กับเบสในบริเวณ 18S 

ribosomal RNA ในการทดสอบ แตเนื่องจากขอมูลที่ใชอางอิงในปจจุบันมีไมเพียงพอที่จะนาํมาใช

ในการออกแบบโอลิโกนวิคลโิอไทดสําหรับใชเปน PCR ไพรเมอรได ดังนี ้

1. T. trichiura มีรายงาน sequence เพียงบางสวนของบริเวณ 18S (DQ118536) โดย

เร่ิมตนตําแหนงที ่39 และส้ินสุดตําแหนงที ่1,895 เมื่อเทยีบกับ T. suis 18S complete 

sequene (AY851265) 

2. T. vulpis มีรายงาน sequence เพยีงบริเวณ ITS1–5.8S–ITS2 complete sequene 

  

                                                              AM234616   

                     DQ118536 
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 การหาบริเวณที่เหมาะสมตอการออกแบบ forward primer ที่จาํเพาะตอพยาธิแสมา เร่ิม

จากการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S ribosomal RNA gene ของ T. trichiura,  

T. muris และ T. suis โดยใชขอมูลอางองิจาก 6Hwww.ncbi.nlm.nih.gov ดังนี ้

 T. suis    assesion number : AY856093 

 T. suis    assesion number : AY851265 

 T. trichiura  assesion number : DQ118536 

 T. muris   assesion number : AF036637 

 

 จากนั้นออกแบบไพรเมอรโดยใชวิธีคํานวณจากสูตรอุณหภูมิหลอมตัว (Melting 

temperature, Tm) ของไพรเมอรดังนี ้
     
    Tm =  4 ( G+C ) + 2 ( A+T ) 
 

 

ขอควรระวังในการออกแบบไพรเมอร 

 1. คา Tm ของไพรเมอรควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส 

 2. ความยาวของไพรเมอร ควรมีคาอยูระหวาง 20-30 นิวคลิโอไทด ประกอบดวยเบสชนิด 

guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60 ขึ้นไป และมีการกระจายตัวของเบสตาง ๆ 

เหมือนกนักับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน 

 3. ควรหลีกเลีย่งการใชไพรเมอรที่มี polypurines หรือ polypyrimidine  

 4. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรไมควรมีลําดับเบสที่เปน complementary กัน 

เพื่อปองกันการจับคูกนัเองของไพรเมอร (primer-dimer) 

 5. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดแตละสวนของไพรเมอรไมควรมีลําดับเบสที่เหมือนกันเมื่อ

อานจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกันปลาย 3’ งอมาจับกับไพรเมอรสาย

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) 

 

  

  forward primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที่ 77–98 (AY851265) 

  TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’ 
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  ขั้นตอนตอไปคือหาบริเวณที่เหมาะสมตอการออกแบบ reverse primer ที่จาํเพาะตอ

พยาธิแสมาโดยเปรียบเทยีบลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 5.8S ribosomal RNA gene ของ  

  T.muris         assesion number : AJ299407 

  T.vulpis        assesion number : AM234616 

  T.suis            assesion number : AM229670 

 

   

  reverse primer ที่ได อยูในตําแหนงที ่115–136 ของบริเวณ 5.8S (AM234616) 

   TT58SR0  5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’ 

 

 

                                   18s                                                  ITS1                     5.8S 

                                          18S                                                    ITS1                  5.8S  

         

          TT18SF0                                 TT58SR0 

 

  เนื่องจากการทํา PCR เพื่อสังเคราะหนวิคลิโอไทดสายยาวนี้เปนแบบ semi-nested PCR 

ซึ่งในกระบวนการ PCR รอบที่สองจะใช forward primer ตัวเดิมคือ TT18SF0 และออกแบบ 

reverse primer ตัวใหม 

 

 

  reverse primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที ่ 101–122 ของบริเวณ 5.8S (AM234616) 

   TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’ 

 

 

 

 

                                 18s                                                  ITS1                     5.8S 

 

   TT18SF0                    TT58SR1 
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 จากนั้นทําการหาลาํดับเบส (sequencing) ของชิ้น DNA ผลิตผลที่ไดจากกระบวนการ 

PCR โดยใชไพรเมอรที่ตางกันอีก 3 สาย เพื่อใหครอบคลุมสวนของ 18S, ITS1 และ สวน 5’ ของ 

5.8S ดังนี ้

 

TT18SF1 5’TGAATCGGAATAACTATGCTG3’    ตําแหนงที ่267-287 (AY851265) 

TT18SF2 5’CGACTTGAAAGTTTACTTTGAG3’   ตําแหนงที ่758-779 (AY851265) 

TT18SF3 5’GACTCTGGCCTACTAACTAG3’   ตําแหนงที1่,357-1,376 (AY851265) 

 

 

 

                                18S                                                     ITS1                5.8S 

 

  TT18SF0                                                                                                TT58SR1 

                    TT18SF1 

                                          TT18SF2 

    TT18SF3 

 
วิธีการทาํโคลน (subclone) 
 

เนื่องจาก gDNA ที่นาํมาใชในกระบวนการ PCR ไดมาจากไขพยาธิมากกวาหนึ่งใบ แต

การหาลําดับเบสของชิ้นดีเอน็เอผลิตผลมคีวามจาํเปนทีจ่ะตองคัดแยกดีเอ็นเอใหมคีวามบริสุทธิ์ 

ในสายพันธุเสียกอน ในขั้นตอนนี้จะใชวิธีการ subclone ในการคัดแยกสายพันธุใหบริสุทธิ์ เร่ิม

จากนําดีเอ็นเอผลิตผลประมาณ 30 ไมโครลิตรมาตรวจดวย gel electrophoresis จากนั้น

ดําเนินการตามขั้นตอนตอไปนี้ 
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1. การคัดแยกดีเอ็นเอที่โดยใช QIAquick gel extraction kit 
          1.1 ตัดชิ้นสวนอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสใน microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวบันทึกน้ําหนักของชิน้เจล 

          1.2 เติม QG-buffer 3 สวน ตอปริมาณเจล 1 สวน (1 มิลลิกรัม = 1 ไมโครลิตร) 

          1.3 บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จนชิน้เจลละลาย 

          1.4 ถายสารละลายใส spin column ที่ประกอบกบั collecting tube แลว นาํไปปน

เหวีย่งที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.5 ทิ้งสารละลายใน collecting tube จากนัน้เตมิ QG-buffer 500 ไมโครลิตรลง

ใน spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่13,000 rpm 1 นาท ี

          1.6 ทิ้งสารละลายใน collecting tube จากนัน้เตมิ PE-buffer 750 ไมโครลิตรลงใน 

spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.7 ทิ้งสารละลายใน collecting tube แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13,000 rpm 1 นาท ี

          1.8 เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตรลงใน spin column ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปน

เวลา 5 นาท ีแลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.9 ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube และเก็บรักษาภายใตอุณหภูม ิ-

20 องศาเซลเซียส 
2. การเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิด (Ligation) 
          2.1 เติม 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase ลงใน microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

          2.2 เติม pGEM®-T Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

          2.3 เติมดีเอ็นเอที่คัดแยกออกจากอะกาโรสเจลปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

          2.4 เติม T4 DNA Ligase ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

          2.5 นําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 ชั่วโมง 
3. การตกตะกอนดีเอ็นเอลูกผสม 
          3.1 เติม absolute ethanol + 3 M sodium acetate ปริมาณ 25 ไมโครลิตรลงใน         

ดีเอ็นเอทีท่ําการเชื่อมตอกับพลาสมิด ผสมใหเขากนัแลวบมไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเปน

เวลาอยางนอย 2 ชั่วโมง 

          3.2 ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาท ี

          3.3 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือโดยระวังไมใหดีเอ็นเอที่ติดบริเวณกนหลอดหลุด 
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          3.4 เติม cold 70% EtOH ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

          3.5 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือโดยเหลือไวประมาณ 50 ไมโครลิตร นําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2 นาท ี

          3.6 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือจนหมดโดยไมใหดีเอ็นเอที่ติดกนหลอดหลุดออก 

          3.7 ตากดีเอ็นเอบริเวณกนหลอดใหแหงที่อุณหภมูิหอง โดยไมตองปดฝาหลอด 

          3.8 เติมน้ํากลั่น 10 ไมโครลิตรเพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส 
4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 
          4.1 นําดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ผาน

กระบวนการทาํใหเปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ที่แชในน้ําแข็ง

จนเยน็จัด 

          4.2 ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 1.8 กิโลโวลต สู cuvette  

          4.3 ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

          4.4 นําเชื้อที่ไดประมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่

ผสม ampicillin บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 

          4.5 คัดเลือกโคโลนีของเชื้อดวยวิธกีาร PCR โดยใชไพรเมอร TT18SF0 และ 

TT58SR1 จากนัน้ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
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เมื่อไดลําดับเบสในสวนของ 18S rRNA แลว ข้ันตอนตอไปคือการออกแบบไพรเมอรที่มี

ความจาํเพาะตอชนิดเพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis โดยวิธี nested PCR เร่ิมจาก 

ทําการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของตัวอยางที่วิเคราะหแลวกับ

ตัวอยางอางอิง ดังนี้  

 

sequence ของ T. trichiura คือ D42 และ DQ118536 

sequence ของ T. vulpis คือ D56_A, D56_B และ D56_C  

sequence ของ T. suis (AY851265) 

 

   

  forward primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที่ 1,278–1,298 (AY851265) 

   HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’  

 

   reverse primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที ่1,673–1,693 (AY851265) 

   HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

                                       

 
                                                   
                                                                                                   
      18S (AY851265) 

 

        HT18SF0                                 HT18SR0 

                                                                                                           416 bp  

 

              =  variable region ของ T. trichiura 

              =  variable region ของ T. vulpis 

              =  conserve region  
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สําหรับ PCR รอบที่สอง ซึง่ใชในการจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis ใชไพรเมอรตอไปนี้ 

 

HTT18SF:     5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’  ตําแหนงที ่1,375–1,393 ของตัวอยางที ่D42  

                                                   สําหรับตรวจสอบ T. trichiura 

 

HTV18SF:     5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’       ตําแหนงที ่1,349–1,365 ของตัวอยางที ่D56_A 

                                                                           สําหรับตรวจสอบ T. vulpis 

 

HT18SR:       5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’   ตําแหนงที ่1,537–1,555 ของตัวอยางที ่D56_A  

                                                   เปน reverse primer 

 

                                                                                   

 18S (AY851265) 

                                                                                             

 

 

                                                                                   HT18SF0                                HT18SR0 

                                                     416 bp 

 

                                                             

 

 

                                              HTT18SF                                 HT18SR 

                                                   HT 

                                              HTV18SF 
 
              =  variable region ของ T. trichiura 

              =  variable region ของ T. vulpis 

           =  conserve region 
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การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
 
 เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดมีปริมาณนอย การทดลองนี้จงึใชวธิีการ nested PCR 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งมีข้ันตอนของการทํา PCR 2 ข้ันตอนใหญ ๆ ดวยกนั คือ 

 1. ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสสําหรับเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 18S ครอบคลุมไป

จนถึง ITS1 และ 5.8 S เพื่อศึกษาลาํดับเบสที่สมบูรณบริเวณ 18S rRNA gene ของพยาธิแสมา  

T.  trichiura และ T.  vulpis จากตัวอยางที่เก็บมา ในขัน้ตอนนี้จะเลอืกใชไพรเมอร TT18SF1 เปน 

forward primer และ TT58SR เปน reverse primer สําหรับปฏิกิริยาครั้งที่หนึ่ง ซึง่มีลําดับเบสคอื 

   

  TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’ 

  TT58SR0 5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’ 

 

 สวนปฏิกิริยาครั้งที่สองจะเลือกใชไพรเมอร TT18SF1 เปน forward primer และ 

TT58SR1 เปน reverse primer ซึ่งมีลาํดบัเบสดังนี ้

   

  TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’ 

 

  1.1 นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยใชองคประกอบที่

จําเปนตอการทําปฏิกิริยา 1 ตัวอยางในปริมาณสารละลายสุทธิ 20 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวยดี

เอ็นเอที่สกัดไว (DNA template), ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse ความเขมขน 30 พโิครโมล, 

10X PCR Buffer, MgCl2, dNTP ที่เปนสารตั้งตนของปฏิกิริยาการสงัเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด, 

