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วิทยานิพนธนี้สําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของผูชวยศาสตราจารย       

ดร.จตุรงค  พุทธพรทิพย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ที่ไดกรุณาใหความชวยเหลือ ประสิทธิ์ประสาทความรูและคําแนะนําในการ

แกปญหาตาง ๆ ระหวางการศึกษาวิจัย เปนผูใหความเมตตากรุณาตอขาพเจาอยางดียิ่ง ตลอดจน

แกไขขอผิดพลาดของวิทยานิพนธฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณอยางดีที่สุด  ขาพเจาขอกราบ

ขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ ศาสตราจารย นายแพทยสมชาย  

จงวุฒิเวศย และผูชวยศาสตราจารย นายแพทยประเสริฐ  สิทธิเจริญชัย ที่ไดกรุณาใหการ

สนับสนุน ใหความรู ความคิดเห็นตาง ๆ ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนชวยแกไขขอผิดพลาดของ

วิทยานิพนธฉบับนี้อยางดียิ่ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงอีกครั้งไว ณ ที่นี้ สําหรบัคํา

สอนตาง ๆ อันมีคุณคาที่ขาพเจาพึงไดรับตลอดการศึกษา 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยณัฐรส จันทชุม ภาควิชาปรสิตวิทยา  

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย นายแพทยเกรียงศักดิ์   

ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ไดกรุณาให

คําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมากยิ่งขึ้น ขอขอบพระคุณ 

อาจารยสุนีย สีธรรมใจ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร คุณมาลี    

เจริญกร  คุณอุรัสยา พัฒนวงศ  คุณทวีศักดิ์ แซเตีย  คุณธงชัย หงษศรีเมือง ภาควิชาปรสิตวิทยา 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหคําแนะนําและความชวยเหลือดวยดีเสมอมา 

 ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที่ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ วัสดุ อุปกรณ และเครื่องมือตาง ๆ ตลอดจน

ความชวยเหลือในทุก ๆ ดานสําหรับการศึกษาวิจัย      

 สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา พี่ นอง และเพื่อน ๆ ทุกคนสําหรับ

คําปรึกษา กําลังใจ ตลอดจนการสนับสนุนขาพเจาในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดยตลอด 
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บทที่  1 
 

 บทนํา 
 

 

พยาธิแสมาหรือ whipworm (Trichuris sp.) จัดเปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธิตัวกลม    

ในลําไสที่ไมมฟีาสมิด (Aphasmids) โดยคําวา “Trichuris” ตามความหมายแลวแปลวา “มีหาง 

คลายเสนดาย” ทัง้นี้เกิดจากความเขาใจผดิวาสวนทีเ่รียวเล็กของพยาธิแสมาเปนสวนหางซึง่แท 

จริงแลวเปนสวนหัว ตอมาในป ค.ศ. 1998 Schrank ไดตั้งชื่อพยาธิข้ึนใหมวา “Trichocephalus” 

ซึ่งหมายถึงสวนหัวที่มีลักษณะคลายเสนดาย แตชื่อใหมนี้ไมเปนที่นิยมใชโดยมีใชกันเฉพาะใน 

แถบลาตินอเมริกาเทานั้น ปจจุบันจึงรูจักกันทั่วไปในชื่อเดิมคือ Trichuris sp. ลําตัวของพยาธิ  

แบงออกเปนสองสวนอยางชัดเจนคือสวนหนา (anterior) ซึ่งมีลักษณะเรียวเล็ก และสวนทาย 

(posterior) ที่มีลักษณะพองโต มีหลอดอาหารเปนแบบ stichosome เชนเดียวกับหนอนพยาธิ 

Capillaria sp. และ Trichinella spiralis ซึ่งจัดอยูใน Superfamily Trichinelloidea 

พยาธิแสมาเปนปรสิตที่พบไดทั่วไปในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด ปจจุบันพบวา    

พยาธิแสมามีความหลากหลายทางสายพันธุ (species) ซึ่งโดยเบื้องตนแลวมักใชลักษณะทาง

กายสัณฐานของพยาธิรวมกับชนิดของโฮสตที่พบในการจําแนก สําหรับ Trichuris trichiura      

(L., 1771) เปนพยาธิแสมาชนิดที่จาํเพาะตอสัตวในตระกูลไพรเมท (primates) รวมถึงมนุษยดวย 

และในเวลาตอมาไดมีผูรายงานพบพยาธแิสมาชนิดอืน่ ๆ อีกหลายชนดิที่มโีฮสตจําเพาะเปนสัตว

เลี้ยงลูกดวยนม เชน สนุัข สุกร โค แกะ แพะ อูฐ กระตาย และหน ูเปนตน ดวยเหตนุี้จึงมีผูสนใจ

ทําการศึกษาเกี่ยวกับคุณลักษณะตาง ๆ ของพยาธิแสมาในหลายดาน ไมวาจะเปนการศึกษา

ทางดานอนุกรมวิธาน สัณฐานวิทยา ภูมิคุมกันวิทยาระหวางโฮสตกับพยาธ ิรวมถึงชีวโมเลกุลของ

พยาธิ เปนตน สาํหรับการศึกษาในชวงแรกมักเปนการศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิดังเชนการ 

ศึกษาของ Chandler (1930) ไดรายงานลักษณะของพยาธิตัวเต็มวัยและไขของพยาธิแสมา 5 

ชนิด คือ T. vulpis, T. ovis, T. trichiura, T. minuta  และ T. leporis  พรอมทั้งศึกษาลักษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาโดยละเอียดของ T. tenuis ซึ่งเปนชนิดที่คนพบใหมจากอูฐที่ตายใน Houston 

Zoological Garden เปนตน การศึกษาเหลานี้มีจุดประสงคเพื่อจาํแนกชนิดของพยาธิแสมาโดย

การเปรียบเทียบและศึกษาอนุกรมวิธานจากลักษณะภายนอกของพยาธิตัวเต็มวัยที่พบในโฮสต 

ชนิดตาง ๆ เปนหลัก 
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วงชวีิตของ T.  trichiura มีการศึกษาครั้งแรกโดย Grassi ในป ค.ศ. 1887 จากนัน้มกีาร 

ศึกษาตอมาโดย Fulleborn ในป ค.ศ. 1923 และ Hasegawa ในป ค.ศ.1924 พยาธแิสมามีวงจร

ชีวิตที่สมบูรณโดยอาศัยโฮสตเพียงชนิดเดยีวเทานั้น ไมมีโฮสตตัวกลาง การติดตอสูมนุษยเปนแบบ 

soil-transmitted จากการรบัประทานไขพยาธิระยะติดตอซ่ึงผานการเจริญอยูในสภาวะแวดลอมที่

เหมาะสมภายนอกโฮสตเปนระยะเวลาหนึง่ สําหรับผูที่ติดโรคพยาธิแสมาสวนใหญมกัไมมีอาการ

แสดงทางคลนิิกหรืออาจเกดิอาการเพยีงเล็กนอยไมรุนแรง อยางไรก็ตามในผูที่ติดเชือ้ระดับปาน

กลาง (moderate infection) หรือติดเชื้อเปนจํานวนมาก (heavy infection) สามารถทําใหผูปวย

เกิดพยาธิสภาพภายในลําไส มีอาการแสดงที่รุนแรงและชัดเจน เชน ทองรวงเรื้อรัง เสียเลือดมาก 

โลหิตจาง ขาดสารอาหาร ในกรณีที่มพียาธิจํานวนมากอาจเกิดภาวะลําไสอุดตันหรอืลําไสทะลุจน

เสียชีวิตได (ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล, ศรชัย หลอูารียสุวรรณ และประยงค ระดมยศ, 2549) 

จากขอมูลในป ค.ศ. 2001 พบวาประชากรเกือบหนึง่พันลานคนทัว่โลกติดโรคพยาธแิสมา 

(trichuriasis) (Beaver, Jung และ Cupp, 1984) โดยพบมากเปนอันดับสองรองจากโรคพยาธิ

ไสเดือน (ascariasis) (Katz, Despommier และ Gwadz, 1989) และมีอัตราการแสดงอาการของ

โรคสูงถึงกวา 200 ลานคน โรคพยาธิแสมาจัดเปนโรคทีก่อใหเกิดผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพของ

ประชากร และโดยออมตอประสิทธิภาพในการทาํงานของผูติดเชื้ออันจะมีผลตอการพัฒนาสังคม

และเศรษฐกิจของประเทศ โดยเฉพาะประเทศเขตรอนแถบเสนศูนยสูตรและเขตอบอุนที่มีการ

จัดการดานสาธารณสุขต่าํกวามาตรฐาน หรือในประชากรที่มีระดับการครองชีพต่าํและขาดการ

โภชนาการที่ดีซึ่งรวมถึงประชากรในประเทศไทยดวย พยาธิแสมาเปนพยาธิที่พบไดท่ัวไปใน

ประเทศไทย อัตราการติดโรคพยาธิแสมาโดยเฉลี่ยทั่วประเทศคิดเปนรอยละ 6.46 พบมากที่สุด

ทางภาคใตโดยมีอัตราการติดโรครอยละ 32.5 สําหรับภาคกลาง ภาคเหนือ และภาคตะวันออก 

เฉียงเหนือ มีอัตราการติดโรครอยละ 4.46, 0.12 และ 0.01 ตามลําดับ (สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) 

หลังจากป ค.ศ. 1956 นักวิจัยบางสวนไดเล็งเห็นถึงความสําคัญในการศึกษาเกี่ยวกับ

พยาธิแสมาชนิดที่เปนปรสิตของสุนัขหรือ T. vulpis มากขึ้นเนื่องจากมีการตรวจพบไขพยาธิใน

อุจจาระผูปวย trichuriasis ซึ่งไขที่พบมีขนาดใหญกวาไขพยาธิ T. trichiura ที่พบโดยปกติ แต 

กลับมีความใกลเคียงกับขนาดไขของ T. vulpis จึงมีความเขาใจวามนุษยสามารถติดโรคจาก      

T. vulpis ได ในปจจุบันสภาวการณของผูปวย trichuriasis ที่ไดรับการวินิจฉัยวาเกิดจาก T. vulpis 

ทั่วโลกมีรายงานอยูมากกวา 30 ราย ซึ่งลวนแลวแตใหคาํวินิจฉัยจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของไขพยาธิที่พบในอุจจาระเทานั้น นอกจากนี้ T. suis ซึ่งเปนปรสิตของสุกรก็เคยมีรายงานวา

สามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกัน (Minvielle, Pezzani และ Basualdo, 1993) 
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กรุงเทพมหานครจัดเปนเมืองที่มกีารเจริญเติบโตในดานเศรษฐกิจ สังคม และคุณภาพชีวิต

ของประชากรอยางรวดเร็ว แตในขณะเดียวกนัหลายสถานที่ในกรุงเทพฯยังคงเปนแหลงชุมชนทีม่ี

ผูคนอาศัยอยูอยางแออัดและมีคุณภาพชวีติต่ํากวามาตรฐาน เชน แหลงสลัมหรือชุมชนทีม่ีระบบ

จัดการน้าํทิง้และการระบายน้ําไมถกูหลกัสุขาภิบาล เปนตน ซึ่งไมวาจะเปนแหลงชมุชนที่ไดกลาว

มา วัด สวนสาธารณะ หรือโรงเรียน ลวนแตเปนสถานที่ที่เหมาะสําหรับการสะสมและแพรกระจาย

ของโรคพยาธแิสมาทัง้ในมนุษยและสุนัข โดยเฉพาะในสุนัขจรจัดซึ่งพบไดกระจัดกระจายทั่วไปใน

กรุงเทพฯ สุนขัเหลานี้ไมไดรับการควบคมุและปองกนัโรคจากทางรัฐบาลทาํใหการแพรกระจายโรค

พยาธิแสมาในสุนัขจรจัดมีมากตามไปดวยและสุนัขจรจัดเหลานี้ยงัคงมคีวามสัมพันธใกลชิดกับ

สุนัขที่เลี้ยงแบบปลอย เปนเหตุใหสุนัขเลี้ยงสามารถติดโรคพยาธิแสมาไดโดยตรง และอาจทํา

หนาที่เปนตัวแพรกระจายเชื้อสูมนุษยที่ใกลชิดตัวสุนัขหรืออาศัยอยูในแหลงเดียวกนัอีกดวย 

ระบาดวิทยาของปรสิตหนอนพยาธทิี่พบในสุนัขจรจัดเขตกรุงเทพฯไดรับการศึกษาครั้งแรก

โดย Manning และคณะ (1969) ตอมา Hinz (1980) ไดรายงานอัตราการติดโรคพยาธิในลาํไสของ

สุนัขจรจัดในเขตกรุงเทพฯ พบวาพยาธิแสมามีอัตราการระบาดมากเปนอันดับสอง (54.2%) และมี

รายงานวาพบนอยลงเปน 33% โดยอาคมและสุพจน (2544) ถึงแมวาผูปวยที่ติดโรคจาก T. vulpis 

จากทั่วโลกยังมีรายงานไมบอยนัก แตเนื่องจากพยาธิชนดินี้มีโฮสตจําเพาะ (definitive host) เปน

สุนัขซึ่งมีความใกลชิดกับมนุษย การติดโรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis (zoonotic trichuriasis) จึง

เปนเรื่องที่ควรใหความสําคญั เพราะนอกจากจะมีผลทาํใหผูปวยเกิดอาการทางคลินิกไดเชนเดยีว 

กับผูปวยจาก T. trichiura แลว ยังพบวาพยาธิสามารถทําใหผูปวยบางรายเกิดอาการ visceral 

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

Roth, n.d.) ดังนั้นการศึกษาในรายละเอียดของพยาธิ T. vulpis จึงมีความจําเปน ในแงของ 

zoonosis อีกดวย 

การพบผูปวย trichuriasis จากพยาธ ิT. vulpis ในระยะหลังยงัคงมีอยู และสวนใหญมัก

ใหผลการวินิจฉัยโรคโดยใชวิธีการทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิในการพิสูจน ถึงแมวาไขของ     

T. vulpis จะมรูีปรางลักษณะคลายถงัเบียร (barrel shape) มากกวาไขของ T. trichiura ก็ตาม  

แตการวินิจฉัยโดยสัณฐานวิทยาของไขพยาธิท้ังสองชนิดก็อาจกอใหเกิดความสับสนและความ

ผิดพลาดของผลการวินิจฉัยได เนื่องจากไขพยาธิทั้งสองชนิดนี้มีรูปรางและขนาดที่ใกลเคียงกัน 

(Dunn และคณะ, 2002) หรือหากจะมีการวินิจฉัยไขรวมกับการตรวจดูพยาธิตัวเต็มวัยก็ยังพบ

อุปสรรคจากโอกาสทีจ่ะพบพยาธิตัวเต็มวยัในอุจจาระผูปวยซึง่มีนอยมาก สวนการนําพยาธิตัวเตม็

วัยออกมาศึกษานอกจากจะมีวิธกีารทียุ่งยากแลวยังเปนการเพิ่มคาใชจายแกผูปวยโดยไมจําเปน 
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อยางไรก็ตามหลังจากมีความเจริญกาวหนาทางวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ีองคความรู

ตาง ๆ ไดถูกนํามาประยุกตใชในการศึกษาพยาธิแสมาอยางกวางขวาง เชน การศกึษาระบาด

วิทยา น้ําเหลืองวิทยา และอณูชีววิทยา เปนตน ในปจจุบันความรูทางดานชีวโมเลกุลไดรับการ

ยอมรับวาเปนวิธกีารที่ดีและมีประสิทธิภาพสูงสาํหรับใชศึกษาลักษณะทางพนัธกุรรมของสิ่งมีชวีิต

ตาง ๆ โดยเกิดความผิดพลาดนอย เชน การศึกษาคุณลักษณะของดีเอ็นเอของพยาธิแสมา 

โดยเฉพาะการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ ribosomal RNA แตขอมูลดังกลาวยังมีอยูอยาง 

จํากัด ซึ่งขอมูลลําดับเบสของ ribosomal RNA gene ใน T. vulpis มีเฉพาะในสวนของ ITS1-

5.8S-ITS2 (accession number AM234616) (Cutillas และคณะ, 2007) สวนลาํดับเบสของ     

T. trichiura มีรายงานไวในสวนของ 18S rRNA gene เทานั้น ดังนั้นการโคลน ribosomal RNA 

gene บนตําแหนงเปาหมายเพื่อใหไดยนีตนแบบที่มีลําดบัเบสสมบูรณจึงมีความสําคัญและเปน

ประโยชนตอการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวของในอนาคต ตลอดจนการใชสําหรับพัฒนาวิธีการปฏิกิริยา

ลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) เพื่อการวินิจฉัย T. trichiura และ T. vulpis ไดอยางถูกตองในงานวิจยั 

นี ้อันจะเปนประโยชนตอการทราบระบาดวิทยาของพยาธิแสมาทัง้ 2 ชนิดนี้ในประเทศไทย และ

เพื่อเปนแนวทางในการควบคุมและปองกนัโรคพยาธิแสมาอีกทางหนึ่งดวย 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 

อนุกรมวธิานของพยาธิแสมา (Trichuris sp.) 
 

 Phylum Nematoda 

     Class Enoplea, Adenophorea, Aphasmidea 

           Subclass Enoplia 

                Order Enoplida 

                     Superfamily Trichuroidea 

                          Family Trichuridae 

                               Genus Trichuris 

 

พยาธิแสมาเปนปรสิตหนอนพยาธิตัวกลมที่สําคัญชนิดหนึง่ซึ่งอาศัยอยูในลําไสของโฮสต 

(intestinal nematode) จากการจัดลําดับหมวดหมูในอนุกรมวธิานโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของตัวพยาธ ิชนิดของโฮสต และการจําแนกทางชวีโมเลกุล ทาํใหปจจุบันสามารถจําแนก

พยาธิแสมาออกเปนหลายชนิดดังแสดงในตารางที่ 1 ซึ่งจะเหน็ไดวาพยาธิแสมาเปนปรสิตที่มี

ความจาํเพาะตอโฮสตที่เปนสัตวเลี้ยงลกูดวยนม เชน โค กระบือ แพะ แกะ สนุัข หน ูลงิ เปนตน 

นอกจากนีย้ังมีการศึกษาในดานความสัมพันธระหวางชนิดของพยาธแิละโฮสตจําเพาะโดยพยาธิ

แสมาแตละชนิดมีระดับความหลากหลายของโฮสตจําเพาะที่แตกตางกัน บางชนิดมีความจาํเพาะ

ตอโฮสตในระดับ Genus หรือบางชนิดกม็ีความจาํเพาะตอโฮสตในระดับ Family เชน T. arvicolae 

ซึง่มีรายงานพบในสัตวฟนแทะใน Family Arvicolidae ขณะเดียวกนับางชนิดก็สามารถพบไดใน

โฮสตที่มีความหางไกลกนัทางสายวิวฒันาการมากขึ้น เชน T. skrjabini  ซึ่งพบไดใน อูฐ โค แพะ 

และแกะ สําหรับพยาธิแสมาที่เปนปรสิตของมนษุย ปจจุบันพบเพียงชนิดเดียวคือ T.  trichiura 
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ตารางที ่1 แสดงพยาธิแสมาชนิดตาง ๆ และโฮสตจําเพาะของพยาธแิตละชนิด 

 

    

ชนิดของพยาธิ โฮสต 

T. trichiura (Linnaeus, 1771) primate 

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

T. suis (Schrank, 1788) swine 

T. vulpis (Froelich, 1789) canids 

T. ovis (Abildgaard, 1795) cattle, sheep 

T. leporis (Zeder, 1803) rabbit, hare 

T. discolor (Von Linstow, 1906) cattle 

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

T. tenuis (Chandler, 1930) camelid 

T. sylvilagi (Tiner, 1950) rabbit 

T. arvicolae (n. sp.) rodent (Family Arvicolidae) 
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ลักษณะทัว่ไปของพยาธแิสมา 
 

การศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิแสมามีอยูอยางกวางขวางนับตั้งแตอดีตมาจนถึง

ปจจุบัน โดยในอดีตจัดวามีความสาํคัญมากในแงของการจัดลาํดับหมวดหมูทางอนุกรมวิธาน 

เนื่องจากไดมกีารคนพบพยาธิแสมาอยูในโฮสตชนิดอื่น ๆ อีกมาก การจําแนกชนิดของพยาธิจึงใช

การพิจารณาจากลักษณะทางกายสัณฐานประกอบกับชนิดของโฮสตที่พบเปนสาํคัญ อยางไรก็

ตามเมื่อมกีารคนพบพยาธิแสมาในโฮสตชนิดตาง ๆ มากขึ้น การจําแนกชนิดของพยาธิแสมาก็มี

ความยุงยากและคลุมเครือมากขึ้นตามไปดวย โดยพบวาพยาธิบางชนดิมีรูปรางภายนอกเหมือน 

กันแตพบในโฮสตตางชนิดกัน บางชนิดมีความแปรผันในรูปรางลักษณะสูง หรือหลายชนิดที่มี

รูปรางลักษณะคลายคลึงกนัมาก เปนตน ในระยะหลงัที่ความรูทางดานชวีโมเลกุลรวมถึงเทคนิค

ตาง ๆ ไดถูกพฒันาขึน้ การศึกษาลักษณะพันธุกรรมของพยาธิจงึถกูนาํมาใชประกอบการศึกษา

พยาธิแสมาอยางกวางขวาง และสามารถใหความกระจางชัดในเรื่องสายพนัธุของพยาธิและโฮสต

จําเพาะไดเปนอยางด ี

 หลายการศึกษาไดบรรยายไวถึงลักษณะทางสัณฐานวทิยาของพยาธแิสมาที่ไดจากโฮสต

ชนิดตาง ๆ ตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน ดังเชนรายงานของ Mayer ในป ค.ศ. 1841 ซึ่งเปนบุคคลแรก 

ที่ไดบรรยายรปูรางลักษณะของ genital organs และลักษณะภายนอกของพยาธ ิT. ovis โดย

อธิบายสัณฐานวิทยาตาง ๆ พรอมดวยภาพวาดของ spicule และ sheath (Sarwar, 1959) 

หลังจากนั้นยังมีการอธิบายถึงอนุกรมวิธานและสัณฐานวิทยาของพยาธิใน genus Trichuris    

โดย Wilson (1846) อีกการศึกษาหนึง่เกีย่วกับพยาธิแสมาในสัตวเคี้ยวเอื้องโดย Sprehn (1927) 

ไดรายงานวา T. globulosa เปนปรสิตซึ่งมีโฮสตจําเพาะคือแกะและแพะ และอธิบายถึงความ

แตกตางระหวาง T. ovis และ T. globulosa ในลักษณะของ spicule และ sheath ประกอบกับ

การศึกษาในเวลาตอมาโดย Chandler (1930) ทีพ่บวาความยาวของ spicule สามารถใชเปน

เกณฑในการจําแนกชนิดของพยาธิแสมาไดอยางนาเชือ่ถือที่สุดเมื่อพิจารณาควบคูไปกับลักษณะ

ภายนอกอืน่ ๆ และในป ค.ศ. 1932 มีรายงานที่ไดอธิบายถึงลักษณะและโครงสรางของ vagina   

ใน T. ovis และ T. globulosa ทําใหพบวาโครงสรางของ vagina ในพยาธิแสมาทั้งสองชนิดมี

ความแตกตางกัน (Baylis, 1932) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาถึงโครงสรางของกลามเนื้อบริเวณ 

ejaculatory duct โดย Oliveros และคณะ (2000)                                            
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 T. suis ไดรับความสนใจอยางกวางขวางในกรณีของการเกิด zoonotic เนื่องจากการมี

สัณฐานวทิยาที่คลายคลงึกนัมากกบั T. trichiura (Creplin, 1825; Schwartz, 1926) อยางไรก็ตาม  

มีการศึกษาที่ไดพิสูจนถงึความแตกตางกนัในรูปรางของพยาธิแสมาทั้งสองชนิดวาสามารถแยก

จากกันได (Sondak, 1948; Pavlovski และ Sondak, 1951) อยางเชนความยาวของ spicule 

สามารถใชเปนตัวจําแนกชนิดของพยาธิแสมาได แตอยางไรก็ตาม spicule ของ T. suis  กับ        

T. trichiura ก็ยังคงมีความคลายคลึงกนัมาก ในการจาํแนกพยาธิทัง้สองชนิดนอกจากความยาว

ของ spicule แลวยังสามารถตรวจสอบไดจาก pericloacal papillae ซึ่งพบเฉพาะใน T. trichiura 

เทานั้น (Chandler, 1930; Knight, 1971) แตจากการศึกษาเพิม่เติมโดย Spakulova และ Lysek 

(1981) พบวารูปรางลักษณะของ T. suis ที่ไดจาก sus scrofa domestica (swine) และ        

sus scrofa scrofa (wild boar) ทั้งเพศผูและเพศเมียมีความแตกตางกัน ประกอบกับการพบ 

pericloacal papillae ใน T. suis จาก wild boar เชนเดียวกับใน T. trichiura ซึ่งขัดแยงกับ

การศึกษากอนหนา T. trichiura จึงอาจติดตอขามโฮสตไปสู wild boar ไดเชนเดียวกับผลงาน

ตีพิมพในป ค.ศ. 1979 (Thienpont, Rochette และ Vanparijs, 1979) 

 จากรายงานของ Spakulova (1994) ซึ่งไดศึกษาสัณฐานวทิยาของพยาธิแสมาโดยการวัด

ความยาวของอวัยวะตาง ๆ และคาํนวณดวยสูตรทางคณิตศาสตร เพื่อการจาํแนกพยาธิแสมา  

เพศผู 5 สายพันธุออกจากกัน คือ T. ovis, T. skrjabini, T. sylvilagi, T. suis และ T. trichiura  

พบวาการจําแนกพยาธิแสมาเพศผูโดยการวัด spicule length, spicule shaft width และ total 

body length ของพยาธิเปนวิธีการที่เหมาะสมและเพยีงพอสําหรับการตรวจวินิจฉัย T. skrjabini, 

T. sylvilagi และ T. ovis ออกจากกัน สวน T. suis และ T. trichiura เปนพยาธิที่มีลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกนัเปนอยางมาก และมักทาํใหการวินิจฉัยโดยพิจารณาเพียงลักษณะ    

