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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
 การส ารวจพยาธิใบไม ้ Clinostomum sp. จากปลาหมอไทย (Anabas testudineus) และปลา
กระด่ีหมอ้ (Trichogaster trichopterus) ระหวา่งเดือนมกราคม ถึงเดือนธนัวาคม พ.ศ. 2558 โดยท า
การสุ่มส ารวจปลาหมอจากชาวประมงทอ้งถ่ินจากแหล่งน ้ าปิงสองพื้นท่ีคือ หมู่บา้นท่านาค ต.หนอง
ตอง อ.หางดง จ.เชียงใหม่ และหมู่บา้นท่าหลุก ต.สบเต้ียะ อ.จอมทอง จ.เชียงใหม่ จ  านวนปลาหมอ
ไทย 110 ตวั ปลากระด่ีหมอ้ 92 ตวั ผลการศึกษาพบพยาธิใบไม ้Clinostomum sp. จากปลาทั้งสองชนิด 
มีค่าความชุกของปลาท่ีติดเช้ือหนอนพยาธิเท่ากบัร้อยละ 6.36 (7/110) ส าหรับปลาหมอไทย และร้อย
ละ 6.52 (6/92) ส าหรับปลากระด่ีหมอ้ ค่าความหนาแน่นของปลาท่ีติดพยาธิเท่ากบั 5.4 ในปลาหมอ
ไทย และ 4.5 ในปลากระด่ีหมอ้ ขนาดล าตวัของปลาท่ีน ามาศึกษา 5-13 เซนติเมตร  

ส าหรับการกระจายตวั (distribution) ของหนอนพยาธิในแต่ละส่วนของปลานั้นพบตวัอ่อน
พยาธิใบไม ้ Clinostomum sp. ระยะเมตาเซอร์คาเรีย ฝังตวัอยูใ่นฝาปิดเหงือก (operculum) (ภาพ 10)
และบริเวณช่องทอ้ง (abdominal cavity) (ภาพ 11) การพบเมตาเซอร์คาเรียในคร้ังแรกจะพบอยูใ่น
ซิสตจ์ากบริเวณต าแหน่งทั้งสอง และเม่ือแยกเมตาเซอร์คาเรียออกมาจากตวัของโฮสตไ์ม่นาน ตวัอ่อน
ระยะเมตาเซอร์คาเรียก็จะออกจากซิสตใ์นทนัที (ภาพ 11) 
 การศึกษาสัณฐานวทิยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงพบวา่พยาธิจากทั้งสองโฮสตน์ั้นมี
ลกัษณะคลา้ยเคียงกนัในเร่ืองของขนาดและต าแหน่งของอวยัวะต่างๆ (ภาพ 12-13) โดยท าการวดั
ขนาดพยาธิจากสไลดถ์าวรชนิดละ 10 ตวั บางตวัอาจมีความผนัแปรในเร่ืองของขนาด (variation) แต่
เป็นส่วนนอ้ย อาจเน่ืองมาจากการทบัพยาธิใหแ้บน หรือการรอระยะเวลาให้พยาธิลดกิจกรรม
บางอยา่งก่อนท่ีจะท าการรักษาสภาพตวัอยา่งนัน่เอง  
 การศึกษาสัณฐานวทิยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ภาพ 14-21) จะแสดง
ลกัษณะรูปร่างล าตวัของพยาธิใบไม ้ Clinostomum sp. ระยะเมตาเซอร์คาเรีย โดยเม่ือดูจากรูปร่าง
ลกัษณะล าตวัโยรวมมีลกัษณะความคลา้ยคลึงกนั (ภาพ 14) ในเร่ืองของขนาดและรูปทรงของพยาธิ 
ส่วนหนา้ของล าตวั (anterior part of body) แสดงใหเ้ห็นต าแหน่งของ oral sucker  และ acetabulum 
(ภาพ 15, 18) ซ่ึงมีลกัษณะการเปิดออกคลา้ยเคียงกนั พบ collar like ring อยูร่อบ oral sucker (ภาพ 16) 
โดยลกัษณะของ collar like ring จะมีสองชั้นรอบ oral sucker (ภาพ 17) พื้นผวิล าตวัของพยาธินั้นจะมี
ลกัษณะเป็นรูเล็กๆ เรียกวา่ micro pore (ภาพ 19) กระจายอยูท่ ัว่ล  าตวัของพยาธิ มีขนาดของรูใกลเ้คียง
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กนั พื้นผวิล าตวัแสดงใหเ้ห็นลกัษณะของ styloconic-like sensory papilla (ภาพ 20) ซ่ึงเป็นอวยัวะรับ
สัมผสัของพยาธิ และพบต าแหน่งของรูเปิดของระบบขบัถ่ายของเสีย (excretory pore) อยูท่าง
ส่วนทา้ยของล าตวั (ภาพ 21) 
 

