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Abstract  
 
Project Code : MRG5480009 
Project Title :  Molecular diagnosis of medically important echinostomes in Thailand 
Investigator : Weerachai  Saijuntha 

Walai Rukhavej Botanical Research Institute, Mahasarakham University 
E-mail Address : weerachai.s@msu.ac.th 
Project Period : May 1st 2011 – April 30th 2014 
 

Abstract 
There are several species of echinostomes that commonly infect humans in Thailand, 
e.g. Echinostoma revolutum, Echinostoma malayanum, Echinoparyphium recurvatum 
and Hypoderaeum conoideum. It is difficult if not impossible to differentiate among the 
eggs or immature stages of echinostome species using morphological characters. The 
variety of DNA sequences have been used effectively to differentiate among 
echinostome species. Thus this study aims to develop species specific primer for 
differential diagnosis of those four medically important echinostomes by multiplex PCR 
technique. The specific reverse primers of each species were designed from the 
variable regions of mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 1 gene. All four reverse 
primers together with a forward primer were used to amplify ND1 fragment. Specificity 
was tested with others pathogenic helminths, protozoa and bacteria available in the 
laboratory. Sensitivity of each primer was also evaluated. The different PCR product 
sizes, namely 108, 209, 387 and 417 bp were amplified by species specific primer of E. 
revolutum, H. conoideum, E. recurvatum and E. malayanum, respectively. No cross 
amplification between each species was observed. The specificity and sensitivity of 
each primer was very high at 100% and 0.1 to 0.05 ng, respectively. The assay system 
could detect each of a single echinostome egg in 100 mg of normal human feces for E. 
revolutum and H. conoideum, whereas E. malayanum could detect of two eggs. The 
species specific primers developed in this study could be consequently developed and 
used for potentially differential diagnosis of human echinostomiasis in Southeast Asia. 
Moreover, this multiplex PCR diagnosis could be fruitfully applied for epidemiology study 
in wild and domestic animals.   

 

Keywords: echinostomes, multiplex PCR, NADH dehydrogenase subunit 1, genetic 
differentiation 
 



v 
 

บทคัดยอ 
 
(รหัสโครงการ) : MRG5480009 
ชื่อโครงการ : การตรวจวินิจฉัยระดับโมเลกุลของพยาธิใบไมลําไส echinostomes ที่มีความสําคญั

ทางการแพทยในประเทศไทย 
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บทคัดยอ: 
จากรายงานการติดเชื้อพยาธิ echinostomes ในคนมีอยูดวยกันหลายชนิดที่พบในประเทศไทย 
เชน Echinostoma malayanum, Echinostoma revolutum, Echinoparyphium recurvatum 
และ Hypoderaeum conoideum ซึ่งการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิกลุมน้ี คือการเจอระยะไข
ในอุจจาระของผูปวย ไขของพยาธิกลุมน้ีจะมีสัณฐานคลายกันมาก ไมสามารถใชจําแนกชนิดได 
อยางไรก็ตามพบมีรายงานการใชเคร่ืองหมายโมเลกุลในการจําแนกความแตกตางทาง
พันธุกรรมของพยาธิ echinostomes แตละชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพ ดังนั้นการศึกษาครั้งน้ีจึง
มุงเนนที่จะพัฒนาการตรวจจําแนกดวยวิธี multiplex PCR โดยทําการออกแบบ reverse primer 
ใหจําเพาะกับพยาธิ echinostomes ทั้ง 4 ชนิด โดยอาศัยตําแหนงที่มีแตกตางกันในพยาธิแตละ
ชนิดของยีน NADH dehydrogenase subunit 1 เปนตัวกําหนด ทําการทดสอบหาความจําเพาะ
ของ primer กับเชื้อกอโรคชนิดอ่ืนๆ ทั้งหนอนพยาธิ โปรโตซัวและแบคทีเรีย รวมทั้งทําการ
ทดสอบความไวดวย ผลการศึกษาพบวา การทํา multiplex PCR จะใหผลผลิต PCR ขนาด
ตางๆ กัน ไดแก E. revolutum มีขนาด 108 คูเบส H. conoideum มีขนาด 209 คูเบส E. 
recurvatum มีขนาด 378 คูเบส และ E. malayanum มีขนาด 417 คูเบส ผลการทดสอบ
ความจําเพาะพบวา primer มีความจําเพาะสูงรอยละ 100 และมีความไวในการเพิ่มจํานวน
ปริมาณ DNA ตั้งตนที่ 0.1 ถึง 0.05 นาโนกรัม และยังสามารถตรวจสอบไขพยาธิที่เติมไปใน
ตัวอยางอุจจาระ 100 กรัม ไดในจํานวนเพียง 1 ไข ของพยาธิ E. revolutum และ H. 
conoideum สวนพยาธิ E. malayanum นั้นจะตรวจไดจํานวนตั้งแต 2 ไขขึ้นไป เทคนิคที่
พัฒนาขึ้นในการศึกษานี้ สามารถที่จะนําไปประยุกตใชในการตรวจจําแนกการติดเชื้อพยาธิ 
echinostomes ในเขตพ้ืนที่การระบาดในอเชียตะวันออกเฉียงใต ยิ่งไปกวาน้ัน ยังอาจนําไป
ประยุกตใชสําหรับการศึกษาระบาดวิทยาของพยาธิกลุมน้ีทั้งในสัตวปาและสัตวเลี้ยง 
 

