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บทที่  1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

Brugia pahangi เปนหนอนพยาธิฟลาเรียชนิดหนึ่งในหลายชนิด ไดแก 
Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens และ Brugia malayi ที่สามารถพบไดทั้งในสัตวเลี้ยงและ
สัตวปาเชน เสือและชะมด (Laing et al., 1960) ทําใหเกิดโรค Lymphatic filariasis  แกสัตว
เหลานี้ สัตวที่ติดโรคจะมีการอักเสบและการขยายของตอมและทอนําน้ําเหลือง เชนสุนัขที่ติดพยาธิ 
B. pahangi จะเกิดพยาธิสภาพที่รุนแรงและเร็วกวาในแมว (Schacher and Sahyoun, 1967) 
นอกจากนี้จากการทดลองของ Edeson และคณะ (1960a) พบวา B. pahangi  สามารถทําใหเกิด 
Tropical pulmonary eosinophilia (TPE) ในคนได โดย Palmier และคณะ (1985) ไดตรวจพบ
ผูปวย 1 ใน 9 คนที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi และ 7 ใน 9 คนพบวามี ไมโครฟลาเรียทั้ง B. 
pahangi และ B. malayi  จากการทําแผนเลือดและยอมสีฮีสโตเคมี Acid phosphatase ใน 
South Kalimantan (Borneo) ประเทศอินโดนีเซีย สําหรับการระบาดของพยาธิ B. pahangi ใน
สัตวของประเทศไทยไดมีรายงานการตรวจพบทั้งในแมวและสุนัข สุดจิตตและสุภัทร (2536) พบ
แมวที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi ที่เขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร สุวรรณีและสุดจิตต 
(2535) รายงานการพบไมโครฟลาเรียของ B. pahangi ในสุนัขจํานวน 10 ตัวจาก 240 ตัว (คิดเปน 
4.17%) ที่กรุงเทพมหานครและยังพบอุบัติการณของ B. pahangi เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เพียงแตยุงพาหะ
ของ       B. pahangi ในประเทศไทยยังไมทราบแนชัดวาเปนยุงชนิดใดบาง ดังนั้นการยืนยันวายุง
ชนิดใดสามารถเปนพาหะนําโรคของ B. pahangi ในธรรมชาติได จําเปนตองตรวจพบตัวออน
ระยะที่ 3 ในยุงชนิดนั้น 

การศึกษาการพัฒนาระยะของหนอนพยาธิในยุงเปนวิธีหนึ่งที่ทําใหทราบถึงชนิด
ของแมลงพาหะนําโรคตามธรรมชาติ (natural vector) และการระบาดของหนอนพยาธิในพื้นที่นั้น 
การศึกษาการเปนยุงพาหะนําโรคตามธรรมชาติกระทําโดยการชําแหละ (dissection) ยุงเพื่อ
ตรวจหาตัวออนหนอนพยาธิระยะที่ 3 หรือระยะติดตอภายใตกลองจุลทรรศน (Vezzani et al., 
2006) ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่ใชมาเปนเวลานานและตองใชผูเชี่ยวชาญในการตรวจวินิจฉัย เนื่องจากบาง
พื้นที่มีการระบาดของพยาธิฟลาเรียหลายชนิดรวมกันและยุงชนิดเดียวกันอาจเปนพาหะนํา
หนอนพยาธิไดหลายชนิดเชนยุง Mansonia spp., Armigeres spp. และ Aedes spp. ซึ่งเปนยุง
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นําโรคตามธรรมชาติของ B. pahangi แตยุงทั้ง 3 ชนิดนี้ก็สามารถนําหนอนพยาธิ B. malayi และ 
D. immitis  ไดเชนเดียวกัน (สุภัทร, 2531) 

ปจจุบันมีการนํ า เทคนิคทางอณูชี ววิทยามาใช ในการจํ าแนกชนิดของ
หนอนพยาธิฟลาเรียทั้งในโฮสตและในยุงพาหะ เนื่องจากมีความไวและความจําเพาะมากกวาการ
ตรวจหาตัวออนโดยการ dissection (Singh, 1997) ซึ่งเทคนิคที่นํามาใชเชน Polymerase  chain 
reaction (PCR) (Fischer et al., 2002) ซึ่งวิธีนี้สามารถตรวจพบตัวออนพยาธิ Brugia timori ไดใน
ยุงพาหะ แตไมสามารถจําแนกระยะของตัวออนได เนื่องจากยุงที่สามารถนําโรคไดจะตองเปนยงุทีม่ี
การพัฒนาถึงตัวออนระยะที่ 3 (ระยะติดตอ) เทานั้น ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงใชการตรวจหาท
รานสคริปของโทรโปนิน (Troponin) และ โทรโปไมโอซิน (Tropomyosin)  ที่แสดงออกเฉพาะในตัว
ออนระยะที่ 3 ของพยาธิ  B. pahangi ที่เจริญพัฒนาในยุงพาหะ ดวยเทคนิค RT-PCR ที่ดังแปลง
จาก Hunter และคณะ (1999) และทดสอบความจําเพาะของเทคนิคนี้กับพยาธิฟลาเรียชนิดอื่นๆ
ไดแก  D. immitis  และ  B. malayi 

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพื่อทดสอบความไวในการตรวจหาการแสดงออกของยนีในระดับทรานสคริป 

(mRNA) ของโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi 
ดวยเทคนิค RT-PCR  เปรียบเทียบกับการพัฒนารูปรางของตัวออนแตละระยะในยงุ 

2. เพื่อทดสอบความจาํเพาะในการตรวจหาการแสดงออกของยีนดงักลาวตอตัวออน
ระยะที ่1, 2 และ 3 ระหวางพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis ทีพ่ฒันาในยงุดวย
วิธี RT-PCR  

3. เพื่อทดสอบปฏิกิริยาขามของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้ระหวางพยาธิB. pahangi, 
B. malayi และ D. immitis 

1.3  สมมตฐิานของการวจิัย 
1. ทรานสคริปของยีนโทรโปนนิ และโทรไมโอซิน มีความจาํเพาะตอตัวออนระยะที ่3 ของ

พยาธิ B. pahangi  เทานั้น 
2. เทคนิค RT-PCR สามารถนาํมาใชเปนวิธกีารตรวจหาตวัออนระยะที ่3 ในแมลงนําโรค

ของพยาธิ   B. pahangi ได 
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1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. เพื่อใชเทคนิค RT-PCR ในการทดสอบและตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและ

โทรโปไมโอซนิในตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi 
2. เพื่อใชทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินเปน molecular marker ของการ

ตรวจตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi ในยุงพาหะ 
3. เพื่อใชเทคนิคนี้ในการตรวจหายงุพาหะของโรคนี้ตามธรรมชาติ 

 
 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

2.1 หนอนพยาธ ิ Brugia  pahangi 

2.1.1 ลักษณะทั่วไป  

พยาธิ Brugia  spp. เปนพยาธิฟลาเรียที่จดัทางอนุกรมวธิานไดดังนี้  
  Phylum   Nemathelminthes 
   Class  Nematoda  

         Subclass  Secernentea 
         Order   Spirurida 
      Family   Filariidae 
       Genus  Brugia  

หนอนพยาธิ Brugia spp. เชน B. malayi, B. pahangi, B. patei, B. 
(Brugiella) buckleyi, B. ceylonensis, B. beaveri, B. tupaiae และ B. timori  กอใหเกิดโรคใน
สัตวหลายชนิด ในที่นี้ B. malayi และ B. timori    เปนหนอนพยาธิที่สามารถติดตอจากสัตวสูคน 
ทําใหเกิดโรคทางระบบน้ําเหลืองได (สุภัทร, 2531; Ash and Little, 1964; Brug, 1927; Buckley  
and Edeson, 1956; Buckley et al., 1958; Dissanaike  and  Paramananathan, 1961; 
Orihel, 1964; Orihel, 1966; Partono  et  al., 1977) 

หนอนพยาธิ B. pahangi   ที่พบในสุนัขและแมว  มีลักษณะทั่วไปคือ ตัวเต็มวัยมี
ลักษณะเรียวยาว   ผิวเรียบ  หนอนพยาธิตัวผู มีความยาวโดยเฉลี่ย 17.4 – 20 มม. หางขดงอ
คลายสปริง มี spicules สองอันที่มีขนาดไมเทากัน   สวนตัวเมีย มีความยาวระหวาง 38 – 63 มม. 
ข้ึนกับอายุของพยาธิตัวเมีย นอกจากนี้ยังมี vulva เปดออกทางดานหนาของลําตัวอีกดวย  
(Schacher, 1962b)  ตัวเต็มวัยจะอาศัยอยูที่ตอมน้ําเหลืองและทอนําน้ําเหลือง เมื่อตัวผูและตัว
เมียผสมพันธุแลว ตัวเมียจะออกลูกเปนตัวเรียกวา “ไมโครฟลาเรีย” (microfilaria) ปลอยออกจาก
ระบบน้ําเหลืองสูกระแสเลือดของสัตวที่ติดโรค (Mak, 1983; Schacher and  Sahyoun, 1967) 
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2.1.2 วงชวีิตของหนอนพยาธิ B. pahangi 

วงชีวิตของพยาธิ B. pahangi  เร่ิมจากยุงพาหะนําโรค ดูดเลือดโฮสตที่มีไมโครฟ
ลาเรียอยูในกระแสเลือด (รูปที่ 1)  ไมโครฟลาเรียเหลานี้จะเคลื่อนเขาสูกระเพาะอาหารของยุงและ
เร่ิมขบวนการพัฒนาตัวออนโดยออกจากชั้นหุมลําตัว (exsheathment) ภายในเวลา 5 นาที  
หลังจากยุงดูดเลือด ไมโครฟลาเรียที่ไมมีชั้นหุมลําตัวจะเคลื่อนที่ออกจากผนังกระเพาะอาหารไป
ยังกลามเนื้อชวงอกของยุง  (thoracic  muscle) (Esslinger, 1962) และเจริญพัฒนาไปเปนตัว
ออนระยะที่ 1 เรียกวา “sausage  larva”  คือมีลักษณะลําตัวอวน ส้ัน  มีการพัฒนาอวัยวะภายใน
เชน หลอดอาหาร (esophagus) สวนทายของทางเดินอาหารยืดยาวออก (rectal  protruding)  
ตัวออนในระยะนี้เคลื่อนไหวไดเล็กนอย ยกเวนสวนของตะขอที่มีลักษณะคลายหาง (Tail hook) ที่
เคลื่อนไหวไดในบางครั้ง  

ภายใน 4 –5 วัน ตัวออนระยะที่ 1 จะลอกคราบหนึ่งครั้งกลายเปนตัวออนระยะที่ 
2 ซึ่งมีความยาวและความกวางเพิ่มมากขึ้น มีการเพิ่มจํานวนของเซลลภายในลําตัวอยางรวดเร็ว
และมีการพัฒนาของอวัยวะภายใน เชน ชองปาก (oral opening) หลอดอาหารและลําไส 
(intestinal canal)  สวนหางหดสั้นลง  เคลื่อนไหวชาลง  ตอจากนั้นตัวออนระยะที่ 2 จะลอกคราบ
คร้ังที่ 2 เปนตัวออนระยะที่ 3 หรือตัวออนระยะติดตอ (infective  larva) ในวันที่ 7 – 8  ตัวออน
สวนใหญที่ลอกคราบแลวจะเคลื่อนที่ไปยังสวนหัวและสวนปาก (proboscis) ของยุง  และพัฒนา
เจริญเต็มที่ในวันที่ 11 – 12  ความยาวลําตัวของตัวออนระยะที่ 3 จะเพิ่มมากขึ้นอยางตอเนื่อง
ประมาณ 1.4 – 1.9 มม.  หลอดอาหารและทางเดินอาหารจะยาวขึ้น ไมปรากฏสวนของ rectal  
protrusion ปลายหางมี caudal  papillae ปรากฏขึ้น 3 อันและเคลื่อนไหวไดดี (Chungpivat, 
1989; Schacher, 1962a)  เมื่อยุงที่มีตัวออนระยะที่ 3 อาศัยอยูที่ proboscis  ดูดเลือดโฮสต  ตัว
ออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่ผานแผลยุงกัดหรือดูดเลือด (Ewert, 1967)  จากนั้นภายในเวลา 2 – 3 
ชั่วโมงตัวออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่เขาสูระบบน้ําเหลืองของโฮสตที่อยูใกลบริเวณกับแผลและ
เคลื่อนที่ไปยัง perinodal sinus ที่อยูใกลตอมน้ําเหลืองมากที่สุด หลังจากนั้นอีกประมาณ 20 วัน 
ตัวออนจะเคลื่อนยายกลับไปสูทอนําน้ําเหลือง (afferent  lymphatic duct) (Suswillo  et  al., 
1982) และอีกประมาณ 8 – 9 วันตัวออนระยะที่ 3 จะเจริญไปเปนตัวออนระยะที่ 4 และเปนตัว
เต็มวัยในที่สุด ประมาณวันที่  23 – 33   พยาธิตัวผูและตัวเมียจะเริ่มผสมพันธุในวันที่ 33 และเริ่ม
ปลอยไมโครฟลาเรียจากตัวเมียสูกระแสเลือดประมาณวันที่ 55 (Schacher, 1962b)  และพบไม
โครฟลาเรียของหนอนพยาธิในกระแสเลือดของโฮสต  ประมาณ 55 – 60 วัน  หลังจากถูกยุงดูด
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เลือด ไมโครฟลาเรียเหลานี้สามารถอยูในกระแสเลือดของโฮสตไดนานถึง 7–8 ป (Wilson and  
Ramachandran, 1971) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mosquito take a blood meal 
(L3 larvae enter skin) 

Adult in lymph nodes 
and lymph vessels 

Adult produce sheathed microfilariae 
that reach the blood stream 

Mosquito takes a blood meal 
(ingest microfilariae) 

L1 Larvae 

L2 Larvae 

Migrate to head and 
mosquito’s proboscis 

host 
mosquito 

L3 Larvae 

รูปที่ 1 วงชวีิตของหนอนพยาธิ B. pahangi 

2.1.3 การกอโรคของหนอนพยาธิ B. pahangi 

จากการทดลองพบวาตัวออนระยะที ่3 ของพยาธ ิB. pahangi  ในแมว  สามารถ
กอโรคจากการอักเสบของ afferent  sinus ของตอน้ําเหลืองที่ขาพับ (popliteal  lymph  node)  
ในวนัที ่14 – 15 หลังการรบัเชื้อตัวออนสวนหนึง่จะเคลือ่นที่ไปที่ afferent  lymphatic ducts  ทํา
ใหเกิด proliferation ของตอมน้ําเหลือง และมีการขยายใหญของทอน้ําเหลือง  หลังจากนั้นเกดิ
การบวมน้ําทีผ่นังทอน้าํเหลอืง เกิดการอุดตันของทอนําน้ําเหลือง เกิดเนื้อตายและขบวนการ 
fibrosis  (Rogers  and  Denham, 1974) 

มีรายงานพบวา B. pahangi สามารถเจริญไดในคน โดยการทดลองฉีดตัวออน
ระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi จํานวน 25 ตัวที่แยกไดจากยุงพาหะที่แขนซายของอาสาสมัครคน
หนึ่ง พบวา มีการขยายใหญของตอมน้ําเหลืองเกิดการอกัเสบแบบ lymphangitis ที่บริเวณแขนขาง
ซาย  เม็ดเลือดขาว eosinophil มีระดับสูงขึ้นในชวง prepatent  period  หลังจากนั้นพบไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดของอาสาสมัครผูนั้น  และพบวา ไมโครฟลาเรียสามารถเจริญพัฒนาไดในยุง 
และตัวออนสามารถเจริญพัฒนาเปนตวัเตม็วัยตอไปไดในแมว (Edeson et al., 1960a) 
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2.1.4  การแพรระบาดของหนอนพยาธิ B.  pahangi 

  รายงานการแพรระบาดของหนอนพยาธิ B. pahangi สําหรับในประเทศไทยนั้น 
พบทั้งในแมวและสุนัข โดยพบแมวที่ติดหนอนพยาธิ B. pahangi ตามบริเวณชานเมือง 
กรุงเทพมหานคร (พรรณจิตตและอรุณรัตน, 2528)   และเขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร โดยพบ
แมวที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi  จํานวน 21 ตัวจากแมวทั้งหมด 83 ตัว (คิดเปน 25.30 %)  
(สุดจิตตและสุภัทร, 2536) ที่ตําบล อิปนและตําบล ไทรขึง อําเภอ พระแสง จังหวัดสุราษฎรธานี 
พบแมวที่มีไมโครฟลาเรียจํานวน 4 ตัวจากแมวทั้งหมด 52 ตัว (คิดเปน 7.6%) (Nuchprayoon et 
al., 2006) ขณะที่มีบางรายงาน พบสุนัขที่มีไมโครฟลาเรียของ B. pahangi    2.01 % และสุนัขที่
มีไมโครฟลาเรียของ  B. pahangi  รวมกับ  D. immitis  1.82 % จากสุนัข 496 ตัว ในเขตตางๆ
ของกรุงเทพมหานคร  (สุวรรณีและสุดจิตต,  2535) 

2.2 หนอนพยาธฟิลาเรยีอื่นๆ 

2.2.1 หนอนพยาธิ Dirofilaria  immitis  

หนอนพยาธหิวัใจสุนัข หรือ D. immitis  เปนพยาธฟิลาเรียที่พบไดในสัตวตระกูล
สุนัขและแมว (คนมีโอกาสติดโรคนอยมาก, Abadie et al., 1965) ตัวเต็มวัยของพยาธหิัวใจมี
รูปรางเรียวยาว ตัวผูมีขนาด 12 –20 ซม. สวนหางขดงอ มี spicule 2 อัน ที่ความยาวไมเทากัน
และมี cloacal papillae  สวนตัวเมยีมขีนาด 25 – 31 ซม. หางตรงและทู ม ี vulva เปดออก
ทางดานสวนหนาบริเวณหลอดอาหาร ตัวเต็มวยัอาศัยอยูในหวัใจหองลางขวา หรือในบางครั้งอาจ
พบอยูใน Pulmonary  artery และ Posterior  vena  cava  ซึ่งตัวเต็มวัยเหลานี้กอทําใหเกิด
อันตรายตอสัตวเปนอยางมาก เนื่องจากหนอนพยาธิรบกวนระบบไหลเวยีนเลือด ระบบการทํางาน
ของหัวใจ และ ปอด นอกจากนีย้ังมีผลกระทบตอการทาํงานของไตดวย  โดยอาการทางคลนิิคอาจ
เปนแบบเรื้อรังหรือรุนแรง ทัง้นีข้ึ้นอยูกับจาํนวนหนอนพยาธิและระยะเวลาของการติดเชื้อ 
(Schaub and Rawlings, 1980; Chakrabarti and Chatterjee, 1982; Dalton et al., 1971)   

