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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 หทัยทิพย์ สัจจาวงศ์วาณิชย ์: ความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนพยาธิหัวใจและ

แบคทีเรีย Wolbachia spp. ทีอ่าศัยอยู่ในหนอนพยาธิในเลือดของสุนัขที่เก็บจากกรุงเทพและ
ปริมณฑล. ( NUCLEOTIDE DIVERSITY OF DIROFILARIA SPP. AND WOLBACHIA SPP. 
BACTERIA IN THE PARASITES IN BLOOD OF DOMESTIC DOGS COLLECTED FROM 
BANGKOK METROPOLITAN) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ดร. นพ.กนก พฤฒิวทัญญ,ู อ.ที่ปรึกษาร่วม 
: ศ. ดร. นพ.เผด็จ สิริยะเสถียร 

  
โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข (Canine filariasis) มีสาเหตุจากหนอนพยาธิตัวกลมในกลุ่มฟิลาเรีย เช่น 

Dirofilaria immitis, D. repens, Brugia pahangi, B. malayi และ Acanthocheilonema reconditum เป็นต้น ซ่ึง
หนอนพยาธิสามารถก่อโรคได้ท้ังในสุนัข แมวและสามารถติดต่อสู่คนได้ นอกจากน้ีมีรายงานการพบแบคทีเรีย 
Wolbachia อาศัยอยู่ร่วมกันแบบ endosymbiosis ภายในหนอนพยาธิ ซ่ึงมีบทบาทส าคัญในการเจริญและการก่อโรค
ของหนอนพยาธิได ้อย่างไรก็ตามยังขาดข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับหนอนพยาธิในสุนัขและแบคทีเรีย Wolbachia ในประเทศ
ไทย ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงได้ท าการตรวจหาหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียและแบคทีเรีย Wolbachia ท่ีอาศัยในหนอนพยาธิจาก
ตัวอย่างเลือดสุนัขที่สงสัยว่าเป็นโรคหนอนพยาธิหัวใจท่ีเก็บจากกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ านวน 57 ตัวอย่าง โดย
อาศัยการตรวจท้ังทางจุลทรรศน์วิทยาและทางอณูชีววิทยา การตรวจหาตัวอ่อนหนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรียด้วยวิธี
ทางอณูชีววิทยาอาศัยเทคนิค PCR ท่ีต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 และตรวจหาแบคทีเรีย Wolbachia ท่ีต าแหน่ง
ยีน FtsZ ด้วยวิธี nested PCR โดยพบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียท่ีให้ผลบวกภายใต้กล้องจุลทรรศน์จ านวน 16 ตัวอย่าง 
(28.07%) และจากการตรวจด้วย COI-PCR พบตัวอย่างท่ีให้ผลบวกจ านวน 50 ตัวอย่าง (87.72%) โดยสามารถระบุสาย
พันธุ์ D. immitis 33 ตัวอย่าง (57.89%), B. pahangi 13 ตัวอย่าง (22.81%) และ B. malayi 4 ตัวอย่าง (7.02%) การ
ตรวจด้วย ITS1-PCR พบตัวอย่างให้ผลบวกจ านวน 41 ตัวอย่าง (71.93%) สามารถระบุสายพันธุ์ D. immitis 30 
ตัวอย่าง (52.63%) และ B. pahangi 11 ตัวอย่าง (19.30%) แต่ไม่สามารถตรวจพบ B. malayi และสามารถตรวจพบ
แบคทีเรีย Wolbachia จ านวน 47 ตัวอย่าง (94.00%) เมื่อสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการพบว่าทุกตัวอย่างมีความใกล้เคียงกับ 
Wolbachia supergroup C  ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนหน้าน้ี จากผลการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการของหนอนพยาธิโดย
อาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีต าแหน่ง COI และ ITS1 สามารถจัดกลุ่มหนอนพยาธิแยกกันอย่างชัดเจนในแต่ละสายพันธุ์  
นอกจากน้ียังได้สาธิตการใช้เทคนิค PCR-RFLP ท่ีบริเวณ ITS1 โดยอาศัยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ AseI ในการจ าแนกระหว่าง
หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis และ B. pahangi โดยสรุปการศึกษาน้ีท าให้ทราบข้อมูลพื้นฐานของหนอนพยาธิหัวใจ
สุนัขและแบคทีเรีย Wolbachia ท่ีตรวจพบในเลือดสุนัขที่เก็บจากกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ซ่ึงองค์ความรู้น้ีจะเป็น
ประโยชน์ต่อการควบคุมประชากรหนอนพยาธิหัวใจในสัตว์รังโรคต่อไปในอนาคตได้ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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KEYWORD: D. immitis, Wolbachia bacteria, COI, ITS1, FtsZ, Phylogenetic tree 
 Hathaithip Satjawongvanit : NUCLEOTIDE DIVERSITY OF DIROFILARIA SPP. AND WOLBACHIA 

SPP. BACTERIA IN THE PARASITES IN BLOOD OF DOMESTIC DOGS COLLECTED FROM 
BANGKOK METROPOLITAN. Advisor: Kanok Preativatanyou, M.D., Ph.D. Co-advisor: Prof. 
PADET SIRIYASATIEN, M.D., Ph.D 

  
Canine filariasis or canine heartworm disease is caused by several nematode species such 

as Dirofilaria immitis, D. repens, Brugia pahangi, B. malayi and Acanthocheilonema reconditum. These 
filarial parasites can cause severe disease in dogs, cats and potentially transmit to humans. At present, 
several studies revealed that obligate bacterial endosymbionts, i.e. Wolbachia, play a crucial role in 
development and pathogenesis of filarial parasites. However, preliminary data regarding the dog filarial 
parasites and their related endosymbionts in Thailand need to be fulfilled. In this study, we aimed to 
demonstrate the presence of filarial nematodes and Wolbachia bacteria in the blood of domestic 
dogs collected from Bangkok Metropolitan, Thailand. A total of 57 blood samples from dogs with 
suspected dirofilariasis were collected to determine presence of microfilaria using both microscopic 
and molecular methods. Molecular detection for microfilaria was conducted PCR based on the partial 
sequence of COI and ITS1 regions. Additionally, nested PCR specific to FtsZ gene was done to screen 
Wolbachia endosymbiotic bacteria in dog blood samples. Microfilariae were microscopically identified 
in 16 samples (28.07%). Contrastedly, 50 samples (87.72%) consisting of 33 (57.89%), 13 (22.81%) and 
4 (7.02%) for D. immitis, B. pahangi and B. malayi respectively were positive for COI-PCR. Whereas 
ITS1-PCR showed that 41 samples (71.93%) consisting of 30 samples (52.63%) and 11 samples 
(19.30%) were identified as D. immitis and B. pahangi respectively but B. malayi was not detected. 
Also, Wolbachia DNA was demonstrated in 47 samples (94.00%) and phylogenetically classified into 
supergroup C clade. The nucleotide analyses of the partial COI and ITS1 sequences showed that all 
filarial isolates cluster together in each species group. Moreover, D. immitis and B. pahangi can be 
differentiated using AseI-RFLP on ITS1 region. In conclusion, this study provides informative data on 
filariasis associated with Wolbachia infection in domestic dogs in Bangkok Metropolitan and should be 
useful in the future for reservoirs and Wolbachia-based programs of filariasis control. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยความกรุณา ความช่วยเหลือ แนะน า และให้
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กรุณาให้ค าปรึกษา ค าแนะน า และแนวทางการแก้ไขปัญหา ตลอดจนตรวจสอบและแก้ไขข้อบกพร่อง
ของวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ ศ.ดร.พญ.วิไล ชินธเนศ ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ รศ.ดร.วิไล อโน
มะศิร ิผศ.ดร. วิวรพรรณ สรรประเสริฐ และ ศ.พ.อ.ดร.นพ. มฑิรุทธ มุ่งถ่ิน กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่
กรุณาสละเวลามาด าเนินการสอบวิทยานิพนธ์นี้ และกรุณาให้ค าแนะน า แนวคิด และข้อคิดเห็นต่าง ๆ ที่
เป็นประโยชน์ต่องานวิจัยฉบับนี้อย่างดี 

ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.น.สพ.สนธยา เตียวศิริทรัพย์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย และ ผศ. ดร. น.สพ. ศิวะพงษ์ สังข์ประดิษฐ์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
ซึ่งอนุเคราะห์ตัวอย่างส าหรับการท าวิจัยครั้งนี้ และขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความช่วยเหลือและอ านวยความสะดวกตลอดระยะเวลาใน
การท าวิจัย 

ขอขอบพระคุณทุนวิจัยรัชดาภิเษกสมโภช คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่
สนับสนุนเงินทุนวิจัยส าหรับงานวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบคุณพ่ี ๆ และเพ่ือน ๆ ที่ร่วมห้องปฏิบัติการหน่วยกีฏวิทยา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ทุกท่านที่คอยให้ค าปรึกษา ความช่วยเหลือและแก้ไขปัญหาต่าง 
ๆ ในการท าวิจัยตลอดมา สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณบิดาและมารดาที่ให้โอกาสและสนับสนุนทาง
การศึกษา ซึ่งคุณค่าและประโยชน์จากวิทยานิพน์ฉบับนี้ ผู้วิจัยขอมอบแด่ผู้ที่มีพระคุณทุกท่านที่มีส่วน
ส าคัญต่อความส าเร็จของงานวิจัยครั้งนี้ ตลอดจนผู้ที่สามารถน าข้อมูลไปใช้เพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุด
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข (Canine filariasis; dog heartworm disease) เป็นโรคทีเ่กิดใน

สุนัข โดยมียุงเป็นพาหะน าโรค เช่น ยุงร าคาญ (Culex spp.) ยุงลาย (Aedes spp.) ยุงก้นปล่อง 
(Anopheles spp.) และ ยุงเสือ (Mansoni spp.) เป็นต้น โรคนี้สามารถพบในคนได้และจัดเป็นโรค
อุบัติใหม่ที่สามารถติดต่อจากสัตว์สู่คน (zoonosis) (1) ซึ่งคนจัดเป็นโฮสต์ที่มีโอกาสได้รับเชื้อโดย
บังเอิญ (accidental host) และยังมีรายงานการติดโรคหนอนพยาธิหัวใจได้ในโฮสต์ชนิดอื่น ๆ เช่น 
หมาป่า สุนัขจิ้งจอก แรคคูน แพนด้าแดง หมี สิงโต เสือ ลิง ชะนี แมวน้ า และ นาก เป็นต้น (2-5) 
โดยจะพบการแพร่กระจายของโรคนี้ได้ทั่วไปในเขตประเทศที่มีอากาศอบอุ่นและเขตร้อน (6) ซ่ึง
พบว่าหนอนพยาธิตัวกลมกลุ่มฟิลาเรียที่สามารถก่อโรค ได้แก่ Dirofilaria immitis, D. repens, 
Brugia malayi, B. pahangi, B. ceylonensis, B. patei, Cercopithifilaria grassii, 
Acanthocheilonema reconditum และ A. dracunculoides เป็นต้น (7-9) ส าหรับประเทศไทย
มักพบหนอนพยาธิ ได้แก่ D. immitis, D. repens, Brugia malayi, B. pahangi และ A. 
reconditum เป็นต้น (6) และสายพันธุ์ที่เป็นสาเหตุหลักของการที่เกิดโรคในสุนัขคือหนอนพยาธิ D. 
immitis มีลักษณะล าตัวกลม รูปร่างเรียว และยาว พบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรีย (microfilaria) อยู่
ในกระแสเลือดและพบหนอนพยาธิตัวเต็มวัยจะเข้าไปอาศัยอยู่ในระบบน้ าเหลือง ระบบหมุนเวียน
โลหิตและเนื้อเยื่อของโฮสต์ โดยยุงจะกินเลือดของสุนัขที่ มีตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียเข้าไปแล้วเกิด
การเจริญจนเป็น ตัวอ่อนในระยะที่สาม (L3; third-stage larva) ซึ่งเป็นระยะติดต่อ (infective 
stage) เมื่อยุงกัดสุนัขตัวอื่นก็จะปล่อยระยะติดต่อนี้เข้าสู่กระแสเลือดหลังจากนั้น จะเจริญเป็นระยะ
ตัวเต็มวัยที่อาศัยและท าให้เกิดโรคที่หัวใจและปอดของสุนัข (cardiopulmonary dirofilariasis) 
นอกจากนี้หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. repens สามารถก่อโรคในสุนัขได้เช่นกัน แต่มักพบว่าหนอน 
พยาธิระยะตัวเต็มวัยจะอาศัยและท าให้เกิดโรคในเนื้อเยื่อที่ชั้นใต้ผิวหนัง (subcutaneous 
dirofilariasis) และ บริเวณเยื่อบุตา (ocular dirofilariasis) 

ในหนอนพยาธิหัวใจพบว่ามีแบคทีเรียสกุล Wolbachia ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่ม α-
proteobacteria โดยมีความสัมพันธ์ในการอาศัยอยู่ร่วมกันภายในเซลล์ของหนอนพยาธิแบบ 
endosymbiosis (10) และสามารถพบแบคทีเรีย Wolbachia ได้ในทุกระยะของวงชีวิตหนอนพยาธิ
ซึ่งแบคทีเรียชนิดนี้มีบทบาทส าคัญต่อการเจริญในระยะต่าง ๆ ของหนอนพยาธิ การสืบพันธุ์ การ
ด ารงชีวิต และการแลกเปลี่ยนสารที่ส าคัญซึ่งกัน และกันในกระบวนการเมตาบอลิซึม เป็นต้น (4, 11) 
โดยแบคทีเรีย Wolbachia มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิต ของหนอนพยาธิเป็นอย่างมากหากขาด
แบคทีเรียนี้ไปหนอนพยาธิก็จะไม่สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ (12) จากความสัมพันธ์ดังกล่าวนี้สามารถ
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น ามาใช้เป็นประโยชน์ในการรักษาโรคหนอนพยาธิหัวใจได้ ในปัจจุบันมีการใช้ ยาปฏิชีวนะ 
(antibiotics) เช่น doxycycline และ tetracycline เพ่ือลดจ านวนแบคทีเรียและส่งผลให้สามารถ 
ก าจัดหรือควบคุมประชากรของหนอนพยาธิหัวใจภายในโฮสต์ได้ (13-16) 

การตรวจจ าแนกหนอนพยาธิหัวใจที่นิยมใช้ในปัจจุบันจะอาศัย 2 วิธีหลัก คือการจ าแนก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological identification) และจ าแนกโดยอาศัยเทคนิคทางอณู
ชีววิทยา (molecular identification) การจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยามักจะศึกษาโดยการ
ตรวจจ าแนกระยะไมโครฟิลาเรียที่ อยู่ในเลือดของสุนัขภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แต่การจ าแนกลักษณะ
นี้อาจจะระบุชนิดของหนอนพยาธิหัวใจ ได้ไม่ค่อยชัดเจนเพราะระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ
บางชนิดมีลักษณะที่ใกล้เคียงกันมากจ าเป็นต้องอาศัยความช านาญจึงสามารถจ าแนกได้อย่างถูกต้อง
และแม่นย า จึงได้น าเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใช้เพื่อจ าแนกและระบุสายพันธุ์ของหนอนพยาธิรวมถึง
แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ โดยศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่พบในนิวเคลียส 
(nuclear DNA) เช่น Internal transcribed spacer, 18s ribosomal DNA, 28S หรือศึกษาที่ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ในไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA) เช่น Cytochrome c oxidase, 
Cytochrome b (Cytb) และ 12s ribosomal RNA เป็นต้น โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวนี้เป็น
ต าแหน่งทีม่ีความจ าเพาะสูง มีชุดยีนซ้ ากันจ านวนมากในแต่ละเซลล์ (high copy numbers) และมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงระหว่างสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตจึงนิยมใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์และ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได้ 

การศึกษาวิจัยครั้งนี้อาศัยการตรวจจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์
และอาศัย เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาเพ่ือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และระบสุายพันธุ์หนอนพยาธิ
หัวใจและแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ภายในหนอนพยาธิ โดยตรวจหนอนพยาธิที่ 2 ต าแหน่ง 
คือ Internal transcribed spacer 1 (ITS1) และ Cytochrome c oxidase subunit l (COI) อาศัย
เทคนิค Conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) และตรวจหาแบคทีเรียที่ต าแหน่งยีน 
Filamenting temperature sensitive protein mutant Z (FtsZ) โดย nested PCR จากตัวอย่าง
ดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดของสุนัขที่เก็บจากกรุงเทพมหานครและปริมณฑล แล้วน ามาวิเคราะห์ผล
ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูล
ทางอณูชีวิวทยาในงานวิจัยอื่น ๆ ต่อไป 
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1.2 ค าถามของการวิจัย  
1.2.1 ต าแหน่ง COI และ ITS1 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับนิวคลีโอไทด์ของ

หนอนพยาธิหัวใจสุนัขหรือไม่ และสามารถใช้ศึกษาวิวัฒนาการของหนอนพยาธิที่พบในสุนัข
ได้หรือไม่ 

1.2.2 สามารถตรวจพบแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิได้หรือไม่ และมีความ 
หลากหลายทางพันธุกรรมที่ต าแหน่ง FtsZ หรือไม่ 
 

1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
1.3.1 สามารถจ าแนกความหลากหลายของหนอนพยาธิหัวใจสุนัข โดยอาศัยความหลายหลายทาง

พันธุกรรมที่ต าแหน่ง COI และTS1 ได้ 
1.3.2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน FtsZ สามารถใช้ในการตรวจหาและศึกษาความหลากหลายทาง 

พันธุกรรมของแบคทีเรีย Wolbachia spp. ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิได้ 

 
1.4 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.4.1 เพ่ือจ าแนกสายพันธุ์และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนพยาธิหัวใจ ที่พบใน

เลือดสุนัขที่เก็บได้จากกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 
1.4.2 เพ่ือตรวจหาและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัย

อยู่ในหนอนพยาธิหัวใจสุนัข  

  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4 

1.5 กรอบแนวความคิดการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผ่นฟิล์มเลือด ดีเอ็นเอ 

ศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพิ่มจ านวนยีนเปา้หมายด้วยเทคนิคอณูชีววิทยา 

ตรวจหนอนพยาธ ิ
ที่ต าแหน่งยนี COI และ ITS1 ดว้ย 
PCR 

ตรวจแบคทีเรีย 
ที่ต าแหน่งยีน FtsZ ด้วย Nested PCR 

 

เตรียมยีนเป้าหมายเพื่อศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ 
- เชื่อมต่อยีนเป้าหมายกับ Plasmid vector (DNA ligation) 
- โคลนชิ้นสว่นของยีน (DNA Cloning) 
- สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

หาล าดบันิวคลโีอไทด์ (Nucleotide 
Sequencing) 

เปรียบเทียบข้อมูลและสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

รับตัวอย่างฟิล์มเลือดและดีเอ็นที่สกัดจากเลือดของสุนัข  

วิเคราะห์ข้อมูล 
 

สรุปผลการทดลอง 
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1.6 ค าส าคัญ 
Dirofilaria immitis 
Wolbachia bacteria 
Internal transcribed spacer 1 (ITS1) 
Cytochrome C oxidase subunit l gene (COI) 
Filamenting temperature sensitive mutant Z gene (FtsZ) 
Phylogenetic tree 

 
1.7 ค ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย  
 Dirofilaria immitis หนอนพยาธิที่เป็นสาเหตุหลักของโรหนอนพพยาธิหัวใจสุนัขพบว่า
อาศัยอยู่ในหัวใจและปอดของสุนัข 

 Wolbachia bacteria เป็นแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายในเซลล์ของหนอนพยาธิซึ่งมีความ 
ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของหนอนพยาธิ 