คําหลัก: พยาธิใบไมลําไสเอคไคโนสโตม, มัลติเพล็กพีซีอาร, ไมโทคอนเดรียลเอ็นเอดีเอชดีไฮโดร
จีเนส, การจําแนกทางพันธกุรรม 
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1. Executive summary 
โรค Echinostomiasis เกิดจากการติดเชื้อพยาธิ Echinostoma spp. รวมทั้งพยาธิชนิด

อ่ืนๆ ในกลุมวาพยาธิ echinostomes ซึ่งเปนพยาธิใบไมในลําไสที่มีการกระจายทั่วโลกมากกวา 
60 ชนิด โดยจะเปนปรสิตของสัตวปก สัตวฟนแทะ และสัตวเลี้ยงลูก ดวยนมชนิดตางๆ รวมทั้ง
ของคนดวย (Sorensen et al., 1998) โดยมีพยาธิ echinostome กวา 20 ชนิด ที่สามารถติด
เชื้อในคนได (Chai, 2009) มีรายงานพบติดเชื้อในคนไทยจํานวน 6 ชนิด ซึ่ง 4 ชนิดเปนพยาธิ
ใบไมลําไสขนาดกลาง ไดแก Echinostoma ilocanum, Echinostoma malayanum, 
Echinostoma revolutum และ Hypoderaeum conoideum และอีก 2 ชนิดเปนพยาธิใบไมลําไส
ขนาดเล็ก ไดแก Echinochasmus japonicus และ Episthmium caninum (Graczyx and Fried, 
1998) มีรายงานการติดเชื้อพยาธิ echinostomes ในประเทศไทยตั้งแตป 1969 โดยพบวามี
อัตราการติดเชื้อในประชากรภาคเหนือกวารอยละ 50  (Sornmani, 1969) และตอมาอัตราการ
ติดเชื้อลดลงไปเหลือเพียงรอยละ 0.7 (Radomyos et al., 1998) อยางไรก็ตามยังพบอัตราการ
ติดเชื้อสูงอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบถึงรอยละ 15 (Radomyos et al., 1994)  