LATaq DNA polymerase เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น ซึ่งใชในปริมาณตาม

ตาราง 3A และ 4A 

  1.2 นําหลอดที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องเพิม่ปริมาณสารพันธกุรรม

ในหลอดทดลอง ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA denaturation) ที่อุณหภูมิ 

94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท,ี ขัน้ตอนการทําให ไพรเมอรจับกับสายดีเอ็นเอแมแบบ 

(primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.3 นาท ีและขั้นตอนการ

สังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ีซึ่งทาํ

ปฏิกิริยาทัง้หมด 38 รอบตามตาราง 3B และ 4B จากนั้นนําผลิตผลที่ไดไปตรวจสอบดวยวิธ ีgel 

electrophoresis 
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 2 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสเพื่อทดสอบไพรเมอรสําหรบัใชจําแนกชนิดของพยาธแิสมา 

T.  trichiura ออกจาก T.  vulpis โดยใชไพรเมอร HT18SF0 เปน forward primer และ HT18SR0 

เปน reverse primer สําหรบัปฏิกิริยาครั้งที่หนึ่ง ซึง่มีลําดับเบสดังนี ้

  

  HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’ 

  HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

  

 สวนปฏิกิริยาครั้งที่สองใชไพรเมอร HTT18SF, HTV18SF และ HTSF เปน forward primer 

ซึ่งคาดวามีความจําเพาะตอ T.  trichiura, T.  vulpis และ T. suis ตามลําดับ และใช HT18SR เปน 

reverse primer ซึ่งมีลําดับเบสดังนี ้

   

  HTT18SF 5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’ 

  HTV18SF 5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’      

  HTSF  5’TCGCGACGCCGTGCCTA3’ 

  HT18SR 5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’ 

  

 1. นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสาํหรับทํา PCR โดยใชองคประกอบที่จาํเปนตอ

การทาํปฏิกิริยา 1 ตัวอยางในปริมาณสารละลายสทุธิ 20 ไมโครลิตร ซึ่งใชในปริมาณตามตาราง 

5A และ 6A 

 2. นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอด

ทดลอง ซึ่งประกอบดวยขัน้ตอนตามตาราง 5B และ 6B 
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การตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 
 

1. เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 1 และรอยละ 2 สําหรับตรวจสอบดีเอ็นเอ

ผลิตผลจาก semi-nested PCR และ nested PCR ตามลําดับ โดยผสมผงอะกาโรสตามอัตราสวน

กับ 0.5X TBE ปริมาณ 100 มิลลิลิตร หลอมเจลดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียม

เจล แลวจึงนาํเจลมาใสใน electrophoresis chamber ซึ่งมี 0.5X TBE บรรจุอยูในระดับที่ทวม

แผนเจล 

2. นาํผลิตผล PCR ที่เตรียมไว 5 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร หยอดลง

ในหลุมของอะกาโรสเจล ซึ่งใช λ Hind III เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA marker) สําหรับผลิตผล

จาก semi-nested PCR และใช 100 bp ladder เปนดีเอ็นเอบอกขนาดสําหรับเปรียบเทียบ

ผลิตผลจาก nested PCR  

3. เดินกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ใชเวลา 30-50 นาที ข้ึนกับความเขมขน

ของอะกาโรสเจล จากนัน้แผนเจลไปยอมดีเอ็นเอดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาท ี

4. ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและบันทกึภาพสาํหรับ

วัดขนาดแถบดีเอ็นเอผลิตผลโดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอบอกขนาด 

 
sequence analysis 
 

  การวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ (automated DNA sequencing) 

เปนวธิีการหาลําดับเบสของ DNA โดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination แตกตาง

กันตรงที่การติดฉลาก DNA จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye terminator แทนการใช

สารกัมมันตภาพรังสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตาง ๆ กัน 4 ชนิด สําหรับเบส 4 ตัว 

คือ A C G และ T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัวเมื่อถกูกระตุนดวยแสงเลเซอรจะเรืองแสงในชวง

ความยาวคลื่นแตกตางกัน และแสงที่ปรากฏจะแตกตางกัน โดยจะเห็นเปนสีเขียว สีดํา สีน้าํเงิน 

และสีแดง ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer 

เมื่อไดลาํดับเบสทั้งหมดของบริเวณที่ตองการศึกษาแลว จะนาํมาวิเคราะหผลโดยการทํา 

alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร BioEdit และ Clustalx รวมกับการตรวจสอบดวยสายตา

เพื่อหาความหลากหลายของลําดับเบสที่เกดิขึ้นในบริเวณ 18S, ITS1 และบางสวนของ 5.8S 
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PCR condition 
 
ตารางที ่3:  semi-nested PCR รอบแรกดวยไพรเมอร TT18SF0 และ TT58SR0 
 

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 7.26 

10X Buffer 2.00 

MgCl2 2.00 

dNTP 3.20 

enzyme LA-taq 0.20 

forward primer - TT18SF0 0.17 

reverse primer – TT58SR0 0.17 

DNA template 5.00 

total 20.00 

  

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

96 0.2 

55 0.3 
primer-template 

annealing (38 cycles) 
62 3.0 

extension 72 10.0 

hold 20 ∞ 
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ตารางที ่4:  semi-nested PCR รอบสองดวยไพรเมอร TT18SF0 และ TT58SR1 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ30 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 16.39 

10X Buffer 3.00 

MgCl2 3.00 

dNTP 4.80 

enzyme LA-taq 0.30 

forward primer - TT18SF0 0.255 

reverse primer – TT58SR1 0.255 

DNA template 2.00 

total 30.00 

 

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

96 0.2 

55 0.3 
primer-template 

annealing (38 cycles) 
62 3.0 

extension 72 10.0 

Hold 20 ∞ 
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ตารางที ่5:  nested PCR รอบแรกดวยไพรเมอร HT18SF0 และ HT18SR0 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 14.04 

10X Buffer 2.00 

dNTP 1.60 

enzyme r-taq 0.10 

forward primer - HT18SF0 0.13 

reverse primer - HT18SR0 0.13 

DNA template 2.00 

total 20.00 

 

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

94 0.3 

62 0.3 
primer-template 

annealing (40 cycles) 
72 1.0 

extension 72 5.0 

Hold 20 ∞ 
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ตารางที ่6:  nested PCR รอบสองดวยไพรเมอร HTT18SF0/HTV18SF0 และ HT18SR 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

 

                                                                                                                                 

            B: PCR Cycle Profile 
 

 

       
 
 
 
 
  
 
 
 

 

 

 

 

 
 

Reagents Volume (μl) 

H2O 14.04 

10X Buffer 2.00 

dNTP 1.60 

enzyme r-taq 0.10 

forward primer - HTT18SF0/HTV18SF0 0.13 

reverse primer - HT18SR 0.13 

DNA template 2.00 

Total 20.00 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

94 0.3 

62 0.3 
primer-template 

annealing (30 cycles) 
72 1.0 

extension 72 5.0 

Hold 20 ∞ 



 

 
56 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 

ผลการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระภายใตกลองจลุทรรศน 
  

 ตัวอยางอุจจาระนักเรียนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกเก็บรวบรวมจากนักเรียนโรงเรยีนชุมชน

บานทาสองยาง ในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 รวมทั้งสิ้น 80 คน เปนนักเรียนชาย 36 คน นักเรียน

หญิง 44 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 5-18 ป โดยมีคาเฉลี่ยของอายุเทากับ 9.5 +/- 3.0 ป จากการ

ตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทาดวย concentration technique ให

ผลบวก 76 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 95 ในจํานวนนี้พบวาใหผลบวกตอ Trichuris sp. จํานวน 56 

ตัวอยางหรือคดิเปนรอยละ 70 เปนเพศชาย 28 คน (77.8%) เพศหญิง 28 คน (63.6%) นอกจากนี้

ยังตรวจพบปรสิตอื่น ๆ ทั้งในกลุมของหนอนพยาธิตวักลม หนอนพยาธิตัวแบน และโปรโตซัว ซึง่มี

อัตราการติดโรคดังแสดงในตารางที ่7 

 ปริมาณการติดเชื้อ Trichuris sp. ในอุจจาระนักเรียนซึ่งคิดจากจํานวนไขพยาธิตออุจจาระ

หนึง่กรัม (epg.) พบวานกัเรียนทีม่ีคา epg. ≤ 10 มีจํานวน 7 คน นักเรียนทีม่ีคา epg. อยูระหวาง 

11-100 มีจํานวน 23 คน นักเรียนที่มีคา epg. ระหวาง 101-400 จํานวน 19 คน นักเรียนที่มีคา 

epg. ระหวาง 401-1,000 จํานวน 4 คน และนักเรียนที่มคีา epg. > 1,000 จํานวน 1 คน 

 สําหรับตัวอยางอุจจาระสนุัขที่รวบรวมไดภายในเขตกรงุเทพมหานครจาํนวน 20 ตัวอยาง 

ใหผลการตรวจหาเชื้อปรสิตเปนบวกทั้งสิ้น 6 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 30 ในจํานวนนี้พบวาให

ผลบวกตอ Trichuris sp. จํานวน 4 ตัวอยางหรือรอยละ 20 สวนตัวอยางอุจจาระสุนขัที่รวบรวมได

จากชุมชนบานทาสองยาง จ.ตาก จาํนวน 59 ตัวอยาง ใหผลการตรวจหาเชื้อปรสิตเปนบวก 52 

ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 88.1 โดยพบ Trichuris sp. ทั้งหมด 13 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 22 ซึ่งจดั

วามีอัตราการติดเชื้อ Trichuris sp. ใกลเคยีงกับสุนัขในกรุงเทพฯ แตเมื่อเทียบกับอัตราการติดเชื้อ

ในเด็กนักเรียนซึ่งมาจากพื้นที่เดียวกันพบวาอัตราการติดเชื้อในสุนัขต่ํากวาในนักเรียนมาก ในแง

ของปริมาณการติดเชื้อ ไขพยาธิที่ตรวจพบจากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ จาํนวน 4 ตัวอยางมีคา 

epg. เทากับ 13, 13, 19 และ 75 ในขณะที่อุจจาระสุนัขจากชุมชนทาสองยางมีคา epg. < 100 

เพียง 3 ตัวอยาง คือ 3, 6 และ 13 โดยคา epg. ที่มากที่สุดคือ 750 สวนปรสิตอื่น ๆ ที่ตรวจพบ

นอกเหนือจากพยาธิแสมาและอัตราการตดิโรคไดแสดงไวในตารางที่ 8 
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ตารางที ่7 อัตราการตรวจพบเชื้อปรสิตในทางเดนิอาหารชนิดตาง ๆ ของเด็กนักเรียนที่ใชในการ

วิจัยจาํนวนทั้งสิ้น 80 คน 
 

เพศชาย (N = 36)    เพศหญิง (N = 44)   รวม (N = 80) 

จํานวนนักเรียน  จํานวนนักเรียน  จํานวนนักเรียน ชนิดของปรสิต 

ที่ตรวจพบ ที่ติดเชื้อ (%)   ที่ติดเชื้อ (%)   ที่ติดเชื้อ (%) 

Trichuris sp. 28 77.8  28 63.6  56 70.0 

A.  lumbricoides 13 36.1  25 56.8  38 47.5 

Hookworm. 9 25.0  5 11.4  14 17.5 

S.  stercoralis 1 2.8  0 0.0  1 1.3 

E.  vermicularis 1 2.8  3 6.8  4 5.0 

Opisthorchis sp. 3 8.3  2 4.5  5 6.3 

Taenia sp. 0 0.0  1 2.3  1 1.3 

H.  diminuta 0 0.0   1 2.3   1 1.3 

E.  histolytica 7 19.4  3 6.8  10 12.5 

E.  coli 20 55.6  17 38.6  37 46.3 

E.  hartmanni 10 27.8  7 15.9  17 21.3 

G.  lamblia 5 13.9  9 20.5  14 17.5 

B.  hominis 33 91.7  33 75.0  66 82.5 

Sarcocystis sp. 0 0.0  1 2.3  1 1.3 

E.  nana 16 44.4  4 9.1  20 25.0 

C.  mesnili 1 2.8  2 4.5  3 3.8 

I.  buetschlii 4 11.1  0 0.0  4 5.0 

         

         

  

 

 

 

 

 
  



 

