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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการศึกษา 
 
อุปกรณ์และสารเคมี 

1. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1.1 อุปกรณ์เก็บตวัอยา่งและตรวจตวัอยา่ง 

      1.1.1  กล่องโฟมใส่น ้าแขง็ส าหรับแช่ปลา 
      1.1.2  เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 
      1.1.3  ชุดเคร่ืองมือผา่ตดัและถาดผา่ตดั 
      1.1.4  อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ (petri dish, stander dish, beaker) 
      1.1.5  กระจกสไลดแ์ละกระจกปิดสไลด์ 
      1.1.6  ขวดเก็บตวัอยา่งขนาดเล็ก (vial) 
      1.1.7  ดินสอ ปากกา สมุดบนัทึก  

     1.1.8  อุปกรณ์อ่ืน ๆ เช่น เขม็เข่ีย หลอดหยด พูก่นั กระดาษเลเบล ถุงมือ 
      1.1.9  กลอ้งจุลทรรศน์แบบสามมิติ (stereo microscope)  

Model: Olympus Model SZ-ST (Japan) 
    1.1.10 กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (compound microscope)  

Model: Olympus CX31 และ Olympus DP20 Microscope Camera (Japan) 
 
1.2 อุปกรณ์ถ่ายรูปและวาดรูป 

      1.2.1  อุปกรณ์วาดรูป Drawing tube, Olympus (Japan) 
      1.2.2  กระดาษลอกลาย Tracing paper (DHA Siam lava, Thailand) 

     1.2.3  ocular micrometer และ stage micrometer 
      1.2.4  กลอ้งถ่ายภาพ Digital 
 

1.3 อุปกรณ์ในการศึกษาทางจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
      1.3.1  กลอ้งจุลทรรศน์แบบสามมิติ (stereo microscope)  

Model: Olympus Model SZ-ST (Japan) 
     1.3.2  กลอ้งถ่ายภาพอิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 
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   Model: JEOL-JSM-5910LV (JEOL, Tokyo, Japan) 
     1.3.3  เคร่ืองท ำแหง้ตวัอยำ่งแบบวกิฤต (Critical point Dryer) 
   Model: Polaron Model CPD7501 (Japan) 
     1.3.4  เคร่ือง Sputter Fine Coater 
   Model: SPI-MODULE (Japan) 
     1.3.5  แท่นทองเหลืองส าหรับติดตวัอยา่ง (Stub) 
     1.3.6  เทปกาวคาร์บอน (Electron Microscopy Science, USA) 
 

1.4 อุปกรณ์ในการศึกษาทางอณูชีววทิยา 
    1.4.1  Microcentrifuge Tube ขนาด0.5 และ1.5 ml และ tip ขนาดต่างๆ 
    1.4.2  ไมโครปิเปต (Micropipettes) หรือ ออโตปิ้เปต (Autopipettes)  
    1.4.3  เคร่ืองเขยา่ (Vortex) 
    1.4.4  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 
    1.4.5  เคร่ืองชัง่สาร 
    1.4.6  Hot Plate Stirrer 
    1.4.7  Heating Block Incubator 
    1.4.8  Thermal Cycler machine 
    1.4.9  Electrophoresis Set 
    1.4.10 Ultraviolet-visible Transilluminator  
    1.4.11 Gel Documentation 
    1.4.12 หมอ้น่ึงความดนั (Autoclave) 
    1.4.13 เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (PCR)  

Model : Perkin Elmer Geneamp PCR 2400System) 
    1.4.14 ตูเ้ยน็ (4°C) และตูแ้ช่ (-20°C) 
    1.4.15 pH meter  
    1.4.16 เตาไมโครเวฟ 
    1.4.17 กลอ้งถ่ายรูปต่อเขา้กบัอุปกรณ์คอมพิวเตอร์ส าหรับถ่ายรูปเจล 
  Model : Kodak Gel Logic-100 
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 สารเคมี 
2.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการท าสไลดถ์าวร 
      2.1.1  Haematoxyline (Reidel-de Haen, Germany) 
      2.1.2  Formalin (TOA Co. Ltd., Thailand) 
      2.1.3  Ethyl alcohol (Chemical Science, Thailand) 
      2.1.4   Buthanol (LABSCAN, Thailand) 
      2.1.5   Xylene (LABSCAN, Thailand) 
     2.1.6   Hydrochloric acid (LABSCAN, Thailand) 

      2.1.7   Permount (Fisher ChemAlert®Guide, USA.) 
 
2.2  สารเคมีในการศึกษาทางจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
      2.2.1   2.5% Glutaraldehyde (Sigma, Germany) 
      2.2.2   1% Osmium tetroxide (Sigma, Germany) 
      2.2.3   0.1M Phosphate buffer (pH 7.3) (Sigma, Germany) 
      2.2.4   Acetone (Scharlau Chemis S.A., European Union) 
      2.2.5  0.2M Sodium phosphate monobasic buffer (Vivantis Inc., USA) 
      2.2.6  0.2M Sodium phosphate dibasic buffer (Vivantis Inc., USA) 
   