พยาธิ echinostomes มีระยะติดตอ (metacercaria) อยูในหอยน้ําจืดหลายชนิด เชน 
หอยโขง (Pila spp.) หอยเชอรี่ (Pomacea spp.) หอยขม (Filopaludina spp และ Viviparus 
spp.) หอยชนิด Gyraulus spp. หอยคันชนิด Indoplanorbis spp. และ หอยคันชนิด Lymnaea 
spp. เปนตน รวมทั้งลูกออดและปลาน้ําจืดเกล็ดขาวบางชนิด (Huffman and Fried, 1990; 
Graczyk and Fried, 1998) ซึ่งเม่ือคนรับประทานสัตวเหลาน้ันโดยที่ไมปรุงใหสุกดีกอน ก็จะ
ไดรับระยะติดตอของพยาธิ echinostomes เขาไป (Carney, 1991; Chai et al., 2005) และ
พยาธิจะไปเจริญเติบโตในลําไสและสามารถทําลายชั้น mucosa ของลําไส ทําใหเกิดแผลและ
การอักเสบตรงบริเวณลําไสที่พยาธิเกาะอยู ทําใหเกิดพยาธิสภาพหลายอยางตามมา โดยทั่วไป
มักมีอาการปวดทอง ทองเดิน คลื่นไส โลหิตจาง นําหนักลด ซึ่งอาการจะสัมพันธกับปริมาณการ
ติดเชื้อ (Graczyk and Fried, 1998; Chai et al., 2009)  

อยางไรก็ตาม พยาธิ echinostomes จํานวนมากที่พบวามีรูปรางลักษณะภายนอกที่
คลายคลึงกัน ยากตอการจําแนก ยิ่งไปกวาการเรียกชื่อพยาธิชนิดเดียวกันก็ยังมีความสับสน
และไมชัดเจน (Kostadinova et al., 2003) สําหรับการจําแนกชนิดของพยาธิกลุมน้ีในปจจุบัน
ยังใชการดูจํานวนและการจัดเรียงตัวของ collar spines และรูปรางของ testes ของพยาธิตัวเต็ม
วัย แตระยะที่ใชในการวินิจฉัยสําหรับการติดเชื้อพยาธินี้คือระยะไขที่ปนเปอนออกมากับอุจจาระ
ของผูปวย ซึ่งไมสามารถจําแนกชนิดของพยาธิได เนื่องจากไขพยาธิกลุม echinostomes มี
ลักษณะคลายคลึงกันมาก ดังน้ันหากตรวจพบไขในอุจจาระ ก็จะรายงานไดเพียงวาเปนไขของ
พยาธิกลุม echinostomes ยิ่งไปกวาไขของพยาธิ echinostomes ยังมีลักษณะที่คลายคลึงกับ
พยาธิใบไมลําไสขนาดใหญ Fasciolopsis buski และพยาธิใบไมตับวัวควาย Fasciola spp. เพ่ือ
เปนการชวยใหการตรวจวินิจฉัยและจําแนกการติดเชื้อพยาธิ echinostomes มีความถูกตอง
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แมนยํามากยิ่ง จึงจําเปนที่ยังตองมีการพัฒนาเทคนิคทางโมเลกุลที่สามารถนําไปใชตรวจจําแนก
พยาธิกลุมน้ีไดอยางจําเพาะและมีความไวสูง  

รายงานการศึกษาที่ผานมา พบวายีน NADH dehydrogenase subunit 1 (ND1) ในไมโท
คอนเดรียนั้น สามารถที่จะนําไปใชเปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมในการจัดจําแนกและตรวจ
วินิจฉัยเชื้อปรสิตไดอยางมีประสิทธิภาพ (Kostadinova et al., 2003; Detwiler et al., 2010) 
ดังนั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงมุงเนนที่จะทําการพัฒนาวิธีการตรวจจําแนกพยาธิ echinostomes โดย
การออกแบบ primer เพ่ือใชเพ่ิมจํานวนชิ้น DNA ของยีน ND1 ดวยวิธี multiplex PCR ใหมี
ความไวและความจําเพาะสูง เพ่ือที่จะสามารถนําไปพัฒนาตอยอดงานวิจัยในการศึกษาทั้ง
ทางดานการตรวจวินิจฉัย และระบาดวิทยาของพยาธิกลุมน้ีไดอยางมีประสิทธิภาพในอนาคต 
 
2. วัตถุประสงคของโครงการ 

วัตถุประสงคของงานวิจัยคร้ังน้ี เพ่ือทําการตรวจจําแนกพยาธิใบไมลําไส echinostomes ที่มี
ความสําคัญทางการแพทยจํานวน 4 ชนิด ไดแก Echinostoma revolutum, Echinostoma 
malayanum, Hypoderaeum conoideum และ Echinoparyphium recurvatum โดยทําการ
ออกแบบ primer ที่สามารถเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของยีน ND1 ของพยาธิ echinostomes ชนิด
ตางๆ โดยวิธี multiplex PCR ใหมีความจําเพาะและความไวสูง 
 