 
58 

ตารางที ่8 อัตราการตรวจพบเชื้อปรสิตในทางเดนิอาหารชนิดตาง ๆ ของสุนัขที่ใชในการ

วิจัยจาํนวนทั้งสิ้น 79 ตัว 
 

ทาสองยาง  กรุงเทพฯ ชนิดของปรสติ 

ที่ตรวจพบ จํานวนตวัอยางที่ติดเชื้อ %  จํานวนตวัอยางที่ติดเชื้อ % 

Trichuris sp. 13 22  4 20 

Ascaris lumbricoides 18 30.5  0 0 

Spirocerca lupi. 15 25.4  0 0 

Hookworm 23 39  4 20 

Toxocara canis 13 22  0 0 

Paragonimus sp. 1 1.7  0 0 

Spirometra sp. 5 8.5  0 0 

Taenia sp. 2 3.4  0 0 

Giardia lamblia 2 3.4  0 0 

Isospora sp. 4 5.1  0 0 

Amoeba cyst 1 1.7  0 0 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธ ีPCR เพื่อศึกษาลําดับนวิคลิโอไทดบริเวณ  
18S-ITS1-5.8S ribosomal RNA gene 
  

 gDNA ที่นํามาใชในขั้นตอนนี้ผานการสกัดจากไขพยาธิจํานวนไมต่ํากวา 10 ใบตอหนึ่ง

ตัวอยางซึ่งทําการคัดแยกภายใตกลองจุลทรรศน การศึกษาในขั้นตอนนี้จะเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอน็เอ

ดวยวิธ ีsemi-nested PCR บน ribosomal RNA gene โดยเลือกใช DNA template จาก gDNA 3 

แหลงดวยกัน คือ gDNA ที่สกัดจากอุจจาระนักเรียนจาํนวน 3 ตัวอยาง gDNA ที่สกัดจากอุจจาระ

สุนัขในกรุงเทพฯ 1 ตัวอยาง จากสนุัขใน จ. ตาก 1 ตัวอยาง และ gDNA ที่สกัดจาก  T. trichiura 

ตัวเต็มวัย 1 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 6 ตัวอยาง ข้ันตอนเริ่มจากกระบวนการ PCR รอบที่หนึ่งซึ่งใช 

TT18SF0 เปน forward primer และ TT58SR0 เปน reverse primer สามารถใหผลผลิตชิ้นดีเอ็น

เอครอบคลุมต้ังแตสวนตนของบริเวณ 18S ผานบริเวณ ITS1 และส้ินสุดในบริเวณของ 5.8S เมื่อ

นําดีเอ็นเอผลติผลมาตรวจสอบดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจลความ

เขมขนรอยละ 1 และใชดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ λHind III พบวาไมมีตัวอยางใดที่แสดง

แถบดีเอ็นเออยางชัดเจน และบางตัวอยางไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเลย สวนตัวอยางจากพยาธิตัว

เต็มวัยใหแถบดีเอ็นเอเขมทีสุ่ด การที่แถบดีเอ็นเอปรากฏไมชัดเจนนัน้เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอตั้ง

ตนที่ใชในกระบวนการ PCR ที่ไดจากไขพยาธิมีปริมาณต่ําและอาจถกู inhibitor บางชนิดรบกวน

ในกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลทั้ง 6 ตัวอยางที่ไดจาก PCR รอบที่หนึ่ง

มาใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนสาํหรับการทํา PCR รอบที่สอง โดยมี TT18SF0 เปน forward primer และ 

TT58SR1 เปน reverse primer เมื่อตรวจสอบผลิตผลจาก PCR รอบที่สองทั้ง 5 ตัวอยางดวยวิธี 

agarose gel electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 1 และใชดีเอ็นเอมาตรฐาน

บอกขนาดคือ λHind III ในการเปรียบเทยีบขนาดดีเอ็นเอผลิตผล ใหผลดังภาพที ่10 

 เนื่องจาก gDNA ที่ใชในกระบวนการ PCR ไดมาจากไขพยาธิมากกวาหนึ่งใบและได   

จากเนื้อเยื่อของพยาธิตัวเต็มวัย ผลิตผลทีไ่ดจึงอาจมหีนวยพนัธกุรรมหลายอัลลีล (allele) ซึ่งถูก

สังเคราะหรวมกันอยู การทีจ่ะอานลาํดับเบสบนหนวยพนัธุกรรมนั้นจาํเปนทีจ่ะตองทาํใหผลิตผล 

PCR จาก semi-nested PCR รอบที่สองมีความบริสุทธิ์ของหนวยพันธุกรรมแบบใดแบบหนึ่ง

เสียกอน สาํหรับการศึกษานี้ใชวิธีการโคลนชิ้นดีเอ็นเอ (DNA cloning) ในเซลลแบคทีเรีย และ

นําเขาสูกระบวนการแปลผล 12 โคลน จากผลที่ปรากฏบนแผนอะกาโรสเจลพบวาชิ้นดีเอ็นเอ

ผลิตผลจากทัง้ 12 โคลน มขีนาดประมาณ 2,300-2,500 bp เมื่อเปรียบเทียบกับแถบของดีเอ็นเอ

บอกขนาด λHind III 
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 ภาพที่ 10 แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก semi-nested PCR (รอบที่สอง) ดวยวิธี 

agarose gel electrophoresis โดยแถวที่ 1 และ 2 คือตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขใน   

กรุงเทพฯ จํานวน 2 โคลน แถวที ่3 คือตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขในจังหวัดตาก แถวที ่4       

คือตัวอยางจากอุจจาระนักเรียน แถวที่ 5 คือตัวอยางจากพยาธิตัวเต็มวัย และแถว M คือ            

ดีเอ็นเอบอกขนาด (λHind III) 

  

 
การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ 18S-ITS1-5.8S ribosomal RNA gene 
 

 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดจํานวน 12 โคลน (ตารางที ่9) แลวนํามาเปรียบเทียบ

กับขอมูลอางอิง accession number DQ118536 และ AM234616 จาก 

7Hwww.ncbi.nlm.nih.gov พบวาใน 4 โคลนที่ไดจากอุจจาระสุนัขใหผลเปน T. vulpis จํานวน 3 

โคลนคือ D56_A, D56_B และ D56_C สวนอีกหนึ่งโคลนคือ D42 ใหผลเปน T. trichiura 

ในขณะที่ 8 โคลนจากอุจจาระผูปวยและพยาธิตัวเต็มวยัลวนใหผลเปน T. trichiura ทัง้หมด เมื่อ

วิเคราะหถึงลาํดับนิวคลิโอไทดพบวาเบสตําแหนงแรกที่ไพรเมอร TT18SF0 อานไดอยูในบริเวณ

ของ 18S rRNA gene ซึ่งตรง  กับตําแหนงที่ 39 ของ DQ118536 เมื่อนับไปจนสุดถึงตาํแหนง

สุดทายของไพรเมอร TT58SR0 พบวาลําดับนิวคลิโอไทดของ T.vulpis ทั้ง 3 โคลนมีความยาว

เทากันคือ 2,367 bp สวนลําดับ    นิวคลิโอไทดของ T. trichiura ทั้ง 9 โคลนมีความยาว

หลากหลาย โดยสายนิวคลิโอไทดที่ยาวทีสุ่ดไดจากตัวอยาง D42 มีความยาว 2,599 bp สวน

สายนิวคลิโอไทดที่สั้นที่สุดไดจากตัวอยาง TST214 มีความยาว 2,575 bp  

2,300 bp. 
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 หากพิจารณาการจัดเรียงตัวของยีนบน ribosomal RNA ทั้ง 3 บริเวณคือ 18S, ITS1   

และ 5.8S เรียงกันตามลาํดับ เมื่อพจิารณาเฉพาะบริเวณ 18S rRNA gene ซึ่งมกีารรักษารูปแบบ

ที่เปนเอกลักษณเฉพาะตัวของสายพันธุ (conserve region) ตามภาพที่ 11 โดยเปรียบเทียบกับ 

DQ118536 พบวา T. trichiura ทั้ง 9 โคลน มี 7 โคลนที่มีความยาวเทากันคือ 1,846 bp สวน

โคลน TH2_B มีความยาว 1,847 bp เนื่องมาจากการเพิม่ข้ึนของเบส (insertion) 1 ตําแหนง คือ 

G จะเห็นวาเบสที่เพิม่ข้ึนอยูในตําแหนงที่ 1,241 และอีกโคลนหนึ่งคือ TH2_D มีความยาว 1,854 

bp จากการเพิ่มข้ึนของเบส 8 ตําแหนงตดิกันคือ GTTTACGG ในตาํแหนงที่ 793 ซึ่ง 7 ตําแหนง

หลังเปนสวนทีม่ีการเรียงตัวซ้ํา (repeat) กับเบส 7 ตําแหนงถัดไปคือ TTTACGG สวนตําแหนงที่ 

1,323 ของทุกโคลนมีการเพิม่ข้ึนของเบสหนึ่งตําแหนงคอื C นอกจากนี้ยังพบการแทนที่ของเบส 

(substitution) หนึ่งตําแหนงในบางบริเวณดังตารางที่ 10 เมื่อพิจารณาถึงอัตราความเหมือนกัน

ของลําดับนวิคลิโอไทด (% homology) บริเวณ 18S rRNA gene ระหวาง DQ118536 และโคลน 

TH2_D ซึ่งมีความยาวมากทีสุ่ด พบวามีอัตราความเหมอืนกัน 99.13% 

 สวนบริเวณ 18S rRNA gene ของ T.vulpis ทั้ง 3 โคลน (D56_A, D56_B และ D56_C) 

มีความยาวเทากันทั้งหมดคือ 1,816 bp เมื่อนําทั้ง 3 โคลนเปรียบเทียบกัน พบการเขาแทนที่    

ของเบสทั้งหมด 9 ตําแหนง โดยตาํแหนงที่พบในโคลน D56_A คือ 205(A/G), 869(A/G) และ 

1540(A/G) โคลน D56_B พบไดในตําแหนงที ่67(A/G) และ 1720(A/G) สวนโคลน D56_C พบ 

ไดในตําแหนงที่ 23(A/T), 1019(T/C), 1175(T/C) และ 1209(T/C) การที่ลําดับนิวคลิโอไทดของ 

T.vulpis ที่ศกึษามีขนาดสั้นกวา T. trichiura เนื่องจากการขาดหายไปของนิวคลิโอไทด 6 บริเวณ 

เมื่อเปรียบเทียบกับ DQ118536 พบวาตาํแหนงที่ขาดหายไปคือ ตาํแหนงที่ 108 จํานวน 2 เบส, 

ตําแหนงที ่159 จํานวน 4 เบส, ตําแหนงที่ 1,346 จํานวน 6 เบส, ตําแหนงที ่1,358 จํานวน 7 เบส, 

ตําแหนงที ่1,373 จํานวน 9 เบส และตําแหนงที่ 1,400 จํานวน 3 เบส สําหรับอัตราความเหมือน 

กันของลาํดับนิวคลิโอไทดระหวาง T. trichiura (DQ118536) และ T.vulpis โคลน D56_B มีคา

เทากับ 92.07% 

 ในขณะเดียวกนัเมื่อนําลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของ T. trichiura และ 

T. vulpis ทั้ง 12 โคลนเปรียบเทียบรวมกบัลําดับนวิคลิโอไทดอางองิของ T.suis (AY851265) จะ

พบบริเวณที่เปน homology zone ถึง 3 บริเวณดวยกัน หากใช DQ118536 เปนเกณฑ บริเวณ

แรกจะอยูในตาํแหนงที่ 27-188 บริเวณที่สองอยูในตาํแหนงที ่1,320-1,415 และบริเวณที่สามอยู

ในตําแหนงที่ 1,713-1,794 
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ตารางที ่9 แสดงขนาดของลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณตาง ๆ บน ribosomal RNA ของ  