2.3  สารเคมีท่ีใชใ้นงานทางดา้นอณูชีววทิยา 

                  2.3.1  10X PCR buffer 
      2.3.2  TBE buffer 
      2.3.3  Agarose (Vivantis Inc., Malaysia) 
           2.3.4  Chelex®  

      2.3.5  Protenase K (Vivantis Inc., Malaysia) 

      2.3.6  Tag DNA polymerase 
      2.3.7  Ethidium bromide 
      2.3.8  Magnesium chloride (MgCl2) (Vivantis Inc., USA) 
      2.3.9  Primer (Operon Technologies, USA) 
      2.3.10 Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) (Vivantis Inc., USA) 
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วธีิการวจัิย 
1. จุดเกบ็ตัวอย่าง 

- จุดท่ี 1 หมู่บา้นท่านาค ต.หนองตอง อ.หางดง จ.เชียงใหม่   
(N18.599426, E98.965605) 

- จุดท่ี 2 หมู่บา้นท่าหลุก ต.สบเต้ียะ อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่   

(N18.404273, E98.702156) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 6 แสดงแผนท่ีจุดเก็บตวัอยา่ง 

 

 

 

 

 

ภาพ 7 ต  าแหน่งจุดเก็บตวัอยา่ง  
1) สะพานศรีวชิยัอนุสรณ์ 2) ตลาดหมู่บา้นท่าหลุก 

 

1 2 

2 

1 

แม่น ้าปิง 

อ. จอมทอง 

อ. หางดง 

ถ. เชียงใหม่-จอมทอง 
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2. การส ารวจและการเกบ็ตัวอย่าง 
2.1 เก็บตวัอยำ่งปลำจำกตลำดขำยปลำน ้ำจืด โดยสุ่มซ้ือปลำหมอไทย (Anabas testudineus) 

จ  ำนวน 110 ตวั จำกหมู่บา้นท่าหลุก ต.สบเต้ียะ อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ และปลำกระด่ีหมอ้ 
(Trichogaster trichopterus) จ  ำนวน 92 ตวั จำกหมู่บา้นท่านาค ต.หนองตอง อ.หางดง จ.
เชียงใหม่  

2.2 น ำปลำมำจดัจ ำแนกชนิด และตรวจหำหนอนพยำธิจำกเกล็ด ครีบอก ครีบทอ้ง ครีบหำง 
เหงือก ตำ ช่องปำก กลำ้มเน้ือ ทำงเดินอำหำร และอวยัวะภำยในต่ำงๆ โดยกำรแยกอวยัวะแต่
ละส่วนใส่ลงใน Petri dish ท่ีมี NaCl 0.85% และท ำกำรตรวจหำหนอนพยำธิภำยใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอ รวบรวมหนอนพยำธิท่ีพบแลว้น ำไปศึกษำในขั้นตอนต่อไป 

2.3 น ำขอ้มูลของพยำธิท่ีพบมำค ำนวณหำค่ำควำมชุก (prevalence) และค่ำควำมหนำแน่น 
(intensity) ตำมวธีิกำรของ Margolis et al., 1982 

 

3. การศึกษาทางด้านสัณฐานวทิยา โดยแบ่งกำรศึกษำออกเป็น 2 ส่วน ดงัน้ี 

3.1 กำรศึกษำทำงสัณฐำนวทิยำโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (light microscope: LM) 
ส ำหรับกำรท ำสไลดถ์ำวร (Permanent slide) 

3.1.1 น ำหนอนพยำธิท่ีไดม้ำท ำควำมสะอำด น ำหนอนพยำธิไปรักษำสภำพเน้ือเยือ่ดว้ย 5% 
ฟอร์มำลีน 

3.1.2 ยอ้มสี Haematoxylin  

3.1.3 Dehydrate ดว้ย ethanol ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ (10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 85%, 
95%, absolute buthanol)  

3.1.4 ท ำตวัอยำ่งหนอนพยำธิใหใ้สดว้ย Xylene และ Mount ดว้ย Permount  

3.1.5 วำดรูปตวัอยำ่งหนอนพยำธิและอธิบำยส่วนต่ำงๆ ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์
ประกอบและ Drawing tube 
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ภาพ 8 ปลำหมอไทย (Anabas testudineus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 9 ปลำกระด่ีหมอ้ (Trichogaster trichopterus) 
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3.2 กำรศึกษำทำงสัณฐำนวทิยำโดใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (scanning 
electron microscope: SEM ) 

3.2.1  น ำพยำธิท่ีตอ้งกำรศึกษำมำลำ้งดว้ยสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.1M ภำยใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์แบบสเตอริโอ จนกระทัง่เศษตะกอนต่ำงๆ หลุดออกไปหมด หลงัจำกนั้น
ท ำกำรรักษำสภำพ (pre-fixed) ดว้ย 2.5% Glutaraldehyde นาน 24 ชัว่โมง แลว้ลา้ง
ออกดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.1M อีกคร้ังเป็นเวลา 15 นาที 