 

 

 

 

 

ภาพ 10 แสดงต าแหน่ง encysted metacercaria ในบริเวณฝาปิดเหงือกของโฮสต ์

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 11 แสดงต าแหน่ง excysted metacercaria ในช่องทอ้งของโฮสต ์(ลูกศรช้ี) 

ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
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Clinostomum sp. 

 
Phylum Platyhelminthes 
 Class Trematoda 
  Order Digenea 
     Family Clinostomidae Luhe,1901 
    Subfamily Clinostominae Luhe,1901 
     Genus Clinostomum 
 
ลกัษณะรูปร่าง 
 เป็นพยาธิใบไม ้ขนาดกลาง ล าตวัมีลกัษณะรูปไข่ เรียวยาว ปลายมนทั้งสองดา้น ล าตวัมีความ
กวา้ง 1.43-1.92 มิลลิเมตร ยาว 3.05-6.73 มิลลิเมตร มี oral sucker เป็นอวยัวะยดึเกาะ อยูบ่ริเวณหนา้
สุด ขนาดกวา้ง 0.26-0.34 มิลลิเมตร ทางเดินอาหารและ pharynx อยูถ่ดัจาก oral sucker ยาว 0.15-0.24 
มิลลิเมตร acetabulum มีขนาดใหญ่กวา่ oral sucker ประมาณ 4 เท่า อยูบ่ริเวณประมาณ 2 ใน 5 ของ
ล าตวั ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.58-0.85 มิลลิเมตร แขนงล าไส้ทั้ง 2 แขนงยาวใหญ่แผไ่ปจนถึงทา้ย
ตวั บริเวณตรงกลางของล าตวัมี testes 2 อนั อนัแรกอยูด่า้นบน อนัท่ี 2 อยูด่า้นล่าง มีลกัษณะหยกัเป็น
ลอน มีขนาดกวา้ง 0.40-0.71 มิลลิเมตร ยาว 0.26-0.58 มิลลิเมตร ovary มีลกัษณะกลมรีอยูบ่ริเวณตรง
กลางระหวา่งอณัฑะทั้งสอง มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.08-0.20 มิลลิเมตร มดลูกมีลกัษณะ
คลา้ยรูปตวัวาย (Y-shape) หวักลบั อยูร่ะหวา่ง acetabulum กบั testes อนับน ไม่พบไข่ในมดลูกเลย 
แสดงวา่พยาธิท่ีพบยงัเจริญไม่เตม็วยั 
 
Habitat:  ฝาปิดเหงือก ช่องวา่งภายในล าตวั 
Host:  Anabas testudineus, Trichogaster trichopterus 
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ภาพ 12 ภาพถ่ายและภาพวาดของ Clinostomum sp. 

 จากโฮสต ์Anabas testudineus 
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ภาพ 13 ภาพถ่ายและภาพวาดของ Clinostomum sp. 

 จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 
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ผลการศึกษาสัณฐานวิทยาของพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 

เปรียบเทยีบตัวอ่อนพยาธิใบไม้ Clinostomum sp. จากปลาสองชนิด 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 14 ภาพถ่ายแสดงลกัษณะล าตวั  
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

 

ก 

ข 
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ภาพ 15 ภาพถ่ายส่วนหนา้ของล าตวั (anterior part of body)  
แสดงต าแหน่งของ oral sucker (ลูกศรสีขาว) และ acetabulum (ลูกศรสีเหลือง) 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

      

 

 

 

 

 

 

ภาพ 16 ภาพถ่ายแสดง oral sucker (ลูกศรสีขาว) และ collar like ring (ลูกศรสีเหลือง) 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

 

 

 

 

ก ข 

ก ข 
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ภาพ 17 ภาพถ่ายแสดงลกัษณะของ collar like ring 
ต าแหน่งของ inner collar like ring (ลูกศรสีขาว) และ outer collar like ring (ลูกศรสีเหลือง) 

ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 18 ภาพถ่ายแสดงลกัษณะของ acetabulum 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

 

 

 

ก ข 

ก ข 
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ภาพ 19 ภาพถ่ายแสดงลกัษณะพื้นผวิล าตวัแสดงให้เห็น micro pore 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 20 ภาพถ่ายแสดงลกัษณะพื้นผวิล าตวัแสดงให้เห็นลกัษณะของ styloconic-like sensory papilla 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 
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ภาพ 21 ภาพถ่ายแสดงส่วนทา้ยของล าตวัแสดงต าแหน่งของ excretory pore (ลูกศรช้ี) 
ก. จากโฮสต ์Anabas testudineus ข.   จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 
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การศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ 

 ท  าการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยส่งไปยงั บริษทั Integrated DNA Technologies ประเทศ
สิงคโปร์ เม่ือไดผ้ลล าดบัเบส ของเส้น 3S (forward) และ เส้น BD2 (reverse) น าทั้งสองเส้นมา align 
เขา้ดว้ยกนั เพื่อให้ไดล้  าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีท างานเพียงเส้นเดียว โดยการท า reverse complement กบั
เส้น BD2 ด้วยโปรแกรม MEGA 6.0 แล้วตดัส่วนท่ีเป็นไพรเมอร์ออกไป ได้ล าดับ นิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS2 ของ ท่ีมีขนาด 359 bp โดยมีล าดบันิวคลีโอไทด์ ดงัน้ี 
 

พยาธิใบไม ้Clinostomum sp. (CL1_3S)จากโฮสต ์Anabas testudineus 
1   AATGTGACCT GCATACTGCT TTGAACATCG ACCTCTTGAA   CGCATATTGC         
51  GGCCGCAGGA TATCCTGTGG CCACGCCTGG CCGAGGGTCG GCTTATAATC  

101 TATCACGACG CACAATAAGT CGTGGCTTGG ATGTTGCCAG CTGGCGTGAT 

151 TTCCCCTTGC TTAAAGTGGG GTGCCGGATC TATGGCTCCT TCCTAATGTG  

201 CCAGCTACAC CCAAGTCCAA GGACAGGGTT GTGGTGGTGG AGAATGCTCG 

251 GGTCGTGGCT TAATGAGATA AACGTTCACG CCTGATGTCA TTGTCTATCA 

301 TTGCACCCAT GTTCGGGCTT GCTCTGTAAC TGATGAATAT ATACAATACC 

351 CTGACCTCG 359 

 

พยาธิใบไม ้Clinostomum sp. (CL2_3S)จากโฮสต ์Trichogaster trichopterus 
1   AATGTGACCT GCATACTGCT TTGAACATCG ACCTCTTGAA   CGCATATTGC         
51  GGCCGCAGGA TATCCTGTGG CCACGCCTGG CCGAGGGTCG GCTTATAATC  