 Cytochrome oxidase subunit I gene (COI) เป็นต าแหน่งยีนที่พบใน 
mitochondrial DNA ท าหน้าที่สร้าง cytochrome c oxidase subunit I ซึ่งมีบทบาทส าคัญใน
ขั้นตอนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ มีจ านวนชุดมากในแต่ละเซลล์ ง่าย
ต่อการเพ่ิมจ านวน สามารถใช้ศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 

 Internal transcribed spacer 1 (ITS1) เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่พบระหว่าง 18s และ 
5.8s rRNA genes มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง สามารถใช้จ าแนกชนิดและศึกษาความหลาก
ทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 

 Filamenting temperature sensitive mutant Z gene (FtsZ) เป็นต าแหน่งยีนของ
แบคทีเรียท าหน้าที่สร้าง Filamenting temperature sensitive mutant Z มีบทบาทส าคัญใน
กระบวนการแบ่งเซลล์และสร้างผนังเซลล์ มีจ านวนชุดของยีนมากในแต่ละเซลล์ ง่ายต่อการเพ่ิม
จ านวนและใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมได้ดี 

 Phylogenetic tree การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตโดยใช้ข้อมูล
ทางความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือหาความสัมพันธ์ทางล าดับวิวัฒนาการ โดยสิ่งมีชีวิตที่มี
ต้นก าเนิดร่วมกันหรือมีความใกล้เคียงกันจะมีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บนดีเอ็นเอและล าดับของกรด 
อะมิโนบนโปรตีนที่มีความคล้ายคลึงกัน  
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1.8 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ 
1.8.1 สามารถอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนพยาธิหัวใจ Dirofilaria spp. เพ่ือ

การ จ าแนกชนิดของหนอนพยาธิที่พบในสุนัขได้ 
1.8.2 สามารถอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Wolbachia spp. ที่อาศัยอยู่

ในหนอนพยาธิเพ่ือพัฒนาวิธีการควบคุมและรักษาต่อไปได้ 
1.8.3 สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลทางอณูชีววิทยาเก่ียวกับหนอนพยาธิหัวใจและแบคทีเรียทีอ่าศัยอยู่

ในหนอนพยาธิที่พบในประเทศไทยเพ่ือเป็นประโยชน์ต่องานวิจัยอื่นต่อไป 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1. หนอนพยาธิหัวใจสุนัข 
 2.1.1 ลักษณะทั่วไป 

 หนอนพยาธิหัวใจสุนัข (Dirofilaria spp.) เป็นหนอนตัวกลมในพยาธิกลุ่มฟิลาเรียซึ่งจัดอยู่ใน 
  อาณาจักร (Kingdom): Animalia 
    ไฟลัม (Phylum): Nematoda 
    ชั้น (Class): Secrenentea 
     อันดับ (Order): Spirurida 
      วงศ ์(Family): Onchocercidae 
       วงศ์ย่อย (Subfamily): Dirofilariinae 
         สกุล (Genus): Dirofilaria 
 ปัจจุบันพบหนอนพยาธิสกุล Dirofilaria มากกว่า 30 ชนิดจากทั่วโลก ซ่ึงแต่ละชนิดมี
ความจ าเพาะต่อการเกิดโรคและอยู่ในแต่ละพ้ืนที่แตกต่างกัน โดยหนอนพยาธิที่มีความส าคัญทาง
การแพทย์ที่สามารถก่อโรคพยาธิหัวใจสุนัขโดยเข้าไปอาศัยอยู่ในระบบน้ าเหลือง ระบบหมุนเวียน
โลหิตและเนื้อเยื่อของโฮสต์ได้ คือหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis และ D. repens โดยสายพันธุ์ D. 
immitis เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรคหนอนพยาธิหัวใจ พบว่าพยาธิมักเข้าไปอยู่ที่หัวใจและปอด 
(cardiopulmonary dirofilariasis) โดยพบมากในทวีปอเมริกา ทวีปออสเตรเลีย ทวีปแอฟริกาทวี
เอเชีย รวมถถึงในประเทศไทย (รูปที่ 1) และหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. repens สามารถก่อโรคได้ทั้งใน
สุนัขและแมว โดยมักพบที่ผิวหนัง (subcutaneous dirofilariasis) และท่ีเยื่อบุดวงตา (ocular 
dirofilariasis) จะพบมากในทวีปเอเชียโดยเฉพาะประเทศจีน ทวีปยุโรปและประเทศแอฟริกาใต้ (รูป
ที ่1) นอกจากนี้สามารถพบการระบาดของโรคหนอนพยาธิหัวใจที่เกิดจากหนอนพยาธิทั้ง 2 สายพันธุ ์
ได้ในบางประเทศ เช่น รัสเซีย อินเดีย อิตาลี และ ฝรั่งเศส เป็นต้น (10) (รูปที่ 1)  
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 การกระจายของโรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข (ดัดแปลงจาก Simón et al., 2009) 
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ตารางที่ 1 การกระจายของหนอนพยาธิสกุล Dirofilaria 
 
Subgenus and 
species 

Host (families) Geographical distribution 

Subgenus Dirofilaria 
D. ailure 
D. freitasi  
D. immitis  
D. lutrae  
D. spectans 

 
Procyonidae 
Bradypodidae 
Canidae, Felidae, Hominidae  
Mustelidae 
Hominidae (single case), Mustelidae 

 
China 
Brazil  
Cosmopolitan  
USA 
Brazil 

Subgenus Nochtiella 
D. acutiuscula  
D. bonnie  
D. cancrivori  
D. corynodes  
D. genettae  
D. granulosa  
D. incrassata  
D. linstowi  
D. macacae  
D. macrodemos  
D. magnilarvata  
D. minor  
D. pagumae  
D. panamensis  
D. repens  
D. sachsi  
D. striata  
D. subdermata  
D. sudanensis  
D. tawila  
D. tenuis  
D. ursi 

 
Canidae, Caviidae, Felidae,Tayassuidae  
Muridae 
Procyonidae 
Cercopithecidae  
Felidae, Viverridae 
Felidae 
Bradypodidae, Procyonidae 
Cercopithecidae 
Cercopithecidae 
Bradypodidae 
Cercopithecidae, Hominidae, Hylobatidae  
Felidae  
Viverridae 
Bradypodidae 
Canidae, Felidae, Hominidae, Viverridae 
Bovidae 
Canidae, Felidae, Hominidae, Tayassuidae 
Erethizontidae 
Felidae, Hyaenidae 
Cercopithecidae 
Hominidae, Procyonidae 
Felidae, Hominidae, Ursidae 

 
South America, USA 
Java 
Guyana 
Africa, Thailand  
Nigeria  
Africa, Asia 
Brazil, Central America  
Sri Lanka 
Indochina 
Guyana, Panama 
Malaya 
Vietnam 
Indochina 
Panama 
Europe, Asia, Africa 
East Africa 
Brazil, Venezuela, USA  
North America, South 
Africa  
Sudan 
Africa 
North America 
Asia, North America  
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 2.1.2 ชีววิทยาและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหนอนพยาธิหัวใจ Dirofilaria spp.  
1.) ระยะไมโครฟิลาเรีย (microfilaria) 

        ตัวอ่อนระยะแรกหรือระยะไมโครฟิลาเรีย (first stage larvae; microfilaria) 
ของหนอนพยาธิหัวใจ (รูปที่ 2) จะอาศัยอยู่ในกระแสเลือดของโฮสต์ มีลักษณะเรียวยาว ไม่มีปลอก
หุ้มล าตัว (unsheathed) ขนาดตัวยาว 290-330 ไมโครเมตร ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 5-7 
ไมโครเมตร และหางมีลักษณะเหยียด (straight tail) โครงสร้างภายในจะมีช่องว่างที่ส่วนหัว 
(cephalic space) เมื่อย้อมสีจะเห็นนิวเคลียส (nucleus) ภายในจ านวนมากติดสีม่วงแต่ละนิวเคลียส
อยู่ติดกันไม่สามารถนับจ านวนได้ แต่จะสามารถเห็นนิวเคลียสสุดท้าย (last tail cell) ได้ทีป่ลายหาง 
(รูปที่ 2) (17, 18) 
 

 
 
 

 
รูปที่ 2 แสดงลักษณะโครงสร้างของตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรีย 

(Bowman & Mannella, 2011) 
 

2.) ระยะตัวอ่อน (larvae) 
       เมื่อตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียเข้าไปในยุงแล้วเกิดการลอกคราบเป็นตัวอ่อนใน
ระยะที่สอง (L2; second-stage larva) ที่มีขนาดตัวสั้นลงแต่ตัวจะอ้วนขึ้น (18) จากนั้นเกิดการลอก
คราบต่อในครั้งท่ีสองเพ่ือเป็นตัวอ่อนระยะท่ีสาม (L3; third-stage larva) เข้าไปเจริญต่อในโฮสต์   
       ตัวอ่อนระยะที่สามซึ่งเป็นระยะติดต่อ (Infective stage) (รูปที่ 3 A, B, C) มี
ขนาดตัวยาว 1.09-1.65 มิลลิเมตร มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 0.024-0.029 มิลลิเมตร โดยที่
ด้าน anterior end หรือด้านหัวของระยะติดต่อจะเรียว (tapered anterior end) แต่ถ้าเป็นระยะ
สุดท้ายของ L3 (late third-stage larva) ที่ด้านหัวจะมีลักษณะมน (rounded anterior end) และ
ที่ด้าน posterior end หรือด้านหางของเพศผู้จะพบ caudal papillae ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของตัว
อ่อนระยะนี้ โดยตัวอ่อนระยะ L3 จะมีการพัฒนาของโครงสร้างภายในที่สมบูรณ์มากขึ้น โดยเฉพาะ
ระบบย่อยอาหาร (digestive system) มีผนังล าตัวหนาขึ้นและช่องว่างภายในล าตัว (lumen) ขยาย
ขนาดใหญ่ข้ึน (18) ในระยะนี้เริ่มมีการเจริญของระบบสืบพันธุ์ (reproductive system) ในบางส่วน
ก่อนมีการลอกคราบครั้งที่สามเพ่ือเจริญเป็นตัวอ่อนระยะที่สี่  

Cephalic space 
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ตัวอ่อนระยะท่ีสี่ (L4; fourth-stage larva) (รูปที่ 3 D, E, F)จะมีขนาดตัวยาวได้
สูงสุดถึง 18 มิลลิเมตร มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัวได้มากสุดถึง 0.115 มิลลิเมตร ซึ่งทางด้านหัวมี
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างโดยมีลักษณะที่เรียวยาวขึ้น (tapered anterior end) และมีการเจริญของ
ระบบสืบพันธุ์ที่สมบูรณ์มากข้ึนทั้งในเพศผู้และเพศเมีย (18) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 หนอนพยาธิระยะตัวอ่อน 
(Orihel., 1961) (A) ตัวอ่อนระยะที่สาม, (B) anterior และ posterior ends ในช่วงระยะติดต่อของ
ตัวอ่อนระยะท่ีสาม, (C) anterior และ posterior ends ในช่วงระยะสุดท้ายของตัวอ่อน ระยะที่สาม, 
(D) ตัวอ่อนระยะที่สี่ที่มีการเจริญหลัง 30 วัน, (E) ตัวอ่อนระยะที่สี่มีการเจริญหลัง 60 วัน, (F) ตัว
อ่อนระยะสี่ที่มีการเจริญหลัง 90 วัน. (EC: excretory cell, ES: esophagus, GES: glandular 
esophagus, GP: genital primordium, INT: intestine, MES: muscular esophagus, V: vulva) 
 
 

A. 

B. C. 

D. E. F. 
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3.) ระยะตัวเต็มวัย (Adult) 
        ระยะตัวเต็มวัยหรือตัวแก่ ในระยะนี้สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า โดยมี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัยมีรูปร่างล าตัวกลม เรียว และยาว อวัยวะภายในล าตัวและ
ระบบสืบพันธุ์เจริญอย่างสมบูรณ์ โดยสามารถพบระยะตัวเต็มวัยอาศัยอยู่ในหัวใจและปอดของโฮสต์ 
       ระยะตัวเต็มวัยเพศเมีย (adult female): มีขนาดตัวยาว 250-300 มิลลิเมตร มี 
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 1-1.3 มิลลิเมตร โดยเพศเมียจะมีขนาดใหญ่กว่าเพศผู้และมีปลาย
หางค่อนข้างเหยียดตรงกว่า (straight posterior end) และจะพบอวัยวะสืบพันธุ์ของเพศเมีย เช่น 
vulva, vagina, uteri, oviducts และ ovaries มีการเจริญอย่างสมบูรณ์ (19, 20) 
 

 
รูปที่ 4 หนอนพยาธิระยะตัวเต็มวัยเพศเมีย 

(A) โครงสร้างภายใน (Orihel., 1961), (B) ด้าน cephalic end, (C) รูปขยายด้าน cephalic end, 
(D) ด้าน posterior end, (E) ด้าน anterior end (Genchi et al., 2007). (OD: oviduct, OV: 
ovary, SR: seminal receptacle, UT: uterus, V: vulva, VU: vagina uterine, VV: vagina 
vera) 

A. B. C. 

D. E. 
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ระยะตัวเต็มวัยเพศผู้ (adult male; AM) (รูปที่ 5) มีขนาดตัวยาว 120-200 

มิลลิเมตร และมีขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 0.7-0.9 มิลลิเมตร มีลักณะเด่นที่ปลายหางจะ
ค่อนข้างงอ (Spirally coiled posterior end) โครงสร้างในระบบสืบพันธุ์มีการเจริญอย่างสมบูรณ์ 
เช่น spicules, genital papillae , cloaca และ testis เป็นต้น (19, 20) 

 

รูปที่ 5 หนอนพยาธิระยะตัวเต็มวัยเพศผู้ 
(Heidari et al., 2015). (A) แสดง papillae ที่ด้าน caudal end, (B) ลักษณะปลายหาง (C) 
ลักษณะตัวเต็มวัยย้อมด้วยสี H&E (100X), (D) หนอนพยาธิตัวเต็มวัยเพศเมีย (บน) และเพศผู้ (ล่าง) 
 
 

 

A. B. 

C. D. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13 

 2.1.3 วงจรชีวิตของหนอนพยาธิ 
          ระหว่างที่ยุงดูดกินเลือดก็จะปล่อยตัวอ่อนของหนอนพยาธิระยะที่สาม (ระยะติดต่อ)
เข้าสู่เนื้อเยื่อที่ชั้นใต้ผิวหนังของสุนัข (definitive host) จากนั้นตัวอ่อนที่เข้าไปจะเกิดการลอกคราบ
จ านวน 2 ครั้ง แล้ว เจริญเป็นตัวเต็มวัยเพศผู้และเพศเมียโดยเข้าไปอยู่ในหัวใจและหลอดเลือดที่ไปยัง
ปอด (pulmonary artery) ตัวเต็มวัยหนอนพยาธิหัวใจสามารถมีชีวิตอยู่ต่อได้อีกหลายปีและจะมีการ
สืบพันธุ์กัน โดยตัวเต็มวัย เพศเมียจะปล่อยตัวอ่อนระยะแรก (microfilaria) ออกมาอยู่ในกระแส
เลือดของสุนัข เมื่อยุงดูดกินเลือดของ สุนัขท่ีมีเชื้อหนอนพยาธิหัวใจ ยุงก็จะได้รับตัวอ่อนระยะไมโครฟิ
ลาเรียเข้าไป โดยตัวอ่อนระยะนี้จะใช้เวลา ประมาณ 24 ชั่วโมง เคลื่อนที่ไปยังกระเพาะของยุงแลว้
ผ่านไปยังส่วน mulpighian tubules เพ่ือลอกคราบ แล้วเจริญต่อเป็นตัวอ่อนระยะที่สอง (L2) ใช้
เวลาประมาณ 8-10 วัน และเจริญเป็นตัวอ่อนระยะที่สาม (L3) ใช้เวลา 3 วัน จากนั้นจะเคลื่อนที่มา
อยู่บริเวณปากของยุงและจะปล่อยระยะติดต่อนี้ออกมาระหว่างที่ดูดกิน เลือดของสุนัขหรือโฮสต์ตัว
อ่ืนต่อไป โดยตัวอ่อนระยะนี้เมื่อเข้าไปอยู่ในโฮสต์ก็จะมีการลอกคราบเป็น ตัวอ่อนระยะที่สี่ (L4) และ
สามารถไปยังอวัยวะอ่ืน ๆ ของโฮสต์ได้ต่อไป (10, 20) (รูปที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 วงชีวิตหนองหนอนพยาธิ D. immitis 
(CDC, 2012 : online) 
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 2.1.4 โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข (canine dirofilariasis) 
          โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข (canine dirofilariasis) เป็นโรคประจ าถิ่นอยู่ในหลาย
ประเทศทั่วโลก เช่น คิวบา สหรัฐอเมริกา โบลิเวีย ยูเครน สเปน อียิปต์ อิหร่าน อินเดีย ไนจีเรยี
ออสเตรเลีย และไทย เป็นต้น (10) โดยโรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัขเกิดจากหนอนพยาธิ 2 สายพันธุ์เป็น
ส่วนใหญ่ คือ D. immitis และ D. repens หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis เป็นสาเหตุหลักของการ
เกิดโรคในสุนัข (2) (รูปที่7A) เมื่อยุงพาหะที่มีตัวอ่อนของ หนอนพยาธิหัวใจกัดสุนัข ตัวอ่อนจะเข้าไป
เจริญเป็นตัวเต็มวัยในอวัยวะต่าง ๆ โดยอาการของโรคเหล่านี้สามารถแบ่งได้ 4 ระดับ ดังนี้ 
 อาการระดับที่ 1 สุนัขจะยังไม่แสดงอาการแต่สามารถพบการปรากฎของระยะตัวเต็มวัย
หนอนพยาธิ D. immitis ในห้องหัวใจหรือหลอดเลือดที่ไปปอด (cardiopulmonary dirofilariasis) 
 อาการระดับที่ 2 สุนัขเริ่มมีอาการเหนื่อย ป่วย มีความผิดปกติของหัวใจ มีความดันโลหิตใน
ปอดสูงท าให้มีอาการไอแห้งและมตีับโตร่วมกับภาวะท้องมาน  
 อาการระดับที่ 3 สุนัขจะถ่ายปัสสาวะเป็นสีแดงเนื่องจากพยาธิตัวอ่อนและตัวเต็มวัยท าให้
เม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) อาจจะพบภาวะโลหิตจางร่วมด้วย 
 อาการระดับที่ 4 จะเกิดภาวะหัวใจล้มเหลวส่วนใหญ่จะเกิดที่หัวใจห้องขวา (right-sided 
congestive heart failure) เนื่องจากมีหนอนพยาธิจ านวนมากเข้าไปอุดตันบริเวณหลอดเลือดด า
ใหญ่ในหัวใจ อาจส่งผลให้เกิดภาวะหัวใจวายและรุนแรงถึงเสียชีวิตได้ 
ส่วนหนอนพยาธิ D. repens จะท าให้เกิดโรค subcutaneous และ ocular dirofilariasis โดยโรค 
subcutaneous dirofilariasis จะพบหนอนพยาธิอยู่ที่เนื้อเยื่อชั้นใต้ผิวหนัง (รูปที่ 7B) บริเวณต่าง ๆ 
ในระยะแรกสุนัขจะมีตุ่มข้ึนตามตัว มีอาการคัน ผิวหนังอักเสบเหมือนเป็นโรคผิวหนังทั่วไป แต่ใน
ระยะถัดมาสุนัขจะเริ่มมีไข ้ อาเจียน ผอมแห้ง ซึม อาจจะมีหนองและมีภาวะของต่อมน้ าเหลืองโต 
(lymphadenomegaly) ร่วมด้วย ส่วนโรค ocular dirofilariasis จะพบพยาธิอยู่ที่เยื่อบุตาท าให้มี
อาการคันและเนื้อเยื่อบุตาอักเสบ (2, 10) 
 