3.2.2 น ำหนอนพยำธิท่ีท ำกำรลำ้งเรียบร้อยแลว้มำท ำรักษำสภำพ (post-fixed) อีกคร้ังดว้ย
สำรละลำย 1% Osmium tetroxide เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

3.2.3 เม่ือครบก าหนด ลา้งตะกอนใหห้มดอีกคร้ังดว้ยสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.1M 
ทั้งหมด 3 คร้ังเป็นเวลำ 20 นำที 

3.2.4 Dehydrate ดว้ย ethanol ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ (10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 85%, 
95%, absolute ethanol) ขั้นตอนละ 2 ชัว่โมง ตำมล ำดบั แลว้เก็บไวใ้น Acetone  

3.2.5 น ำพยำธิท่ีไดจ้ำกกระบวนกำรขำ้งตน้ไปผำ่นกระบวนกำรท ำใหแ้หง้ ดว้ยวธีิกำรท ำให้
แหง้ ณ จุดวกิฤติ โดยใชเ้คร่ือง Critical Point Dryer (CPD) คือการน า acetone ออก
โดยการน า CO2 เขา้แทนท่ี 

3.2.6  น าตวัอยา่งหนอนพยาธิท่ีไดไ้ปติดบนแท่นทองเหลืองส าหรับติดตวัอยา่ง (Stub) ดว้ย
คาร์บอนเทป 

3.2.7   น าไปฉาบพื้นผวิตวัอยำ่งดว้ยทองค ำ (gold-coated) ดว้ยเคร่ือง Sputter Fine Coater 

3.2.8 ศึกษำรำยละเอียดพื้นผวิและลกัษณะโครงสร้ำงภำยนอก เพื่อดูลกัษณะส ำคญัท่ีให้
รำยละเอียดเพิ่มเติมโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (scanning 
electron microscope) ท่ีก ำลงัขยำยต่ำงๆ 
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4. การศึกษาทางด้านอณูชีววทิยา  

4.1 น ำตวัอยำ่งหนอนพยำธิท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส มำสกดัดีเอน็เอดว้ย Chelex®  
โดยน าหนอนพยาธิใส่ลงใน micro centrifuge tube ขนาด 1.5 ml เติมแขวนลอย 5%Chelex 
150 ไมโครลิตร และ Protenase K 3 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixture แลว้น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixture จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ี 
13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 2 รอบ จากนั้นดูดสารละลายใสดา้นบน (supernatant) 
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาไม่ใหดี้เอ็นเอเสียสภาพเตรียมส าหรับ
ขั้นตอนการท า PCR 

4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอร์เรส (Polymerase chain reaction: 
PCR) ของต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) โดยใชไ้พรเมอร์มาตรฐานของ
ต าแหน่งน้ี คือ  forward 3S (5′-GGTACCGGTGGATCACTCGGCTCGTG-3′) และ reverse 
BD2 (5′-TATGCTTAAATTCAGCGGGT-3′) 
 เง่ือนไขปฏิกิริยา PCR มีดงัน้ี 
 

4.3 การตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR (PCR product) โดย agarose gel electrophoresis โดยใช ้1.4% 
agarose ในสารละลาย 1X TBE โดยน าผลิตภณัฑ ์PCR ท่ีตอ้งการตรวจสอบผสมกบั loading 
dye ใหเ้ขา้กนั จากนั้นใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายแลว้ค่อยๆ หยอดลงในแต่ละช่องของ 
1.4% agarose ท่ีเตรียมไว ้ แลว้ใหก้ระแสไฟวิง่ดว้ยศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์ เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าเจลท่ีไดไ้ปยอ้มดว้ย Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 1 mg/ml นาน 15 นาที 
จากนั้น destain ดว้ยน ้ากลัน่ 10 นาที  

4.4 น าแผน่เจลไปตรวจดูแถบดีเอน็เอของ PCR product บริเวณต าแหน่ง ITS2 ดว้ย UV 
transiluminator  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) ระยะเวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Pre-denaturation 94 2 1 
Denaturation 94 1  

39 Primer annealing 57 1 
Primer extension 72 1 
Final extension 72 10 1 
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4.5 น า PCR product ท่ีไดส่้งไปหาล าดบันิวคลีโอไทด ์(sequencing) โดยบริษทั Integrated DNA 
Technologies ประเทศสิงคโปร์ 

4.6 น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูลของ Genbank 
ดว้ยโปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tools)  

4.5 เม่ือรวบรวมล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด น ามาท า Multiple Alignment เพื่อเปรียบเทียบความ
แตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม BioEdit 5.0.6 และวเิคราะห์ความสัมพนัธ์เชิง
ววิฒันาการ (Phylogenetic relationships) ดว้ยวธีิ Maximum likelihood (ML) และ 
Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) โดยใชโ้ปรแกรม Mega 
6.0 และโปรแกรม Phylip 

 

 
 