การติดตอของหนอนพยาธหิวัใจ หลงัจากที่ยงุดูดเลือดสุนัขที่มีไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือดเขาสูกระเพาะยงุแลว ในเวลาประมาณ 24 ชั่วโมงมักพบวาตัวออนเคลือ่นที่เขาไปยัง
ทอมัลพเิจียน (mulpigian  tube) เจริญและพัฒนาเปนตวัออนระยะที่ 1,  2 และ3  จากนัน้ตัวออน
ระยะที ่ 3 จะคลื่อนที่จากทอมัลพิเจียนเไปยังสวนปากยุง และอาศัยที่โพรงเลเบียมบริเวณปากจน
ติดตอไปสูโฮสตแท การเจรญิของตัวออนพยาธใินยงุ ใชเวลาประมาณ 15 วัน   
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ตัวออนระยะที่ 3 เมื่อเขาสูรางกายสัตวจะพัฒนาเปนตัวออนระยะที่ 4 ประมาณ 

6 – 8 เดือน จะพบตัวออนระยะที่ 5 ที่หัวใจขางขวา หรือที่เสนเลือดแดงพัลโมนารี และอีกประมาณ 
2 เดือนตัวออนจะเจริญเปนตัวเต็มวัยและสามารถผลิตไมโครฟลาเรียออกสูกระแสเลือด 
(Kartman, 1953; Lichtenfels et al., 1985)  

ปจจุบันโรคหนอนพยาธิหัวใจมีการระบาดทั่วโลก โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่
อยูเขตรอนและเขตชิดรอน รวมทั้งประเทศไทย  ซึ่งมีหลายรายงานการศึกษาความชุกของโรค
พยาธิหัวใจ  โดยไดตรวจพบตัวเต็มวัยของพยาธิหัวใจในสุนัขจรจัดในพื้นที่ตางๆของ
กรุงเทพมหานครสูงถึงรอยละ24.6 (อาคม, 2524)  มีการตรวจพบไมโครฟลาเรียจากเลือดของสุนัข
เลี้ยงในจังหวัดสมุทรปราการสูงรอยละ 25.2  (สถาพร, 2533)  พบตัวเต็มวัยจากสุนัขเลี้ยงและ
สุนัขจรจัดในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล (อาคม, 2535) และในป 2000 - 2002 มีการสํารวจ
ผลการตรวจเลือดสุนัขจากหองทดลองที่รับบริการวินิจฉัยโรค 2 แหงพบการติดเชื้อของพยาธิหัวใจ
สุนัข 29.2 % และยังพบวาบริเวณที่มีจํานวนสุนัขที่พบการติดเชื้อมากคือ ฝงธนบุรี  หนองจอก  
มีนบุรี  และลาดกระบัง (Nithiuthai, 2003)  สําหรับการติดเชื้อในแมวเชน ที่ตําบลอิปนและตําบล
ไทรขึง อําเภอพระแสง สุราษฎรธานีพบแมวที่มีไมโครฟลาเรีย 1 ตัวจากแมวทั้งหมด 52 ตัว(คิดเปน 
1.9%) (Nuchprayoon et al., 2006) ดังไดกลาวแลวในหนา 7 โดยแมวและสุนัขที่อาศัยอยูใน
บริเวณเดียวกันสามารถพบอุบัติการควบคูกันไป แตในแมวจะเปนโรคนี้นอยกวาสุนัข 5 – 20 
เปอรเซ็นตของสุนัขที่เปนโรค (Brown et al., 1999) 

2.2.2  หนอนพยาธ ิ Brugia  malayi  

B. malayi  เปนหนอนพยาธิฟลาเรียที่สําคัญในคนกอใหเกิดโรคเทาชาง 
(Lymphatic  filariasis, elephantiasis) ตัวเต็มวัยของหนอนพยาธิจะอาศัยอยูในระบบน้ําเหลือง 
ทําใหเกิดการอักเสบของตอมน้ําเหลืองและทอน้ําเหลืองเชนเดียวกับในสัตว เกิดการคั่งของ
น้ําเหลืองที่บริเวณอวัยวะสวนปลายเชน แขนและขา การพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ B. 
malayi เปนแบบ Nocturnal  periodic  type (พบเฉพาะเวลากลางคืน) มีรายงานพบที่จังหวัด 
ชุมพร สุราษฏรธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา ยะลา นราธิวาส และปตตานี แต B. malayi ที่
พบนั้นเปนแบบไมมีรังเก็บโรคในสัตว สวนการพบไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ B. malayi 
แบบ Nocturnal  subperiodic  type  (พบเวลากลางคืนมากกวากลางวัน) จะพบที่ จังหวัด
นราธิวาส ชุมพร และนครศรีธรรมราช และมีรังโรคในแมว และ สุนัข สวน B. malayi ที่พบไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดแบบ Diurnal  periodic  type (พบเฉพาะเวลากลางวัน) จะพบพยาธิชนิดนี้ที่ 
จ. สุราษฎรธานี และมีรังโรคในสัตว โดยมียุงเปนพาหะนําโรคซึ่งตัวออนพยาธิระยะที่ 1, 2 และ 3 
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จะมีการเจริญและพัฒนาในกลามเนื้อบริเวณสวนอกของตัวยุง กอนที่จะเคลื่อนมายัง proboscis 
และติดตอสูโฮสต (Kim and Seo, 1968; Cross et al., 1980) 

2.3 ยุงพาหะนําโรคฟลารเิอซิส 

ยุงทีเ่ปนโฮสตกึ่งกลางตามธรรมชาติของ B. pahangi สําหรับในประเทศไทยยุง 
Mansonia spp.  Aedes spp. และ Armigeres spp. (สุภัทร, 2531) นับวาเปนพาหะนาํโรคฟลาริ
เอซิสที่สําคัญ การที่ยงุจะเปนแมลงนําโรคที่ดีของพยาธิ B. pahangi หรือไมนั้นขึน้อยูกับสกุล ชนิด
และสายพนัธุของยุง ทาํใหยุงแตละชนดิมีการรับและติดพยาธ ิ (susceptibility) ตอปรสิตที่
แตกตางกนั เชน Armigeres  obturbans และ Mansonia  annulata เปนยงุที่มปีระสิทธิภาพใน
การนาํพยาธิ B. pahangi  ไดดีมาก  Ae. aegypti  และ   Ma. uniformis  ตัวออนพยาธิสามารถ
เจริญพัฒนาเปนระยะติดตอไดบาง ขณะที ่Cx. quinquefasciatus มีการรับและติดพยาธ ิตอ B. 
pahangi ตํ่า (Choochote  et  al., 1986; Ewert, 1965a,b; Edeson  et  al., 1960b)  ยุงพาหะที่
นําพยาธ ิB. malayi คือ Anopheles spp. และ Mansonia spp. (สุภัทร, 2531)  Guptavanij และ
คณะ (1978) พบวายุง Ma. uniformis  ในจังหวัดปตตานี  และ Ma. bonneae และ Ma. dives 
ในจังหวัดนราธิวาสสามารถนําโรคไดตามธรรมชาติ 

สวนยงุพาหะของหนอนพยาธิหวัใจสุนัขมปีระมาณ 70 ชนิดทัว่โลก (Marquardt 
et al., 2000) ในหลายสกุล เชน Culex spp., Aedes spp., Armigeres spp., Anopheles spp. 
และ Mansonia spp. แตมีผูศึกษาเกีย่วกับชนดิของยุงที่เปนโฮสตกึ่งกลางของพยาธิหวัใจสนุัข
นอย เชน Surathint และคณะ (1985) พบวา Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera 
เปนยงุนาํโรคที่สําคัญในประเทศ  จากการสํารวจชนิดของยุงที่อําเภอเมือง จังหวดัเชียงใหมพบวา
ยุง  Cx. quinquefasciatus, Ae.  aegypti และ Ae.  albopictus  เปนยุงทีน่ําโรคไดในธรรมชาติ 
(Choochote et al., 1992) และในเขตพืน้ที่ชนบทของจังหวัดเชียงใหม พบวายงุ Ma. uniformis 
เปนยงุทีน่ําโรคไดในธรรมชาติ (Choochote et al., 1987)   

ยุง Ae. aegypti  ถูกนํามาเลี้ยงในหองทดลองเพื่อใชในการศึกษาตางๆ รวมถงึ
การศึกษาพยาธิฟลาเรียในยุงดวย  เชน มีการศึกษาความไวตอการติดหนอนพยาธิของยงุในการ
เปนแมลงนําโรค โดยพบ Ae. aegypti ทีม่ีอัตราการติดตัวออนระยะที ่3 ถึง 35 % ซึ่งยงุ 1 ตัวจะ
พบตัวออนระยะที ่3 เฉลี่ย 3.3 ตัว (Ewert  et al., 1987) และในยุง Ae. aegypti สามารถพบยงุที่
มีตัวออนพัฒนาจนกลายเปนตัวออนระยะที่ 3  95%  ขณะที่บางสายพันธุอาจไมพบตัวออนระยะ
ที่ 3 ในยงุเลยหรือพบประมาณ 2 % (RodrÍguez, 1973;  Ewert, 1965a)   
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การที่ยงุแตละชนิดมีความไวตอพยาธฟิลาเรียที่แตกตางกนั เปนปจจยัหนึ่งของ

การเปนพาหะนําโรค เนื่องจากสรีรวทิยาของยงุที่มีอวยัวะสาํหรับปองกันอนัตราย (mosquito  
armature)  ลักษณะเปนหนาม อยูที่สวนตนของทางเดินอาหาร ซึง่จะทําอนัตรายตอไมโครฟลาเรยี
ขณะถูกดูดผานสวนปากเขาสูภายในตัวยุง โดยมีอยู 2 สวนคือ cibarial armature และ 
pharyngeal  armature    ยุง Anopheles  spp. มี armature ทั้ง 2 สวน จึงสามารถทําลายไมโคร
ฟลาเรียไดต้ังแต 36 – 96% ขณะที่ยุง Culex  pipiens  fatigans มี armature ทั้ง 2 สวนแต 
cibarial  armature เจริญไมดีทําใหทาํลายไมโครฟลาเรียไดเพียง  6 % แตยุง Ma. uniformis  
และยุง  Aedes  spp.  มี  pharyngeal  armature เพียงอยางเดียว ซึง่ Aedes  spp.สามารถ
ทําลายไมโครฟลาเรียได 2 – 22 % (Bryan et al., 1974, Mcgreevy et  al., 1978)   

2.4 การปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 

ปรากฏการณของ  biting  cycle  ของยุงนาํโรคและการปรากฎตัวของไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือด (periodicity) ทําใหเกิดความสัมพันธที่สงผลตอการแพรระบาดของพยาธ ิ  
การที่ยงุมีชวงเวลาในการออกหากินชวงเดียวกับที่มีการปรากฎตัวของไมโครฟลาเรยีสูงสุด  จะทาํ
ใหยุงนําโรครับเชื้อไดมากทีสุ่ด โอกาสการแพรเชื้อจึงมมีากสุดดวย (สุภัทร, 2531)  จากการศึกษา 
microfilaria  periodicity ในแมวที่ติดพยาธิ      B. pahangi  ในกรุงเทพมหานคร  พบวา การ
ปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดแมวเปนแบบ Nocturnal  subperiodic โดยมีการ
ปรากฎตัวของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดสูงที่สุด คือ  23.16 น. (สุดจิตต และ สุภัทร, 2533)  
พยาธิ D. immitis มีการปรากฏตัวของไมโครฟลาเรียแบบ Nocturnal subperiodic (สุวรรณี และ 
สุดจิตต, 2534;Nogami et al., 2000) ขณะที่ B. malayi ที่พบในไทยมีการปรากฏตัวของไมโครฟ
ลาเรีย 3 แบบคือ 1) Nocturnal  periodic  type 2) Nocturnal  subperiodic  type   และ3) 
Diurnal  periodic  type นอกจากนี้การเจริญของปรสิตยังขึ้นกับอุณหภูมิของส่ิงแวดลอมดวย ใน
บรรยากาศเยน็การเจริญของตัวออนในยงุจะเปนไปไดชา ขณะที่ในเขตอากาศอบอุนหนอนพยาธิ
ปรสิตจะเจริญไดรวดเร็วกวา (RodrÍguez  and  Thompson, 1974)  

2.5 การตรวจวินิจฉัยโรคฟลาริเอซิส 

เนื่องจากพยาธิฟลาเรยีแตละชนิดจะมีรูปรางลักษณะของไมโครฟลาเรยีที่ถกู
ปลอยในกระแสเลือดคลายคลึงกันมาก เชน B. pahangi กับ B. malayi  และอาจพบการติดตอ
รวมกันของพยาธฟิลาเรียในโฮสตตัวเดียวกัน เชน การพบ B. pahangi รวมกับ D. immitis     
(สุวรรณี และ สุดจิตต, 2535)  การตรวจวินิจฉัยทีม่ีประสิทธิภาพจึงเปนสิ่งสาํคัญในการตรวจหา 
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และระบุชนิดของพยาธิฟลาเรีย วิธกีารตรวจวินิจฉัยพยาธิฟลาเรียในโฮสต  มีเปาหมายในการ
ตรวจแตกตางกัน คือ 1) ตรวจหาตวัปรสิตหรือหาผลติภัณฑของหนอนพยาธิ เชน circulating  
antigen หรือ สารพันธุกรรม DNA  2) ตรวจหาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่มีตอปรสิต 
(immune response)  3) ตรวจวินจิฉัยทางพยาธิคลนิิก Clinical pathology (Nutman, 2000)  

2.5.1 การตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 

การตรวจหาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด  เปนเทคนิคที่นยิมใชในการตรวจ
วินิจฉัยในหองปฏิบัติการหรอืในคลินิกที่ตองการระบุชนดิหรือนับจํานวนของไมโครฟลาเรีย ดวย
การนาํเลือดไปทําเปนแผนเลือดหนาและแผนเลือดบาง จากนัน้ทําการยอมสีแผนเลอืดดวยสียิมซา 
3% (Sucharit  et  al., 1975)  นอกจากนีย้งัมีเทคนิคการจําแนกชนิดของไมโครฟลาเรียดังนี ้

2.5.1.1 การแยกชนิดไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิชนิดตางๆ 

จากการศึกษาไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของ   B. pahangi  พบวา การทํา
แผนเลือดแลวยอมสีทางฮีสโตเคมี สามารถแยกชนิดของไมโครฟลาเรยีของ B. pahangi  จาก
พยาธิฟลาเรียชนิดอื่นๆ ไดเนื่องจากการยอมสีทาง Acid  phosphatase  activity จะทําใหไมโครฟ
ลาเรียติดสีแดงชัดเจนบริเวณที่ม ี Acid  phosphatase  activity เกิดขึ้นคือบริเวณ amphids, 
excretory  vesicle, anal  vesical  และ phasmids  และลําตัวติดสีแดงทั้งตวั (สุดจิตตและ
สุวรรณี, 2543; Redington  et  al., 1975)  ขณะที่ไมโครฟลาเรียของ B. malayi จะติดสีแดงจางๆ
ที่บริเวณ amphids, excretory  vesicle, anal  vesical  และ phasmids  แตลําตัวไมติดสีแดง 
สวน D. immitis  ติดสีแดงเขมที่บริเวณ excretory  vesicle และ anal  vesical  (ตารางที ่1) 

  สําหรับ ไมโครฟลาเรีย B. pahangi ที่ไดจากการยอมสียมิซาจะมีความ
คลายคลึงกับ ไมโครฟลาเรียของ B. malayi มาก ทําใหตองแยกจากความยาวของ inner  body  
เทานั้น โดย  inner body ของ     B. pahangi จะมีความยาว 21.7 % ของความยาวลําตัวทั้งหมด 
(44 – 63 µm) และ ความยาว  inner body ของ B. malayi  เทากับ 13.8 % ของความยาวลําตัว
ทั้งหมด (24 – 35 µm) ขณะเดียวกนัสามารถแยกไมโครฟลาเรียของพยาธิ Brugia  และ D. 
immitis ออกจากกนัไดงาย เนื่องจากไมโครฟลาเรียของ D. immitis  ไมมี sheath  สวน cephalic 
space มีความยาวมากกวาความกวาง และภายในมีนวิเคลียสอยู 1 อัน (สุดจิตต และสุภัทร, 
2536; Sucharit  et  al., 1975; Sivanandam  and  Fredericks, 1966)  
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ตารางที่ 1  การแยกชนิดไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิ Brugia spp. และ Dirofilaria  spp. ที่ได

จากการยอมเอ็นไซม Acid Phosphatase  
B.  malayi 

 
B.  pahangi D.  immitis D.  repens 

 
อางอิง 

- ติดสีแดงบริเวณ 
amphids 
phasmids 
excretory vesicle 
anal vesicle 

- ติดสีแดงทั่วทั้งลําตัว 
- ติดสีแดงเขมบริเวณ 
amphids 
phasmids 
excretory vesicle 
anal vesicle 

- ติดสีแดงเขมบริเวณ 
excretory vesicle 
anal vesicle 
 

- ติดสีแดงบริเวณ 
Inner body 
anal vesicle 

Yen and Mak,
1978 

 