T. trichiura และ T.vulpis  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Length of sequences (bp.) 

samples resource 
18S ITS1 

HT18SF0-

HT18SR0 

HTT18SF-

HT18SR 

HTV18SF-

HT18SR 

TT18SF0-

TT58SR1 

D56_A 1,816 425 399 - 207 2,367 

D56_B 1,816 425 399 - 207 2,367 

D56_C 

Eggs from stray dog, 

Bangkok 
1,816 425 399 - 207 2,367 

D42 Eggs from stray dog, Tak 1,846 627 424 212 - 2,599 

TH2_A 1,846 606 424 212 - 2,578 

TH2_B 1,847 609 425 212 - 2,582 

TH2_C 1,846 609 424 212 - 2,581 

TH2_E 1,846 609 424 212 - 2,581 

TH2_D 

Adult from human, 

Bangkok 

1,854 609 424 212 - 2,589 

TH1 Eggs from human, Tak 1,846 618 424 212 - 2,590 

TST214 Eggs from human, Tak 1,846 603 424 212 - 2,575 

TST332 Eggs from human, Tak 1,846 624 424 212 - 2,596 
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ตารางที ่10 แสดงการแทนที่ของเบสหนึง่ตําแหนงบริเวณ 18S rRNA gene ของ T. trichiura  

โดยเปรียบเทยีบกับลําดับเบสอางองิ (DQ118536)  

 

clone position (nucleotide) GC content (%) 

      

D42 6 (T/G), 349 (A/G), 520 (C/T), 1240 (A/G) 52.55 

 1260 (A/G), 1274 (T/G), 1285 (T/A)  

   

TH1 6 (T/G), 860 (A/G), 736 (G/A), 1206 (A/G) 52.49 

 1240 (A/G), 1260 (A/G), 1285 (T/A), 1404 (C/T)  

   

TH2_A 6 (T/G), 611 (A/G), 1016 (T/C) 52.60 

 1240 (A/G), 1,260 (A/G), 1285 (T/A)  

   

TH2_B 6 (T/G), 1240 (A/G), 1260 (A/G) 52.57 

 1285 (T/A), 1807 (A/G)  

   

TH2_C 6 (T/G), 143 (A/G), 1240 (A/G), 1260 (A/G) 52.65 

 1285 (T/A), 1460 (A/G), 1716 (A/G)  

   

TH2_E 6 (T/G), 1240 (A/G) 52.49 

 1260 (A/G), 1285 (T/A)  

   

TH2_D 6 (T/G), 122 (T/A), 382  (C/T), 1095 (A/G) 52.53 

 1240 (A/G), 1260 (A/G), 1285 (T/A), 1642 (A/G)  

   

TST214 6 (T/G), 240 (A/G), 320 (G/A), 489 (A/G) 52.60 

 551 (T/C), 1240 (A/G), 1260 (A/G), 1285 (T/A)  

   

TST332 6 (T/G), 227 (A/G), 787 (T/C), 1240 (A/G) 52.55 

  1260 (A/G), 1285 (T/A), 1805 (G/T)   
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ภาพที่ 11: ขอมูลแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของพยาธิแสมา 

  - ขีดคือตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของนิวคลิโอไทด 

  - จุดคือตําแหนงที่มนีิวคลิโอไทดเหมือนกบั DQ118536 
 
 
 
 
                   1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 ACGGTTAAGC CGCGAATGGC TCATTACAGC AGTCGTTGTT CGCTAGAACT GATGTCCACT TGGATAACTA TGGAAATGCT AGAGCTAATA 
#D42      .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .....G.... .......... ......T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... .........G .......T.. .......... 
#D56_B    .....G.... .......... ......T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... ......G..G .......T.. .......... 
#D56_C    .....G.... .......... ..T...T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... .........G .......T.. .......... 
 
 
                   1 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 CATGCCTCGA AGCTCAGTCG CGCGCTGCGC GTCGGAGCGC GTTTATTTGA ACAAAACCAA TCGGACGCAG GCTAGCTATT GGTCTGAGTC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .A........ .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
#D56_B    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
#D56_C    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
 
 
          1111111111 1111111112 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222  
          8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 CGCGAAATGT TGGTGAATCG GAATAACTAT GCTGATCGCA CGGTCCAGTA CCGGCGACGA TGCTTTGAAA CGACTTGCTC ATCAACTTTC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 CTTTCGCAAG CCGCACGAGA AAGAGCAATA ACAGGTCTGT GATGCCCTTA GATGTACGGG GCTGCACGCG TGCTACACTG ACGGCGTCAG 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .........G .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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          1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555556 6666666666 6666666666  
          3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 CGTGCGTTCA AGCCCGGCCT GGCAAGGCCA GGAAATCGGT TGAAACGTTC TCGTGACTGG GACAGGGAAT TGCAATTATT TCCCTCGAAC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .........G .......... .......T.G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......T.G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......T.G .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
           
          1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666667 7777777777  
          2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 GAGGAATTCC CAGTAAGCGC GAGTCATCAG CTTGCGTTGA CTACGTCCCT GCCCTTTGTA CACACCGCCC GTCGCTACTA CCGATTGGAT 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .G........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
 
 
          1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          7777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777778  
          1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 GACTTAGTGA GGCCTTTGGA CCGATGCCGC CGGTGTTCGG CCGT-CAGGT TGAACCACGG CGTTGGAAAA CTGGCCGAAC CAAGCCATCT 
#D42      .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .....G.... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... ....-..... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    ..T....... .....C.... .......... A...A.C... ...CG.T... ..G...G... ...C..G... ......A... ...A...... 
#D56_B    ..T......G .....C.... .......... A...A.C... ...CG.T... ..G...G... ...C..G... ......A... ...A...... 
#D56_C    ..T....... .....C.... .......... A...A.C... ...CG.T... ..G...G... ...C..G... ......A... ...A...... 
 
 
          1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          8888888888 8888888888 8888888888 8888888888  
          0000000001 1111111112 2222222223 3333333334  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 AGAGGAAGTA AAAGTCGTAA CAAGGTTTCC GTAGGTGAAC 
#D42      .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    ......G... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... 
#TST332   ....T..... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... 
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 สําหรับลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1 และ 5.8S ของทุกโคลนในการศึกษานี้จะนํามา

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดอางอิงของ T. vulpis (AM234616) ตามภาพที่ 12 เมื่อพิจารณา

เฉพาะบริเวณ ITS1 ของพยาธิ T. trichiura พบวามีความแปรผันในขนาดของลาํดับนิวคลิโอไทด

สูง จากทั้งหมด 9 โคลนพบวามีขนาด 603, 606, 609, 618, 624 และ 627 bp ดังตารางที่ 9 และ

ยังพบความหลากหลายของจาํนวน repeat ที่ไมเทากันของเบส 3 ตัวคอื AGC ในตําแหนงที่ 75 

และ 81, GGC ในตําแหนงที่ 190, GCA ตําแหนงที่ 255 และ CTG จํานวน 3 ซ้ําในตําแหนงที่ 609 

ดังสรุปไวในตารางที่ 11 สวนบริเวณ ITS1 ของ T. vulpis ทั้ง 3 โคลนมีขนาด 425 bp. เมื่อนํามา

เปรียบเทียบกับ AM234616 พบการเพิ่มข้ึนของเบสหลายตําแหนง นอกจากนี้ยังพบการซ้ํากันของ

เบส CGG จํานวน 5 ซ้ําในตาํแหนงที่ 428 และการซ้ํากันของเบส CCGA จํานวน 3 ซ้ําในตําแหนง

ที่ 508 ซึ่งแสดงไวในตารางที่ 12 ท้ังนี้เมื่อพิจารณาบริเวณ ITS1 ทั้ง 12 โคลนรวมกับ  T. suis 

(accession number: AM229670) พบวามีความเปน homology zone สูงทัง้บริเวณ 

 ลําดับนิวคลิโอไทดที่วิเคราะหไดในสวนของ 5.8S เร่ิมตั้งแตตําแหนงที่ 634 ไปจนตําแหนง

ที่ 745 ซึ่งเปนตําแหนงสุดทายตามภาพที่ 12 บริเวณนี้พบการแทนที่ของนวิคลิโอไทดใน T. vulpis 

เพียงหนึง่ตําแหนงคือตําแหนงที ่677 โดยลําดับเบสเปลี่ยนจาก C เปน T สวน T. trichiura พบการ

เปลี่ยนแปลงของนิวคลิโอไทด (intraspecific variation) ไดในตําแหนงที ่636, 646, 647, 665, 676 

และ 690 นอกจากนี้พบวาการเรียงตัวซ้าํกันของเบส CGG จํานวน 2 ซ้ําในตาํแหนงที่ 643 และ 

GAA จํานวน 2 ซ้ําในตําแหนงที่ 671 ของ T. vulpis ทั้งสามโคลน เหมือนกันกับการศึกษาของ 

Cutillas และคณะ, 2007 ซึ่งรายงานวาลักษณะการเรียงตัวซ้ํากันเชนนีส้ามารถพบไดใน T. vulpis, 

T. leporis, T. skrjabini, T. muris, T. arvicolae แตลักษณะของการเรียงตัวซ้าํกันเชนนี้ไมมีความ

แนนอนใน T. trichiura  
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ตารางที ่11: แสดงตําแหนงที่มีการเรียงตวัซ้ํากนัของนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1 ของ T. trichiura 

 
 

ตารางที ่12: แสดงความแตกตางของลาํดับเบสบริเวณ ITS1 ระหวาง T. vulpis จากงานวจิัยกับ

ลําดับเบสอางอิง (AM234616) และตําแหนงที่มีการเรียงตัวซ้ํากันของนิวคลิโอไทด  
 

 
 

        

nucleotides position No. of repeat units samples  

        

AGC 81-113 9 TST332 

AGC 75-113 13 D42 

 75-113 9 TH1 

 75-113 5 TST214 

 75-110 5 TH2_A 

 75-113 6 TH2_B, TH2_C, TH2_D, TH2_E 

    

GGC 190-201 3 D42, TH1, TST214 

 190-201 4 TH2_A, TH2_B,  TH2_C, TH2_D, TH2_E, TST332  

    

GCA 255-266 3 D42T, ST214 

 255-263 3  TH1, 

 255-260 2 TH2_A, TH2_B,  TH2_C, TH2_D, TH2_E, TST332 

        

         

samples   nucleotides  no. of repeat units    insertion (position) substitution (position) 

 repeat   (position)     

AM234616 CGG 4 (428) - - 

 CCGA 3 (508) - - 

     

D56_A, D56_B, D56_C CGG 5 (428) C (142),  C (151), C/T (452),  A/T (454),  

 CCGA 3 (508) GGTGGCGTCGT (441), AA/GG (456),  A/C (461),  

   C  (459),  T (493) C/T (474), A/G (561), 

    [D56_A =  A/G (576)] 
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ภาพที่ 12: ขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ 5.8S rRNA gene ของพยาธิแสมา 

  - ขีดคือตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด 

  - จุดคือตําแหนงที่มนีิวคลิโอไทดเหมือนกบั AM234616 

  - สีเทาคือลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณ 5.8S rRNA gene 
 
 
 
 
                   1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ATCAGAAGGG AAGAA-GATG ACGACAAGCG CCTGCACCGG C--------- ---GCGCCGC TTAGC----- ---------- ---------- 
#D56_A    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D56_B    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D56_C    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D42      .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGCAGCAGCA 
#TH1      .......CCC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGCAGC---- 
#TH2_A    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_B    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_C    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_D    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_E    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TST214   .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGC------- 
#TST332   .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCGGC AGCAGCAGCA 
 
 
                   1 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
          9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- ---------- -----GCGAC AGCGCGGAGC CTGCT--GCT C-GTGGTGGT -GCGCACG-- ---------- TCCAGGTCTG 
#D56_A    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D56_B    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D56_C    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D42      GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TH1      --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CC.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TH2_A    --------AG CAGCAGCAGC AG---...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_B    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_C    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_D    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_E    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TST214   ---------- -------AGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TST332   GC------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.T. .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
 
 
          1111111111 1111111112 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 
          8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- ---------- ------CCGG CCTGCGG--- ---------- ---------- ------CCGG TTGGGCCGCG GC-------- 
#D56_A    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D56_B    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D56_C    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D42      AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---AATTT 
#TH1      AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GAA GCGAGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .C....A..A ..AGCGGTTT 
#TH2_A    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_B    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT... .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_C    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_D    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_E    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TST214   AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGTT..A .CA...A..A ..---AATTT 
#TST332   AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
 