 
 
 
  
 

รูปที่ 7 โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข 
(A) พยาธิตัวเต็มวัย D. immitis ในหัวใจของสุนัข (B) โรค subcutaneous dirofilariasis โดย D. 
repens เกิดหนองที่ผิวหนังบริเวณอัณฑะของสุนัข (Simón et al., 2012) 

A. B. 
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 2.1.5 โรคไดโรฟิลาเรียในคน (human dirofilariasis) 
โรคหนอนพยาธิหัวใจชนิดนี้สามารถก่อโรคได้ ซึ่งคนจัดเป็นโฮสต์ที่มีโอกาสได้รับเชื้อ

โดยบังเอิญ (accidental host) จากการกัดของยุงพาหะที่ปล่อยตัวอ่อนระยะติดต่อเข้าไป แต่จะมี  
วงชีวิตที่ไม่สมบูรณ์เพราะไม่สามารถเจริญเป็นตัวเต็มวัยได้ โดยพบการกระจายของโรค human 
dirofilariasis ในหลายประเทศทั่วโลกทั้งในทวีปอเมริกา ยุโรป ออสเตรเลีย เอเชีย รวมถึงประเทศ
ไทย (รูปที่ 8) ซึ่งในประเทศไทยมีการรายงานว่าเป็นพ้ืนที่ที่มีการติดเชื้อจากหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. 
immitis มากกว่า หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. repens โดยหนอนพยาธิ D. immitis จะเข้าไปอาศัยอยู่
ในปอดแล้วก่อโรค human pulmonary dirofilariasis ผู้ป่วยมักมีอาการแน่นหน้าอก ปวดกล้ามเนื้อ 
มีไข ้ และรู้สึกไม่สบายตัว เมื่ออาการผ่านไประยะนึงมีการสะสมของหนอนพยาธิเกิดการอุดตันของลิ่ม
เลือดในปอด (pulmonary embolism) เกิดก้อนเนื้อในปอด (pulmonary nodule) และอาจมี
เลือดปนออกมากับอุจจาระของผู้ป่วยได้ (10, 21) โดยพบรายงานการเกิดโรค pulmonary 
dirofilariasis ในผู้ป่วยจ านวน 4 ราย ที่ประเทศจอร์เจียเมื่อปี ค.ศ. 1999 ซึ่งมีสาเหตุจากหนอนพยาธิ 
D. immitis โดยผู้ป่วยทั้ง 4 ราย มีลักษณะของอาการที่ใกล้เคียงกันคือพบก้อนเนื้อในปอดขนาด 1-2 
เซนติเมตร ไม่มีหินปูนเกาะก้อนเนื้อ พบรอยโรคในปอดที่เกิดจากหนอนพยาธิและพบตัวหนอนพยาธิ
อยู่ในก้อนเนื้อนั้น (22) และในปี ค.ศ. 2001 มีรายงานการเกิดโรค hepatic dirofilariasis ครั้งแรกใน
ผู้ป่วยที่ประเทศเกาหลี ซึ่งเป็นผู้ป่วยชายอายุ 39 ปี ที่สุขภาพดี ไม่เคยมีประวัติการติดเชื้อมาก่อนและ
ไม่เคยเดินทางออกนอกประเทศ โดยตรวจพบก้อนเนื้อที่ตับ (hepatic nodule) พบถุงน้ าดีใต้เยื้อหุ้ม
ตับ (hepatic subcapsular) และพบรอยโรคบริเวณท่ีหนอนพยาธิเข้าไปอาศัยอยู่ จากนั้นจึงท าการ
วิเคราะห์รอยของโรคและตัดชิ้นเนื้อไปตรวจพบหนอนพยาธิ D. immitis ที่เป็นสาเหตุของโรคนี้ (23) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8 แผนที่การกระจายของโรค human dirofilariasis (ดัดแปลงจาก Simón et al., 2012) 

(สีแดง: เกิดจาก D. immitis เป็นหลัก, สีเทา: เกิดจาก D. repens เป็นหลัก) 
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 หนอนพยาธิ D. repens สามารถก่อโรค subcutaneous dirofilariasis โดย
หนอนพยาธิจะเข้าไปอยู่ที่เนื้อเยื่อใต้ผิวหนังของผู้ป่วย เช่น ผิวหนังที่แขน ขา ใบหน้า ศีรษะ และ
ผิวหนังหน้าท้อง เป็นต้น ท าให้เกิดตุ่ม ผื่นแพ้ (erythema) คัน (puritus) และบวม (swelling) ตรง
บริเวณท่ีหนอนพยาธิเข้าไปอยู่ นอกจากนี้ยังก่อโรค ocular dirofilariasis ผู้ป่วยจะมีอาการปวดเบ้า
ตา ตาบวมแดง เนื้อเยื่อบุตาอักเสบ (bulbar conjunctiva) (10) ม่านตาอักเสบ (uveitis) แล้วอาจ
ลุกลามไประคายเคืองที่ชั้นตาขาว (episcleritis) มีภาวะต้อหิน (glaucoma) แทรกซ้อนและอาจ
รุนแรงถึงข้ันตาบอดได้ (20) ซึ่งมีการรายงานในประเทศอิหร่านเมื่อปี ค.ศ. 2008 ในผู้ป่วยหญิงอายุ 
27 ปี เป็นโรค periocular dirofilariasis มีอาการตาซ้ายบวมและแดง นาน 10 วัน หลังจากนั้นเริ่มมี
การระคายเคืองที่ชั้นตาขาวซึ่งผู้ป่วยรายนี้เคยมีประวัติตาบวมแดงและมีผื่นแพ้มาก่อน ในขั้นแรก
วิเคราะห์ว่าเป็นเพียงเนื้อเยื่อบุตาอักเสบแต่หลังจากการตรวจอย่างละเอียดและผ่าตัดดวงตา พบ
หนอนพยาธิ D. immitis บริเวณช่องหน้าของลูกตา (anterior chamber) ซึ่งโดยปกติหนอนพยาธิ
ชนิดนี้จะเข้าไปอยู่และท าให้เกิดโรคที่หัวใจหรือปอดเป็นส่วนใหญ่ แต่ก็จะมีบางกรณีที่หนอนพยาธิ
สามารถเข้าไปยังอวัยวะอ่ืน ๆ แล้วก่อให้เกิดโรคได้ (24) นอกจากนี้มีการรายงานในประเทศศรีลังกา
เมื่อปี ค.ศ. 2017 พบผู้ป่วยซึ่งเป็นเด็กชายวัย 1 ปี 10 เดือน เป็นโรค subcutaneous dirofilariasis 
พบตุ่มที่บริเวณผิวหนังหน้าท้อง มีผื่นและมีรอยโรคที่บวมแดงอย่างเห็นได้ชัด หลังจากนั้นน าไปตรวจ
วิเคราะห์อย่างละเอียด พบว่าเป็นรอยโรคที่เกิดจากหนอนพยาธิและมีหนอนพยาธิอยู่ในก้อนเนื้อ
บริเวณนั้นจึงตัดชิ้นเนื้อไปตรวจทางด้านปรสิตวิทยาพบว่าเป็นหนอนพยาธิ D. repens ซึง่เป็นสาเหตุ
ของการเกิดโรคในครั้งนี้ (25) และจากการรายงานที่ประเทศอินเดียในปี ค.ศ. 2015 พบผู้ป่วยชาย 
อายุ 60 ปี ป่วยเป็นโรค ocular dirofilariasis มีปัญหาด้านการมองเห็นตาพร่ามัว นาน 1 เดือน ปวด
เบ้าตาและมีอาการตาแดงร่วมด้วย ซึ่งผู้ป่วยรายนี้ไม่เคยมีประวัติการบาดเจ็บหรือเป็นตาแดงมาก่อน 
เมื่อตรวจอย่างละเอียดพบหนอนพยาธิบริเวณช่องหน้าลูกตาจึงท าการผ่าตัดออก และน าไปวิเคราะห์
ผลพบว่าเป็นหนอนพยาธิ D. repens ที่ก่อโรคในผู้ป่วยรายนี้ (26) 
 

 

 
 
 
  

 
รูปที่ 9 Human ocular dirofilariosis เกิดจากหนอนพยาธิ 

(A) D. immitis (Dantas et al., 2013) (B) D. repens (Behl et al., 2017) 

A B 
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2.2 หนอนพยาธิฟิลาเรียอ่ืน ๆ 
2.2.1 หนอนพยาธิ Brugia spp. 

 2.2.1.1 ลักษณะท่ัวไป 
 หนอนพยาธิ Brugia spp. เป็นหนอนตัวกลมในพยาธิกลุ่มฟิลาเรียซึ่งจัดอยู่ใน 
       อาณาจักร (Kingdom): Animalia 
   ไฟลัม (Phylum): Nematoda 
   ชั้น (Class): Secrenentea 
    อันดับ (Order): Spirurida 
     วงศ ์(Family): Onchocercidae 
      วงศ์ย่อย (Subfamily): Onchocercinae 
        สกุล (Genus): Brugia 
 หนอนพยาธิ Brugia spp. เป็นหนอนพยาธิตัวกลมในกลุ่มฟิลาเรียซึ่งแต่ละชนิดมีความ 
จ าเพาะต่อการเกิดโรคและอยู่ในแต่ละพ้ืนที่แตกต่างกัน ส่วนใหญ่มักจะพบมากในเขตประเทศที่มี
ภูมิอากาศร้อนชื้น (tropics and subtropics) ได้แก่ เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย อินเดีย เคนย่า
ศรีลังกาและประเทศไทย เป็นต้น ซึ่งในประเทศไทยพบแหล่งระบาดของโรค (endemic area) ชุกชุม
สูงในบางพื้นที่โดยเฉพาะทางภาคใต้และเขตชายแดนไทย–พม่า เป็นต้น ชนิดของหนอนพยาธิ Brugia 
ได้แก่ B. pahangi, B. malayi, B. ceylonensis, B. patei และ B. tupaiae เป็นหนอนพยาธิที่
สามารถก่อโรคในสุนัข แมว และสัตว์อ่ืนอีกหลายชนิด (27, 28) นอกจากนี้มีหนอนพยาธิ B. malayi 
และ B. timori เป็นหนอนพยาธิที่สามารถก่อโรคในคนได้ โดยพบว่าหนอนพยาธิตัวเต็มวัยจะอาศัยอยู่
ในต่อมน้ าเหลืองท่อน้ าเหลืองหรือทางเดินน้ าเหลืองในส่วนต่าง ๆ ซึ่งท าให้เกิดโรคทางระบบน้ าเหลือง 
(filariasis) และต่อมน้ าเหลืองโต 

2.2.1.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi 
        หนอนพยาธิ B. pahangi จะพบในสุนัขและแมวเป็นส่วนใหญ่ โดยคนจัดเป็น
โฮสต์ที่มีโอกาสได้รับเชื้อโดยบังเอิญแต่จะไม่ก่อโรคในคน (nonpathogenic) (28) มีลักษณะสัณฐาน
วิทยาทั่วไป คือ ตัวเต็มวัยมีลักษณะตัวเรียว ยาว ตัวเต็มวัยเพศเมียมีขนาดตัวยาว 40 มิลลิเมตร ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 100 ไมโครเมตร และมี Vulva เปิดออกทางด้านหน้าล าตัว (28-30) ส่วนตัว
เต็มวัยเพศผู้มีขนาดประมาณ 12.6-17.3 มิลลิเมตร ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 70-80 ไมโครเมตร 
ซึ่งจะมีขนาดตัวเล็กกว่าเพศเมียและมี spicule 2 อัน ที่มีขนาดไม่เท่ากัน (28-30) โดยจะพบตัวเต็ม
อาศัยอยู่ที่ต่อมน้ าเหลืองและท่อน้ าเหลือง เมื่อตัวเต็มวัยทั้งคู่ผสมพันธุ์กันตัวเต็มวัยเพศเมียจะปล่อย
ตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิออกมาอยู่ในกระแสเลือดโดยมีลักษณะส าคัญ คือ มีปลอก
หุ้มล าตัว (sheath) มีขนาดความยาวต่อความกว้างเท่ากับ 2:1 (elongated cephalic) ที่ด้านหัวจะ
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มนและเม่ือย้อมสีจะเห็นนิวเคลียสติดสีเข้มจ านวนมากตลอดความยาวของล าตัว ส่วนของปลอกหุ้มตัว
จะติสีเข้ม (granular sheath) และพบนิวเคลียสจ านวน 2 นิวเคลียที่ปลายหาง (30, 31) (รูปที่ 10)  
        หนอนพยาธิ B. malayi เป็นหนอนพยาธิที่ส าคัญในคนซึ่งสามารถก่อโรค
เท้าช้าง (Lymphtic filariasis, elephantiasis) มีสุนัข แมว และค่าง เป็นต้น ที่เป็นสัตว์รังโรค 
(reservoir animals) (28) ตัวเต็มวัยมีลักษณะคล้ายเส้นด้าย ผนังล าตัวเรียบ ส่วนหัวค่อนข้างกลม มี 
papillae และปลายหางเรียว ซึ่งตัวเต็มวัยเพศเมีย มีขนาดตัวยาว 43.4-55 มิลลิเมตร ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางล าตัว 130-170 ไมโครเมตร ตัวเต็มวัยเพศผู้ มีขนาดตัวยาว 13.5-23.3 มิลลิเมตร ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางล าตัว 70-80 ไมโครเมตร ที่ด้านปลายหางมี spicule 2 อัน ระยะไมโครฟิลาเรีย
ลักษณะคล้ายกับหนอนพยาธิ B. pahangi แต่มีขนาดใหญ่กว่า เมื่อย้อมสีปลอกหุ้มตัวจะติดสีชมพู 
(30) และการปรากฏของระยะไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดมี 3 แบบ คือ Noctunal periodic type 
(พบเฉพาะเวลากลางคืน) Diurnal periodic type (พบเฉพาะเวลากลางวัน) และ Nocturnal 
subperiodic type (พบเวลากลางคืนมากกว่ากลางวัน) ซึ่งมักจะพบการปรากฏลักษณะนี้ในสัตว์ที่
เป็นรังโรค เช่น สุนัขและแมว (30, 32, 33) (รูปที่ 10) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ Brugia spp. 
(A) โครงสร้างตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรีย (B) B. malayi (Chansiri et al., 2002) (C) B. pahangi 
(Liu, 2012) 
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 2.1.2.3 การก่อโรคของหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi 
   โรคที่เกิดจากหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi มักจะเป็นโรคที่
เกี่ยวกับระบบน้ าเหลือง เช่น บริเวณต่อมน้ าเหลือง ท่อน้ าเหลืองและทางเดินน้ าเหลืองในส่วนต่าง ๆ 
เป็นต้น ซ่ึงสามารถพบได้ทั้งในคนหรือสัตว์และสามารถติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ (zoonotic) (13) โดย
หนอนพยาธิ B. pahangi จะพบในแมวและสุนัขเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งคนจัดเป็นโฮสต์ที่มีโอกาสได้รับเชื้อ
โดยบังเอิญและมักจะไม่ก่อโรคในคน (nonpathogenic) (28) แต่มีรายงานการทดลองศึกษาพบว่า
หนอนพยาธิชนิดนี้สามารถเจริญได้ในคน โดยท าการทดลองฉีดตัวอ่อนระยะที่สามของหนอนพยาธิ B. 
pahangi  ซึ่งเป็นระยะติดต่อเข้าไปในอาสาสมัคร พบว่าต่อมน้ าเหลืองเกิดการขยายบวมโตเนื่องจาก
หลอดน้ าเหลืองเกิดการอักเสบ (lymphangitis) ที่บริเวณแขนและสามารถตรวจพบตัวอ่อนระยะไม
โครฟิลาเรียของหนอนพยาธิอยู่ภายในกระแสเลือดของอาสาสมัครรายนี้ (34) และมีรายงานการตรวจ
พบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ B. pahangi ในกระแสเลือดของผู้ป่วยเด็กท่ีจังหวัด
ระยองซึ่งมีอาการต่อมน้ าเหลืองบริเวณขาหนีบโต (35) นอกจากนี้มีรายงานพบตัวอ่อนของหนอน 
พยาธิ B. pahangi ในแมว สามารถก่อการอักเสบของต่อมน้ าเหลืองบริเวณขาพับ (popliteal 
lymph node) ภายหลังการรับเชื้อและการติดตามผลต่อเนื่องพบว่าตัวอ่อนเคลื่อนที่ไปบริเวณท่อ
น้ าเหลืองส่วนหน้า (afferent lymh ducts) ท าให้เกิดการขยายใหญ่ที่บริเวณนี้แล้วส่งผลให้เกิดการ
บวม ท่อน้ าเหลืองอุดตันและก้อนเนื้อตาย (36) มีรายงานพบสุนัขที่มีการติดเชื้อหนอนพยาธิ B. 
pahangi เรื้อรังท่ีบริเวณขาซึ่งมีขนาดของต่อมน้ าเหลืองบริเวณขาหนีบขยายขนาดโตขึ้น (popliteal 
lymph node) ในสุนัขบางตัวต่อมน้ าเหลืองภายในช่องท้องโต (inguinal lymph node) ข้อขาบวม 
(limb oedema) และมีพังผืดที่ต่อมน้ าเหลือง (lymphatic fibrosis) ร่วมด้วย (37) และมีรายงาน
การศึกษาการระบาดของหนอนพยาธิ B. pahangi ในประเทศไทย พบได้ทั้งในแมวและสุนัข โดยพบ
ตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ B. pahangi 2.01% (10/496) ในสุนัขจากเขตต่าง ๆ 
ของกรุงเทพมหานคร (38) และ 35.71% (5/14) ในสุนัขจากจังหวัดขอนแก่น (39) และมีรายงานพบ
ตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ B. pahangi ในแมวที่จังหวัดสุราษฎร์ธานี 7.6% (4/52) 
(40) และท่ีเขตลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร คิดเป็น 25.30% การตรวจพบหนอนพยาธิทั้งในแมว
และสุนัขในไทยที่กล่าวมาข้างต้นนี้ส่วนใหญ่การติดเชื้อ B. pahangi มักไม่ท าให้แสดงอาการทาง
คลินิก (asymtomatic) อาจพบเพียงต่อมน้ าเหลืองอักเสบ 
   หนอนพยาธิ B. malayi เป็นหนอนพยาธิซึ่งสามารถก่อโรคเท้าช้าง 
(elephantiasis) ได้ในคน ซึ่งมีแมวเป็นสัตว์รังโรคที่ส าคัญแต่ก็สามารถพบได้ในสัตว์อ่ืน ๆ เช่น สุนัข
และค่าง เป็นต้น (28, 41, 42) ตัวเต็มวัยของหนอนพยาธิจะอาศัยอยู่ในระบบน้ าเหลืองส่งผลให้เกิด
ท่อน้ าเหลืองอักเสบ (lymphangitis) เกิดการระคายเคืองของทางเดินน้ าเหลืองท าให้มีการอุดตัน 
ต่อมน้ าเหลืองบวมโตและต่อมน้ าเหลืองอักเสบเฉียบพลัน (adenolymphangitis) โดยในประเทศไทย
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มีรายงานพบการติดเชื้อหนอนพยาธิ B. malayi ในจังหวัดปัตตานี สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช 
พัทลุง และนราธิวาส ซึ่งมีสุนัขและแมวเป็นสัตว์รังโรคที่ส าคัญท่ีสามารถตรวจพบตัวอ่อนระยะไมโคร
ฟิลาเรียในกระแสเลือดของสัตว์ที่อยู่ในพ้ืนที่ที่มีการระบาดได้ (27, 40, 43-50) แต่มักไม่พบการแสดง
อาการทางคลินิก แต่ก็มีรายงานพบสุนัขที่มีการติดเชื้อหนอนพยาธิ B. malayi ที่ประเทศอินเดีย ซึ่ง
สุนัขมีอาการไข้ อาเจียน เยื่อบุตาอักเสบ (conjunctivitis) ข้อขาบวม (limb oedema) อัณฑะบวม 
(scrotal oedema) และหลอดน้ าเหลืองอักเสบ (lymphangitis) ที่บริเวณใบหู (รูปที่ 11) (42) 
นอกจากนี้มีกรณีท่ีรายงานว่าพบโรค lymphatic filariasis เกิดจากการติดเชื้อ B. pahangi ในผู้ป่วย
จ านวน 4 ราย ที่ประเทศมาเลเซีย ผู้ป่วยมีอาการปวดบวมที่ข้อเท้าเนื่องจากเซลล์เนื้อเยื่อบริเวณนั้น
อักเสบ (cellulitis) หลอดน้ าเหลืองอักเสบ (lymphangitis) และต่อมน้ าเหลืองบวมโต 
(lymphadenopathy) (51) 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11 อาการทางคลินิกของสุนัขที่ติดเชื้อหนอนพยาธิ Brugia spp.  
(Ambily et al., 2011) 
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2.3 แบคทีเรีย Wolbachia  
แบคทีเรียสกุล Wolbachia เป็นแบคทีเรียที่อยู่ภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต (intracellular 