3. วิธีทดลอง 
3.1 การเก็บตัวอยางพยาธิ  

3.1 การเก็บตวัอยางพยาธิ  
ทําการเก็บตัวอยางพยาธิ echinostomes ระยะตัวเต็มวัย จํานวน 4 ชนิด ไดแก 

Echinostoma revolutum, Echinostoma ilocanum, Echinostoma malayanum, 
Hypoderaeum conoideum และ Echinoparyphium recurvatum โดยทําการเก็บตัวแกพยาธิ
ชนิด E. revolutum, H. conoideum และ E. recurvatum จากลําไสเปด โดยติดตอขอซื้อลําไส
เปดจากโรงฆาสัตวในพ้ืนที่ตางๆ ในประเทศไทย เพ่ือนํามาหาตัวแกของพยาธิทั้ง 3 ชนิด 
สวนตัวแกของพยาธิ E. ilocanum และ E. malayanum จะทําการเก็บจากลําไสหนูนา อยางไรก็
ตาม ในการศึกษาครั้งน้ีไมสามารถเก็บตัวอยางพยาธิ E. ilocanum จากลําไสหนูนาได จึงยังไม
สามารถทดสอบพยาธิชนิดน้ีในการศึกษาครั้งนี้ได  

การเก็บไขพยาธิเพ่ือนําไปผสมในอุจจาระผูปวย ทําไดโดย นําพยาธิตัวเต็มวัยมาฉีกได
กลองจุลทรรศน ใช pasture pipette ปลายแหลม ดูดไขใหไดจํานวนตามที่ตองการแลวเก็บใน
หลอด microtube เติม 0.8% น้ําเกลือใหทวม แลวเก็บไวใน –20°C จนกวาจะใช 
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3.2 การออกแบบ primer  
ทําการออกแบบ primer โดยการนํา DNA sequences ของพยาธิ echinostomes ที่

ตองการศึกษาในครั้งน้ี มาทําการเปรียบเทียบ (multiple alignment) โดยใชโปรแกรม ClustalW 
เพ่ือหาตําแหนงที่แตกตางกันและจําเพาะกับพยาธิแตละชนิด โดยการศึกษาคร้ังน้ี เลือกที่จะใช
ยีน NADH dehydrogenase subunit 1 (ND1) ในไมโทคอนเดรีย เปนเคร่ืองหมายในการใช
ตรวจจําแนกพยาธิ echinostomes เนื่องจากเปนยีนที่พบวามีความแปรปรวนคอนขางสูงใน
พยาธิกลุมน้ี จึงสามารถทําใหเลือกตําแหนงที่จะใชออกแบบ primer ที่จําเพาะกับพยาธิ 
echinostomes แตละชนิด สําหรับการเพิ่มจํานวนชิ้น DNA ดวยวิธี PCR โดยตําแหนงที่ใช
ออกแบบ primer จําเพาะตอพยาธิ echinosotmes ในการศึกษาครั้งน้ี ไดแสดงไวในตารางที่ 1 
และรูปภาพที่ 1 

 

ตารางที่ 1 แสดงลําดับ oligonucleotide ของ primer แตละเสน 
Primer code Nucleotides sequence (5’  3’) 
Echino_ND1-F GTAAGGGGCCTAATAAGGTGGG 
Er_ND1-R  ACCAACTACGTTTCTGAAAGAAA 
Hc_ND1-R CAGCATTAAATTTCTGCAACTCG 
Ere_ND1-R  CAACATAAGTCCTCAAAATAACA 
Em_ND1-R CTGACAAACCACGAATCAACC

 
 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงตําแหนงบนยีน ND1 ที่ใชในการออกแบบ primer สําหรับเทคนิค 
multiplex PCR  
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3.3 การสกัด DNA และเพ่ิมจํานวนชิ้น DNA ดวยวิธี multiplex PCR 