 
          2222222222 2222222222 2222222223 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 
          7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- --CGTCGACA TTGTGCA--- -CCGGTACCT GCTCCGCTTG GGCTCCTGTG ---GCGGCAG TGTGGATCTG GCTGTCGCCG 
#D56_A    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D56_B    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D56_C    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D42      TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH1      TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_A    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_B    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC G......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_C    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_D    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_E    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TST214   TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TST332   TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
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          3333333333 3333333333 3333333333 3333333334 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 
          6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 TGGCCGCCGG TGGCAGTCT- ---CGCTGCT GGGCGAG--- ----ACCAG- GTTCAAAGAA CGGGAGTCGG CGGCGGCGGC ---------- 
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#D56_C    .......... .........- ---....... .......--- ----.....- .......... .......... .......... GGTGGCGTCG 
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ผลการวิเคราะหสายววิัฒนาการของ T. trichiura และ T. vulpis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 13: แสดง phylogenetic tree ของ T. trichiura และ T. vulpis  
 

  

 การวิเคราะหสายววิัฒนาการ (phylogenetic tree) ของ T. trichiura และ T. vulpis 

บริเวณ ribosomal RNA gene โดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดอางอิงใน Genbank ของ

พยาธิแสมา และ Trichinella spiralis ซึ่งเปนหนอนพยาธิกลุมอ่ืนที่มีสายววิัฒนาการใกลเคียงกับ

พยาธิแสมา อาศัยการวิเคราะหดวยวิธ ีneighbor-joining บนพืน้ฐาน parameter ของ Juke และ 

Cantor ระดับความเชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรมทดสอบโดยวิธี bootstrap โดยทําการจาํลอง

ลําดับเบสที่แตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง พบวา T. trichiura และ T. vulpis จัดอยูในคนละกลุม

ของสายวิวัฒนาการ โดยมีรายละเอยีดดังนี้คือ แขนงของ phylogenetic tree ของพยาธิแสมาแบง

ออกเปนสองกลุม โดยแขนงทางดานบนเปนกลุมของ T. trichiura  จํานวน 9 โคลนซึง่ประกอบดวย 

TH1, TH2_A, TH2_B, TH2_C, TH2_D, TH2_E, TST214, TST332 และ D42 รวมถึงตัวอยาง

อางอิงคือ DQ118536 ซึ่งกลุมของ TH2 ทั้ง 5 โคลนไดมาจาก gDNA ของพยาธิตวัเดียวกัน จึงมี

รูปแบบทางพนัธุกรรมที่ใกลชิดกันมากที่สดุ สวน TST332 ที่ไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนจัด
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วามีความใกลชิดกับ TH2 เชนเดียวกัน อีกกลุมหนึ่งซึ่งแยกออกมาประกอบดวย TST214 และ D42 

ซึ่งทั้งสองโคลนไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนและอุจจาระสุนัขจากชุมชนบานทาสองยาง

ตามลําดับ นั่นแสดงถึงความสามารถในการแพรระบาดของ T. trichiura ในโฮสตทั้งสองชนิด

รวมกันภายในชุมชน สวนโคลน TH1 ซึ่งไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียน พบวามีลักษณะทาง

พันธกุรรมที่แตกตางออกไปจากตัวอยางกลุมที่ไดกลาวไปแลว อยางไรก็ตามตัวอยาง T. trichiura 

ที่ใชในการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดคร้ังนี้จัดอยูในกลุมที่แยกออกมาจากตัวอยาง DQ118536 

สําหรับแขนงทางดานลางเปนกลุมของ T. vulpis จํานวน 3 โคลน คือ D56_A, D56_B และ D56_C 

ซึ่งไดจากไขพยาธิจาํนวนหลายใบในตวัอยางเดยีวกนั นอกจากนีพ้บวา T. vulpis มคีวามใกลชดิ

ทางสายวิวฒันาการกับ T. muris (AF036637) ในขณะที่แขนงของ T. trichiura มีความใกลชิดกบั 

T. suis (AY851265) ในระดับที่สูงกวา และแยกสายวิวฒันาการออกจากกลุมของ T. vulpis และ 

T. muris อยางไรก็ตามลักษณะทางพนัธกุรรมบน ribosomal RNA gene ของพยาธิแสมาไดแยก

สายววิัฒนาการออกมาจากพยาธิ Trichinella spiralis (U60321) อยางชัดเจน 
 
 
ผลการวินิจฉยั T. trichiura และ T. vulpis โดยวิธ ีPCR จากตวัอยางในธรรมชาติ 
  

 การศึกษาในข้ันตอนนี้ใชวิธี nested PCR สังเคราะหชิ้นดีเอ็นเอผลิตผลสายสั้น ๆ โดย 

gDNA จากตวัอยางทัง้หมดจะถูกใชในการทดสอบไพรเมอร ซึ่ง PCR รอบที่หนึ่งม ีHT18SF0 เปน 

forward primer และ HT18SR0 เปน reverse primer ที่จําเพาะตอ Trichuris sp. ในบริเวณ 18S 

เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลมาตรวจสอบดวยอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 2 และใชดีเอ็นเอบอก

ขนาดคือ 100 bp DNA Ladder พบวาตวัอยางที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 300–350 

bp ซึ่งเปนขนาดที่ถูกตองเมื่ออางอิงจากลําดับเบสบริเวณ 18S ที่ไดศึกษาแลว อยางไรก็ตาม

ตัวอยางที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอไมสามารถบอกไดวาใหผลเปนลบหรือไม เนื่องจากบางตัวอยาง

อาจใหผลิตผล PCR ในปริมาณที่ต่ําเกินไป เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลทั้งหมดจาก PCR รอบที่หนึ่ง  

มาใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนสาํหรับทาํ PCR รอบที่สอง โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบไว คือ HTT18SF, 

HTV18SF และ HTSF เปน forward primer ซึ่งจาํเพาะตอ T. trichiura, T. vulpis และ T. suis 

ตามลําดับ มี HT18SR เปน reverse primer เมื่อทาํการตรวจสอบผลิตผล PCR ดวยอะกาโรส

เจลความเขมขนรอยละ 2 แลวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาดคือ100 bp DNA Ladder ผล     

ที่ไดปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 200 bp (ภาพที ่14 และ15) ซึง่จัดวาใหผลบวกเนื่องจาก

อยูในชวงขนาดที่ถูกตองเมื่ออางอิงจากลาํดับเบสบริเวณ 18S ที่ไดศึกษาไวแลวดงัตารางที่ 9 
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 ภาพที ่14: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก nested PCR รอบที่สอง (A: ใช HTT18SF เปน 

 forward primer, B: ใช HTV18SF เปน forward primer) แถวที่ 1-3 (D56, D58 และ 

 D59 ตามลําดบั) คือตัวอยางจากอจุจาระสุนัขในกรุงเทพฯ / แถวที ่4 (D41) คือตัวอยาง

 อุจจาระสุนัขใน จ.ตาก ทีม่ี inhibitor ตอกระบวนการ PCR / แถวที่ 5 (TST30) คือตัวอยาง

 จากอุจจาระนกัเรียนใน จ.ตาก / แถวที ่6 (TH2) คือตัวอยางจากพยาธติัวเต็มวัย / แถวที ่7 

 (D42) คือตัวอยางจากอุจจาระสุนัขใน จ.ตาก / แถวที ่8 คือ negative control / แถว M 

 คือดีเอ็นเอบอกขนาด (100 bp. DNA Ladder ) 
  

 

 ผลการทดลองพบวาตัวอยางอุจจาระนกัเรยีนที่ตรวจพบไขพยาธ ิTrichuris sp. จากกลอง

จุลทรรศนทัง้หมด 56 ตัวอยาง ใหผลบวกจาก PCR รอบที่สองทั้ง 56 ตัวอยาง แบงเปนผลบวกตอ 

T. trichiura 50 ตัวอยาง (89.3%) และผลบวกรวมกันระหวาง T. trichiura กับ T. vulpis (mixed 

infection) จํานวน 6 ตัวอยาง (10.7%) โดยไมมีตัวอยางใดใหผลบวกตอ T. vulpis เพียงชนิดเดยีว 

นอกจากนีท้ัง้ 56 ตัวอยางทีผ่านการสกัดดีเอ็นเอดวยวธิีบดไขพยาธิโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศน 

สามารถใหผลการสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธภิาพสูงถึง 100% ในขณะที่เมื่อสุมเอา 18 ตัวอยางจาก 

56 ตัวอยางนีม้าสกัดดีเอ็นเอโดยการกระแทกไขพยาธิดวย glass bead เพื่อเปรียบเทียบกนัพบวา

ใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธ ีPCR เพียง 8 ตัวอยาง หรือประมาณ 44.4% เทานัน้ 
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 สําหรับอุจจาระสุนัขที่ตรวจพบไขพยาธิ Trichuris sp. จากกลองจุลทรรศนจาํนวน 17

ตัวอยาง (อุจจาระสุนัขใน จ.ตาก 13 ตัวอยาง และในกรุงเทพฯ 4 ตัวอยาง) เมื่อทดสอบดวยวิธี 

PCR รอบที่สองแลวพบวาใหผลบวกทัง้สิน้ 14 ตัวอยาง (82.4%) ในจาํนวนนี้แบงเปนผลบวกตอ 

T. trichiura จาํนวน 10 ตัวอยาง ซึ่งลวนแตเปนตัวอยางจากอุจจาระสุนัขใน จ. ตาก และอีก 4 

ตัวอยางพบวาใหผลบวกตอ T. vulpis ซึ่งเปนตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ ทั้งหมด 

จึงกลาวไดวาภายในเขตชุมชนทาสองยาง จ.ตาก และในเขตชุมชนของกรุงเทพมหานคร มีการ

กระจายตัวของพยาธิแสมาทั้งสองชนิดแยกจากกันอยางชัดเจนภายในโฮสตที่เปนสุนัข และตัว

สุนัขเองยังสามารถทําหนาที่เปนโฮสตโดยบังเอิญ (accidental host) ตอ T. trichiura อีกดวย    

ซึ่งสามารถสนบัสนุนผลการศึกษาของ Traub และคณะ (2002) ไดเปนอยางดี จากการตรวจพบ 

ไขพยาธ ิT. trichiura ในอุจจาระสุนัขภายใตกลองจุลทรรศน  

 เนื่องจากการทดลองในอุจจาระสุนัขใหผลการวินิจฉัยโดยวิธี PCR รอบที่สองเปนลบถึง 3 

ตัวอยาง จาก 17 ตัวอยาง (17.6%) จงึไดมีการทดสอบถึงประสิทธิผลและขอจํากัดของวิธีการที่ใช

ในการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธ ิและความสามารถของไพรเมอรในการเขาจับกับหนวยพนัธกุรรม

ตนแบบ โดยการผสม positive control DNA (TH2) ซึ่งสกัดไดจากตัวเต็มวัยลงในดีเอ็นเอตั้งตน 

ทั้ง 3 ตัวอยางกอนเขาสกูระบวนการ nested PCR เชนเดิม พบวาผลจาก PCR รอบที่สองเปนลบ

ทั้ง 3 ตัวอยางซึ่งไมตางจากเดิม จึงกลาวไดวาภายใน gDNA ที่สกัดจากอุจจาระดวยวิธีการนี้ยัง 

ไมสามารถกาํจัดตัวยับยั้ง (inhibitor) ตอกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี PCR ไดทั้งหมด 

 

                                             1    2   3   4   5   6   M  7   8   9  10  11 12 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 15: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก nested PCR รอบที่สอง ใชตัวอยางอุจจาระ

นักเรียนใน จ.ตาก จาํนวน 6 ตัวอยาง คือ TST1, TST11, TST13, TST14, TST21 และ TST25 

ตามลําดับ โดยแถวที่ 1-6 ใช HTT18SF เปน forward primer แถวที่ 7-12 ใช HTSF เปน forward 

primer และแถว M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (100 bp. DNA Ladder) 
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การทดสอบความไวและความจาํเพาะของไพรเมอรที่มีตอ  Trichuris trichiura               
และ Trichuris vulpis  
  

 จากการสุมเอาตัวอยางอุจจาระของเด็กนกัเรียนจาํนวน 2 ตัวอยาง (TST137, TST377) 

และอุจจาระของสุนัข 2 ตัวอยาง (D58, D59) มาทาํการสกัดดีเอ็นเอจากจํานวนไขพยาธทิี่ตางกัน

สามกลุมทดลอง คือ 1 ใบ 5 ใบ และ 10 ใบ เพื่อใชทดสอบความไว (sensitivity) ของไพรเมอรทัง้