ที่กลาวมาแลวผิดพลาดไป จงึตองมีเกณฑในการพิจารณาเพิ่มข้ึนอีก 4 ลักษณะคือ anterior body 

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

place of oesophagointestinal junction จึงจะเพียงพอและเชื่อถือได 

 จากที่กลาวมาจะเห็นไดวาการศึกษาความแตกตางทางสัณฐานวิทยาของพยาธิแสมาตัว

เต็มวัยเพื่อเปนเกณฑในการจําแนกชนิดของพยาธิ ในจํานวนนี้มหีลายชนิดสามารถวินจิฉัยไดอยาง

ชัดเจน แตกย็งัมีขอยกเวนสาํหรับบางชนดิที่อาจมีความแปรผันในรูปรางลักษณะสูงเมื่ออยูในโฮสต

ตางชนิดกัน เนื่องจากชนิดของโฮสตที่พยาธิอาศัยมีอิทธิพลใหพยาธิมีรูปรางลักษณะที่แตกตาง   

กันไป และบางครั้งอาจทําใหมีการระบุเปนชนิดใหมได ดังนัน้การใชเกณฑในการจาํแนกชนิดของ

พยาธิแสมาโดยอาศัยการพิจารณาจากสัณฐานวิทยาของตัวพยาธิเพียงอยางเดียวจึงมีความไม

ชัดเจน (Knight, 1984) 
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 สําหรับการศึกษาสัณฐานวิทยาของไขพยาธิแสมานั้นเริ่มข้ึนในระยะหลังโดย Corrêa, 

Yamanaka, Corrêa, Silva และ Silva (1980) เปนคณะแรก ซึ่งทําการศึกษาไขพยาธิภายในมดลูก

ของ T. trichiura ตัวเต็มวัยที่ไดจากคนไข จากการศึกษาพบวามีไขพยาธิขนาดใหญผิดปกติจาก   

ที่เคยพบมาปนอยูกับไขพยาธิขนาดปกติ สวน Ash และ Orihel (1984) ไดรายงานเกี่ยวกับขนาด

ของไขโดยทั่วไปของ T. trichiura วามีความยาว 50–54 ไมโครเมตร และกวาง 22–23 ไมโครเมตร  

ตอมาไดมีการศึกษาของ Yoshikawa และคณะ (1989) ที่ใหการสนับสนุนผลงานของ Corrêa  

และคณะ (1980) ไดเปนอยางดี โดยเริ่มจากการพบความผันแปรในขนาดของไข T. trichiura ใน

อุจจาระของผูปวยซึง่มีทัง้ไขขนาดปกติจนถึงขนาดใหญ นอกจากนีย้ังอธิบายถงึสัณฐานวิทยาของ

พยาธิตัวเต็มวยัเพศเมยีที่ไดจากผูปวยรายเดียวกนั พรอมทั้งเปรียบเทยีบกับตัวเต็มวัยและไขของ  

T. vulpis ที่ไดจากอุจจาระสุนัข พบวาพยาธิตัวเต็มวยัเพศเมียของ T. trichiura สามารถแยกออก

จาก T. vulpis ไดโดยมดลูกของ T. trichiura จะมีลักษณะคดเวียนอยางเดนชัด ในขณะที่มดลูก

ของ T. vulpis จะคอนขางตรง สวนการศึกษาความผันแปรในขนาดของไขพยาธิพบวาความยาว

ของไข T. trichiura สามารถแยกออกเปนสองกลุมไดอยางชัดเจน โดยกลุมขนาดเล็กมีความยาว

นอยกวา 64 ไมโครเมตร กลุมขนาดใหญมีความยาวตั้งแต 64 ไมโครเมตรขึ้นไป และยาวที่สุดถึง 

82.5 ไมโครเมตร สวนไขของ T. vulpis มีความยาวตั้งแต 72.5–90.0 ไมโครเมตร ซึ่งคาบเกี่ยวกับ

ขนาดไขของ T. trichiura กลุมขนาดใหญ นอกจากนีย้ังมีรายงานเรื่องการพัฒนาของตัวออนในไข

พยาธิทั้งสองชนิดที่เลี้ยงไวภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 เดือน พบวาไขที่ไดจาก

มดลูกของพยาธิทัง้สองชนิดหยุดการเจริญที่ระยะ morula ในขณะที่ไขพยาธิจากอุจจาระสามารถ

พัฒนาเปนตัวออนได แตไขของ T. vulpis สวนใหญจะมีขนาดโตขึ้นและมีลักษณะคลายถังเบียร 

(barrel shape) นอกจากนีย้ังมีรายงานผูปวย (Case report) ซึ่งตรวจพบไขพยาธแิสมาขนาดใหญ

กวาไข T. trichiura ขนาดปกติคือมีความยาวเฉลีย่ 90 ไมโครเมตร ความกวางเฉล ี่ย 40 ไมโครเมตร 

เมื่อเทียบกับการศึกษาของ Yoshikawa และคณะ (1989) ประกอบกบัการสืบประวตัิพบวาผูปวย

เลี้ยงสุนัข จึงใหการวินิจฉัยวาไขพยาธิที่พบเปนไขพยาธิ T. vulpis ซึ่งติดตอสูผูปวยโดยบังเอิญ 

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

 กายสัณฐานของ T. trichiura ตัวเต็มวัยเมือ่ดูสด ๆ จะเหน็เปนสเีทาอมชมพู สวนหนาของ

ลําตัว (anterior) มีลักษณะเรียวเล็กคลายปลายแสมีความยาวประมาณ 3 ใน 5 ของความยาวลําตัว

ทั้งหมด ที่ปากไมมีริมฝปากแตมี stylet ที่มลีักษณะแหลมมีหนาที่ชวยในการไชเขาสูเยื่อบุผนงัลําไส

ของโฮสต ตอจากปากเปนหลอดอาหารแบบ stichosomal type ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะที่พบใน

พยาธิ superfamily Trichuroidea เทานั้น สวนตนและสวนปลายของหลอดอาหารประกอบดวย

กลามเนื้อเปนบริเวณสั้น ๆ สวนกลางของหลอดอาหารซึ่งมีความยาวจะประกอบไปดวยเซลล 

stichocyte เรียงตอกันเปนแถว ตรงกลางของแตละเซลลมีรูซึ่งเปนทางผานของอาหาร ลักษณะ

ของหลอดอาหารแบบ stichosomal type นี้พบเปนครั้งแรกจากรายงานของ Eberth ในป ค.ศ. 

1859 ซึ่งพบวาหลอดอาหารของ T. trichiura มีลักษณะที่แตกตางจากพยาธิตัวกลมชนิดอื่นโดย

อยูภายในเซลลขนาดใหญที่เรียงตอกันเปนแถวตลอดความยาวของสวนหนาของลําตัว หลอด

อาหารแบบ stichosomal type นี้ไดรับการศึกษาเพิ่มเติมและเผยแพรโดยนักวิจัยอีกหลายทาน   

ซึ่งผลงานไดถกูรวบรวมไวโดย Chitwood (2009) สําหรบัสวนหางหรอืสวนทาย (posterior) ของตัว

พยาธิจะมีรูปรางอวนหนาคลายดามแสยาวประมาณ 2 ใน 5 ของความยาวลําตัว ลักษณะภายนอก

ตางกนัตามเพศของพยาธิ สวนอวยัวะภายในประกอบดวยลําไส ทวารหนกั และระบบสืบพันธุ โดย

ลําไสเปนสวนที่ตอมาจากหลอดอาหารมีความยาวไปจนสุดของสวนหางและเปดออกที่ทวารหนัก 

(cloaca) 

 พยาธิตัวผู (ภาพที ่1, 2 และ 3A) มีความยาวลําตวัประมาณ 30-45 มิลลิเมตร สวนหางมี

ลักษณะมวนงอ กวางประมาณ 2 มิลลิเมตร อัณฑะของพยาธิมีลักษณะเปนกระเปาะอยูบริเวณ

ใกลปลายหางทอดยาวขึ้นมาจนถึงบริเวณรอยตอระหวางหลอดอาหารกับลําไสจากนัน้ตอดวยทอ

นําอสุจ ิ(vas deferens) และ ejaculatory duct ที่เปนกลามเนื้อมาเปดออกที่ cloaca สวนปลาย

หางพบ spicule 1 อันยาวประมาณ 2.5 มลิลิเมตร มีปลอกหุมซ่ึงสามารถยืดหดได บริเวณผิวของ 

ปลอกมีปุมเลก็ ๆ มากมายเรียกวา spinous spicular sheath 

 พยาธิตัวเมยี (ภาพที ่2, 3B) มีความยาวลําตัวประมาณ 35-50 มิลลิเมตร สวนหางตรงไม

มวนงอเหมือนเพศผู ปลายหางมน มีอวัยวะสืบพันธุเพียงชุดเดียว โดยมีรังไขอยูบริเวณตอนกลาง

ของหางทอดยาวไปจนถึงปลายหาง ตอดวยทอนาํไข (oviduct) มดลูก (uterus) ซึ่งสามารถบรรจุไข

ไดถึง 60,000 ฟอง และชองคลอดที่มีความยาวมาเปดออกใกลตอนปลายของหลอดอาหาร 

(Garcia, 2001) 
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 ภาพที่ 1 ภาพวาดแสดงสวนประกอบของ Trichuris trichiura ตัวเต็มวัยเพศผู 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 2 แสดงตัวเต็มวัยของพยาธ ิT.  trichiura เพศเมยี (ซาย) และเพศผู (ขวา) 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3B แสดงปลายหาง T. trichiura เพศเมีย ที่มีลกัษณะเหยียดตรง 

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

http://www.flickr.com/photos/lordzagato/3610056593/
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 ไขพยาธิ T. trichiura (ภาพที่ 4) โดยทั่วไปมีขนาดกวาง 21-26 ไมโครเมตร ยาว 50-56 

ไมโครเมตร แตจากการศึกษาถึงความหลากหลายในขนาดของไข T. trichiura  พบวาไขจํานวน

หนึ่งมีขนาดใหญกวาไขขนาดปกติที่พบเห็นไดทั่วไปปนอยู ซึ่งสวนใหญมีความยาวประมาณ 78 

ไมโครเมตร และกวางประมาณ 30 ไมโครเมตร (Dunn และคณะ, 2002) ไขพยาธิมลัีกษณะรูปทรง

รีแบบถังเบียร มีขั้ว 2 ขั้วอยูตรงขามกนั และมีจุกนูนใสปดขั้วทั้งสอง ผวิเปลือกไขเรียบ เปลือกหนา 

3 ชั้นเห็นเปนสีน้ําตาลซึ่งเขาใจวาเปนสีของน้าํดีของโฮสต ไขพยาธทิีป่นออกมากับอุจจาระใหม ๆ 

ภายในจะมีลักษณะเปนเซลลเดียว ซึ่งตองอาศัยการเจริญแบงเซลลอยูในสิ่งแวดลอมภายนอก

จนกวาตัวออนภายในจะผานการลอกคราบ 2 คร้ังและเจริญเปนตัวออนระยะที่สามจึงเปนระยะ

ติดตอ (ชูเกียรติ และคณะ, 2539) 

 

 

 
      
 

 

 

 

 

ภาพที ่4 แสดงไขพยาธิ T. trichiura ที่มีความหลากหลายของขนาดเปรียบเทียบกบัไขพยาธ ิ     

T. vulpis ดวยวิธี simple smear technique. 

A. ไขพยาธ ิT. trichiura ขนาดปกติ (บน) และ T. vulpis (ลาง)                                                        

ที่มา:

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

s _vulpis_06G0018_jpg_lores.jpg 

B. ไขพยาธ ิT. trichiura ขนาดปกติ (บน) และขนาดใหญ (ลาง) 

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

 Z/Trichuriasis/body_Trichuriasis_il1.htm 

A B 
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วงชวีิตของ Trichuris trichiura 
 

Trichuris trichiura เปนพยาธิที่มีวงชีวิตสมบูรณโดยอาศัยโฮสตเพียงชนิดเดียว มีการ

ติดตอสูมนุษยแบบ soil-transmitted โดยการรับประทานไขระยะติดตอ จากนัน้ตัวออนจะฟกออก

จากไขผานทาง mucoid plug ที่บริเวณลําไสเล็กซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นบริเวณ duodenum การศึกษา

ในสัตวทดลองพบวา สภาพความเปนกรด-ดางในกระเพาะอาหารและลําไสจัดเปนปจจัยสําคัญที่

กระตุนใหตวัออนมีการฟกออกจากไขภายใน 1 ชั่วโมงหลังจากเขาสูรางกาย (Panesar และ Croll, 

1980) และจะพัฒนาอยูในลาํไสเล็กโดยการไชเขาไปเจริญเติบโตอยูในผนังลาํไสซึ่งมกัพบที่บริเวณ 

crypts of Lieberkuhn (Gutierrez, 1990) ประมาณ 8-10 วันใหหลงัพยาธิจะไชออกมาอยูในชอง

ของลําไสเล็กตามเดิมและเดินทางไปเจรญิเปนพยาธิตวัเต็มวยัอาศัยอยูบริเวณลําไสใหญ ระหวาง

นี้พยาธิจะลอกคราบ 2 คร้ัง ตําแหนงที่พบพยาธิ (normal habitat) อาจพบไดตั้งแตลําไสใหญตอน

ปลาย (colon) หรืออาจพบไดบางบริเวณลําไสใหญตอนตน (caecum) ลําไสเล็กตอนปลาย (ileum) 

และไสติ่ง (appendix) (สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) โดยพยาธิจะไชเขาไปฝงตัวอยูภายในผนังลําไส

และมีสวน epithelium คลุมพยาธิทัง้ตัวเกดิลักษณะคลายอุโมงค (tunnel) ทีม่ีพยาธอิาศัยอยู และ

ขนาดของอุโมงคนี้จะใหญขึ้นตามขนาดของพยาธทิี่โตขึ้นตามลาํดับ (Panesar และ Croll, 1980) 

เมื่อพยาธิเจริญเขาสูระยะตัวเต็มวัยสวนหัวของพยาธิจะยังคงฝงอยูในผนังลาํไส แตสวนทายของ

พยาธิจะยื่นออกมาอยูในชองของลาํไสเพื่อประโยชนในการผสมพันธุและวางไข (Zaman, 1984) 

พยาธิแสมาสามารถเจริญเติบโตไดโดยอาศัยสารอาหารจากโฮสตซึ่งเปนสวนประกอบของเลือด

และ enterocyte พยาธิที่อาศัยอยูในรางกายมนุษยสามารถมีอายุขัยไดนาน 2-8 ป หรือ 3 ปโดย

เฉลี่ย (Garcia, 2001; Gutierrez, 1990) 

ตลอดชวงการเจริญเติบโตของ T.  trichiura ตั้งแตฟกออกจากไขจนเขาสูระยะตัวเต็มวัย

จะไมมีระยะทีต่องเดินทางผานปอดเพื่อการเจริญเติบโต (lung migration) เหมือนกับทีพ่บในพยาธิ

ไสเดือนหรือ round worm (Ascaris lumbricoides) และพยาธิปากขอหรือ hookworm ซึ่งระยะ 

เวลาตั้งแตโฮสตไดรับไขพยาธิแสมาเขาไปจนถึงระยะที่พยาธิตัวเต็มวัยสามารถออกไขปนมาใน

อุจจาระของโฮสต (prepatent period) ใชเวลาประมาณ 60-90 วัน (Garcia, 2001) โดยพยาธิตวั

เมียหนึ่งตัวสามารถออกไขไดเฉลี่ย 3,000-20,000 ฟองตอวัน (Bundy และ Cooper, 1990) เมื่อ

พยาธิเพศเมียออกไขปนออกมากับอุจจาระแลว ไขพยาธิตองใชระยะเวลาอยูในพื้นดินที่มีสภาวะ

แวดลอมเอื้อตอการเจริญของตัวออนคือตองเปนพื้นดนิที่รม มีความชืน้สูง อุณหภูมริะหวาง 22-35 

องศาเซลเซียส โดยตัวออนจะเกิดการลอกคราบ 2 ครั้งไปเปนตัวออนระยะที่สามอยูในไข ซึ่งเปน
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ระยะติดตอที่สามารถฟกเปนตัวออนภายในโฮสตได การเจริญของไขพยาธินับตั้งแตออกมากับ

อุจจาระสูสิ่งแวดลอมจนกระทั่งเจริญเปนระยะติดตอใชเวลาประมาณ 11-30 วัน ซึ่งจากการ

ทดลองพบวาใชเวลาประมาณ 28 และ 15 วัน ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ตามลาํดับ 

(Beer, 1976) ภายใตสภาพแวดลอมที่เหมาะสมไขพยาธิสามารถมีชีวติอยูและยังคงความสามารถ

ในการติดตอเขาสูมนุษยไดนานกวา 18 เดือน ไขพยาธแิสมาสามารถทนตอชวงกวางของอุณหภูมิ

สิ่งแวดลอมไดนอยกวาไขของ A. lumbricoides แตอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจรญิเปนไขระยะ

ติดตอสูงกวา ตัวออนของพยาธิจะตายเมื่อถูกแสงแดดนานกวา 12 ชั่วโมงหรืออยูที่อุณหภูมิ -80 

และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง (Rukmono, 1980; Bundy และ Cooper, 1989; 

Brooker, Clements และ Bundy, 2006) 
 

 

 
 

ภาพที่ 5 แสดงวงชีวิต (life cycle) ของพยาธิแสมา Trichuris trichiura 

Embryonated eggs are ingested 

Unembryonated eggs passed in feces 

2-cell stage 

Larvae hatch in small intestine 

Adults in caecum 

Advanced cleavage 
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ที่มา: ดัดแปลงจาก 3Hhttp://www.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/Trichuriasis.htm 
การกระจายตัวทางภูมิศาสตรและกลไกการแพรกระจายของ Trichuris trichiura 

 

Trichuris trichiura เปนปรสิตหนอนพยาธิในลาํไสของมนุษย ที่มีกลไกการแพรกระจาย

เชื้อโดยการกนิไขพยาธิระยะติดตอซ่ึงปนเปอนอยูในพืน้ดิน จากการสํารวจพบวามีอัตราการกอโรค

สูงในเด็กซึง่เปนวัยที่มกัมีพฤติกรรมตาง ๆ ที่เอ้ือตอการไดรับไขพยาธิแสมาเขาสูรางกายไดโดยตรง 

เชน การเอานิ้วมือเขาปาก การกินเศษขนมที่ตกลงพื้นดิน หรือการหยิบจับอาหารโดยไมลางมือ 

เปนตน ประกอบกับปจจัยอืน่ ๆ ที่ชวยเพิ่มความเสีย่งตอการติดเชื้อ เชน การอาศัยอยูในแหลงทีม่ี

ความชุกของโรคสูง การจัดการดานสุขาภิบาลที่ไมไดมาตรฐาน หรือสังคมที่ประชากรมีระดับ

การศึกษาต่ํา เปนตน จากการสํารวจตัวอยางดินบริเวณสนามเดก็เลนของโรงพยาบาลแหงหนึง่ใน

ประเทศอังกฤษ พบไขพยาธิ T.  trichiura ประมาณ 1 ฟองตอน้ําหนักดิน 1 กรัม (Green และคณะ, 

1973) นอกจากนี้ประเทศไทยเคยมีการศึกษาตัวอยางดินในจังหวัดนครศรีธรรมราชโดย  Maipanich 

และคณะ (1995) ซึ่งตรวจพบไขพยาธิแสมา 2.6% ของตัวอยางดินที่สํารวจทั้งหมด สําหรับแหลง

น้ําตาง ๆ รวมถึงน้าํในทอระบายน้าํเคยพบวามีไขพยาธแิสมาปะปนอยูเชนกัน แตไขพยาธิคอนขาง

หนักจึงมักจมลงสูกนแหลงน้ําอยางรวดเร็ว แหลงน้ําเหลานี้จึงไมใชปจจัยสําคัญในการติดตอของ

พยาธิแสมา (Feachem และคณะ, 1983 ) 

 ดวยกลไกการติดเชื้อแบบ soil-transmitted นี้เอง แหลงสะสมไขพยาธิแสมาในธรรมชาติ  

ที่เอื้อตอการแพรระบาดสูมนุษยมากที่สุดก็คือพื้นดิน ปจจุบันเราทราบวาการแพรกระจายของไข

พยาธิแสมาไปยังบริเวณตาง ๆ นั้นอาจเกิดขึ้นไดโดยบังเอิญจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนซึ่งเปนพาหะนาํ

โรค (transport host) เชน ผลงานของ Kinfu, และ Erko (2008) ที่ไดศึกษาบทบาทของแมลงสาบ

และความสามารถในการเปนตัวกระจายโรคติดเชื้อปรสิตในลําไสที่สําคัญในเมือง Addis และ 

Ziway ประเทศเอธิโอเปยโดยแมลงสาบที่นํามาศึกษาเปนสายพันธุ Blattella germanica, 

Periplaneta brunnea, Pycnoscelus surinamensis และ Supella longipalpa ซึ่งทุกสายพันธุ   

ที่ศึกษาลวนพบไดในประเทศไทย จากการนําน้ําที่ชะลางแมลงสาบมาสองดวยกลองจุลทรรศน  

พบเชื้อปรสิตในลําไสทั้งซิสตของโปรโตซัวและไขของหนอนพยาธิหลายชนิดรวมถึง T. trichiura 

ดวย นอกจากแมลงสาบแลว แมลงวันก็มีบทบาทในการแพรกระจายไขพยาธิแสมาไปยังสถานที่

ตาง ๆ หรือในอาหารและน้ําดื่มดวยเชนกัน ซึ่งเคยมีการสํารวจในเมืองดักกา ประเทศบังคลาเทศ 

พบไขพยาธิแสมาอยูตามตัวของแมลงวันบาน (Musca domestica) มากถึง 47% ของจํานวน

แมลงวันที่นาํมาศึกษา (Khan และ Huq, 1978) 
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 นอกจากกลไกในการแพรกระจายของโรคติดเชื้อปรสิตในลําไสตาง ๆ โดยตัวพาแลว การ

แพรกระจายของเชื้อผานทางสุนัขก็เปนอีกหนึง่ตัวการสําคัญที่นับวาเปนอุปสรรคตอการปองกัน

และควบคุมโรคอยางไดผล ซึ่งระยะเวลาที่ผานมามีหลายการศึกษาไดตรวจพบเชื้อปรสิตของมนุษย

ที่มีสุนัขเปนโฮสตโดยบังเอิญ และสามารถแพรกระจายเชื้อได ตัวอยางเชน การตรวจพบ oocyst 

ของ Toxoplasma gondii ปะปนออกมากับอุจจาระสุนัข โดยยังคงความสามารถในการติดตอสู

มนษุย (Lindsay, Dubey, Butler, and Blagburn, 1997) การตรวจพบไขของพยาธิ Hymenolepis sp. 

