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บทที ่2 
ทบทวนเอกสาร 

 พยาธิใบไมเ้รียกตามลกัษณะรูปร่างท่ีคลา้ยใบไม ้ ซ่ึงอาจเรียวหรือแผก่วา้ง ดา้นหนา้ของพยาธิ
ใบไมม้กัเรียวเล็ก มีอวยัวะช่วยในการยดึเกาะ (oral sucker) อยูต่รงปลายลอ้มรอบช่องปาก ถดัจาก
ปลายดา้นหนา้ลงมาทางดา้นทอ้งประมาณหน่ึงในสามของล าตวั มีอวยัวะช่วยในการยดึเกาะอีก
อนัหน่ึงคือ อวยัวะช่วยในการยดึเกาะดา้นทอ้ง (ventral sucker) หรืออซีตาบูลมั (acetabulum) ใชย้ดึ
เกาะกบัโฮสต ์ เหนืออวยัวะช่วยในการยดึเกาะดา้นทอ้งมีช่องสืบพนัธ์ุ (gonopore, genital pore) 
ตอนทา้ยของล าตวัมีช่องขบัถ่ายของเสีย (excretory pore) (บพิธ และ นนัทพร, 2540) 
 
ลกัษณะโดยทัว่ไปของพยาธิใบไม้ (Yamaguti, 1958; บพิธ และ นนัทพร, 2540) 
 ผนงัล าตวัของพยาธิใบไมเ้รียกวา่ เทกกูเมนท์ (tegument) ซ่ึงเดิมเคยเขา้ใจวา่เป็นชั้นของคิวติ
เคิล ปัจจุบนัการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนพบว่า เทกกูเมนท์แบ่งเป็นสองชั้นมีเยื่อฐาน 
(basement membrane) กั้ น ระหว่างชั้ นนอก  (outer zone) เป็ น ไซโตพลาส ซึม ท่ี ไม่ มี เยื่ อกั้ น 
(cytoplasmic syncytium) มีออ ร์แก เนลอยู่ห ลายอย่าง  ได้แ ก่  ไมโตคอน เด รีย  (mitochondria)            
เอนโดพลาสมิคเรติคูลมั (endoplasmic reticulum) แวคิวโอล (vacuole) และกอลจิแอปปาราตสั (golgi 
apparatus) ผวินอกของชั้นนอกเป็นเยือ่หุ้มเซลล ์(plasma membrane) ท่ีมีแขนงเล็ก ๆ ยื่นออกมาคือ ไม
โครวิลไล (microvilli) เพื่อเพิ่มพื้ นท่ีผิวในการดูดซึมอาหาร ชั้ นใน (inner zone) ประกอบด้วย
กลา้มเน้ือตามเส้นรอบวงและกลา้มเน้ือตามยาว และตวัเซลล์ท่ีเรียกวา่ไซตอน (cyton)  ฝังตวัอยูใ่นมี
เซนไคม์ ภายในตวัเซลล์มีออร์แกเนลล์เหมือนเซลล์ปกติ และจะมีแขนงเรียกว่า cytoplasmic tubule 
ยื่นทะลุเน้ือฐานข้ึนไปเป็นเยื่อชั้นนอก ผนังตัวของพยาธิใบไม้ท าหน้าท่ีดูดซึมสารอาหาร และมี
คุณสมบติัพิเศษสามารถป้องกันน ้ าย่อยจากโฮสต์ได้ การกินอาหาร พยาธิใบไม้เป็นปรสิตภายใน
ร่างกาย มีการดูดซึมอาหารจากโฮสตผ์่านเทกกูเมนต์โดยตรง และมีระบบท่อทางเดินอาหารร่วมดว้ย 
ทางเดินอาหารประกอบดว้ยปากท่ีมีอวยัวะช่วยในการยึดเกาะท่ีเป็นวงของกลา้มเน้ือท่ีเจริญดีและนูน
ข้ึนมาเป็นรูปถว้ย เวลาเกาะกบัเน้ือเยื่อของโฮสต์จะมีแรงดูดอย่างแรง  คอหอย (pharynx) และหลอด
อาหาร (esophagus) ท าหน้าท่ีเหมือนป้ัมในการกลืนเอาเซลล์ เมือกของเหลว เลือดและเน้ือเยื่อของ
โฮสต์ท่ีหลุดออกมาจากการดูดเกาะของอวยัวะช่วยในการยึดเกาะบริเวณปาก และแขนงล าไส้ 
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(intestinal caeca) มกัจะมี 2 แขนงอยู่ทางด้านขา้งยาวจนไปถึงทา้ยตวั เป็นถุงปิด อาจมีการแตกเป็น
แขนงยอ่ยดา้นขา้ง (diverticulum) ซ่ึงจะพบในพยาธิใบไมท่ี้ล าตวักวา้ง 
 ระบบขบัถ่ายประกอบดว้ยท่อตามยาว 2 ท่อขา้งตวั (longitudinal tubule) รับเอาของเสียจากเฟ
ลมเซลล ์ (flame cell) ท่อขบัถ่ายจะรวบรวมของเสียเขา้สู่ถุงปัสสาวะ (excretory vesicle) ซ่ึงพองตวั
ออกเป็นกระเปาะและเปิดออกท่ีเนฟริดิโอพอร์ (nephridiopore) พยาธิใบไมย้งัคงมีระบบขบัถ่าย
เน่ืองจากยงัตอ้งมีการปรับสภาวะของน ้าภายใน การหายใจเป็นแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic 
glycolysis) ซ่ึงกระบวนการน้ีใหค้าร์บอนไดออกไซด ์ และมีกรดอินทรียส์ะสมอยูใ่นร่างกายสูง ความ
เขม้ขน้ของโมเลกุลน ้านอกตวัสูงกวา่ภายในตวัจึงมีการเคล่ือนท่ีของน ้าผา่นเขา้สู่ร่างกาย ระบบขบัถ่าย
จึงท าหนา้ท่ีปรับสภาวะน ้าในร่างกายใหส้มดุล 
 ระบบประสาทจากสมองหรือปมประสาทสมองมีเส้นประสาทตามยาว 3 คู่ คู่ทางดา้นทอ้ง
เจริญดีท่ีสุด อาจไม่มีคู่ทางดา้นหลงัและดา้นขา้ง และมีวงแหวนประสาทจ านวนมากเช่ือมระหวา่ง
เส้นประสาท และมีแขนงไปยงัอวยัวะยดึเกาะเป็นจ านวนมาก อวยัวะรับความรู้สึกไม่เจริญ ยกเวน้บาง
ชนิดอาจมีตาเด่ียว 1-2 คู่ 