bacteria) ซึ่งจัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบในกลุ่ม α-proteobacteria (order Rickettsiales) สามารถ
พบแบคทีเรียได้ภายในเซลล์ของกลุ่มสัตว์ขาข้อ (arthropods) เช่น ยุง แมลง ตัวไร และเหา เป็นต้น 
และพบในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย (filarial nematodes) เช่น Dirofilaria spp., Brugia spp., 
Onchocerca spp., Litmosoides spp., Wuchereria spp. เป็นต้น (10, 52) แบคทีเรีย 
Wolbachia ถูกจัดแบ่งออกเป็น Supergroups ตามสายวิวัฒนาการ (lineages) โดยการวิเคราะห์
ทางล าดับนิวคลีโอไทด์และแผนภูมิวิวัฒนาการที่ต าแหน่งยีน 16S rRNA, coxA, FtsZ, gltA, groEL 
และ wsp เป็นต้น (53-56) ปัจจุบันสามารถจ าแนกแบคทีเรีย Wolbachia ไดเ้ป็น 16 Supergroups 
(A-Q ยกเว้น G) (57-59) (รูปที่ 12) ประกอบด้วย Supergroup A, B พบในกลุ่มสัตว์ขาข้อ 
(arthropods), Supergroup C (Onchocerca spp., Dirofilaria spp.) Supergroup D (Brugia 
spp., W. bancrofti, Litomosoides spp.) พบในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย Supergroup E พบใน
แมลงหางดีด (Folsomia candida), Supergroup F พบในปลวก (Kalotermes flavicollis, 
Microcerotermes spp.), ด้วง (Rhinocyllus conicus) และหนอนพยาธิฟิลาเรีย (Mansonella 
ozzardi), Supergroup H พบได้ในกลุ่มปลวกไม้ชื้น (Pacific dampwood termite) (53, 54, 60) 
Supergroup I, J และ K ในหมัดหนู (Ctenocephalides felis), หนอนพยาธิฟิลาเรีย 
(Dipetalonema gracile) และ ไรแมงมุม (Bryobia spp.) ตามล าดับ (55) Supergroup L พบใน
ไส้เดือนฝอย (Radopholus similis) (61) Supergroup M, N พบในเพลี้ย (aphid) (62) 
Supergroup O พบในแมลงหวี่ขาว (Bemisia tabaci) และสามารถพบแบคทีเรีย Supergroup P, 
Q พบในไรนก (quill mites) Torotrogla merulae, T. lusciniae, Syringophilopsis turdi และ 
T. cardueli ตามล าดับ (59)  

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 12 Wolbachia Supergroups phylogeny (A-K) ที่ต าแหน่ง 16S rDNA (Ros et al., 2009) 
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     2.3.1 แบคทีเรีย Wolbachia ในกลุ่มสัตว์ขาข้อ (arthropods) 
    พบแบคทีเรียได้ภายในเซลล์ของกลุ่มสัตว์ขาข้อ (arthropods) เช่น ไอโซพอด 
แมลง ตัวไร เหา และยุงเป็นต้น โดยพบครั้งแรกใน ovaries และ testes ของยุงร าคาญ Culex 
pipiens ซึ่งแบคทีเรีย Wolbachia มีการถ่ายทอดจากแม่ (vertical transmission) ไปสู่ลูกทางไซ
โตพลาสซึมของไข่ (egg cytoplasm) และมีการพัฒนาต่อภายในเซลล์สืบพันธุ์ของโฮสต์ มีงานวิจัย
ศึกษาพบว่าแบคทีเรีย Wolbachia มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงในระบบสืบพันธุ์ของแมลง ได้แก่ (1) 
Cytoplasmic incompatibility (CI) การสืบพันธุ์ระหว่างเพศเมียที่ไม่มีการติดเชื้อแบคทีเรียกับเพศผู้
ที่มีการติดเชื้อแบคทีเรียจะส่งผลให้เกิดการตายของตัวอ่อนแมลง (embryonic motality) (63, 64) 
(2) ชักน าให้เกิด parthenogenesis ในแมลงที่มีการติดเชื้อ (64-66) (3) การเกิด male killing ท าให้
อัตราส่วนของเพศเมียผิดเพ้ียนไป โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพันธุกรรมของเพศผู้ไปเป็นเพศเมีย 
(64, 67) ซึ่งผลการเปลี่ยนแปลงในระบบสืบพันธุ์เหล่านี้มีผลต่อการส่งผ่านของแบคทีเรีย Wolbachia 
ไปยังประชากรแมลง (60) 

     2.3.2 แบคทีเรีย Wolbachia ในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย (filarial nematodes) 
  หนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียที่พบแบคทีเรีย Wolbachia ได้แก่ Dirofilaria spp., 
Brugia spp., Onchocerca spp., Litmosoides spp., W. bancrofti, M. ozzardi และ D. 
gracile เป็นต้น (ตารางที่ 2) โดยหนอนพยาธิหัวใจ Dirofilaria spp. พบแบคทีเรียใน Supergroup 
C และหนอนพยาธิ Brugia spp. พบแบคทีเรียใน supergroup D ซึ่งแบคทีเรีย Wolbachia ที่พบนี้
เป็น symbiosis bacteria ที่มีความส าคัญส าหรับการด ารงชีวิตของหนอนพยาธิหัวใจซึ่งถ้าขาด
แบคทีเรียนี้ไปหนอนพยาธิก็จะไม่สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ (64, 68, 69) โดยในหนอนพยาธิหัวใจนั้น
สามารถพบแบคทีเรีย Wolbachia ได้ในส่วนของ hypodermal cord (68) และภายในอวัยวะของ
ระบบสืบพันธุ์เพศเมีย เช่น ovaries, oocytes, oogonia และ embryos เป็นต้น (รูปที่ 13) (70-72) 
แต่ไม่พบในระบบสืบพันธุ์เพศผู้ (73) เนื่องจากแบคทีเรีย Wolbachia มีการถ่ายทอดทางมารดา 
(vertical transmission) ไปสู่ลูกผ่านทางไซโทพลาสซึมของไข่ซึ่งจะไม่ผ่านทางสเปิร์ม (74, 75) 
สามารถพบแบคทีเรียนี้ได้ในทุกระยะของวงชีวิตหนอนพยาธิหัวใจ (10, 71) โดยจะมีจ านวนของ
แบคทีเรียในแต่ละระยะแตกต่างกันในระยะไมโครฟิลาเรีย ระยะตัวอ่อน L2 และ L3 ที่มีการเจริญ
พัฒนาในยุงจะมีจ านวนคงที่แต่จะมีจ านวนเพิ่มมากข้ึนอย่างรวดเร็วในระยะติดเชื้อ L3 ระยะ L4 และ
ระยะตัวเต็มวัยซึ่งเป็นระยะที่มีการเจริญหลังการติดเชื้อภายในโฮสต์ (70) โดยแบคทีเรียชนิดนี้จะมี
บทบาทส าคัญต่อหนอนพยาธิหัวใจ เช่น การเจริญในระยะต่าง ๆ (biological development) การ
ด ารงชีวิตรอดภายในเซลล์ของโฮสต์ (survival) การสืบพันธุ์ (reproduction) รวมถึงการแลกเปลี่ยน
สารระหว่างกัน (metabolite sharing) เป็นต้น โดยมีการศึกษาในระดับ Transcriptomic ทั้งใน
หนอนพยาธิหัวใจและแบคทีเรียซึ่งมีการแสดงออกของยีนในลักษณะที่ส่งเสริมซึ่งกันและกัน 
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(coordinated gene expression) โดยพบว่าแบคทีเรียมีการเพ่ิมระดับการแสดงออกของกลุ่มยีนที่
จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของหนอนพยาธิ เช่น riboflavin, heme, De novo nucleotide (purine & 
pyrimidine), T4SS และ lipid II เป็นต้น (76) แต่กลับพบระดับการแสดงออกของ กลุ่มยีนเหล่านี้
ลดลงในหนอนพยาธิ ในลักษณะเดียวกันหนอนพยาธิก็จะมีการเพ่ิมระดับการแสดงออกของกลุ่มยีนซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการสร้างสารที่จ าเป็นต่อการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย เช่น folate, isoprenoid และกรด  
อะมิโนบางชนิด (10, 76) ไว้เช่นกัน และกลุ่มยีนเหล่านี้กลับพบว่ามีการแสดงออกลดลงภายใน
แบคทีเรีย จากข้อมูลดังกล่าวนี้สามารถอธิบายได้ว่าสิ่งมีชีวิตทั้งสองชนิดนี้อาจมีวิวัฒนาร่วมกัน โดยมี
การปรับระดับการแสดงออกของยีนให้สอดคล้องกันเพ่ือให้สามารถอยู่ร่วมกันได้อย่างจ าเพาะและเอ้ือ
ประโยชน์ต่อกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 13 แบคทีเรีย Wolbachia ที่พบในหนอนพยาธิตัวเต็มวัยเพศเมีย 
(A) แบคทีเรียที่พบใน hypodermal cord (Fenn & Blaxter, 2004) (B) แบคทีเรียที่พบใน ovary 
และ lateral cord (สีแเดง) (C) hypodermal cord ของ B .malayi (D) lateral cord ของ D. 
immitis เพศผู้ (OC) (E) microfilaria และ (F) ovaries ของ D. immitis (C: Cuticle , G: Gut, LC: 
Lateral cord, OV: ovary ) (Slatko et al., 2010) 

A B 

C D 

E E 
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ตารางที่ 2 การแพร่กระจายของแบคทีเรีย Wolbachia ในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย 
 

Family Subfamily Genus Presence Absence 
Onchocercidae Dirofilariinae Dirofilaria D. immitis - 

  D. repens  
 Loa  - L. loa  

 Foleyella - F. furcata 
Onchocercinae Brugia  B. malayi - 

  B. pahangi  

  B. timori  
 Wuchereria W. bancrofti - 

 Litomosoides L. 
sigmodontis 

L. yutajensis  

  L. 
brasileiensis 

 

  L. galizai  

  L. hamletti  

 Onchocerca  O. volvulus O. flexuosa  
  O. ochengi 

O. lienalis 
 

  O. gutturosa  

  O. gibsoni  
  O. lupi  

  O. cervicalis  
 Mansonella  M. ozzardi  M. perstans  

 Acanthocheilonema  - A. viteae 
    A. reconditum 

Setarinae Setaria  - S. equine 
   S. 

labiatopapillosa 
   S. tundra 

Filariidae  Filarinae  Filaria  - F. martis 
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     2.3.3 บทบาทของแบคทีเรีย Wolbachia ต่อการรักษาโรค 
    จากความสัมพันธ์ระหว่างหนอนพยาธิกับแบคทีเรีย Wolbachia สามารถน ามาใช้ 
เป็นประโยชน์ต่อการพัฒนายา (drug development) และการเลือกใช้ยาเพ่ือรักษาโรคหนอนพยาธิ
หัวใจและควบคุมประชากรของหนอนพยาธิในโฮสต์ โดยการใช้ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) ซึ่งจะส่งผล
ต่อแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิกลุ่มนี้โดยตรง เช่น ยาปฏชิีวนะ doxycycline, 
tetracycline, oxytetracycline และ rifampicin เป็นต้น ยาปฏิชีวนะกลุ่มนี้จะมีผลต่อการลด
จ านวนแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ ลดการเจริญพัฒนาของตัวอ่อน ยับยั้งการเจริญลอกคราบ
ของตัวอ่อนระยะ L3 เป็น L4 และมีผลทางอ้อมสามารถช่วยก าจัดประชากรของหนอนพยาธิในโฮสต์
ได้ (14, 15, 77) แต่ยาจะให้ผลลัพธ์ที่แตกต่างกันในหนอนพยาธิแต่ละสายพันธุ์ (ตารางที่ 3) โดยมี
การศึกษาการใช้ยาปฏิชีวนะ doxycycline และ tetracycline ในสุนัขท่ีป่วยเป็นโรคหนอนพยาธิ
หัวใจ พบว่าการให้ยาชนิดนี้มีผลต่อการลดจ านวนตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียในกระแสเลือดของสุนัข 
ลดจ านวนของแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ ซึ่งท าให้เกิดการยับยั้งการเจริญของตัวอ่อนระยะ
ต่าง ๆ และมีส่วนท าให้พยาธิตัวเต็มวัยเพศเมียเป็นหมัน รวมถึงท าให้พยาธิสภาพของอวัยวะต่าง ๆ ใน
สัตวที่ติดเชื้อลดลงได้ (78) มีการรักษาโดยใช้ยา tetracycline พบว่าสามารถยับยั้งการพัฒนาของตัว
อ่อน ก าจัดตัวอ่อนระยะติดต่อ L3 และหยุดการเจริญพัฒนาในตัวเต็มวัยของหนอนพยาธิ D. immitis 
(79), B. pahangi (80) และ L. sigmodontis ที่ติดเชื้อในสัตว์ฟันแทะได้ (81) ในแมวที่ติดเชื้อ O. 
ochengi ซึ่งก่อโรค nodule-dwelling รักษาโดยให้ยากลุ่ม oxytetracycline สามารถก าจัด
หนอนพยาธิตัวเต็มวัยได้ จากการใช้ยาปฏิชีวนะนี้ในการรักษาได้นั้น เนื่องจากยามีผลต่อการยับยั้งการ
แสดงออกของแบคทีเรียและลดจ านวนแบคทีเรียทีส่ าคัญในหนอนพยาธิลงได้ (64) นอกจากนี้มี
หนอนพยาธิฟิลาเรียบางสายพันธุ์ไม่สามารถใช้ยาปฏิชีวนะเหล่านี้รักษาได้ เนื่องจากไม่พบหลักฐาน
การปรากฏของแบคทีเรีย Wolbachia ที่อยู่ในหนอนพยาธิ เช่น L. loa หนอนพยาธิก่อโรคในคน A. 
viteae ในกลุ่มสัตว์ฟันแทะ A. recondium ในสัตว์กินเนื้อ (carnivore) L. yutajensis ในค้างคาว 
F. furcate ในกลุ่มสัตว์เลื้อยคลาน (53, 82) และ O. flexuosa ในกวาง (83) เป็นต้น 
 จากการเลือกใช้ยาปฏิชีวนะดังกล่าวในสัตว์ที่มีการติดเชื้อหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียนั้นมีผลต่อ 
การเลือกใช้ยากลุ่มนี้เพ่ือป้องกันและควบคุมการติดเชื้อหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียที่มีโอกาสน าโรคสู่คน 
เช่นกัน โดยมีการทดลองให้ยา doxycycline ในผู้ป่วยโรค Onchocerciasis เพ่ือก าจัดแบคทีเรียใน
หนอนพยาธิ O. volvulus ซึ่งสามารถก าจัดหนอนพยาธิตัวเต็มวัย ยับยั้งการพัฒนาของตัวอ่อน การ
สืบพันธุ์และการมีชีวิตรอดของหนอนพยาธิได้ในคน (84-86) การรักษาในผู้ป่วยโรคเท้าช้าง 
(lymphatic filariasis) โดยใช้ยา doxycycline สามารถลดจ านวนแบคทีเรียในหนอนพยาธิได้ถึง 95 
% ซึ่งมีผลต่อการก าจัดตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียได้ (87) ดังนั้นปัจจุบันในทางการสัตวแพทย์และ
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ทางการแพทย์จึงได้มีการน ายาปฏิชีวนะมาใช้เพื่อการรักษาโรค รวมทั้งให้ยาปฏิชีวนะ doxycycline 
ร่วมกับยา ivermectin เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการก าจัดหนอนพยาธิหัวใจได้ดียิ่งขึ้น (88)  
 

ตารางที่ 3 ผลของการใช้ยาปฏิชีวนะ (antibiotic treatments) ในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย 
 
Drug Specises Stages Animal 

models 
       Result Reference 

Doxycycline D. immitis microfilaria canine reduced microfilaraemia (Rossi et al., 2010)  

adults canine Inhinit embryogenesis (Bandi et al., 1999)  

L. sigmodontis adults BALB/c 
mice 

Decrease Wolbachai 
levels in worms, Worm 
growth retardation, 
infertility  

(Volkmann et al., 2003) 

W. bancrofti microfilaria human reduced microfilaraemia (Debrah et al., 2006) 

O. volvulus adults human Inhinit embryogenesis, 
reduced adult worm 

(Hoerauf et al., 2000)  

Tetracycline D. immitis adults canine Inhinit embryogenesis (Genchi et al., 1998)  

B. pahangi Pre-adult  Jirds Decrease microfilaria 
levels, inhibit 
embryogenesis  

(Bandi et al., 1999)  

Infective 
larvae 

Jirds Prophylaxis (Bosshardt et al., 1993)  

Mosquito Inhinition of growth and 
development 

(Sucharit et al., 1978)  

B. malayi microfilaria Mastomys 
mice 

Decrease microfilaria 
levels, macrofilaricidal 
effect, infertility  

(Bajpai et al., 2005)  

L. sigmodontis Pre-adult BALB/c 
mice 

Worm growth retardation, 
infertility  

(Hoerauf et al., 1999)  

adults Jirds Decrease microfilaria 
levels  

(Hoerauf et al., 1999)  

Oxytetracycline  D. immitis adults canine Inhinit embryogenesis (Genchi et al., 1998)  

B. pahangi adults Jirds reduction in adult 
recovery, Inhinit 
embryogenesis  

(Townson et al., 2000)  

O. lienalis microfilaria CBA mice  Microfilaricidal effect, 
Partial macrofilaricidal 
effect  

(Townson et al., 2000) 

feline macrofilaricidal effect (Townson et al., 2000) 

adults Bovine  Microfilaricidal effect (Langworthy et al., 2000)  

feline Microfilaricidal effect (Townson et al., 2000) 

O. ochengi adults feline Inhinit embryogenesis (Bandi et al., 2001) 
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ตารางที่ 3 ผลของการใช้ยาปฏิชีวนะ (antibiotic treatments) ในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย (ต่อ) 
 

Drug Specises Stages Animal 
models 

       Result Reference 

Rifampicin O. lienalis microfilaria Jirds Microfilaricidal effect (Townson et al., 2000) 