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

การตรวจพบไขของ A. lumbricoides ในอุจจาระสุนัขที่ประเทศออสเตรเลียและอินเดีย (Joshi and 

Sabne, 1977)  

 Raub และคณะ (2002) ไดรายงานผลสํารวจการกระจายตัวของเชื้อปรสิตในทางเดินอาหาร

ของสุนัขในประเทศอินเดียซึ่งมีบทบาทสาํคัญในการแพรกระจายเชื้อสูมนุษย พบวาจากสุนัขที่ทาํ

การสํารวจทั้งหมด 101 ตัวอยาง เมื่อตรวจอุจจาระโดย sedimentation technique ภายใตกลอง

จุลทรรศนแลวใหผลเปนบวกตอเชื้อปรสิตในลาํไสที่มีความสามารถในการเกิด Zoonosis มากถึง

13 ชนิด (99% ของจํานวนสุนัขทั้งหมด) ดังตารางที่ 2 ในจํานวนนี้พบวาอัตราการติดโรคจาก 

hookworm มีมากที่สุดถึง 94% นอกจากนี้ยังมีการตรวจพบไขพยาธิ A. lumbricoides (31%), 

T. trichiura (25%) และซิสตของ Isospora belli ซึ่งมีมนุษยเปนโฮสตจําเพาะอีกดวย 
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ตารางที ่2  แสดงความชุกของปรสิตในทางเดินอาหารทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขในประเทศอินเดยี 
 

 

    

Parasite Total prevalence (n=101) (%) 

Hoohworm spp. 94 

Spirocerca lupi 40 

Ascaris spp. 31 

Trichuris spp. 25 

Spirometra spp. 28 

Opisthorchis spp. 17 

Taenia spp. 14 

Toxocara canis 11 

Coccidia spp. 9 

Isospora belli 2 

Hymenolepis diminuta 8 

Dipilidium caninum 6 

Sarcocystis spp. 3 

Giardia duodenalis 3 

Gnathostoma spinigerum 2 

Strongyloides spp. 2 

Cryptosporidium parvum 1 

Paragonimus spp. 1 

Entamoeba spp. 1 

 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Traub และคณะ (2002) 
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จากหลายขอมูลสํารวจในเรื่องการกระจายตัวและความชุกของ T. trichiura พบวาเชื้อมี

การกระจายตวัไดทั่วโลก แตจะมีความชุกสูงในเขตอากาศอบอุนและรอนชื้นแถบศนูยสูตร (Feigen 

และ M.D., 1987) จากรายงานในป ค.ศ. 2001 พบวาทั่วโลกมีผูปวยดวยโรคพยาธิแสมามากถึง

หนึ่งพันลานคน (Pedersen และ Merrel, 2001) และในเวลาตอมาพบวาผูปวยโรคพยาธิแสมา   

ทั่วโลกมีจํานวนลดนอยลง ดังเชนขอมูลจากองคการอนามัยโลก (World Health Organization: 

WHO, 2005) ซึ่งระบุวาจํานวนผูปวย trichuriasis จากทัว่โลกลดลงเหลือประมาณ 604-795 ลาน

คน ในทํานองเดียวกนัจากรายงานของ Silva และคณะ ในป ค.ศ. 2003 ระบุวาหลายพื้นที่ของโลก

มีอัตราการติดโรคพยาธิแสมาของประชากรลดลง ตัวอยางเชนในทวีปอเมริกาซึ่งมีอัตราการลงลง

อยางรวดเร็วของจํานวนผูปวยตั้งแตป ค.ศ. 1960 เปนตนมาซึง่เกิดจากมาตรการการปองกนั รักษา 

และควบคุมโรคอยางมีประสิทธิภาพ ประกอบกับสภาพทางเศรษฐกิจและสังคมที่เจริญขึ้นอยาง

ตอเนื่องเปนผลใหประชากรในทองที่มีสุขอนามยัที่ด ี(Ehenberg และคณะ, 2003; Pan-American 

Health Organization (PAHO), 2000) โดยเฉพาะในประเทศบราซิลและเมกซิโกซึง่จัดเปนประเทศ

ที่มีผูคนอาศัยอยูอยางหนาแนนที่สุด แตกลับพบวามีอัตราการติดโรคพยาธิแสมาลดลง (Tay และ

คณะ, 1976, 1995; PAHO, 2000)  

อยางไรก็ตามถึงแมวาพืน้ทีท่ี่ทาํการสํารวจจะมีอัตราการติดโรคพยาธแิสมาต่ํา แตโอกาส

ในการติดโรคแบบ soil-transmitted ยอมเกิดขึ้นไดเสมอดังเชนรายงานการติดโรคพยาธิแสมาของ

ผูปวยหญิงรายหนึ่งซึ่งไมเคยอาศัยอยูในเขตปรากฏโรค จากการสืบประวัติพบวาเคยเขาแคมป 

และประกอบอาหารดวยมือที่เปอนดนิ จงึสรุปวาในเขตที่ไมปรากฏโรคอาจมีไขพยาธิแสมาปะปน

อยูในพืน้ดินและสามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกนั (Feigen และ M. D., 1987) 

สําหรับการกระจายตวัของโรคในทวีปเอเชยีนัน้จากขอมูลขององคการอนามยัโลก (WHO, 

1996) รายงานวามีหลายประเทศในทวีปเอเชียโดยเฉพาะประเทศ ญีปุ่น เกาหลีใต และไตหวัน ซึง่

ประสบผลสําเร็จในการใชมาตรการควบคุมโรคหนอนพยาธิที่มีการติดตอแบบ soil-transmitted 

(STH) มาไมต่ํากวา 40 ปแลว แตมาตรการที่ใชในการควบคุมโรคยังไมประสบผลสําเร็จในอีกหลาย

ประเทศ เชน อินเดีย เนปาล อินโดนีเซีย มาเลเซีย ฟลิปปนส ไทย และจีน โดยเฉพาะทางตอนใตของ

ประเทศจีนรวมถึงกลุมประเทศทางตอนบนของเอเชียตะวันออกเฉียงใต อยางไรก็ตามมาตรการ

การควบคุมโรคเหลานี้ยังตองมีการปรับเปลี่ยนหรือประยุกตใชใหเหมาะสมกับสภาพโดยรวมของ

แตละประเทศโดยเฉพาะกลุมประเทศแถบเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใตตอไป (Brooker, 

Clements และ Bundy, 2006) 
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เนื่องจากบริเวณตอนเหนือของประเทศจีน ตอนเหนือของประเทศอินเดีย และประเทศ

ปากีสถานเปนบริเวณที่มีความชุกของโรคพยาธิแสมาต่ําที่สุดในทวีปเอเชีย จากรูปแบบของการ

กระจายตวันี้สะทอนใหเห็นถงึสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการระบาดของโรคพยาธิแสมาไดเปน

อยางดี โดยเฉพาะปจจัยทางดานอุณหภูมิ จากขอมูลการสํารวจ Land Surface Temperature 

(LST) ผานดาวเทียมในภูมิภาคเอเชียพบวามีความสัมพันธตอความชุกของการระบาดของพยาธิ

แสมา โดยในประเทศจีนตอนเหนือมีคาอณุหภูมิเฉล่ียต่าํกวา 20 องศาเซลเซียส สวนตอนเหนือของ

อินเดียและปากีสถานมีคาอณุหภูมิเฉลี่ยสูงกวา 40 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 6) (Brooker, Clements 

และ Bundy, 2006) สําหรับชวงอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการเจริญของตัวออนภายในไขสูระยะติดตอ

คือ 22-35 องศาเซลเซียส (ชูเกียรติ ศิริวชิยกุล, ศรชัย หลูอารียสุวรรณ และประยงค ระดมยศ, 2549) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา LST ซึ่งแปรผลผานทางดาวเทียมและ

 ความชุกของ ผูปวยจาก A. lumbricoides, T. trichiura และ Hookworm. โดยยึดคาเฉลี่ย

 ของอัตราความชุกที่สาํรวจไดในบริเวณทีค่า LST เทากนั 

 

ที่มา: Brooker, Clements และ Bundy (2006) 

 
 



 

 
21 

อาการแสดงทางคลินกิและพยาธสิภาพ 

 

 อาการแสดงทางคลินกิ (clinical symptom) ของโรคพยาธิแสมาสวนใหญพบวาไมทําให

ผูปวยแสดงอาการของโรค หรืออาจเกิดอาการเพียงเล็กนอยไมรุนแรงจนถึงขั้นรุนแรงมากได 

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

ทั้งนี้ขึ้นกับปจจัยตาง ๆ เชน จาํนวนพยาธิในรางกายผูปวย ระยะเวลาที่เปนโรค อายุ และภาวะ

โภชนาการของผูปวยเอง (Feigen และ MD, 1987) ซึ่งกรณีที่มีการติดเชื้อนอยกวา 10 ตัวมักไม  

ทําใหเกิดอาการแสดงอยางเดนชัด ตรวจอุจจาระแลวอาจไมพบไขพยาธิ สวนการติดเชื้อระดับ      

ปานกลาง (moderate infection) อาจทาํใหผูปวยมีอาการไดตั้งแตปวดทอง ทองผกูเรื้อรัง แนนทอง 

คลื่นไสอาเจียน มีไขเปนครั้งคราว ในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อเปนจํานวนมาก (heavy infection) 

โดยมีตัวแกโดยเฉลี่ย 400 ตัวขึ้นไป จะทําใหมีอาการทองรวง (Nanivadekar และคณะ, 1984) 

และอาจเปนเรื้อรังนาน 1-3 เดือน มีอาการปวดทองอยางรุนแรง ซึ่งอาการทองรวงนีอ้าจรุนแรงจน

ทําใหถายเปนมูกเลือดได (bloody diarrhea) นอกจากนี้ยังทําใหผูปวยตัวซีด คลื่นไส อาเจียน 

ออนเพลยี ถาเปนกับเด็กจะมีอาการซีด ทองรวงเรื้อรัง ขาดสารอาหาร (malnutrition) น้าํหนักตัวลด 

มี clubbing และสวนมากมี rectal prolapse ดังภาพที่ 9 (Norhayati และคณะ, 2003; Meyer 

และ Olsen, 1971; Feigen และ MD, 1987) ถาผูปวยมีตัวเต็มวัยในลาํไสมากเกินไปจะทาํใหเกิด

อาการลําไสอุดตันหรือชองทองอักเสบในกรณีที่พยาธิไชทะลุผนังลําไส (Fishman และ Perrone, 

1984) ในรายที่เปนนานและมีตัวแกจาํนวนมากอาจทาํใหเกิดโรคโลหิตจางชนิด iron-deficiency 

anemia หรือผูปวยบางรายอาจเสียชีวิตได (ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล, ศรชัย หลูอารียสุวรรณ และประยงค 

ระดมยศ, 2549) 

พยาธิสภาพของโรคพยาธิแสมาเกิดขึ้นโดยตรงจากการที่พยาธิตัวเต็มวัยไชสวนหัวเขา    

ในผนังลําไส เกิดลักษณะคลายอุโมงคคลุมตัวพยาธิซึ่งจะใหญข้ึนตามขนาดของพยาธิที่โตขึ้น 

(Panesar และ Croll, 1980) ดังภาพที่ 7 เกิดการฉีกขาดของเนื้อเยื่อพรอมทั้งถกูยอยจากเอนไซม  

ที่ตัวพยาธิหลัง่ออกมา (Katz, Despommier และ Gwadz,1989; Garcia, 2001) ลําไสมีสีคล้ําจาก

เลือดคั่งและมกีารบวมที่เยื่อบุผิว บางครั้งอาจพบแผลทีผ่นังลาํไส พยาธิสภาพที่ตรวจพบจากกลอง

จุลทรรศนพบวา crypts ของเยื่อบุผนังลาํไสขยายออก มีการขับเมือกออกมามากกวาปกติและมี 

fibrin พรอมกับเซลลอักเสบชนิด neutrophils บางครั้งพบเลือดออกในชั้น submucosa หรือตุม

หนองในเนื้อเยื่อช้ัน mucosa การอับเสบมักจะไมลามไปเกินกวาชั้น muscularis mucosa อาจพบ

ตัวแกที่ยังเจริญไมเต็มที่ฝงอยูในเยื่อบุผนังลาํไส ในรายที่เกิดอาการรุนแรงและเสียชีวิตพบจาํนวน

พยาธิแสมาในลําไสโดยเฉลี่ยประมาณ 400 ตัวตอคน ตัวแกของพยาธิชนิดนี้อาจพบไดในรูของไสติ่ง
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ทําใหเกิดไสติ่งอักเสบ (appendicitis) ได ทั้งนี้กลไกที่ทาํใหเกิดอาการทองเสียขัน้รุนแรงและเรื้อรัง

ในผูติดเชื้อยังไมทราบแนชัดแตสันนิษฐานไดวาเกิดจากการฉีกขาดของผนังลําไสและการแพสารพิษ

ที่ขับออกจากตัวพยาธิ ซึ่งอาจสัมพันธกับการทําใหเกิดภาวะโลหิตจาง (hypochromic anemia)  

ในผูติดโรคพยาธิแสมาดวย (Feigen และ MD, 1987) ซึ่งพยาธิแสมาตัวหนึ่งสามารถทาํใหผูปวย

สูญเสียเลือดไดวันละประมาณ 0.005 มิลลิลิตร นอกจากนี้ผูปวยที่ติดโรคพยาธิแสมายังมีโอกาสที่

จะติดเชื้อปรสิตชนิดอ่ืนรวมดวย เชน พยาธิไสเดือน และเชื้ออะมีบา เปนตน จากการศึกษาพบวา

การที่พยาธิฝงสวนหัวลงในผนังลาํไสหากมีการติดเชื้อรวมกับโปรโตซัวหรือแบคทีเรียจะทาํใหเกิด

พยาธิสภาพอยางถาวร (ชูเกียรติ, ศรชัย และประยงค, 2549; สรรเพชญ เบญจวงศกุลชัย) 

 สําหรับการติดเชื้อ T.  vulpis ซึ่งสวนใหญเกิดในเด็กนั้น อาการที่พบจะคลายกับการติด

เชื้อ T. trichiura โดยอาจเริ่มจากไมปรากฏอาการไปจนถึงทองรวงหรือบิด นอกจากนี้ยังมีบาง

รายงานพบวา T. vulpis สามารถทําใหเกิดอาการ visceral larva migrant ในผูปวย (Sukano, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 7  ภาพถายจาก scanning electron microscope แสดงตัวออนของพยาธแิสมา

 ซึ่งไชเนื้อเยื่อช้ัน epithelial ในลําไสหนูเกิดเปนอุโมงคหุมตัวพยาธ ิ

 ที่มา: Biomedical Graduate Studies. Penn University, Silvania. ภาพ: David Artis 
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ภาพทึ ่8 พยาธิแสมาตวัเต็มวัยจาํนวนมากที่ไชสวนหัวเขาสูเนื้อเยื่อช้ัน epithelial 

 บริเวณลําไส 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 9 การโผลออกนอกรางกายของไสตรง (rectal prolapse) เนื่องจากการไชสวนหัว

 ของพยาธิเขาทําลายเนื้อเยือ่  elastic epithelium ทําใหกลามเนื้อบริเวณหูรูดไมสามารถ

 ทํางานไดอยางปกต ิ

 ที่มา:  5Hwww.stanford.edu/.../trichsymptoms.html 
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การวินิจฉัยโรคทางหองปฏิบัติการ 

 วิธีการที่ใชในการตรวจวินิจฉัยโดยทั่วไปอาศัยการตรวจหาไขพยาธิในอุจจาระของผูปวย 

โดยอาจตรวจภายใตกลองจลุทรรศนไดโดยตรง (direct smear) ในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อมาก 

สําหรับกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อนอยขั้นตอนทางหองปฏิบัติการที่สําคัญที่จะชวยใหการตรวจหา

ปรสิตในลําไสรวมถึงไขพยาธิแสมาในอุจจาระผูปวยมีความถูกตองแมนยํามากขึ้นนัน่คือการใชวธิี

ตรวจแบบเขมขน (concentration technique) คือการรวบรวมปรสิตในอุจจาระใหมีความเขมขน

และแยกจากสวนของอุจจาระที่ไมตองการใหไดมากที่สดุ ในขณะเดียวกันตองสูญเสียเชื้อปรสิตใน

อุจจาระจากขั้นตอนการปฏิบัติใหนอยที่สดุกอนนาํไปตรวจภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งวิธกีารเหลานี้

ไดมีผูทาํการศึกษาคนควาไวมากมายโดยมีทั้งผูที่คิดคนวิธีการใหม ๆ หรือนาํวิธีการเดิมที่ใชไดผล

อยูแลวมาปรับปรุงเพื่อใหไดผลที่ดียิ่งขึ้นและเหมาะกับแตละงานวิจัยที่มีขอจํากัดที่แตกตางกัน 

ตัวอยางเชนผลงานของ Wassal และ Denham (1969) ซึ่งอธิบายถึงขั้นตอนในการรวบรวมไข  

ของหนอนพยาธิตัวกลมจากอุจจาระ ผลงานของ Data (1979) ซึ่งคิดคนเทคนิคการรวบรวมไข

พยาธิ Toxocara sp. จากดิน ผลงานของ Foreyt (1986) ศึกษาวิธีการรวบรวมไขหนอนพยาธิตัว

กลมและตัวออนพยาธิในกวาง และการศึกษาของ Ybanez (2000) ซึ่งปรับปรุงวิธีการรวบรวมไข

พยาธิ Toxocara canis จากดินที่เคยมีรายงานไวแลว (Martinez และคณะ, 2003) เปนตน 

 สําหรับผูปวยที่มีการติดโรคพยาธิแสมาจาํนวนมากและเรื้อรังสามารถวินิจฉัยไดจากการ

ตรวจหาไขพยาธิรวมกับอาการแสดงทางคลินิกตามที่ไดกลาวมาแลว ซึ่งอาการจะคลายผูปวยโรค

พยาธิปากขอแตจะแตกตางกันที่โรคพยาธแิสมามีอาการทองเสยีเรื้อรัง มีเลือดปนในอจุจาระ และ

สามารถพบ Charcot Leyden crystals เปนจํานวนมาก นอกจากนีย้งัสามารถใชวธิีการสองกลอง

ในลําไสใหญ (colonoscopy)หรือลําไสใหญสวนโคง (sigmoidoscope) เพื่อตรวจหาพยาธิตัวเต็ม

วัยได (นมิิตร มรกต และเกตุรัตน สุขวัจน, 2546) 

 แมวาการตรวจหาไขพยาธิในอุจจาระจะเปนวิธีการพื้นฐานที่ใชกันในหองปฏิบัติการ

สําหรับวินิจฉัยโรคพยาธิแสมาซึ่งโดยปกติแลวผูทําการตรวจมักไมมีการใช ocular micrometer 

ชวยในการตรวจเนื่องจากไขพยาธิแสมามีลักษณะเฉพาะตัวที่จดจาํงายและแตกตางจากพยาธิ

ชนิดอื่นอยางชัดเจน (Dunn และคณะ, 2002) แตจากความใกลเคียงกันในขนาดของไขพยาธิ  

T. trichiura ขนาดใหญและไขของ T. vulpis จึงอาจทาํใหการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาทัง้สอง

ในผูปวยผิดพลาดไปได การใชวิธีการทางชีวโมเลกุลจึงเปนอีกวิธีการหนึ่งซึ่งสามารถนํามาใช

วินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาจากไขพยาธิในอุจจาระผูปวยไดอยางถกูตอง 
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การควบคุมและปองกันโรคพยาธิแสมา 

 เนื่องจากพื้นดนิเปนแหลงทีส่ามารถพบไขพยาธิแสมาระยะติดตอได การปองกนัโรคอยาง

งายที่สุดคือการรักษาสุขอนามัยสวนตัว เชน ลางมือทุกครั้งกอนประกอบอาหารหรือหลังเลนกับสุนัข 

ไมหยิบจับอาหารที่ตกลงสูพื้นขึ้นมารับประทาน เปนตน นอกจากนี้ควรระมัดระวังการรับประทาน

ผักสดโดยลางผักใหสะอาดเสียกอน อาจแชผักในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียสนาน 5-10 

วินาที หรือแชผักในน้ําที่ผสมไอโอดีนความเขมขน 200 ppm 2-3 นาทีเพื่อฆาตัวออนพยาธิ ควร

รับประทานอาหารที่ปรุงสุกใหม ๆ และเก็บอาหารใหมิดชิดเพื่อปองกันการปนเปอนของไขพยาธิ

จากแมลงที่เปนตัวพา เชน แมลงสาบ แมลงวัน เปนตน สําหรับผูเลี้ยงสุนัขควรถายพยาธิใหสุนัข

ตามกําหนด ไมปลอยสุนัขใหมีการคลุกคลีกับสุนัขจรจดั หลีกเลีย่งการใหอาหารสนุัขบนพื้นดนิ  

 

การรกัษา 

 สามารถรักษาไดดวยยา Mebendazole 600 มิลลิกรัม โดยแบงกินครัง้ละ 100 มิลลิกรัม 

วันละ 2 ครั้งเปนเวลา 3 วัน สามารถรักษาใหหายไดมากกวารอยละ 70 หรือกิน Albendazole 

ขนาด 400 มิลลิกรัมเพียงครั้งเดียว โดยใหผลการรักษาหายเพียงรอยละ 30 (นิมิตร มรกต และ  

เกตุรัตน สุขวจัน, 2546) 

 
Trichuris vulpis กับบทบาทในการเกิด zoonosis 

 T. vulpis เปนพยาธิแสมาที่มีโฮสตจาํเพาะเปนสุนัข มีกลไกในการแพรกระจายของเชื้อ

แบบ soil-transmitted เชนเดียวกับ T. trichiura และดวยเหตุที่สุนัขเปนสัตวที่มีความใกลชิดกับ

มนุษยเปนอยางมากไมวาจะในสังคมเมืองหรือชนบทก็ตาม การศึกษาระบาดวิทยาของปรสิตใน

ลําไสของสุนัขจึงมีความสําคัญตอการปองกันและควบคุมโรคที่อาจตดิตอสูมนุษย เนื่องจากปรสิต

ของในลําไสสุนัขหลายชนิดมีความสามารถในการติดตอแบบ zoonosis เชน  Giardia duodinalis, 

Isospora belli และ Ascaris lumbricoides เปนตน นอกจากนี้แลวปรสิต  ในสุนัขบางชนิดยังมี

รายงานวาสามารถติดตอสูมนุษยโดยบังเอิญไดเชนกัน เชนผลงานของ Hall และ Sonnenberg 

(1956) ที่ไดรายงานพบผูปวยดวยโรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis เนื่องจากไขพยาธิที่ตรวจพบมี

ขนาดใหญเกนิกวาขนาดโดยทั่วไปของไข T. trichiura หรือ Capillaria hepatica แตกลับสัมพนัธ

กับขนาดของไข T. vulpis เชนเดียวกับในป ค.ศ. 1964 ซึ่งมีรายงานการตรวจพบไขพยาธิแสมา
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ขนาดใหญเปนจํานวนมากปนอยูกับไขขนาดปกติในอจุจาระของผูปวย และใหการวินิจฉัยวาเปน

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

 การตรวจพบไขพยาธ ิT. vulpis ในอุจจาระผูปวยแมจะเกิดขึ้นไมบอยครั้งนักแตก็ยงัคงมี

รายงานมาจนปจจุบัน ดังเชนผูปวยรายหนึ่งใน Mexico ซึ่งไดรับการวนิิจฉัยวาติดเชือ้แบบ mixed 

infection โดย T. vulpis รวมกับ T. trichiura (Vazquez และคณะ, 1997) อีกตัวอยางหนึ่งเปน

รายงานผูปวยในป ค.ศ. 2002 พบผูปวยเพศหญิงมีอาการคลื่นไส อาเจียนและเบื่ออาหาร มีการ

ตอบสนองตอคําถามคอนขางชา หลังจากการตรวจรางกายเบื้องตนพบวาไมมีความผิดปกติ แต

จากผลการตรวจอุจจาระพบเพียงไขพยาธิ Trichuris sp. จํานวนเฉลีย่ 2 eggs/field ซึ่งเมื่อตรวจดู

สัณฐานวิทยาของไขและวัดขนาดแลวพบวาไขพยาธิมีขนาดโดยเฉลีย่ยาว 90 ไมโครเมตร กวาง 40 

ไมโครเมตร ซึ่งจัดอยูในเกณฑของไข T. vulpis ที่ไดมีการศึกษามากอนแลว ประกอบกับการตรวจ 

สอบประวัติผูปวยพบวาผูปวยเลี้ยงสุนัขแบบปลอยนอกบานจาํนวน 3 ตัว จงึสรุปวาผูปวยมกีารตดิ

โรคพยาธิแสมาจาก T. vulpis (Dunn และคณะ, 2002) 

 จากตัวอยางที่กลาวมาการศึกษาในดานระบาดวิทยาของพยาธิ T. vulpis จึงนับไดวามี

ความสาํคัญตอการปองกนัและควบคุมโรคพยาธิแสมาในมนุษยดวยเชนกนั ซึง่การศึกษาในหลาย

ประเทศพบวาไขพยาธิ T. vulpis สามารถตรวจพบไดจากตัวอยางดินบริเวณสนามเด็กเลนและในที่

สาธารณะอืน่ ๆ หรือแหลงชมุชนที่มีอุจจาระสุนัขปนเปอนอยู (Minvielle, Pezzani และ Basualdo 

Farjat, 1993; Umeche, 1989) โดยสัมพนัธกับรายงานการตรวจพบไขพยาธ ิT. vulpis ในมนุษย

ซึ่งสวนใหญจะพบการติดเชื้อในเด็กและผูที่ใชชีวิตอยูในแหลงสลัม (Hall, 1956; Kagei, Hayashi 

และ Kato,1986; Mirdha, 1998) จากรายงานการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระสุนัขในประเทศ       

จาไมกา พบไข T. vulpis ไดมากกวา 10% ของตัวอยางที่ทําการตรวจ ไมวาจะเปนอุจจาระจากสุนัข

จรจัดหรือสุนัขเลี้ยงก็ตาม (Robinson, Thompson และ Lindo, 1989) 
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การศึกษาลกัษณะทางพันธุกรรมของพยาธิแสมา 

 ในปจจุบนัความรูทางดานชวีโมเลกุล (molecular biology technique) นับวามีประโยชน

อยางยิ่งตอวงการวิทยาศาสตรและการแพทยโดยเฉพาะการประยุกตใชวิธีการตาง ๆ เพื่อศึกษา

คุณลักษณะรูปแบบของ ribosomal RNA (rRNA) gene ซึ่งไดรับการยอมรับโดยทั่วไปวาเปนยนีที่

มีประโยชนอยางยิง่ตอการใชจัดลําดับหมวดหมูในอนกุรมวิธานเนื่องจากเปนบริเวณที่มีการจัดเรียง

ของลําดับนวิคลิโอไทดที่เปนเอกลักษณเฉพาะตวัของสิง่มีชีวิตแตละชนิด บน rRNA ประกอบดวย

สวนตาง ๆ ที่แสดงถึงอัตราของวิวัฒนาการตั้งแตบริเวณที่มีความหลากหลายต่ํา (small subunit 

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

และ Arias, 2000) เนื่องจากพยาธิแสมาบางชนิดสามารถติดตอสูโฮสตไดมากกวาหนึ่งชนิด การ

ตอบสนองตอส่ิงแวดลอมทีต่างกนัไปของพยาธิอาจเกิดขึ้นได และสงผลใหโครงสรางทางสรีรวิทยา

ของพยาธิเปล่ียนแปลงไป ในขณะทีพ่ยาธอิาจไมมีความแตกตางกนัทางสายววิัฒนาการในระดับ

ยีนก็เปนได (Knight, 1984) จากขอสันนิษฐานเหลานี ้Cutillas และคณะ (1995) ไดทดลองศึกษา 

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

hircus) ตามลําดับ โดยพยาธิทั้งสองชนิดไดรับการตรวจทางสัณฐานวทิยาแลววามคีวามแตกตาง

กัน แตผลการศึกษา isoenzyme พบวาพยาธทิั้งสองชนดิควรจัดอยูในชนิดเดียวกัน 

 การศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดของ rRNA gene สามารถใชในการจําแนกชนิดของพยาธิ

แสมาไดอยางมีประสิทธิภาพถึงแมวาพยาธิจะมีความใกลชิดกันทางสายววิัฒนาการมากหรืออาจ 

มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายคลงึกนัมากก็ตาม (Chilton, Gasser และ Beveridge, 1995; 

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

1995 และหาขอสรุปโดย Oliveros และคณะ (2000) ซึ่งใชวิธี PCR ในการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทด

บริเวณ ITS2 ของ T. ovis, T. globulosa, T. suis และ T. leporis พบวาความยาวของสาย

นิวคลิโอไทดบริเวณ ITS2 ของ T. ovis และ T. globulosa มีขนาดเทากันคือ 407 bp และมีคา  

GC content เทากันคือ 62% ในขณะที่ T. leporis ใหลําดับนิวคลิโอไทดยาว 418 bp มีคา GC 

content เทากับ 62.4% และ T. suis ใหลําดับนิวคลิโอไทดยาว 534 bp คา GC content เทากับ 

64.8% จากการศึกษานี้ไดใหขอสรุปวาลักษณะความเหมือนกันของลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 

ITS2 ระหวาง T. ovis และ T. globulosa นั้นเปนตัวบงบอกถึงความเหมือนกันทางพันธุกรรม

แมวาพยาธิทั้งสองจะมีกายสัณฐานที่แตกตางกันและอาศัยอยูในโฮสตตางชนิดกันก็ตาม 
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 จากการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ของ ribosomal RNA gene 

โดย Cutillus, de Rojas, และ Ariza (2007) จากตัวอยาง T. suis ที่ไดจาก swine และ wild boar 