ระบบสืบพนัธ์ุ พยาธิใบไมมี้เพศรวม ยกเวน้พยาธิใบไมใ้นเลือด (Shistosoma) มีเพศแยก 
อวยัวะสืบพนัธ์ุมีลกัษณะโครงสร้างพื้นฐานดงัน้ีคือ  อวยัวะสืบพนัธ์เพศผู ้ ประกอบดว้ยอณัฑะ 1 คู่ 
(บางชนิดมีเพียง 1 อนั หรือมีหลายอนั) อณัฑะมีลกัษณะเป็นกอ้น (lobe) หรือแตกแขนง (branch) ท่อ
จากอณัฑะแต่ละอนัคือ วาส เอฟเฟอเรน (vas efferens) ท่อน้ีจะรวมเป็นท่อใหญ่ข้ึนเรียกวา่ วาส เดฟ
เฟอเรน (vas deferens) เปิดเขา้ถุงเซอรัส (cirrus sac) วาสเดฟเฟอเรนในถุงซอรัสจะพองออกเป็นถุง
เก็บสเปิร์ม (seminal vesicle) ต่อจากถุงเก็บสเปิร์มเป็นท่อท่ีมีกลา้มเน้ือหนาเรียกวา่ เซอรัส (cirrus) 
เซอรัสน้ีสามารถยืน่ออกไปนอกตวัทางช่องสืบพนัธ์ุไดร้อบ ๆ เซอรัสจะมีต่อมพรอสเตท (prostate 
gland) มาเปิดเขา้ ต่อมน้ีจะสร้างของเหลวและส่งเขา้มาในเซอรัสท าใหต้วัสเปิร์มแขง็แรง ปลายท่อ
ของเซอรัสปกติจะอยูใ่นถุงสืบพนัธ์ุ (genital atrium) ซ่ึงเป็นถุงท่ีอยูร่่วมของอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศผูแ้ละ
เพศเมียก่อนจะเปิดออกนอกตวัทางช่องสืบพนัธ์ุ ซ่ึงจะอยูท่างดา้นทอ้งค่อนไปทางดา้นหนา้ใกล้ๆ  กบั
อวยัวะช่วยในการยดึเกาะดา้นทอ้ง พยาธิใบไมห้ลายชนิด เช่น พยาธิใบไมใ้นตบั Opisthorchis 
viverrini, Clonorchis sinensis ไม่มีถุงเซอรัส บางชนิดถุงเก็บสเปิร์มก็ไม่ไดอ้ยูใ่นถุงเซอรัส และบาง
ชนิดท่อสืบพนัธ์ุของเพศผูก้บัท่อสืบพนัธ์ุของเพศเมียไม่เปิดร่วมกนัท่ีถุงสืบพนัธ์ุ (genital atrium) แต่
จะแยกเปิดออกนอกตวัทางช่องเพศผู ้(male gonopore) และช่องเพศเมีย (female gonopore)  
 อวยัวะสืบพนัธ์ุเพศเมีย มีอวยัวะท่ีเป็นศูนยก์ลางของระบบ มีลกัษณะเป็นหอ้งเล็กๆ เรียกวา่ 
โอโอไทพ ์(öotype) อวยัวะต่างๆ ในระบบสืบพนัธ์ุจะมีท่อมาเปิดเขา้โอโอไทพคื์อ รังไข่ (ovary) มี 1 
อนั มีท่อน าไข่ (oviduct) เป็นท่อสั้นๆ เปิดเขา้สู่โอโอไทพ ์ต่อมไข่แดง (yolk gland, vitelline gland) มี
อยูข่า้งตวั ท่อจากต่อมทุกต่อมมารวมกนัเป็นท่อไข่แดง (yolk duct) เปิดเขา้โอโอไทพ ์ ต่อมน้ีนอกจาก
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สะสมอาหารใหไ้ข่แลว้ ยงัสร้างสารท่ีจะกลายเป็นเปลือกไข่ดว้ย ถุงรับสเปิร์ม (seminal receptacle) 1 
ถุงมีท่อสั้นๆ เปิดเขา้โอโอไทพ ์ต่อมเมลิส (Mehlis’s gland) อยูร่อบ ๆ โอโอไทพ ์และเปิดเขา้สู่โอโอ
ไทพ ์ต่อมน้ีเดิมเขา้ใจวา่สร้างเปลือกไข่ แต่ปัจจุบนัทราบวา่สร้างสารหล่อล่ืนใหผ้นงัมดลูก ช่วยในการ
เคล่ือนท่ีของไข่ในมดลูก มดลูก (uterus) เป็นท่อออกจากโอโอไทพไ์ปทางดา้นหนา้ ปลายท่อมี
กลา้มเน้ือหนาเพื่อบีบรัดใหไ้ข่หลุดออกไป เรียกบริเวณน้ีวา่ เมตราเทอร์ม (metraterm) ปลายท่อมดลูก
จะเปิดเขา้สู่ถุงสืบพนัธ์ุใกล ้ ๆ กบัปลายท่อเซอรัส ท่อสืบพนัธ์ุของเพศเมียของพยาธิใบไมบ้างชนิดจะ
ไม่เปิดรวมกนัท่ีถุงสืบพนัธ์ุ แต่จะมีท่อเปิดออกนอกตวัโดยตรงแยกกบัท่อสืบพนัธ์ุเพศผูคื้อ ช่องมดลูก 
(uterine pore) แขนงลอเรอร์ (Laurer’s canal) เป็นท่อสั้นๆ แยกออกจากถุงรับสเปิร์ม หรือแยกออก
จากท่อน าไข่ และเปิดออกทางดา้นหลงัของพยาธิโดยตรง จึงเขา้ใจวา่ท่อน้ีจ  าท าหนา้ท่ีรับสเปิร์มจาก
ตวัอ่ืน แต่พยาธิบางชนิดท่อน้ีก็เปิดอยูใ่นตวั ไม่ทะลุออกนอกตวั จึงเช่ือวา่ท่อน้ีอาจเป็นท่อวาไจนาท่ี
เส่ือมไปไม่ไดท้  าหนา้ท่ีอะไร เหมือนกบัไส้ต่ิงของคน การผสมพนัธ์ุ (copulation) พยาธิใบไมมี้การ
ปฏิสนธิทั้งแบบภายในตวัเอง โดยเซอรัสจะโคง้งอและสอดเขา้ไปในท่อมดลูกของตวัมนัเอง หรือมี
การปฏิสนธิแบบขา้มตวั (cross fertilization) โดยเซอรัสฉีดสเปิร์มเขา้ทางมดลูกของตวัท่ีมาจบัคู่กนั 
การปฏิสนธิเกิดในท่อน าไข่หรือในโอโอไทพ ์ ไข่ท่ีไดรั้บการผสมหรือไซโกตรับเอาไข่แดงและสาร
หุม้ไข่ และจะค่อยๆ แขง็ตวัแลว้เคล่ือนเขา้สู่มดลูก มดลูกท่ีมีไข่อยูจ่ะขยายตวัออกกินเน้ือท่ีส่วนใหญ่
ของล าตวั ไข่หลุดจากมดลูกโดยการบีบตวัของเมตราเทอร์มดนัไข่ออกนอกตวัทางช่องสืบพนัธ์ุ 
 
วงจรชีวติทัว่ไปของพยาธิใบไม้  

พยาธิใบไมมี้วงจรชีวติท่ีประกอบดว้ยตวัอ่อนระยะต่าง ๆ ซ่ึงบางระยะตอ้งการโฮสตส์ าหรับ
อาศยัเช่นเดียวกบัตวัแก่ โฮสตท่ี์พยาธิใบไมต้อ้งการจึงมี 2 ประเภทคือ โฮสตถ์าวร (principle host, 
definite host) เป็นโฮสตท่ี์ตวัแก่อาศยัอยูแ่ละมีการสืบพนัธ์ของผูอ้าศยัแบบอาศยัเพศ ส่วนโฮสต์
ส่ือกลาง (intermediate host) เป็นโฮสตท่ี์ตวัอ่อนอาศยัอยู ่ โฮสตช์นิดน้ีจึงมีไดม้ากกวา่ 1 ชนิดตาม
ความจ าเป็นของระยะตวัอ่อนในวงจรชีวติ วงจรชีวติจะมีขั้นตอนตามวงจรใดข้ึนอยูก่บัชนิดของพยาธิ
ใบไม ้ตวัอ่อนแต่ละระยะจะมีลกัษณะต่างๆ กนั คือ  