2.5.2 การแยกชนิดของตัวออนหนอนพยาธิฟลาเรยี 

การศึกษาระบาดวิทยาของ B. pahangi นอกจากทําการตรวจหาไมโครฟลาเรีย
จากโฮสตโดยตรงแลว  ยังสามารถทําการตรวจหาตัวออนพยาธิในยุงได  โดยการดักยุงจาก
ธรรมชาติ ทําใหสลบหยุดนิ่ง จากนั้นทําการชําแหละยุง และตรวจหาตัวออนพยาธิในตัวยุง 
เนื่องจากตัวออนของพยาธิฟลาเรียแตละชนิดและแตละระยะจะอาศัยอยูในอวัยวะของยุงที่
แตกตางกัน เชน ตัวออนของ B. pahangi   จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางเพื่ออาศัยในบริเวณ 
thoracic  muscle  (Esslinger, 1962)  โดยลักษณะรูปรางของตัวออนระยะที่ 1 และ 2 จะมี 
rectal  protrusion ขนาดเล็กกวาของ B. malayi  และอยูหางจากสวนทายลําตัวของตัวออน
มากกวา B. malayi  (รูปที่ 2) (Chungpivat, 1989; Beckett and Macdonald, 1971, 1972 )  
สําหรับตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi สามารถแยกจากพยาธิฟลาเรียชนิดอื่นโดยตรวจสอบ
จาก ความยาวและความกวางของลําตัว   anal ratio  และลักษณะรูปรางและตําแหนงของ 
caudal  papillae  

เมื่อเปรียบเทียบตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi กับ B. malayi  พบวา  B. 
pahangi  มีลําตัวเรียวยาวกวา B. malayi  และ anal ratio มีขนาดใหญกวา B. malayi  caudal 
papillae มีความคลายคลึงกันมาก ทําใหไมสามารถแยกลักษณะและตําแหนงของ caudal 
papillae จากพยาธิทั้งสองชนิดจากกลองจุลทรรศนแสงสวางกําลังขยายสูงได (ตารางที่ 2) 
(Chungpivat, 1989; Yen  et  al., 1982) ดังนั้นการตรวจหาตัวออนดวยวิธีนี้ตองใชผูที่มีความ
ชํานาญในการตรวจ เนื่องจากตัวออนของพยาธิฟลาเรียแตละชนิดในระยะเดียวกันมีลักษณะที่
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คลายกัน ประกอบกับหากมีตัวอยางจํานวนมากผูวินิจฉัยจึงใชเวลาในการตรวจนาน  ในปจจุบัน
จึงมีการพัฒนาการตรวจดวยวิธีอ่ืน เชน การตรวจหาตัวออนพยาธิฟลาเรียในยุงโดยใชเทคนิคทาง
อณูชีววิทยา เปนตน 

 

rectal plug 

B. malayi  

 

B. pahangi  

 
Day         5          7             9 

 

รูปที่ 2  ความแตกตางของ ractal  protrusion ระหวางตัวออนพยาธ ิB. malayi กับ B. pahangi  
(Beckett and Macdonald, 1971) 

 

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

 

รูปที่ 3  ความแตกตางของ caudal papillae ของตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิฟลาเรียชนิดตางๆ 
(Yen et al., 1982) 
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ตารางที่ 2  รูปรางลักษณะของตัวออนระยะที่ 3 ของหนอนพยาธฟิลาเรีย  (Yen et al., 1982) 

 

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

1360  -  1850 
27.1 
13.06 
- 
4.01 

1220 – 1730 
29.86 
13.57 
- 
3.53 

820 – 1120 
25.94 
11.2 
มากกวา 300 µm 
1.99 

790 – 1020 
28.85 
10.4 
นอยกวา 300 µm 
1.94 

2.6 การแสดงออกของยีนและการสังเคราะหเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) 

ยีน เปนสายดีเอ็นเอที่สามารถถายทอดลักษณะทางกรรมพันธุของส่ิงมีชีวิตสูการ
สรางโปรตีน โดยประกอบดวยสวนที่มีการถอดรหัส (Transcribed region) และสวนที่ม ีPromotor 
และ Terminator  ซึ่งเปนสวนที่ไมเกิดการแสดงออกของยีน  การแสดงออกของยีนคอืการที่ดีเอน็เอ
ทําหนาทีเ่ปนแมพิมพสําหรบัการสังเคราะหอารเอ็นเอ ดวยกระบวนการถอดรหัส (Transcription)  
ถาอารเอน็เอที่สรางขึน้เปนอารเอ็นเอสงขาว (messenger RNA หรือ mRNA) จะถูกแปลรหสั 
(Translation) ใหเปนลําดับของกรดอะมิโนในการสรางโปรตีน  โดยการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอจะ
เกิดขึ้นในนิวเคลียส แตการแปลรหัสจะเกดิในไซโตพลาสม 

การทดลองนี้ใช mRNA ของยีน Troponin และ Tropomyosin เปน molecular 
marker เพื่อตรวจสอบระยะตัวออนของหนอนพยาธิ B. pahangi ที่พัฒนาอยูในยุงพาหะ การ
ประยุกตใชเทคนิคทางอณูชีววิทยานี้เปนการลดอุปสรรคและความยุงยากในการชําแหละยุงและ
เพื่อสงเสริมและยืนยันการตรวจและสํารวจการพัฒนาระยะในยุง ที่นําไปสูการสํารวจยุงที่เปน
พาหะตามธรรมชาติของหนอนพยาธิ B. pahangi ไดในกรุงเทพและเมืองใหญอ่ืนๆตอไป 

2.7 การตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค RT-PCR  โดยใชยีนที่จาํเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 ของ  
B. pahangi 

Actin และ Tropomyosin  เปนโปรตีนที่เปนองคประกอบของสายบาง (thin  
filament) ในกลามเนื้อ โดย Troponin เปนโปรตีนที่เกาะอยูบน actin (Kimura et al., 1987; 
Harris et al., 1977)  Troponin และ Tropomyosin มีหนาที่ในการควบคุมการหดตัวและการ
คลายตัวของกลามเนื้อ  ซึ่งจะพบไดที่ผนังลําตัวและทางเดินอาหาร  (Terami et al., 1999)  และ
จากการที่ตัวออนระยะที่ 3 เปนตัวออนระยะเดียวในยงุที่มทีางเดนิอาหารที่สมบูรณ (Schacher, 
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1962a) จึงพบการแสดงออกของยนี Tropomyosin และ Troponin ในตัวออนระยะที ่ 3 ในยุง  
(Hunter et al., 1999)  ในขณะที่ cuticular  collagen เปนสวนประกอบของผนงัลําตัวของพยาธิ
ทุกระยะ โดยเฉพาะในชวงระหวางทีพ่ยาธมิีการลอกคราบจะพบวามกีารแสดงออกของยีน 
collagen สูงที่สุด (Johnstone  and  Barry, 1996)  ดังนัน้จึงเลอืกยีน Tropomyosin และ
Troponin  มาใชเปน stage  specific  marker  ของการทดลองนี ้

Reverse  transcription  polymerase  chain  reaction (RT-PCR)  เปนเทคนิค
การเพิม่ปริมาณสารพันธุกรรมที่สนใจจากอารเอ็นเอแมแบบ  ประกอบดวย 2 ปฏิกิริยาคือ reverse  
transcription  เปนการสรางสายดีเอน็เอคูสม (complementary  DNA-cDNA) จากแมพมิพอาร
เอ็นเอ โดยอาศัยเอนไซม reverse  transcriptase (RT) และปฏิกิริยา PCR มาตรฐาน โดยใช 
cDNA ที่สรางขึ้นเปนแมพมิพทีจ่ําเพาะตอตัวออนระยะที ่ 3 (Hunter et al., 1999) ไดแกยีน 
Cuticular collagen,  Tropomyosin และ Troponin (ตารางที ่3) 
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ตารางที่  3  รายละเอยีดของขนาดและลาํดับเบสของยีนที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  

เมื่อเปรียบเทยีบกับ B. malayi (อางอิงจาก Hunter et al., 1999) 
ยีน รหัส 

Accession 
ขนาดของยีนที่
โคลนได/ขนาด
ของ Transcript 

ความคลึงกับยีน
อื่นๆ 

เปอรเซ็นตความคลายคลึง 

SJ1 
 
 

SJ5 
 
 

A 
 
 
 

C 
 
 
 
F 

AJ224966 
 
 

AJ224967 
 
 

AJ130821 
 
 
 

AJ224968 
 
 
 

AJ224969 

303/2.3 
 
 

404/1.84 
 
 

700/N.D. 
 
 
 

294/1.7 
 
 
 

436/2.0 

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

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

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

2.8 การตรวจหาตัวออนระยะที่ 3 ในยงุของพยาธ ิBrugia spp. 

การตรวจหาตวัออนระยะที่ 3 ในยุงสวนมากใชวธิีชําแหละยุงเพื่อตรวจหาตวัออน
เนื่องจากยุงจะมีความสามารถในการนาํโรคไดหรือไมนั้น ข้ึนกับความไวตอการติดโรคหนอนพยาธ ิ
Brugia และการเจริญพัฒนาของไมโครฟลาเรียจนถึงตวัออนระยะที ่3 ซึ่งเปนตัวออนระยะที่พรอม
จะติดตอสูโฮสตขณะที่ยุงเพศเมียดูดเลือดโฮสต ดังนัน้การตรวจหาพยาธ ิ Brugia โดยเฉพาะตวั
ออนระยะที่ 3 จงึเปนมูลเหตุจูงใจสาํคัญของงานวิจยันี ้ โดยจะใชการแสดงออกของยีนโทรโปนิน
และโทรโปไมโอซินในการตรวจหาทรานสคริปของยีนเหลานี้ในยุงที่ติดเชื้อหนอนพยาธิและใช
เทคนิค RT-PCR ในการตรวจวนิิจฉัย 

  



 บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

วิธีดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 4 ข้ันตอน ดังนี ้
3.1  การเตรียมแมวและสุนขัทดลองเพื่อใหไมโครฟลาเรยีแกยุง 
 3.1.1  แมวทดลอง 
 3.1.2  สุนัขทดลอง 
3.2  การเตรียมยุงทดลองเพื่อศึกษาตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B. pahangi และD. immitis  
 3.2.1  ยุงทดลอง 
 3.2.2  การเพาะเลี้ยงยงุทดลอง 
 3.2.3  การเตรียมตัวออนของหนอนพยาธฟิลาเรียในยงุ 
3.3  การทดลองเพื่อจําแนกระยะและชนิดของตัวออน 

3.3.1 ศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนระยะที ่ 1, 2 และ 3 ของพยาธิ           
B. pahangi กบั D. immitis ในยุงทดลอง  

3.3.2 ทดสอบปฏิกิ ริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานคริปช่ันกับทรานสคริป 
(mRNA) ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ        
B. pahangi  

  3.3.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซิน  
3.3.2.2 ทดสอบความจําเพาะของการตรวจหาทรานคริปของยีนโทรโปนินและโทรโป

ไมโอซิน  
3.3.2.2.1 ทดสอบความจําเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 
3.3.2.2.2 ทดสอบความจําเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ 

3.3.3   การวิเคราะหและประเมินผล 

3.1  การเตรยีมแมวและสุนัขทดลองเพื่อใหไมโครฟลาเรียแกยงุ 
3.1.1  แมวทดลอง 

 แมวทดลองทีม่ีไมโครฟลาเรยีของพยาธิ B. pahangi  ในกระแสเลือด จํานวน   2  
ตัว  นาํมาใชเปนตัวใหไมโครฟลาเรียแกยุง (donor) ซึ่งแมวที่ติดพยาธนิี้จะถกูเลีย้งไวที่หองเลีย้ง
สัตวทดลองทีม่ีการบุดวยมุงลวดรอบหอง 2 ชั้นเพื่อปองกันยุง ที่ชัน้ 5  อาคาร 60 ป  หนวยปรสิต
วิทยา  คณะ สัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ตั้งแตป พ.ศ. 2547 
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3.1.2  สุนัขทดลอง 
สุนัขทดลองทีม่ีไมโครฟลาเรยีของพยาธิ D. immitis  ในกระแสเลือด จํานวน  1  

ตัว นาํมาใชเปนตัวใหไมโครฟลาเรีย (donor) ซึ่งสุนัขที่ตดิพยาธนิี้จะถกูเลี้ยงไวทีห่องเลี้ยง
สัตวทดลอง ชั้น 5 อาคาร 60 ป หนวยปรสิตวิทยา คณะ สัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั ตั้งแตป พ.ศ. 2545 

3.2  การเตรียมยงุทดลองเพื่อศึกษาตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B.  pahangi  และ             
D.  immitis 

3.2.1  ยุงทดลอง 

ยุงที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ ยุง Ae. aegypti (Thailand strain) ที่เพาะเลี้ยงไว
อยางตอเนื่อง ที่หองเลี้ยงยุงหนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ตั้งแตป พ.ศ. 2548 

3.2.2 การเพาะเลี้ยงยุงทดลอง 

3.2.2.1 หองสาํหรับเพาะเลีย้งยงุทดลอง 

หองสําหรับเพาะเลี้ยงยุงทดลอง (insectarium room) ที่หนวยปรสิตวิทยา คณะ
สัตวแพทยศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เปนหองที่มีมุงลวด มีกับดักยุง และประตูกั้น 2 ชั้น 
เพื่อปองกันการหลุดรอดของยุงทดลองออกสูส่ิงแวดลอม ควบคุมที่อุณหภูมิหอง ที่ 25 – 27 0C  
ความชื้นสัมพัทธ  80 – 90 %   

3.2.2.2 อุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงยุงระยะตัวออน ตัวกลางวัยและตัวเต็มวัย 
อุปกรณสําหรบัระยะตัวออน 
อุปกรณที่ใชในการเพาะเลีย้งยงุระยะตวัออนคือ ถาดพลาสติกขนาด 7x12x3 นิ้ว 

ตาขายสําหรับปดบนถาดพลาสติก  น้ําที่ใชในการเพาะเลีย้งตัวออนเปนน้ําที่ไมมีคลอรีน โดยจะกัก
น้ําทิ้งไวในถงัอยางนอย 1 วันกอนนาํมาใช 

อุปกรณสําหรบัระยะตัวกลางวยัและตวัเตม็วัย 
อุปกรณที่ใชเลี้ยงยงุระยะตวักลางวยั ไดแก ถวยพลาสติกทีม่ีเสนผาศนูยกลาง

ขนาด 5 นิ้ว  และปเปตพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร  สําหรับยุงตวัเต็มวัยมีอุปกรณในการเพาะเลีย้ง
คือกรงเลี้ยงยงุที่กรุดวยมุงลวด 4 ดานขนาด 32.5x33.5x32.5 เซนติเมตร (รูปภาคผนวกที ่ 1)   
กลองพลาสตกิแบบใสพรอมฝาปด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 นิ้ว ดานขางกลองเจาะรูขนาด
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เสนผาศนูยกลาง 2.5 เซนติเมตรจํานวน 1 รู สวนตรงกลางของฝาตดัออกใหเหลือแตขอบฝาและ
ผาโปรงสี่เหลีย่มจัตุรัสขนาด 7x7 นิ้ว   (รูปภาคผนวกที ่2) 

อุปกรณที่ใชเสร็จแลวทุกชิน้ตองนําไปตมหรือลวกดวยน้ํารอนกอนนํามาลางดวย
น้ําประปา เพือ่ปองกันไมใหไขและตัวออนของยุงทดลองไปเจริญในส่ิงแวดลอมภายนอก 

3.2.2.3 อาหารสําหรับเลี้ยงยุง 

อาหารสาํหรับเลี้ยงยงุตัวออนจะใชอาหารหนูบดละเอียดผสมกับตับหมูอบแหง
บด ปนใหเปนกอนเล็กๆใสลงในถาดพลาสติกทีม่ีตัวออนอยู สําหรับยุงตวัเต็มวัยจะเลีย้งดวย
น้ําหวาน (10% sugar solution) และวิตามินรวม   โดยการนําสาํลีทีพ่ันไมไวชบุน้ําหวานพอ
หมาดๆใสในขวดที่มนี้ําหวานอยู วางไวภายในกรง   เปลีย่นน้ําหวานและวิตามนิทุก ๆ 2 วัน                                          

3.2.2.4  วิธีการเพาะเลีย้งยุง Ae. aegypti (Thailand strain) 

ไขยุง Ae. aegypti  (Thaialnd strain) ที่อยูบนกระดาษกรอง ไดจากหนวยปรสิต
วิทยา นาํมาแชในน้ําที่ปราศจากคลอรีน ภายใน 1 ชั่วโมงตัวออนจะฟกออกมาจากไข  ทําการ
แยกตัวออนใสในถาดพลาสติกที่มนี้ําอยู 1.5 ลิตร ถาดละ 200 ตัว ใหอาหารทกุวนั ปดถาดเลีย้งตัว
ออนดวยตาขาย เปลีย่นน้ําวันเวนวันเพื่อปองกันไมใหน้าํเนาเสีย  เมื่อตัวออนลอกคราบครั้งสุดทาย
กลายเปนตัวกลางวยั ใชปเปตพลาสติกดดูตัวกลางวัยใสในถวยพลาสติกถวยละ 200 ตัว แลว
นําไปใสไวในกรงเลี้ยงยงุเพือ่ใหตัวกลางวยัฟกเปนยงุตัวเต็มวัยภายในกรง แตละกรงจะมยีุงตัวเต็ม
วัย 2000 ตัว  ใหน้ําหวาน (10% sugar solution)  และวิตามนิรวมเปนอาหาร  เมื่อยุงอายุ 3 – 5 
วันจงึนาํไปใชในการทดลองตอไป   