พบวาลาํดับนิวคลิโอไทดมีความยาวเทากันคือ 1,396 bp โดยบริเวณ ITS1, 5.8S และ ITS2 มี

ความยาว 661, 154 และ 534 bp ตามลําดับ นอกจากนีล้ําดับเบสยังมคีวามคลายคลึงกันอยางสูง

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

(1998) กลาวไดวาพยาธิแสมาจากโฮสตทั้งสองเปนชนิดเดียวกัน ในขณะที่การศึกษาพันธุกรรม

บริเวณเดียวกนัใน T. vulpis ที่ไดจากสุนัขพบวาลําดับนวิคลิโอไทดบริเวณ ITS1 มีความยาว 410 

bp และบริเวณ ITS2 มีความยาว 433 bp สวนบริเวณ 5.8S มีความยาว 154 bp ซึ่งเทากันกับใน 

T. suis จากโฮสตทั้งสองชนิด เมื่อพิจารณารวมกับงานวิจยัอื่น ๆ ทีศ่ึกษาบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 

ใน T. ovis, T. leporis, T. muris, T. arvicolae และ T. skrjabini พบวาบริเวณ ITS1 ของพยาธิ

แสมามีลักษณะเปน homology zone มากกวาบริเวณอื่น (Cutillus และคณะ, 2002, 2004) 

 ถึงแมวาวธิีการทางชีวโมเลกลุจะมีประสิทธิภาพในแงของความไวและความจาํเพาะตอ

ส่ิงมีชีวิตที่ยังสด แตประโยชนอีกประการหนึ่งก็คือสามารถนําเทคนิคเหลานี้มาใชในการศึกษา   

สารพันธุกรรมของเชื้อปรสิตจากซากโบราณ (fossil) ตาง ๆ ได ซึง่ซากโบราณเหลานีไ้ดเสียสภาพ

และไมสามารถจําแนกสายพันธุไดโดยวิธีการทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว เชน การสกัด       

ดีเอ็นเอจากซากโบราณ การวินิจฉัยสารพันธุกรรมของซากปรสิตในกระดูก ในเนื้อเยื่อมัมมี่ หรือ   

ในอุจจาระแหง เปนตน (Bastos และคณะ, 1996; Ferreira และคณะ, 2000; Chacon และคณะ, 

1994; Loreille และคณะ, 2001) แตเนื่องจากการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิและโปรโตซัวชนิด   

ตาง ๆ ในอุจจาระ (Schneider, Heise และ Epe, 1999; Silva และคณะ, 1999 ) ดีเอ็นเอที่ไดอาจ

เจือปนดวยสารซึ่งมีคุณสมบัติเปนตัวยับยั้ง (inhibitor) ตอการทํางานของเอ็นไซม Taq DNA 

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

PCR) จึงเปนอีกหนึง่ทางเลอืกหนึง่ซึง่มีประโยชนในการแกปญหาดังกลาว 

 ตัวอยางของการศึกษาในลักษณะนี ้เชน ผลงานของ Martinez และคณะ (2003) ซึ่งศึกษา

การปรับใชวิธกีาร floatation ของ Gordon และ Whitlock ศึกษาการประยุกตใชเทคนิคในการสกดั

ดีเอ็นเอของ Sambroock, Fristsch และ Maniatis (1989) รวมถึงศึกษาการใชเทคนิค RAPD-PCR 

ในการวินิจฉัย T. trichiura จากไขพยาธิในอุจจาระ ผลการทดลองพบวาวิธีการ floatation ที่

ประยุกตใชใหผลดอยกวาวิธีการของ Foreyt (1986) และ Ybanez และคณะ (2000) จากการ

ตรวจสอบประสิทธภิาพของการสกัดดีเอ็นเอดวย RAPD-PCR โดยดูผลจากแถบดีเอน็เอที่ปรากฏ

บนอะกาโรสเจล พบแถบดีเอ็นเอทีม่ีปริมาณความเขมสัมพันธกับจาํนวนไขพยาธทิี่ใชสกัดดีเอ็นเอ
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 ในปจจุบันเราสามารถใชประโยชนจากเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่มีความสําคัญตอวงการ

วิทยาศาสตรและการแพทยมากมายเชน เทคนิคการสกดัดีเอ็นเอจากเชื้อปรสิตในอุจจาระ การใช

เทคนิค PCR ชวยในการตรวจหาปรสิตในเนื้อเยื่อโดยตรวจหาซิสตของ Trichinella spiralis ใน

เนื้อเยื่อของมนุษยและมีการจําแนกเปน isolate ตาง ๆ หรือตรวจหาปรสิตจากสารคัดหลั่ง (Robert 

และคณะ, 1996; Uparanukraw และ Morakote, 1997; Nagano และคณะ, 1999) เปนตน แตใน

บางกรณทีี่ไมทราบ target sequence ของพยาธ ิอาจใชวิธีการ RAPD-PCR (William และคณะ, 

1990) ซึ่งไมตองมีการออกแบบไพรเมอรเพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอสามารถใชวินิจฉัยไดแมจะมี  

ปริมาณของดีเอ็นเอตั้งตนนอย เชน ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากไขพยาธิในอุจจาระผูปวยที่มกีารติดเชื้อ 

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

ศึกษาโดย Oliveros และคณะ (2000) ในการจาํแนกพยาธิแสมา 4 ชนิด คือ T. ovis, T. leporis,   

T. suis และ T. globulosa เปนตน 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบงานวจิัย 

 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา (descriptive study) 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 1. เพื่อศึกษาขนาดไขของ T. trichiura เปรียบเทียบกับ T. vulpis โดยใชกลองจุลทรรศน

แบบใชแสง (light microscope) 

 2. เพื่อโคลนและศึกษาลาํดบัเบสของ ribosomal RNA gene ใน T. trichiura และ  

T. vulpis แลวเปรียบเทียบลาํดับเบสที่ได 

 3. พัฒนาการวินิจฉัยพยาธแิสมา T. trichiura และ T. vulpis โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลี

เมอรเรสหรือ polymerase chain reaction (PCR) จากลําดับเบสที่ได 

 
คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

 ประชากรเปาหมาย (target population) คือ ประชากรจากแหลงชุมชนทีย่ินยอมเขารวม

ในการศึกษาและสุนัขจรจัดที่พบจากสถานที่ตางๆ 

 ประชากรตัวอยาง (population sample) คือ ตัวอยางอจุจาระ (stool) ที่เก็บจากผูเขารวม

ในการศึกษาทัง้จากแหลงชุมชนและสุนัข 

 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนอยางจาํเพาะใน

หลอดทดลองโดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกดิปฏิกิริยาภายใตสภาวะที่เหมาะสม 

 
ขนาดของกลุมประชากร 

 เนื่องจากการศึกษานี้เปนการพัฒนาเทคนิคสาํหรับตรวจวินิจฉัยพยาธิ T .trichiura และ 

T. vulpis ออกจากกันโดยวธิี PCR เปนครั้งแรก ดังนั้นคาดวาจะใชตัวอยางอุจจาระจากผูปวยและ

สุนัขอยางละไมต่ํากวา 20 ตวัอยาง 
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เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ และสารเคมีทีใ่ชในการวจิยั 
 
1. เครื่องมือ 
 
 กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) OLYMPUS รุน BX51 

 เครื่องปนความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิและเวลา  

  (high speed refrigerated microcentrifuge) 

 เครื่องปนความเร็วสูงขนาดเล็ก 

 เครื่องชั่งน้าํหนักละเอยีดอานคาไดทศนยิม 4 ตําแหนง 

 เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรมในหลอดทดลอง (PCR Thermal Cycler) 

เครื่องแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (electrophoresis chamber) 

 เครื่องยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser) 

 เครื่องบมสารในหลอดทดลอง 

 เครื่องบมและเขยาเชื้อในหลอดทดลอง (Shaking Incubator) 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิสําหรบับมเชื้อ 

เครื่องไมโครเวฟ 

 โคมไฟพรอมหลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต 

 ชุดวิเคราะหแถบชีวโมเลกุล 

 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส 

 ตูเย็น -80 องศาเซลเซียส 

 ตูปลอดเชื้อ Astec Microflow รุน ABS1200 

 นาฬิกาจับเวลา 

 ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette)  

  ขนาด 10, 100  และ 1,000 ไมโครลิตร 

 หนากากกนัแสงอัลตราไวโอเลต 

 หมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง 
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2. วสัดุอุปกรณ 

 กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 75 เซนติเมตร      

 กระจกปดสไลด (cover slip) 

 กระดาษชัง่สาร 

 กระบอกฉีดน้าํ        

 กระบอกตวง ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลติร    

 กระดาษติดฉลาก        

 กระปุกสําหรับเก็บอุจจาระ 

 ขวดแกวสําหรับใสสารเคมี 

 จานเลีย้งเชื้อพลาสติก 

 ชอนตักสาร 

 ถุงมือยาง 

 ถาดสําหรับเตรียมเจล        

 ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 

 แทงพลาสติกสําหรับบด  

 แทงแกวสาํหรับคน        

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

 ใบมีดตัดอะกาโรสเจล 

 ปเปตตทิป (pipette tip) ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร 

 ผากอซ 

 แผนพสาสตกิอยางบาง 

 พาราฟลม 

 ฟลาสก ขนาด 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

 เม็ดแกว (GLASS BEADS) ขนาด 425-600 ไมครอน    

 ไมจิ้มฟน 

 ไมสําหรับตักอุจจาระ 

 หลอดทดลองสําหรับปนเหวีย่ง (microcentrifuge tube) ขนาด 0.1, 0.5 และ 1.5 มลิลิลิตร 

 หลอดทดลองสําหรับเล้ียงเชือ้และตวงสารขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

 หลอดหยดสาร (dropper) 
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3. สารเคม ี
 
 3.1. สารเคมทีั่วไป 

  absolute ethanol 

  agar powder        

  agarose (molecular biology grade)     

  ampicillin 

  boric acid 

  cleaning solution       

  EDTA, disodium salt      

  diethyl ether 

  double distilled water       

  ethidium bromide 

  40% formaldehyde       

  glycerol 

  30% hydrogen peroxide 

  LB powder 

  sodium chloride 

  tris base        

   
 3.2 สารเคมทีี่เปน Reagent Kit 

  QIAamp® DNA Mini Kit 

  QIAamp® DNA Stool Mini Kit 

  QIAquick® Gel Extraction Kit      

  Recombinant Taq DNA polymerase     

  LA Taq  

  pGEM®-T Easy Vector Systems 

  ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 
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 3.3 Oligonucleotides 

   TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’   

   TT58SR0 5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’   

   TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’   

   TT18SF1 5’TGAATCGGAATAACTATGCTG3’ 

   TT18SF2 5’CGACTTGAAAGTTTACTTTGAG3’ 

  TT18SF3 5’GACTCTGGCCTACTAACTAG3’ 

  HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’  

    HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

  HTT18SF  5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’ 

  HTV18SF 5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’ 

  HTSF  5’TCGCGACGCCGTGCCTA3’ 

  HT18SR 5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’ 

 
 3.4 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

  λHind III marker 

  100 bp DNA Ladder 
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การกาํหนดประชากรและการสุมกลุมตัวอยาง 
 
 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาแบงไดเปน 2 กลุม คือ กลุมตัวอยางอุจจาระจากเดก็นักเรียนใน

ชนบท ซึ่งกําหนดใหเปนกลุมของการติดโรค trichuriasis โดยโฮสตที่เปนมนุษย และกลุมตัวอยาง

อุจจาระจากสุนัขจรจัดในเขตเมืองและชนบท ซึ่งกาํหนดใหเปนกลุมของการติดโรค trichuriasis 

โดยโฮสตที่เปนสุนัข 

 
การวางแผนการเก็บรวบรวมตัวอยางอุจจาระ 
 

 1. ตัวอยางอุจจาระที่ไดจากเด็กนักเรียนในชนบท 

 การศึกษานี้กาํหนดพืน้ที่เกบ็ตัวอยางอุจจาระนักเรียนจากโรงเรยีนชมุชนบานทาสองยาง

เลขที่ 16 หมู 9 ตําบลทาสองยาง อําเภอทาสองยาง จังหวัดตาก โดยทําการสุมตัวอยางนักเรียน

ทั้งสิน้ 80 คน โดยไมมีขอจํากัดเรื่องเพศและอาย ุ

 ข้ันตอนการเกบ็อุจจาระนกัเรียนเริ่มจากเกบ็อุจจาระสดลงในกระปกุสําหรับเก็บอุจจาระ  

พรอมทั้งบันทึกประวัติ ซึ่งประกอบดวย ชื่อ-สกุล เพศ อายุ และชั้นเรียน จากนั้นแบงอุจจาระสด

สวนหนึง่ผสมกับ 10% formaldehyde ดวยอัตราสวนประมาณ 1:1 โดยปริมาตรแลวคนใหเขากัน

เพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตในอุจจาระ นําอุจจาระที่ผสมเขากนัดีแลวใสกระปุก ปดฝาใหแนน

เก็บไวที่อุณหภูมิหอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใชสําหรับวิธีการทาง morphology ตาง ๆ ตั้งแตการ

ตรวจหาเชื้อปรสิตขั้นตนดวยกลองจุลทรรศน วัดขนาดไขพยาธิแสมาที่ตรวจพบและบันทึกภาพ 

สําหรับอุจจาระอีกสวนหนึ่งที่เหลือจะเก็บโดยคงสภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 

ตลอดระยะเวลาระหวางนําสูหองปฏิบัติการ เมื่อถึงหองปฏิบัติการแลวจะนําไปเก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชในกระบวนการทางอณูชีววิทยาตอไป 
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 2. ตัวอยางอุจจาระที่ไดจากสุนัข 

 การศึกษานี้แบงการเก็บตัวอยางอุจจาระสุนัขออกเปน 2 กลุมคือ 

  2.1 อุจจาระสนุัขในกรุงเทพมหานคร โดยสุมเก็บตัวอยางจํานวน 20 ตัวอยางจาก 

2 เขตพื้นที่ ไดแก เขตราชเทวี ประกอบดวยบริเวณวัดมกักะสนัและชมุชนมกักะสนั กับเขตปทมุวนั 

ตลอดความยาว ถ. อังรีดูนงัต และบริเวณวัดปทุมวนาราม  

  2.2 อุจจาระสนุัขในชุมชนบานทาสองยาง ต. ทาสองยาง อ. ทาสองยาง จ. ตาก 

โดยสุมเก็บอุจจาระทัง้สิ้น 59 ตัวอยาง  

 ข้ันตอนการเก็บอุจจาระสุนัขจะใชไมสะอาดสําหรับตักอุจจาระตักเอาเฉพาะสวนที่ไม

สัมผัสพื้นดินซึ่งอาจมีการปนเปอนโดยไขพยาธิหรือปรสิตอื่น ๆ ในดินสูอุจจาระ นําตัวอยาง

อุจจาระใสลงในกระปุกสําหรับเก็บอุจจาระ สวนวิธีการเก็บรักษาตัวอยางในทุกขั้นตอนจะใช

วิธีการเดียวกบัในหวัขอที ่1 

 
การรวบรวมไขพยาธโิดย concentration technique 
 
 1. นาํอุจจาระนักเรียนและอจุจาระสุนัขซึง่ผสมกับ 10% formaldehyde ไวแลว คนใหเขา

กันแลวเทลงในหลอดสําหรบัปนเหวี่ยงขนาดความจ ุ15 มิลลิลิตร โดยกรองผานผากอซสองชั้นจน

ไดปริมาตรประมาณ 10 มิลลิลิตร หรือปรับปริมาตรดวย 10% formaldehyde ในกรณีที่ตัวอยางมี

ปริมาณนอย 

 2. เติม diethyl ether ลงในแตละหลอด ประมาณหลอดละ 3 มิลลิลิตร อุดปากหลอดดวย

จุกยางใหแนนแลวเขยาอยางแรงเปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้นาํใสเครื่องสําหรับปนเหวีย่งแลวปนโดย

ใชความเร็ว 2,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาท ี

 3. นําหลอดแกวออกจากเครื่องปนอยางเบามือเพื่อไมใหสวนของกากอุจจาระที่แยกตัวอยู

ดานบนลงมาผสมกับสวนของตะกอนที่ตองการ คอย ๆ ใชไมเขี่ยกากอุจจาระในหลอดใหหลุดออก 

จากนั้นเทสวนของกากอุจจาระและของเหลวในหลอดทิ้งอยางรวดเร็วโดยเหลือของเหลวไวกับ

ตะกอนประมาณ 1 มิลลิลิตร 

 4. ใชหลอดหยดผสมสวนของตะกอนที่กนหลอดใหเขากัน จากนั้นดูดตะกอนเก็บใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อนาํไปตรวจหาไขของพยาธ ิTrichuris sp. และ

ปรสิตชนิดอื่น ๆ โดยวิธ ีsimple smear 
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การตรวจหาเชื้อปรสิตโดย simple smear technique 
 

 ผสมตะกอนอุจจาระที่ไดจาก concentration technique ใหเขากัน ดูดมาหยดลงบน

กระจกสไลดปริมาณ 100 ไมโครลิตร วาง cover slip ทับโดยไมใหมีฟองอากาศอยูภายใน จากนั้น

นํามาตรวจหาไขพยาธ ิTrichuris sp. และปรสิตอื่น ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนขนาดกําลังขยาย 

objective lens เทากับ 40X พรอมทัง้บันทกึขอมูล  

 
การวัดขนาดไขพยาธ ิ
 

 วัดขนาดของไขพยาธิแสมาทุกใบที่พบในหนึ่ง smear ในแตละตัวอยางภายใตกลอง

จุลทรรศนขนาดกําลังขยาย objective lens เทากับ 40X โดยวัดจาก occular micrometer และ 

นําขนาดที่ไดมาคาํนวณหาขนาดจริงหนวยเปนไมโครเมตร บันทึกคาที่วัดไดทั้งความกวางและ

ความยาว  จากนั้นหาคาเฉลี่ยของขนาดไขพยาธิที่วัดไดในแตละตัวอยาง โดยหนึ่งตัวอยางใช

ขอมูลจากไขจํานวน 30 ใบ 

 
การนับจํานวนไขพยาธิโดย simple smear technique 

 

อุจจาระสดปริมาณ 2 g. 

 

แยกไขพยาธิดวย concentration technique 

 

  สวนของตะกอนที่มีไขพยาธิ ปริมาตร 1 ml. 

 

                                            0.5 ml.                                           0.5 ml. 

 

                                    เก็บไวที่ -200C                      ปนลางแลวปรับปริมาตรเปน 1 ml. 

 

                                                        นับจาํนวนไขพยาธจิากตะกอนทีป่นลาง 40 μl. 

 

                                 คาํนวณกลับเพื่อหาจํานวนไขพยาธิในอุจจาระ 1 g. (epg.) 
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การสกัดดีเอน็เอจาก Trichuris trichiura ตัวเต็มวยั 
 

 การไดมาซึ่งดีเอ็นเอจากพยาธิตัวเต็มวัยมีความสําคัญสวนหนึ่งในการนํามาใชเปน 

positive control ในปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสสําหรับ T. trichiura  และเปน negative control 

สําหรับ T.  vulpis นอกจากนี้ยังรวมถึงการนํามาใชในการหาลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18s 

rRNA gene แลวเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทด accession number DQ118536 ซึ่งเปน  

สายตนแบบทีเ่คยมีการศึกษา เพื่อใชในการออกแบบ oligonucleotide ที่มีประสิทธิภาพตอการ

จําแนกชนิดของพยาธ ิT.  trichiura และ T.  vulpis 

 การสกัดดีเอ็นเอจาก T.  trichiura ตัวเต็มวัยใชชุดสกัด QIAamp® DNA Mini Kit 

มีขั้นตอนดังนี ้

 1. ลางตัวพยาธิใหสะอาดดวยน้ํากลั่น จากนั้นตัดสวนหัวที่เรียวเลก็ของพยาธิใสลงใน 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 2. เติม ATL buffer ปริมาณ 180 ไมโครลิตร แลวใชแทงพลาสติกสาํหรับบดที่สะอาดบด

พยาธิจนละเอยีด 

 3. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากัน จากนัน้นาํไปบมที่

อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซยีส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 4. เติม AL buffer 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี

 5. เติม absolute ethanol ปริมาณ 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 6. ดูดสารละลายในหลอดทัง้หมดใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 7. เติม AW1 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 8. เติม AW2 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา  QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
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 9. ปนดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เพื่อเอาสารละลายที่

หลงเหลืออยูออกใหหมด จากนั้นนาํ QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม 

 10. เติม AE buffer ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาทีเพื่อให 

AE buffer ซึมทั่วแผนกรองใน QIAamp Spin Column จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงู

ที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 11. ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชเปน genomic DNA (gDNA) สําหรับกระบวนการ PCR ตอไป 
 
การสกัดดีเอน็เอจากไขพยาธิทีบ่ดดวย pipette tip 
  

 การสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิมีขั้นตอนที่ยุงยากกวาการสกัดดีเอ็นเอจากพยาธิตวัเตม็วัย 

เนื่องจากไขพยาธิมีขนาดเลก็ไมสามารถมองเหน็ไดดวยตาเปลา เปลือกของไขพยาธมิีความหนา 

การสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิจึงจาํเปนตองมีวธิีการนําสารพันธุกรรมภายในไขออกสูภายนอกกอน

นอกจากนี้สารตาง ๆ ภายนอกหลายชนิดยังมีฤทธิ์ในการยอยสลายดีเอ็นเอของพยาธิอีกดวย การ

สกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิโดยใชชุดสกัด QIAamp® DNA Mini Kit มีขั้นตอนดังนี ้

 1. รวบรวมไขพยาธิดวย concentration technique ในขั้นตอนนี้จะมวีิธีดําเนินการตางกับ

ที่ไดกลาวมาแลว โดยนําอุจจาระสดที่เก็บไวที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส ทั้งอุจจาระนักเรียนและ

อุจจาระสุนัขตวัอยางละ 2 กรัม ผสมกับ normal saline แลวคนใหเขากัน จากนัน้กรองผานผากอซ

สองช้ันลงในหลอดแกวสําหรับปนเหวี่ยงขนาดความจุ 15 มิลลิลิตร จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

หรือปรับปริมาตรดวย normal saline หามใช 10% formaldehyde เนื่องจากมฤีทธิ์ในการทําลาย 

ดีเอ็นเอ จากนั้นเติม diethyl ether หลอดละประมาณ 3 มิลลิลิตร อุดดวยจุกยางแลวเขยาอยาง

แรงเปนเวลา 1 นาที ข้ันตอนตอไปจะดําเนินการเชนเดียวกับวิธีที่กลาวมาแลวขางตน โดยดูดเกบ็

ตะกอนที่ไดใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 2. ลางไขพยาธิโดยดูดตะกอนที่ไดประมาณ 500 ไมโครลิตร ใสใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม เตมิน้าํกลัน่ 1,000 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากนั นําไปปนเหวี่ยงที ่

2,000 rpm เปนเวลา 2 นาที จากนั้นดูดสวนของเหลวทิ้งเบา ๆ เหลือตะกอนไว เติมน้าํกลั่นลงไป

อีก 1,000 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วเทาเดิม ทาํซ้ําเชนเดียวกันนี ้

3 รอบ เติมน้าํกลั่น 1,000 ไมโครลิตรลงในตะกอนรอบสุดทาย เพื่อเจอืจางตะกอนทําใหงายตอการ

คัดเลือกไขพยาธ ิ



 

 
40 

 3. นําตะกอนที่ลางแลวสองดวยกลองจุลทรรศนภายใตกําลังขยาย objective lens เทากับ 

4X บดไขพยาธิที่สองพบใหแตกดวยปลาย pipette tip จากนั้นดูดเก็บใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตรจนไดจํานวนไข 30 ใบตอหนึ่งตัวอยาง ปรับปริมาตรดวย ATL buffer จนได

ปริมาตรเทากับ 180 ไมโครลิตร 

 4. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 ชั่วโมง 

 5. เติม AL buffer 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 6. เติม absolute ethanol ปริมาณ 200 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

 7. ดูดสารละลายในหลอดทั้งหมดใสลงใน QIAamp Spin Column แลวนาํไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ีทิง้สารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 8. เติม AW1 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 8,000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา QIAamp Spin Column ใสลงใน collecting tube ใหม 

 9. เติม AW2 buffer ลงใน QIAamp Spin Column ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปปนดวย

เครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 3 นาท ีทิ้งสารละลายใน collecting tube เกา และ

นํา  QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 10. ปนดวยเครื่องปนความเร็วสูงที่ 14,000 rpm เปนเวลา 1 นาที เพื่อเอาสารละลายที่

หลงเหลืออยูออกใหหมด จากนั้นนํา QIAamp Spin Column ใสลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 

 11. เติม AE buffer 30-200 ไมโครลิตร ขึ้นกับจํานวนไขพยาธิที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ ทิง้

ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที เพื่อให AE buffer ซึมทัว่แผนกรองใน QIAamp Spin Column 

จากนั้นนําไปปนดวยเครื่องปนความเร็วสงูที ่8,000 rpm เปนเวลา 1 นาท ี

 12. ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร นําไปเก็บไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชเปน genomic DNA (gDNA) template สําหรบักระบวนการ 

PCR ตอไป 
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การสกัดดีเอน็เอจากไขพยาธิทีก่ระแทกดวยเม็ดแกว (glass beads) 
 

 1. รวบรวมไขพยาธิดวย concentration technique และลางไขพยาธดิวยวิธกีาร

เชนเดียวกับหวัขอการบดดวย pipette tip 

 2. ดูดตะกอนที่ลางแลวปริมาณ 300 ไมโครลิตร ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร จากนั้นเติม glass beads ปริมาณ 0.2 กรัม 

 3. เขยาดวยเครื่อง VORTEX-GENIE2 ที่ระดับ 10 เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

 4. ดูดตะกอนที่เขยาแลวปริมาณ 180 ไมโครลิตรใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 