ไข่ (egg) ไข่ของพยาธิใบไมจ้ะมีฝาปิด (operculum) ไข่ท่ีปฏิสนธิแลว้จะพฒันาไปเป็นตวั
อ่อนระยะแรกคือ ระยะไมราซิเดียม (miracidium) โดยตวัอ่อนชนิดน้ียงัอยูใ่นเปลือกไข่ ไข่จะหลุดปน
ออกมากบัอุจจาระของโฮสตอ์อกสู่ภายนอก หากสภาวะแวดลอ้มภายนอกยงัไม่เหมาะสมตวัอ่อนก็จะ
ยงัไม่ฟักออกมาและจะมีชีวติอยูไ่ดน้านเป็นปี ๆ ถา้ไข่ตกลงสู่น ้าก็จะฟักออกเป็นตวัอ่อนระยะไมราซิ
เดียม (miracidium)   

ตวัอ่อนระยะไมราซิเดียมของพยาธิใบไมเ้ป็นรูปไข่ดา้นหนา้กวา้งดา้นทา้ยแคบ มีซิเลียปก
คลุมช่วยในการวา่ยน ้า ไมราซิเดียมจะวา่ยน ้าอยูร่ะยะหน่ึง เม่ือพบโฮสตท่ี์เป็นหอยฝาเดียวท่ีตอ้งการก็



 

6 

 

จะใชเ้ดือยดา้นหนา้ (apical papilla) ซ่ึงเป็นต่ิงแหลม ๆ แทงเขา้ไปในตวัหอย ทั้งน้ีจะมีต่อมเจาะ 
(penetration gland) สร้างน ้ายอ่ยออกมายอ่ยเน้ือเยือ่บริเวณท่ีเจาะใหส้ามารถเขา้ไปในตวัหอยไดง่้าย 
ถา้หากไม่พบหอยชนิดท่ีตอ้งการก็จะตายไป ในตวัไมราซิเดียมมีเซลลสื์บพนัธ์ุ (germ cell) จ  านวน
มาก มีตา 1 คู่ และอวยัวะในการขบัถ่ายของเสีย 1 คู่ เม่ือเขา้ไปในตวัหอยแลว้จะสลดัซีเลียทิ้งและจะ
เคล่ือนตวัไปยงัทางเดินอาหาร หวัใจ หรือช่องเหงือกของหอย ในท่ีสุดจะไปอยูท่ี่ต่อมน ้ายอ่ย 
(digestive gland) และพฒันาไปเป็นตวัอ่อนระยะสปอโรซีสต ์(sporocyst)  

ระยะสปอโรซีสตมี์ลกัษณะเป็นถุงกลวง เซลลสื์บพนัธ์ุในถุงจะแบ่งตวัหลายคร้ัง ไดก้ลุ่ม
เซลลจ์  านวนมากเป็นกอ้นเซลล ์ (germ ball) ต่อมามีการเรียงตวัเป็นชั้นเหมือนระยะบลาสตูลาและแก
สตรูลา หลงัจากนั้นตวัอ่อนท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบัระยะแกสตรูลาน้ีจะยดืยาวออกพฒันาเป็นระยะเรเดีย 
(redia) เซลลสื์บพนัธ์ุอาจเกิดจากเซลลบุ์ผนงัดา้นในของถุงสปอโรซีสตท่ี์หลุดออกมาก็ได ้ ตวัอ่อน
ระยะเรเดียจะมีอวยัวะท่ีใชย้ดึเกาะกบัโฮสต ์(sucker) รอบปากและล าไส้เป็นถุงสั้นๆ ตวัอ่อนระยะน้ียงั
อยูใ่นถุงสปอโรซีสต ์ โดยทัว่ไปสปอโรซีสตจ์ะมีเรเดียอยูห่ลายตวั กอ้นเซลลใ์นสปอโรซีสตอ์าจจะ
พฒันาไปเป็นสปอโรซีสตลู์ก (daughter sporocyst) ก็ได ้ และสปอโรซีสตลู์กจึงจะสร้างเรเดียข้ึน
ภายใน ตวัอ่อนระยะเรเดียในถุงสปอโรซีสตจ์ะยดืยาวออกและเซลลสื์บพนัธ์ุภายในเรเดียก็จะแบ่งตวั
เป็นกอ้นเซลลซ่ึ์งจะพฒันาไปเป็นตวัอ่อนระยะเซอคาเรีย (cercaria) โดยวธีิเดียวกนักบัการสร้างเรเดีย
ในสปอโรซีสต ์ 

ตวัอ่อนระยะเซอคาเรียจะมีอวยัวะช่วยในการยดึเกาะดา้นหนา้ และดา้นทอ้ง มีหาง มีล าไส้
แยกเป็น 2 แขนง และมีท่อขบัถ่าย ตวัอ่อนระยะเซอคาเรียระยะแรกยงัอยูใ่นตวัอ่อนเรเดีย และจะออก
จากเรเดียทางช่องเปิดของถุงเรเดียท่ีเรียกวา่ช่องเกิด (birth pore)  เซอคาเรียออกจากถุงสปอโรซีสต ์
และในท่ีสุดจะออกจากเน้ือเยือ่หอยลงไปอยูใ่นน ้า เซอคาเรียวา่ยน ้าไดดี้โดยใชส่้วนหางของมนั พยาธิ
ใบไมห้ลายชนิดท่ีกอ้นเซลลใ์นระยะเรเดียจะพฒันาไปเป็นเรเดียรุ่นท่ี 2 และเรเดียรุ่นท่ี 2 น้ีจึงจะสร้าง
ระยะเซอคาเรีย ดงันั้นจากไข่ 1 ใบ จะใหต้วัอ่อนระยะเซอคาเรียหลายร้อยตวั  

ตวัอ่อนระยะเมตาเซอคาเรีย (metacercaria) เป็นระยะท่ีพฒันามาจากระยะเซอคาเรีย โดย
เซอคาเรียท่ีออกจากตวัหอยมาอยูใ่นน ้าจะวา่ยน ้าหาโฮสตส่ื์อกลางท่ี 2 ซ่ึงส่วนใหญ่จะเป็นสัตวน์ ้าใน
ไฟลมัอาร์โทรโปดา (Arthropoda) หรือปลา เม่ือเขา้ไปอยูใ่นโฮสตแ์ลว้จะสลดัหางทิ้ง และสร้างผนงั
หุม้ตวัเป็นซีสตอ์ยูต่ามอวยัวะต่าง ๆ ระยะซีสตน้ี์คือระยะเมตาเซอคาเรียซ่ึงจะเป็นระยะติดต่อ 
(infective stage) เม่ือโฮสตถ์าวรกินซีสตน้ี์เขา้ไป ตวัอ่อนภายในซีสตจ์ะออกมาจากผนงัหุม้ เคล่ือนตวั
ไปยงัอวยัวะต่าง ๆ และเจริญเป็นตวัแก่ เมตาเซอคาเรียของพยาธิใบไมบ้างชนิดจะไม่ตอ้งการโฮสต์
ชนิดท่ีสองแต่จะเกาะติดตามพืชน ้าต่าง ๆ (บพิธ และ นนัทพร, 2540) 
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ภาพ 1 ลกัษณะทัว่ไปของพยาธิใบไม ้(Digenea) (Schmidt and Roberts, 2010) 