3.2.3  การเตรียมตัวออนของหนอนพยาธฟิลาเรียในยงุ 

นํายุงทดลองที่มีอายุ 3 – 5 วัน จากขอ 3.2.2.4 อดน้ําหวาน อยางนอย 6 ชั่วโมง 
อดอาหารและน้ําของสุนัขหรือแมวที่มีไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิอยางนอย 12 ชั่วโมงกอนการ
ทดลอง กอนใหยุงทดลองดูดเลือดนําสุนัขหรือแมวมาทําการตรวจสอบความหนาแนนของไมโครฟ
ลาเรีย (microfilaria density)  โดยสะกิดใบหูสัตวทดลองใหเปนแผลเล็กนอย แลวใช Sahli 
pipette ดูดเลือด 20 µl ทําฟลมเลือดหนา (three line thick smear) จํานวน 3 แผน รวม 60 µl 
เพื่อนับจํานวนไมโครฟลาเรียในกระเลือด จากนั้นทําใหสัตวสลบตามเทคนิคการวางยาสลบของ
มาริษศักร (2544)  วางตัวสัตวที่สลบแลวใหนอนตะแคงดานใดดานหนึ่งลงบนกรงเลี้ยงยุง ปลอย
ใหยุงดูดเลือดสัตวทดลองเปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง (รูปภาคผนวกที่ 3)  เล้ียงยุงดวยน้ําหวานและ
วิตามินรวมตลอดการทดลอง ยุงทั้งหมดจะถูกแบงใช 2 สวน คือ  
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สวนที่ 1   ดูดแยกยุงตัวเมียที่ดูดเลือดอิ่มเต็มที่(engorged female) ดวย aspirator ใสใน
กรงใหมกรงละ 2000 ตัว  ตั้งแตวันที่ 1 หลังยุงไดรับไมโครฟลาเรียดูดแยกยุงใสกลองพลาสติกวัน
ละ 2 กลอง ทุกวันเปนเวลานาน 14 วัน  กลองที่ 1 มียุง 30 ตัว ทําใหยุงสลบดวย ether นําไป
ชําแหละเพื่อตรวจนับจํานวนและศึกษาลักษณะของตัวออน กลองที่ 2 มียุง 100 ตัว นําไปทําให
สลบดวยความเย็นจัด กําจัดปกและขาออก แบงเก็บในหลอดทดลองหลอดละ 20 ตัว  เก็บในตู – 
80 องศาเซลเซียสเพื่อใชสําหรับการสกัด RNA  

สวนที่ 2  ดูดแยกยุงตัวเมียใสกลองพลาสติกวันละ 1 กลองๆละ 80 ตัว นําไปสกัด RNA 
(ขอ 3.3.2.1.1) ทุกวันเปนเวลานาน 14 วัน เมื่อครบ 14 วัน นํายุงที่เหลือในกรงทั้งหมดมาทํา 
mass dissection โดยการทําใหยุงสลบดวยความเย็นจัด นํายุงทั้งหมดใสในถุงพลาสติก แลวใช
หลอดแกวกดบดตัวยุงใหพอแตก ใส PBS (Phosphate  buffer saline) ลงในถุงยุงที่บดแลว  และ
กรองผานตะแกรง (รูปที่ภาคผนวกที่ 4) ลงในจานแกวขนาดใหญที่มี PBS แชตะแกรงไวในจาน
แกวปลอยทิ้งไว 1 ชั่วโมง ตัวออนระยะที่ 3 จะเคลื่อนที่ออกมาจากตัวยุงและลอดผานตะแกรงลง
มาอยูในจานแกว ตรวจหาตัวออนระยะที่ 3 ดวยกลองจุลทรรศนสเตอริโอ แลวใชปเปตดูดเก็บตัว
ออนระยะที่ 3  ใสใน 1.5 microcentrifuge  tube หลอดละ 600 ตัว  นําตัวออนระยะที่ 3 นี้ไปสกัด 
RNA ในขั้นตอน 3.3.2.1.1 

3.3  การทดลองเพื่อการจําแนกระยะและชนิดของตัวออน 

3.3.1  ศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 3 ของพยาธิ B. 
pahangi กับ D. immitis ในยุงทดลอง  

3.3.1.1 การวดัขนาดและลักษณะรูปรางของตัวออน 
นํายุงจากขอ 3.2.3 ที่ดูดแยกใสกลองพลาสติก กลองที่ 1 จํานวน 30 ตัว ทําให

สลบดวย ether   กําจัดปกและขาของยุง และใช  dissecting needle ชําแหละยุงใตกลอง
จุลทรรศนสเตอริโอออกเปน 3 สวนคือสวนหัว อกและทอง  นํายุงแตละสวนวางลงใน normal 
saline แตละหยดบน แผนกระจกสไลด ชําแหละยุงแตละสวนตอ ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ 
นําไปตรวจหาตัวออนดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (Compound light microscope)  ศึกษา
รูปรางลักษณะ บริเวณที่พบ นับจํานวนตัวออนที่พบ ถายรูป วาดรูปและวัดขนาดดวยกลอง
จุลทรรศนแสงสวางที่ติดตั้ง camera lucida บันทึกผลการทดลอง  

3.3.1.2 การยอมสียิมซาและการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase 
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นําตัวออนที่ตรวจพบไปยอมสี 3% ยิมซา นาน 45 นาทีและยอมสีทางฮีสโตเคมี 
Acid  phosphatase activity โดยใช Naphaol AS-TR Phosphate เปนสับสเตรท และ 
Pararosaniline hydrochloride (Sigma) เปนตัวยอมสีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นตามวิธีของ  Chungpivat 
(1989) (วิธียอมอยูในภาคผนวก) บันทึกผล ถายรูป ทําเชนนี้ทุกวันจนครบ 14 วัน โดยใชสไลดแผน
เลือดที่มีไมโครฟลาเรียของหนอนพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis  เปนตัวควบคุมการยอม
สียิมซาและปฏิกิริยาของ Acid phosphatase activity 

3.3.2 ทดสอบปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปชั่นกับทรานสคริป 
(mRNA) ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินที่พบในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ 
B. pahangi   
3.3.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโป

ไมโอซิน  
การทดสอบความไวนั้นดําเนินการทดลองสองวิธี เพื่อหาสภาพที่เหมาะสมที่สุด

เพื่อการตรวจหาทรานสคริปของยีน มีดังนี้ 
3.3.2.1.1 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปช่ันแบบขั้น  

เดียว (One  Step  RT-PCR)   

สกัด RNA ของยุงตัวเมียที่ดูดแยกมา 80 ตัวหลังจากยุงไดรับเชื้อทุกวันและสกัด
RNA จากตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 600 ตัว (ตามขอ 3.2.3 สวนที่ 2) โดยใช NucleoSpin®RNA II 
Kit (Macherey-Nagel, USA)  ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต  เก็บ RNA ไวที่อุณหภูมิ – 80  

องศาเซลเซียล 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมีดังตอไปนี้ ใช 10x RobusT™ Reaction Buffer 2.5 

ไมโครลิตร, MgCl2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, Forward primer 0.2 µM, Reverse primer 0.2 µM, 
M-MuLV Reverse Transcriptase, RNase H- 10 ยูนิต (5 units/µl), DyNAzyme™ EXT DNA 
Polymerase 1 ยูนิต (1 unit/µl), RNA 6 µl และ RNase free water รวมทั้งหมดใน 1 ปฏิกิริยา
เทากับ 50 µl negative control (Template free control) ที่ใชในการศึกษานี้คือ RNase free 
water และเมื่อผสมสารทั้งหมดใสในหลอด PCR แลว นําไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม  
โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  cDNA  synthesis: 37  องศาเซลเซียส 60 นาที 94 องศาเซลเซียส  2 นาที 
จํานวน 30 รอบของปฏิกิริยาโพลีเมอเรส  ประกอบดวย Denaturing step 94  องศาเซลเซียส 1
นาที Annealing step 40 องศาเซลเซียส/37  องศาเซลเซียส 1 นาที Extension step 72 องศา
เซลเซียส 3 นาที Final extension 72  องศาเซลเซียส 10 นาที แลวคงอุณหภูมิของผลิตภัณฑไวที่  
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4 องศาเซลเซียส นําผลิตภัณฑมาวิเคราะหดวยการทํา 2% agarose  gel  electrophoresis โดย
ใช ethidium bromide เปนสียอม และ TAE buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย 
100 โวลต นาน 60 นาที  นําผลิตภัณฑ PCR มาดูภายใตแสง ultraviolet  และถายรูปเก็บไว  
สําหรับไพรเมอรที่ใชในปฏิกิริยา PCR ถูกออกแบบมาใหจําเพาะตอยีนที่พบในตัวออนระยะที่ 3 
(Hunter et al., 1999) รายละเอียดการใชอุณหภูมิที่เหมาะสมกับข้ันตอน annealing step มีดังนี้ 
ตารางที่ 4 แสดงชนิดของไพรเมอรที่ใชในการทดสอบตรวจหาทรานสคริปของยีน  

ยีน ไพรเมอร  Tm 
°C 

Annea-
ling 

Temp 
°C 

ผลิต 
ภัณฑ 
PCR 
Bp 

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

226  

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

221 

3.3.2.1.2 เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานสคริปช่ันแบบ
สอง ข้ัน (Two  Step  RT-PCR)   

เมื่อเก็บตัวอยางครบ 14 วัน แบงยุงในหลอดทดลองที่เก็บไวที่ – 80 องศาเซลเซียส 
(ตามขอ 3.2.3 สวนที่ 1) ใสหลอดใหมหลอดละ 10 ตัวแชในไนโตรเจนเหลว 10 – 15 วินาที เพื่อให
งายตอการทําใหเซลลของยุงแตกแลว ใช pestle บดใหละเอียดกอนนําไปสกัด RNA  ดวย 
NucleoSpin®RNA II Kit หรือสกัด RNA โดยใช TRIzol ® Reagent (Invitrogen)  มีวิธีการดังนี้ 
เติม TRIzol 500 µl ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวน supernatant 
ใสในหลอดใหม วางหลอดไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เติม chloroform 100 
µl  เขยาดวยมือ 15 วินาทีและวางหลอดไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 องศาเซลเซียส 2 – 3 นาที กอน
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที  นาน 15 นาที  ดูดสารละลายสวนบนที่ใสไมมีสีใส
ในหลอดใหม  ตกตะกอนดวย isopropyl alcohol 250 µl  วางหลอดทิ้งไวที่อุณหภูมิ 15 – 30 
องศาเซลเซียสและปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  ดูดสารละลายออก ลาง
ตะกอนดวย 75% ethanol  500 µl  นําไปปนเหวี่ยงที่ 7000 รอบตอนาทีนาน 5 นาที ตากตะกอน 
RNA ใหแหงที่อุณหภูมิหอง และละลาย RNA ใน RNase  free water 50 µl  และเติม RNase 
inhibitor 0.5 µl (20 units) แบงใสในหลอดๆละ 10 µl เก็บไวที่ – 80 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช
งาน  การปนเหวี่ยงทุกครั้งตองทําที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียสนํา RNA ที่สกัดจากวันที่ 1–14 
มาทํา Two Step RT-PCR โดยขั้นตอนที่ 1 เปนการสังเคราะห cDNA  และขั้นตอนที่ 2 เปนการ
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เพิ่มปริมาณ cDNA ดวยวิธี PCR  การสังเคราะห cDNA เร่ิมจากผสม M-MuLV Buffer 2 µl 
(ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 30 mM KCl, 8 mM MgCl2 และ 10 mM dithiothreitol 
(DTT)) กับ 0.5 mM dNTP, Random hexamer หรือ Oligo d(T)  1  µM, RNase  inhibitor 0.5 
µl (20 units), RNA 5 µl และ Rnase  free water รวม 18 µl  ใสในหลอด PCR แลวนําไปทําให
รอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  จากนั้นทําใหเย็นในน้ําแข็ง 5 นาที  กอนเติม M-
MuLV Reverse Transcriptase, RNase H-  20 units (200 units/µl)  และแชหลอดที่อุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เพื่อใหได cDNA รวม 20  µl 

ข้ันตอนที่ 2 เทคนิค PCR มีสวนประกอบคือ 10x Mg2+-free DyNAzyme™ EXT 
Buffer (ที่ความเขมขน 1x ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl (pH 9.0 at 25 °C), 15 mM (NH4)2SO4 
และ 0.1 % Triton X-100), MgCl2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, Forward  primer 0.4 µM, Reverse 
primer 0.4 µM , DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase  1 unit (1 units/µl), cDNA 5 µl และ 
RNase free water รวมทั้งหมดใน 1 ปฏิกิริยาเทากับ 25 µl negative control ที่ใชในการศึกษานี้
คือ RNase free water  positive control คือ cDNA ของ ตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  และ
เมื่อผสมสารทั้งหมดใสในหลอด PCR แลว นําไปเขาเครื่อง PCR  โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ จํานวน 30 
รอบของปฏิกิริยา ลูกโซโพลิเมอเรส มีดังนี้ Denaturing step 94   องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Annealing step 30 วินาที Extension step 72  องศาเซลเซียส 45 วินาที Final  extension 72   
องศาเซลเซียส 10 นาที และคงอุณหภูมิของผลิตภัณฑไวที่ 4 องศาเซลเซียส วิเคราะหผลิตภัณฑ 
PCR  ดวย 2% agarose gel electrophoresis  โดยใช  ethidium bromide เปนสียอม และ TAE 
buffer (Tris-acetic-EDTA buffer) ที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 60 นาที  นําผลิตภัณฑ PCR 
มาตรวจดูภายใตแสง ultraviolet  และถายรูปเก็บไว 

3.3.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและ
โทรโปไมโอซนิ  

3.3.2.2.1 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 
การทดสอบความจําเพาะนี้ทั้งหนอนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis จะทํา

เหมือนกันทุกขั้นตอนดังนี้  เมื่อเก็บตัวอยางครบ 14 วัน  แบงยุงในหลอดทดลองที่เก็บไวในตู – 80 
องศาเซลเซียส ตามขอ 3.2.3 ใสหลอดใหมหลอดละ 10 ตัวแชในไนโตรเจนเหลว 10 – 15 วินาที 
เพื่อใหงายตอการทําใหเซลลของยุงแตกแลว ใช pestle บดใหละเอียดกอนนําไปสกัด RNA  ดวย 
NucleoSpin®RNA II Kit หรือสกัด RNA โดยใช TRIzol ® Reagent (Invitrogen) (ตามขอ 
3.3.2.1.2) นํา RNA ไปทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซิน ดวยการทํา RT-
PCR (เหมือนขอ 3.3.2.1) ใชตัวควบคุม คือ RNase  free  water และ cDNA ของตัวออนระยะที ่3 
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ของ B. pahangi   วิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวย 2% agarose gel electrophoresis  และ
ถายรูปเก็บไว 

3.3.2.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ  
เก็บตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi 200 ตัว ใสใน 1.5 ml microcen-

trifuge tube แลวนํามาสกัด DNA ดวยวิธี lysis buffer-CTAB (Cetyl-Trimethyl  Ammonium  
Bromide) โดยการเติม lysis  buffer (660 mM EDTA, 1.3% N-laurylsarcosine,pH 8.9) 60 µl 
และ 2 mg/ml  proteinese  K 3 µl  vortex กอนนําหลอดไปแชที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน  
2 ชั่วโมง เติม CTAB 350 µl vortexและแชหลอดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง  ดูด
สารละลายใสในหลอดใหม เติม phenol:chloroform:isoamyl  alcohol (25:24:1) เพื่อสกัด DNA  
ปริมาตรเทากับที่ดูดสารละลายมา  ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูด
สารละลายใสไมมีสีสวนบนใสในหลอดใหม  ทําเชนนี้ 2 คร้ัง นํา DNA ที่ไดตกตะกอนดวย 100% 
cold ethanol 1 mlและเติม 4 M NaCl 40 µl แชหลอดไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นาน
ขามคืน ตอจากนั้นนําหลอดที่มีตะกอน DNA นี้มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000  รอบตอนาที นาน 
30 นาที  ทิ้งสวน ethanol ไป ปนลางตะกอนดวย 70% cold  ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที จํานวน 2 คร้ัง  ผ่ึงตะกอนใหแหงกอนละลายตะกอน 
DNA ดวย RNase  free  water  200 µl  เก็บไวที่อุณหภูมิ –20  องศาเซลเซียส สําหรับ DNA ของ
ไมโครฟลาเรีย B. malayi ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร.โกสุม จันทรศิริ ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินวิโรฒ ประสานมิตร ซึ่งเปน DNA ที่สกัดมาจากไมโครฟลาเรีย
ในเลือดแมว แลวจึงนํา DNA ของ B. pahangi และ B. malayi  มาทํา PCR ตามขั้นตอนที่ 2 ของ
ขอ 3.3.2.1.2 โดยใช  RNase  free  water และ cDNA ของตัวออนระยะที่ 3 ของ B. pahangi  
เปนตัวควบคุม วิเคราะหผลิตภัณฑ PCR ดวยการทํา 2% agarose gel electrophoresis และ
ถายรูปเก็บไว 

3.4 การวิเคราะหและประเมินผล 

เปรียบเทียบกับจํานวนและลักษณะรูปรางของตัวออน B. pahangi และ D. immitis  ที่
พบในแตละวัน  และเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินและโทรโปรนินตอพยาธิ B. 
pahangi, D. immitis และ B. malayi ทําการตรวจสอบผลิตภัณฑ RT-PCR หรือ PCR จากรูปถาย 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตวัออนระยะที ่ 1, 2 และ 3 ของพยาธ ิ B. 
pahangi และ  D. immitis ในยุง Ae. aegypti (Thailand strain)  

4.1.1  ความหนาแนนของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด (microfilaria density)  

ใหยุง Ae. aegypti (Thailand strain)  ดูดเลือดแมวและสุนัขเวลา 14.00 น. ผล
การตรวจนับความหนาแนนของไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด จากการทํา 3-line thick smear 
พบวา แมวมีไมโครฟลาเรียของพยาธิ B. pahangi ในกระแสเลือดเทากับ 6250 ตัว/มิลลิลิตร และ
สุนัขที่มีไมโครฟลาเรียของพยาธ ิD. immitis ในกระแสเลอืดเทากับ 1021 ตัว/มิลลิลิตร  

4.1.2  การวัดขนาดตัวออนของ B. pahangi และ D. immitis 
ผลการศึกษารูปรางลักษณะและวัดขนาดของตัวออนของพยาธิ B. pahangi 