มิลลิลิตรหลอดใหม 

 5. เติม Proteinase K ปริมาณ 20 ไมโครลิตรแลวผสมใหเขากัน จากนัน้ใชวิธกีารสกดั 

ดีเอ็นเอเชนเดียวกับหัวขอการบดดวย pipette tip 
 
การออกแบบ oligonucleotides สําหรบัใชเปน PCR Primer 
 
 จากการศึกษาทางดานชีววิทยาโมเลกุลของพยาธิแสมาเทาที่มีในปจจุบันพบวาหลักฐาน

ของลําดับนิวคลิโอไทดในสวนของ ribosomal RNA นั้นยังมีไมกวางขวางเทาที่ควร โดยเฉพาะ

อยางยิ่งบริเวณของ 18S ribosomal RNA การใชคุณสมบัติการจําลองตัวเองของสายนวิคลิโอไทด

ดวยวิธี PCR จะถูกนาํมาใชเพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis โดยใช ribosomal RNA 

gene เปนบริเวณเปาหมาย และใชโอลิโกนิวคลิโอไทดทีม่ี complementary กับเบสในบริเวณ 18S 

ribosomal RNA ในการทดสอบ แตเนื่องจากขอมูลที่ใชอางอิงในปจจุบันมีไมเพียงพอที่จะนาํมาใช

ในการออกแบบโอลิโกนวิคลโิอไทดสําหรับใชเปน PCR ไพรเมอรได ดังนี ้

1. T. trichiura มีรายงาน sequence เพียงบางสวนของบริเวณ 18S (DQ118536) โดย

เร่ิมตนตําแหนงที ่39 และส้ินสุดตําแหนงที ่1,895 เมื่อเทยีบกับ T. suis 18S complete 

sequene (AY851265) 

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

  

                                                              AM234616   

                     DQ118536 
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 การหาบริเวณที่เหมาะสมตอการออกแบบ forward primer ที่จาํเพาะตอพยาธิแสมา เร่ิม

จากการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S ribosomal RNA gene ของ T. trichiura,  

T. muris และ T. suis โดยใชขอมูลอางองิจาก 6Hwww.ncbi.nlm.nih.gov ดังนี ้

 T. suis    assesion number : AY856093 

 T. suis    assesion number : AY851265 

 T. trichiura  assesion number : DQ118536 

 T. muris   assesion number : AF036637 

 

 จากนั้นออกแบบไพรเมอรโดยใชวิธีคํานวณจากสูตรอุณหภูมิหลอมตัว (Melting 

temperature, Tm) ของไพรเมอรดังนี ้
     
    Tm =  4 ( G+C ) + 2 ( A+T ) 
 

 

ขอควรระวังในการออกแบบไพรเมอร 

 1. คา Tm ของไพรเมอรควรใกลเคียงกนัและอยูในชวง 50-80 องศาเซลเซียส 

 2. ความยาวของไพรเมอร ควรมีคาอยูระหวาง 20-30 นิวคลิโอไทด ประกอบดวยเบสชนิด 

guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60 ขึ้นไป และมีการกระจายตัวของเบสตาง ๆ 

เหมือนกนักับลําดับเบสที่ตองการจะเพิ่มจํานวน 

 3. ควรหลีกเลีย่งการใชไพรเมอรที่มี polypurines หรือ polypyrimidine  

 4. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรไมควรมีลําดับเบสที่เปน complementary กัน 

เพื่อปองกันการจับคูกนัเองของไพรเมอร (primer-dimer) 

 5. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดแตละสวนของไพรเมอรไมควรมีลําดับเบสที่เหมือนกันเมื่อ

อานจากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกันปลาย 3’ งอมาจับกับไพรเมอรสาย

เดียวกนัเกิดเปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) 

 

  

  forward primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที่ 77–98 (AY851265) 

  TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’ 
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  ขั้นตอนตอไปคือหาบริเวณที่เหมาะสมตอการออกแบบ reverse primer ที่จาํเพาะตอ

พยาธิแสมาโดยเปรียบเทยีบลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 5.8S ribosomal RNA gene ของ  

  T.muris         assesion number : AJ299407 

  T.vulpis        assesion number : AM234616 

  T.suis            assesion number : AM229670 

 

   

  reverse primer ที่ได อยูในตําแหนงที ่115–136 ของบริเวณ 5.8S (AM234616) 

   TT58SR0  5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’ 

 

 

                                   18s                                                  ITS1                     5.8S 

                                          18S                                                    ITS1                  5.8S  

         

          TT18SF0                                 TT58SR0 

 

  เนื่องจากการทํา PCR เพื่อสังเคราะหนวิคลิโอไทดสายยาวนี้เปนแบบ semi-nested PCR 

ซึ่งในกระบวนการ PCR รอบที่สองจะใช forward primer ตัวเดิมคือ TT18SF0 และออกแบบ 

reverse primer ตัวใหม 

 

 

  reverse primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที ่ 101–122 ของบริเวณ 5.8S (AM234616) 

   TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’ 

 

 

 

 

                                 18s                                                  ITS1                     5.8S 

 

   TT18SF0                    TT58SR1 
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 จากนั้นทําการหาลาํดับเบส (sequencing) ของชิ้น DNA ผลิตผลที่ไดจากกระบวนการ 

PCR โดยใชไพรเมอรที่ตางกันอีก 3 สาย เพื่อใหครอบคลุมสวนของ 18S, ITS1 และ สวน 5’ ของ 

5.8S ดังนี ้

 

TT18SF1 5’TGAATCGGAATAACTATGCTG3’    ตําแหนงที ่267-287 (AY851265) 

TT18SF2 5’CGACTTGAAAGTTTACTTTGAG3’   ตําแหนงที ่758-779 (AY851265) 

TT18SF3 5’GACTCTGGCCTACTAACTAG3’   ตําแหนงที1่,357-1,376 (AY851265) 

 

 

 

                                18S                                                     ITS1                5.8S 

 

  TT18SF0                                                                                                TT58SR1 

                    TT18SF1 

                                          TT18SF2 

    TT18SF3 

 
วิธีการทาํโคลน (subclone) 
 

เนื่องจาก gDNA ที่นาํมาใชในกระบวนการ PCR ไดมาจากไขพยาธิมากกวาหนึ่งใบ แต

การหาลําดับเบสของชิ้นดีเอน็เอผลิตผลมคีวามจาํเปนทีจ่ะตองคัดแยกดีเอ็นเอใหมคีวามบริสุทธิ์ 

ในสายพันธุเสียกอน ในขั้นตอนนี้จะใชวิธีการ subclone ในการคัดแยกสายพันธุใหบริสุทธิ์ เร่ิม

จากนําดีเอ็นเอผลิตผลประมาณ 30 ไมโครลิตรมาตรวจดวย gel electrophoresis จากนั้น

ดําเนินการตามขั้นตอนตอไปนี้ 
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1. การคัดแยกดีเอ็นเอที่โดยใช QIAquick gel extraction kit 
          1.1 ตัดชิ้นสวนอะกาโรสเจลบริเวณที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใสใน microcentrifuge 

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวบันทึกน้ําหนักของชิน้เจล 

          1.2 เติม QG-buffer 3 สวน ตอปริมาณเจล 1 สวน (1 มิลลิกรัม = 1 ไมโครลิตร) 

          1.3 บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จนชิน้เจลละลาย 

          1.4 ถายสารละลายใส spin column ที่ประกอบกบั collecting tube แลว นาํไปปน

เหวีย่งที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.5 ทิ้งสารละลายใน collecting tube จากนัน้เตมิ QG-buffer 500 ไมโครลิตรลง

ใน spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที ่13,000 rpm 1 นาท ี

          1.6 ทิ้งสารละลายใน collecting tube จากนัน้เตมิ PE-buffer 750 ไมโครลิตรลงใน 

spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.7 ทิ้งสารละลายใน collecting tube แลวนาํไปปนเหวี่ยงที ่13,000 rpm 1 นาท ี

          1.8 เติม EB-buffer 30 ไมโครลิตรลงใน spin column ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมหิองเปน

เวลา 5 นาท ีแลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 rpm 1 นาท ี

          1.9 ดูดดีเอ็นเอที่ไดใสใน microcentrifuge tube และเก็บรักษาภายใตอุณหภูม ิ-

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

tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

          2.2 เติม pGEM®-T Easy Vector ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากนั 

          2.3 เติมดีเอ็นเอที่คัดแยกออกจากอะกาโรสเจลปริมาณ 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

          2.4 เติม T4 DNA Ligase ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 

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

ดีเอ็นเอทีท่ําการเชื่อมตอกับพลาสมิด ผสมใหเขากนัแลวบมไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเปน

เวลาอยางนอย 2 ชั่วโมง 

          3.2 ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาท ี

          3.3 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือโดยระวังไมใหดีเอ็นเอที่ติดบริเวณกนหลอดหลุด 
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          3.4 เติม cold 70% EtOH ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

          3.5 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือโดยเหลือไวประมาณ 50 ไมโครลิตร นําไปปน

เหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 rpm ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2 นาท ี

          3.6 ดูดของเหลวทิง้อยางเบามือจนหมดโดยไมใหดีเอ็นเอที่ติดกนหลอดหลุดออก 

          3.7 ตากดีเอ็นเอบริเวณกนหลอดใหแหงที่อุณหภมูิหอง โดยไมตองปดฝาหลอด 

          3.8 เติมน้ํากลั่น 10 ไมโครลิตรเพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซยีส 
4. การจําลองดีเอ็นเอลูกผสมและการคัดเลือก 
          4.1 นําดีเอ็นเอลูกผสมปริมาณ 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Escherichia coli ที่ผาน

กระบวนการทาํใหเปน competent cell ปริมาณ 40 ไมโครลิตร ถายลงสู cuvette ที่แชในน้ําแข็ง

จนเยน็จัด 

          4.2 ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 1.8 กิโลโวลต สู cuvette  

          4.3 ดูดเชื้อทั้งหมดใน cuvette ไปเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (LB broth) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาภายใตอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

          4.4 นําเชื้อที่ไดประมาณ 200-300 ไมโครลิตร ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่

ผสม ampicillin บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 

          4.5 คัดเลือกโคโลนีของเชื้อดวยวิธกีาร PCR โดยใชไพรเมอร TT18SF0 และ 

TT58SR1 จากนัน้ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ตองการศึกษาดวยวิธ ีgel electrophoresis  
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เมื่อไดลําดับเบสในสวนของ 18S rRNA แลว ข้ันตอนตอไปคือการออกแบบไพรเมอรที่มี

ความจาํเพาะตอชนิดเพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis โดยวิธี nested PCR เร่ิมจาก 

ทําการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของตัวอยางที่วิเคราะหแลวกับ

ตัวอยางอางอิง ดังนี้  

 

sequence ของ T. trichiura คือ D42 และ DQ118536 

sequence ของ T. vulpis คือ D56_A, D56_B และ D56_C  

sequence ของ T. suis (AY851265) 

 

   

  forward primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที่ 1,278–1,298 (AY851265) 

   HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’  

 

   reverse primer ที่ไดอยูในตาํแหนงที ่1,673–1,693 (AY851265) 

   HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

                                       

 
                                                   
                                                                                                   
      18S (AY851265) 

 

        HT18SF0                                 HT18SR0 

                                                                                                           416 bp  

 

              =  variable region ของ T. trichiura 

              =  variable region ของ T. vulpis 

              =  conserve region  
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สําหรับ PCR รอบที่สอง ซึง่ใชในการจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis ใชไพรเมอรตอไปนี้ 

 

HTT18SF:     5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’  ตําแหนงที ่1,375–1,393 ของตัวอยางที ่D42  

                                                   สําหรับตรวจสอบ T. trichiura 

 

HTV18SF:     5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’       ตําแหนงที ่1,349–1,365 ของตัวอยางที ่D56_A 

                                                                           สําหรับตรวจสอบ T. vulpis 

 

HT18SR:       5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’   ตําแหนงที ่1,537–1,555 ของตัวอยางที ่D56_A  

                                                   เปน reverse primer 

 

                                                                                   

 18S (AY851265) 

                                                                                             

 

 

                                                                                   HT18SF0                                HT18SR0 

                                                     416 bp 

 

                                                             

 

 

                                              HTT18SF                                 HT18SR 

                                                   HT 

                                              HTV18SF 
 
              =  variable region ของ T. trichiura 

              =  variable region ของ T. vulpis 

           =  conserve region 
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การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
 
 เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดมีปริมาณนอย การทดลองนี้จงึใชวธิีการ nested PCR 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งมีข้ันตอนของการทํา PCR 2 ข้ันตอนใหญ ๆ ดวยกนั คือ 

 1. ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสสําหรับเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ 18S ครอบคลุมไป

จนถึง ITS1 และ 5.8 S เพื่อศึกษาลาํดับเบสที่สมบูรณบริเวณ 18S rRNA gene ของพยาธิแสมา  

T.  trichiura และ T.  vulpis จากตัวอยางที่เก็บมา ในขัน้ตอนนี้จะเลอืกใชไพรเมอร TT18SF1 เปน 

forward primer และ TT58SR เปน reverse primer สําหรับปฏิกิริยาครั้งที่หนึ่ง ซึง่มีลําดับเบสคอื 

   

  TT18SF0 5’ACGGTGAAGCCGCGAATGGCTC3’ 

  TT58SR0 5’GTTTGATCGACGCTGCAATGTG3’ 

 

 สวนปฏิกิริยาครั้งที่สองจะเลือกใชไพรเมอร TT18SF1 เปน forward primer และ 

TT58SR1 เปน reverse primer ซึ่งมีลาํดบัเบสดังนี ้

   

  TT58SR1 5’GCAATGTGCGTTCAAAGTATTC3’ 

 

  1.1 นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสําหรับทํา PCR โดยใชองคประกอบที่

จําเปนตอการทําปฏิกิริยา 1 ตัวอยางในปริมาณสารละลายสุทธิ 20 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวยดี

เอ็นเอที่สกัดไว (DNA template), ไพรเมอรทั้ง forward และ reverse ความเขมขน 30 พโิครโมล, 

10X PCR Buffer, MgCl2, dNTP ที่เปนสารตั้งตนของปฏิกิริยาการสงัเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด, 

LATaq DNA polymerase เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากลั่น ซึ่งใชในปริมาณตาม

ตาราง 3A และ 4A 

  1.2 นําหลอดที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องเพิม่ปริมาณสารพันธกุรรม

ในหลอดทดลอง ประกอบดวยขั้นตอนการทําใหดีเอ็นเอแยกสาย (DNA denaturation) ที่อุณหภูมิ 

94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท,ี ขัน้ตอนการทําให ไพรเมอรจับกับสายดีเอ็นเอแมแบบ 

(primer-template annealing) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.3 นาท ีและขั้นตอนการ

สังเคราะหสายดีเอ็นเอ (primer extension) ที่อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ีซึ่งทาํ

ปฏิกิริยาทัง้หมด 38 รอบตามตาราง 3B และ 4B จากนั้นนําผลิตผลที่ไดไปตรวจสอบดวยวิธ ีgel 

electrophoresis 
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 2 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสเพื่อทดสอบไพรเมอรสําหรบัใชจําแนกชนิดของพยาธแิสมา 

T.  trichiura ออกจาก T.  vulpis โดยใชไพรเมอร HT18SF0 เปน forward primer และ HT18SR0 

เปน reverse primer สําหรบัปฏิกิริยาครั้งที่หนึ่ง ซึง่มีลําดับเบสดังนี ้

  

  HT18SF0 5’TCTTGATTCAGTGGGTAGTGG3’ 

  HT18SR0 5’CTTACTGGGAATTCCTCGTTC3’  

  

 สวนปฏิกิริยาครั้งที่สองใชไพรเมอร HTT18SF, HTV18SF และ HTSF เปน forward primer 

ซึ่งคาดวามีความจําเพาะตอ T.  trichiura, T.  vulpis และ T. suis ตามลําดับ และใช HT18SR เปน 

reverse primer ซึ่งมีลําดับเบสดังนี ้

   

  HTT18SF 5’AGCGCTCCGCGGAGCACCT3’ 

  HTV18SF 5’CGCCCCTTGGAGCAGCA3’      

  HTSF  5’TCGCGACGCCGTGCCTA3’ 

  HT18SR 5’CTGTCCCAGTCACGAGAAC3’ 

  

 1. นําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปนแมแบบสาํหรับทํา PCR โดยใชองคประกอบที่จาํเปนตอ

การทาํปฏิกิริยา 1 ตัวอยางในปริมาณสารละลายสทุธิ 20 ไมโครลิตร ซึ่งใชในปริมาณตามตาราง 

5A และ 6A 

 2. นําหลอดทีม่ีสวนผสมของการทํา PCR เขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอด

ทดลอง ซึ่งประกอบดวยขัน้ตอนตามตาราง 5B และ 6B 
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การตรวจผลติผล PCR โดยวิธ ีgel electrophoresis 
 

1. เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 1 และรอยละ 2 สําหรับตรวจสอบดีเอ็นเอ

ผลิตผลจาก semi-nested PCR และ nested PCR ตามลําดับ โดยผสมผงอะกาโรสตามอัตราสวน

กับ 0.5X TBE ปริมาณ 100 มิลลิลิตร หลอมเจลดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียม

เจล แลวจึงนาํเจลมาใสใน electrophoresis chamber ซึ่งมี 0.5X TBE บรรจุอยูในระดับที่ทวม

แผนเจล 

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

ในหลุมของอะกาโรสเจล ซึ่งใช λ Hind III เปนดีเอ็นเอบอกขนาด (DNA marker) สําหรับผลิตผล

จาก semi-nested PCR และใช 100 bp ladder เปนดีเอ็นเอบอกขนาดสําหรับเปรียบเทียบ

ผลิตผลจาก nested PCR  

3. เดินกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ใชเวลา 30-50 นาที ข้ึนกับความเขมขน

ของอะกาโรสเจล จากนัน้แผนเจลไปยอมดีเอ็นเอดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาท ี

4. ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและบันทกึภาพสาํหรับ

วัดขนาดแถบดีเอ็นเอผลิตผลโดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอบอกขนาด 

 
sequence analysis 
 

  การวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ (automated DNA sequencing) 

เปนวธิีการหาลําดับเบสของ DNA โดยอาศัยหลักการของ dideoxy chain termination แตกตาง

กันตรงที่การติดฉลาก DNA จะใชสารเรืองแสง เชน dRhodamine dye terminator แทนการใช

สารกัมมันตภาพรังสี โดยอาศัยการติดตามการเรืองแสงของสีตาง ๆ กัน 4 ชนิด สําหรับเบส 4 ตัว 

คือ A C G และ T สีที่ใชในการติดฉลากแตละตัวเมื่อถกูกระตุนดวยแสงเลเซอรจะเรืองแสงในชวง

ความยาวคลื่นแตกตางกัน และแสงที่ปรากฏจะแตกตางกัน โดยจะเห็นเปนสีเขียว สีดํา สีน้าํเงิน 

และสีแดง ตามลําดับ ดวยเครื่อง ABI Prism 310 Genetic Analyzer 

เมื่อไดลาํดับเบสทั้งหมดของบริเวณที่ตองการศึกษาแลว จะนาํมาวิเคราะหผลโดยการทํา 

alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร BioEdit และ Clustalx รวมกับการตรวจสอบดวยสายตา

เพื่อหาความหลากหลายของลําดับเบสที่เกดิขึ้นในบริเวณ 18S, ITS1 และบางสวนของ 5.8S 
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PCR condition 
 
ตารางที ่3:  semi-nested PCR รอบแรกดวยไพรเมอร TT18SF0 และ TT58SR0 
 

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 7.26 

10X Buffer 2.00 

MgCl2 2.00 

dNTP 3.20 

enzyme LA-taq 0.20 

forward primer - TT18SF0 0.17 

reverse primer – TT58SR0 0.17 

DNA template 5.00 

total 20.00 

  

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

96 0.2 

55 0.3 
primer-template 

annealing (38 cycles) 
62 3.0 

extension 72 10.0 

hold 20 ∞ 
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ตารางที ่4:  semi-nested PCR รอบสองดวยไพรเมอร TT18SF0 และ TT58SR1 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ30 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 16.39 

10X Buffer 3.00 

MgCl2 3.00 

dNTP 4.80 

enzyme LA-taq 0.30 

forward primer - TT18SF0 0.255 

reverse primer – TT58SR1 0.255 

DNA template 2.00 

total 30.00 

 

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

96 0.2 

55 0.3 
primer-template 

annealing (38 cycles) 
62 3.0 

extension 72 10.0 

Hold 20 ∞ 
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ตารางที ่5:  nested PCR รอบแรกดวยไพรเมอร HT18SF0 และ HT18SR0 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

Reagents Volume (μl) 

H2O 14.04 

10X Buffer 2.00 

dNTP 1.60 

enzyme r-taq 0.10 

forward primer - HT18SF0 0.13 

reverse primer - HT18SR0 0.13 

DNA template 2.00 

total 20.00 

 

 B: PCR Cycle Profile 

 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

94 0.3 

62 0.3 
primer-template 

annealing (40 cycles) 
72 1.0 

extension 72 5.0 

Hold 20 ∞ 
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ตารางที ่6:  nested PCR รอบสองดวยไพรเมอร HTT18SF0/HTV18SF0 และ HT18SR 
  

 A: องคประกอบที่จําเปนตอการทาํปฏิกิริยาตอ 1 ตัวอยาง ในปริมาณสารละลายสทุธ ิ20 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 

 

 

                                                                                                                                 

            B: PCR Cycle Profile 
 

 

       
 
 
 
 
  
 
 
 

 

 

 

 

 
 

Reagents Volume (μl) 

H2O 14.04 

10X Buffer 2.00 

dNTP 1.60 

enzyme r-taq 0.10 

forward primer - HTT18SF0/HTV18SF0 0.13 

reverse primer - HT18SR 0.13 

DNA template 2.00 

Total 20.00 

 Temperature (˚C) Time (min.) 

DNA denaturation 94 1.0 

94 0.3 

62 0.3 
primer-template 

annealing (30 cycles) 
72 1.0 

extension 72 5.0 

Hold 20 ∞ 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 

ผลการตรวจหาเชื้อปรสิตในอุจจาระภายใตกลองจลุทรรศน 
  

 ตัวอยางอุจจาระนักเรียนที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกเก็บรวบรวมจากนักเรียนโรงเรยีนชุมชน

บานทาสองยาง ในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 รวมทั้งสิ้น 80 คน เปนนักเรียนชาย 36 คน นักเรียน

หญิง 44 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 5-18 ป โดยมีคาเฉลี่ยของอายุเทากับ 9.5 +/- 3.0 ป จากการ

ตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลองจุลทรรศนกาํลังขยาย 400 เทาดวย concentration technique ให

ผลบวก 76 ตัวอยางคิดเปนรอยละ 95 ในจํานวนนี้พบวาใหผลบวกตอ Trichuris sp. จํานวน 56 

ตัวอยางหรือคดิเปนรอยละ 70 เปนเพศชาย 28 คน (77.8%) เพศหญิง 28 คน (63.6%) นอกจากนี้

ยังตรวจพบปรสิตอื่น ๆ ทั้งในกลุมของหนอนพยาธิตวักลม หนอนพยาธิตัวแบน และโปรโตซัว ซึง่มี

อัตราการติดโรคดังแสดงในตารางที ่7 

 ปริมาณการติดเชื้อ Trichuris sp. ในอุจจาระนักเรียนซึ่งคิดจากจํานวนไขพยาธิตออุจจาระ

หนึง่กรัม (epg.) พบวานกัเรียนทีม่ีคา epg. ≤ 10 มีจํานวน 7 คน นักเรียนทีม่ีคา epg. อยูระหวาง 

11-100 มีจํานวน 23 คน นักเรียนที่มีคา epg. ระหวาง 101-400 จํานวน 19 คน นักเรียนที่มีคา 

epg. ระหวาง 401-1,000 จํานวน 4 คน และนักเรียนที่มคีา epg. > 1,000 จํานวน 1 คน 

 สําหรับตัวอยางอุจจาระสนุัขที่รวบรวมไดภายในเขตกรงุเทพมหานครจาํนวน 20 ตัวอยาง 

ใหผลการตรวจหาเชื้อปรสิตเปนบวกทั้งสิ้น 6 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 30 ในจํานวนนี้พบวาให

ผลบวกตอ Trichuris sp. จํานวน 4 ตัวอยางหรือรอยละ 20 สวนตัวอยางอุจจาระสุนขัที่รวบรวมได

จากชุมชนบานทาสองยาง จ.ตาก จาํนวน 59 ตัวอยาง ใหผลการตรวจหาเชื้อปรสิตเปนบวก 52 

ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 88.1 โดยพบ Trichuris sp. ทั้งหมด 13 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 22 ซึ่งจดั

วามีอัตราการติดเชื้อ Trichuris sp. ใกลเคยีงกับสุนัขในกรุงเทพฯ แตเมื่อเทียบกับอัตราการติดเชื้อ

ในเด็กนักเรียนซึ่งมาจากพื้นที่เดียวกันพบวาอัตราการติดเชื้อในสุนัขต่ํากวาในนักเรียนมาก ในแง

ของปริมาณการติดเชื้อ ไขพยาธิที่ตรวจพบจากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ จาํนวน 4 ตัวอยางมีคา 

epg. เทากับ 13, 13, 19 และ 75 ในขณะที่อุจจาระสุนัขจากชุมชนทาสองยางมีคา epg. < 100 

เพียง 3 ตัวอยาง คือ 3, 6 และ 13 โดยคา epg. ที่มากที่สุดคือ 750 สวนปรสิตอื่น ๆ ที่ตรวจพบ

นอกเหนือจากพยาธิแสมาและอัตราการตดิโรคไดแสดงไวในตารางที่ 8 
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ตารางที ่7 อัตราการตรวจพบเชื้อปรสิตในทางเดนิอาหารชนิดตาง ๆ ของเด็กนักเรียนที่ใชในการ

