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การเตรียมสารเคมี 
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การเตรียมสารละลายเพือ่ใช้ในการศึกษาทางสัณฐานวิทยา 

1. น ำ้ยำดองพยำธิและตัวอย่ำงสัตว์ 

1.1 4% formalin  

    40%f ormaldehyde       4 มิลลิลิตร 

     เติมน ้ำกลัน่จนครบ    100 มิลลิลิตร 

 

1.2 5% formalin  

     40% formaldehyde       5 มิลลิลิตร 

     เติมน ้ำกลัน่จนครบ    100 มิลลิลิตร 

2. สีย้อม 

Delifield alum Haematoxylin 

 aluminium alum       3 กรัม 

haematoxylin     0.6 กรัม 

glycerine     15 มิลลิลิตร 

 methanol     15 มิลลิลิตร 

 95% ethanol       4 มิลลิลิตร 

น ้ำกลัน่      70 มิลลิลิตร 

 เตรียม haematoxylin  ละลำยผสมกบั 95% ethanol (1) 

 เตรียม aluminium alum ผสมกบั น ้ำกลัน่  (2) 

น ำสำรละลำย (1)+(2) มำผสมกนัแลว้เติม glycerine และ methanol น ำไปเก็บแลว้ท ำกำรบ่ม
ดว้ยแดดเป็นเวลำประมำณ 1 เดือน ก่อนน ำมำใช ้
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การเตรียมสารละลายเพือ่ใช้ในการศึกษาทางอณูชีววิทยา 

1. 10X TBE 

Tris. Base      108 กรัม 

Boric acid      57.1 มิลลิกรัม 

น ำสำรทั้ง 2 ชนิดมำผสมกนั จำกนั้นเติมน ้ำกลัน่ใหไ้ดป้ริมำตร 1,000 มิลลิลิตร แลว้น ำไป 
autoclave 

 

2. 0.5 M EDTA 

Ethylenediaminetetraacetic acid, disodium dihydrate  136.1 กรัม 

น ้ำกลัน่        800 มิลลิลิตร 

ผสมและคนใหเ้ขำ้กนั ท ำกำรปรับค่ำควำมเป็นกรดด่ำงดว้ย NaOH จนไดส้ำรละลำยท่ี pH 8.0 
จำกนั้นปรับปริมำตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตรแลว้น ำไป autoclave 

 

3. 1M Tris-HCl 

Trisbase        121.1 กรัม 

น ้ำกลัน่        800 มิลลิลิตร 

ผสมและคนใหเ้ขำ้กนั ท ำกำรปรับค่ำควำมเป็นกรดจนไดส้ำรละลำยท่ี pH 7.0-8.0 จำกนั้น
ปรับปริมำตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตรแลว้น ำไป autoclave 
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4. Ethidium bromide 10 มิลลกิรัม ต่อ มิลลติร 

Ethidium bromide      1 กรัม 

น ้ำกลัน่        100 มิลลิลิตร 

น ำมำผสมกนั คนจนกระทัง่สำรละลำยละลำยจนหมด จำกนั้นเก็บไวใ้นขวดสีเขม้ หรือห่อ
ขวดดว้ยกระดำษฟรอยด์เพื่อไม่ใหถู้กแสง เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
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การท าสไลด์ถาวร 
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แสดงขั้นตอนการเกบ็รักษาหนอนพยาธิ 

การท าสไลด์ถาวร (Permanent Slide) 

Specimen  
  

ลำ้งน ้ำเกลือ 0.85%  
  

Fixative ปิดทบัดว้ย cover glass 
  
น ้ำ Mounting (Permouth) 
  