 
พยาธิใบไม ้ Clinostomum spp. พบรายงานคร้ังแรกในประเทศสหรัฐอเมริกา (Rudolphi, 

1809) โดยพบพยาธิ C. heterostomum ในหลอดอาหารของนกกระสา (Ardea purpurea) ซ่ึงเป็นนกกิน
ปลา แมลง สัตวน์ ้าขนาดเล็ก และหอย มีพฤติกรรม หากินตามชายน ้าและทุ่งนา (Arbor, 1920) ใน
ประเทศฟิลิปปินส์มีรายงานพบ C. philippinensis คร้ังแรกในปลาช่อน (Ophiocephalus striatus) โดย
พบหนอนพยาธิระยะเมตาเซอร์คาเรียบริเวณผนงัล าตวั เบา้ตา และซ่ีเหงือก นอกจากน้ีมีรายงานพบตวั
อ่อนระยะเมตาเซอร์คาเรียของพยาธิชนิดน้ีในปลา กบ ซาลาแมนเดอร์ และหอยบก (Yamaguti, 1958; 
Valasquez, 1975) พยาธิใบไมช้นิดน้ีก่อให้เกิดโรค yello grub ในปลาน ้าจืดหลายชนิด โดยจะฝังตวัอยู่
ในชั้นผวิหนงั กลา้มเน้ือ 

พยาธิใบไม ้Clinostomum sp. เป็นพยาธิใบไมข้นาดใหญ่ มีสองเพศในตวัเดียว มี oral sucker 
ท่ีไม่มี tentacle หรือ spines ขนาดของ acetabulum ใหญ่กวา่ oral sucker ประมาณ 4 เท่า และอยู่
ประมาณ 2 ใน 5 ของล าตวั มีช่องสืบพนัธ์ุ (genital pore) เปิดออกท่ี acetabulum ล าไส้แยกออกเป็น
สองปาง บริเวณตรงกลางของล าตวัมี testes 2 อนัเรียงกนัอยู ่ มีลกัษณะหยกัเป็นลอน ovary มีลกัษณะ
กลมรีอยูบ่ริเวณตรงกลางระหวา่ง testes ทั้งสอง มดลูกมีลกัษณะคลา้ยรูปตวัวาย (Y-shaped) หวักลบั 
อยูร่ะหวา่ง acetabulum กบั testes อนับน วงชีวติของพยาธิคือ ตวัอ่อนระยะ miracidium ออกจากไข่ท่ี
อยูใ่นน ้าเขา้สู่โฮสตก่ึ์งกลางตวัท่ี 1 (1st intermediated host) เช่น หอยในจีนสั Helisoma ซ่ึง miracidium 
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จะสลดั cilia ออกเพื่อเขา้สู่ระยะ sporocyst จากนั้นพฒันาไปเป็นระยะ redia และ cercaria ในตวัหอย  
ซ่ึงรูปแบบของ cercaria มีลกัษณะเป็น forked tails จะไชออกจากหอยเขา้สู่ปลาซ่ึงเป็นโฮสตก่ึ์งกลาง
ตวัท่ี 2 (2nd intermediated host) cercaria จะสร้าง cysts ลอ้มรอบตวัอ่อนเป็นระยะ metacercaria ซ่ึง
เป็นระยะติดต่อโดยมีลกัษณะเป็นกอ้นสีขาวขุ่น หรือสีเหลืองเรียกวา่ yellow grub แทรกตามเน้ือเยือ่
และช่องวา่งล าตวัของปลา เม่ือปลาถูกกินโดยโฮสตเ์ฉพาะ (definitive host) ซ่ึงเป็นสัตวพ์วกนก cysts 
ของ metacercariae จะถูกยอ่ยโดยเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารของนก และจะเคล่ือนท่ีไปอยูใ่นส่วน
ของหลอดอาหารส่วนตน้ และ buccal cavity และพฒันาเป็นระยะตวัเตม็วยั ภายในระยะเวลา 4-6 
ชัว่โมง ซ่ึงไข่ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัจะหลุดออกไปสู่ส่ิงแวดลอ้มในขณะท่ีนกกินน ้าและอาหาร ท า
ใหว้งจรชีวิตของพยาธิชนิดน้ีครบสมบูรณ์ (Klaas, 1963) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 2 วงชีวติ Clinostomum marginatum (Cable, 1977) 
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 การจดัจ าแนกพยาธิใบไมท่ี้เราศึกษาตาม Gibson et al. (2011) นั้นไดจ้ดัให้อยูใ่น Family 
Clinostomidae (Luhe,1901) โดยมีลกัษณะพิเศษประจ า Family น้ีคือ การมี uterus อยูท่างดา้นหนา้
หรือทางส่วนทา้ยทา้ยของอวยัวะสืบพนัธ์ (genitalia) และพบตวัเตม็วยัของพยาธิชนิดน้ีเกาะอยูบ่ริเวณ
หลอดอาหาร (oesophagus) ของนกหรือสัตวเ์ล้ือยคลาน จดัอยูใ่น Subfamily Clinostominae (Luhe, 
1901) อธิบายวา่พบตวัเตม็วยัในช่องปาก (buccal cavity) หรือหลอดอาหารของนก การมีล าไส้เป็น
แบบง่ายๆ คือเป็นท่อตรงไม่มีการแตกแขนง ลกัษณะของพยาธิจะมีรูปแบบค่อนขา้งอว้น (body stout) 
มีความยาว 5-30 มิลลิเมตร การจดัพยาธิใหอ้ยูใ่น genus ท่ีเราท าการศึกษาในคร้ังน้ี คือการมี genital 
pore และ cirrus-sac อยูใ่นต าแหน่งก่อน หรือระหวา่งอณัฑะทั้งสอง (intertesticular) หรืออยูใ่น
ต าแหน่งดา้นขา้งของอฌัฑะอนัแรก การมี vitelline ลกัษณะกลมกระจายอยูท่ ัว่ล  าตวั สามารถจดัอยูใ่น 
Genus Clinostomum (Leidy, 1856) 

การศึกษาลกัษณะโครงสร้างของพยาธิโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (light microscope) 
ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและกายวภิาคเพียงวธีิการเดียว อาจไม่เพียงพอในการจดัจ าแนกชนิด
ของส่ิงมีชีวติไดช้ดัเจน อีกทั้งไม่สามารถแยกชนิดของส่ิงมีชีวติท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัมากๆ ออกจาก
กนัได ้ จึงควรตอ้งมีการศึกษาวธีิอยา่งอ่ืนร่วมดว้ย ซ่ึงจะช่วยในการยนืยนัใหช้ดัเจน อีกทั้งยงัมีวธีิการ
สมยัใหม่อีกหลายวธีิเป็นท่ียอมรับอยา่งกวา้งขวาง มีการน ามาใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของส่ิงมีชีวติได้
เป็นท่ียอมรับของสากล ดงันั้นจึงตอ้งอาศยัการศึกษาในดา้นอ่ืนประกอบดว้ย เช่น การศึกษาพื้นผวิของ
พยาธิใบไมโ้ดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) เป็น
การศึกษาทางดา้นชีววทิยาอีกรูปแบบหน่ึง ภาพท่ีไดจ้ะเป็นแบบสามมิติ ช่วยใหส้ามารถเห็น
รายละเอียดพื้นผวิของส่ิงมีชีวติท่ีเราศึกษา และช่วยในการแยกหรือจดัจ าแนกชนิดของพยาธิไดดี้ยิง่ข้ึน 
เน่ืองจากลกัษณะบางอยา่งไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า การศึกษาวธีิน้ีจะช่วยใหเ้ราเห็น
รายละเอียดชดัเจนกวา่การใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดาซ่ึงจะช่วยเราในการจดัจ าแนกพยาธิใบไม้
ชนิดน้ีไดดี้ข้ึน 