ทําการสกัด DNA จากพยาธิ echinostomes ระยะตัวเต็มวัย ทั้งหมด 4 ชนิด ไดแก 
พยาธิ E. malayanum, E. revolutum, E. recurvatum และ H. conoideum โดยทําการสกัด 
DNA ตามขั้นตอนการแนะนําของชุด DNA extraction kit (QIAGEN, Hilden, Germany) ใน
กรณีที่เปนตัวอยางอุจจาระ จะใชอุจจาระปริมาตร 100 กรัม และเติมไขพยาธิที่เตรียมไวใสไป
ตามจํานวนที่ตองการ แลวทําการสกัด DNA โดยใชชุด QIAamp® DNA Stool Mini Kit 
(QIAGEN, Hilden, Germany) เม่ือได genomic DNA แลว จะนําไปใชเปน DNA template ใน
การเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนของยีน ND1 ดวยเครื่อง PTC-200 thermal cycler (MJ Research, 
Watertown, Massachusetts, USA) โดยใช primer ที่ออกแบบไวในขอ 3.2  

ทําสวนผสมของ PCR (PCR mixture) ในปริมาตร reaction ละ 20 μl ซึ่งประกอบดวย 
น้ําปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 13.375 μl, 10X Ex buffer ปริมาตร 2.5 μl, 
10 μM dNTPs ปริมาตร 0.5 μl, forward primer (Echino_ND1-F) ความเขมขน 10 pM 
ปริมาตร 1 μl, reverse primers 4 เสน ไดแก Er_ND1-R, Hc_ND1-R, Ere_ND1-R และ 
Em_ND1-R ที่มีความเขมขน 10 pM ปริมาตรอยางละ 0.5 μl และ Ex Taq polymerase 
(Takara, Japan) ความเขมขน 5 U/μl ปริมาตร 0.125 μl และใช DNA template ความเขมขน
ตามที่ตองการทดสอบ ปริมาตร 1 μl  

ทําการเพ่ิมจํานวนชิ้นยีน ND1 โดยใช PCR condition เร่ิมดวย 94�C เปนเวลา 4 
นาที กอนแลวตามดวยอีก 35 รอบ; 94�C เปนเวลา 30 วินาที, 59�C เปนเวลา 30 วินาที 
และ 72�C เปนเวลา 30 วินาที และขั้นตอนสุดทาย 72�C นาน 5 นาที ซึ่งจะได PCR 
product ของพยาธิ echinostomes ขนาดตางกัน  

 
3.4 การทดสอบความไวและความจําเพาะของ primer  

ทําการทดสอบหาความไวของ primer แตละคูโดยการเจือจาง DNA เร่ิมตนในการทํา 
PCR เพ่ือหาปริมาณนอยที่สุดที่ primer แตละคูสามารถที่จะเพิ่มจํานวนชิ้นยีน ND1 ได 
นอกจากน้ียังทําการสกัด DNA จากไขของพยาธิ echinostomes แตละชนิด ที่ใสลงไปใน
อุจจาระ ทําใหเปรียบเสมือนเปนอุจจาระของผูติดเชื้อจริง โดยทําการใสไขลงไปในจํานวนที่
แตกตางกัน ไดแก 10, 8, 4, 2 และ 1 ไข แลวทําการสกัด DNA เพ่ือนําไปทดสอบหาความ
ไวของ primer แตละคู กับตัวอยางอุจจาระติดเชื้อเสมือนจริง 

นํา primer แตละคูที่ทําการออกแบบใหจําเพาะกับพยาธิ echinostomes แตละชนิด ไป
ทดสอบหาความจําเพาะโดยการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา PCR ขาม (cross reaction) ระหวาง
พยาธิ echinostomes ทั้ง 4 ชนิด รวมทั้งทดสอบกับหนอนพยาธิ โปรโตซัว และแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆ ที่สามารถตรวจเจอไขหรือตัวออนในอุจจาระ และมี DNA ที่สกัดและเก็บไวใน
หองปฏิบัติการแลว  
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4. ผลการทดลอง  
4.1 การทํา multiplex PCR 