L. sigmodontis adults BALB/c mice Decrease Wolbachai 
levels in worms, Worm 
growth retardation, 
infertility 

(Townson et al., 2000) 

B. pahangi adults Jirds reduction in adult 
recovery, Inhinit 
embryogenesis 

(Townson et al., 2000) 

Chloramphenico O. lienalis microfilaria Jirds macrofilaricidal effect (Townson et al., 2000) 

B. pahangi adults Jirds No effect (Townson et al., 2000) 

L. sigmodontis adults BALB/c mice No effect (Hoerauf et al., 2000) 

Penicillin G  L. sigmodontis adults BALB/c mice No effect (Hoerauf et al., 1999) 

Erythromycin  L. sigmodontis adults BALB/c mice No effect (Hoerauf et al., 1999) 

 
 

2.4 การวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาของหนอนพยาธิและแบคทีเรีย Wolbachia 
      การตรวจวินิจฉัยหนอนพยาธิหัวใจในขั้นเบื้องต้นมักเริ่มจากการตรวจหาระยะไมโครฟิลาเรียที่อยู่
ในเลือดของสุนัขโดยการท าฟิล์มเลือด (blood smear) และย้อมสี Giemsa เพ่ือดูจ านวนและ
ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สามารถศึกษาลักษณะรูปร่าง วัดขนาดความกว้าง ความยาว 
cephalic space, nerve ring, excretory และ vesicle ตลอดจนลักษณะนิวเคลียสของไมโครฟิ
ลาเรียเพื่อจ าแนกตวัอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ (รูปที่ 14) ซึ่งวิธีนี้เป็นวิธีพ้ืนฐานที่ท าได้
ง่าย สะดวก ให้ผลเร็ว ใช้ต้นทุนต่ า แต่การท าแผ่นฟิล์มเลือดอาจระบุได้เพียงว่าเป็นตัวอ่อนระยะไม
โครฟิลาเรียในสกุล Dirofilaria spp. หรือ Brugia spp. เป็นต้น แต่ไม่สามารถระบุสายพันธุ์ของ
หนอนพยาธิได้อย่างชัดเจน จึงน าเทคนิคทางอณูชีววิทยาเข้ามาเพ่ือศึกษาจ าแนกสายพันธุ์และ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิ รวมถึงตรวจหาแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ โดย
การน าดีเอ็นเอมาใช้เป็นเครื่องหมาย (DNA marker) ซึ่งสามารถศึกษาได้ทั้งต าแหน่งยีนบนดีเอ็นเอใน
นิวเคลียส (nuclear DNA) และต าแหน่งยีนบนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA)  
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รูปที่ 14 แผ่นฟิล์มเลือดที่พบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ 

(A, B, C) Dirofilaria spp. (Reschke, 2018; Al-Abd et al., 2015) (D, E) Brugia spp. (Lui, 
2012; Chansiri et al., 2002) และ (F) Wuchereria bancrofti (Pritt, 2010: online) 

 
2.4.1 การตรวจในหนอนพยาธิ 

      ต าแหน่งยีนบนดีเอ็นเอในนิวเคลียส (Nuclear gene) เช่น ITS1, ITS2, 18s rRNA และ 
28S เป็นต้น ยีนในกลุ่มนี้จะมีความผันแปรสูงระหว่างสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต มีชุดยีนซ้ าจ านวนมาก 
(high copy number) และเรียงซ้ าอยู่ในทิศทางเดียวกันตลอด (tandem repeat) มีบริเวณอนุรักษ์ 
(conserved regions) ง่ายต่อการเพ่ิมปริมาณ (amplify) มีความหลากหลายของพันธุกรรมสูงจึง
นิยมใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยมีการศึกษา
หนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียจากแมวในไทย เมื่อปี ค.ศ. 2006 อาศัยวิธี PCR-RFLP ศึกษาบนต าแหน่ง 
ITS1 แล้วตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Ase I โดยที่ ต าแหน่งนี้สามารถจ าแนกหนอนพยาธิได้ 4 ชนิด 
คือ B. pahangi, B. malayi, D. immitis และ D. repens (89) มีรายงานการศึกษาในประเทศอิตาลี
เมื่อปี ค.ศ. 2012 อาศัยต าแหน่ง ITS2 เพ่ือตรวจหาหนอนพยาธิจากเลือดของสุนัขท่ีเป็นโรคพยาธิ
หัวใจโดยอาศัยเทคนิค Duplex real-time PCR สามารถจ าแนกสายพันธุ์ของหนอน พยาธิได้เป็น D. 
immitis และ D. repens (90) นอกจากนี้มีการตรวจหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียจากคนไข้และเลือด
ของสุนัขในประเทศฮ่องกงด้วยต าแหน่ง ITS1 ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลได้เป็นหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. 
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immitis และ D. repens (91) จากการศึกษาโดยอาศัยต าแหน่งยีนบนดีเอ็นเอในนิวเคลียสเพ่ือ
ตรวจหาหนอนพยาธิหัวใจนั้นสามารถใช้ตรวจวิเคราะห์จ าแนกสายพันธุ์ของหนอนพยาธิได้ดี 

ต าแหน่งยีนบนดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรีย (mitochondrial DNA) เช่น COI, COII, COIII, 12s 
rDNA และ Cytochrome b เป็นต้น พบว่ายีนส่วนนี้มีคุณสมบัติการถ่ายทอดพันธุกรรมผ่านทาง
มารดา (marternal inheritance) ซึ่งเป็นข้อดีส าหรับการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรและการใช้ยีน
ในไมโตคอนเดรียเพ่ือเป็นเครื่องหมาย (DNA marker) มีชุดยีนซ้ าจ านวนมากในแต่ละเซลล์ (high 
copy number) มีอัตราการกลายพันธุ์ต่ า (mutation rate) จากความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ยีนในไมโตคอนเดรียเหมาะต่อการน ามาศึกษาในสิ่งมีชีวิตได้ดีเช่นกัน ซึ่งมีการศึกษาในประเทศอิตาลี
เมื่อปี ค.ศ. 2012 โดยตรวจหาหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียจากตัวอย่างเลือดของสุนัขและแมวด้วยวิธี 
nested PCR และ Real-time PCR บนต าแหน่งยีน COI ผลการวิเคราะห์จากยีนในต าแหน่งนี้
สามารถจ าแนกได้เป็นหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis (92) และ ในปีเดียวกันนี้มีการตรวจสุนัขที่
เป็นโรคหนอนพยาธิหัวใจด้วยวิธี Duplex real-time PCR ซึ่งสามารถจ าแนกสายพันธุ์ของหนอน 
พยาธิ D. immitis และ D. repens ได้โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน COI (90) มี
รายงานการตรวจหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. ในคนไข้ท่ีประเทศยูเครนเมื่อปี ค.ศ. 2015 โดยพบ
หนอนพยาธิที่เนื้อเยื่อชั้นใต้ผิวหนังและที่บริเวณดวงตา แล้ววิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน 
12s rRNA ซ่ึงสามารถระบุชนิดของหนอนพยาธิได้เป็น D. immitis และ D. repens จากการศึกษานี้
จัดเป็นข้อมูลระบาดวิทยาทางโรค dirofilariasis ซึ่งสามารถติดต่อสู่คนได้ (93) นอกจากนี้มีการศึกษา
ที่สหรัฐอเมริกาในปี ค.ศ. 2017 ตรวจหาระยะไมโครฟิลาเรียในสุนัขที่สงสัยว่าเป็นโรคหนอนพยาธิ
หัวใจซึ่งพบระยะไมโครฟิลาเรียในเลือด น้ าในช่องท้อง และปัสสาวะของสุนัข แล้วน าตัวอย่างเหล่านั้น
มาตรวจยืนยันผลด้วยวิธี Multiplex PCR อาศัยต าแหน่งยีน COI ผลการวิเคราะห์พบว่าระยะไมโครฟิ
ลาเรียของทุกตัวอย่าง คือ หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis (94) ในการศึกษาหนอนพยาธิด้วย
ต าแหน่งยีนในไมโตคอนเดรียส่วนใหญ่มักนิยมใช้ยีน COI ซึ่งสามารถใช้ตรวจวิเคราะห์ได้อย่างแม่นย า
และใช้ศึกษาจ าแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนพยาธิได้ดี 

 
  2.4.2 การตรวจในแบคทีเรีย Wolbachia 

          การศึกษาจ าแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรียที่อาศัยในหนอนพยาธิ
นิยมตรวจด้วยยีน 16S rDNA, dnaA, groEL, gltA, FtsZ และ wsp เป็นต้น โดยยีน FtsZ 
(filamenting temperature sensitive mutant Z) เป็นยีนที่สามารถน ามาใช้ในการจ าแนกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยยีนดังกล่าวสร้างโปรตีน 
FtsZ ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการแบ่งเซลล์ (cell division) มี Z ring เป็น
โครงสร้างวงแหวนที่ช่วยควบคุมเวลาและต าแหน่งของการแบ่งเซลล์ ช่วยกระตุ้นการสร้างผนังเซลล์
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ของแบคทีเรีย เป็นยีนที่มีชุดยีนซ้ ากันจ านวนมาก (high copy number) ง่ายต่อการเพ่ิมจ านวน
พบว่ามีการแสดงออกในทุกระยะของวงชีวิตหนอนพยาธิ โดยเฉพาะตัวอ่อนระยะที่สี่ (L4) และตัวเต็ม
วัยเพศเมีย (10, 76, 95) สามารถใช้เป็นเครื่องหมายในการจ าแนกแบคทีเรียได้ดี รวมถึงมีความ
หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์และใช้ตรวจได้ง่าย (96) โดยมีการศึกษาในหนอนพยาธิกลุ่มฟิ
ลาเรียและแบคทีเรีย Wolbachia จากตัวอย่างเลือดแมวอาศัยวิธี nested PCR และ Real-time 
PCR บนต าแหน่งยีน FtsZ พบว่ายีนต าแหน่งนี้สามารถจ าแนกแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ใน
หนอนพยาธิ D. immitis ได้ (92) มีการตรวจหาหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. ในสุนัขจรจัดที่
ประเทศตุรกีรวมถึงตรวจหาแบคทีเรีย Wolbachia โดยอาศัยวิธี PCR ที่ต าแหน่งยีน wsp ซ่ึงยนี
ต าแหน่งนี้ก็สามารถจ าแนกแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิได้ (89) นอกจากนี้มีการ
จ าแนกแบคทีเรีย Wolbachia ของหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียในวงศ์ย่อย Dirofilariinae: D. immitis 
และ D. repens และหนอนพยาธิในวงศ์ย่อย Onchocercinae: A. viteae, B. malayi, B. 
pahangi, L. sigmodontis, O. gutturosa, O. gibsoni, O. ochengi และ W. bancrofti บน
ต าแหน่งยีน FtsZ ซึ่งตรวจพบแบคทีเรียที่อยู่ในหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียนี้ได้ทุกสายพันธุ์ยกเว้น A. 
viteae และสามารถจ าแนกแบคทีเรียของหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียเป็น supergroup C และ D ได ้
(68)  
  จากข้อมูลดังกล่าวท าให้สนใจศึกษาหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียเป็นสาเหตุของโรคหนอนพยาธิ
หัวใจในสุนัขและตรวจหาแบคทีเรีย Wolbachia spp. ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิกลุ่มนี้ ซึ่งจ าแนกโดย
อาศัยเทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาในการตรวจหนอนพยาธิจะศึกษา 2 ต าแหน่ง คือ Internal 
transcribed spacer 1 (ITS1) และ Cytochrome c oxidase subunit l (COI) และการตรวจ
แบคทีเรียศึกษาที่ต าแหน่งยีน Filamenting temperature sensitive mutant Z (FtsZ) และ
วิเคราะห์ผลความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการ เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลในงานวิจัย
อ่ืน ๆ ต่อไป  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
      งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชงิพรรณนา (Descriptive study) โดยได้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมใน
สัตว์ทดลองและอนุมัติโดยคณะกรรมการก ากับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์ทดลองของคณะแพทยศาสตร์ 
จากคณะกรรมกาจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่รับรอง 015/2561 
3.2 กลุ่มประชากรเป้าหมาย 
      รับตัวอย่างแผ่นฟิล์มเลือดและตัวอย่างเลือดที่สกัดเป็นดีเอ็นเอส าเร็จรูปแล้ว จากโครงการก่อน
หน้านี้ของ ศ. ดร. นพ. เผดจ็ สิริยะเสถียร (เลขท่ีโครงการวิจัย 006/2558) ซึ่งเป็นการใช้ตัวอย่าง
ต่อเนื่องสกัดจากเลือดสุนัขเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลที่สงสัยว่าเป็นโรคหนอนพยาธิหัวใจซึ่ง
เข้ามาตรวจที่โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
   3.2.1 การค านวณขนาดของประชากร 
  การค านวณขนาดตัวอย่างเพ่ือศึกษาหนอนพยาธิหัวใจ Dirofilaria spp. ในเลือด
ของสุนัขรวมถึงแบคทีเรียที่อยู่ในหนอนพยาธิ ซึ่งจะอาศัยข้อมูลจากงานวิจัยก่อนหน้าของ Turba et 
al (2012) (92) ที่ศึกษาเกี่ยวกับหนอนพยาธิหัวใจและแบคทีเรียมาเป็นข้อมูลเปรียบเทียบซึ่งมีค่า
เท่ากับ 9 % โดยขนาดตัวอย่างที่ต้องการศึกษาครั้งนี้ค านวณได้จากสูตรดังนี้ 

   n = 
  

   ⁄        

   

   n = 
                         

      
 

   n = 31.46 
 โดยการศึกษาครั้งนี้ได้รับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดสุนัขที่สงสัยว่าโรคหนอนพยาธิหัวใจ
จ านวน 57 ตัวอย่าง สามารถใช้เป็นตัวแทนในการศึกษาความหลากหลายของหนอนพยาธิหัวใจสุนัข
ในเขตกรุงเทพและปริมณฑล 

  โดย n = ขนาดตัวอย่าง 

   α = ค่าความผิดพลาดในการสรุปผลอ้างอิงจากตัวอย่างสู่ประชากร  

   Z = confidence coefficient ได้จากระดับความเชื่อมั่นที่ก าหนด (1-α)  

         ก าหนดค่าความเชื่อม่ันที่ 95% หรือ α = 0.05 (   ⁄ = 1.96)  

   P = ค่าสัดส่วนจากการศึกษาที่ผ่านมา  

   e = ค่าความคลาดเคลื่อนสูงสุดที่ยอมรับได้ระหว่างสัดส่วนในประชากร  

            ก าหนดให้ e = 0.1 (ยอมรับให้เกิดความคลาดเคลื่อนได้ 10%) 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3.3 เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
     3.3.1 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1.) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) รุ่น Master Cyclern PROS บริษัท 
eppendrof® ประเทศเยอรมนี  

2.) เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) รุ่น Venti บริษัท GenPlus® ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

3.) เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ Incubator shaker รุ่น Innova®43 บริษัท eppendrof® 
ประเทศเยอรมนี  

4.) เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Centrifuge 5430 R บริษัท eppendrof® 
ประเทศเยอรมนี  

5.) เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Centrifuge 5417 R บริษัท eppendrof® 
ประเทศเยอรมนี  

6.) เครื่องเขย่าผสมสาร Vortex รุ่น FINEVORTEX (FinePCR) ประเทศเกาหลี  
7.) เครื่อง Dry bath Incubator บริษัท Cleaver Scientific® ประเทศสหรัฐอเมริกา  
8.) เครื่อง gel electrophoresis รุ่น Biorad sub-cell® RT บริษัท Bio-Rad® ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
9.) เครื่องรันเจล PAGE รุ่น MiniProtein 3 cell บริษัท Bio-Rad® ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10.) เครื่องถ่ายรูป gel documentation รุ่น Gel Doc™ XR บริษัท Bio-Rad® ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
11.)  เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม spectrophotometer รุ่น Nanodrop 2000c บริษัท 

Thermo scientific® ประเทศสหรัฐอเมริกา  
12.)  เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเชื้อ) รุ่น HIRAYAMA HA-3D ประเทศญี่ปุ่น 
13.)  เครื่อง Autoclave (ตู้นึ่งฆ่าเชื้อ) รุ่น HVE-50 ประเทศญี่ปุ่น 
14.)  เครื่องไมโครเวฟ, รุ่น LG บริษัท LG ประเทศจีน  
15.)  ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 °C รุ่น LG บริษัท LG® ประเทศไทย  
16.)  ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 °C รุ่น Whirlpool บริษัท Sanyo® ประเทศไทย  
17.) ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 °C รุ่น Forma 900 series บริษัท Thermo scientific® ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  
18.)  เครื่องชั่งน้ าหนักทศนิยม 2 ต าแหน่ง รุ่น Sarteriur ประเทศเยอรมนี  
19.)  ตู้ปรับอุณหภูมิสาหรับเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย บริษัท Memmert  
20.)  ตู้สาหรับเตรียมสาร PCR (PCR cabinet) รุ่น PCR-01 ประเทศไทย  
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     3.3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1.) หลอด micro centrifuge ขนาด 1.5 ml บริษัท ExtraGene,Inc®  
2.) หลอด PCR ขนาด 0.2 ml บริษัท ExtraGene,Inc®  
3.) หลอด centrifuge ขนาด 15 และ 50 ml  
4.) ปิเปตทิป ขนาด 0.1-10, 200 และ 1000 µl  
5.) ขวดแก้วสาหรับเตรียมสารเคมี ขนาด 100, 500 และ 1000 ml  
6.) จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish)  
7.) Loop เขี่ยเชื้อ และ spreader  
8.) ตะเกียงแอลกอฮอล์  
9.) หลอดหยด (dropper)  
10.)  ปากคีบ (forceps)  
11.)  ถุงมือยาง  
12.)  กล่องโฟมส าหรับใส่น้ าแข็ง  
13.)  นาฬิกาจับเวลา  
14.)  กระดาษทิชชูส าหรับท าความสะอาด  
15.)  กรรไกร 
16.)  พาราฟิล์ม (parafilm) 

 
     3.3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1.) ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Invisorb® Spin Plasmid Mini Two บริษัท 
STRASTEC Molecular GmbH ประเทศเทศเยอรมนี)  

2.) ชุดโคลนส าหรับ PCR product บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา  
3.) ชุดสารเคมีในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา PCR บริษัท Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4.) สารเคมีส าหรับเตรียม gel electrophoresis  
5.) สารเคมีส าหรับเตรียม 10% native polyacrylamide gel electrophoresis 

6.) สารเคมีส าหรับเตรียม competent cell (E. coli สายพันธุ์ DH5α)  
7.) สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Luria-bertani (LB medium)  
8.) สารเคมีส าหรับเตรียมอาหาร SOB และ SOC medium  
9.) Ethanol ความเข้มข้น 70% และ 95% 
หมายเหตุ: รายละเอียดและวิธีการเตรียมสารเคมีแสดงในภาคผนวก 
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3.4 โปรแกรมส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูล 
 3.4.1 โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Version 7.2.6 เป็นโปรแกรมที่ใช้
ในการรวบรวมข้อมูลและวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไดท์ (sequence alignment) และ
สามารถวิเคราะห์ความเหมือนและความตา่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยแสดงคา่เป็น sequence 

identity matrix   
 3.4.2 โปรแกรม Molecular Evolution Genetic Analysis Version 10 (MEGAX) เป็น
โปรแกรมท่ีใช้ส าหรับสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
ล าดับวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 
 3.4.3 โปรแกรม Nucleotide blast (BLASTN) เป็นโปรแกรมออนไลน์ที่ใช้ในการวิเคราะห์
ความเหมือนและความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์เทียบกับฐานขอ้มูล NCBI (GenBank) 
3.4.4 โปรแกรม BankIt เป็นโปรแกรมออนไลน์ที่ใช้ส าหรับส่งล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือขอเลขทะเบียน 
(accession number) เพ่ือเผยแพร่ล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูล GenBank  