ในปัจจุบนัเทคนิคทางอณูชีววทิยาไดถู้กน ามาใชเ้พื่อช่วยในการจดัจ าแนกชนิดของพยาธิซ่ึง
เป็นวธีิการศึกษาท่ีมีความแม่นย  าค่อนขา้งสูง (ชโลบล, 2555) โดยมีการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ส่ิงมีชีวติซ่ึงพบวา่ในส่ิงมีชีวติต่างชนิดกนัจะมีลกัษณะแตกต่างกนั เทคนิคท่ีศึกษามีหลายวธีิ เช่น 
เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เทคนิค Inter Simple Sequence Repeat 
(ISSR) และการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์อง conserved genes เช่น Internal Transcripted 
Spacer (ITS) จาก ribosomal gene complex และ cytochrome C oxidase ใน mitochondrial gene เป็น
ตน้   

ต าแหน่ง Internal Transcripted Spacer (ITS) เป็นส่วนหน่ึงของ Ribosomal DNA ซ่ึงยนีส์ใน
บริเวณน้ีจะแปลรหสั (Transcription) ไปเป็นไรโบโซม ส่วนบริเวณ 18S, 5.8S และ 28S จะมีการ
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น าไปสร้างเป็นส่วนของไรโบโซม ส่วนบริเวณต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 เป็นส่วนท่ีล าดบันิวคลีโอ
ไทดใ์นยนีส์ท่ีจะไม่ถูกแปลรหสัเรียกวา่ intron ซ่ึงจะถูกกระบวนการ RNA splicing ตดัออกไปก่อนท่ี
จะถึงขั้นตอนท่ีกลายเป็น Mature RNA ซ่ึงล าดบัเบสในต าแหน่ง ITS2 น้ีมีความจ าเพาะเจาะจงในแต่
ละสปีชีส์สูง ส่ิงมีชีวติแต่ละสปีชีส์จะมีล าดบัเบสในต าแหน่งน้ีไม่เท่ากนั และล าดบัเบสในต าแหน่งก็มี
การจดัเรียงตวัแตกต่างกนั นอกจากน้ีถึงแมจ้ะเป็นในส่ิงมีชีวติสปีชีส์เดียวกนัยงัมีความผนัแปร 
(variation) ท่ีเกิดข้ึนเน่ืองจากการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดในระดบัโมเลกุลหรือยนีส์ (point mutation) การขาด
หายไป (deletion) การเพิ่มข้ึน (insertion) ซ่ึงเกิดจากการผนัแปลของส่ิงมีชีวิตแต่ละตวั อาจเป็น
ผลกระทบจากการแบ่งเซลล ์ การผนัแปรจากสภาวะต่างๆ ท่ีกระตุน้ใหดี้เอน็เอมีความผดิปกติไป ท า
ใหล้ าดบัเบสในต าแหน่ง ITS2 น้ีมีความผนัแปร ความหลากหลาย โดยปกติการศึกษา ITS2 จะใชไ้พร
เมอร์ท่ีเรียกวา่ Standard Primers ซ่ึงมีดว้ยกนัหลายรูปแบบ แต่ส่ิงท่ีทุกไพรเมอร์ท าเหมือนกนัคือ จะ
จบับริเวณต าแหน่งเหนือและใต ้ ITS2 จากนั้นเม่ือไพรเมอร์ท างานจะท าการการเพิ่มปริมาณ 
(Amplification) ช้ินส่วนท่ีเรียกวา่ ITS2 ข้ึนมา เม่ือท าการแยกและวเิคราะห์โดยใช ้ Gel 
electrophoresis จากผลิตภณัฑ ์ PCR จะท าใหไ้ดช้ิ้นส่วนของ ITS2 ในส่ิงมีชีวติท่ีเราท าการศึกษา 
(ชยัเรศน์, 2550) 

 

 

 

 

ภาพ 3 แสดงต าแหน่ง ITS2 จากบริเวณ Ribosomal DNA 
(ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosomal_DNA) 

ไพรเมอร์ (Primers) จดัเป็นองคป์ระกอบส าคญัของความส าเร็จในการท า PCR โดยเป็นโอลิ
โกนิวคลีโอไทด ์ ความยาวประมาณ 20-35 เบส วธีิการ PCR คือ สกดัดีเอ็นเอจากเซลล ์น ามาใส่รวม
กบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไ์ตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้งส่ีชนิด ท าใหดี้เอน็เอ
ตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใชค้วามร้อน แลว้ลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว เพื่อใหไ้พร
เมอร์ท่ีมีเบสเป็นคู่สมกบัส่วนปลายของช้ินดีเอน็เอเป้าหมายและมีปริมาณมากกวา่ช้ินดีเอ็นเออ่ืนๆ 
มากมายเขา้มาจบัคู่กบัส่วนดีเอน็เอท่ีตอ้งการ (annealing) ขั้นสุดทา้ยจึงเปล่ียนอุณหภูมิใหพ้อเหมาะ
กบัการท างานของเอนไซมพ์อลีเมอเรส พร้อมทั้งใส่เอนไซมล์งไปในปฏิกิริยา เอนไซน์จะท าหนา้ท่ี
สังเคราะห์ดีเอน็เอต่อจากไพรเมอร์ (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอเป้าหมายเป็นตน้แบบ เม่ือ
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ปฏิกิริยาด าเนินไปจนครบ 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอน็เอเป้าหมายจะเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่า ดงันั้นถา้ด าเนิน
ปฏิกิริยาซ ้ ากนัหลายๆ รอบ ปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายจะเพิ่มข้ึน ส าหรับความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ท่ี
เหมาะสมควรอยูใ่นช่วง 0.1-0.6 μM (ยกเวน้ในบางกรณี อาจใชค้วามเขม้ขน้ถึง 1 μM) การใช ้
primers ในปริมาณท่ีมากเกินไป จะท าใหโ้อกาสการเกิด mispriming, primer-dimer และ non-specific 
amplified product เพิ่มสูงข้ึนในทางกลบักนั การใช ้primers ในปริมาณท่ีนอ้ยเกินไป จะท าให ้primers 
ถูกใชห้มดก่อนปฏิกิริยาส้ินสุดลง เป็นผลใหผ้ลผลิตของปฏิกิริยาลดลง ( สุรินทร์, 2552) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) หรือ PCR เป็นเทคนิคท่ีสังเคราะห์
และเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง สามารถแยกส่วนของดีเอน็เอท่ีสนใจไดโ้ดยไม่ตอ้ง
น าไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลลห์รือน าไปโคลน การท า PCR คือ การสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยใช้
เอนไซมดี์เอน็เอพอลีเมอเรสซ ้ า (Taq polymerase)กนัหลายๆ รอบ เพื่อใหไ้ดป้ริมาณดีเอน็เอเพิ่ข้ึนเป็น
ทวคูีณ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะเกิดข้ึนไดจ้  าเป็นตอ้งมีไพรเมอร์ดว้ย จึงใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีเบสคู่
สมกบัปลายทั้ง 2 ดา้นของดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอร์จะเกาะกบัดีเอ็นเอคนละ
สาย และมีปลาย 3’ ในทิศทางเขา้หากนั ดงันั้น ขอ้ก าหนดในการท า PCR คือ ตอ้งทราบล าดบัเบสของ
ดีเอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ ซ่ึงอาจทราบล าดบัเบสทั้งหมดหรือทราบเฉพาะส่วนปลายก็ได ้
บริเวณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเกิดการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณข้ึน จะมีขนาดความยาวเท่ากบัช้ินดีเอน็เอจาก
ปลาย 5’ ของไพรเมอร์หน่ึงถึงปลาย 5’ ของไพรเมอร์อีกชนิดหน่ึงนัน่เอง หลกัการพื้นฐานในการ
สังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่จากสายดีเอน็เอท่ีเป็นตน้แบบหน่ึงสายดว้ยเอนไซม ์ DNA polymerase ซ่ึง
ใชก้นัอยูท่ ัว่ไปในการติดฉลากดีเอน็เอ และการศึกษาวเิคราะห์ล าดบัเบส แต่ PCR สามารถสังเคราะห์
ดีเอ็นเอไดค้ราวละ 2 สายพร้อมกนั โดยใชไ้พรเมอร์ (primer) 1 คู่ ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั้นตอน และ
หมุนเวยีนต่อเน่ืองกนัไป ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมของแต่ละขั้นตอน (วรีพงศ ์ และนิภาภรณ์, 2551; 
สุรินทร์, 2552) 