จากการผสม primer ทุกเสน (multiplex) ลงในสวนผสมเพื่อทํา PCR (PCR mixture) 
โดยทําการเพ่ิมจํานวนชิ้น DNA ของยีน ND1 ของพยาธิ echinostome แตละชนิด รวมทั้ง DNA 
ที่ทําการผสมตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไป ดังแสดงในภาพที่ 2 ซึ่งผลการทดสอบพบวา primer ที่
ออกแบบใหจําเพาะกับพยาธิ echinostomes แตละชนิด สามารถเพ่ิมจํานวนชิ้น DNA ได
ผลผลิต PCR (PCR product) ที่มีขนาดแตกตางกันดังน้ี E. revolutum ขนาด 108 bp, H. 
conoideum ขนาด 209 bp, E. recurvatum ขนาด 387 bp และ E. malayanum ขนาด 417 bp 
และผลการผสม DNA ตั้งแต 2 ชนิด ขึ้นไป ก็สามารถเพ่ิมจํานวนและขนาดของ PCR product 
ไดอยางจําเพาะและไมพบการเกิดปฏิกิริยา PCR ขามระหวางพยาธิ echinostomes ทั้ง 4 ชนิด
ดังแสดงในรูปภาพที่ 2 

 

 
 

ภาพที่ 2 ผลการทดสอบ primer ดวยวธิี multiplex PCR โดยการผสม DNA ของพยาธิ 
echinostomes ชนิดตางๆ  

 
4.2 ความจําเพาะของ primer ที่ใชในการเพิ่มจํานวนดวยวธิี PCR 

ทําการทดสอบความจําเพาะของ primer กับ DNA ของพยาธิชนิดตางๆ ที่พบมีรายงาน
การระบาดในประเทศไทยดังนี้ พยาธิใบไมตับ Opisthorchis viverrini, Fasciola sp., 
Paragonimus sp., Haplochis sp., Schistosoma sp., พยาธิตืดและตัวกลมชนิดตางๆ ไดแก 
Taenia spp., strongyloides และ hookworm รวมทั้งโปรโตซัวและแบคทีเรีย ไดแก 
Entamoeba sp., และ E. coli ผลการทดสอบ ไมพบการเกิดปฏิกิริยา PCR ขามระหวาง primer 
ที่ออกแบบในการศึกษาครั้งนี้ กับพยาธิและโปรโตซัวหรือแบคทีเรียที่ใชทดสอบในครั้งนี้ 
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4.3 ความไวของ primer ที่ใชในการเพ่ิมจํานวนดวยวิธี PCR 

 จากการทดสอบความไวโดยการเจือจาง DNA ที่สกัดไดจากพยาธิตัวเต็มวัย ใหไดความ
เขมขนตางๆ กัน ไดแก 5, 1, 0.5, 0.1 และ 0.05 นาโนกรัม (ng) แลวทําการทดสอบกับ primer 
ที่จําเพาะกับพยาธิแตละชนิด พบวา primer แตละชนิดใหความไวอยูในชวงระหวาง 0.1 – 0.05 
ng โดย Hc_ND1-R สามารถเพ่ิมจํานวนยีน ND1 ของพยาธิ H. conodieum ดวยวิธี PCR โดย
ใชความเขมขนของ DNA ต่ําสุดที่ 0.05 ng ขณะที่ primer Er_ND1-R, Em_ND1-R และ 
Ere_ND1-R สามารถเพ่ิมจํานวนยีน ND1 ของ E. revolutum, E. malayanum และ E. 
recurvatum ตามลําดับ ดวยวิธี PCR โดยใชความเขมขนต่ําสุดที่ 0.1 นาโนกรัม ดังแสดงใน
ภาพที่ 3 

 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงผลการทดสอบความไวของ primer กับพยาธิ echinostomes ชนิดตางๆ  
 

4.4 การทดสอบกับตวัอยางอุจจาระผสมไข 
เน่ืองจากยังไมสามารถหาตัวอยางอุจจาระของผูติดเชื้อจริงไดในการศึกษาครั้งน้ี จึงไดทํา