(รายละเอียดดังตารางที่ 5 และ 7; รูปที่ 4) พบวา หลังจาก 1 ชั่วโมงทียุ่งทดลองดูดเลือดแมว ตรวจ
พบไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยงุ มีรูปรางลักษณะเรียวยาวคลายไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือด ขนาดความยาวเฉลี่ย 217.4 ± 25.23 µm และเริ่มเหน็ไมโครฟลาเรยีออกจากปลอก
หุม (exsheath) ในวันที่ 1 หลังไดรับเชื้อตรวจพบตัวออนอยูทีก่ลามเนื้อสวนอก (thoracic muscle) 
ลักษณะของตวัออนจะหดสัน้ขึ้น มีความยาวเฉลี่ย 164.7 ± 25.28 µm และความกวางเฉลี่ย 8.26 
± 1.1 µm เคลื่อนไหวชา  บริเวณสวนทายของลาํตัวมสีวนหาง (hook like tail) ยาว และม ีrectal 
plug เกิดขึ้น ในวนัที ่ 2 หลังไดรับเชื้อความยาวลําตัวจะลดต่ําลงเฉลี่ย  88.74 ± 15.15 µm แต
ความกวางเฉลี่ยจะเพิม่ข้ึนเปน 9.78 ± 2.02 µm ตัวออนจะเคลือ่นไหวเฉพาะทางสวนหางทีม่ี
ลักษณะคลายตะขอ  วันที่ 5 หลังไดรับเชือ้ ตัวออนเริ่มมีการพฒันาของทางเดนิอาหาร ความยาว
เฉล่ียของลําตวัเพิ่มมากขึ้นเปน 310.42 ± 68.52 µmและกวางเฉลีย่ 23.02 ± 7.37 µm จาก
ลักษณะตัวออนทีพ่บตั้งแตวนัที่ 1 – 5 หลังไดรับเชื้อเปนลักษณะของตวัออนระยะที่ 1 วันที ่6 หลัง
ไดรับเชื้อ ตัวออนจะลอกคราบครั้งที ่ 1 เจริญเปนตัวออนระยะที่ 2  มีความยาวเฉลี่ย 433.96 ± 
82.65 µm และความกวางเฉลี่ย 28.02 ± 6.38 µm  เหน็สวนหลอดอาหาร ลําไสและrectal  plug 
มีขนาดเล็กลง ตัวออนมีการเคลื่อนไหวมากขึ้น  และวนัที ่ 12 หลังไดรับเชื้อ พบตัวออนที่บริเวณ
สวนหัวในโพรงโพรบอสซิสและในชองวางสวนทอง ลําตัวมลัีกษณะเรียวยาว เคลือ่นไหว
ตลอดเวลา  มคีวามยาวเฉลีย่ 1305.4 ± 180.3 µm และกวางเฉลี่ย  26.6 ± 3.45 µm ปลายหางทู
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ไมพบสวน rectal plug ซึ่งเปนลักษณะของตัวออนระยะที่ 3 และหลงัจากวนัที่ 15 เปนตนไป ตรวจ
พบตัวออนระยะที ่3 ที่สวนหัวของยุง  

ผลจากการชําแหละยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) หลังจากดูดเลอืดสุนัขที่มี
ไมโครฟลาเรียของ D. immitis ในกระแสเลอืด (ตารางที ่6 และ 8; รูปที ่5) พบวา 1 ชัว่โมงหลงัจาก
ดูดเลือดพบไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยงุ มลัีกษณะเรียวยาวคลายกับไมโครฟลาเรียใน
กระแสเลือด มีขนาดความยาวเฉลีย่ 213.8 ± 25.30 µm ความกวางเฉลี่ย 5.26 ± 0.95 µm ใน
วันที่1 - 4 หลงัไดรับเชื้อ ไมโครฟลาเรียจะเคลื่อนที่สูทอมัลพิเจียน (malphigian tubule) ตัวออนที่
พบยังคงมีลักษณะคลายไมโครฟลาเรีย ในวนัที ่5 ถงึวนัที ่9 หลงัจากไดรับไมโครฟลาเรียตรวจพบ
ตัวออนอยูในทอมัลพเิจียน เคลื่อนไหวนอยมาก มีลักษณะลําตัวหด อวน ส้ัน สวนทายมี rectal 
plug และปลายหางยาว ความยาวตั้งแต 80 – 222.5 µm และกวาง 15 – 37.5 µm ซึง่เปน
ลักษณะของตวัออนระยะที ่ 1 ตัวออนมกีารลอกคราบเปนตัวออนระยะที ่ 2 ประมาณวนัที ่ 10 
หลังจากไดรับเชื้อ มีลักษณะของลําตัวยาวเฉลี่ยเพิ่มมากขึ้นเปน 382.19 ± 73.38 µm และกวาง
เฉลี่ย  33.75 ± 7.07 µm ผนังลาํตัวหนา ทางเดินอาหารพฒันามากขึ้น  เหน็ intestinal  canal  
หางหดสัน้เปนรูปกรวย  และตัวออนขดตัวอยูในทอมัลพิเจียนเห็นไดชัดเจน  ประมาณวนัที ่ 15 
หลังไดรับเชื้อตัวออนมีการลอกคราบครั้งที ่ 2 เปนตัวออนระยะที ่ 3 มีลําตัวเรียวยาวเฉลี่ย 984.67 
± 132.59 µm กวางเฉลี่ย 25  ± 2.67 µm ปลายหางทู ตัวออนเคลื่อนไหวเร็วมาก พบตวัออน
ระยะนีท้ี่บริเวณสวนหัวและทอมัลพเิจียนของยุง 

 จากการทดสอบคาทางสถติิ (ANOVA Test) พบวา ตัวออนทั้ง 3 ระยะของพยาธ ิ
B. pahangi และ D. immitis  มีความยาวและความกวางแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 

ผลจากการชําแหละยงุเพื่อตรวจหาตวัออนระยะตางๆของ B. pahangi และ D. 
immitis บริเวณที่พบและจาํนวนตัวออนทีพ่บในแตละวนัแสดงไวในภาคผนวกตารางที ่1 และ 2        

4.1.3  การยอมตัวออนดวยสียิมซาและการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase 
ก. การยอมสียิมซา 
ผลการยอมสียิมซาของตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ต้ังแต 1 

ชั่วโมงจนถึงวันที่ 15 หลังจากไดรับเชื้อ พบวาตัวออนทุกระยะจะติดสีน้ําเงินเขมตลอดทั้งตัว ไม
สามารถใชแยกระยะของตัวออนและระบุอวัยวะภายในสวนตางๆ เมื่อเปรียบเทียบกับไมโครฟ
ลาเรียในกระแสเลือดที่ใชเปนตัวอยางควบคุมในการยอมสีคร้ังนี้ (ตารางที่ 5) 
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ข. การยอมสีฮสีโตเคมี (Acid phosphatase activity) 
โดยผลการยอมเอ็นไซม Acid phosphstase ของตัวออนหนอนพยาธิ B. 

pahangi พบวา ไมโครฟลาเรียในกระเพาะอาหารของยุงหลังดูดเลือดแมว 1 ชั่วโมงและตัวออน
ระยะที่ 1 ที่พบในวันที่ 1 หลังไดรับเชื้อ ลําตัวติดสีแดงตลอดทั้งตัวและติดสีแดงเขมบริเวณ 
amphid, excretory vesicle, anal vesicle และ plasmid ซึ่งมีลักษณะเชนเดียวกับตัวอยาง
ควบคุมมาตรฐานตือไมโครฟลาเรียของ B. pahangi  วันที่ 2 – 5 หลังไดรับเชื้อพบลําตัวของตัว
ออนติดสีแดงและติดสีแดงเขมที่บริเวณทางเดินอาหารและ rectal plug   วันที่ 6 – 7 หลังไดรับเชื้อ
ตัวออนติดสีแดงตลอดทั้งลําตัวยกเวนบริเวณ rectal plug  ที่ติดสีแดงเขม  และตั้งแตวันที่ 8 – 15 
หลังไดรับเชื้อตัวออนจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัว ทําใหไมสามารถแยกการติดสีของอวัยวะภายใน
ได  

สําหรับผลการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ของตัวออนพยาธิ  D. immitis  
พบวาวันที่ 1 – 4 หลังไดรับเชื้อ ไมโครฟลาเรียติดสีแดงที่บริเวณ excretory vesicle และ anal 
vesicle เหมือนกับไมโครฟลาเรีย D. immitis ที่พบในกระแสเลือด  วันที่ 5 – 7 หลังไดรับเชื้อตัว
ออนจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัวรวมทั้งทางเดินอาหาร ทําใหไมสามารถแยกการติดสีของอวัยวะ
ภายในได  ยกเวนสวน rectal plug  ที่ติดสีแดงเขมมาก  และตัวออนที่พบตั้งแตวันที่ 8 – 20  ลําตวั
จะติดสีแดงเขมตลอดทั้งตัวเชนเดียวกัน (ตารางที่ 5) 

การยอมเอนไซม Acid phosphatase ตัวออนระยะตางๆของพยาธิ B. pahangi 
และ D. immitis ที่ตรวจพบในตัวยงุไดใชไมโครฟลาเรียของ B. pahangi และ D. immitis เปนตวั
ควบคุมมาตรฐานในการยอมสีคร้ังนี้ จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาทัง้ตัวออนระยะตางๆ
ของ B. pahangi และ D. immitis มี Acid phosphatase โดยการยอมติดสีแดงเกิดขึ้นบริเวณ
ตางๆของลําตวั  
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 ตารางที่ 5 เปรียบเทียบรูปรางลักษณะตัวออนทีย่อมดวยสียิมซาและอีสโตเคมี (Acid 
phosphatase activity)  บริเวณที่พบและขนาดของตัวออนระยะตางๆของ B. pahangi  ในยุง Ae. 
aegypti (Thailand strain)  (N=30) หลังจากไดรับเชื้อ 1 ช่ัวโมงถึง 15 วัน 

ตัวออน ไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดของแมว 1 ชั่วโมง หลังยุงดูดเลือด 
 กระเพาะอาหาร  

- 

 
100  µm 

ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  - 23.87 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD)  

273 ± 30.14 µm 
5.23 ± 2.56 µm 

217.4 ± 25.23 µm 
5.75 ± 1.61 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง - กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 
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ตัวออน วันที ่1 หลังไดรับเชื้อ วันที ่2 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  21 14.13 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

164.7± 25.28 µm 
8.26 ± 1.10 µm 

88.74 ± 15.15 µm 
9.78 ± 2.02 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

  

100  µm 100  µm 

  

 
 
 

  
 



                                                                                                                 30
                                                                                                              

 

 

 
ตัวออน วันที ่3 หลังไดรับเชื้อ วันที ่4 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

  

100  µm 100  µm 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  6.76 3.23  
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

102.2 ± 17.90 µm 
13.8 ± 5.21 µm 

157.7 ± 21.37µm 
17.2 ± 3.77 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
กลามเนื้อสวนอก 

กลามเนื้อสวนอก 

  

 
 
 

  
 



                                                                                                                 31
                                                                                                              

 

 

 
ตัวออน วันที ่5 หลังไดรับเชื้อ วันที ่6 หลังไดรับเชื้อ 

กลามเนื้อสวนอก 

ยอมสี 3%Giemsa 

 

100  µm 200  µm 

  

200  µm 100  µm 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.17 1.23 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

310.42 ± 68.52 µm 
23.02 ± 7.37 µm 

433.96 ± 82.65 µm 
28.02 ± 6.38 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลามเนื้อสวนอก กลามเนื้อสวนอก 

  

200  µm 200  µm 
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วันที ่7 หลังไดรับเชื้อ วันที ่8 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน 

กลามเนื้อสวนอก 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.6 0.53 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

5  
2

10  95.1 ± 181.06 µm
9.5 ± 10.53 µm 

36.20 ± 235.13 µm
28.20 ± 5.93 µm 

 

100  µ  m

 

200  µ  m

 

500  µ  m

 

100  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลามเนื้อสวนอก กลามเนื้อสวนอก 
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ออน วันที ่9 หลังไดรับเชื้อ วันที ่10 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.87 0.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

10  11 m 91.4 ± 281.69 µm
29.8 ± 6.16 µm 

83.8 ± 268.87 µ
26.8 ± 6.67 µm 

 

200  µm 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

500  µ  m

 

500  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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ออน วันที ่11 หลังไดรับเชื้อ วันที ่12 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  

 

Acid phosphatase  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.7 0.47 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

11  13  22.8 ± 187.61 µm
26.8 ± 4.12 µm 

05.4 ±180.30 µm
26.6 ± 3.45 µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

500  µ  m

 

500  µm 

 

200  µ  m

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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ออน วันที ่13 หลังไดรับเชื้อ วันที ่14 หลังไดรับเชื้อ ตัว

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

 
ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.33 0.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

13 m 13  28.4 ± 150.57 µ
27.7 ± 3.38 µm 

11.2 ± 198.82 µm
26.7 ± 4.06 µm 

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

500  µm 

 

500  µ  m

 

500  µ  m

 

500  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 

กลา อก 
สวนหัว 

มเนื้อสวน มเนื้อสวน
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วออน วันที ่15 หลังไดรับเชื้อ ตั

Proboscis 

 
ยอมสี 3%Giemsa 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  0.23 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

12  68.8 ± 167.04 µm
25.8 ± 4.25 µm 

 

500  µ  m

 

500  µm 

 

500  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กลา อก 
สวนหัว 
มเนื้อสวน
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 D. immitis  ในยุง Ae. 
egypti (Thailand strain)  (N=30) หลังจากไดรับเชื้อ 1 ชั่วโมงถงึ 15 วัน 

 
 ไมโครฟลาเรียในกระแสเลือดสุนัข  1 ช่ัวโมง หลังไดรับเชื้อ 

 ตารางที่ 6 เปรียบเทียบรูปรางลักษณะตัวออนที่ยอมดวยสียมิซาและอีสโตเคมี (Acid 
phosphatase activity)  บริเวณทีพ่บและขนาดของตัวออนระยะตางๆของ
a

ตัวออน
กระเพาะอาหาร

 

   
- 
 
 
 

ยอมสี 3%Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  - 6.7 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

2   
5.6 ± 1.78 µm  

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

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง - กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

100  µm 

100  µm 100  µm 

100  µm 

100  µm 
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 วันที ่1 หล ไดรับเชื้อ วันที ่2 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

กระเพาะอาหาร  
 
 
 
 
 

 

ยอมสี 3%Giemsa 

 

  
 
 
 

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  19.6 4.83 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

1  2  97.9 ± 25.06 µm
4.42 ± 0.76 µm 

12.6 ± 23.77 µm
4.9 ± 1.10 µm 

 

100 µm  
 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

ก  
ทอมัลพเิจียน 
ระเพาะอาหาร
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 วันที ่3 หลังไดรับเชื้อ วันที ่4 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน

กระเพาะอาหาร  

ยอมสี 3%Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  4.76 5.2 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

2  23 m 29.4 ± 25.36 µm
5.68 ± 1.16 µm 

2.48 ± 25.73 µ
6.4 ± 1.32 µm 

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง กระเพาะอาหาร 
ทอมัลพเิจียน 

ก  
ทอมัลพเิจียน 
ลามเนื้อสวนอก
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 วันที ่5 หล ไดรับเชื้อ วันที ่6 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  3.5 1.36 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

1  
23  

1  
2  

10.83 ± 10.90 µm
.61 ± 3.77 µm

32.12 ± 19.81 µm
2.5 ± 3.06 µm

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่7 หล รับเชื้อ วันที ่8 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ังได

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  1.73 1.5 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

155.83 ± 45 µm 
27  

1  
3  .17 ± 5.89 µm

67.75 ± 43.76 µm
1.5 ± 2.42 µm

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่9 หล ไดรับเชื้อ วันที ่10 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ัง

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 
ยอมสี 3% Giemsa  

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.73 1.63 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

191.25 ± 55.6 µm 
29  

3  
33  .69 ± 4.11 µm
82.19 ± 73.38 µm

.75 ± 7.07 µm

 

100  µ  m

 

100  µm 

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

 

100  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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อน วันที ่11 หลังไดรับเชื้อ วันที ่12 หลังไดรับเชื้อ ตัวอ

ทอมัลพิเจียน   

ยอมสี  3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.1 2.1 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

42  
4

4  
32  

2.5 ± 89.05 µm
2 ± 8.23 µm 

37.14 ± 137.56 µm
.14 ± 2.67 µm

 

200  µ  m

 

200  µm 

 

200  µm 

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
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 วันที ่13 ห ดรับเชื้อ วันที ่14 หลังไดรับเชื้อ ตัวออน ลังไ

 ทอมัลพิเจียน  
- 

 

ยอมสี 3% Giemsa   

ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

  

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  1.33 1.73 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

475 ± 136.72 µm 
36  

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

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอมัลพเิจียน ทอมัลพเิจียน 
 
 
 
 

  
 



                                                                                                                 45
                                                                                                              

 

 

 
อน วันที ่15 ห ดรับเชื้อ ตัวอ ลังไ

Proboscis  
- 

ยอมสี  3% Giemsa  

 ยอมเอ็นไซม  
Acid phosphatase  

 

จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว  2.33 
ความยาว (mean± SD)  
ความกวาง (mean± SD) 

948 m 
2  
.67 ± 132.59 µ
5 ± 2.67 µm

 

500  µ  m

 

200  µ  m

 

200  µm 

อวัยวะที่พบตัวออนในยุง ทอ น 
สวนหัว 
มัลพเิจีย
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ตารางที่ 7   ตัวออนระยะพฒันาของพยาธิ B. pahangi ในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain)  

ว  

ร
ตัวออน 

N 
คาเฉล ยาว  

(µm) 
ชวงความยาว  

(µm) 
ค
กวาง (µm) 

ช

 (µm) ันที่

ะยะของ 
ี่ยความ าเฉลี่ยความ

วงความ
กวาง 

 0 
(1 .) ฟลาเรีย ชม

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

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

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

 
 

ตัวออน 

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

12.5 - 42.5 

ระยะที่ 2 

20 - 37.5 

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

 
 

ตัวออน 

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

ระยะที่ 3 

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

 
ตัวออน 
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รางที่ 8  ตัวออนระยะพัฒนาของพยาธ ิD. immitis  ในยุง Ae. aegypti (Thailand strain) 
  