วธีิการแยกและการวเิคราะห์ชีวโมเลกุล โดยใช้ Gel electrophoresis อาศยัหลกัการท่ีวา่ชีว
โมเลกุลท่ีมีประจุต่างกนัยอ่มมีแรงเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้าต่างกนั และจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทาง
ตรงกนัขา้ม การแยกโดย electrophoresis จะมีตวักลางเป็นตวัรองรับใหส้ารชีวโมเลกุลเคล่ือนท่ีผา่น
ไป ซ่ึงตวักลางนั้นตอ้งมีคุณสมบติัเฉ่ือย ไดแ้ก่ agarose และ polyacrylamind เน่ืองจากกรดนิวคลีอิกมี
โครงสร้างท่ีประกอบไปดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอน็เอจึงมีประจุเป็นลบ เม่ืออยู่
ในสนามไฟฟ้าจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปสู่ขั้วบวก จากหลกัการดงักล่าวสามารถน าไปใชใ้นการแยก
หรือวเิคราะห์กรดนิวคลีอิก โดยเฉพาะดีเอน็เอภายใตส้นามไฟฟ้า โดยผา่นตวักลางคือ gel โดยท่ี 
agaroe gel ท่ีมีความเขม้ขน้ต ่าจะมีความสามารถในการแยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ 500 คู่เบส (bp) 
ในขณะท่ี agarose gel มีความเขม้ขน้สูงและ polyacrylamind gel ส่วนใหญ่จะใชใ้นการศึกษาดีเอ็นเอ
ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 500 คู่เบส (อจัฉรี, 2546) 
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การท า Multiple sequence alignment เปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด ์ เพื่อ
ประกอบเป็นเคร่ืองมือในการจดัจ าแนก และวเิคราะห์ความถูกตอ้งของต าแหน่งยนีโดยใชโ้ปรแกรม 
Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) เทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank ซ่ึงเป็นฐานขอ้มูลท่ี
เก็บรวบรวมขอ้มูลทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวติต่างๆ ทั้งพืช สัตว ์ จุลินทรีย ์ ขอ้มูลท่ีจดัเก็บมีทั้งท่ีเป็น
รหสัพนัธุกรรมของ DNA และ mRNA ท่ีอยูใ่นรูป nucleotide sequence และขอ้มูลของ amino acid 
sequence ของยนีต่างๆ ขอ้มูลทั้งหมดถูกจดัเก็บอยา่งเป็นระบบอยูใ่นส่ืออิเลคทรอนิค เพื่อสะดวกต่อ
การคน้หาและการน าไปใชง้าน ฐานขอ้มูล GenBank ของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) มีความเร็วสูงในการรับส่งขอ้มูล จึงไดรั้บความนิยมกวา่ฐานขอ้มูลอ่ืน 

ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการในระดบัโมเลกุล (molecular phylogenetics) มีความสัมพนัธ์กนั
ในกลุ่มส่ิงมีชีวติท่ีมีความแตกต่างกนัทางดา้นสัณฐานวทิยา (morphology) ไม่ชดัเจน ท าใหย้ากต่อการ
คน้หาลกัษณะท่ีมีการพฒันาข้ึนร่วมกนั (synapomorphy) ดงันั้นในการศึกษาจึงจ าเป็นตอ้งใชว้ธีิการท่ี
มีความละเอียดและซบัซอ้นข้ึน โดยอาศยัเคร่ืองมือท่ีทนัสมยัและการวเิคราะห์ผลท่ีรวดเร็วและแม่นย  า
โดยใชค้อมพิวเตอร์ วธีิการเหล่าน้ีเนน้การศึกษาในระดบัโมเลกุล ซ่ึงแบ่งเป็น การศึกษาในระดบั
โปรตีน และการศึกษาในระดบัดีเอน็เอ 

การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด ์ (comparison of nucleotide sequence) เป็นการศึกษา
ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการ โดยเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องส่ิงมีชีวติ อาศยัหลกัการท่ีวา่ 
ส่ิงมีชีวติท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัมากกวา่ จะมีล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ใกลก้นัมากกวา่ ตวัอยา่งเช่น 
การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของของบริเวณ 18s rRNA ของพยาธิใบไมต่้างๆ ไดแ้ก่ 
พยาธิใบไมใ้นปอด (Paragonimus heterotremus) พยาธิใบไมใ้นตบั (Fasciola hepatica) และพยาธิ
ใบไมใ้นเลือด (Schisrosoma mansoni) พบบริเวณของล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์อนุรักษ ์ (conserved 
regions) และนอกจากน้ียงัพบบริเวณท่ีมีการเปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลีโอไทด ์ (variable regions) 
ซ่ึงมีประโยชน์ในการน าไปศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของส่ิงมีชีวติทั้งสามสปีชีส์อีกดว้ย 

 
ภาพ 4 แสดงการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 18S ribosomal DNA ของพยาธิใบไม ้3 ชนิด 

(ดดัแปลงจากอจัฉริยา, 2555) 
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 การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการในระดบัโมเลกุล นิยมใชข้อ้มูลจากล าดบักรดอะมิโน
และล าดบันิวคลีโอไทด์ (sequence data) เป็นส่วนใหญ่ จากนั้นน าขอ้มูลเหล่าน้ีจากส่ิงมีชีวติสปีชีส์
ต่างๆ มาเทียบเคียง (aligned sequences) จะท าใหส้ามารถสร้างแผนภาพตน้ไมแ้ห่งวิวฒันาการได ้โดย
เลือกวธีิท่ีเก่ียวขอ้งกบัการค านวณระยะห่างทางพนัธุกรรม (distance-based approach) หรือวธีิท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการวิเคราะห์สถานะของลกัษณะท่ีเป็นล าดบักรดอะมิโน หรือล าดบันิวคลีโอไทด์โดยตรง 
(character-based approach) จากนั้นจึงท าการทดสอบความเช่ือมนัของเคลดต่างๆ ในแผนภาพตน้ไม้
แห่งววิฒันาการโดยอาศยักระบวนการทางสถิติ เช่น การวเิคราะห์บูทสแตรป (bootstrap analysis) 
เป็นตน้  