สองคูคือ HTT18SF–HT18SR และ HTV18SF–HT18SR ตามลาํดับ ดวยวิธี nested PCR กลุม

ทดลองละ 6 ซ้ํา ซึง่ผลการทดสอบดังตารางที1่3 พบวา gDNA กลุมทีส่กัดจากไขพยาธ ิ5 ใบและ 

10 ใบจากทัง้ 4 ตัวอยางใหผลเปนบวกทัง้ 6 ซ้ําหรือ 100% สวน gDNA กลุมที่สกดัจากไข 1 ใบ 

เมื่อทดสอบดวยคูของไพรเมอร HTT18SF–HT18SR ใหผลเปนบวก 4 ใน 6 คร้ังตอ TST137 และ

ใหผลเปนบวกทั้ง 6 คร้ังตอ TST377 หรือคิดเปน 83.3% สวนคูของไพรเมอร HTV18SF–HT18SR 

ใหผลิตผล PCR เปนบวกทัง้ 6 คร้ังตอ D58 และ 5 ใน 6 คร้ังตอ D59 (91.7%)  

 เมื่อพิจารณาจากลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนอะกาโรสเจลพบวาความหนาของ

แถบดีเอ็นเอและความเขมของการเรืองแสงภายใตแสงอลัตราไวโอเลตมีความสมัพนัธโดยตรงกับ

ปริมาณไขพยาธิที่นาํมาใชสกัดดีเอ็นเอดังภาพที่ 16 จึงกลาวไดวาไพรเมอรที่นาํมาใชในงานวิจัย

สามารถเขาจบักับดีเอ็นเอตัง้ตนไดดีแมวาจะสกัดไดจากไขพยาธิเพียงใบเดยีวเทานัน้ 
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ตารางที1่3: แสดงประสิทธภิาพของกระบวนการ PCR ที่ใชตรวจสอบดีเอ็นเอของ  

T. trichiura และ T. vulpis ที่สกัดไดจากไขพยาธจิํานวน 1 ใบ 5 ใบ และ 10 ใบ 
 

        

ตัวอยาง ไพรเมอรที่ใชทดสอบ จํานวนไขพยาธิ จํานวนครั้งที่ใหผลบวก 

     ที่ใชสกัดดีเอ็นเอ จาก PCR ทั้งหมด 6 คร้ัง 

TST137 HTT18SF-HT18SR 1 4 

  5 6 

    10 6 

TST377 HTT18SF-HT18SR 1 6 

  5 6 

    10 6 

D58 HTV18SF-HT18SR 1 6 

  5 6 

    10 6 

D59 HTV18SF-HT18SR 1 5 

  5 6 

    10 6 
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                                     M  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12  M  
 

 

 

 

 

 

 
  

 ภาพที่ 16: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจากวิธี PCR โดยใชดีเอ็นเอตั้งตนที่สกัดจากไข

พยาธิจํานวนตางกนั  

 แถวที ่1-6 ใชไพรเมอร HTT18SF-HT18SR ดีเอ็นเอตั้งตนคือ positive control,  

T. trichiura DNA จากไข 10 ใบ, 5 ใบ, 1 ใบ, T. vulpis DNA และ negative control ตามลําดับ  

 แถวที ่7-12 ใชไพรเมอร HTV18SF-HT18SR ดีเอ็นเอตั้งตนคือ positive control,  

T. vulpis DNA จากไข 10 ใบ, 5 ใบ, 1 ใบ, T. trichiura DNA และ negative control ตามลําดับ 
 

  

  

 สําหรับการทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอร HTT18SF0-HT18SR0 ตอ T. trichiura 

และ HTV18SF0-HT18SR0 ตอ T. vulpis เมื่อนาํไพรเมอรทั้งสองคูมาทดสอบดวยวิธี nested   

PCR โดยใช gDNA จากปรสิตชนิดอื่น ๆ ที่มักพบไดในอุจจาระรวมกบัพยาธิแสมา คือ Ascaris 

lumbricoides, Hookworm, Taenia sp., Strongyloides stercoralis, Opisthorchis viverini, 

Toxocara canis, Spirometra sp., Paragonimus sp., Blastocystis hominis, Giardia 

lamblia, Isospora sp. และ Entamoeba coli โดยตัวอยางทีน่ํามาทดสอบสวนหนึง่ไดรับความ

อนุเคราะหจากภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หลังจากตรวจ  

ดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลโดยมี T. trichiura และ T. vulpis เปน positive 

control พบวาไมมีผลิตผล PCR จากปรสิตชนิดใดปรากฏแถบดีเอ็นเอ ดังนั้นไพรเมอรทั้งสองคู    

ที่นาํมาใชจึงจดัวามีความจาํเพาะตอ T. trichiura และ T. vulpis 
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ความสมัพันธระหวางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิและชนิดของพยาธิแสมา 
  

 เมื่อนําตวัอยางอุจจาระนักเรยีนที่ใหผลบวกตอ Trichuris sp. จากการตรวจภายใตกลอง

จุลทรรศนทัง้ 56 ตัวอยางมาทาํการศึกษาสัณฐานวิทยาของไขพยาธิโดยการวัดขนาดไขทั้งความ

ยาว (length) และความกวาง (width) จาํนวน 30 ใบตอหนึ่งตัวอยาง พบวาจากไขพยาธิ 1,680 

ใบ มีความยาวเฉลี่ยเทากับ 58.0 +/- 5.0 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 82.0 และ 47.5 

ไมโครเมตร ตามลําดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ 27.9 +/- 2.4 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคา

ต่ําสุดคือ 45.5 และ 23.8 ไมโครเมตร ตามลําดับ เมื่อนําคาที่วัดไดทั้งหมดมาสรางแผนภูมิแทง

แสดงความสัมพันธระหวางความยาวและจํานวนไขพยาธิ พบวาความถี่ของไขพยาธิแสมาที่ขนาด

ตาง ๆ แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ กลุมขนาดเล็กซึ่งมีความยาว < 64 ไมโครเมตร และกลุมขนาด

ใหญมีความยาว > 64 ไมโครเมตร (ภาพที่ 17) 

 

ภาพที ่17: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิแสมา 1,680 ใบจากอุจจาระนกัเรียนที่ความยาวตาง ๆ 
 
 
 



 

 
81 

 อยางไรก็ตามผลการวินิจฉัยทาง PCR ของไขพยาธิ 1,680 ใบนี้พบวาใหผลบวกเปนสอง

กรณีคือกลุมไขพยาธทิี่ใหผลบวกรวมกันระหวางพยาธิแสมาทัง้สองชนิดมีทัง้สิ้น 180 ใบ และกลุมที่

ใหผลบวกเฉพาะ T. trichiura จํานวน 1,500 ใบ เมื่อนาํมาสรางแผนภมูิโดยเทยีบจํานวนไขพยาธทิี่

ขนาดตาง ๆ เปนเปอรเซนต พบวารูปแบบของการกระจายตัวเปนไปในทิศทางเดียวกนั (ภาพที่ 18) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
  
ภาพที่ 18: แผนภูมิแทงแสดงความถี่ของจํานวนไขพยาธิแสมากลุมที่ใหผลบวกตอ T. trichiura 

และกลุมที่ใหผลบวกรวมกนัระหวาง T. trichiura และ T. vulpis จากอุจจาระนกัเรยีน ที่ความยาว

ตาง ๆ 

   

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระนกัเรียนที่ใหผล PCR เปน T. trichiura  

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียนที่ใหผล PCR เปน mixed infection  
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 จากการพิจารณาไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนที่ใหผล PCR เปนบวกตอ T. trichiura  

พบวาแตละตัวอยางมีรูปแบบการกระจายตัวของขนาดไขพยาธทิี่ตางกัน (ภาพที่ 19) ดังนี้คือ  

1. ตัวอยางที่ความยาวไขพยาธิครอบคลุมทั้งกลุมขนาดใหญและกลุมขนาดเล็ก เชน TST60 

2. ตัวอยางที่ความยาวไขจัดอยูในกลุมขนาดเล็กทัง้หมด เชน TST33 

3. ตัวอยางที่ความยาวไขสวนใหญจัดอยูในกลุมขนาดใหญ ซึ่งพบเพยีงตัวอยางเดียวคือ TST66  
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ภาพที่ 19: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิแสมาจากอุจจาระนกัเรยีนเปนรายตวัอยางที่ใหผล 

PCR เปนบวกตอ T. trichiura ที่ความยาวตาง ๆ  

 

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระนกัเรียน ตัวอยาง TST33 (n=100) 

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียน ตวัอยาง TST60 (n=100) 

 สีขาว: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียน ตวัอยาง TST66 (n=100) 
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 สําหรับตัวอยางอุจจาระสุนัขที่ใหผลบวกตอ Trichuris sp. จากการตรวจภายใตกลอง

จุลทรรศนทั้งหมด 17 ตัวอยางนั้น เนื่องจากผลการวิเคราะหดวยวิธี PCR ที่ผานมาเปนตัวบงชี้    

วา T. vulpis กับ T. trichiura มีการกระจายตัวในโฮสตที่เปนสุนัขจากคนละแหลงอยางชัดเจน 

การศึกษาทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิจึงแบงกลุมศึกษาออกเปนสองกลุม กลุมแรกคือกลุม

อุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ จาํนวน 4 ตัวอยาง ทาํการวัดขนาดไขตัวอยางละ 50 ใบรวมเปน 200   

ใบ ไดคาความยาวเฉลี่ยเทากบั 81.8 +/- 2.4 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 87.5 และ 

75.0 ไมโครเมตร ตามลาํดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ 40.0 +/- 1.6 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและ

คาต่ําสุดคือ 48.8 และ 37.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ กลุมที่สองเปนอุจจาระจากสุนัขใน จ.ตาก 13 

ตัวอยาง ทําการวัดขนาดไขทั้งสิน้ 222 ใบ ไดคาความยาวเฉลี่ยเทากบั 56.5 +/- 4.0 ไมโครเมตร 

โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 77.5 และ 49.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ  

27.8 +/- 1.6 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 35.5 และ 24.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ 

แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธระหวางความยาวและจาํนวนไขพยาธแิสดงไวในภาพที ่20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที ่20: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิจากอุจจาระสุนัขที่ขนาดความยาวตาง ๆ โดยแบง

ออกเปนสองกลุม คือ 

 

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระสุนัขใน จ. ตาก ซึ่งใหผล PCR เปน T. trichiura (n=222) 

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ ซึ่งใหผล PCR เปน T. vulpis (n=200) 
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ภาพที่ 21: ภาพถายไขพยาธิแสมา T. trichiura และ T. vulpis จากการศึกษานีโ้ดย           

simple smear technique ภายใตกําลงัขยาย 400 เทา 
  
 A และ B: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระนกัเรียน 

 C และ D: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขจากจังหวัดตาก 

 E และ F: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขในเขตกรุงเทพฯ 

A 

B 

C 

D 

E 

20 μm. 

20 μm. 

20 μm. 20 μm. 

20 μm. 