3.5 วิธีด านินการวิจัย 
      3.5.1 การเก็บตัวอย่าง 
     รับตัวอย่างแผ่นฟิล์มเลือดและตัวอย่างเลือดที่สกัดเป็นดีเอ็นเอส าเร็จรูปแล้ว จากโครงการ
ก่อนหน้านี้ของ ศ. ดร. นพ. เผด็จ สิริยะเสถียร (เลขท่ีโครงการวิจัย 006/2558) ซึ่งเป็นการใช้ตัวอย่าง
ต่อเนื่องสกัดจากเลือดสุนัขเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ที่สงสัยว่าเป็นโรคหนอน พยาธิหัวใจซึ่ง
เข้ามาตรวจที่โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

     3.5.2 การวัดค่าดูดกลืนแสงเพื่อหาปริมาณและประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอ 
    น าดีเอ็นเอส าเร็จรูปที่ได้รับมาไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
(nanodrop 1000 spectrophotometer; thermo scientific, USA) โดยเครื่องจะวัดค่าดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 260 nm (ความ ยาวคลื่นที่ดีเอ็นเอสามารถดูดกลืนแสงได้มากที่สุด) และความ
ยาวคลื่น 280 nm แล้วน าค่าที่ได้มาค านวณหา ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอ จากสูตร ความ

เข้มข้นของดีเอ็นเอ (l/ml) = A260  x 50 x dilution faction ซ่ึงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260 nm ที่วัดได้จะน ามาประมวลผลโดยเทียบกับค่าความยาวคลื่น 280 nm (A260 /A280) เพ่ือ
ประเมินความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ โดยดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีอัตราส่วน (A260/A280) อยู่ในช่วง 
1.8-2.0 หากค่าที่วัดได้ต่ ากว่าช่วงดังกล่าวดีเอ็นเอที่สกัดได้อาจจะมีโปรตีนและฟีนอลปะปนอยู่ใน
สารละลายดีเอ็นเอ แต่ถ้าค่าท่ีวัดได้มากกว่า 2.00 แสดงว่ามีการปนเปื้อนของ RNA อยู่ 
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3.5.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
        ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (microscopic examination) จากตัวอย่างแผ่นฟิล์มเลือดที่ย้อมสียิมซ่า (Giemsa stain) 
ได้รับมาจ านวน 57 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับคู่มือการจ าแนกหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรีย (97-99) 

3.5.4 การเพิ่มจ านวนยีนเป้าหมายด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ 
3.5.4.1 การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 หนอนพยาธิ 

            ขั้นตอนการคัดลอกชิ้นส่วนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ ITS1 แล้วเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนนี้ให้
มากพอส าหรับขั้นต่อไป โดยอาศัยการท างานร่วมกับไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อบริเวณ ITS1 
ออกแบบ โดย Nuchprayoon และคณะ (2005) (100) คือ ITS1-F: 5’-GGTGAACCTGCGGAAGGA 
TC-3’, ITS1-R: 5’-GCGAATTGCAGACGCATTGAG-3’ โดยใช้สารละลายในสัดส่วนที่พอเหมาะ 
(ตารางที ่4) และท าการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน ITS1 ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (ตารางที่ 5) เมื่อเสร็จ

เรียบร้อยทุกขั้นตอนจึงเก็บผลผลิต PCR ไว้ที ่2-8C จนกว่าจะน ามาใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 
ตารางที่ 4 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมจ านวนบริเวณ ITS1 

ส่วนประกอบ ปริมาตร  ) l) 

      10X PCR buffer 2.5 
      25 mM MgCl2 2.5 
      2 mM dNTP 2.5 

      10 M forward primer 0.4 

      10 M reverse primer 0.4 

      Taq DNA polymerase (5U/l) 0.2 

      DNA template 5.0 
      ddH2O 11.5 

รวม 25.0 
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ตารางที่ 5 แสดงขั้นตอน PCR (thermal cycle condition) ในการเพ่ิมจ านวนบริเวณ ITS1 

 
3.5.4.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณ COI 

              ขั้นตอนการคัดลอกและเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณยีน COI เป็นยีนใน
ไมโตคอนเดรียของหนอนพยาธิให้มีจ านวนมากพอร่วมกับไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อช่วงยีน COI 
ซึ่งออกแบบโดย Casiraghi และคณะ (2001) (101) คือ COI-int-F: 5’-TGATTGGTGGTTTTGGTA-
3’, COI-int-R: 5’-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3’ โดยใช้สารละลายในสัดส่วนที่พอเหมาะ 
(ตารางที ่6) แล้วเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (ตารางที ่7) เมื่อเสร็จเรียบร้อย

ทุกขั้นตอนจึงเก็บ PCR product ไว้ที ่2-8C จนกว่าจะน ามาใช้ในขั้นตอนต่อไป 

 
ตารางที่ 6 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมจ านวนยีน COI 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร   ) l) 

      10X PCR buffer 2.0 
      25 mM MgCl2 1.2 
      2 mM dNTP 1.6 

      1 M forward primer 2.0 

      1 M reverse primer 2.0 

      Taq DNA polymerase (5U/l) 0.2 

      DNA template 2.0 
      ddH2O 9.0 

รวม 20.0 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ (cycle) 

Initial denaturation 94 5 นาที 1 
PCR step 

- Denaturation 

- Annealing 

- Extension 

 
94 
58 
72 

 
30 วินาที 
30 วินาท ี
45  วินาที 

 
 

 

Final extension 72 10 วินาท ี 1 
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ตารางที ่7 แสดงขั้นตอน PCR (thermal cycle condition) ในการเพ่ิมจ านวนจ านวนยีน COI 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ(cycle) 

Initial denaturation 94 3 นาที 1 
PCR step 

- Denaturation 

- Annealing 

- Extension 

 
94 
52 
72 

 
45 วินาที 
45 วินาท ี
90 วินาที 

 
 

 

Final extension 72 7 นาท ี 1 

 
3.5.4.3 การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณ FtsZ ของแบคทีเรีย 

            การตรวจหาแบคทีเรีย Wolbachia จะใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดของสุนัขแล้วท าการ
คัดลอกชิ้นส่วน ดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณ FtsZ ด้วยวธิี nested PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ
บริเวณนี้ ไพรเมอร์คู่ที่ 1 (first round) ; Wol1-fwd: 5’-CCTGTACTATATCCAAGAATTACTG-3’, 
Wol1-R: 5’-ACTATCCTTTATATGTTCCATAATTTC-3’ และไพรเมอร์คู่ที่ 2 (second round); 
Wol7-fwd: 5’-GGTGGAAATGCTGTGAATAAC-3’, Wol7-R: 5’-AGCACCGAGCCCTTTAG-3’ 
(92)  

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 15 แสดง Amplicons ในการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณ FtsZ ด้วย nested PCR 

 40 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 38 

แล้วท าการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนบริเวณ FtsZ โดยเติมสารละลายที่มีองค์ประกอบกับสัดส่วนที่

เหมาะสม (ตารางที่ 8) และเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (ตารางที่ 9) ด้วยวิธ ี

Nested PCR เมื่อเสร็จในรอบแรก (first round) จะน า PCR product ที่ได้ไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ 

(DNA template) ในการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนต่อในรอบที่ 2 (second round) ต่อไป เมื่อเสร็จ

เรียบร้อยทุกขั้นตอนจึงเก็บ PCR product ที่ได้ ไว้ที่ 2-8C จนกว่าจะน ามาใช้ครั้งต่อไป 

 

ตารางที่ 8 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา Nested PCR ในการเพ่ิมจ านวนยีน FtsZ 

ส่วนประกอบ ปริมาตร  ) l) 

      10X PCR buffer 2.5 
      25 mM MgCl2 1.5 
      2 mM dNTP 2.0 
      300 nM forward primer 0.75 
      300 nM reverse primer 0.75 

      Taq DNA polymerase (5U/l) 0.2 

      DNA template 2.0 
      ddH2O 15.3 

รวม 25.0 
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ตารางที่ 9 แสดงขั้นตอน Nested PCR (thermal cycle condition) ในการเพิ่มจ านวนยีนFtsZ  
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ (cycle) 

รอบท่ี 1 (first round) 

Initial denaturation 95 4 นาที 1 

PCR step 

- Denaturation 

- Annealing 

- Extension 

 
94 
51 
72 

 
30 วินาที 
30 วินาท ี
30 วินาที 

 

 

Final extension 72 5 นาที 1 

รอบท่ี 2 (second round) 

Initial denaturation 95 4 นาที 1 
PCR step 

- Denaturation 

- Annealing 

- Extension 

 
94 
57 
72 

 
30 วินาที 
30 วินาท ี
30 วินาที 

 

 

Final extension 72 5 นาท ี 1 

 
3.5.5 การตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Agarose gel 
electrophoresis) 
 ตรวจสอบและวิเคราะห์ผลของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยให้ดีเอ็นเอที่
ต้องการจะตรวจสอบเคลื่อนที่คู่กับดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder) ในแผ่นเจล (1.5% 
Agarose gel) ภายใต้ กระแสไฟฟ้าที่ 100 Volts นาน 30-40 นาท ี จากนั้นน าเจลที่ได้มาย้อมด้วย
สารละลาย Ethidium bromide นาน 5 นาท ี แล้วล้างออกโดยแช่น้ านานประมาณ 20 นาท ี แล้ว
น ามาตรวจสอบผลเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (Gel Doc EQ system; Bio-Rad, CA) จะเห็นแถบ
ดีเอ็นเอเรืองแสงและเทียบขนาดกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานเพ่ือบอกขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ได ้ 
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3.5.6 การโคลนนิ่งเพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
3.5.6.1 การเชื่อมต่อผลิตภัณฑ์ PCR เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ (Ligation) 

            เมื่อเพ่ิมจ านวนยีนที่สนใจได้แล้ว (ITS1, COI, FtsZ) จะน า PCR product ที่ได้มา

เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวกเตอร์โดยใช้ pGEM-T Easy (Promega, USA) ส่วนประกอบที่ใช้ใน
ปฏิกิริยาแสดงดังตารางที่ 10 เมื่อน าสารละลายผสมด้วยกันทั้งหมดแล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 2 

ชั่วโมง หรือเก็บที่อุณหภูมิ 4C ประมาณ 16-18 ชั่วโมงได้ 
 
ตารางที่ 10 แสดงส่วนประกอบและสัดส่วนของสารที่ใช้ในขั้นตอน Ligation  
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร )l) 

   2x Rapid ligation buffer  2.5 

   pGEM-T Easy (50 ng/l) 0.5 

   T4 DNA ligase (U/l) 0.5 

   PCR product (50ng/l) 1.5 

รวม 5 

 
3.5.6.2 การถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเข้าสู่เซลล์ (Transformation) 

             การน าพลาสมิดสายผสมเข้าสู่เซลล์เริ่มจากการละลาย Competent cells 

(Escherichia coli; DH5α) โดยแช่ในน้ าแข็งเมื่อเซลล์ละลายจึงดูดแบ่งใส่หลอดที่มีพลาสมิดสายผสม

ที่เตรียมไว้หลอดละ 35 l  แล้ว บ่มไว้ในน้ าแข็งนาน 30 นาที จากนั้นถ่ายโอนพลาสมิดสายผสมเข้า 

Competent cells ด้วยกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) ที่อุณหภูมิ 42C นาน 50 วินาที แล้ว

แช่ลงน้ าแข็งทันทีนาน 2 นาที เติม SOC medium จนมีปริมาตรครบ 1000 l  แล้วน าไปบ่มบน

เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 170 rpm อุณหภูมิ 37C นาน 1-2 ชั่วโมง จากนั้นน า

สารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-gal) ปริมาตร 40 l และ 

Isopropyl -D-1 thiogalactopyranoside (IPTG) ปริมาตร 40 l มา spread ลงบน LB agar ที่

ผสมยา Ampicillin 100 g/ml ให้ทั่วจนแห้งแล้วน าเข้าตู้บ่มที่อุณหภูมิ  37C รอไว้จนครบเวลา 

จะน าเซลล์ที่ได้มา spread บน LB agar ที่ได้เตรียมไว้จนทั่วแล้วน าไปเข้าตู้บ่มอุณหภูมิ  37C นาน 
16-18 ชั่วโมง เพ่ือให้โคโลนีเจริญเติบโต 
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3.5.6.3 การคัดเลือกโคโลนี E. coli ที่ได้รับพลาสมิดสายผสม 

        จากคุณสมบัติของพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy จะมียีนที่ต้านต่อยาแอมพิซิลลิน 
(ampicillin) ดังนั้น เซลล์แบคทีเรีย E. coli ที่ได้รับพลาสมิดนี้สามารถเจริญได้บนอาหาร LB agar ที่
มียาแอมพิซิลลิน จึงสามารถคัดเลือกเซลล์ E. coli ที่เจริญแล้วได้รับพลาสมิดสายผสมออกจากเซลล์ที่ 
อาจปนเปื้อนจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ได ้ และคุณสมบัติของพลาสมิดนี้จะมีบริเวณ LacZ gene ซึ่งท า

หน้าที่ผลิตเอนไซม์ -galactosidase  ที่ย่อยสาร X-gal แล้วให้โคโลนีมีสีฟ้า โดยใช้คุณสมบัตินี้มา
คัดเลือกเซลล์ E. coli ที่ได้รับพลาสมิดที่มีชิ้นส่วนของยีนที่ศึกษาได้ โดยเซลล์ E. coli ที่ได้รับพลาสมิ
ดลูกผสมที่มีชิ้นส่วนของยีน ที่เราศึกษา (ITS1, COI, FtsZ) สามารถแทรกเข้าไปในส่วนของยีน LacZ 
ท าให้ส่วนของยีน LacZ แยกออก จากกันจึงไม่สามารถท างานและย่อย X-gal ได้ ท าให้โคโลนีของ
เซลล์ E. coli เจริญเป็นสีขาว ในทางตรงข้าม เซลล์ E. coli ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมที่ไม่มีชิ้นส่วนของ
ยีนที่ศึกษา ยีน LacZ จะยังคงท างานและย่อย X-gal ท าให้โคโลนีเจริญเป็นสีฟ้าจึงสามารถคัดเลือก
โคโลนีของเซลล์ E. coli ที่ได้รับพลาสมิดสายผสมได้ จากนั้นเลือกโคโลนีสีขาวมาท าการยืนยันผล
โคลนด้วย PCR (ITS1,COI)  และ Nested PCR (FtsZ) โดยใช้ สภาวะที่เหมาะตามที่ได้กล่าวมาแล้ว

ข้างต้น แต่จะลดสัดส่วนของสารละลายที่ใช้เหลือปริมาตร 15 l  โดยสุ่มเลือกโคโลนีที่มีสีขาว
จ านวน 5-10 โคโลนี/เพลต มาตรวจสอบและท า Subculture โคโลนีดังกล่าวไว้บน LB agar ส าหรับ

เป็นเพลตต้นแบบ (master plate) แล้วน าเข้าตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C นาน 5-6 ชั่วโมง จากนั้นน า 
PCR product ที่ได้ในขั้นตอนนี้มาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส หากตรวจพบแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาด ตามต้องการจะเขี่ยโคโลนีจากเพลตต้นแบบมาเลี้ยงในอาหาร LB broth ที่ปริมาตร 6-8 mL 

และเติมยาแอมพิซิลลิน 100 g/mL ปริมาตร 8 L แล้วน าไปบ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุม

อุณหภูมิที่ความเร็ว 170 rpm. อุณหภูมิ 37 C นาน 16-18 ชั่วโมง เพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ส าหรับ
น าไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอในขั้นต่อไป 

3.5.7 การสกัดพลาสมิด 

 การสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดทดสอบ Invisorb® Spin Plasmid Mini Two (invitek Gmbh, 
Germany) เริ่มจากการปั่นตกเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 7,000 rpm นาน 5 นาท ีเทส่วน

ที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้ง แล้วเติมสาร Solution A ปริมาตร 250 l ผสมให้เข้ากันด้วยการ Vortex 

เติมสาร Solution B ปริมาตร 250 l ผสมให้เข้ากันด้วยการดูดข้ึนลง 3-4 ครั้ง เติมสาร Solution 

C ปริมาตร 250 l แล้วผสมให้เข้ากันเบา ๆ จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 5 
นาท ี จะได้ส่วนใสแล้วเทลงในชุดตัวกรอง (Spin column) บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 นาท ี
แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที เทส่วน ใสที่ตกลงก้นหลอดทิ้ง เติม Wash 
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buffer ปริมาตร 750 l เพ่ือล้างตะกอนเซลล์ น าไปปั่นเหวี่ยงต่อที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 2 
นาท ี เทส่วนใสทิ้งและปั่นแห้งชุดตัวกรองที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 4 นาที จากนั้นย้าย ชุดตัว
กรองใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 mL แล้วเติมสารละลาย Elution solution หรือน้ า

กลั่นสะอาดบริสุทธิ์ปริมาตร 50 l บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 
rpm นาน 1 นาที จะได้สารละลายที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอออกมา จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
เพ่ือวัดปริมาณและประเมินคุณภาพของพลาสมิดก่อนส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

3.5.8 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide Sequencing) 
           การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ในงานวิจัยนี้ ใช้บริการตวรจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จากบริษัท 
AITbiotech ประเทศสิงคโปค์ โดยมีบริษัท Prima Scientific CO., LTD ประเทศไทย เป็นบริษัท
กลางในการจัดส่ง และบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี มีบริษัท NP chemical supply CO., LTD 
ประเทศไทย เป็นบริษัทกลางในการจัดส่ง ซึ่งจัดส่งอย่างน้อย 3 โคลนต่อหนึ่งตัวอย่าง เพ่ือยืนยัน
ความแม่นย าของล าดับนิวคลีโอไทด์และแต่ละตัวอย่างต้องมีความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเออย่าง

น้อย คือ 100 g/ l  

3.5.9 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide Analysis) 
           น าผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างซ่ึงแสดงค่าในรูปกราฟ Sequence 
electropherograme มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Version 
7.2.6 โดยเลือกตัดเฉพาะบริเวณท่ีเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ของส่วนที่ศึกษา (ITS1, COI, FtsZ) ออก
จากส่วนพลาสมิดเวกเตอร์ แล้วบันทึกในรูปแบบ Fasta format ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลต่อไป 

 3.5.9.1 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI 
  น าล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนบริเวณ ITS1, COI และ FtsZ มาเปรียบเทียบค่าความ

เหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Nucleotide blast (BLASTN) เทียบกับฐานข้อมูล 
NCBI (GenBank) โดยผลการเปรียบเทียบความเหมือนจะถูกวิเคราะห์และแสดงค่าเปอร์เซ็นความ
เหมือน (Percentage identities) 

 3.5.9.2 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละสายพันธุ์ 
 หลังการวิเคราะห์และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลแล้ว น าล าดับ   

นิวคลีโอไทด์ที่ได้ทั้งหมดมา Align โดยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Version 
7.2.6 เพ่ือเปรียบเทียบและประเมินล าดับนิวคลีโอไทด์ในสายพันธุ์ได้ จากนั้นศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการต่อไป 
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3.5.10 การสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
  การศึกษาความสัมพันธ์ทางล าดับวิวัฒนาการและความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอน 