ตวัอยา่งวธีิท่ีเก่ียวขอ้งกบัการวเิคราะห์สถานะของลกัษณะท่ีเป็นล าดบักรดอะมิโนหรือล าดบั
นิวคลีโอไทดโ์ดยตรง (character-based approach) เช่น วิธีแมกซิมมั ไลคลิ์ฮูด (Maximum likelihood 
หรือ ML) ท าโดยค านวณความน่าจะเป็น (probability หรือ likelihood) ของขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ 
(หรือล าดบักรดอะมิโน) ท่ีแสดงสถานะของลกัษณะท่ีปรากฏ โดยสมมติใหข้อ้มูลมีการวิวฒันาการ
ภายใตแ้บบจ าลองววิฒันาการท่ีก าหนด แผนภาพตน้ไมแ้ห่งววิฒันาการท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ 
ML ท่ีมีค่าความน่าจะเป็นสูงสุด จดัวา่เป็นแผนภาพตน้ไมแ้ห่งววิฒันาการท่ีดีท่ีสุดและจะถูกเลือกให้
เป็นสมมติฐานท่ีเก่ียวกบัววิฒันาการของส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษา 
 เม่ือไดแ้ผนภาพตน้ไมแ้ห่งวิวฒันาการแลว้ ตอ้งมีการทดสอบความเช่ือมัน่ของแต่ละเคลดโดย
อาศยักระบวนการทางสถิติ เรียกวา่ การวิเคราะห์บูทสแตรป (Bootstrap analysis) โดยการสุ่มเลือก
ลกัษณะแลว้น ากลบัเขา้ท่ีเดิม (sampling with replacement) เพื่อสร้างขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดชุ์ดใหม่
ท่ีมีจ  านวนสปีชีส์และลกัษณะเท่ากบัขอ้มูลเดิม การสร้างแผนภาพตน้ไมแ้ห่งววิฒันาการจากขอ้มูล
ใหม่น้ี เรียกวา่ ตน้ไมจ้ากการวเิคราะห์บูทสแตรป 1 (bootstrap tree 1) จากนั้นจึงมีการสุ่มลกัษณะเพื่อ
สร้างขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดชุ์ดใหม่ๆ เพิ่มข้ึน พร้อมทั้งมีการสร้างแผนภาพตน้ไมแ้ห่งววิฒันาการ
จากขอ้มูลใหม่แต่ละชุด (bootstrap tree 2 – bootstrap tree 100) และสรุปผลโดยการสร้างแผนภาพ
ตน้ไมแ้ห่งวิวฒันาการท่ีสอดคลอ้ง ซ่ึงประกอบดว้ยการจดักลุ่มของส่ิงมีชีวติท่ีเหมือนกนัมากกวา่ 50% 
ของแผนภาพตน้ไมแ้ห่งววิฒันาการทั้งหมด ค่าสนบัสนุนความเช่ือมัน่ของบูทสแตรป (bootstrap 
support หรือ bootstrap value) จะแสดงในรูปของเปอร์เซ็นต ์ตวัอยา่งเช่น การวิเคราะห์ขอ้มูลใหม่ 100 
ชุด พบการจดักลุ่มของสปีชีส์ A และ B ในเคลดเดียวกนั 100 คร้ัง แต่พบการจดักลุ่มของสปีชีส์ C 
และ D ในเคลดเดียวกนัเพียง 75 คร้ัง ดงันั้นค่าสนบัสนุนความเช่ือมัน่บูทสแตรปจึงเป็น 100% และ 
75% ตามล าดบั 
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ภาพ 5 แสดงขั้นตอนรูปแบบการวเิคราะห์ขอ้มูลโดยวธีิ Maximum likelihood 
(ท่ีมา : http://www./bio.slu.edu) 

 
 
รายงานการศึกษา 

รายงานการศึกษาพยาธิใบไม ้ Clinostomum spp. มีรายงานการศึกษาเร่ือยมา โดยระยะแรกมี
การพบพยาธิชนิดน้ีในระยะตวัเตม็วยัในนกหลายชนิดท่ีกินปลา เช่น Ardea purpurea, A. cinera, A. 
cocoa, A. coerulea, Mysteria americana, Tantalus loculator, Pomotis vulgaris และ Perca 
flavescens (Arbor, 1920) ต่อมาในปี ค.ศ. 1948 มีการศึกษาของ Hollis ไดส้ ารวจพยาธิใบไมใ้นสกุล 
Clinostomum ท่ีมีการติดเช้ือในปลา Shad (Alosa sapidissima) พบการติดเช้ือมากถึง 22.4% จากปลาท่ี
ส ารวจเป็นจ านวนทั้งหมด 16 ตวั โดยพบการติดเช้ือระยะเมตาเซอร์คาเรียในปลาชนิดน้ีจ านวน 2-3 
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ซิสตด์ว้ยกนั ในรายงานระบุวา่ไม่พบการติดเช้ือเมตาเซอร์คาเรียมากกวา่ 3 ซิสตใ์นปลาหน่ึงตวัท่ีมีการ
ตรวจพบพยาธิ รายงานการส ารวจของ Aohagi et al. ในปี 1992 ไดส้ ารวจปลาน ้าจืดในเมืองทอตโตริ 
จากประเทศญ่ีปุ่น จ านวน 14 ชนิด พบการติดเช้ือ C. complanatum ในปลามากถึง 6 ชนิดดว้ยกนั 
(Carassius gibelio langsdorfi, C. cuvieri, Cyprinus carpio, Pseudorasbora parva, Rhodeus 
ocellatus, R. lanceolatus) ต่อมา Dary et al., 2002 ส ารวจการกระจายตวัของ C. marginatum ท่ี
ก่อใหเ้กิดโรค yello grub ในปลา Smallmouth Bass ในตอนเหนือรัฐอาร์คนัซอ ประเทศสหรัฐอเมริกา 
พบวา่มีคา่ความชุกมากถึง 91% ของปลาท่ีส ารวจ ในปี 2005 มีการศึกษาของ Silva and Ludwig 
ส ารวจปลาในประเทสบราซิล มากถึง 1,582 ตวั เป็นจ านวน 36 ชนิด โดยพบปลาท่ีติดพยาธิระยะเมตา
เซอร์คาเรียของ C. complanatum มากสุดคือปลา Gymnotus carapo มีค่าความชุกมากคือ 8% ของปลา
ท่ีท าการส ารวจทั้งหมด ในปี 2011 การส ารวจของ Gholami et al. พบการติดเช้ือ C. complanatum 
เป็นคร้ังแรกในปลา Aphanius dispar ในประเทศอิหร่าน มีค่าความชุกคือ 4.12% ต่อมา Kuar et al. ท า
การส ารวจในปี 2012 มีการส ารวจปลาช่อน (Channa punctatus) จากประเทศอินเดีย พบการติดเช้ือ
ของ C. complanatum มีค่าความชุก 20% และมีรายงานการส ารวจของ Abiodum ในปี 2012 โดย
ส ารวจปลานิล (Oreochromis niloticus) พบการติดเช้ือ C. tilapiae มากถึง 10% จากปลาท่ีส ารวจ 540 
ตวัจากฟาร์มเล้ียงปลาสิบแห่งในประเทศไนจีเรีย โดยพบตวัอ่อนของพยาธิใบไม ้ C. tilapiae บริเวณ
ช่องวา่งล าตวั (body cavity) และบริเวณกระบอกตาของปลา (eye socket) 