101 TATCACGACG CACAATAAGT CGTGGCTTGG ATGTTGCCAG CTGGCGTGAT 

151 TTCCCCTTGT TTAAAGTGGG GTGCCGGATC TATGGCTCCT TCCTAATGTG  

201 CCAGCTACAC CCAAGTCCAA GGACAGGGTT GTGGTGGTGG AGAATGCTCG 

251 GGTCGTGGCT TAATGAGATA AACGTTCACG CCTGATGTCA TTGTCTGTCA 

301 TTGCGCCCAT GTTCGGGCTG GCTCTGTAAC TGATGATTAT ATATATGACC 

351 CTGACCTCG 359 

 
จากนั้นท าการ BLAST ล าดบันิวคลีโอไทดเ์ขา้กบัฐานขอ้มูล Genbank ดว้ยโปรแกรม 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tools)  พบวา่ตรงกบั ของ Clinostomum complanatum 
Accession No. FJ609420.1 ดว้ยค่าความเหมือนเท่ากบั 94 % และ E value = 3e-159 (ภาพ 22) และ
ตรงกบัของ Clinostomum phalacrocoracis No. FJ609422.1 ดว้ยค่าความเหมือนเท่ากบั 93 % และ E 
value = 5e-157  (ภาพ 23) 
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ภาพ 22  ขอ้มูลการ  BLAST ล าดบันิวคลีโอไทด์ฐานขอ้มูล Genbank 
ตรงกบั ของ Clinostomum complanatum 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 23  ขอ้มูลการ  BLAST ล าดบันิวคลีโอไทดฐ์านขอ้มูล Genbank 
ตรงกบั ของ Clinostomum phalacrocoracis 
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 CL1_3S

 CL2_3S

 FJ609420.1_Clinostomum_complanatum

 FJ609422.1_Clinostomum_phalacrocoracis

 FJ609421.1_Clinostomum_cutaneum

 KJ477573.1_Clinostomum_sp.

 JX631074.1_Clinostomum_marginatum

 KJ477673.1_Clinostomum_tataxumui

 KJ477657.1_Clinostomum

 DQ351842.1_Fasciolopsis_buski

 KF658458.1_Centrocestus_sp.

 JX532160.1_Haplorchis_pumilio

 HM004155.1_Haplorchis_taichui51

99

98

100

78

86

45

55

36

66

0.05

 
ผลการศึกษา Phylogenetic tree บริเวณต าแหน่ง ITS2 ร่วมกบัพยาธิอ่ืนๆโดยใชโ้ปรแกรม Mega 6.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 24 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณ ITS2  

ของพยาธิแต่ละชนิด โดยวธีิ Neighbor Joining (NG)  

 CL1_3S

 CL2_3S

 FJ609420.1_Clinostomum_complanatum

 FJ609422.1_Clinostomum_phalacrocoracis

 FJ609421.1_Clinostomum_cutaneum

 JX631074.1_Clinostomum_marginatum

 KJ477573.1_Clinostomum_sp.

 KJ477673.1_Clinostomum_tataxumui

 KJ477657.1_Clinostomum

 DQ351842.1_Fasciolopsis_buski

 KF658458.1_Centrocestus_sp.

 JX532160.1_Haplorchis_pumilio

 HM004155.1_Haplorchis_taichui63

98

100

49

79

83

28

50

41

0.05  

ภาพ 25 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณ ITS2 
ของพยาธิแต่ละชนิด โดยวธีิ Maximum Likelihood (ML) 
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ผลการศึกษา Phylogenetic tree บริเวณต าแหน่ง ITS2 ร่วมกบัพยาธิอ่ืนๆโดยใชโ้ปรแกรม Phylip 

 

ภาพ 26 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณ 
 ITS2 ของพยาธิแต่ละชนิด โดยวธีิ Maximum Likelihood (ML) 

Clinostomum sp. 