ว ัวออน N 
คาเฉล ยาว 

 (µm) 
ชวงความยาว  

(µm) 
ค
กวาง (µm) กวาง (µm) 

ตา

ันที่ 

ระยะ
ของ 

ต
ี่ยความ าเฉลี่ยความ ชวงความ

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

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

3 - 7.5 

 

ฟลาเรีย 4.9 ± 1.10 3 - 7.5 
3 25 229.4 ± 25.36 175 - 270 5.68 ± 1.16 
4 

 

ไมโคร 

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

3  27.5 - 35 ระยะที่ 

100 - 212.5 
3  

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

 
 

ตัวออน 

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

32.5 - 40 ระยะที่ 

3

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

 
 

ตัวออน 

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

ระยะที่ 
3 

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

 
 

ตัวออน 
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4.2 ทดสอบปฏิกิรยิาลูกโซโพลิเมอเรสแบบรีเวอรสทรานคริปชั่นกับทรานสคริป (mRNA) 
ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินทีพ่บในตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi   

4.2.1 ทดสอบความไวของการตรวจหาทรานคริปของยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิ  

ผลจากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทร
โปไมโอซิน ดวยวิธี One Step RT-PCR  จากตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi  โดยการเจอื
จาง RNA ที่สกัดจากตัวออนสิบเทา พบวา ความไวของการตรวจพบการแสดงออกของยีนโทรโป
ไมโอซิน หรือ mRNA  ตองใชตัวออนระยะที่ 3 ถึง 60 ตัว  โดยมีผลิตภัณฑ RT- PCR ขนาด 226 
bp เชนเดียวกับความไวของการตรวจพบการแสดงออกของยีนโทรโปนินที่ตองใชตัวออนระยะที่ 3 
จํานวน 60 ตัวเทากัน กลับใหผลิตภัณฑ RT-PCR ขนาด 221 bp ที่นอยกวา (Lane 2; ตารางที่ 9) 
และผลการทดสอบความไวในการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินในยุง
หลังจากไดรับเชื้อ 1 – 15 วันดวยวิธี One Step RT-PCR พบผลิตภัณฑ RT-PCR  ขนาด 221 bp 
และ 226 bp ตามลําดับ ในวันที่ 1 – 3,  6 – 9 และ 13 – 15 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งเปนวันที่พบตัวออน
ระยะที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ (Lane 3–4, 8–11 และ15–17; ตารางที่ 10) จากอัตราการติดพยาธิ 
B. pahangi  ในยุง Ae. aegypti (ตารางภาคผนวกที่ 1) พบวาวันที่ 14 หลังไดรับเชื้อ มีตัวออน
ระยะที่ 3 50.4 ตัวจากยุง 80 ตัว 

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปที่สังเคราะหจากยนีโทโปนนิ
และโทรโปไมโอซิน ดวยวิธ ี Two Step RT-PCR  จาก RNA ที่สกัดดวย TRIzol  reagent โดย
เปรียบเทียบการใช Random hexamer และ Oligod(T) เปนไพรเมอรในปฏิกิริยาการสังเคราะห 
cDNA  ทั้งใน พยาธ ิB. pahangi และ D. immitis  พบวามีเพียงการแสดงออกของยีนโทรโปไม
โอซินตอพยาธ ิ B. pahangi โดยใช Random hexamer เปนไพรเมอรในการสังเคราะห cDNA 
เทานั้นทีพ่บผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp ในวันที ่12 หลังไดรับเชื้อ (Lane 7; ตารางที ่11) และ
จาก RNA ที่สกัดดวย Nucleospin RNA II kit  นําไปตรวจหาทรานสคริปที่สังเคราะหจากยนีโทร
โปนินและโทรโปไมโอซิน ดวยวิธ ีTwo Step RT-PCR และใช Random hexamer เปนไพรเมอรใน
ข้ันตอนการสังเคราะห cDNA  พบการแสดงออกทัง้ยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิในพยาธ ิ B. 
pahangi เทยีบเทากับตัวออนจํานวน 5 ตัวและ D. immitis เทยีบเทากับตัวออนจาํนวน 22 ตัว (
รูปที่ 4 และ 5) 
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4.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการตรวจหาทรานครปิของยีนโทรโปนินและโทร
โปไมโอซิน  
4.2.2.1  ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับทรานสคริป 

จากการทดสอบความจาํเพาะในการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออน
ระยะตางๆของ B. pahangi  พบวาวันที่ 8 หลงัไดรับเชื้อ มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp ใน
ปริมาณไมมาก (Lane 8; รูปที ่4) เมื่อเปรียบเทียบกับผลของการพบตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 3 ที่
พบในวันตางๆหลังไดรับเชื้อ จากขอ 4.1.2 พบวาวนัที่ 8 หลังไดรับเชือ้เปนวนัทีพ่บตัวออนระยะที ่2 
และเมื่อนําผลติภัณฑ PCR มาทาํ PCR คร้ังที่ 2 จึงพบวาวนัที่ 7,8 และ 11 หลังไดรับเชื้อซึ่งเปน
วันที่พบตวัออนระยะที่ 2 และวันที่ 12 หลังไดรับเชือ้ ซึ่งเปนวนัแรกที่พบตวัออนระยะที่ 3 มี
ผลิตภัณฑ PCR ขนาด 226 bp โดยวันที่ 8 หลังไดรับเชื้อเปนวันทีพ่บผลิตภัณฑ PCR ไดชัดเจน
ที่สุด (Lane 7 – 8 และ 11 – 12; รูปที่ 4) ขณะที่วนัที ่ 8 หลังไดรับเชื้อสามารถพบการแสดงออก
ของยีนโทรโปนินจากการทาํ PCR คร้ังที่ 1 ไดเชนกันโดยมีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp (Lane 
8; รูปที่ 4) แตเมื่อนําผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปนนิมาทํา PCR คร้ังที่ 2 พบผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 221 bp ในวันที่ 7, 8, 9 และ10 หลังการไดรับเชือ้ (Lane 7 – 10; รูปที่ 4) ซึ่งเปนวันทีพ่บตัว
ออนระยะที่ 2  นอกจากนี้จากการทํา PCR คร้ังที ่ 2 พบวาในวนัที ่ 8 หลังไดรับเชื้อพบผลิตภัณฑ 
PCR ของยีนโทรโปไมโอซินมีปริมาณมากกวาผลิตภัณฑ PCR ของยนีโทรโปนนิ และเมื่อเทยีบกบั
อัตราการติดเชื้อพบวาในวนัที ่8 นี้ใชตัวออนเพยีง 5 ตัวเทานั้น  (รูปที่ 4; ตารางภาคผนวกที ่1 )   

ผลการทดสอบความจาํเพาะในการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออน
พยาธิ D. immitis พบวาไมมีการแสดงออกของยีนโทรโปไมโอซินตอตัวออนระยะที ่1, 2 และ 3 แต
เมื่อนําผลิตภณัฑ PCR ไปทําการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเออกีครั้งกลับพบผลติภัณฑ PCR ขนาด 226 
bp ต้ังแตวันที ่6 - 12 หลังไดรับเชื้อ (Lane 6 – 12; รูปที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบการพบตัวออนระยะที ่
1, 2 และ 3 ในวนัตางๆ ตามขอ 4.1.2 แลวพบวา สามารถพบผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปไม
โอซินในตวัออนระยะที่ 1 และ 2  สําหรับการแสดงออกของยีนโทรโปนินตอตัวออนพยาธ ิ D. 
immitis ในยุง พบวาจากการทํา Two Step RT-PCR  มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp ในวันที ่12
และ13 หลังการไดรับเชื้อ ซึง่เปนวันทีพ่บตัวออนระยะที ่ 2 (ตารางที ่ 12) และเมือ่นําผลิตภัณฑ 
PCR ไปเพิ่มปริมาณอีกครั้งพบวามีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 221 bp ในวนัที่ 12 และ 13 หลังไดรับ
เชื้อซึ่งเปนวนัที่พบตัวออนระยะที ่2 และวันที่ 15 และ 16 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งเปนวนัที่เร่ิมพบตวัออน
ระยะที่ 3 โดยพบผลิตภัณฑ PCR มากที่สุดในวันที่ 15 หลังไดรับเชื้อ เมื่อเทียบกับอัตราการติดเชื้อ
ของ D. immitis ในยุง Ae. aegypti พบวาวนัที่ 15 นีใ้ชตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 22 ตัว (Lane 
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12–13 และ 15–16; รูปที่ 5) 
4.2.2.2 ทดสอบความจาํเพาะของการทดสอบในระดับดีเอ็นเอ 

ผลการใชไพรเมอรโทรโปนนิในการทดสอบปฏิกิริยาขามพบวามีผลิตภัณฑ PCR 
ขนาด 700  bp ที่ดีเอ็นเอของพยาธ ิB. pahangi  และ B. malayi  (Lane 2 และ 5; ตารางที ่13)
ขณะที่ไมพบผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอรโทรโปไมโอซินทดสอบความจาํเพาะจากดีเอน็เอ
ของ B. pahangi  และ B. malayi  ดังนัน้ไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซินไมเกิดปฏกิิริยาขามกับดี
เอ็นเอของพยาธิ B. malayi  

 



                                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                                 

 

ตารางที่ 9  ความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของตัวออนพยาธิระยะที ่3 ของ B. pahangi  

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปไมโอซิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2: ตัวออนระยะที่ 3 60 ตัว 
Lane 3: ตัวออนระยะที่ 3 6 ตัว 
Lane 4: ตัวออนระยะที่ 3 0.6 ตัว 
Lane 5: ตัวออนระยะที่ 3 0.06 ตัว 
 

 

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

 
      M            1            2            3           4          5 500 bp 

221 bp 

226 bp 

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

ยีน  RT-PCR ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน 
 
 

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

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2: negative reverse transcriptase 
Lane 3 – 17: ตัวออน ของ B. pahangi  
ในวันที่ 1 – 15  หลังไดรับเชื้อ 
 

 

221  
bp 

400 
 
200 

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

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

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2: negative reverse transcriptase 
Lane 3 – 17: ตัวออน ของ B. pahangi  
ในวันที่ 1 – 15  หลังไดรับเชื้อ 
 

  
 
 
 
 

226 
bp 

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

ยีน  RT-PCR ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปไมโอซิน  - Two-Step RT-PCR ใช 

RNA 5 µl =  ยุง  1  
ตัว/cDNA 20 µl 

 - PCR  (total 25 
µl )          ใช  
cDNA  5 µl   

= ยุง  0.25  ตัว 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: Template free control  
Lane 2 - 9: ตัวออนของ B. pahangi  ใน
วันที่ 7 – 14  หลังไดรับเชื้อ 
 
 
 

สกัด RNA ดวย TRIzol reagent 

- Random  hexamer

226  bp 200  

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

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2: positive control 
Lane 3 - 18: ตัวออนของพยาธิ                   
D. immitis  ในวันที่ 1 - 16 หลังไดรับเชื้อ 
 
 
 

สกัด RNA ดวย  Nucleospin RNA II kit 

ปฏิกิริยาลูกโซครั้งที่ 1 

 

 

 

 

200 bp 

500 bp 

221 bp 

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

ยีน ตัวอยาง ผลการทดลอง 
โทรโปนิน Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 

Lane 1: Template free control  
Lane 2 - 3:  ดีเอ็นเอตัวออนระยะที่ 3 B. pahangi   
Lane 4:  cDNA ที่ไดจากตัวออน B. pahangi วันที่ 8    
Lane 5: ดีเอ็นเอของไมโครฟลาเรีย B. malayi 
 
 

 

โทรโปไมโอซิน 

 

Lane M: 1.5 Kbp DNA ladder marker 
Lane 1: ดีเอ็นเอตัวออนระยะที่ 3 B. pahangi   
Lane 2 - 4: ดีเอ็นเอไมโครฟลาเรีย B. pahangi  
Lane 5: ดีเอ็นเอไมโครฟลาเรีย B. malayi  
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รูปที่ 4 ความจําเพะาของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของพยาธ ิ            
B. pahangi ดวยวิธ ี Two Step RT-PCR เปรียบเทียบกับระยะพัฒนาของตวัออนพยาธ ิ        
B. pahangi  ที่พบในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) ในแตละวัน และรายละเอยีดใน
ภาคผนวกหนา 81 จํานวนตวัออนตอยงุ 1 ตัว 

 

Troponin 

Tropomyosin 

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

221 bp 

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

200  
226 bp 

  จํานวนตัวออน/ยุง:    21     14.1  6.7   3.2      2.1   1.2     0.6    0.5    0.9    0.6     0.7    0.5    0.3     0.6    

  
 



                                                                                                                 
                                                                                                              

 

 

57

 
 

0
100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000
1100
1200

1 hr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 ความจําเพะาของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินของพยาธ ิ          

 

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

D. immitis ดวยวธิี Two Step RT-PCR เปรียบเทียบกับระยะพัฒนาของตัวออนพยาธ ิ        
D. immitis  ทีพ่บในยงุ Ae. aegypti (Thailand strain) ในแตละวัน และรายละเอยีดใน
ภาคผนวกหนา 81 จํานวนตวัออนตอยงุ 1 ตัว 

200  

Troponin 

Tropomyosin 

300  
200  

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

ไมโครฟลาเรียใน ตัวออนระยะที่ 1 

µm
) 

วันหลังไดรับเชื้อ 

ตัวออนระยะที่ 2 ตัวออนระยะที่ 3 ใน 
กระเพาะอาหาร ทอมัลพิเจียน และสวในทอมัลพิเจียน ในทอมัลพิเจียน 

คว
าม
ยา
ว (

นหัว 

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



บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

จากการศึกษารูปรางลักษณะตัวออนพยาธิ B. pahangi ในยุง Ae. aegypti 
(Thailand strain) พบวา ตวัออนระยะที ่ 1 อาศัยอยูที่กลามเนื้อสวนอก มีลักษณะลาํตัวปอมและ
ส้ัน เคลื่อนไหวเฉพาะสวนหาง บริเวณสวนทายของลาํตัวปรากฏ rectal plug ชัดเจน มีความยาว 
45 – 395 µm และความกวาง 7 – 27.5 µm พบไดตั้งแตวันที ่1 – 5 หลังจากยงุไดรับเชื้อ หลังจาก
นั้นตัวออนจะลอกคราบครั้งที่ 1 เปนตัวออนระยะที่ 2 ในวนัที ่ 6 – 11 หลังไดรับเชื้อ มีความยาว
เพิ่มข้ึนเปน 400 – 1280 µm และความกวาง 17.5 – 55 µm อวัยวะภายในพบการเจริญของหลอด
อาหารและลาํไส และพบตัวออนระยะที่ 3 ในวนัที ่12 – 15 หลังไดรับเชื้อ ตัวออนมลัีกษณะลําตัว
เรียวยาว โดยมีความยาว 1300 – 1650 µm และความกวาง 20 – 35 µm ไมพบ rectal plug หาง
ทูและมี caudal papillae ตัวออนจะเคลื่อนไหวตลอดเวลา 

สําหรับรูปรางลักษณะของตวัออนพยาธิ D. immitis ที่พบในยงุ Ae. aegypti 
(Thailand strain) จะมีลักษณะทั่วไปคลายคลึงกับตัวออนพยาธิ B. pahangi แตสามารถแยกตวั
ออนทัง้สองชนิดนี้ออกจากกันไดจากบริเวณที่พบตัวออนระยะที่ 1 และ 2 โดยตัวออนพยาธิ              
D. immitis จะพบในทอมัลพิเจียนที่อยูในสวนทองของยงุ ขณะที่พบตวัออนระยะที ่ 1 และ 2 ของ
พยาธิ B. pahangi ที่บริเวณกลามเนื้อสวนอก และสามารถแยกตวัออนพยาธทั้งสองชนิดนี้ไดจาก
ขนาดของตัวออน โดยตวัออนระยะที่ 1 และ 2 ของ D. immitis จะมีความกวางมากกวาตัวออน
ของพยาธ ิB. pahangi แตตัวออนระยะที ่ 3 ของ D. immitis จะมีความยาวลําตัวสั้นกวาตัวออน
ของ B. pahangi โดยตัวออนระยะที ่1 ของพยาธ ิD. immitis จะพบตั้งแตวันที ่5 – 9 หลังจากยงุ
ไดรับเชื้อและตัวออนมีความยาว 100 – 277.5  µm และความกวาง 15 – 37.5 µm ตัวออนระยะที่ 
2 พบตั้งแตวันที่ 10 – 14 หลังไดรับเชื้อ มคีวามยาว 352.5 – 780 µm และความกวาง 25 – 55 
µm และตั้งแตวันที ่ 15 หลงัไดรับเชื้อจะพบตัวออนระยะที ่ 3 ที่บริเวณสวนหวัของยุง ซึง่ตัวออนมี
ความยาว 890 – 1155 µm และความกวาง 20 – 35 µm 

 จากอัตราการติดพยาธฟิลาเรียในยุง Ae. aegypti (Thailand strain) พบวา ตัว
ออนพยาธทิั้ง B. pahangi และ D. immitis จะมีจํานวนลดนอยลงเมือ่พัฒนาไปเปนตัวออนระยะ
ที่ 1, 2 และ 3 โดยพบตัวออนระยะที่ 1 ของ B. pahangi เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 9.45 ตัว จํานวน
ตัวออนระยะที ่2 เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 1.71 ตัว และจํานวนตวัออนระยะที่ 3 เฉลี่ยตอยุง 1 ตัว 
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เทากับ 0.410 ตัว และตัวออนของพยาธ ิD. immitis ตัวออนระยะที ่ 1 มีจํานวนเฉลี่ยตอยุง 1 ตัว 
เทากับ 2.17 ตัว จาํนวนตวัออนระยะที่ 2 เฉลี่ยตอยุง 1 ตัวเทากับ 0.76 ตัวและจํานวนตวัออน
ระยะที ่3 เฉล่ียตอยุง 1 ตัว เทากับ 0.405 ตัว   