การติดเช้ือของพยาธิใบไมใ้นสกุล Clinostomum น้ีส่งผลใหป้ลาเกิดโรค yello grub ซ่ึงความ
รุนแรงของโรคท่ีเกิดจากหนอนพยาธิข้ึนกบัต าแหน่งท่ีเขา้ไปอาศยัอยูใ่นปลาท่ีเป็นโฮสตแ์ละทางผา่น
เขา้สู่ร่างกาย โดยหนอนพยาธิจะเขา้สู่ร่างกายและอยูใ่นอวยัวะเป้าหมาย บางกรณีหนอนพยาธิก็อาจ
เจริญเติบโตเป็นตวัเตม็วยัไดเ้ช่นกนั ส่วนใหญ่การติดเช้ือหนอนพยาธิในล าไส้มกัไม่ท าใหเ้กิดโรค แต่
หากเกิดร่วมกบัการติดเช้ือปรสิตขนาดเล็กหรือมีความเครียดจากส่ิงแวดลอ้มมกัก่อให้เกิดพยาธิสภาพ
ข้ึนกบัตวัปลาได ้ เน่ืองจากการติดหนอนพยาธิสามารถจะเป็นช่องทางใหมี้การติดเช้ือของปริสิตขนาด
เล็กและกระตุน้กระบวนการทางเคมีและรบกวนกระบวนการทางกายภาพ ท าใหป้ลาอ่อนแอ รบกวน
สมดุลต่างๆ ในร่างกาย และท าใหป้ลามีการติดเช้ือเพิ่มข้ึน (นนัทริกา, 2553) การติดเช้ือของพยาธิ
ใบไมใ้นกลุ่มน้ีมีรายงานมานานโดย Klass (1963) ไดอ้ธิบายเก่ียวกบัปลาในสถานะท่ีเป็นโฮสต์
ก่ึงกลางตวัท่ีสองของพยาธิใบไม ้C. marginatum วา่ การติดเช้ือจะท าใหป้ลามีการเจริญเติบโตชา้ ท า
ใหป้ลาตาย หรือบางคร้ังหากมีการติดเช้ือมากข้ึนผูล่้าก็ไม่เลือกท่ีจะกินปลาตวัท่ีมีการติดเช้ือ รายงาน
ของ Kalantan (1986) วจิยัเก่ียวกบัพยาธิสภาพของปลาท่ีติดเช้ือระยะเมตาเซอร์คาเรียของ                   
C. complanatum พบวา่ผนงัเซลลด์า้นนอกของเมตาเซอร์คาเรียเป็น Basic protein หากเกิดการติดเช้ือ
กบัโฮสตจ์ะส่งผลใหเ้น้ือเยื่อของโฮสตก่์อให้เกิดเป็นรูและมีการนูนบวมของเน้ือเยื่อ ต่อมาในปี 2013 
มีงานวจิยัของ Pinky et al. ไดท้ดสอบผลเก่ียวกบัพยาธิสภาพของปลาหมอชา้งเหยยีบ (Nandus 
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nandus) ไดร้ายงานวา่การติดเช้ือของพยาธิใบไม ้C. complanatum ระยะเมตาเซอร์คาเรีย จะก่อใหเ้กิด
ผลกระทบต่อระบบเลือดและตบัของโฮสต ์ก่อใหเ้กิดการตายของเซลลเ์กิดข้ึน 

การศึกษาพื้นผวิของพยาธิใบไมโ้ดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนนั้นยงัมีอยูน่อ้ย โดย 
Marwan and Mohammed (2003) ศึกษาพื้นผวิของพยาธิใบไมส้กุล Clinostomum โดยไม่ระบุช่ือสปี
ชีส์ท่ีชดัเจนของพยาธิใบไมใ้นสกุลน้ี แต่ไดอ้ธิบายรายละเอียดของพื้นผวิพยาธิไวอ้ยา่งชดัเจน และได้
มีขอ้ถกเถียงในขณะนั้นวา่หนา้ท่ีของแต่ละส่วนยงัไม่สามารถระบุได ้ และมีการรายงานการศึกษา
พื้นผวิของ C. cutaneum โดย Gustinelli et al. (2010)  เพื่อช่วยในการจดัจ าแนกพยาธิใบไมช้นิดน้ีท่ี
พบทั้งในระยะเมตาเซอร์คาเรียและระยะตวัเตม็วยัวา่เป็นชนิดเดียวกนั 

ส าหรับการศึกษาทางดา้นอณูชีววทิยาของพยาธิในกลุ่มน้ี ไดมี้การศึกษาโดย Caffara et al. 
(2011) ไดต้รวจสอบความแตกต่างของพยาธิใบไม ้C. complanatum และ C. marginatum ในระยะตวั
เตม็วยั และระยะเมตาเซอร์คาเรีย พบวา่พยาธิทั้งสองชนิดมีสัณฐานวทิยาท่ีมีความแตกต่างอยา่งชดัเจน 
ไดแ้ก่ ความกวา้งของล าตวั ระยะห่างระหวา่ง oral sucker และ acetabulum และไดท้ าการตรวจสอบ
ความแตกต่างทางดา้นอณูชีววทิยา โดยศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณต าแหน่ง Internal Transcribed 
Spacer (ITS) และ Cytochrome C Oxidase I  ผลท่ีไดย้นืยนัความแตกต่างอยา่งชดัเจนของพยาธิทั้ง
สองชนิด นอกจากน้ี Sereno et al. (2013) ไดต้รวจสอบชนิดของพยาธิสกุล Clinostomum จากนกกิน
ปลาและปลาในแหล่งน ้าจืดของประเทศเมก็ซิโก โดยดูจากสัณฐานวทิยาและเทคนิคทางอณูชีววทิยา 
ซ่ึงจากลกัษณะทางสัณฐานวทิยาพบพยาธิ 4 ชนิด ไดแ้ก่ C. cutaneum, C. complanatum,                    
C. phalacrocorasis และ C. marginatum ขณะเดียวกนัยงัพบวา่พยาธิบางส่วนไม่สามารถจดัจ าแนก
ชนิดได ้ จึงใชว้ธีิทางดา้นอณูชีววทิยามาตรวจสอบ โดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีไมโตคอนเดรีย 
(cox1) ท าใหย้นืยนัไดว้า่เป็นพยาธิใบไมช้นิด Clinostomum tataxumui ซ่ึงเป็นพยาธิชนิดใหม ่

ในประเทศไทยมีรายงานการวจิยัศึกษาเก่ียวกบัพยาธิใบไม ้ Clinostomum sp. นอ้ยมาก 
Yooyen et al. (2006) ไดร้ายงานการพบ C. philippinensis ระยะเมตาเซอร์คาเรียในเหงือกของปลา
กระด่ีนางฟ้า (Trichogaster microlepis) จากบึงบอระเพด็ จงัหวดันครสวรรค ์  ต่อจากนั้นในปี 2012 มี
รายงานการศึกษาพื้นผวิของพยาธิอีกชนิดคือ C. complanatum โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (Ngamniyom et al., 2012) ซ่ึงพบพยาธิชนิดน้ีในปลาซิวขา้วสาร (Oryzias minutillus) 
เป็นคร้ังแรกท่ีจงัหวดัปทุมธานี โดยมีค่าความชุกเท่ากบั 10.7% ผลการศึกษาทั้งสองคร้ังน้ีเป็นพยาธิ
คนละชนิดท่ีอยูใ่นสกุลเดียวกนัคือ Clinostomum ท่ีพบในปลาท่ีต่างชนิดกนัในประเทศไทย การศึกษา
เก่ียวกบัพยาธิในสกลุน้ียงัมีนอ้ยมาก และเป็นเพียงการจดัจ าแนกพยาธิโดยใชล้กัษณะทางสัณฐาน
วทิยาเทา่นั้น ซ่ึงตอ้งใชค้วามเช่ียวชาญอยา่งมากในการจดัจ าแนก เพราะมีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาท่ี
คลา้ยคลึงกนัมาก การศึกษาคร้ังน้ีจะท าการส ารวจในปลาหมอไทย (Anabas testudineus) และปลา
กระด่ีหมอ้ (Trichogaster trichopterus) โดยท าการเปรียบเทียบสัณฐานวทิยาแบบดั้งเดิม กระบวนการ
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ทางอณูชีววทิยาร่วมดว้ย และศึกษาการระบาดของพยาธิใบไม ้ Clinostomum sp. ในจงัหวดัเชียงใหม่ 
เพื่อบ่งบอกถึงชนิดท่ีมีการระบาดอยา่งถูกตอ้งเพื่อช่วยในการควบคุม ป้องกนั และศึกษาดา้นปรสิต
วทิยาในระดบัสูงต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