F 

20 μm. 
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ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ระบาดวิทยาของโรคพยาธิแสมาจากงานวิจัยนี้ เมื่อพิจารณาจากขั้นตอนการตรวจหาไข

พยาธิดวยกลองจุลทรรศนพบวาสามารถตรวจพบไขพยาธิไดทั้งในอุจจาระเด็กนกัเรียนและอุจจาระ

สุนัขจากชมุชนบานทาสองยาง อ.ทาสองยาง จ. ตาก โดยอัตราการติดเชื้อในเด็กนกัเรียนมีคาสูงถึง 

70% และพบในเพศชายมากกวาเพศหญงิ 14.2% สวนอตัราการติดเชื้อของสุนัขภายในพืน้ที่ศึกษา

เดยีวกนัมีคาเทากับ 22% ซึ่งนอยกวาอัตราการติดเชื้อในนกัเรียนอยางชัดเจน แตสัมพันธกับอัตรา

การติดเชื้อของสุนัขในกรุงเทพฯ ซึง่ตรวจอุจจาระดวยกลองจุลทรรศนแลวใหอัตราการติดเชื้อ 20% 

สําหรับผลการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาที่ตรวจพบในงานวิจัยนี้ดวยวิธี PCR โดยใช  

ไพรเมอร HTT18SF-HT18SR ในการตรวจหา T. trichiura และ HTV18SF-HT18SR สําหรับตรวจ   

หา T.vulpis พบวาเด็กนักเรียนจากโรงเรียนชุมชนบานทาสองยางมีอัตราการติดโรคพยาธิแสมา

จาก T. trichiura ทั้งหมด 70% ซึ่งมากเปนอันดับหนึ่งของหนอนพยาธิที่ตรวจพบ รองลงมาคือ    

A. lumbricoides และ Hookworm ตามลําดับ สาํหรับ T. vulpis (7.5%) ที่ตรวจพบในอุจจาระ

นักเรียนนัน้มกีารติดเชื้อรวมกับ T. trichiura ทกุตัวอยาง ในขณะที่อุจจาระสุนัขจากชุมชนบานทา

สองยางใหผลการตรวจเปน T. trichiura  ทั้งหมด ดังนั้นถึงแมวาประชากรในหมูบานทาสองยาง    

จะมีระบบการสงจายน้าํและการใชสวมที่เขาถึงทุกครัวเรอืนก็ตาม แตการมีสุนัขจรจัดที่เปนพาหะ 

ของ T. trichiura  ซึ่งพบคลุกคลีหรืออยูใกลชิดกับมนุษยโดยเฉพาะอยางยิ่งกับเด็กนักเรียน ยอม

เปนตัวการสําคัญในการแพรกระจายเชื้อตอประชากรในชุมชนบานทาสองยาง นอกจากนี้พบวา

เด็กนักเรียนจํานวนหนึ่งของโรงเรียนมิไดมีภูมิลําเนาอยูในชุมชนบานทาสองยาง ซึ่งรวมถึงนักเรียน  

6 คนที่ติดโรคจาก T. vulpis ดวย จึงเปนไปไดวานักเรียนทั้ง 6 คนอาจติดโรคจาก T. vulpis มาจาก

ภูมิลําเนาของตน หรืออีกกรณีหนึ่งระบาดวิทยาของ T. vulpis ในสุนัขของชุมชนบานทาสองยาง

อาจมีอัตราทีต่่ํามากจนไมสามารถสุมตัวอยางเจอหรือตรวจพบไดดวยวิธีการสองกลองจุลทรรศน 

สําหรับผลการวินิจฉัยดวยวิธ ีPCR จากตัวอยางอุจจาระสุนัขจรจัดในเขตกรุงเทพฯ ใหผล 

เปน T. vulpis ทั้งหมด โดยอัตราของการติดเชื้อมีแนวโนมที่จะลดลงเรื่อย ๆ เมื่อเทียบกับการศึกษา

ในอดีตของ Hinz (1980) และการศึกษาของอาคม และ สุพจน (2544) ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียว 

กับ Hookworm, Toxocara canis และ Spirocerca lupi ที่มีอัตราของการติดเชื้อลดลงเชนเดียว 

กัน (ตารางที่ 14) 
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ตารางที ่14: แสดงผลสํารวจอัตราการติดโรคปรสิตหนอนพยาธ ิ4 ชนดิ ในสุนัขจรจดัเขตกรุงเทพฯ 

เปรียบเทียบกบัป พ.ศ. 2523 และ พ.ศ. 2544  
 

 

          

ชนิดของ ป พ.ศ.  อัตราที่พบ (%) เอกสารอางอิง 

 หนอนพยาธ ิ  ที่รายงาน กรุงเทพฯ ตาก   

Trichuris vulpis 2523 54.2 - Hinz (1980) 

 2544 33.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 20.0 0.0 -  

Hookworm. 2523 - - - 

 2544 70.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 20.0 39.0 -  

Toxocara canis 2523 6.5 - Hinz (1980) 

 2544 5.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 0.0 20.3  - 

Spirocerca lupi 2523 17.8 - Hinz (1980) 

 2544 9.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 0.0 25.4 -  
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ผลการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดในครั้งนีก้ลาวไดวาบริเวณ 18S rRNA ของ Trichuris sp. 

มีการคงไวซึง่ลักษณะเฉพาะตัวสูงจงึมีความเหมาะสมทีจ่ะใชบริเวณนีเ้ปนเปาหมายในการตรวจ

วินิจฉัยพยาธิในกลุม Trichurid และนอกจากนีจ้ากการม ีhomology zone ถึงสี่บริเวณจึงสามารถ

ออกแบบไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอเพื่อจําแนกชนิดของพยาธิได สําหรับ

บริเวณ ITS1 นั้นเมื่อกลาวอางถงึผลการทดลองใน T. vulpis ของ Cutillus, de Rojas และ Ariza 

(2007) จะพบการเรียงตัวซ้ํากันของ CGG จํานวน 4 ซ้ํา และ CCGA จํานวน 3 ซ้ําเชนเดียวกัน 

เมื่อวิเคราะหผลทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิรวมกันกับวิธีการทางชีวโมเลกุล ไขพยาธิ  

ที่ตรวจพบจากสุนัขในกรุงเทพฯ ทุกตัวอยางใหผลการตรวจดวยวิธี PCR เปน T. vulpis ทั้งหมด 

ในขณะที่ไขพยาธิ 200 ใบที่ทาํการวัดขนาดมีความยาวเฉลี่ย 81.8+/-2.4 ไมโครเมตร และความ

กวางเฉลี่ย 40.0+/-1.6 ไมโครเมตร ซึ่งใกลเคียงกับที ่Yoshikawa และคณะ (1989) ไดรายงานไว

คือความยาวเฉลี่ย 82.9+/-2.7 ไมโครเมตร และความกวางเฉลี่ย 41.0+/-4.6 ไมโครเมตร สําหรับ 

ไขพยาธิจากอจุจาระนกัเรียนและอุจจาระสุนัขที่ใหผลการตรวจโดยวธิี PCR เปน T. trichiura นัน้ 

เมื่อนํามาสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธระหวางจํานวนไขพยาธิที่พบกับความยาวของไขโดย

แยกเปนกลุมอุจจาระนักเรียนและกลุมอุจจาระสุนัขพบวาการกระจายตัวของจํานวนไขพยาธิที่

ขนาดตาง ๆ นั้นเปนไปในรูปแบบเดียวกัน โดยสามารถแบงกลุมขนาดไขพยาธิไดเปนกลุมขนาด

เล็กที่มีความยาวไขนอยกวา 64 ไมโครเมตร และกลุมขนาดใหญซึ่งความยาวไขมากกวา 64 

ไมโครเมตร เมื่อนาํจาํนวนไขจากทั้งสองกลุมประชากรมาคิดรวมกันจะไดคาสัดสวนของจาํนวน   

ไขพยาธิขนาดเล็กตอจํานวนไขพยาธิขนาดใหญเปน 90.2% ตอ 9.7% 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาขนาดไขพยาธิ T. trichiura  และ T. vulpis มีการเหลือ่มลํ้า

กันที่ขนาดตัง้แต 75-82 ไมโครเมตร ดังนัน้ขนาดไขพยาธิทีม่ีความยาวตั้งแต 75 ไมโครเมตรขึ้นไป

แทจริงแลวอาจเปนไข T. vulpis เมื่อพจิารณาภาพที ่18 จะเหน็ไดวาไขพยาธิจากอุจจาระนกัเรียน 

6 ตัวอยางที่ใหผลเปน mixed infection มีสัดสวนของจํานวนไขในชวงความยาวตัง้แต 75 

ไมโครเมตรขึ้นไป สูงกวาจาํนวนไขพยาธิกลุมที่ใหผล PCR เปน T. trichiura  เพียงอยางเดยีว  
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บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
ปจจุบันโรคพยาธิแสมายังคงเปนโรคติดเชื้อที่เปนปญหาทางสาธารณสุขในหลายประเทศ

พบการกระจายของเชื้อไดทัว่โลกโดยเฉพาะในประเทศเขตรอนแถบศูนยสูตร เชน อินเดีย มาเลเซยี 

อินโดนีเซยี และประเทศไทย เปนตน ถึงแมวาอัตราการเสียชีวิตของประชากรที่ติดโรคพยาธิแสมา

จะไมสูงนัก แตผลเสียตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของประชากรโดยรวมจัดเปนอุปสรรคสําคัญตอ

การพัฒนาประเทศทัง้ในดานแรงงาน เศรษฐกิจ และสังคม ปจจุบนัพบวาสภาวะการติดโรคพยาธิ

แสมาของประชากรในประเทศไทยยังคงมีอยูทั่วทุกภาคของประเทศ แตจะมีความชุกของโรคสูง

ที่สุดในภาคใตเนื่องจากการมีสภาพทางภูมิศาสตรที่เอ้ือตอการกระจายของโรคพยาธิแสมา นอก 

จากนี้ยังพบอัตราการติดโรคสูงในแหลงชุมชนที่มีมาตรฐานของการสุขาภิบาลต่าํ ประชากรไมได 

รับการศึกษาอยางทั่วถึง โดยเฉพาะอยางยิง่ประชากรที่อาศัยอยูบริเวณชายแดนของประเทศ เชน 

ชายแดนไทย-พมา ซึ่งพบโรคนี้ไดทั้งในเด็กและผูใหญ ประเทศไทยจัดเปนประเทศเกษตรกรรม

ประเทศหนึ่งซึ่งประชากรสวนใหญของประเทศประกอบอาชีพทางการเกษตร การมีวิถีชีวิตที่ใกลชิด

กับพื้นดิน จึงเปนปจจัยสําคัญที่เอื้อตอการติดโรคปรสิตแบบ soil-transmitted รวมถึงโรคพยาธิ

แสมาดวย 

ปจจัยที่ชวยสงเสริมการแพรกระจายของโรคพยาธิแสมาอีกทางหนึ่งกค็ือความใกลชดิกัน

ระหวางมนุษยกับสัตวพาหะ ปจจุบันพบวาสุนัขนอกจากจะมีความสามารถในการแพรกระจายเชื้อ 

T. vulpis สูคนแลว สนุัขยงัมีบทบาทในการแพรเชื้อ T. trichiura สูคนไดเชนกัน โดยทําหนาทีเ่ปน

โฮสตกักตุนโรค การศึกษาในดานความชุกและการกระจายของพยาธิทั้งสองชนิดในสุนัขจึงมี

ความสาํคัญเนื่องจากสนุัขเปนสัตวเลี้ยงทีอ่ยูรวมกับสังคมไทยมาชานานไมวาจะในสังคมชนบท

หรือสังคมเมืองหลวงก็ตาม 

โดยทั่วไปแลวการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อปรสิตจากผูปวยในโรงพยาบาลหรอืการศึกษาระบาด

วิทยาของโรคจะใชวิธกีารตรวจทางสัณฐานวิทยาของตวัเชื้อเปนสําคญั อยางไรก็ตามระยะของเชื้อ

ปรสิตบางชนดิที่จําเปนตองใชในการวินิจฉัยโรคมีรูปรางลักษณะที่เหมือนกนัหรือคลายคลึงกันมาก

ระหวางสปชีสหรือจีนัส จนไมสามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจน การนําวิธีการทางชีวโมเลกลุ

มาใชในการวินิจฉัยจัดเปนหนทางหนึ่งที่สามารถใชจําแนกชนิดของปรสิตที่มีความคลุมเครือใน

รูปรางลักษณะไดอยางถกูตองและนาเชื่อถือ นอกจากนีย้ังทาํใหทราบถึงการระบาดของปรสิตบาง
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ชนิดในทองถิน่ซึ่งเดมิไมมีการรายงานวาเปนเขตปรากฏโรค (Putaporntip และคณะ, 2009; Traub 

และคณะ, 2009) 

Yoshikawa และคณะ (1989) ทําการศึกษาไขพยาธิในมดลูกของ T. trichiura จํานวน 30 

ตัว พบวาพยาธิ 14 ตัวใหไขพยาธิขนาดปกติทั้งหมด ในขณะที่ 15 ตัวใหไขพยาธิทัง้ขนาดปกติและ

ขนาดใหญ สวนอีกหนึง่ตัวพบไขพยาธิขนาดใหญทั้งหมด ซึ่งรูปแบบของความหลากหลายในขนาด

ไขพยาธิเปนไปในทิศทางเดียวกับผลของการศึกษานี้ ปจจุบันถึงแมวาการจาํแนก T. vulpis ออก

จาก T. trichiura โดยพิจารณาจากสัณฐานวทิยาของไขพยาธิเพยีงอยางเดียวจะไดรับการยอมรับ

โดยมีหลักเกณฑที่ใชทั่วไปคือ ไขพยาธิ T. vulpis จะมีรูปทรงคลายถังเบียรมากกวา และมักมี