วิจัยจาํนวนทั้งสิ้น 80 คน 
 

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

จํานวนนักเรียน  จํานวนนักเรียน  จํานวนนักเรียน ชนิดของปรสิต 

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

Trichuris sp. 28 77.8  28 63.6  56 70.0 

A.  lumbricoides 13 36.1  25 56.8  38 47.5 

Hookworm. 9 25.0  5 11.4  14 17.5 

S.  stercoralis 1 2.8  0 0.0  1 1.3 

E.  vermicularis 1 2.8  3 6.8  4 5.0 

Opisthorchis sp. 3 8.3  2 4.5  5 6.3 

Taenia sp. 0 0.0  1 2.3  1 1.3 

H.  diminuta 0 0.0   1 2.3   1 1.3 

E.  histolytica 7 19.4  3 6.8  10 12.5 

E.  coli 20 55.6  17 38.6  37 46.3 

E.  hartmanni 10 27.8  7 15.9  17 21.3 

G.  lamblia 5 13.9  9 20.5  14 17.5 

B.  hominis 33 91.7  33 75.0  66 82.5 

Sarcocystis sp. 0 0.0  1 2.3  1 1.3 

E.  nana 16 44.4  4 9.1  20 25.0 

C.  mesnili 1 2.8  2 4.5  3 3.8 

I.  buetschlii 4 11.1  0 0.0  4 5.0 
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ตารางที ่8 อัตราการตรวจพบเชื้อปรสิตในทางเดนิอาหารชนิดตาง ๆ ของสุนัขที่ใชในการ

วิจัยจาํนวนทั้งสิ้น 79 ตัว 
 

ทาสองยาง  กรุงเทพฯ ชนิดของปรสติ 

ที่ตรวจพบ จํานวนตวัอยางที่ติดเชื้อ %  จํานวนตวัอยางที่ติดเชื้อ % 

Trichuris sp. 13 22  4 20 

Ascaris lumbricoides 18 30.5  0 0 

Spirocerca lupi. 15 25.4  0 0 

Hookworm 23 39  4 20 

Toxocara canis 13 22  0 0 

Paragonimus sp. 1 1.7  0 0 

Spirometra sp. 5 8.5  0 0 

Taenia sp. 2 3.4  0 0 

Giardia lamblia 2 3.4  0 0 

Isospora sp. 4 5.1  0 0 

Amoeba cyst 1 1.7  0 0 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธ ีPCR เพื่อศึกษาลําดับนวิคลิโอไทดบริเวณ  
18S-ITS1-5.8S ribosomal RNA gene 
  

 gDNA ที่นํามาใชในขั้นตอนนี้ผานการสกัดจากไขพยาธิจํานวนไมต่ํากวา 10 ใบตอหนึ่ง

ตัวอยางซึ่งทําการคัดแยกภายใตกลองจุลทรรศน การศึกษาในขั้นตอนนี้จะเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอน็เอ

ดวยวิธ ีsemi-nested PCR บน ribosomal RNA gene โดยเลือกใช DNA template จาก gDNA 3 

แหลงดวยกัน คือ gDNA ที่สกัดจากอุจจาระนักเรียนจาํนวน 3 ตัวอยาง gDNA ที่สกัดจากอุจจาระ

สุนัขในกรุงเทพฯ 1 ตัวอยาง จากสนุัขใน จ. ตาก 1 ตัวอยาง และ gDNA ที่สกัดจาก  T. trichiura 

ตัวเต็มวัย 1 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 6 ตัวอยาง ข้ันตอนเริ่มจากกระบวนการ PCR รอบที่หนึ่งซึ่งใช 

TT18SF0 เปน forward primer และ TT58SR0 เปน reverse primer สามารถใหผลผลิตชิ้นดีเอ็น

เอครอบคลุมต้ังแตสวนตนของบริเวณ 18S ผานบริเวณ ITS1 และส้ินสุดในบริเวณของ 5.8S เมื่อ

นําดีเอ็นเอผลติผลมาตรวจสอบดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจลความ

เขมขนรอยละ 1 และใชดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ λHind III พบวาไมมีตัวอยางใดที่แสดง

แถบดีเอ็นเออยางชัดเจน และบางตัวอยางไมปรากฏแถบดีเอ็นเอเลย สวนตัวอยางจากพยาธิตัว

เต็มวัยใหแถบดีเอ็นเอเขมทีสุ่ด การที่แถบดีเอ็นเอปรากฏไมชัดเจนนัน้เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอตั้ง

ตนที่ใชในกระบวนการ PCR ที่ไดจากไขพยาธิมีปริมาณต่ําและอาจถกู inhibitor บางชนิดรบกวน

ในกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอ เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลทั้ง 6 ตัวอยางที่ไดจาก PCR รอบที่หนึ่ง

มาใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนสาํหรับการทํา PCR รอบที่สอง โดยมี TT18SF0 เปน forward primer และ 

TT58SR1 เปน reverse primer เมื่อตรวจสอบผลิตผลจาก PCR รอบที่สองทั้ง 5 ตัวอยางดวยวิธี 

agarose gel electrophoresis โดยใชอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 1 และใชดีเอ็นเอมาตรฐาน

บอกขนาดคือ λHind III ในการเปรียบเทยีบขนาดดีเอ็นเอผลิตผล ใหผลดังภาพที ่10 

 เนื่องจาก gDNA ที่ใชในกระบวนการ PCR ไดมาจากไขพยาธิมากกวาหนึ่งใบและได   

จากเนื้อเยื่อของพยาธิตัวเต็มวัย ผลิตผลทีไ่ดจึงอาจมหีนวยพนัธกุรรมหลายอัลลีล (allele) ซึ่งถูก

สังเคราะหรวมกันอยู การทีจ่ะอานลาํดับเบสบนหนวยพนัธุกรรมนั้นจาํเปนทีจ่ะตองทาํใหผลิตผล 

PCR จาก semi-nested PCR รอบที่สองมีความบริสุทธิ์ของหนวยพันธุกรรมแบบใดแบบหนึ่ง

เสียกอน สาํหรับการศึกษานี้ใชวิธีการโคลนชิ้นดีเอ็นเอ (DNA cloning) ในเซลลแบคทีเรีย และ

นําเขาสูกระบวนการแปลผล 12 โคลน จากผลที่ปรากฏบนแผนอะกาโรสเจลพบวาชิ้นดีเอ็นเอ

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

บอกขนาด λHind III 
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 ภาพที่ 10 แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก semi-nested PCR (รอบที่สอง) ดวยวิธี 

agarose gel electrophoresis โดยแถวที่ 1 และ 2 คือตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขใน   

กรุงเทพฯ จํานวน 2 โคลน แถวที ่3 คือตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขในจังหวัดตาก แถวที ่4       

คือตัวอยางจากอุจจาระนักเรียน แถวที่ 5 คือตัวอยางจากพยาธิตัวเต็มวัย และแถว M คือ            

ดีเอ็นเอบอกขนาด (λHind III) 

  

 
การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ 18S-ITS1-5.8S ribosomal RNA gene 
 

 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดจํานวน 12 โคลน (ตารางที ่9) แลวนํามาเปรียบเทียบ

กับขอมูลอางอิง accession number DQ118536 และ AM234616 จาก 

7Hwww.ncbi.nlm.nih.gov พบวาใน 4 โคลนที่ไดจากอุจจาระสุนัขใหผลเปน T. vulpis จํานวน 3 

โคลนคือ D56_A, D56_B และ D56_C สวนอีกหนึ่งโคลนคือ D42 ใหผลเปน T. trichiura 

ในขณะที่ 8 โคลนจากอุจจาระผูปวยและพยาธิตัวเต็มวยัลวนใหผลเปน T. trichiura ทัง้หมด เมื่อ

วิเคราะหถึงลาํดับนิวคลิโอไทดพบวาเบสตําแหนงแรกที่ไพรเมอร TT18SF0 อานไดอยูในบริเวณ

ของ 18S rRNA gene ซึ่งตรง  กับตําแหนงที่ 39 ของ DQ118536 เมื่อนับไปจนสุดถึงตาํแหนง

สุดทายของไพรเมอร TT58SR0 พบวาลําดับนิวคลิโอไทดของ T.vulpis ทั้ง 3 โคลนมีความยาว

เทากันคือ 2,367 bp สวนลําดับ    นิวคลิโอไทดของ T. trichiura ทั้ง 9 โคลนมีความยาว

หลากหลาย โดยสายนิวคลิโอไทดที่ยาวทีสุ่ดไดจากตัวอยาง D42 มีความยาว 2,599 bp สวน

สายนิวคลิโอไทดที่สั้นที่สุดไดจากตัวอยาง TST214 มีความยาว 2,575 bp  

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

และ 5.8S เรียงกันตามลาํดับ เมื่อพจิารณาเฉพาะบริเวณ 18S rRNA gene ซึ่งมกีารรักษารูปแบบ

ที่เปนเอกลักษณเฉพาะตัวของสายพันธุ (conserve region) ตามภาพที่ 11 โดยเปรียบเทียบกับ 

DQ118536 พบวา T. trichiura ทั้ง 9 โคลน มี 7 โคลนที่มีความยาวเทากันคือ 1,846 bp สวน

โคลน TH2_B มีความยาว 1,847 bp เนื่องมาจากการเพิม่ข้ึนของเบส (insertion) 1 ตําแหนง คือ 

G จะเห็นวาเบสที่เพิม่ข้ึนอยูในตําแหนงที่ 1,241 และอีกโคลนหนึ่งคือ TH2_D มีความยาว 1,854 

bp จากการเพิ่มข้ึนของเบส 8 ตําแหนงตดิกันคือ GTTTACGG ในตาํแหนงที่ 793 ซึ่ง 7 ตําแหนง

หลังเปนสวนทีม่ีการเรียงตัวซ้ํา (repeat) กับเบส 7 ตําแหนงถัดไปคือ TTTACGG สวนตําแหนงที่ 

1,323 ของทุกโคลนมีการเพิม่ข้ึนของเบสหนึ่งตําแหนงคอื C นอกจากนี้ยังพบการแทนที่ของเบส 

(substitution) หนึ่งตําแหนงในบางบริเวณดังตารางที่ 10 เมื่อพิจารณาถึงอัตราความเหมือนกัน

ของลําดับนวิคลิโอไทด (% homology) บริเวณ 18S rRNA gene ระหวาง DQ118536 และโคลน 

TH2_D ซึ่งมีความยาวมากทีสุ่ด พบวามีอัตราความเหมอืนกัน 99.13% 

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

มีความยาวเทากันทั้งหมดคือ 1,816 bp เมื่อนําทั้ง 3 โคลนเปรียบเทียบกัน พบการเขาแทนที่    

ของเบสทั้งหมด 9 ตําแหนง โดยตาํแหนงที่พบในโคลน D56_A คือ 205(A/G), 869(A/G) และ 

1540(A/G) โคลน D56_B พบไดในตําแหนงที ่67(A/G) และ 1720(A/G) สวนโคลน D56_C พบ 

ไดในตําแหนงที่ 23(A/T), 1019(T/C), 1175(T/C) และ 1209(T/C) การที่ลําดับนิวคลิโอไทดของ 

T.vulpis ที่ศกึษามีขนาดสั้นกวา T. trichiura เนื่องจากการขาดหายไปของนิวคลิโอไทด 6 บริเวณ 

เมื่อเปรียบเทียบกับ DQ118536 พบวาตาํแหนงที่ขาดหายไปคือ ตาํแหนงที่ 108 จํานวน 2 เบส, 

ตําแหนงที ่159 จํานวน 4 เบส, ตําแหนงที่ 1,346 จํานวน 6 เบส, ตําแหนงที ่1,358 จํานวน 7 เบส, 

ตําแหนงที ่1,373 จํานวน 9 เบส และตําแหนงที่ 1,400 จํานวน 3 เบส สําหรับอัตราความเหมือน 

กันของลาํดับนิวคลิโอไทดระหวาง T. trichiura (DQ118536) และ T.vulpis โคลน D56_B มีคา

เทากับ 92.07% 

 ในขณะเดียวกนัเมื่อนําลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของ T. trichiura และ 

T. vulpis ทั้ง 12 โคลนเปรียบเทียบรวมกบัลําดับนวิคลิโอไทดอางองิของ T.suis (AY851265) จะ

พบบริเวณที่เปน homology zone ถึง 3 บริเวณดวยกัน หากใช DQ118536 เปนเกณฑ บริเวณ

แรกจะอยูในตาํแหนงที่ 27-188 บริเวณที่สองอยูในตาํแหนงที ่1,320-1,415 และบริเวณที่สามอยู

ในตําแหนงที่ 1,713-1,794 
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ตารางที ่9 แสดงขนาดของลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณตาง ๆ บน ribosomal RNA ของ  

T. trichiura และ T.vulpis  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Length of sequences (bp.) 

samples resource 
18S ITS1 

HT18SF0-

HT18SR0 

HTT18SF-

HT18SR 

HTV18SF-

HT18SR 

TT18SF0-

TT58SR1 

D56_A 1,816 425 399 - 207 2,367 

D56_B 1,816 425 399 - 207 2,367 

D56_C 

Eggs from stray dog, 

Bangkok 
1,816 425 399 - 207 2,367 

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

TH2_A 1,846 606 424 212 - 2,578 

TH2_B 1,847 609 425 212 - 2,582 

TH2_C 1,846 609 424 212 - 2,581 

TH2_E 1,846 609 424 212 - 2,581 

TH2_D 

Adult from human, 

Bangkok 

1,854 609 424 212 - 2,589 

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

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

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

โดยเปรียบเทยีบกับลําดับเบสอางองิ (DQ118536)  

 

clone position (nucleotide) GC content (%) 

      

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

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

   

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

  1260 (A/G), 1285 (T/A), 1805 (G/T)   
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ภาพที่ 11: ขอมูลแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene ของพยาธิแสมา 

  - ขีดคือตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของนิวคลิโอไทด 

  - จุดคือตําแหนงที่มนีิวคลิโอไทดเหมือนกบั DQ118536 
 
 
 
 
                   1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 ACGGTTAAGC CGCGAATGGC TCATTACAGC AGTCGTTGTT CGCTAGAACT GATGTCCACT TGGATAACTA TGGAAATGCT AGAGCTAATA 
#D42      .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .....G.... .......... ......T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... .........G .......T.. .......... 
#D56_B    .....G.... .......... ......T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... ......G..G .......T.. .......... 
#D56_C    .....G.... .......... ..T...T.A. ..C.A..... ...A...... ...ACT.... .........G .......T.. .......... 
 
 
                   1 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111  
          9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 CATGCCTCGA AGCTCAGTCG CGCGCTGCGC GTCGGAGCGC GTTTATTTGA ACAAAACCAA TCGGACGCAG GCTAGCTATT GGTCTGAGTC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .A........ .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
#D56_B    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
#D56_C    .......GA. ....TC.--. .....AAT.. .G........ A......A.T .......... ....G..T-- --.C...GAC ..CG.TC.C. 
 
 
          1111111111 1111111112 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222  
          8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667  
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#DQ118536 CGCGAAATGT TGGTGAATCG GAATAACTAT GCTGATCGCA CGGTCCAGTA CCGGCGACGA TGCTTTGAAA CGACTTGCTC ATCAACTTTC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... ......G... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    ...C..CG.. .......... ....G..... .......... ........C. .......... AT........ T......... .......... 
#D56_B    ...C..CG.. .......... .......... .......... ........C. .......... AT........ T......... .......... 
#D56_C    ...C..CG.. .......... .......... .......... ........C. .......... AT........ T......... .......... 
 
 
          2222222222 2222222222 2222222223 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333  
          7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 GATGGTACGC TACGTGCTTA CCATGGTGAC AACGGTTAAC GGAGAATCAG GGTTCGGCTC CGGAGAGGGA GCCTGAGAAA CGGCTACCAC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........G. .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .........A .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... .......... .......... 
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          3333333333 3333333333 3333333333 3333333334 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444  
          6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445  
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 ATCCAAGGAA GGCAGCAGGC ACGCAAATTA CCCACTCCCA GATCGGGGAG GTAGTGACGA AAAATAACGG AACGTTTCTC CATGAGACGC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .T........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... 
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          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 GTTACCGGAA CGATCGAGCC GTACATAAGT TCGGCTAAAT CTATTGGAGG GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... ........G. .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... ...C...... .....C...C ........T. .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... ...C...... .....C...C ........T. .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... ...C...... .....C...C ........T. .......... .......... .......... .......... .......... 
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          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890  
#DQ118536 TAGCGTATAT TAAAGTTGCT GCGGTTAAAC CGCTCGTAGT TGGATTGCGG ATGTCGACGA CGGTCGTCCT AAGCAGGAGT CGTTCCGTCG 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... G......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... C......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... ......TT.. TGAA...... .......... .......... ..C....... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... ......TT.. TGAA...... .......... .......... ..C....... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... ......TT.. TGAA...... .......... .......... ..C....... 
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#DQ118536 CTCGTCACCT GTTCGATCAA GATTGCCCTG GATGCTCTTC AGTGAGTGTC CTTGGCGACT TGAAAGTTTA CTTTGAGAAA ATGAGAGCGC 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_A    .......... ....A..... .C...T...T .........G .......... ..G....... .......... .......... ...GA..... 
#D56_B    .......... ....A..... .C...T...T .........G .......... ..G....... .......... .......... ...GA..... 
#D56_C    .......... ....A..... .C...T...T .........G .......... ..G....... .......... .......... ...GA..... 
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#DQ118536 TCAAGGCAAG CCGTAGTGCT TGAACCGTGG TGCATGGAAT AATGAAAGAT GGCCTCAGTG CTATTTTGTT GG-------- TTTACGGCTA 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TH1      .......... .....A.... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..GTTTACGG .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TST214   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..-------- .......... 
#TST332   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......C... ..-------- .......... 
#D56_A    ........G. .......... .....A.... .......... .......... ......G... .......... ..-------- .......TG. 
#D56_B    ........G. .......... .....A.... .......... .......... ......G... .......... ..-------- .......TG. 
#D56_C    ........G. .......... .....A.... .......... .......... ......G... .......... ..-------- .......TG. 
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#DQ118536 TGAGGCAATG ATTAAAAGAG ACTGACGGGG ACATTCGTAT TGCTGCGTTA GAGGTGAAAT TCTTGGATCG CAGCAAGACG ACCAATTGCG 
#D42      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH1      .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... 
#TH2_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_B    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_D    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#TH2_E    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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 สําหรับลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1 และ 5.8S ของทุกโคลนในการศึกษานี้จะนํามา

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดอางอิงของ T. vulpis (AM234616) ตามภาพที่ 12 เมื่อพิจารณา

เฉพาะบริเวณ ITS1 ของพยาธิ T. trichiura พบวามีความแปรผันในขนาดของลาํดับนิวคลิโอไทด

สูง จากทั้งหมด 9 โคลนพบวามีขนาด 603, 606, 609, 618, 624 และ 627 bp ดังตารางที่ 9 และ

ยังพบความหลากหลายของจาํนวน repeat ที่ไมเทากันของเบส 3 ตัวคอื AGC ในตําแหนงที่ 75 

และ 81, GGC ในตําแหนงที่ 190, GCA ตําแหนงที่ 255 และ CTG จํานวน 3 ซ้ําในตําแหนงที่ 609 

ดังสรุปไวในตารางที่ 11 สวนบริเวณ ITS1 ของ T. vulpis ทั้ง 3 โคลนมีขนาด 425 bp. เมื่อนํามา

เปรียบเทียบกับ AM234616 พบการเพิ่มข้ึนของเบสหลายตําแหนง นอกจากนี้ยังพบการซ้ํากันของ

เบส CGG จํานวน 5 ซ้ําในตาํแหนงที่ 428 และการซ้ํากันของเบส CCGA จํานวน 3 ซ้ําในตําแหนง

ที่ 508 ซึ่งแสดงไวในตารางที่ 12 ท้ังนี้เมื่อพิจารณาบริเวณ ITS1 ทั้ง 12 โคลนรวมกับ  T. suis 

(accession number: AM229670) พบวามีความเปน homology zone สูงทัง้บริเวณ 

 ลําดับนิวคลิโอไทดที่วิเคราะหไดในสวนของ 5.8S เร่ิมตั้งแตตําแหนงที่ 634 ไปจนตําแหนง

ที่ 745 ซึ่งเปนตําแหนงสุดทายตามภาพที่ 12 บริเวณนี้พบการแทนที่ของนวิคลิโอไทดใน T. vulpis 

เพียงหนึง่ตําแหนงคือตําแหนงที ่677 โดยลําดับเบสเปลี่ยนจาก C เปน T สวน T. trichiura พบการ

เปลี่ยนแปลงของนิวคลิโอไทด (intraspecific variation) ไดในตําแหนงที ่636, 646, 647, 665, 676 

และ 690 นอกจากนี้พบวาการเรียงตัวซ้าํกันของเบส CGG จํานวน 2 ซ้ําในตาํแหนงที่ 643 และ 

GAA จํานวน 2 ซ้ําในตําแหนงที่ 671 ของ T. vulpis ทั้งสามโคลน เหมือนกันกับการศึกษาของ 

Cutillas และคณะ, 2007 ซึ่งรายงานวาลักษณะการเรียงตัวซ้ํากันเชนนีส้ามารถพบไดใน T. vulpis, 

T. leporis, T. skrjabini, T. muris, T. arvicolae แตลักษณะของการเรียงตัวซ้าํกันเชนนี้ไมมีความ

แนนอนใน T. trichiura  
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ตารางที ่11: แสดงตําแหนงที่มีการเรียงตวัซ้ํากนัของนิวคลิโอไทดบริเวณ ITS1 ของ T. trichiura 

 
 

ตารางที ่12: แสดงความแตกตางของลาํดับเบสบริเวณ ITS1 ระหวาง T. vulpis จากงานวจิัยกับ

ลําดับเบสอางอิง (AM234616) และตําแหนงที่มีการเรียงตัวซ้ํากันของนิวคลิโอไทด  
 

 
 

        

nucleotides position No. of repeat units samples  

        

AGC 81-113 9 TST332 

AGC 75-113 13 D42 

 75-113 9 TH1 

 75-113 5 TST214 

 75-110 5 TH2_A 

 75-113 6 TH2_B, TH2_C, TH2_D, TH2_E 

    

GGC 190-201 3 D42, TH1, TST214 

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

    

GCA 255-266 3 D42T, ST214 

 255-263 3  TH1, 

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

        

         

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

 repeat   (position)     

AM234616 CGG 4 (428) - - 

 CCGA 3 (508) - - 

     

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

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

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

    [D56_A =  A/G (576)] 
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ภาพที่ 12: ขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ 5.8S rRNA gene ของพยาธิแสมา 

  - ขีดคือตําแหนงที่เกิดการขาดหายไปของนิวคลีโอไทด 

  - จุดคือตําแหนงที่มนีิวคลิโอไทดเหมือนกบั AM234616 

  - สีเทาคือลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณ 5.8S rRNA gene 
 
 
 
 
                   1 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ATCAGAAGGG AAGAA-GATG ACGACAAGCG CCTGCACCGG C--------- ---GCGCCGC TTAGC----- ---------- ---------- 
#D56_A    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D56_B    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D56_C    .......... .....-.... .......... .......... .--------- ---....... .....----- ---------- ---------- 
#D42      .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGCAGCAGCA 
#TH1      .......CCC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGCAGC---- 
#TH2_A    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_B    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_C    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_D    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.G .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TH2_E    .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGC--- ---------- 
#TST214   .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCAGC AGC------- 
#TST332   .......CAC .GC..CAGCA G.ACA..... G.C.T.G.T. .CGTGCGTTG TAG....T.. .CC..TGGCC TGCTAGCGGC AGCAGCAGCA 
 
 
                   1 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
          9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- ---------- -----GCGAC AGCGCGGAGC CTGCT--GCT C-GTGGTGGT -GCGCACG-- ---------- TCCAGGTCTG 
#D56_A    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D56_B    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D56_C    ---------- ---------- -----..... .......... .....--... .C........ C.......-- ---------- .......... 
#D42      GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TH1      --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CC.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TH2_A    --------AG CAGCAGCAGC AG---...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_B    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_C    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_D    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TH2_E    --------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
#TST214   ---------- -------AGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.TC .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCTTACAGT .......... 
#TST332   GC------AG CAGCAGCAGC AGCAG...CT G.T.T..C.T T....CG.T. .GA..CGA.C AA..TC..CC GGCCTACAGT .......... 
 
 
          1111111111 1111111112 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 2222222222 
          8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- ---------- ------CCGG CCTGCGG--- ---------- ---------- ------CCGG TTGGGCCGCG GC-------- 
#D56_A    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D56_B    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D56_C    ---------- ---------- ------.... .......--- ---------- ---------- ------.... .......... ..-------- 
#D42      AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---AATTT 
#TH1      AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GAA GCGAGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .C....A..A ..AGCGGTTT 
#TH2_A    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_B    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT... .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_C    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_D    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TH2_E    AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
#TST214   AAGAGCGCAG GCGGCG---G CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGTT..A .CA...A..A ..---AATTT 
#TST332   AAGAGCGCAG GCGGCGGCGG CTCGTT...C ..G....GCG AGTCGTCGAT CGTCGCCGTC ACCGGCT..A .CA...A..A ..---GGTTT 
 
 
          2222222222 2222222222 2222222223 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 3333333333 
          7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 5555555556 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 ---------- --CGTCGACA TTGTGCA--- -CCGGTACCT GCTCCGCTTG GGCTCCTGTG ---GCGGCAG TGTGGATCTG GCTGTCGCCG 
#D56_A    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D56_B    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D56_C    ---------- --........ .......--- -......... .......... .......... ---....... .......... .......... 
#D42      TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH1      TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_A    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_B    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC G......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_C    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_D    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TH2_E    TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TST214   TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
#TST332   TCACTTGCTG CT..C..C.T GC.C...GTC A......... .T....T.GT ...CT.C... GCT....... .T........ .......TTA 
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          3333333333 3333333333 3333333333 3333333334 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 
          6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 4444444445 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 TGGCCGCCGG TGGCAGTCT- ---CGCTGCT GGGCGAG--- ----ACCAG- GTTCAAAGAA CGGGAGTCGG CGGCGGCGGC ---------- 
#D56_A    .......... .........- ---....... .......--- ----.....- .......... .......... .......... GGTGGCGTCG 
#D56_B    .......... .........- ---....... .......--- ----.....- .......... .......... .......... GGTGGCGTCG 
#D56_C    .......... .........- ---....... .......--- ----.....- .......... .......... .......... GGTGGCGTCG 
#D42      GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH1      GC........ .T......GA CCGT.....C .C..C..TAG TCGC.GTG.C .C.G..GA.G ...CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH2_A    GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH2_B    GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH2_C    GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH2_D    GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGCG.TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TH2_E    GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TST214   GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
#TST332   GC........ .T......GA CCGT.....C CC..C..TAG TTGC..TG.C .C.G..GA.G .A.CG.CTA. ..T..A..AG GTTCAAAGAA 
          
          4444444444 4444444444 4444444444 4444444444 4444444445 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 
          5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 3333333334 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 -CGACAAC-G AC-------G CCGCCGACGG CTCGTCGCCG GT-GTAAGGC GGA---GCCG ACCGACCGAC G---ACAGTG TCGGTCGGCT 
#D56_A    TT.T.GG.C. C.-------. ...T...... .......... ..T....... ...---.... .......... .---...... .......... 
#D56_B    TT.T.GG.C. C.-------. ...T...... .......... ..T....... ...---.... .......... .---...... .......... 
#D56_C    TT.T.GG.C. C.-------. ...T...... .......... ..T....... ...---.... .......... .---...... .......... 
#D42      CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH1      CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH2_A    CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH2_B    CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH2_C    CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH2_D    CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TH2_E    CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
#TST214   CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAT.AG.C. ...TC.TA.. 
#TST332   CA.C.GTTC. ..CTCGAGCA T..AG..... .......... ..T.G..AAA .A.AAA..A. CTTC...AGT .CAC.AG.C. ...TC.TA.. 
 