การผสมไขพยาธิเขาไปในอุจจาระ เสมือนอุจจาระของผูติดเชื้อจริง โดยเติมไขในจํานวนที่
แตกตางกันลงในอุจจาระปริมาตร 100 กรัม โดยใชจํานวนไข 10, 8, 4, 2, และ 1 ไข แลวทําการ
สกัด DNA จากอุจจาระน้ัน เพ่ือทดสอบความสามารถของ primer ในการเพ่ิมจํานวนชิ้นยีน 
ND1 จาก DNA ของไขพยาธิที่อยูในตัวอยางอุจจาระน้ัน ผลการทดสอบพบวา สามารถเพิ่ม
จํานวนชิ้น DNA ในตัวอยางที่เติมไขพยาธิเขาไปจํานวนอยางนอย 2 ถึง 1 ไข ดังแสดงในภาพที่ 
4 อยางไรก็ตาม การทดสอบการผสมไขกับอุจจาระนั้น ไมไดทําการทดสอบกับพยาธิ E. 
recurvatum เน่ืองจากไมสามารถเก็บไขของพยาธิชนิดน้ีได  
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ภาพที่ 4 แสดงผลการทดสอบ primer กับ DNA ที่สกัดจากตัวอยางอุจจาระที่มีการเติมไข
พยาธิ echiostomes ชนิดตางๆ  

 
5. สรุปและวิจารณผลการทดลองและขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถออกแบบ primer ที่ใชเพ่ิมจํานวนชิ้น DNA ของยีน ND1 
ของพยาธิใบไมลําไส echinostomes ที่เคยมีรายงานการติดเชื้อในคนในเขตทวีปเอเชียรวมทั้ง
ประเทศไทยจํานวน 4 ชนิด ไดแก E. malayanum, E. revolutum, E. recurvatum และ H. 
conoideum ไดอยางจําเพาะและมีความไวคอนขางสูง โดยสามารถตรวจจําแนกพยาธิไดโดยใช 
DNA ทั้งจากระยะตัวเต็มวัยและไข จากผลการศึกษาครั้งน้ี สามารถที่จะนํา primer ที่ออกแบบ
ใหจําเพาะกับพยาธิ echinostomes เหลาน้ี ไปประยุกตในการจําแนกพยาธิ echinostomes ทั้ง
จากระยะออนที่อวัยวะที่ใชในการจําแนกยังพัฒนาไมสมบูรณทําใหไมสามารถจําแนกชนิดได
จากลักษณะทางภายนอกได เชนในรายงานการศึกษาที่ผานมา ตองทําการจําแนกชนิดของ
พยาธิ echinostomes โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลเขามาชวย ไดแก DNA sequencing หรือ
เทคนิค multilocus enzyme electrophoresis (Saijuntha et al., 2010; 2011; 2013) ซึ่งตองใช
เวลานานและสิ้นเปลืองคาใชจาย ยกตัวอยางการศึกษาการระบาดของพยาธิ echinostomes ที่มี
ความสําคัญทางการแพทย 3 ชนิด ไดแก E. revolutum, E. recurvatum และ H. conoideum ที่
ติดเชื้อในเปดในประเทศไทย (Saijuntha et al., 2013) พบพยาธิหลายตัวที่ไมสามารถทําการ
จําแนกชนิดดวยสัณฐานภายนอกได จึงตองใชเครื่องหมายโมเลกุลที่ จําแนกชนิดพยาธิ 
echinostomes ได โดยเทคนิค DNA sequencing เขามาชวย แตหากใช primer ที่ออกแบบได
จากการศึกษาครั้งน้ี นาจะชวยใหประหยัดเวลาและคาใชจายลงไดอยางมาก ดังน้ันหากนํา
เทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นจากการศึกษาน้ี ไปใชในการศึกษาทางดานระบาดวิทยา
ของพยาธิ echinostomes ที่มีความสําคัญทางการแพทยเหลาน้ี ทั้งในคน สัตวที่เปนพาหะกัก
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เก็บโรค หรือโฮสตตัวกลาง จะชวยใหทําการศึกษาไดอยางมีประสิทธิภาพสูงขึ้นและทําใหไดผล
การศึกษาที่ถูกตองและแมนยําสูงขึ้นดวย  