Staining (ในกรณียอ้มสีดว้ย Haematoxylin) Xylol 
  
น ้ำ Butyl alcohol : Xylol 

(2:1, 1:1, 1:2 ตำมล ำดบั)  
10% Ethyl Alcohol  

 Butyl alcohol 
20% Ethyl Alcohol  

 95% Ethyl Alcohol : Butyl alcohol 
(2:1, 1:1, 1:2 ตำมล ำดบั) 30% Ethyl Alcohol 

  
50% Ethyl Alcohol 95% Ethyl Alcohol 

  
70% Ethyl Alcohol 85% Ethyl Alcohol 

  
**Destained 70% ethyl alcohol (ในกรณียอ้มสีดว้ย borax carmine ) 
**หมำยเหตุ : destained เป็นกำรท ำใหสี้ยอ้ม specimen ในสไลดจ์ำงลงโดยใช ้1 % HCl ใน 70% ethyl 

alcohol เม่ือจำงมำกและอยำกใหส่้วนต่ำงๆ ของ specimen ติดสีใหมี้ลกัษณะเด่นท่ีต่ำงออกไปก็ท ำกำร

ยอ้มไดอี้ก เม่ือไดสี้ท่ีตอ้งกำรแลว้ใช ้ stop destained solution ซ่ึงเป็นสำรละลำย 1% KOH ใน 70% 

ethyl alcohol 
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กำรค ำนวณค่ำควำมชุกและควำมหนำแน่นของกำรติดเช้ือ 
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การค านวณค่าความชุก (Prevalence of infection) 

 Prevalence of infection หมำยถึง อตัรำเป็นร้อยละของประชำกรของโฮสตท่ี์พบพยำธิชนิดท่ี
ก ำลงัศึกษำ เป็นค่ำท่ีบอกถึงควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งโฮสตแ์ละพยำธิโดยค ำนวณจำกสูตร ดงัน้ี 

 % prevalence =      จ  ำนวนโฮสตท่ี์ตรวจพบพยำธิ     x 100 

       จ ำนวนประชำกรโฮสตท์ั้งหมด 

ตัวอย่าง การค านวณค่าความชุก 

 จำกกำรสุ่มจบัปลำหมอไทยเพื่อน ำมำตรวจสอบหำหนอนพยำธิ พบปลำท่ีมีกำรติดเช้ือของ 
Gyrodactyrus elegans  จ ำนวน 19 ตวั จำกปลำทั้งหมดท่ีท ำกำรตรวจจ ำนวน 120 ตวั จะได ้

 Prevalence =        19      x 100 

   120 

        =       15.8 % 

 นัน่คือผลจำกกำรตรวจปลำหมอไทยทั้งหมดจ ำนวน 120 ตวั จะพบปลำท่ีมี Gyrodactyrus 
elegans  จ ำนวน 19 ตวั 

 ถำ้ตรวจปลำจ ำนวน 100 ตวั จะพบปลำท่ีมี G. elegans  เป็นจ ำนวน 15.8  ตวั 

 เพรำะฉะนั้น ค่ำควำมชุกของปลำหมอไทยทั้งหมดท่ีตรวจพบ G. elegans    มีค่ำเท่ำกบัร้อยละ 
15.8  
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ตารางค านวณค่าความหนาแน่นของการติดเช้ือ (Intensity of infection) 

 Intensity of infection หมำยถึง จ ำนวนพยำธิชนิดใดชนิดหน่ึงทั้งหมด ท่ีพบในโฮสต ์ 1 ตวั 
เป็นค่ำท่ีบ่งบอกถึงควำมรุนแรงของกำรติดพยำธิในโฮสต ์โดยค ำนวณจำกสูตร ดงัน้ี 

Intensity  =             จ  ำนวนทั้งหมดของพยำธิชนิดใดชนิดหน่ึง      

  จ ำนวนประชำกรโฮสตท่ี์ติดเช้ือหนอนพยำธิชนิดนั้นท่ีไดรั้บกำรตรวจ 

ตวัอยำ่ง 

 กำรค ำนวณค่ำควำมหนำแน่นท่ีมีค่ำสูงสุด โดยพบ Gyrodactyrus elegans  จ ำนวน 269 ตวั ใน
ปลำหมอไทยท่ีตรวจพบทั้งหมด 19 จะได ้