          5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555555 5555555556 6666666666 6666666666 6666666666 
          4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 2222222223 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 CCGCA-ACGA A--------- AAAAAGAAGG CTTAGAGAAA GTTCGAAAAA GTGCTAGC-- --TTTGAA-- --------AA AGAAAAGGAA 
#D56_A    .....-..C. .--------- G......... .....G.... .......... ........-- --......-- --------.. .......... 
#D56_B    .....-..C. .--------- G......... .......... .......... ........-- --......-- --------.. .......... 
#D56_C    .....-..C. .--------- G......... .......... .......... ........-- --......-- --------.. .......... 
#D42      A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH1      A....TG.CG .CGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH2_A    A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH2_B    A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH2_C    A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH2_D    A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TH2_E    A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TST214   A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
#TST332   A....CG.CG .TGTGCCTTC G.C.C.C..A .ACT.CTGTC .GCGC..TG. .C.....TAG CA..C...CT GCTGCTGT.C GCGC.G.A.. 
 
          6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666667 7777777777 7777777777 
          3333333334 4444444445 5555555556 6666666667 7777777778 8888888889 9999999990 0000000001 1111111112 
          1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 
#AM234616 CGACATTCCG AACGGCGGAT CACTTGGCTC GTAGGTCGTT GAAGAACGAC GTGACACTCG AGAATTGATG TGAATTGCAG ACACACTGAA 
#D56_A    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D56_B    .......... .......... .......... .......... ......T... .......... .......... .......... .......... 
#D56_C    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
#D42      GT........ .....T.... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TH1      GT........ .....TA... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TH2_A    GT........ .......... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TH2_B    GT........ .....T.... .......... .......... .....G.... .......... ........C. .......... ......C... 
#TH2_C    GT...C.... .....T.... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TH2_D    GT........ .....T.... .......... ....A..... .......... .........A ........C. .......... ......C... 
#TH2_E    GT........ .....T.... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TST214   GT........ .....T.... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
#TST332   GT........ .....T.... .......... ....A..... .......... .......... ........C. .......... ......C... 
 
 
          7777777777 7777777777 77777 
          2222222223 3333333334 44444 
          1234567890 1234567890 12345 
#AM234616 CTTGAATACT TTGAACGCAC ATTGC 
#D56_A    .......... .......... ..... 
#D56_B    .......... .......... ..... 
#D56_C    .......... .......... ..... 
#D42      .......... .......... ..... 
#TH1      .......... .......... ..... 
#TH2_A    .......... .......... ..... 
#TH2_B    .......... .......... ..... 
#TH2_C    .......... .......... ..... 
#TH2_D    .......... .......... ..... 
#TH2_E    .......... .......... ..... 
#TST214   .......... .......... ..... 
#TST332   .......... .......... ..... 
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ผลการวิเคราะหสายววิัฒนาการของ T. trichiura และ T. vulpis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

  

 การวิเคราะหสายววิัฒนาการ (phylogenetic tree) ของ T. trichiura และ T. vulpis 

บริเวณ ribosomal RNA gene โดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลิโอไทดอางอิงใน Genbank ของ

พยาธิแสมา และ Trichinella spiralis ซึ่งเปนหนอนพยาธิกลุมอ่ืนที่มีสายววิัฒนาการใกลเคียงกับ

พยาธิแสมา อาศัยการวิเคราะหดวยวิธ ีneighbor-joining บนพืน้ฐาน parameter ของ Juke และ 

Cantor ระดับความเชื่อมั่นของการแยกสายพันธุกรรมทดสอบโดยวิธี bootstrap โดยทําการจาํลอง

ลําดับเบสที่แตกตางไปทัง้หมด 1,000 คร้ัง พบวา T. trichiura และ T. vulpis จัดอยูในคนละกลุม

ของสายวิวัฒนาการ โดยมีรายละเอยีดดังนี้คือ แขนงของ phylogenetic tree ของพยาธิแสมาแบง

ออกเปนสองกลุม โดยแขนงทางดานบนเปนกลุมของ T. trichiura  จํานวน 9 โคลนซึง่ประกอบดวย 

TH1, TH2_A, TH2_B, TH2_C, TH2_D, TH2_E, TST214, TST332 และ D42 รวมถึงตัวอยาง

อางอิงคือ DQ118536 ซึ่งกลุมของ TH2 ทั้ง 5 โคลนไดมาจาก gDNA ของพยาธิตวัเดียวกัน จึงมี

รูปแบบทางพนัธุกรรมที่ใกลชิดกันมากที่สดุ สวน TST332 ที่ไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนจัด
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วามีความใกลชิดกับ TH2 เชนเดียวกัน อีกกลุมหนึ่งซึ่งแยกออกมาประกอบดวย TST214 และ D42 

ซึ่งทั้งสองโคลนไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนและอุจจาระสุนัขจากชุมชนบานทาสองยาง

ตามลําดับ นั่นแสดงถึงความสามารถในการแพรระบาดของ T. trichiura ในโฮสตทั้งสองชนิด

รวมกันภายในชุมชน สวนโคลน TH1 ซึ่งไดจากไขพยาธิในอุจจาระนักเรียน พบวามีลักษณะทาง

พันธกุรรมที่แตกตางออกไปจากตัวอยางกลุมที่ไดกลาวไปแลว อยางไรก็ตามตัวอยาง T. trichiura 

ที่ใชในการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดคร้ังนี้จัดอยูในกลุมที่แยกออกมาจากตัวอยาง DQ118536 

สําหรับแขนงทางดานลางเปนกลุมของ T. vulpis จํานวน 3 โคลน คือ D56_A, D56_B และ D56_C 

ซึ่งไดจากไขพยาธิจาํนวนหลายใบในตวัอยางเดยีวกนั นอกจากนีพ้บวา T. vulpis มคีวามใกลชดิ

ทางสายวิวฒันาการกับ T. muris (AF036637) ในขณะที่แขนงของ T. trichiura มีความใกลชิดกบั 

T. suis (AY851265) ในระดับที่สูงกวา และแยกสายวิวฒันาการออกจากกลุมของ T. vulpis และ 

T. muris อยางไรก็ตามลักษณะทางพนัธกุรรมบน ribosomal RNA gene ของพยาธิแสมาไดแยก

สายววิัฒนาการออกมาจากพยาธิ Trichinella spiralis (U60321) อยางชัดเจน 
 
 
ผลการวินิจฉยั T. trichiura และ T. vulpis โดยวิธ ีPCR จากตวัอยางในธรรมชาติ 
  

 การศึกษาในข้ันตอนนี้ใชวิธี nested PCR สังเคราะหชิ้นดีเอ็นเอผลิตผลสายสั้น ๆ โดย 

gDNA จากตวัอยางทัง้หมดจะถูกใชในการทดสอบไพรเมอร ซึ่ง PCR รอบที่หนึ่งม ีHT18SF0 เปน 

forward primer และ HT18SR0 เปน reverse primer ที่จําเพาะตอ Trichuris sp. ในบริเวณ 18S 

เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลมาตรวจสอบดวยอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 2 และใชดีเอ็นเอบอก

ขนาดคือ 100 bp DNA Ladder พบวาตวัอยางที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 300–350 

bp ซึ่งเปนขนาดที่ถูกตองเมื่ออางอิงจากลําดับเบสบริเวณ 18S ที่ไดศึกษาแลว อยางไรก็ตาม

ตัวอยางที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอไมสามารถบอกไดวาใหผลเปนลบหรือไม เนื่องจากบางตัวอยาง

อาจใหผลิตผล PCR ในปริมาณที่ต่ําเกินไป เมื่อนาํดีเอ็นเอผลิตผลทั้งหมดจาก PCR รอบที่หนึ่ง  

มาใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนสาํหรับทาํ PCR รอบที่สอง โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบไว คือ HTT18SF, 

HTV18SF และ HTSF เปน forward primer ซึ่งจาํเพาะตอ T. trichiura, T. vulpis และ T. suis 

ตามลําดับ มี HT18SR เปน reverse primer เมื่อทาํการตรวจสอบผลิตผล PCR ดวยอะกาโรส

เจลความเขมขนรอยละ 2 แลวเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอบอกขนาดคือ100 bp DNA Ladder ผล     

ที่ไดปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 200 bp (ภาพที ่14 และ15) ซึง่จัดวาใหผลบวกเนื่องจาก

อยูในชวงขนาดที่ถูกตองเมื่ออางอิงจากลาํดับเบสบริเวณ 18S ที่ไดศึกษาไวแลวดงัตารางที่ 9 
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 ภาพที ่14: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก nested PCR รอบที่สอง (A: ใช HTT18SF เปน 

 forward primer, B: ใช HTV18SF เปน forward primer) แถวที่ 1-3 (D56, D58 และ 

 D59 ตามลําดบั) คือตัวอยางจากอจุจาระสุนัขในกรุงเทพฯ / แถวที ่4 (D41) คือตัวอยาง

 อุจจาระสุนัขใน จ.ตาก ทีม่ี inhibitor ตอกระบวนการ PCR / แถวที่ 5 (TST30) คือตัวอยาง

 จากอุจจาระนกัเรียนใน จ.ตาก / แถวที ่6 (TH2) คือตัวอยางจากพยาธติัวเต็มวัย / แถวที ่7 

 (D42) คือตัวอยางจากอุจจาระสุนัขใน จ.ตาก / แถวที ่8 คือ negative control / แถว M 

 คือดีเอ็นเอบอกขนาด (100 bp. DNA Ladder ) 
  

 

 ผลการทดลองพบวาตัวอยางอุจจาระนกัเรยีนที่ตรวจพบไขพยาธ ิTrichuris sp. จากกลอง

จุลทรรศนทัง้หมด 56 ตัวอยาง ใหผลบวกจาก PCR รอบที่สองทั้ง 56 ตัวอยาง แบงเปนผลบวกตอ 

T. trichiura 50 ตัวอยาง (89.3%) และผลบวกรวมกันระหวาง T. trichiura กับ T. vulpis (mixed 

infection) จํานวน 6 ตัวอยาง (10.7%) โดยไมมีตัวอยางใดใหผลบวกตอ T. vulpis เพียงชนิดเดยีว 

นอกจากนีท้ัง้ 56 ตัวอยางทีผ่านการสกัดดีเอ็นเอดวยวธิีบดไขพยาธิโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศน 

สามารถใหผลการสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธภิาพสูงถึง 100% ในขณะที่เมื่อสุมเอา 18 ตัวอยางจาก 

56 ตัวอยางนีม้าสกัดดีเอ็นเอโดยการกระแทกไขพยาธิดวย glass bead เพื่อเปรียบเทียบกนัพบวา

ใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธ ีPCR เพียง 8 ตัวอยาง หรือประมาณ 44.4% เทานัน้ 
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 สําหรับอุจจาระสุนัขที่ตรวจพบไขพยาธิ Trichuris sp. จากกลองจุลทรรศนจาํนวน 17

ตัวอยาง (อุจจาระสุนัขใน จ.ตาก 13 ตัวอยาง และในกรุงเทพฯ 4 ตัวอยาง) เมื่อทดสอบดวยวิธี 

PCR รอบที่สองแลวพบวาใหผลบวกทัง้สิน้ 14 ตัวอยาง (82.4%) ในจาํนวนนี้แบงเปนผลบวกตอ 

T. trichiura จาํนวน 10 ตัวอยาง ซึ่งลวนแตเปนตัวอยางจากอุจจาระสุนัขใน จ. ตาก และอีก 4 

ตัวอยางพบวาใหผลบวกตอ T. vulpis ซึ่งเปนตัวอยางที่ไดจากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ ทั้งหมด 

จึงกลาวไดวาภายในเขตชุมชนทาสองยาง จ.ตาก และในเขตชุมชนของกรุงเทพมหานคร มีการ

กระจายตัวของพยาธิแสมาทั้งสองชนิดแยกจากกันอยางชัดเจนภายในโฮสตที่เปนสุนัข และตัว

สุนัขเองยังสามารถทําหนาที่เปนโฮสตโดยบังเอิญ (accidental host) ตอ T. trichiura อีกดวย    

ซึ่งสามารถสนบัสนุนผลการศึกษาของ Traub และคณะ (2002) ไดเปนอยางดี จากการตรวจพบ 

ไขพยาธ ิT. trichiura ในอุจจาระสุนัขภายใตกลองจุลทรรศน  

 เนื่องจากการทดลองในอุจจาระสุนัขใหผลการวินิจฉัยโดยวิธี PCR รอบที่สองเปนลบถึง 3 

ตัวอยาง จาก 17 ตัวอยาง (17.6%) จงึไดมีการทดสอบถึงประสิทธิผลและขอจํากัดของวิธีการที่ใช

ในการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธ ิและความสามารถของไพรเมอรในการเขาจับกับหนวยพนัธกุรรม

ตนแบบ โดยการผสม positive control DNA (TH2) ซึ่งสกัดไดจากตัวเต็มวัยลงในดีเอ็นเอตั้งตน 

ทั้ง 3 ตัวอยางกอนเขาสกูระบวนการ nested PCR เชนเดิม พบวาผลจาก PCR รอบที่สองเปนลบ

ทั้ง 3 ตัวอยางซึ่งไมตางจากเดิม จึงกลาวไดวาภายใน gDNA ที่สกัดจากอุจจาระดวยวิธีการนี้ยัง 

ไมสามารถกาํจัดตัวยับยั้ง (inhibitor) ตอกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี PCR ไดทั้งหมด 
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 ภาพที่ 15: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจาก nested PCR รอบที่สอง ใชตัวอยางอุจจาระ

นักเรียนใน จ.ตาก จาํนวน 6 ตัวอยาง คือ TST1, TST11, TST13, TST14, TST21 และ TST25 

ตามลําดับ โดยแถวที่ 1-6 ใช HTT18SF เปน forward primer แถวที่ 7-12 ใช HTSF เปน forward 

primer และแถว M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (100 bp. DNA Ladder) 
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การทดสอบความไวและความจาํเพาะของไพรเมอรที่มีตอ  Trichuris trichiura               
และ Trichuris vulpis  
  

 จากการสุมเอาตัวอยางอุจจาระของเด็กนกัเรียนจาํนวน 2 ตัวอยาง (TST137, TST377) 

และอุจจาระของสุนัข 2 ตัวอยาง (D58, D59) มาทาํการสกัดดีเอ็นเอจากจํานวนไขพยาธทิี่ตางกัน

สามกลุมทดลอง คือ 1 ใบ 5 ใบ และ 10 ใบ เพื่อใชทดสอบความไว (sensitivity) ของไพรเมอรทัง้

สองคูคือ HTT18SF–HT18SR และ HTV18SF–HT18SR ตามลาํดับ ดวยวิธี nested PCR กลุม

ทดลองละ 6 ซ้ํา ซึง่ผลการทดสอบดังตารางที1่3 พบวา gDNA กลุมทีส่กัดจากไขพยาธ ิ5 ใบและ 

10 ใบจากทัง้ 4 ตัวอยางใหผลเปนบวกทัง้ 6 ซ้ําหรือ 100% สวน gDNA กลุมที่สกดัจากไข 1 ใบ 

เมื่อทดสอบดวยคูของไพรเมอร HTT18SF–HT18SR ใหผลเปนบวก 4 ใน 6 คร้ังตอ TST137 และ

ใหผลเปนบวกทั้ง 6 คร้ังตอ TST377 หรือคิดเปน 83.3% สวนคูของไพรเมอร HTV18SF–HT18SR 

ใหผลิตผล PCR เปนบวกทัง้ 6 คร้ังตอ D58 และ 5 ใน 6 คร้ังตอ D59 (91.7%)  

 เมื่อพิจารณาจากลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนอะกาโรสเจลพบวาความหนาของ

แถบดีเอ็นเอและความเขมของการเรืองแสงภายใตแสงอลัตราไวโอเลตมีความสมัพนัธโดยตรงกับ

ปริมาณไขพยาธิที่นาํมาใชสกัดดีเอ็นเอดังภาพที่ 16 จึงกลาวไดวาไพรเมอรที่นาํมาใชในงานวิจัย

สามารถเขาจบักับดีเอ็นเอตัง้ตนไดดีแมวาจะสกัดไดจากไขพยาธิเพียงใบเดยีวเทานัน้ 
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ตารางที1่3: แสดงประสิทธภิาพของกระบวนการ PCR ที่ใชตรวจสอบดีเอ็นเอของ  

T. trichiura และ T. vulpis ที่สกัดไดจากไขพยาธจิํานวน 1 ใบ 5 ใบ และ 10 ใบ 
 

        

ตัวอยาง ไพรเมอรที่ใชทดสอบ จํานวนไขพยาธิ จํานวนครั้งที่ใหผลบวก 

     ที่ใชสกัดดีเอ็นเอ จาก PCR ทั้งหมด 6 คร้ัง 

TST137 HTT18SF-HT18SR 1 4 

  5 6 

    10 6 

TST377 HTT18SF-HT18SR 1 6 

  5 6 

    10 6 

D58 HTV18SF-HT18SR 1 6 

  5 6 

    10 6 

D59 HTV18SF-HT18SR 1 5 

  5 6 

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

 

 

 

 

 

 
  

 ภาพที่ 16: แสดงแถบดีเอ็นเอผลิตผลจากวิธี PCR โดยใชดีเอ็นเอตั้งตนที่สกัดจากไข

พยาธิจํานวนตางกนั  

 แถวที ่1-6 ใชไพรเมอร HTT18SF-HT18SR ดีเอ็นเอตั้งตนคือ positive control,  

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

 แถวที ่7-12 ใชไพรเมอร HTV18SF-HT18SR ดีเอ็นเอตั้งตนคือ positive control,  

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

  

  

 สําหรับการทดสอบความจาํเพาะของไพรเมอร HTT18SF0-HT18SR0 ตอ T. trichiura 

และ HTV18SF0-HT18SR0 ตอ T. vulpis เมื่อนาํไพรเมอรทั้งสองคูมาทดสอบดวยวิธี nested   

PCR โดยใช gDNA จากปรสิตชนิดอื่น ๆ ที่มักพบไดในอุจจาระรวมกบัพยาธิแสมา คือ Ascaris 

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

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

lamblia, Isospora sp. และ Entamoeba coli โดยตัวอยางทีน่ํามาทดสอบสวนหนึง่ไดรับความ

อนุเคราะหจากภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หลังจากตรวจ  

ดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลโดยมี T. trichiura และ T. vulpis เปน positive 

control พบวาไมมีผลิตผล PCR จากปรสิตชนิดใดปรากฏแถบดีเอ็นเอ ดังนั้นไพรเมอรทั้งสองคู    

ที่นาํมาใชจึงจดัวามีความจาํเพาะตอ T. trichiura และ T. vulpis 
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ความสมัพันธระหวางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิและชนิดของพยาธิแสมา 
  

 เมื่อนําตวัอยางอุจจาระนักเรยีนที่ใหผลบวกตอ Trichuris sp. จากการตรวจภายใตกลอง

จุลทรรศนทัง้ 56 ตัวอยางมาทาํการศึกษาสัณฐานวิทยาของไขพยาธิโดยการวัดขนาดไขทั้งความ

ยาว (length) และความกวาง (width) จาํนวน 30 ใบตอหนึ่งตัวอยาง พบวาจากไขพยาธิ 1,680 

ใบ มีความยาวเฉลี่ยเทากับ 58.0 +/- 5.0 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 82.0 และ 47.5 

ไมโครเมตร ตามลําดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ 27.9 +/- 2.4 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคา

ต่ําสุดคือ 45.5 และ 23.8 ไมโครเมตร ตามลําดับ เมื่อนําคาที่วัดไดทั้งหมดมาสรางแผนภูมิแทง

แสดงความสัมพันธระหวางความยาวและจํานวนไขพยาธิ พบวาความถี่ของไขพยาธิแสมาที่ขนาด

ตาง ๆ แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ กลุมขนาดเล็กซึ่งมีความยาว < 64 ไมโครเมตร และกลุมขนาด

ใหญมีความยาว > 64 ไมโครเมตร (ภาพที่ 17) 

 

ภาพที ่17: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิแสมา 1,680 ใบจากอุจจาระนกัเรียนที่ความยาวตาง ๆ 
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 อยางไรก็ตามผลการวินิจฉัยทาง PCR ของไขพยาธิ 1,680 ใบนี้พบวาใหผลบวกเปนสอง

กรณีคือกลุมไขพยาธทิี่ใหผลบวกรวมกันระหวางพยาธิแสมาทัง้สองชนิดมีทัง้สิ้น 180 ใบ และกลุมที่

ใหผลบวกเฉพาะ T. trichiura จํานวน 1,500 ใบ เมื่อนาํมาสรางแผนภมูิโดยเทยีบจํานวนไขพยาธทิี่

ขนาดตาง ๆ เปนเปอรเซนต พบวารูปแบบของการกระจายตัวเปนไปในทิศทางเดียวกนั (ภาพที่ 18) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
  
ภาพที่ 18: แผนภูมิแทงแสดงความถี่ของจํานวนไขพยาธิแสมากลุมที่ใหผลบวกตอ T. trichiura 

และกลุมที่ใหผลบวกรวมกนัระหวาง T. trichiura และ T. vulpis จากอุจจาระนกัเรยีน ที่ความยาว

ตาง ๆ 

   

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระนกัเรียนที่ใหผล PCR เปน T. trichiura  

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียนที่ใหผล PCR เปน mixed infection  
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 จากการพิจารณาไขพยาธิในอุจจาระนักเรียนที่ใหผล PCR เปนบวกตอ T. trichiura  

พบวาแตละตัวอยางมีรูปแบบการกระจายตัวของขนาดไขพยาธทิี่ตางกัน (ภาพที่ 19) ดังนี้คือ  

1. ตัวอยางที่ความยาวไขพยาธิครอบคลุมทั้งกลุมขนาดใหญและกลุมขนาดเล็ก เชน TST60 

2. ตัวอยางที่ความยาวไขจัดอยูในกลุมขนาดเล็กทัง้หมด เชน TST33 

3. ตัวอยางที่ความยาวไขสวนใหญจัดอยูในกลุมขนาดใหญ ซึ่งพบเพยีงตัวอยางเดียวคือ TST66  
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ภาพที่ 19: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิแสมาจากอุจจาระนกัเรยีนเปนรายตวัอยางที่ใหผล 

PCR เปนบวกตอ T. trichiura ที่ความยาวตาง ๆ  

 

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระนกัเรียน ตัวอยาง TST33 (n=100) 

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียน ตวัอยาง TST60 (n=100) 

 สีขาว: ไขพยาธิจากอุจจาระนักเรียน ตวัอยาง TST66 (n=100) 

 

 

 

 

 

  

Length (micrometer) 



 

 
83 

 สําหรับตัวอยางอุจจาระสุนัขที่ใหผลบวกตอ Trichuris sp. จากการตรวจภายใตกลอง

จุลทรรศนทั้งหมด 17 ตัวอยางนั้น เนื่องจากผลการวิเคราะหดวยวิธี PCR ที่ผานมาเปนตัวบงชี้    

วา T. vulpis กับ T. trichiura มีการกระจายตัวในโฮสตที่เปนสุนัขจากคนละแหลงอยางชัดเจน 

การศึกษาทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิจึงแบงกลุมศึกษาออกเปนสองกลุม กลุมแรกคือกลุม

อุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ จาํนวน 4 ตัวอยาง ทาํการวัดขนาดไขตัวอยางละ 50 ใบรวมเปน 200   

ใบ ไดคาความยาวเฉลี่ยเทากบั 81.8 +/- 2.4 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 87.5 และ 

75.0 ไมโครเมตร ตามลาํดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ 40.0 +/- 1.6 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและ

คาต่ําสุดคือ 48.8 และ 37.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ กลุมที่สองเปนอุจจาระจากสุนัขใน จ.ตาก 13 

ตัวอยาง ทําการวัดขนาดไขทั้งสิน้ 222 ใบ ไดคาความยาวเฉลี่ยเทากบั 56.5 +/- 4.0 ไมโครเมตร 

โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 77.5 และ 49.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ ความกวางเฉลี่ยเทากับ  

27.8 +/- 1.6 ไมโครเมตร โดยคาสูงสุดและคาต่ําสุดคือ 35.5 และ 24.5 ไมโครเมตร ตามลําดับ 

แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธระหวางความยาวและจาํนวนไขพยาธแิสดงไวในภาพที ่20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที ่20: แผนภูมิแทงแสดงจํานวนไขพยาธิจากอุจจาระสุนัขที่ขนาดความยาวตาง ๆ โดยแบง

ออกเปนสองกลุม คือ 

 

 สีมวง: ไขพยาธิจากอุจจาระสุนัขใน จ. ตาก ซึ่งใหผล PCR เปน T. trichiura (n=222) 

 สีฟา: ไขพยาธจิากอุจจาระสุนัขในกรุงเทพฯ ซึ่งใหผล PCR เปน T. vulpis (n=200) 
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ภาพที่ 21: ภาพถายไขพยาธิแสมา T. trichiura และ T. vulpis จากการศึกษานีโ้ดย           

simple smear technique ภายใตกําลงัขยาย 400 เทา 
  
 A และ B: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระนกัเรียน 

 C และ D: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขจากจังหวัดตาก 

 E และ F: ไขพยาธิแสมาทีต่รวจพบในอจุจาระสุนัขในเขตกรุงเทพฯ 

A 

B 

C 

D 

E 

20 μm. 