การแยกลักษณะตัวออนพยาธิโดยการยอมสี 3% ยิมซา พบวาไมสามารถแยก
ลักษณะการติดสีของตัวออนพยาธ ิ B. pahangi และ D. immitis ในที่อยูระยะเดียวกนัได 
เนื่องจากตัวออนจะติดสีน้าํเงินเขมตลอดทัง้ตัว ขณะที่การยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ไม
สามารถแยกลกัษณะการติดสีของตัวออนทั้ง 2 ชนิดในระยะที ่ 2 และ 3 ได แตสามารถแยกความ
แตกตางของตวัออนระยะที่ 1 ของพยาธิ B. pahangi  และ D. immitis ได เนื่องจากตวัออนของ
พยาธิ  B. pahangi ลําตัวติดสีแดงและติดสีแดงเขมบริเวณทางเดนิอาหารและ rectal plug แตตัว
ออนพยาธิ D. immitis ลําตัวจะติดสีแดงเขมตลอดทั้งลําตัวและสวน rectal plug ติดสีแดงเขม
มาก ดังนัน้การยอมสี 3% ยิมซา และการยอมเอ็นไซม Acid phosphatase ไมสามารถแยกชนดิ
ของตัวออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis ออกจากกนัได 

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนนิและโทรโป
ไมโอซินดวยเทคนิค RT-PCR พบวาสามารถตรวจพบยีนทั้งสองชนดินี้ไดจากวธิี Two Step RT-
PCR โดยใชยงุเพยีง 0.25 ตัว จากการสกดั RNA ดวย Nucleospin RNA II kit  และพบวาตองใช
ตัวออนระยะที ่3 ของพยาธิ B. pahangi อยางนอย 24.6 ตัว จึงจะสามารถพบการแสดงออกของ
ยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซิน ขณะที่ใชตัวออนระยะที ่ 2 จํานวน 5 ตัว ก็สามารถพบการ
แสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดนี้ใน B. pahangi   นอกจากนีจ้ะพบวายนีโทรโปไมโอซินมกีาร
แสดงออกมากกวายนีโทรโปนินดวย 

จากการศึกษาความจาํเพาะของการแสดงออกของยีนโทรโปนินและโทรโปไม
โอซินตอตัวออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis สามารถพบผลติภัณฑ PCR ไดจากการสกดั 
RNA ดวย Nucleospin RNA II kit และทาํ Two Step RT-PCR โดยใช Random hexamer ในการ
สังเคราะห cDNA โดยใน B. pahangi ตรวจพบทรานสคริปของยนีทัง้สองชนิดมากที่สุดในวนัที ่8 
หลังไดรับเชื้อ ซึ่งสามารถเปรียบเทียบกบัลักษณะตัวออนทีพ่บจากการชําแหละยงุพบวาเปนวนัที่
พบตัวออนระยะที่ 2 โดยพบวายนีโทรโปไมโอซินมทีรานสคริปปริมาณมากกวายีนโทรโปนนิ  โดย
พบผลิตภัณฑ PCR ของยีนโทรโปไมโอซินในวนัที่ 7 – 8 หลังไดรับเชื้อ และวันที่ 11 – 12 หลงัไดรับ
เชื้อ ซึ่งวนัที ่ 12 หลังไดรับเชื้อเปนวนัที่พบตัวออนระยะที่ 3 เปนวนัแรก และพบผลิตภัณฑ PCR 
ของยีนโทรโปนินในวนัที ่7 – 10 หลังไดรับเชื้อ ซึ่งตรงกับวันที่พบตวัออนระยะที่ 2 
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สําหรับการทดสอบความจาํเพาะของยีนทัง้สองชนิดนี้ตอพยาธิ D. immitis พบวา

การใชไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซินไมพบผลิตภัณฑ PCR ในการทาํ Two Step RT-PCR ขณะที่
พบทรานสครปิของยีนโทรโปนิน ในวนัที ่12 และ 13 หลังไดรับเชื้อ โดยเปนวนัที่พบตัวออนระยะที่ 
2 และวันที่ 15 – 16 หลังไดรับเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบกบัตัวออนทีพ่บจากการชําแหละยุงพบวาเปน
วันที่มีตัวออนระยะที ่3  

ผลการทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปไมโอซินและโทรโปนินตอพยาธิ          
B. malayi  ดวยวิธี PCR พบวามาสามารถพบผลิตภัณฑ PCR จากไพรเมอรของยีนโทรโปไมโอซิน
แตพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 700 bp จากไพรเมอรของยีนโทรโปนินทั้งจากดีเอ็นเอของ 
B. pahangi และ B. malayi 

 5.2 อภิปรายผลการวิจยั 

ในการศึกษารูปรางลักษณะตัวออนพยาธิฟลาเรียที่อยูในยุงพาหะโดยการ
ชําแหละยุง เพื่อแยกชนิดของพยาธิ สามารถตรวจสอบไดจากขนาดของลําตัว ขนาดของ rectal 
plug และระยะหางระหวาง rectal plug กับสวนทายของลําตัวพยาธิ ซึ่งจะพบไดในตัวออนระยะที่ 
1 และ 2  anal ratio (ความกวางของสวนหาง: ความยาวจาก anal ถึงสวนทายลําตัว) หรือรูปราง
ลักษณะของ caudal papillae จํานวน 3 อัน โดย 2 อันอยูทางดาน lateroventral และอีกหนึ่งอัน
อยูทางดาน dorsoterminal ซึ่งจะพบในตัวออนระยะที่ 3 เปนตน  

งานวิจัยนี้ไดศึกษาเฉพาะขนาดของลําตัวของตัวออนพยาธิเทานั้น เนื่องจากการ
วัดความกวางของ rectal plug อาจเกิดความคลาดเคลื่อนไดมากเนื่องจากตัวออนที่พบมีการ
วางตัวแตกตางกัน  ทําใหพบทั้งตัวออนที่มีและไมมี rectal plug ทําใหการวัดขนาดที่ตองวัดสวน
ของ rectum ที่ยื่นออกไปจากผนังลําตัวเกิดความคลาดเคลื่อนได (Beckett and Macdonald, 
1971, 1972; Chungpivat, 1989) และการศึกษารูปรางลักษณะของ caudal papillae ไมสามารถ
ทําการทดลองภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางกําลังขยายสูงได การตรวจสอบตองใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอน (SEM) เนื่องจาก caudal papillae ของพยาธิฟลาเรียมีขนาดและลักษณะที่
คลายคลึงกันมาก เชน caudal papillae ของตัวออนพยาธิ B. pahangi มีลักษณะคลายกับ B. 
malayi แตจะมีขนาดเล็กกวาของ W. bancrofti (Schacher, 1962a)   

จากขนาดของตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ที่พบในงานวิจัยนี้
พบวา สามารถแยกลักษณะตัวออนระยะตางๆออกจากกันไดจากรูปรางของตัวออน โดยจะพบวา
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ตัวออนระยะที่ 1 ลําตัวจะหดสั้นที่สุดกอนตัวออนจะเจริญเพิ่มขนาดความยาว ถึงแมวาตัวออน
ระยะที่ 3 จะมีความยาวมากที่สุดแตจะมีรูปรางเรียวตางกับตัวออนระยะที่ 2 ที่มีรูปรางยาวแตจะมี
ความกวางมากกวาตัวออนระยะที่ 3  ความยาวของตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิ B. pahangi ที่พบ
ในงานวิจัยนี้คือ 1300 – 1650 µm มีคาใกลเคียงกับ Yen และคณะ (1982) ที่พบตัวออนระยะที่ 3 
มีความยาว 1360 – 1850 µm  ขณะที่ความยาวของตัวออนระยะที่ 3 ของ D. immitis ที่วัดไดคือ 
890- 1150 µm ใกลเคียงกับ Lichtenfels และ คณะ (1985) ที่พบวาตัวออนระยะที่ 3 มีความยาว 
700 – 1000 µm  

สําหรับวันที่พบตัวออนพยาธิ B. pahangi และ D. immitis ในแตละระยะของ
การศึกษาคร้ังนี้มีความแตกตางจากการศึกษาในอดีตโดย จากการตรวจหาตัวออน B. pahangi 
ในยุง An. quadrimaculatus พบตัวออนระยะที่ 2 และ 3 เร็วกวาการทดลองนี้ โดยจะพบตัวออน
ระยะที่ 2 ตั้งแตวันที่ 4 และ 5 หลังไดรับเชื้อเชื้อ และพบตัวออนระยะที่ 3 ตั้งแตวันที่ 8 หลังไดรับ
เชื้อ (Aoki et al., 1980) และจากการหาตัวออนพยาธิ D. immitis ในยุง An. quadrimaculatus, 
Ae. albopictus, Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera  พบตัวออนระยะที่ 1, 2 และ 
3 เร็วกวางานวิจัยนี้ โดยในยุง An. Quadrimaculatus และ Ae. albopictus จะพบตัวออนระยะที่ 
1 ในวันที่ 3 – 6 หลังไดรับเชื้อ ตัวออนระยะที่ 2 วันที่ 7- 11 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 3 
ตั้งแตวันที่ 12 หลังไดรับเชื้อ และในยุง Ma. uniformis, Ma. indiana และ Ma. annulifera  พบตัว
ออนระยะที่ 1 วันที่ 3 – 8 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 3 ในวันที่ 14 – 16 หลังไดรับเชื้อ แต 
ในยุง Ae.aegypti พบตัวออนระยะที่ 1 และ 2 ชากวางานวิจัยนี้ โดยตัวออนระยะที่ 1 พบในวนัที ่7 
– 8 หลังไดรับเชื้อ และตัวออนระยะที่ 2 พบในวันที่ 14 – 16 หลังไดรับเชื้อ (Kartman, 1953; 
Surathint et al., 1985)  

จากจาํนวนตวัออนพยาธ ิB. pahangi และ D. immitis ที่พบในยงุ Ae. aegypti 
(Thailand strain) ถึงแมจะมีจํานวนแตกตางกนัในแตละวันแตเมื่อคํานวณตามวนัทีพ่บตัวออนแต
ละระยะจะพบวาตัวออนมีจาํนวนลดนอยลง  และจํานวนตัวออนเฉลี่ยของตัวออนระยะที ่ 3 ของ
พยาธิ B. pahangi และ D. immitis ตอยุง 1 ตัวมีคาใกลเคียงกนัมาก แมวาความหนาแนนของไม
โครฟลาเรียขณะที่ยงุดูดเลือดโฮสตทั้ง 2 ชนิดจะมีความแตกตางกนัมากซึง่สอดคลองกับ Lai และ
คณะ (2000) พบวา ความหนาแนนของไมโครฟลาเรียไมมีผลตอจํานวนตัวออนระยะที่ 3 นอกจาก
จํานวนไมโครฟลาเรียที่ยงุรับ ถามีปริมาณมากจะทําใหยุงมีอัตราการตายสูง เนื่องจากตวัออนจะ
ใชสารอาหารจากยงุ ซึง่ตัวออน B. pahangi และ B. malayi  จะใชสารอาหารที่กลามเนื้อของยงุ 
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หากมีตัวออนมากเกินไปจะมีผลตอการบนิของยงุ ทาํใหยงุหาอาหารไมได (Beckett and 
Boothroyd, 1969; Berry et al., 1987)  

นอกจากนีย้ังมีปจจัยอีกหลายอยางที่ทาํใหจํานวนตัวออนลดนอยลงและทําให
พบตัวออนระยะตางๆในวนัที่แตกตางจากผูศึกษาทานอืน่ เชนชนิดและสายพันธุของยุงทีน่ํามาใช
ในการทดลอง  ทีม่ีสรีระที่เหมาะสมตอการเจริญของตัวออน ขณะเดียวกันภายในรางกายยงุแตละ
ชนิดจะมีอวัยวะสําหรับปองกันภายในรางกายที่แตกตางกันดวย การปองกนัไมโครฟลาเรียจะมี
อวัยวะที่มีลักษณะคลายฟนซึ่งใน Ae. aegypti จะม1ี อัน เรียกวา pharyngeal armature ที่อยู
สวนทายของคอหอย ทําใหปลอกหุมของ B. pahangi ฉีกขาดทําใหลําตัวไมโครฟลาเรียแตก 
(Bryan et al., 1974; Mcgreevy et al., 1978) นอกจากนี้สวนของผนังกระเพาะ (peritrophic 
matrix: PM) จะหนามากขึน้หลงัจากทีย่งุดูดเลือดเพื่อปองกันไมใหส่ิงมีชีวิตอืน่ที่อยูในกระแสเลอืด
โฮสตทําอันตรายตอยุง โดย PM จะหนามากที่สุด 24 ชั่วโมงหลงัจากยุงดูดเลือด (Pascoa et al., 
2002) ซึ่งจะสังเกตไดวาไมโครฟลาเรียที่ไมสามารถเคลือ่นที่ไปยงัอวยัวะที่เหมาะสมตอการเจริญ
ไดจะถูกยอยสลายอยูในกระเพาะตัง้แตวันที่ 1 หลงัไดรับเชื้อ และอุณหภูมิของสิ่งแวดลอมขณะที่
ทําการเลี้ยงยงุที่ควรจะมีอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซยีส แตในขณะที่ทาํการเลี้ยงยุงมีอุณหภูมหิอง
เฉล่ียเพียง 21 องศาเซลเซยีสเทานัน้ ขณะที่ Rodriguez และ Thompson  (1974) พบวาถามี
อุณหภูมิสูงจะทําใหไดตัวออนระยะที่ 3 นอย 

ผลการยอมสีตัวออน B. pahangi และ D. immitis ดวย Acid phosphatase 
acitivity โดยใช Naphthol AS-TR phosphate เปนสบัสเตรท ตัวออนติดสีแตกตางจากการยอม
โดยใช  Naphthol AS-TR hexazonium เปนสับสเตรท (Omar, 1977) ที่พบสวน excretory cell 
complex ของ B. pahangi, B. malayi และ W. bancrofti ไมติดสีแดง ขณะที่บริเวณนี้ของ D. 
immitis ติดสีแดงเขม ทําใหสามารถใชบริเวณแยกชนิดของพยาธ ิ2 กลุมนี้ได   ในการยอมคา pH 
เปนสวนสําคญัที่ทาํใหเกิดการติดสีที่แตกตางกนั การมีกลุมควบคมุในการยอมดวยทกุครั้งจงึเปน
ส่ิงจําเปน โดยการยอมสีไดดีที่สุดที่ pH 5.0 ถาคา pH แตกตางออกไปมากกวาหรือนอยกวา 0.5 
จะทําใหสีที่ปรากฏแตกตางออกไปมาก (Redington et al., 1975) แตกตางจาก Maki และ 
Yanagisawa (1980) ที่พบวาคา pH ที่ทาํใหเกิดปฏิกิริยาดีที่สุดใน D. immitis ตั้งแต 3.8 – 5.8  
นอกจากนี้ควรทําการยอมสีทันทีหลงัจากที่ไดตัวอยางและหลังจาก fix  ทันที ซึ่งถาเก็บตัวอยางไว
นานจะใหตัวอยางติดสีจางลงหรือไมติดสี ถึงแมวาจะเก็บตัวอยางไวที่ 4 องศาเซลเซียสก็ตาม  
เนื่องจากพบวาสไลดแผนเลือดหนาที่ใชเปนตัวควบคุมสีที่ยอมในแตละวัน แยกการติดสีในบริเวณ
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ตางๆของไมโครฟลาเรียไดยาก โดยเฉพาะไมโครฟลาเรียของ D. immitis สวนใหญที่สวน 
excretory vesical และ anal vesical ติดสีแดงจางมากหรือไมติดสีเลย  

งานวิจยันี้ไดทดลองใชเทคนคิ RT-PCR 2 แบบคือ One Step RT-PCR และ Two 
Step RT-PCR ซึ่งการใช One Step RT-PCR ถึงแมวาจะขอดีคือมีความจาํเพาะตอ mRNA ใช
ระยะเวลาในการทํานอยและลดความเสี่ยงตอการปนเปอน แตความไวในการเกิดปฏิกิริยายงัไมนา
พอใจ  

การเลี้ยงยุงและตัวออนหนอนพยาธิในยงุ 1 คร้ัง จะใชระยะเวลาประมาณ 1 
เดือน จงึจะสามารถเก็บตัวอยางมาสกัด RNA ได การใชวิธี Two Step RT-PCR จึงเหมาะตอการ
วิจัยนี้มากกวาวิธ ีOne Step RT-PCR เนื่องจาก สามารถลดปญหาการมี RNA จํานวนนอยไดและ
ลดการสลายไปของ RNA เมื่อเก็บเปนเวลานานได นอกจากนี้ยงัสามารถลดคาใชจายในการทํา
วิจัยดวย นอกจากนี้ไดทดลองใชไพรเมอรในการสังเคราะห cDNA 2 ชนิดคือ Oligod(T) และ 
Random hexamer  ซึ่งพบวาการใช Random hexamer สามารถนําไปตรวจหาทรานสคริปทั้ง
ของยีนโทรโปนินและโทรโปไมโอซินไดดีกวาการใช Oligod(T) อาจเนื่องมาจาก Oligod(T) 
จําเพาะตออารเอ็นเอที่มี poly (A) ประมาณ 1 – 4% ของอารเอ็นเอทัง้หมด ทําใหไดปริมาณ 
cDNA นอยกวาการใช Random hexamer  

จากการทดสอบความไวของการตรวจหาทรานสคริปของยีนโทรโปนินและโทรโป
ไมโอซินในตัวออนระยะที่ 3 ที่เจริญสมบูรณ ของ B. pahangi (วันที่ 14 หลังไดรับเชื้อ) จะพบวา
ตองใชตัวออนระยะที่ 3 จํานวน 60 ตัวจึงจะพบการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดนี้  เนื่องจากยีน
ทั้งสองชนิดนี้ไมมีความจําเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 ที่เจริญสมบูรณ แตมีความจําเพาะกับตัวออน
ระยะที่ 2 ที่กําลังพัฒนาเปนตัวออนระยะที่ 3 ระยะตน  