 Intensity =  269 

                 19 

    = 14.1 

 นัน่คือ จำกกำรตรวจปลำหมอไทยทั้งหมด 19 ตวั พบ Gyrodactyrus elegans  จ ำนวน 269 ตวั 

 ถำ้ตรวจปลำหมอไทยจ ำนวนทั้งหมดจ ำนวน 1 ตวั จะพบ G. elegan  จ ำนวน 14.1ตวั 

 เพรำะฉะนั้นพบ G. elegans  มีค่ำควำมหนำแน่นจ ำนวน 14.1 ตวัหรือประมำณ 14 ตวั ในปลำ
หมอไทยจ ำนวน 1 ตวั  
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ล ำดับเบส 
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ล ากบัเบสต าแหน่ง ITS2 จากการศึกษาในคร้ังนี้ 

Clinostomum sp. จำก ปลำหมอไทย 

NNANNANAGTGNAGCCNNTGTGTNANNAATGTGACCTGCATACTGCTTTGAACATCGA
CCTCTTGAACGCATATTGCGGCCGCAGGATATCCTGTGGCCACGCCTGGCCGAGGGTCG
GCTTATAATCTATCACGACGCACAATAAGTCGTGGCTTGGATGTGTGCCAGCTGGCGTG
ATTTCCCGCTTGCTTAAAGTGGGGTGCCGGATCTATGGCTCCTTCCTAATGTGTCCAGCT
ACACCCAAGTCCAAAGATTATATTTGATGGACAGGGTTGTGGTGGTGGAGAATGCTCG
GGTCGTGGCTTAATGAGAATGTGATAAACGTTCACGCCTGATGTCATTGTCTATCATTG
CACTCATGTTCGGGCTTGCTCTGTAACTGACGAATATATACAATACCCTGACCTCGGAT
CAGACGTGATTACCCGCTGAATTTAAGCATAAG 

 

Clinostomum sp. จำก ปลำกระด่ีหมอ้ 

CNNNATTGNNGTANNTNAATGTGACCTGCATACTGCTTTGAACATCGACCTCTTGAACG
CATATTGCGGCCGCAGGATATCCTGTGGCCACGCCTGGCCGAGGGTCGGCTTATAAACT
ATCACGACGCACAATAAGTCGTGGCTTGGATGTGTGCCAGCTGGCGTGATTTCCTGCTT
CTTTGAAGTGGGGTGCCAGATCAATGGCTCCTTCCTAATGTGTCCAGCTACACCCAAGT
CCGAAAATGATAAATAGCGGATAGGGTTGTGGTGATGGATAGTGCTCAGGTCGTGGCT
TAATGAGAACGGTAGAAACGTTCACGCCTGATGTCATTGTCTGTTGCCTCGCCCAAATT
TGGACTGGCTCTGTAACTGATGATTTTATATATATGACCCTGACCTCGGATCAGACGTG
ATTACCCGCTGAATTTAAGCATAAC 
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ประวตัิผู้เขียน 

 

ช่ือ-นำมสกุล (ไทย) นำงสำวภีรนนัท ์ กนัธิยะ 

วนั เดือน ปี เกดิ  26 กรกฎำคม พ.ศ. 2532 

ประวตัิกำรศึกษำ  ปีกำรศึกษำ 2550  ส ำเร็จกำรศึกษำมธัยมศึกษำตอนปลำย        
      โรงเรียนจกัรค ำคณำทร จงัหวดัล ำพนู 

ปีกำรศึกษำ 2554 วทิยำศำสตรบณัฑิตสำขำวชิำชีววทิยำ  
(สัตววทิยำ) มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 

ปีกำรศึกษำ 2557 วทิยำศำสตรมหำบณัฑิตสำขำวชิำชีววทิยำ 
(ชีววทิยำ) มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 

 

 

 

 

 

 

 

 