ยิ่งไปกวาน้ัน เทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้นจากการศึกษาครั้งน้ี สามารถใชใน
การตรวจจําแนกโดยใช DNA สกัดจากระยะไขของพยาธิที่ถูกเติมเขาไปในอุจจาระ ทําให
เปรียบเสมือนตัวอยางของผูติดเชื้อจริง ไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งในอนาคตสามารถที่จะ
ประยุกตใชเทคนิคน้ี ในการตรวจจําแนกชนิดของพยาธิ echinostomes ที่ติดเชื้อในคนไดดวย
เชนกัน ถึงแมการติดเชื้อพยาธิกลุมน้ี จะใหยาในการรักษาที่เหมือนกัน ไมจําเปนตองจําแนก
ชนิดสําหรับการใหยารักษา แตถาหากตองการขอมูลทางดานระบาดวิทยาของพยาธิแตละชนิด
ในคนนั้น จําเปนจะตองใหยาถายเอาพยาธิตัวเต็มวัยมายอมสีดูสัณฐานเพ่ือจําแนกชนิด แตจาก
การศึกษานี้ สามารถที่จะทําการจําแนกชนิดจาก DNA ของไขของพยาธิ โดยเทคนิค multiplex 
PCR ไดเชนกัน   

อยางไรก็ตาม ถึงแมจะมีการรายงานอัตราการติดเชื้อพยาธิชนิดน้ีในคนไทยคอนขาง
ต่ํา (Radomyos et al., 1994, 1998) แตพบการติดเชื้อทั้งในสัตวปา สัตวเลี้ยง และโฮสตพาหะ
ตัวกลางอยูเปนจํานวนมาก (Huffman and Fried, 1990; Graczyk and Fried, 1998) เชน 
รายงานการติดเชื้อพยาธิ echinsotomes ในเปดในประเทศไทย พบมีอัตราการติดเชื้อสูง
มากกวารอยละ 50  (Saijuntha et al., 2013) ดังน้ัน นอกจากจะประยุกตเทคนิค multiplex 
PCR ในการตรวจจําแนกในคนแลว ยังนาจะสามารถที่จะพัฒนาและประยุกตเทคนิคน้ี ไปใชใน
การตรวจจําแนกการติดเชื้อพยาธิ echinostomes ในสัตวชนิดตางๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพ
เชนกัน ดังนั้น ในอนาคต เพ่ือการประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค multiplex PCR ที่พัฒนาขึ้น
จากการศึกษาคร้ังนี้ ควรทําการเก็บตัวอยางอุจจาระของทั้งคนและสัตวที่ตรวจพบการติดเชื้อ
จากการตรวจพบไขในอุจจาระ นํามาตรวจจําแนกชนิดดวยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นในการศึกษาน้ี
ตอไป  

นอกจากนี้ ยังมีระยะไขของพยาธิชนิดอ่ืนๆ ที่ติดเชื้อในคนและมีสัณฐานของไข
คลายๆ กับพยาธิ echinostomes ดวยเหมือนกัน เชน พยาธิใบไมตับ Fasciola spp. พยาธิ
ใบไมลําไสขนาดใหญ Fasciolopsis buski หรือแมแตพยาธิใบไมปอด Paragonimus spp. 
ดังน้ัน ควรทําการวิจัยตอยอด เพ่ือการตรวจจําแนกระหวางพยาธิ echinostomes และพยาธิ
ชนิดอ่ืนๆ เหลาน้ี โดยใชเทคนิค multiplex PCR หรือเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ ไดดวยเหมือนกัน   
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Convention Centre at Central World กรุงเทพมหานครฯ ประเทศไทย ในหัวขอเรื่อง 
“Evidence of a species complex and genetic structure of Southeast Asian Echinostoma 
revolutum (Digenea: Echinostomatidae) in Thailand and Lao PDR”  
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Abstract และโปสเตอรจากการนําเสนอผลงานในที่ประชุมวชิาการ  
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