และจากผลการทดสอบความจําเพาะของยีนโทรโปนนิและโทรโปไมโอซินตอตัว
ออนระยะตางๆของ B. pahangi พบวาไมสอดคลองกับ Hunter และคณะ (1999) ที่พบการ
แสดงออกของยีนทั้งสองชนดิมากที่สุดในตัวออนระยะที ่ 3 ที่เจริญสมบูรณ และ มีการแสดงออก
ของยีนโทรโปนินมากกวาโทรโปไมโอซิน  แตจากการทดลองจะพบการแสดงออกของยีนทั้งสอง
ชนิดสูงที่สุดในตัวออนระยะที่ 2 (วันที ่ 8 หลังไดรับเชือ้) และไมพบการแสดงออกของยีนทั้งสอง
ชนิดในตัวออนระยะที ่3 ที่เจริญสมบูรณแตจะพบการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ชนิดนี้ในตัวออนระยะ
ที่ 3 ระยะตน  นอกจากนีย้งัพบวายนีโทรโปไมโอซินมกีารแสดงออกมากกวายนีโทรโปนิน  โทรโป
ไมโอซินพบไดที่กลามเนื้อผนังลาํตัวของ Caenorhabditis elegans (Robinson and Soichiro, 
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2006) พบ TroponinC ที่ผนังกลามเนื้อลําตัวและกลามเนื้อบริเวณคอหอยของ Caenorhabditis 
elegans (Brenner, 1974) โดย Tropomyosin จะทาํงานรวมกับ TroponinT และ TroponinI ที่
เกาะอยูบน actin ยับยัง้การหดตัวของกลามเนื้อ ขณะที่ TroponinC จะจับกับแคลเซียมเพื่อให 
TroponinI เปลี่ยนแปลงรูปรางแลว myosin มาจับกับ actin ได ทําใหเกิดการหดตวัของกลามเนื้อ 
(Gordon et al., 2000) จากการที่ Schacher (1962) พบวาตัวออนระยะที ่ 2 ของพยาธิ B. 
pahangi ที่พบในยุงตัง้แตวนัที ่ 6 – 7 หลังไดรับเชื้อ เร่ิมพบกลามเนื้อที่บริเวณรอยตอของหลอด
อาหารและมีกลามเนื้อผนงัลาํตัวทาํใหตวัออนเคลื่อนไหว โคงงอได แตยังคงเคลื่อนไหวชาเมื่อ
เทียบกบัตัวออนระยะที่ 3 ที่เคลื่อนไหวไดดีมาก  ดงันั้นจงึเปนไปไดวายนีโทรโปนินและโทรโปไม
โอซินจะมีการแสดงออกยีนในชวงที่ตวัออนกําลงัเจริญพัฒนาจากระยะที่ 2 เปนระยะที่ 3 ทั้งใน B. 
pahangi และ D. immitis  

การเกิดปฏิกิริยาขามจากการใชไพรเมอรโทรโปนินทดสอบความจําเพาะของดี
เอ็นเอหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi อาจเนื่องมาจากลําดับเบสของยีนโทรโปนินของ 
B. pahangi มีความคลายคลึงกับหนอนพยาธิ B. malayi  ถึง 93 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 3, Hunter 
et al., 1999) ขณะที่ลําดับเบสของยีนโทรโปไมโอซินของ B. pahangi มีความคลายคลึงกับ B. 
malayi สูงถึง 98 เปอรเซ็นต แตไมพบปฏิกิริยาขามจากไพรเมอรนี้อาจเกิดจากสภาวะการทําการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไมเหมาะสมหรือเกิดจากดีเอ็นเอมีการสลายตัว 

จากการศึกษาครั้งนี้เปนการใชเทคนิค RT-PCR ในการตรวจหาทรานสคริปของ
ยีนโทรโปนินและยีนโทรโปไมโอซิน ซึ่งสามารถพบการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดไดตั้งแตในตัว
ออนระยะที่ 2 ของพยาธิ B. pahangi เปนตนไป โดยมีการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดมากที่สุด
ในตัวออนระยะที่ 2 (วันที่ 8 หลังไดรับเชื้อ) และยีนโทรโปไมโอซินจะมีการแสดงออกมากกวายีน
โทรโปนิน ขณะเดียวกันสามารถพบยีนทั้งสองชนิดนี้ไดจากตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของ D. 
immitis เชนเดียวกัน โดยยีนโทรโปนินมีการแสดงออกมากกวายีนโทรโปไมโอซินและพบปฏิกิริยา
ขามของไพรเมอรโทรโปนินใน B. malayi  แมวาจะมีการเกิดปฏิกิริยาขามของยีนทั้งสองชนิดกับ
พยาธิฟลาเรียชนิดอื่น แตความไวและความจําเพาะในการตรวจพบทรานสคริปของยีนทั้งสองชนิด
ใน B. pahangi และ D. immitis มีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงสามารถใชโทรโปไมโอซินในการ
ตรวจหาตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของ B. pahangi  ดวยเทคนิค RT-PCR เพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตน
ในการบงชนิดของยุงพาหะนําโรคได  
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5.3 ขอเสนอแนะ 
1. การศึกษาครั้งตอไปควรทดสอบความไวของเทคนิค RT-PCR ตอการแสดงออกของยีนโทรโปนนิ
และโทรโปไมโอซินตอตัวออนระยะที่ 2 และ 3 ของพยาธ ิB. pahangi ในยุงหลงัจากไดรับไมโครฟ
ลาเรียที่ความเขมขนตางๆ เพื่อใหทราบจํานวนตัวออนทีน่อยที่สุดที่สามารถตรวจสอบได 
2. การศึกษาครั้งตอไปควรทดลองออกแบบไพรเมอรใหมและปรับสภาวะการทดลอง เพื่อใหยนีทั้ง
สองชนิดนี้มีความจาํเพาะตอ B. pahangi มากยิ่งขึน้ 
3. การศึกษาครั้งตอไปควรทดสอบความจาํเพาะของยนีโทรโปนนิและโทรโปไมโอซนิตอปรสิตชนิด
อ่ืนที่สามารถพบไดในยุง เพื่อใหทราบถงึรูปแบบการแสดงออกของยนีทัง้สองชนิดนี ้
4. คนควาหายีนตัวอืน่ทีม่ีความจาํเพาะตอตัวออนระยะที่ 3 พยาธิ B. pahangi เพื่อเปนทางเลือก
ใหมในการตรวจวนิิจฉัยเพื่อพิสูจนตวัออนระยะที ่3 B. pahangi  ในยุงนําโรค
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ภาคผนวก 
 
การเตรียม 50x Tris-acetate EDTA (TAE) 
 Tris base     242 กรัม 
 Glacial acetic acid    57.1 มิลลิลิตร 
 EDTA      100 มิลลิลิตร 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม 1x TAE 
 นํา 50x TAE 10 มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Cetyl -  Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 
 CTAB      2  กรัม 
 NaCl      8.2 กรัม 
 β-Mercapto-ethanol    0.2 มิลลิลิตร 
 EDTA      0.74 กรัม 
 Tris      1.214 กรัม 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม lysis buffer 
 EDTA      24.6 กรัม 
 N-laurylsarcosine    1.3  กรัม 
 เติม NaOH เพื่อปรับคา pH=9 
 เติม sterile water จนครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Phenol/Chloroform/isoamyl alcohol 
 Saturated Phenol    25 มิลลิลิตร 
 Chloroform     24 มิลลิลิตร 
 Isoamyl alcohol    1  มิลลิลิตร 
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การเตรียม 2% Agarose gel 
 ชั่ง agarose 0.6 กรัม ละลายใน 1x TAE ใหไดปริมาตรรวม 30 มิลลิลิตร 
 
การเตรียม Phosphate buffered saline (PBS) (0.01 M, pH 7.2) 
สารละลาย A 
NaH2PO4.H2O    1.38  กรัม 
NaCl     8.50  กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ   1  ลิตร 
สารละลาย B  
NA2HPO4    1.42  กรัม 
NaCl     8.50  กรัม 
เติมน้ํากลั่นใหครบ   1  ลิตร 
ผสมสารละลาย A ปริมาตร 280 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ปริมาตร 720 มิลลิลิตร  ปรับ pH 
เทากับ 7.2  
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สารเคมีและแหลงที่มา 

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

1. หลังจากทํา 3-line thick smear  จากเลอืดของสุนัขหรอืแมวที่มีไมโครฟลาเรีย ทิ้งสไลดใหแหง
อยางนอย 3 ชัว่โมงลางฮีโมโกลบินในน้าํกลั่น 1 – 2 นาท ีทิง้ไวใหแหง 

2.   วางสไลดที่มีตัวออนพยาธิฟลาเรียที่ไดจากการชําแหละไวใหแหง  
3. นํา absolute acetone  ไปแชในเครื่องทาํความเย็นที่ 4oC หรือตํ่ากวา จนกวาจะนาํแผนเลือด

มา fix 
4. ตั้งเครื่อง incubator ไวที ่37oC  
5. เตรียมน้ํายายอมสี ดังนี ้

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

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

Sodium 3: Pararosaniline 
Pararosaniline  hydrochloride   1.0  กรัม 
น้ํากลัน่               20.0 ซีซี 
HCl เขมขน     5.0 ซีซี 
ใส  pararosaniline  hydrochloride  ในน้ํากลัน่แลวตมใหเดือดเมื่อละลายแลว ใส 
HCl ลงไป ทิ้งไวใหเยน็ 

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

6.  นําสารละลายทัง้ 4 ชนิด ไปเตรียมเปน incubating  medium โดยการ ผสม solution 1 จํานวน 
25 ซีซี กับน้ํากลั่น 62.5 ซีซี  แลวเติม solution 2  จํานวน 5 ซีซี   solution 3 และ solution 4  
อยางละ 4 ซีซี  เขยาใหเขากนั  จากนัน้นาํไปวัดความเปนกรด-ดาง และปรับคา pH ใหเปน 5 
ดวย 0.1N  NaOH 

7.  fix สไลดดวย cold absolute acetone 1 นาท ี
8.  นําสไลดไปยอมสีใน incubating medium  ที ่37oC นาน 1 ชั่วโมง 
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อัตราการติดพยาธิฟลาเรยีในยุง Aedes aegypti (Thailand strain) 

อัตราการติดไมโครฟลาเรียในยุง Ae. aegypti  จํานวน 30 ตัวที่ดูดเลอืดแมวที่มี
ไมโครฟลาเรียของพยาธิ B. pahangi  จํานวน 6250 ตัว/มิลลิลิตร ตัง้แตเวลา 14.00 – 15.30 น.
พบวา อัตราการติดพยาธิในยุงคิดเปน100% (30/30) ในจํานวนนี้โดยเฉลี่ย มีไมโครฟลาเรีย 24 ตัว
ตอยุง 1 ตัว หลังจากการติดเชื้อในวนัที่ 1 อัตราการติดพยาธิในยุงลดต่าํลงและจาํนวนเฉลี่ยของไม
โครฟลาเรียหรือตัวออนทีพ่บตอยุง 1 ตัวมปีริมาณนอยลงเมื่อเวลาผานไป  โดยในวนัที่ 14 หลัง
ไดรับเชื้อ อัตราการติดตัวออนคิดเปน 13.33% (4/30) และมีตัวออนรวมทั้งสิน้ 7 ตัวเทานั้น 
(ตารางภาคผนวกที ่1)  บริเวณที่พบตัวออนในวนัที่ 1, 2, 3 และ 7 คือสวนอกและทอง สวนวนัที ่4, 
5, 6 และ 8 หลังไดรับเชื้อพบตัวออนเฉพาะในสวนอกของยุง  และตั้งแตวันที่ 9 หลังไดรับเชื้อจะ
เร่ิมพบตัวออนในสวนหวัของยุง  

เมื่อศึกษาอัตราการติดพยาธใินยุงเปรียบเทียบกับตัวออนของพยาธ ิ D. immitis  
โดยสุนัขมีความหนาแนนของไมโครฟลาเรยีเทากับ 1021 ตัว/มิลลิลิตร ที่เวลา 14.00 น. พบวา
วันที่ 1 หลังไดรับเชื้อ อัตราการติดพยาธิในยุงคิดเปน 100 % โดยยุง 1 เชนเดียวกับพยาธิ Brugia 
มีตัวออน 19.6 ตัวตอยุง 1 ตัว  ตั้งแตวนัที่ 2  - 20 ยงุมีอัตราการติดพยาธิลดนอยลง และคาเฉลี่ย
ของจํานวนตัวออนทีพ่บในยงุก็ลดต่ําลงดวย โดยในวนัที ่ 20 หลังการติดเชื้อ พบตวัออนเฉลี่ย 1.2 
ตัวตอยุง 1 ตัว และยงุมีอัตราการติดตัวออนคิดเปน 53%  (ตารางภาคผนวกที่ 2)  ตัวออนทีพ่บใน
วันที่ 1 – 4 หลังไดรับเชื้อจะพบในทอมัลพิเจียนและสวนทองของยงุ  ตั้งแตวันที่ 5 หลังไดรับเชื้อจะ
ไมพบตัวออนในสวนทองอีก ยกเวนวันที ่ 15 หลังไดเชื้อและวันนี้เปนวนัแรกทีพ่บตัวออนในสวนหวั
ของยุง ถงึแมวาตั้งแตวนัที ่ 4 หลงัไดรับเชื้อจะพบจาํนวนตัวออนในยุง 1 ตวัของ D. immitis 
มากกวาจํานวนตัวออนทีพ่บในยุง 1 ตวัของพยาธ ิ B. pahangi  แตตัวออนทีพ่บใน D. immitis 
สวนใหญเปนไมโครฟลาเรียที่กําลงัเจริญเปนตัวออนระยะที่ 1 ทีย่ังคงมชีีวิตอยูในทอมัลพิเจียน



   

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

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

จํานวนยุงที่พบตัวออน 
อัตราการติดตัวออน 

30 
100% 

30 
100% 

24 
80% 

26 
87% 

14 
47% 

13 
43% 

10 
33% 

10 
33% 

6 
20% 

7 
23% 

5 
17% 

2 
7% 

7 
23% 

2 
7% 

4 
13% 

4 
13% 

จํานวนตัวออนที่พบ:  
สวนหัว 
สวนอก 
สวนทอง 
รวม 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว 

 
-  

59 
657 
716 

23.87 

 
- 

161 
469 
630 
21 

 
- 

306 
118 
424 

14.13 

 
- 

190 
13 

202 
6.73 

 
- 

97 
- 

97 
3.23 

 
- 

65 
- 

65 
2.17 

 
- 

37 
- 

37 
1.23 

 
- 

17 
1 
18 
0.6 

 
- 

16 
- 

16 
0.53 

 
4 
14 
8 
26 

0.87 

 
5 
7 
7 

19 
0.63 

 
7 
6 
8 
21 
0.7 

 
5 
7 
2 
14 

0.47 

 
8 
2 
- 

10 
0.33 

 
12 
3 
4 
19 

0.63 

 
6 
- 
1 
7 

0.23 

อัตราการพบตวัออนในยุง   =   จํานวนยุงที่มตีัวออน X 100  (N=30) 
         

จํานวนตวัออนตอยุง 1 ตัว = จํานวนตวัออนทีพ่บทัง้หมด 
          จํานวนยงุทั้งหมด 
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ตารางภาคผนวกที ่2  อัตราการติดหนอนพยาธิ  D. immitis  ในยงุ Ae. aegypti (Thailand strian) จํานวน 30 ตัว 

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

จํานวนยุงที่พบตัวออน 
อัตราการติดตัวออน 

23 
77% 

30 
100
% 

28 
93% 

18 
60% 

20 
67% 

14 
47% 

7 
23% 

14 
47% 

14 
47% 

16 
57% 

15 
50% 

15 
50% 

18 
60% 

16 
53% 

19 
63% 

21 
70% 

26 
86% 

18 
60% 

17 
57% 

20 
67% 

16 
53% 

จํานวนตัวออนที่พบ : 
สวนหัว 
สวนอก 
สวนทอง 
ทอมัลพิเจียน 
รวม 
จํานวนตัวออนตอยุง 1 ตัว 

 
- 
- 

201 
- 

201 
6.7 

 
- 
- 

233 
355 
588 
19.6 

 
- 
- 

286 
159 
445 
4.83 

 
- 
- 

10 
133 
143 
4.76 

 
- 
- 

20 
136 
156 
5.2 

 
- 
- 
- 

105 
105 
3.5 

 
- 
- 
- 

41 
41 

1.36 

 
- 
- 
- 

52 
52 

1.73 

 
- 
- 
- 

45 
45 
1.5 

 
- 
- 
- 

82 
82 

2.73 

 
- 
- 
- 

49 
49 

1.63 

 
- 
- 
- 

63 
63 
2.1 

 
- 
- 
- 

53 
63 
2.1 

 
- 
- 
- 

40 
40 

1.33 

 
- 
- 
- 

52 
52 

1.73 

 
15 
- 
1 

51 
67 

2.23 

 
19 
- 
- 

51 
70 

2.33 

 
12 
- 
- 

23 
35 

1.16 

 
12 
- 
- 

25 
37 

1.23 

 
6 
- 
- 

40 
46 

1.53 

 
9 
- 
- 

27 
36 
1.2 

   

อัตราการพบตวัออนของยุง   =   จํานวนยุงที่มตีัวออน X 100  (N=30) 
    

จํานวนเฉลีย่ของตัวออนที่พบในยุง 1 ตัว = จํานวนตวัออนทีพ่บทัง้หมด 
            จาํนวนยงุทัง้หมด 
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รูปภาคผนวกที่ 1 กรงสําหรบัเลี้ยงยงุตัวเต็มวัย 
 
 

 
 
รูปภาคผนวกที่ 2 กลองสาํหรับใสยุงตัวเต็มวัย  
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รูปภาคผนวกที่ 3  แสดงยุงดูดเลือดสัตวทดลองที่มีไมโครฟลาเรียในกระแสเลือด 
 
 

 
 
รูปภาคผนวกที่ 4  mass dissection 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวศิวะพร กล่ําคลาย เกิดวันที ่ 10 พฤศจกิายน พ.ศ.2524 ทีจ่ังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต(ชีววทิยา) คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัศิลปากร ในปการศึกษา 2546 และในปเดียวกนัไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญา
มหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววทิยาทางสัตวแพทย(ปรสิตวิทยา) ภาควิชาพยาธิวทิยา คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
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