สัดสวนของความกวางมากกวาไข T. trichiura อยางไรก็ตามจากการศึกษาไขพยาธิ T. vulpis 

ภายในมดลูกโดย Yoshikawa และคณะ พบวามีความยาวไดตั้งแต 75 ไมโครเมตรขึ้นไปและมักมี

รูปรางเรียวกวาไข T. trichiura ในกลุมขนาดใหญ ในกรณีเชนนี้ไขพยาธิ T. vulpis ที่ออกมาจาก

ผูปวยใหม ๆ อาจมีรูปรางทีค่ลายกับไข T. trichiura ขนาดใหญ ซึง่อาจกอใหเกิดความสับสนและ

นํามาซ่ึงการวินิจฉัยที่ผิดพลาดได โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อรวมกันระหวาง

พยาธิทัง้สองชนิด จากความคลายคลึงในรูปรางลักษณะและความเหลือ่มลํ้ากนัของขนาดไขพยาธิ

เหลานี้เอง การจําแนกชนิดของพยาธิแสมาจากรูปรางลักษณะของไขพยาธเิพียงอยางเดยีวจงึไมมี

ความนาเชื่อถอืและอาจทาํใหขอมูลดานการแพรกระจายของเชื้อผิดไป 

จากรายงานการตรวจพบ T. vulpis ในผูปวยเกือบทั้งหมดอาศัยการตรวจพบไขพยาธิใน

อุจจาระ (Kenney และ Yermakov, 1980; Dunn และคณะ, 2002) และรายงานอื่น ๆ ซึ่งอาศัย   

การซักประวัติและวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาในการวินิจฉัย T. vulpis ที่ทําใหเกิด visceral larva 

migrans ในผูปวย (Sakano และคณะ, 1980; Masuda และคณะ, 1987) อยางไรก็ตามจากความ

คลายคลึงกันทางสัณฐานวิทยาของตัวพยาธิทําใหยากที่จะวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาจากการ

ตรวจทางเนื้อเย่ือ ในขณะเดียวกันการตอบสนองทางภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิแสมาขามชนิด   

ก็สามารถเกิดขึ้นได (Coulter และคณะ, 1981; Kradin และคณะ, 2006) วิธีการ PCR ที่ไดทํา 

การศึกษาในงานวิจัยนี้จึงมจีุดประสงคหลักเพื่อขจัดความไมแนใจและความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้น

ในการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาทีพ่บในผูปวยไมวาจากการสังเกตลักษณะทางกายสัณฐานของ

พยาธิหรือการใชวิธีทดสอบทางภูมิคุมกนัก็ตาม ถึงแมวธิีการ PCR ทีน่ํามาใชในการศึกษานี้ไมไดมี

วัตถุประสงคในการตรวจวินจิฉัยตัวอยางจากชิน้เนื้อของพยาธิ แตก็เปนวิธกีารที่สามารถนาํไปปรับ

ใชกับตัวอยางพยาธิจากแหลงตาง ๆ ที่สามารถสกัดดีเอ็นเอได 
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อีกหนึ่งการศึกษาโดยใชวิธี random amplified polymorphic DNA (RAPD) ในการวินิจฉัย 

T. trichiura จากไขพยาธิในอุจจาระโดย Martinez และคณะ (2003) พบวาการมีสารพันธุกรรม

อ่ืน ๆ ที่ไมตองการปะปนอยูในดีเอ็นเอที่สกัดได เปนตัวการสาํคัญซึ่งรบกวนการแสดง ออกของ

ผลการทดลองและทําใหการวินิจฉัยนั้นผิดพลาดไป ในขณะที่วิธีการทาง PCR เมื่อใชรวมกับการ

สกัดดีเอ็นเอจากอุจจาระในการศึกษานี้พบวาสารพันธุกรรมที่ไมตองการซึ่งปนอยูในดีเอ็นเอไมมี

ผลกระทบตอกระบวนการ PCR นอกจากนี้เมื่อทดสอบประสิทธิภาพในดานความไวและความ 

จําเพาะของไพรเมอร HTT18SF-HT18SR และ HTV18SF-HT18SR พบวาไพรเมอรทั้งสองคูมี

ประสิทธิภาพสูงในการสังเคราะหดีเอ็นเอผลิตผล โดยสามารถใช gDNA ตั้งตนจากไขพยาธิเพียง

หนึง่ใบและไมเกิดการ cross reacted ตอหนอนพยาธิและปรสิตชนิดอื่น ๆ ทําใหสามารถใชวธิีการ 

PCR นี้เพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis ไดอยางแมนยาํและนาเชื่อถือ อยางไรก็ตาม

อุปสรรคสําคัญอยางหนึง่ตอความสําเร็จของกระบวนการ PCR ที่มีแหลงของดีเอน็เอเปนอุจจาระ  

ก็คือประสิทธิภาพของกระบวนการที่ใชสกัดดีเอ็นเอและการมีอยูของตัวยับยั้งกระบวนการ PCR 

(PCR inhibitor) ซึ่งการขจัดตัวยับยั้งนี้ไดมกีารทดลองและใหผลสําเร็จตอกระบวนการ PCR ในการ

วินิจฉัยไขพยาธิ Opisthorchis sp. ในอุจจาระ (Duenngai และคณะ, 2008) 

 เนื่องจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยการบดไขพยาธิภายใตกลองจุลทรรศนในการศึกษานี้ไม

สามารถหลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดจากตัวยับยั้งกระบวนการ PCR ไดอยางสมบูรณ น่ันคือใหผลบวก

จากวิธี PCR 70 ตัวอยางจากตัวอยางที่ติดเชื้อทั้งหมด 73 ตัวอยาง (95.9%) แตขอดีก็คือสวน 

ประกอบของอจุจาระที่ไมตองการจะผานเขาสูข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอในปริมาณทีต่่ํามากจึงเปน

การขจัดตัวยับยั้งในกระบวนการ PCR ไดทางหนึ่ง นอกจากนี้ดีเอ็นเอตั้งตนที่นาํมาใชยอมมีสาร

พันธุกรรมของพยาธิที่ไดจากการบดไขรวมอยูอยางแนนอน แมจะมีขอจํากัดอีกประการหนึ่งคือ

ผูทาํการตรวจวินิจฉัยจาํเปนตองตรวจพบไขพยาธิจากการสองภายใตกลองจุลทรรศนเสียกอนจึง

สามารถนําไขพยาธิมาสกัดดีเอ็นเอได อยางไรก็ตามจากการทดลองสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการกระแทก

ไขพยาธิในอุจจาระใหแตกดวย glass bead (bead beating method) โดยใชตัวอยางอุจจาระ

นักเรียนที่ตรวจพบไขพยาธทิางกลองจุลทรรศนแลวนั้น พบวาใหผลบวกจากวธิี PCR เพียง 44.4% 

ซึ่งจัดวาประสทิธิภาพของการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธกีารนีต้่ํากวามาก ปจจุบันถงึแมจะยังไมมวีิธีการ

ใดที่สามารถใชในการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิในอุจจาระใหบริสุทธิ์จากตัวยบัยั้งการทํางานของ  

Taq DNA polymerase ได 100% แตหากตัดขอจาํกัดในเรื่องนี้แลว เทคนิคในการวินิจฉัยพยาธิ

แสมา T. trichiura และ T. vulpis ในงานทดลองนี้จัดวาประสบผลสําเร็จอยางด ี
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 ผลการศึกษาอัตราการติดโรคพยาธิแสมาของสุนัขในเขตชุมชนบานทาสองยางมีคา 

ประมาณ 20% ของตัวอยางทั้งหมดซึ่งใกลเคียงกับสุนัขในกรุงเทพฯ โดยพบอัตราการติดเชื้อ

ประมาณ 22% และสอดคลองกับการศึกษาของ Inpankaew และคณะ (2007) ซึ่งรายงานอัตรา

การติดโรคพยาธิแสมาของสุนัขจรจัดในกรุงเทพฯ ประมาณ 20.5% หากพิจารณาการศึกษา     

ของ Traub และคณะ (2002) ซึ่งใชวิธีการ PCR-RFLP ในการศึกษาหนวยพันธุกรรมบริเวณ 

ITS1-5.8S-ITS2 ของไขพยาธิ Ascaris sp. ที่ตรวจพบในอุจจาระสนุขั พบวาไขพยาธิทัง้หมดมี

ลักษณะพันธกุรรมเชนเดียวกับ A. lumbricoides ที่พบเปนปรสิตในมนุษย จึงเปนการแสดงใหเห็น

ถึงบทบาทของสุนัขในการเปนโฮสตกักตุนและแพรกระจายโรคภายในทองถิ่นที่ศึกษา และจาก

การศึกษาเดียวกันนี้ไดตรวจพบไขพยาธิ T. trichiura ในอุจจาระสุนัข โดยใหการวินิจฉัยจาก

ลักษณะทางกายสัณฐานของไขพยาธิเทานั้น โดยไมมกีารคํานงึถงึความแปรผันในขนาดของไข

พยาธิในแตละตัวอยาง กรณีเชนนี้ไมสามารถนํามาใชในการวินิจฉัยผูปวยไดอยางถูกตองเสมอไป

เนื่องจากนักเรยีน 6 คนที่ติดโรคพยาธิแสมาทัง้สองชนิดรวมกนัจากการวินิจฉัยดวยวิธ ีPCR เม่ือ

ศึกษารูปรางลักษณะและขนาดของไขพยาธิที่มีขนาดใหญแลวพบวาไมมีความแตกตางที่สามารถ

บอกชนิดของไขพยาธิไดอยางชัดเจน นอกจากนี้ T. ovis และ T. skrjabini ซึ่งเปนปรสิตในแกะ    

ก็มีความหลากหลายในรูปรางลักษณะของไขพยาธิโดยสามารถแบงไดเปนสองกลุมเชนเดียวกนั 

ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงลักษณะเฉพาะตวัที่สามารถพบไดในพยาธิจีนัส Trichuris 

 จากการศึกษานี้หากกลาวในแงของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี PCR สามารถพิสูจนไดถึง

บทบาทของสุนัขในการเปนโฮสตกักตุนและแพรกระจายโรคพยาธิแสมา T. trichiura สูมนุษย    

ในขณะเดียวกัน T. vulpis ซึ่งเปนปรสิตในสุนัขก็สามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกัน สําหรับการ

วิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene และ ITS1 ของพยาธิแสมาทั้งสองชนิด     

ทําใหทราบถึงความใกลชิดทางสายวิวัฒนาการของพยาธิ โดย T. trichiura มีความใกลชิดกับ    

T. suis ในขณะที่ T. vulpis มีความใกลชิดกับ T. muris มากกวา สําหรับการรักษาโรคพยาธิ

แสมาจากพยาธิทั้งสองชนิดแมจะใชวิธีการรักษาเหมือนกัน แตการวินิจฉัย T. vulpis ในมนุษย   

ใหถูกตองก็ยงัคงมีความสําคัญในแงของการศึกษาอัตราการกอโรค การติดตามแหลงปรากฏโรค 

รวมถึงการใหคําแนะนําในการปองกนัการติดโรคพยาธิแสมาจากสุนัขอีกดวย  
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ภาคผนวก 

 
 

การเตรยีม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g. 

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

 ผสมสารทัง้หมดในน้าํกลัน่ใหมีปริมาตรสทุธิ 1 ลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 8.3 

จากนั้นจงึนาํไปนึ่งดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง* กอนใช 

 
การเตรยีมดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด 
  DNA marker       20 μl. 

  Dye       80 μl. 

  TE buffer               360 μl. 

 
การเตรยีม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml. 

  0.5 M EDTA    200 ml. 

  ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง*

 กอนใช 
 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 

  น้ํากลัน่               800 ml. 

  ผสมใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้ปรับ pH ดวย HCl ใหมีคาเทากับ 7.4 

 และปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่จนไดปริมาตรสุทธิ 1 ลิตร นาํไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ

 ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง* กอนใช 

 
 

* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี  
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การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 

  xylene cyanol FF   0.25 g. 

  glycerol in water      30 g. 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นายปณณทัต  อารีกุล เกิดเมื่อวันที่ 24 ธันวาคม พ.ศ. 2525 จังหวัดสุราษฎรธานี     

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัย         

ศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2547 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2550 
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