20 μm. 

20 μm. 20 μm. 

20 μm. 
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20 μm. 
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ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

ระบาดวิทยาของโรคพยาธิแสมาจากงานวิจัยนี้ เมื่อพิจารณาจากขั้นตอนการตรวจหาไข

พยาธิดวยกลองจุลทรรศนพบวาสามารถตรวจพบไขพยาธิไดทั้งในอุจจาระเด็กนกัเรียนและอุจจาระ

สุนัขจากชมุชนบานทาสองยาง อ.ทาสองยาง จ. ตาก โดยอัตราการติดเชื้อในเด็กนกัเรียนมีคาสูงถึง 

70% และพบในเพศชายมากกวาเพศหญงิ 14.2% สวนอตัราการติดเชื้อของสุนัขภายในพืน้ที่ศึกษา

เดยีวกนัมีคาเทากับ 22% ซึ่งนอยกวาอัตราการติดเชื้อในนกัเรียนอยางชัดเจน แตสัมพันธกับอัตรา

การติดเชื้อของสุนัขในกรุงเทพฯ ซึง่ตรวจอุจจาระดวยกลองจุลทรรศนแลวใหอัตราการติดเชื้อ 20% 

สําหรับผลการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาที่ตรวจพบในงานวิจัยนี้ดวยวิธี PCR โดยใช  

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

หา T.vulpis พบวาเด็กนักเรียนจากโรงเรียนชุมชนบานทาสองยางมีอัตราการติดโรคพยาธิแสมา

จาก T. trichiura ทั้งหมด 70% ซึ่งมากเปนอันดับหนึ่งของหนอนพยาธิที่ตรวจพบ รองลงมาคือ    

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

นักเรียนนัน้มกีารติดเชื้อรวมกับ T. trichiura ทกุตัวอยาง ในขณะที่อุจจาระสุนัขจากชุมชนบานทา

สองยางใหผลการตรวจเปน T. trichiura  ทั้งหมด ดังนั้นถึงแมวาประชากรในหมูบานทาสองยาง    

จะมีระบบการสงจายน้าํและการใชสวมที่เขาถึงทุกครัวเรอืนก็ตาม แตการมีสุนัขจรจัดที่เปนพาหะ 

ของ T. trichiura  ซึ่งพบคลุกคลีหรืออยูใกลชิดกับมนุษยโดยเฉพาะอยางยิ่งกับเด็กนักเรียน ยอม

เปนตัวการสําคัญในการแพรกระจายเชื้อตอประชากรในชุมชนบานทาสองยาง นอกจากนี้พบวา

เด็กนักเรียนจํานวนหนึ่งของโรงเรียนมิไดมีภูมิลําเนาอยูในชุมชนบานทาสองยาง ซึ่งรวมถึงนักเรียน  

6 คนที่ติดโรคจาก T. vulpis ดวย จึงเปนไปไดวานักเรียนทั้ง 6 คนอาจติดโรคจาก T. vulpis มาจาก

ภูมิลําเนาของตน หรืออีกกรณีหนึ่งระบาดวิทยาของ T. vulpis ในสุนัขของชุมชนบานทาสองยาง

อาจมีอัตราทีต่่ํามากจนไมสามารถสุมตัวอยางเจอหรือตรวจพบไดดวยวิธีการสองกลองจุลทรรศน 

สําหรับผลการวินิจฉัยดวยวิธ ีPCR จากตัวอยางอุจจาระสุนัขจรจัดในเขตกรุงเทพฯ ใหผล 

เปน T. vulpis ทั้งหมด โดยอัตราของการติดเชื้อมีแนวโนมที่จะลดลงเรื่อย ๆ เมื่อเทียบกับการศึกษา

ในอดีตของ Hinz (1980) และการศึกษาของอาคม และ สุพจน (2544) ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียว 

กับ Hookworm, Toxocara canis และ Spirocerca lupi ที่มีอัตราของการติดเชื้อลดลงเชนเดียว 

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

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

 

          

ชนิดของ ป พ.ศ.  อัตราที่พบ (%) เอกสารอางอิง 

 หนอนพยาธ ิ  ที่รายงาน กรุงเทพฯ ตาก   

Trichuris vulpis 2523 54.2 - Hinz (1980) 

 2544 33.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 20.0 0.0 -  

Hookworm. 2523 - - - 

 2544 70.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 20.0 39.0 -  

Toxocara canis 2523 6.5 - Hinz (1980) 

 2544 5.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 0.0 20.3  - 

Spirocerca lupi 2523 17.8 - Hinz (1980) 

 2544 9.0 - อาคม และ สุพจน (2544) 

  2552 0.0 25.4 -  
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ผลการศึกษาลําดับนิวคลิโอไทดในครั้งนีก้ลาวไดวาบริเวณ 18S rRNA ของ Trichuris sp. 

มีการคงไวซึง่ลักษณะเฉพาะตัวสูงจงึมีความเหมาะสมทีจ่ะใชบริเวณนีเ้ปนเปาหมายในการตรวจ

วินิจฉัยพยาธิในกลุม Trichurid และนอกจากนีจ้ากการม ีhomology zone ถึงสี่บริเวณจึงสามารถ

ออกแบบไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอเพื่อจําแนกชนิดของพยาธิได สําหรับ

บริเวณ ITS1 นั้นเมื่อกลาวอางถงึผลการทดลองใน T. vulpis ของ Cutillus, de Rojas และ Ariza 

(2007) จะพบการเรียงตัวซ้ํากันของ CGG จํานวน 4 ซ้ํา และ CCGA จํานวน 3 ซ้ําเชนเดียวกัน 

เมื่อวิเคราะหผลทางสัณฐานวิทยาของไขพยาธิรวมกันกับวิธีการทางชีวโมเลกุล ไขพยาธิ  

ที่ตรวจพบจากสุนัขในกรุงเทพฯ ทุกตัวอยางใหผลการตรวจดวยวิธี PCR เปน T. vulpis ทั้งหมด 

ในขณะที่ไขพยาธิ 200 ใบที่ทาํการวัดขนาดมีความยาวเฉลี่ย 81.8+/-2.4 ไมโครเมตร และความ

กวางเฉลี่ย 40.0+/-1.6 ไมโครเมตร ซึ่งใกลเคียงกับที ่Yoshikawa และคณะ (1989) ไดรายงานไว

คือความยาวเฉลี่ย 82.9+/-2.7 ไมโครเมตร และความกวางเฉลี่ย 41.0+/-4.6 ไมโครเมตร สําหรับ 

ไขพยาธิจากอจุจาระนกัเรียนและอุจจาระสุนัขที่ใหผลการตรวจโดยวธิี PCR เปน T. trichiura นัน้ 

เมื่อนํามาสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธระหวางจํานวนไขพยาธิที่พบกับความยาวของไขโดย

แยกเปนกลุมอุจจาระนักเรียนและกลุมอุจจาระสุนัขพบวาการกระจายตัวของจํานวนไขพยาธิที่

ขนาดตาง ๆ นั้นเปนไปในรูปแบบเดียวกัน โดยสามารถแบงกลุมขนาดไขพยาธิไดเปนกลุมขนาด

เล็กที่มีความยาวไขนอยกวา 64 ไมโครเมตร และกลุมขนาดใหญซึ่งความยาวไขมากกวา 64 

ไมโครเมตร เมื่อนาํจาํนวนไขจากทั้งสองกลุมประชากรมาคิดรวมกันจะไดคาสัดสวนของจาํนวน   

ไขพยาธิขนาดเล็กตอจํานวนไขพยาธิขนาดใหญเปน 90.2% ตอ 9.7% 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาขนาดไขพยาธิ T. trichiura  และ T. vulpis มีการเหลือ่มลํ้า

กันที่ขนาดตัง้แต 75-82 ไมโครเมตร ดังนัน้ขนาดไขพยาธิทีม่ีความยาวตั้งแต 75 ไมโครเมตรขึ้นไป

แทจริงแลวอาจเปนไข T. vulpis เมื่อพจิารณาภาพที ่18 จะเหน็ไดวาไขพยาธิจากอุจจาระนกัเรียน 

6 ตัวอยางที่ใหผลเปน mixed infection มีสัดสวนของจํานวนไขในชวงความยาวตัง้แต 75 

ไมโครเมตรขึ้นไป สูงกวาจาํนวนไขพยาธิกลุมที่ใหผล PCR เปน T. trichiura  เพียงอยางเดยีว  
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บทที่ 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 
ปจจุบันโรคพยาธิแสมายังคงเปนโรคติดเชื้อที่เปนปญหาทางสาธารณสุขในหลายประเทศ

พบการกระจายของเชื้อไดทัว่โลกโดยเฉพาะในประเทศเขตรอนแถบศูนยสูตร เชน อินเดีย มาเลเซยี 

อินโดนีเซยี และประเทศไทย เปนตน ถึงแมวาอัตราการเสียชีวิตของประชากรที่ติดโรคพยาธิแสมา

จะไมสูงนัก แตผลเสียตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของประชากรโดยรวมจัดเปนอุปสรรคสําคัญตอ

การพัฒนาประเทศทัง้ในดานแรงงาน เศรษฐกิจ และสังคม ปจจุบนัพบวาสภาวะการติดโรคพยาธิ

แสมาของประชากรในประเทศไทยยังคงมีอยูทั่วทุกภาคของประเทศ แตจะมีความชุกของโรคสูง

ที่สุดในภาคใตเนื่องจากการมีสภาพทางภูมิศาสตรที่เอ้ือตอการกระจายของโรคพยาธิแสมา นอก 

จากนี้ยังพบอัตราการติดโรคสูงในแหลงชุมชนที่มีมาตรฐานของการสุขาภิบาลต่าํ ประชากรไมได 

รับการศึกษาอยางทั่วถึง โดยเฉพาะอยางยิง่ประชากรที่อาศัยอยูบริเวณชายแดนของประเทศ เชน 

ชายแดนไทย-พมา ซึ่งพบโรคนี้ไดทั้งในเด็กและผูใหญ ประเทศไทยจัดเปนประเทศเกษตรกรรม

ประเทศหนึ่งซึ่งประชากรสวนใหญของประเทศประกอบอาชีพทางการเกษตร การมีวิถีชีวิตที่ใกลชิด

กับพื้นดิน จึงเปนปจจัยสําคัญที่เอื้อตอการติดโรคปรสิตแบบ soil-transmitted รวมถึงโรคพยาธิ

แสมาดวย 

ปจจัยที่ชวยสงเสริมการแพรกระจายของโรคพยาธิแสมาอีกทางหนึ่งกค็ือความใกลชดิกัน

ระหวางมนุษยกับสัตวพาหะ ปจจุบันพบวาสุนัขนอกจากจะมีความสามารถในการแพรกระจายเชื้อ 

T. vulpis สูคนแลว สนุัขยงัมีบทบาทในการแพรเชื้อ T. trichiura สูคนไดเชนกัน โดยทําหนาทีเ่ปน

โฮสตกักตุนโรค การศึกษาในดานความชุกและการกระจายของพยาธิทั้งสองชนิดในสุนัขจึงมี

ความสาํคัญเนื่องจากสนุัขเปนสัตวเลี้ยงทีอ่ยูรวมกับสังคมไทยมาชานานไมวาจะในสังคมชนบท

หรือสังคมเมืองหลวงก็ตาม 

โดยทั่วไปแลวการวนิิจฉัยโรคติดเชื้อปรสิตจากผูปวยในโรงพยาบาลหรอืการศึกษาระบาด

วิทยาของโรคจะใชวิธกีารตรวจทางสัณฐานวิทยาของตวัเชื้อเปนสําคญั อยางไรก็ตามระยะของเชื้อ

ปรสิตบางชนดิที่จําเปนตองใชในการวินิจฉัยโรคมีรูปรางลักษณะที่เหมือนกนัหรือคลายคลึงกันมาก

ระหวางสปชีสหรือจีนัส จนไมสามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจน การนําวิธีการทางชีวโมเลกลุ

มาใชในการวินิจฉัยจัดเปนหนทางหนึ่งที่สามารถใชจําแนกชนิดของปรสิตที่มีความคลุมเครือใน

รูปรางลักษณะไดอยางถกูตองและนาเชื่อถือ นอกจากนีย้ังทาํใหทราบถึงการระบาดของปรสิตบาง
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ชนิดในทองถิน่ซึ่งเดมิไมมีการรายงานวาเปนเขตปรากฏโรค (Putaporntip และคณะ, 2009; Traub 

และคณะ, 2009) 

Yoshikawa และคณะ (1989) ทําการศึกษาไขพยาธิในมดลูกของ T. trichiura จํานวน 30 

ตัว พบวาพยาธิ 14 ตัวใหไขพยาธิขนาดปกติทั้งหมด ในขณะที่ 15 ตัวใหไขพยาธิทัง้ขนาดปกติและ

ขนาดใหญ สวนอีกหนึง่ตัวพบไขพยาธิขนาดใหญทั้งหมด ซึ่งรูปแบบของความหลากหลายในขนาด

ไขพยาธิเปนไปในทิศทางเดียวกับผลของการศึกษานี้ ปจจุบันถึงแมวาการจาํแนก T. vulpis ออก

จาก T. trichiura โดยพิจารณาจากสัณฐานวทิยาของไขพยาธิเพยีงอยางเดียวจะไดรับการยอมรับ

โดยมีหลักเกณฑที่ใชทั่วไปคือ ไขพยาธิ T. vulpis จะมีรูปทรงคลายถังเบียรมากกวา และมักมี

สัดสวนของความกวางมากกวาไข T. trichiura อยางไรก็ตามจากการศึกษาไขพยาธิ T. vulpis 

ภายในมดลูกโดย Yoshikawa และคณะ พบวามีความยาวไดตั้งแต 75 ไมโครเมตรขึ้นไปและมักมี

รูปรางเรียวกวาไข T. trichiura ในกลุมขนาดใหญ ในกรณีเชนนี้ไขพยาธิ T. vulpis ที่ออกมาจาก

ผูปวยใหม ๆ อาจมีรูปรางทีค่ลายกับไข T. trichiura ขนาดใหญ ซึง่อาจกอใหเกิดความสับสนและ

นํามาซ่ึงการวินิจฉัยที่ผิดพลาดได โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่ผูปวยมีการติดเชื้อรวมกันระหวาง

พยาธิทัง้สองชนิด จากความคลายคลึงในรูปรางลักษณะและความเหลือ่มลํ้ากนัของขนาดไขพยาธิ

เหลานี้เอง การจําแนกชนิดของพยาธิแสมาจากรูปรางลักษณะของไขพยาธเิพียงอยางเดยีวจงึไมมี

ความนาเชื่อถอืและอาจทาํใหขอมูลดานการแพรกระจายของเชื้อผิดไป 

จากรายงานการตรวจพบ T. vulpis ในผูปวยเกือบทั้งหมดอาศัยการตรวจพบไขพยาธิใน

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

การซักประวัติและวิธีการทางภูมิคุมกันวิทยาในการวินิจฉัย T. vulpis ที่ทําใหเกิด visceral larva 

migrans ในผูปวย (Sakano และคณะ, 1980; Masuda และคณะ, 1987) อยางไรก็ตามจากความ

คลายคลึงกันทางสัณฐานวิทยาของตัวพยาธิทําใหยากที่จะวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาจากการ

ตรวจทางเนื้อเย่ือ ในขณะเดียวกันการตอบสนองทางภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิแสมาขามชนิด   

ก็สามารถเกิดขึ้นได (Coulter และคณะ, 1981; Kradin และคณะ, 2006) วิธีการ PCR ที่ไดทํา 

การศึกษาในงานวิจัยนี้จึงมจีุดประสงคหลักเพื่อขจัดความไมแนใจและความผิดพลาดที่อาจเกิดขึ้น

ในการวินิจฉัยชนิดของพยาธิแสมาทีพ่บในผูปวยไมวาจากการสังเกตลักษณะทางกายสัณฐานของ

พยาธิหรือการใชวิธีทดสอบทางภูมิคุมกนัก็ตาม ถึงแมวธิีการ PCR ทีน่ํามาใชในการศึกษานี้ไมไดมี

วัตถุประสงคในการตรวจวินจิฉัยตัวอยางจากชิน้เนื้อของพยาธิ แตก็เปนวิธกีารที่สามารถนาํไปปรับ

ใชกับตัวอยางพยาธิจากแหลงตาง ๆ ที่สามารถสกัดดีเอ็นเอได 
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อีกหนึ่งการศึกษาโดยใชวิธี random amplified polymorphic DNA (RAPD) ในการวินิจฉัย 

T. trichiura จากไขพยาธิในอุจจาระโดย Martinez และคณะ (2003) พบวาการมีสารพันธุกรรม

อ่ืน ๆ ที่ไมตองการปะปนอยูในดีเอ็นเอที่สกัดได เปนตัวการสาํคัญซึ่งรบกวนการแสดง ออกของ

ผลการทดลองและทําใหการวินิจฉัยนั้นผิดพลาดไป ในขณะที่วิธีการทาง PCR เมื่อใชรวมกับการ

สกัดดีเอ็นเอจากอุจจาระในการศึกษานี้พบวาสารพันธุกรรมที่ไมตองการซึ่งปนอยูในดีเอ็นเอไมมี

ผลกระทบตอกระบวนการ PCR นอกจากนี้เมื่อทดสอบประสิทธิภาพในดานความไวและความ 

จําเพาะของไพรเมอร HTT18SF-HT18SR และ HTV18SF-HT18SR พบวาไพรเมอรทั้งสองคูมี

ประสิทธิภาพสูงในการสังเคราะหดีเอ็นเอผลิตผล โดยสามารถใช gDNA ตั้งตนจากไขพยาธิเพียง

หนึง่ใบและไมเกิดการ cross reacted ตอหนอนพยาธิและปรสิตชนิดอื่น ๆ ทําใหสามารถใชวธิีการ 

PCR นี้เพื่อจาํแนก T. trichiura ออกจาก T. vulpis ไดอยางแมนยาํและนาเชื่อถือ อยางไรก็ตาม

อุปสรรคสําคัญอยางหนึง่ตอความสําเร็จของกระบวนการ PCR ที่มีแหลงของดีเอน็เอเปนอุจจาระ  

ก็คือประสิทธิภาพของกระบวนการที่ใชสกัดดีเอ็นเอและการมีอยูของตัวยับยั้งกระบวนการ PCR 

(PCR inhibitor) ซึ่งการขจัดตัวยับยั้งนี้ไดมกีารทดลองและใหผลสําเร็จตอกระบวนการ PCR ในการ

วินิจฉัยไขพยาธิ Opisthorchis sp. ในอุจจาระ (Duenngai และคณะ, 2008) 

 เนื่องจากวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยการบดไขพยาธิภายใตกลองจุลทรรศนในการศึกษานี้ไม

สามารถหลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดจากตัวยับยั้งกระบวนการ PCR ไดอยางสมบูรณ น่ันคือใหผลบวก

จากวิธี PCR 70 ตัวอยางจากตัวอยางที่ติดเชื้อทั้งหมด 73 ตัวอยาง (95.9%) แตขอดีก็คือสวน 

ประกอบของอจุจาระที่ไมตองการจะผานเขาสูข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอในปริมาณทีต่่ํามากจึงเปน

การขจัดตัวยับยั้งในกระบวนการ PCR ไดทางหนึ่ง นอกจากนี้ดีเอ็นเอตั้งตนที่นาํมาใชยอมมีสาร

พันธุกรรมของพยาธิที่ไดจากการบดไขรวมอยูอยางแนนอน แมจะมีขอจํากัดอีกประการหนึ่งคือ

ผูทาํการตรวจวินิจฉัยจาํเปนตองตรวจพบไขพยาธิจากการสองภายใตกลองจุลทรรศนเสียกอนจึง

สามารถนําไขพยาธิมาสกัดดีเอ็นเอได อยางไรก็ตามจากการทดลองสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการกระแทก

ไขพยาธิในอุจจาระใหแตกดวย glass bead (bead beating method) โดยใชตัวอยางอุจจาระ

นักเรียนที่ตรวจพบไขพยาธทิางกลองจุลทรรศนแลวนั้น พบวาใหผลบวกจากวธิี PCR เพียง 44.4% 

ซึ่งจัดวาประสทิธิภาพของการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธกีารนีต้่ํากวามาก ปจจุบันถงึแมจะยังไมมวีิธีการ

ใดที่สามารถใชในการสกัดดีเอ็นเอจากไขพยาธิในอุจจาระใหบริสุทธิ์จากตัวยบัยั้งการทํางานของ  

Taq DNA polymerase ได 100% แตหากตัดขอจาํกัดในเรื่องนี้แลว เทคนิคในการวินิจฉัยพยาธิ

แสมา T. trichiura และ T. vulpis ในงานทดลองนี้จัดวาประสบผลสําเร็จอยางด ี

  



 

 
91 

 ผลการศึกษาอัตราการติดโรคพยาธิแสมาของสุนัขในเขตชุมชนบานทาสองยางมีคา 

ประมาณ 20% ของตัวอยางทั้งหมดซึ่งใกลเคียงกับสุนัขในกรุงเทพฯ โดยพบอัตราการติดเชื้อ

ประมาณ 22% และสอดคลองกับการศึกษาของ Inpankaew และคณะ (2007) ซึ่งรายงานอัตรา

การติดโรคพยาธิแสมาของสุนัขจรจัดในกรุงเทพฯ ประมาณ 20.5% หากพิจารณาการศึกษา     

ของ Traub และคณะ (2002) ซึ่งใชวิธีการ PCR-RFLP ในการศึกษาหนวยพันธุกรรมบริเวณ 

ITS1-5.8S-ITS2 ของไขพยาธิ Ascaris sp. ที่ตรวจพบในอุจจาระสนุขั พบวาไขพยาธิทัง้หมดมี

ลักษณะพันธกุรรมเชนเดียวกับ A. lumbricoides ที่พบเปนปรสิตในมนุษย จึงเปนการแสดงใหเห็น

ถึงบทบาทของสุนัขในการเปนโฮสตกักตุนและแพรกระจายโรคภายในทองถิ่นที่ศึกษา และจาก

การศึกษาเดียวกันนี้ไดตรวจพบไขพยาธิ T. trichiura ในอุจจาระสุนัข โดยใหการวินิจฉัยจาก

ลักษณะทางกายสัณฐานของไขพยาธิเทานั้น โดยไมมกีารคํานงึถงึความแปรผันในขนาดของไข

พยาธิในแตละตัวอยาง กรณีเชนนี้ไมสามารถนํามาใชในการวินิจฉัยผูปวยไดอยางถูกตองเสมอไป

เนื่องจากนักเรยีน 6 คนที่ติดโรคพยาธิแสมาทัง้สองชนิดรวมกนัจากการวินิจฉัยดวยวิธ ีPCR เม่ือ

ศึกษารูปรางลักษณะและขนาดของไขพยาธิที่มีขนาดใหญแลวพบวาไมมีความแตกตางที่สามารถ

บอกชนิดของไขพยาธิไดอยางชัดเจน นอกจากนี้ T. ovis และ T. skrjabini ซึ่งเปนปรสิตในแกะ    

ก็มีความหลากหลายในรูปรางลักษณะของไขพยาธิโดยสามารถแบงไดเปนสองกลุมเชนเดียวกนั 

ซึ่งสะทอนใหเห็นถึงลักษณะเฉพาะตวัที่สามารถพบไดในพยาธิจีนัส Trichuris 

 จากการศึกษานี้หากกลาวในแงของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี PCR สามารถพิสูจนไดถึง

บทบาทของสุนัขในการเปนโฮสตกักตุนและแพรกระจายโรคพยาธิแสมา T. trichiura สูมนุษย    

ในขณะเดียวกัน T. vulpis ซึ่งเปนปรสิตในสุนัขก็สามารถติดตอสูมนุษยไดเชนกัน สําหรับการ

วิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดบริเวณ 18S rRNA gene และ ITS1 ของพยาธิแสมาทั้งสองชนิด     

ทําใหทราบถึงความใกลชิดทางสายวิวัฒนาการของพยาธิ โดย T. trichiura มีความใกลชิดกับ    

T. suis ในขณะที่ T. vulpis มีความใกลชิดกับ T. muris มากกวา สําหรับการรักษาโรคพยาธิ

แสมาจากพยาธิทั้งสองชนิดแมจะใชวิธีการรักษาเหมือนกัน แตการวินิจฉัย T. vulpis ในมนุษย   

ใหถูกตองก็ยงัคงมีความสําคัญในแงของการศึกษาอัตราการกอโรค การติดตามแหลงปรากฏโรค 

รวมถึงการใหคําแนะนําในการปองกนัการติดโรคพยาธิแสมาจากสุนัขอีกดวย  
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ภาคผนวก 

 
 

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

  Boric acid      55 g. 

  EDTA       7.4 g. 

 ผสมสารทัง้หมดในน้าํกลัน่ใหมีปริมาตรสทุธิ 1 ลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 8.3 

จากนั้นจงึนาํไปนึ่งดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง* กอนใช 

 
การเตรยีมดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาด 
  DNA marker       20 μl. 

  Dye       80 μl. 

  TE buffer               360 μl. 

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

  0.5 M EDTA    200 ml. 

  ผสมใหเขากนัแลวนําไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง*

 กอนใช 
 
การเตรยีม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 

  น้ํากลัน่               800 ml. 

  ผสมใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้ปรับ pH ดวย HCl ใหมีคาเทากับ 7.4 

 และปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่จนไดปริมาตรสุทธิ 1 ลิตร นาํไปนึ่งดวยหมอนึง่ปลอดเชื้อ

 ภายใตความดันและอุณหภูมิสูง* กอนใช 

 
 

* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี  
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การเตรยีม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 

  xylene cyanol FF   0.25 g. 

  glycerol in water      30 g. 

  ละลายในน้าํกลั่น โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นายปณณทัต  อารีกุล เกิดเมื่อวันที่ 24 ธันวาคม พ.ศ. 2525 จังหวัดสุราษฎรธานี     

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัย         

ศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2547 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2550 
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