พยาธิและแบคทีเรีย โดยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการด้วยโปรแกรม Molecular Evolution 
Genetic Analysis Version 10 (MEGA X) จากนั้นน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI, ITS1 
และ FtsZ โดยใช้ Maximum Likelihood method มาค านวณหารูปแบบจ าลองที่ดีที่สุด (ตารางที่ 
11) และตรวจสอบความน่าเชื่อถือทางสถิติโดยใช้ Bootsrap test จ านวน 1000 รอบ 

 
ตารางที่ 11 แสดงรูปแบบจ าลองที่ดีที่สดุส าหรับการสร้างแผนภูมิวัฒนาการ 

 
Gene Model 

COI 
ITS1 

Tamura-Nei model (TN93+G) 
Tamura 3-parameter model (T92+G) 

FtsZ Kimura 2-parameter model (K2) 

 
  การศึกษาด้วยยีนต าแหน่ง COI, ITS1 และ FtsZ ดังกล่าวด้วยการสร้างแผนภูมิ
วิวัฒนาการโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิง (reference sequence) จากฐานข้อมูล Genbank มา
เปรียบเทียบ เพ่ือสร้างแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของหนอนพยาธิที่พบในสุนัขและแบคทีเรียที่อาศัยอยู่
ในหนอนพยาธิ  

3.5.11 การขอขึ้นทะเบียนและการเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง ITS1 และ COI ของหนอนพยาธิทุกตัวอย่างที่ได้จะน าไปยื่นขอ
เลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ (Accession number) โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ Banklt เพ่ือ
เผยแพร่และเพ่ิมข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งดังกล่าวลงในฐานข้อมูล NCBI (Genbank) 

3.5.12 การจ าแนกสายพันธุ์ของตัวอย่างหนอนพยาธิด้วยเทคนิค PCR - Restriction fragment 
length polymorphism (PCR-RFLP) 
 3.5.12.1 การท านายเอนไซม์ตัดจ าเพาะและรูปแบบของชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดได้ 

    เลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่เหมาะสมส าหรับใช้จ าแนก
ชนิดของหนอนพยาธิที่พบในงานวิจัยนี้ จะพิจารณาจากขนาดและจ านวนของชิ้นส่วนดีเอ็นเอภายหลัง
จากการถูกตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ โดยที่ขนาดและจ านวนของชิ้นส่วนดีเอ็นที่ได้ในแต่ละสายพันธุ์
ควรมีความแตกต่างกันเพียงพอต่อการจ าแนกแต่ละสายพันธุ์ออกจากกัน จากการท านายเลือก



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 44 

เอนไซม์ตัดจ าเพาะจะวิเคราะห์ด้วย โปรแกรม NEBcutter version 2.0 ซึ่งเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่
ท านายได้คือ VspI restriction enzyme (ตารางที ่12 และ รูปที่ 16)  

 3.5.12.2 การตัดผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ VspI (AseI) 
    ขั้นตอนการตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR ของ
ตัวอย่าง หนอนพยาธิด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ท านายได้จากโปรแกรม NEBcutter V2.0 คือ เอนไซม ์
AseI ซึ่งผลการ ท านายเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ได้ตรงกับงานวิจัยของ Nuchprayoon และคณะ (2006) 
[40] ก่อนหน้านี้ โดยใช้ สารละลายในสัดส่วนที่พอเหมาะ (ตารางท่ี 12) ต่อปฏิกิริยาที่ใช้ในการตัด

ผลิตภัณฑ์ PCR จากนั้นน าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 37C นาน 1 ชั่วโมง ส าหรับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ AseI 

และสิ้นสุดการท างานของเอนไซม์ (inactive enzyme) ที่อุณหภูมิ 65C นาน 20 นาท ี ก่อนน า
ผลผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปตรวจสอบขนาดและจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้โดยวิธี Polyacrylamide gel 
electrophoresis ในแผ่นเจล 10% native-PAGE ในสัดส่วนของสารละลายที่พอเหมาะ (ตารางท่ี 
13) ภายใต้กระแสไฟฟ้า 60 Volts นาน 90 นาท ีจากนั้นย้อมด้วยสารละลาย Ethidium bromide 
ก่อนน ามาตรวจสอบผลเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
 
ตารางที่ 12 การท านายขนาดและจ านวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ VspI 

 

 
ตารางที่ 13 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR-RFLP ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ VspI 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร )l) 

      PCR product 
      ddH2O 
      10X Buffer O 

5.0 
3.5 
1.0 

      AseI enzyme (5U/l) 0.5 

รวม 10 
 

สายพันธุ์ของพยาธิ ขนาด (bp) และจ านวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ VspI 

      D. immitis (Di) 
      B. pahangi (Bp) 
      B. malayi (Bm) 

380, 215 
292, 218 

218, 153, 133 
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ตารางที่ 14 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในแผ่นเจล 10% native-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 16 การท านายตัดตัวอย่างด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ VspI (AseI) ด้วยโปรแกรม NEBcutter 
 

 

 

ส่วนประกอบ ปริมาตร  ) l( 

      ddH2O 2,800 
      30% acrylamide 2,000 
      5X TBE 1,200 
      10% ammonium persulfate 100 
      TEMED 5 

รวม 6,105 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 
     งานวิจัยนี้ได้รับตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดของสุนัขท่ีอยู่ในเขตกรุงเทพและปริมณฑล ซึ่งเป็น
สุนัขท่ีสงสัยว่าเป็นโรคหนอนพยาธิหัวใจที่เข้ามาตรวจสุขภาพในโรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จ านวนตัวอย่างที่ได้รับทั้งหมด 57 ตัวอย่าง โดยก าหนดรหัส
ตัวอย่างเป็น D01 ถึง D57  
 
4.2 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

การตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (microscopic examination) จาก
ตัวอย่างแผ่นฟิล์มเลือดที่ย้อมสียิมซ่า (Giemsa stain) ซึ่งได้รับมาจ านวนทั้งหมด 57 ตัวอย่าง พบ
ตัวอย่างที่ให้ผลบวก จ านวน 16 ตัวอย่าง คิดเป็น 28.07% (ตารางที่ 15) ซึ่งเป็นตัวอ่อนระยะไมโครฟิ
ลาเรียของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. จ านวน 11 ตัวอย่าง คือ D11, D12, D13, D17, D18, D30, 
D31, D35, D41, D43 และ D46 และตรวจพบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ Brugia 
spp. จ านวน 5 ตัวอย่าง คือ D16, D19, D24, D26 และ D40 โดยหนอนพยาธิทั้งสองสกุลที่พบมี
ลักษณะที่แตกต่างกันซึ่งตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. มีลักษณะตัว
เรียว ยาว ไม่มีปลอกหุ้มตัว (unsheathed) มีช่องว่างที่ส่วนหัว (cephalic space)  นิวเคลียสติดสี
ม่วงอยู่ติดกันไม่สามารถนับจ านวนได้ มี Nerve ring, Excretory pore, Anal pore หรือบางตัวอย่าง
อาจจะเห็น First genital cell หางมีลักษณะเหยียดตรง (straight tail) และมีนิวเคลียสสุดท้ายที่หาง 
(terminal nucleus) (รูปที่ 17) ตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิ Brugia sp. มีปลอกหุ้ม
ตัว (sheath) จะย้อมติดสีอ่อน ช่องว่างที่ส่วนหัวมีขนาดความยาวต่อความกว้างเป็น 2:1 (elongated 
cephalic space) นิวเคลียสติดสีเข้มจ านวนมาก พบ Nerve ring, Anal vesicle, Excretory 
vesicle และพบ นิวเคลียสสุดท้ายที่ปลายหางจ านวน 2 นิวเคลียส (รูปที่ 17)  
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รูปที่ 17 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียของหนอนพยาธิที่พบในงานวิจัย  

Dirofilaria spp. (A, C, D, F) และ หนอนพยาธิ Brugia spp. (B, E, H, G) CS; Cephalic space, 

NR; Nerve ring, Ex.P; Excretory pore, Ex.C; Excretory cell, G1; First genital cell, AP; Anal 

pore, TN; Terminal nucleus. 
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4.3 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาของหนอนพยาธิที่บริเวณ COI และ ITS1 
4.3.1 ผลการเพิ่มจ านวนชิ้นส่วนนิวคลีโอไทด์บริเวณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR 

      การศึกษาจ าแนกหนอนพยาธิทั้งหมดจ านวน 57 ตัวอย่าง จากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัด
จากเลือดสุนัขที่เก็บได้จากเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล น ามาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนที่ต าแหน่งยีน 
COI และบริเวณ ITS1 รว่มกับไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อหนอนพยาธิภายใต้สภาวะที่เหมาะสม แล้ว
ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยให้ดีเอ็นเอที่สนใจเคลื่อนที่คู่ไปกับดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp บนเจล 1.5% Agarose gel electrophoresis ภายใต้ความศักย์ไฟฟ้า 100 
โวลต์ นาน 40 นาที แล้วน าไปย้อมด้วยสารละลาย Ethidium bromide ก่อนน าไปตรวจสอบภายใต้
แสงอัลตราไวโอเลต จากต าแหน่งยีน COI พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอของหนอนพยาธิทุกตัวอย่างมี
ขนาดประมาณ 700 bp จ านวน 50 ตัวอย่าง (รูปที่ 18) และบริเวณ ITS1 ปรากฏแถบดีเอ็นเอของ
หนอนพยาธิ Dirofilaria spp. มีขนาดประมาณ 600 bp จ านวน 30 ตัวอย่าง และแถบดีเอ็นเอของ
หนอนพยาธิ Brugia spp. มีขนาดประมาณ 550 bp จ านวน 11 ตัวอย่าง (รูปที่ 19) 

 

 
 

 

 
รูปที่ 18 แสดงผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ของชิ้นส่วนบริเวณ COI บน 1.5% Agarose gel 
electrophoresis 
Lane M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือตัวตวบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), Lane P คือ ตัวควบคุมผลบวก, Lane 1-10 คือผลิตภัณฑ์ pcr ของตัวอย่างเลือดสุนัขที่มี
หนอนพยาธิ 
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รูปที่ 19 แสดงผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ pcr ของชิ้นส่วนบริเวณ ITS1 บน 1.5% Agarose gel 
electrophoresis 
Lane M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือตัวควบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), Lane P1 คือตัวควบคุมผลบวกของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp., Lane P2 คือตัวควบคุม
ผลบวกของหนอนพยาธิ Brugia spp., Lane 1-6 คือผลิตภัณฑ์ pcr ของตัวอย่างเลือดสุนัขที่มี
หนอนพยาธิ Dirofilaria spp., Lane 7-10 คือผลิตภัณฑ์ pcr ของตัวอย่างเลือดสุนัขท่ีมีหนอนพยาธิ 
Brugia spp. 
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4.3.2 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอโดยเทคนิค Colony PCR 
        จากผลิตภัณฑ์ PCR ที่ให้ผลบวกจากการเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนที่ต าแหน่งยีน COI และ

บริเวณ ITS1 น ามาเชื่อมต่อเข้าสู่พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy ที่มีลักษณะบริเวณส่วนปลาย
เป็นเบส T (Thymine) จะสามารถเชื่อมต่อแล้วเกิดเป็นพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมได้ จากนั้นท าการ

ถ่ายโอนเข้าสู่ Competent cells (E. coli; DH5α) กระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) แล้วน าไป
เลี้ยงบนจานอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อจะเกิดเป็นโคโลนีที่มีสีฟ้าและสีขาว (รูปที่ 20) เลือกโคโลนีสีขาวซึ่งมี
ชิ้นส่วนของต าแหน่งยีนที่เราสนใจแทรกอยู่มาทดสอบโคลนอีกครั้งด้วยเทคนิค Colony PCR แล้ว
ตรวจสอบด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis ก่อนน าไปตรวจดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
ซึ่งผลการปรากฏแถบดีเอ็นเอของโคลนที่ต าแหน่งยีน COI มีขนาดประมาณ 700 bp (รูปที่ 21) และ
ที่บริเวณ ITS1 มีขนาดประมาณ 600 bp และ 550 bp ของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. และ 
Brugia spp. ตามล าดับ (รูปที่ 22) เมื่อเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 20 แสดงลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ LB agar 
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รูปที่ 21 แสดงผลการตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ้นส่วนบริเวณ COI บน 1.5% Agarose 
gel electrophoresis 
Lane M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือตัวควบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็นเอ
ต้นแบบ), Lane P คือตัวควบคุมผลบวก, Lane 1-10 คือตัวอย่างที่มี   พลาสมิดสายผสมของ
หนอนพยาธิ  

 
 
 
 

 

 
 

 
รูปที่ 22 แสดงผลการตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ้นส่วนบริเวณ ITS1 บน 1.5% 
Agarose gel electrophoresis 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือ ตัวควบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์ แทนดีเอ็น
เอต้นแบบ), Lane P1 คือ ตัวควบคุมผลบวกของหนอนพยาธิ Dirofilaria, Lane P2 คือ ตัวควบคุม
ผลบวกของหนอนพยาธิ Brugia, Lane 1-5 คือ ตัวอย่างที่มีพลาสมิดสายผสมของหนอนพยาธิ 
Dirofilaria spp., Lane 6-10 คือ ตัวอย่างที่มีพลาสมิดสายผสมของหนอนพยาธิ Brugia spp. 
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4.3.3 ผลการวิเคราะห์ล าดับดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิ 
         จากการตรวจสอบพลาสมิดสายผสมทั้งบริเวณต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 แล้ว
เลือก โคโลนีมาเลี้ยงในอาหารลี้ยงเชื้อ แล้วสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดส าเร็จรูปและวัดปริมาณ
ความเข้มข้นของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม ก่อนส่งตัวอย่างที่ได้ทั้งหมดไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอ
ไทดท์ีบ่ริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี หลังจากการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide 
Sequencing) จะแสดงผลล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปกราฟ sequence electropherogram (รูปที่ 23) 
จากนั้นวิเคราะห์เส้นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้โดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor 
Version 7.2.6 ตัดบริเวณท่ีเป็นส่วนของพลาสมิดเวกเตอร์ด้านหัวและท้ายออก พบว่าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิที่ตัดแต่งแล้วมีขนาด 689 bp ทุกตัวอย่าง และล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ ITS1 ที่ตัดแต่งแล้วของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. มีขนาด 580-600 bp และ
หนอนพยาธิ Brugia spp. มีขนาด 500-515 bp 

จากนั้นน าทุกตัวอย่างมาวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยท า multiple 
sequence alignment  ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิใน
แต่ละตัวอย่าง (รูปที่ 24) พบว่ามีความแปรผัน (variation) ของล าดับนิวคลีโอไดท์ภายในตัวอย่าง
น้อยกว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิ (รูปที่ 25) (แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั้งหมดในภาคผนวก ข) 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 23 ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปกราฟ sequence electropherogram 
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รูปที่ 24 ผล multiple sequence alignment จากล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน COI ของ
หนอนพยาธิ (แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน) 
 

 
รูปที่ 25 ผล multiple sequence alignment จากล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน ITS1 ของ
หนอนพยาธิ )แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน(  
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  4.3.4 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิกับฐานข้อมูล NCBI 
            ล าดับนิวคลีโอไทด์หนอนพยาธิที่ตัดแต่งเรียบร้อยแล้วน ามาเปรียบเทียบความเหมือน 
กับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิทั้งหมดบนฐานข้อมูล
อ้างอิง NCBI ผลการเปรียบเทียบจะแสดงเป็นค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity)  

        ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิจ านวน 50 
ตัวอย่าง สามารถจ าแนกได้เป็น 3 สายพันธุ์ คือหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis, B. pahangi และ 
B. malayi โดยระบุได้เป็นหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis จ านวน 33 ตัวอย่าง มีความเหมือนกับ
หนอนพยาธิ D. immitis จากประเทศจีน (Accession no. EU159111.1) ด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนระหว่าง 99-100% พบหนอนพยาธิ B. pahangi จ านวน 13 ตัวอย่าง เหมือนกับหนอนพยาธิ 
B. pahangi จากประเทศญี่ปุ่น (Accession no. AP017680.1) ด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน
ระหว่าง 98-99% และพบหนอนพยาธิ B. malayi จ านวน 4 ตัวอย่าง เหมือนกับ B. malayi จาก
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Accession no. AF538716.1) ด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99%  

        ส่วนผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิจ านวน 41 
ตัวอย่าง จ าแนกได้ 2 สายพันธุ์ คือ หนอนพยาธิ D. immitis และ B. pahangi โดยหนอนพยาธิ  
สายพันธุ์ D. immitis จ านวน 30 ตัวอย่าง ซึ่งจะมีความเหมือนกับหนอนพยาธิ D. immitis 
Accession no. AB973230.1 และ Accession no. AB973231.1 จากประเทศญี่ปุ่นด้วยค่า
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่าง 97-99% และ 96-99% ตามล าดับ ส่วนหนอนพยาธิ B. pahangi 
จ านวน 11 ตัวอย่าง ในแต่ละตัวอย่างมีความเหมือนกับหนอนพยาธิ B. pahangi Accession no. 
EU373628.1, EU373633.1, EU373645.1, EU373646.1, EU373635.1 และ AY621470.1 ที่อยู่
ในประเทศไทยด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99% (แสดงค่าของแต่ละตัวอย่างในภาคผนวก ข) 

ตารางที่ 15 ผลการตรวจจ าแนกและระบุสายพันธุ์หนอนพยาธิด้วยวิธีจุลทรรศน์วิทยาและอณูชีว 
วิทยาบนต าแหน่ง COI และ ITS1 (n=57) 

Species 
Microscopic examination 

(%) 

Molecular detection (%) 

COI ITS1 

   Dirofilaria spp.  11(19.30%)   
   Brugia spp. 5 (8.77%)   
   D. immitis  33 (57.89%) 30 (52.63%) 
   B. pahangi  13 (22.81%) 11 (19.30%) 
   B. malayi  4 (7.02%) 0 

Total 16 (28.07%) 50 (87.72%) 41 (71.93%) 
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4.3.5 ผลการขอขึ้นทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิ 
         ล าดับนิวคลโีอไทด์ของต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิที่ได้หลังจาก
การเปรียบเทียบผลความเหมือนกับฐานข้อมูลแล้ว ท าการยื่นขอขึ้นทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(accession number) โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ BankIt เพ่ือเพ่ิมข้อมูลและเผยแพร่ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน COI และบริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิเข้าไปในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยผลการ
ยื่นขอเลขทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทด์ในตัวอย่างทั้งหมดของยีน COI และบริเวณ ITS1 คือ 
MK250707-MK250760 และ MK250761-MK250805 ตามล าดับ 

 
4.3.6 ผลการวิเคราะห์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละสายพันธุ์ 

         วิเคราะห์เปอร์เซ็นความต่างของล าดับนิคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์ (intraspecific 
variation) และระหว่างสายพันธุ์ (interspecific variation) โดยอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน COI และบริเวณ ITS1ของหนอนพยาธิทั้งหมดที่ตรวจพบจากงานวิจัยนี้ โดยการน าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของแต่ละตัวอย่างมาท าการเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor 
Version 7.2.6 เลือกโหมด sequence identity matrix  

      จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน COI ผลการค านวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์เดียวกันเมื่อแยกตามสายพันธุ์ของหนอนพยาธิ พบว่าเปอร์เซ็น
ความต่างภายในหนอน พยาธิสายพันธุ์ D. immitis มีค่าระหว่าง 0-1.1% (เฉลี่ย 0.38%) ส่วน
เปอร์เซ็นความต่างภายในหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi และ B. malayi มีค่าระหว่าง 0-1.8% 
(เฉลี่ย 0.38%)  และ 0-1.4% (เฉลี่ย 0.47%)  ตามล าดับ ซึ่งจากผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิแทบจะไม่มีความแตกต่างภายในสายพันธุ์ ในขณะที่ผลการ
วิเคราะห์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างสายพันธุ์ของหนอนสายพันธุ์ D. immitis 
เปรียบเทียบกับ B. pahangi และ B. malayi มีค่าเปอร์เซ็นต์ความต่างระหว่าง 14.7-15.4% (เฉลี่ย 
14.82%) และ 14.4-15.3% (เฉลี่ย 14.79%) ตามล าดับ ส่วนเปอร์เซ็นความต่างระหว่างหนอนพยาธิ
สายพันธุ์ B. pahangi กับ B. malayi มีค่าเท่ากับ 9.2-10.8% (เฉลี่ย 9.91%) จากผลการ
เปรียบเทียบความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ทีต่ าแหน่งยีน COI ระหว่างสายพันธุ์ของหนอนพยาธิ
ค่อนข้างไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 16) (แสดงค่าทั้งหมดในภาคผนวก ข) 

      ส าหรับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 พบว่าผลการค านวณเปอร์เซ็นต์ความต่างของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis มีค่าระหว่าง 0-16.7% (เฉลี่ย 8.08%) 
ซึ่งล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนนี้ค่อนข้างมีความแตกต่างกันสูงภายในสายพันธุ์ แต่เปอร์เซ็นต์ความต่างของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในหนอน พยาธิสายพันธุ์ B. pahangi มีค่าเปอร์เซ็นต์ความต่างเพียง 0-3.7% 
(เฉลี่ย 1.5%) ถือว่าไม่มีความแตกต่างภายในสายพันธุ์นี้ ส่วนผลการค านวณเปอร์เซนต์ความต่างของ
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis กับ B. pahangi มีค่าเท่ากับ 33.9-
42.3% (เฉลี่ย 38.67%) จากผลการค านวณท่ีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ระหว่างหนอนพยาธิทั้ง
สองสายพันธุ์นี้มีความแตกต่างกันสูง (ตารางที่ 17) (แสดงค่าทั้งหมดในภาคผนวก ข) 
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4.3.7 ผลการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของหนอนพยาธิ 
         การสร้างแผนภูมิวัฒนาการอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน COI และบริเวณ 
ITS1 ของตัวอย่างหนอนพยาธิ โดยใช้โปรแกรม MEGA X ด้วยวิธ ี Maximum likelihood (ML) 
ก าหนดแบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ Tamura-Nei model (TN93+G) ส าหรับ
ต าแหน่งยีน COI และแบบ Tamura 3-parameter model (T92+G) ส าหรับบริเวณ ITS1 และ
ทดสอบความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการด้วย bootstrap test จ านวน 1000 
รอบ ท าการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิที่ตรวจพบจากงานนี้กับล าดับนิวคลีโอ
ไทด์อ้างอิง (reference sequence) ของหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ  

     ล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงส าหรับต าแหน่งยีน COI ได้แก่ D. immitis (acc no. 
EU159111.1, LC107816.1, DQ358815.1, AM749227.1, KT351849.1, MH541832.1), D. 
repens (acc no. KR998257.1, MF695085.1, MH780817.1, KF692102.1), B. pahangi (acc 
no. AJ271611.1, DQ977746.1, EF534735.1, KP760172.1), B. malayi (acc no. KP760171.1, 
AJ271610.1), Onchocerca volvulus (acc no. AM749285.1, AM749284.1), O. ochengi 
(acc no. AJ271618.1), W. bancrofti (acc no. AJ271612.1, AM749235.1, AM749236.1), D. 
hongkongensis (acc no. NC031365.1, KX265050.1), A. reconditum (acc no. AJ544876.1) 
และ Setaria equina (acc no. AJ544873.1) 

     ล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงส าหรับบริเวณ ITS1 ได้แก่ D. immitis (acc no. KY863453.1, 
EU087700.1, AF217800.2), D. repens (acc no. AY621480.1, AY621479.1, AY621481.1), B. 
pahangi (acc no. EU373635.1, EU373628.1, EU373652.1, EU373629.1, AY621469.1, 
EU419349.1), B. malayi (acc no. EU373619.1, EU373624.1, EU37365.1, AY621468.1, 
EU419345.1, EU419346.1), O. fasciata (acc no. JQ316671.1), O. volvulus (acc no. 
AF228571.1, AF228565.1, EU272179.1) และ W. bancrofti (acc no. AY621473.1, 
AY621478.1) 

     ผลการวิเคราะห์ทางแผนภูมิวิวัฒนาการของหนอนพยาธิที่ต าแหน่งยีน COI (รูปที่ 26) 
จ านวน 51 ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิ
กลุ่มฟิลาเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ สามารถจ าแนกกลุ่มตัวอย่างหนอนพยาธิได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มท่ี 1 
หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis จ านวน 33 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันทั้งหมดมีความสัมพันธ์
ใกล้เคียงกับหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis ทีร่ายงานจากประเทศฮังการี (Accession no. 
MH541832.1) ประเทศอิหร่าน (Accession no. KT351849.1) ประเทศอิตาลี (Accession no. 
AM749227.1) ประเทศอิตาลี (Accession no. DQ358815.1) ประเทศสเปน (Accession no. 
LC107816.1) และประเทศจีน (Accession no. EU159111.1) ด้วยค่า bootstrap 99% และกลุ่มที่ 
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2 ประกอบด้วยหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi กับ B. malayi โดยหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. 
pahangi จ านวน 13 ตัวอย่าง จัดอยู่ด้วยกันแต่มีการแยกกิ่งย่อยภายในหนอนพยาธิกลุ่มนี้ ซึ่งมีความ
ใกล้ชิดกับหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi ที่รายงานจากประเทศมาเลเซีย (Accession no. 
DQ977746.1, EF534735.1) ประเทศฝรั่งเศส (Accession no. KP760172.1) และประเทศอิตาลี 
(Accession no. AJ271611.1) และหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. malayi จ านวน 4 ตัวอย่าง จัดอยู่ใน
กลุ่มท่ีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับหนอนพยาธิ B. malayi ที่รายงานจากประเทศอิตาลี (Accession 
no. AJ271610.1) และประเทศฝรั่งเศส (Accession no. KP760171.1) ด้วยค่า bootstrap 97% 
หนอนพยาธิในกลุ่มท่ี 2 ทั้งสองสายพันธุ์นี้จัดอยู่ในสกุลเดียวกันมีความใกล้ชิดกันมากทางล าดับ
วิวัฒนาการแต่สามารถแยกออกจากกันได้อย่างชัดเจน ด้วยค่า bootstrap 56% 

    ส่วนจากแผนภูมิวิวัฒนาการของหนอนพยาธิที่บริเวณ ITS1 (รูปที่ 27) จ านวน 41 
ตัวอย่าง เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงบริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียสายพันธุ์
ต่าง ๆ สามารถแยกหนอน พยาธิได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มที่ 1 หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis 
จ านวน 30 ตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างในกลุ่มนี้มีการแตกกิ่งย่อยค่อนข้างมากแต่ยังจัดอยู่ภายในกลุ่ม
เดียวกัน มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับหนอนพยาธิ D. immitis D. immitis ที่รายงานจากประเทศ
ไต้หวัน (Accession no. AF217800.2) ประเทศอิหร่าน (Accession no. KY863453.1) และ
ประเทศอินเดีย (Accession no. EU087700.1) ด้วยค่า bootstrap 83% และกลุ่มที่ 2 คือ
หนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi จ านวน 11 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับหนอนพยาธิ B. 
pahangi ที่รายงานจากประเทศไทย (Accession no. EU373652.1, EU373628.1, EU373629.1, 
EU373635.1, EU373650.1, Accession no. AY621469.1) ด้วยค่า bootstrap 70% และตัวอย่าง
ในกลุ่มนี้มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับหนอนพยาธิ B. malayi ด้วยค่า bootstrap 65% จากผลการ
แยกตัวอย่างหนอนพยาธิตามแผนภูมิวิวัฒนาการทั้งที่ต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 มีความ
สอดคล้องเป็นไปในทิศทางเดียวกัน 
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รูปที่ 26 แผนภูมิวิวัฒนาการที่ต าแหน่งยีน COI ของหนอนพยาธิในการศึกษานี้เปรียบเทียบกับล าดับ
นิวคลีโอไทด์อ้างอิงของหนอนพยาธิสายพันธุ์ต่าง ๆ 
(วงกลมสีแดงแทนตัวอย่างหนอนพยาธิที่พบจากการศึกษานี้) 
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รูปที่ 27 แผนภูมวิิวัฒนาการที่บริเวณณ ITS1 ของหนอนพยาธิในการศึกษานี้เปรียบเทียบกับล าดับนิ
วคลีโอไทด์อ้างอิงของหนอนพยาธิสายพันธุ์ต่าง ๆ  
(วงกลมสีแดงแทนตัวอย่างหนอนพยาธิที่พบจากการศึกษานี้)  
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4.4 ผลการจ าแนกสายพันธุ์ของตัวอย่างหนอนพยาธิด้วยเทคนิค PCR-RFLP 
      งานวิจัยครั้งนี้ได้ใช้เทคนิค PCR-RFLP ทีบ่ริเวณ ITS1 ในการจ าแนกระหว่างหนอนพยาธิสาย
พันธุ์ D. immitis และ B. pahangi โดยท านายเอนไซม์ตัดจ าเพาะบริเวณ ITS1 ที่เหมาะสมส าหรับใช้
ในการวิเคราะห์ความหลากหลายของหนอนพยาธิที่พบในงานวิจัยนี้ ด้วยโปรแกรม NEBcutter v2.0 
พบว่าเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่เหมาะสมคือ VspI  

ผลการตัดตัวอย่างด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ VspI สามารถแยกตัวอย่างของหนอนพยาธิทั้งสอง
สายพันธุ์ออกจากกันได้อย่างจัดเจน คือหนอนพยาธิ D. immitis ตัดได้จ านวน 2 ชิ้น ขนาดประมาณ 
390 bp และ 218 bp และตัวอย่างหนอนพยาธิ B. pahangi ได้จ านวน 2 ชิ้น ขนาดประมาณ 292 
bp และ 215 bp (ตารางที่ 18) จากการตรวจสอบด้วย 10% native-PAGE (รูปที่ 28) 

ตารางที่ 18 ขนาดและจ านวนชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ VspI 

Species 
Size (bp) 

undigested digested 

D. immitis 600 390, 218 
B. pahangi 550 290, 215 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
รูปที่ 28 ผลการตรวจสอบการตัดผลผลิตภัณฑ์บริเวณ ITS1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ VspI บนเจล 
10% native-PAGE 
 Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane 1-2 คือ ผลิตภัณฑ์ pcr ของหนอนพยาธิ Brugia 
spp. ที่ยังไม่ตัดด้วยเอนไซม์, Lane 3-4 คือ ผลิตภัณฑ์ pcr ของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. ที่ยัง
ไม่ตัดด้วยเอนไซม์ Lane 5-6 คือ ผลิตภัณฑ์ pcr ของหนอนพยาธิ B. pahangi หลังตัดด้วยเอนไซม์, 
Lane 7-8 คือ ผลิตภัณฑ์ pcr ของหนอนพยาธิ D. immitis ทีห่ลังตัดด้วยเอนไซม์ VspI 
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4.5 ผลการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาของแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ 
4.5.1 ผลการตรวจหาแบคทีเรียด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ Nested PCR 

       ตัวอย่างดีเอ็นเอของหนอนพยาธิที่สกัดจากเลือดของสุนัขท้ังหมดจ านวน 50 ตัวอย่าง ที่
ให้ผลบวกจากการตรวจหนอนพยาธิและระบุได้เป็นหนอนพยาธิ D. immitis 33 ตัวอย่าง หนอน 
พยาธิ B. pahngi จ านวน 13 ตัวอย่าง และ B. malayi จ านวน 4 ตัวอย่าง น ามาตรวจหาแบคทีเรีย 
Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ โดยเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนต าแหน่งยีน FtsZ ร่วมกับไพรเมอร์ 
จ านวน 2 คู่ ที่จ าเพาะต่อแบคทีเรียภายใต้สภาวะที่เหมาะสม แล้วตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR 
ด้วย 1.5% Agarose gel electrophoresis ปรากฏแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียมีขนาดประมาณ 150 
bp (รูปที ่ 29) ตรวจพบดีเอ็นเอแบคทีเรีย Wolbachia ที่ให้ผลบวกกับ PCR จ านวน 47 ตัวอย่าง 
จากตัวอย่างที่ระบุเป็นหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis จ านวน 33 ตัวอย่าง หนอนพยาธิ B. 
pahangi จ านวน 11 ตัวอย่าง และหนอนพยาธิ B. malayi จ านวน 3 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 19) 

ตารางที่ 19 ผลการตรวจพบแบคทีเรีย Wolbachia ในหนอนพยาธิ 

 
4.5.2 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอโดยเทคนิค Colony PCR 

       ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ให้ผลบวกจากการเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนที่ต าแหน่งยีน FtsZ น ามา

เชื่อมต่อเข้าสู่พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy เกิดเป็นพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมได้ จากนั้นถ่าย

โอนเข้าสู่ Competent cells (E. coli; DH5α) กระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) น าไปเลี้ยงบน
จานอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อจะเกิดเป็นโคโลนีสีฟ้าและสีขาว สุ่มเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งอาจจะมีชิ้นส่วนของ
ต าแหน่งยีน FtsZ แทรกอยู่ มาทดสอบโคลนอีกครั้งด้วยเทคนิค Colony PCR แล้วตรวจสอบด้วย 
1.5% Agarose gel electrophoresis พบว่าปรากฏแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Wolbachia ที่มี
ขนาดประมาณ 150 bp (รูปที ่ 30) หลังจากการตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ้นส่วนของ
ต าแหน่งยีน FtsZ แล้วจะสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดส าเร็จรูปและวัดปริมาณความเข้มข้น
ของพลาสมิดดีเอ็นเอก่อนส่งตัวอย่างที่ได้ทั้งหมดไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

Species 
No. of filarial 

positive 
Positive of Wolbachia in each 

filarial species (%) 
   D. immitis 33 33 (100.00%) 
   B. pahangi 13 11 (84.62%) 
   B. malayi 4 3 (75.00%) 

Total 50 47 (94.00%) 
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รูปที่ 29 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ pcr ของชิ้นส่วนบริเวณ FtsZ  บน 1.5% Agarose gel 
electrophoresis 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือ ตัวควบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็น
เอต้นแบบ), Lane P คือ ตัวควบคุมผลบวก และ Lane 1-8 คือ ผลิตภัณฑ์ pcr ของแบคทีเรียที่อาศัย
อยู่ในหนอนพยาธิ 

 
 
 

 
 
 

 

 
 
รูปที่ 30 แสดงผลการตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่มีชิ้นส่วนบริเวณ FtsZ บน 1.5% 
Agarose gel electrophoresis 
Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp, Lane N คือ ตัวควบคุมผลลบ (ใช้น้ ากลั่นบริสุทธิ์แทนดีเอ็น
เอต้นแบบ), Lane P คือตัวควบคุมผลบวก และ Lane 1-10 คือตัวอย่างที่มีพลาสมิดสายผสมของ
แบคทีเรีย Wolbachia 
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4.5.3 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia 
      จากการตรวจสอบและวิเคราะห์ตัดแต่งล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่งยีน FtsZ ของ
แบคทีเรีย พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia มีขนาด 147 bp ทุกตัวอย่าง จากนั้น
วิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตัวอย่างโดยท า multiple sequence alignment 
พบว่าผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia ที่พบในหนอนพยาธิทั้ง 3 
สายพันธุ์ แทบจะไม่มีความแตกต่างกัน (รูปที่ 31) 

 

 
รูปที่ 31 ผล multiple sequence alignment จากล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน FtsZ ของ
แบคทีเรีย Wolbachia 

 
4.5.4 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์แบคทีเรีย Wolbachia กับฐานข้อมูล NCBI 

       ล าดับนิวคลโีอไทด์ต าแหน่งยีน FtsZ ของแบคทีเรีย Wolbachia ที่ตัดแต่งเรียบร้อย 
แล้วน ามาเปรียบเทียบความเหมือนกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดบนฐานข้อมูลอ้างอิง NCBI 
(GenBank) ซึ่งผลการเปรียบเทียบจะแสดงเป็นค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% identity)  
      จากตัวอย่างหนอนพยาธิจ านวน 47 ตัวอย่าง (หนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis จ านวน 
33 ตัวอย่าง B. pahangi จ านวน 11 ตัวอย่างและ B. malayi  จ านวน 3 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบ
แบคทีเรีย Wolbachia ซึ่งทุกตัวอย่างมีความเหมือนกับ Wolbachia endosymbiont ของ
หนอนพยาธิ D. immitis จากประเทศอิตาลี (Accession no. AJ495000.1) ด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนระหว่าง 99-100%  
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4.5.5 ผลการวิเคราะห์และเปรียบเทียบความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย  
การวิเคราะห์เปอร์เซ็นความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia ที่

พบภายในสายพันธุ์ (intraspecific variation) และระหว่างสายพันธุ์ (interspecific variation) ของ
หนอนพยาธิ จะอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน FtsZ ของตัวอย่างแบคทีเรียทั้งหมดที่
ตรวจพบจากงานวิจัยนี้ โดยน ามาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor เลือกโหมด sequence identity matrix  

ผลการค านวณเปอร์เซ็นความต่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia 
ภายในสายพันธุ์ของหนอนพยาธิ พบว่าเปอร์เซ็นความต่างของแบคทีเรียที่พบภายในหนอนพยาธิสาย
พันธุ์ D. immitis มีค่าเท่ากับ 0-5.5% (เฉลี่ย 0.38%) ส่วนเปอร์เซ็นความต่างของแบคทีเรียที่พบ
ภายในหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi และ B. malayi มีค่าเท่ากับ 0-1.4% (เฉลี่ย 0.38%) และ 
0-0.7% (เฉลี่ย 0.47%) ตามล าดับ ซึ่งผลจากการเปรียบเทียบความต่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
แบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ภายในหนอนพยาธินี้ไม่มีความแตกต่างกัน ส่วนผลการค านวณ
เปอร์เซ็นความต่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia ระหว่างหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. 
immitis เปรียบเทียบกับหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi มีค่าเปอร์เซ็นต์ความต่างเท่ากับ 
0-3.5% (เฉลี่ย 0.38%) และ 0-3.5% (เฉลี่ย 0.42%) ตามล าดับ และเปอร์เซ็นต์ความต่างล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia ระหว่างหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi กับ B. malayi มี
ค่าเท่ากับ 0-1.4% (เฉลี่ย 0.42%) ซึ่งจากผลการเปรียบเทียบความต่างล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
แบคทีเรีย Wolbachia ระหว่างหนอนพยาธิทั้งสามสายพันธุ์นี้ไม่มีความแตกต่างกัน (ตารางที่ 20) 
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4.5.6 ผลการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการของแบคทีเรีย 
      การสร้างแผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการอาศัยข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จาก DNA ของตัวอย่าง
หนอนพยาธิที่ตรวจพบแบคทีเรีย Wolbachia ที่ต าแหน่งยีน FtsZ ของตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม 
MEGA X ด้วยวิธ ีMaximum likelihood และก าหนดแบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์
แบบ Kimura 2-parameter model (K2) ทดสอบความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิ
วิวัฒนาการด้วย bootstrap test จ านวน 1000 รอบ และเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงที่
ต าแหน่งยีน FtsZ ของแบคทีเรีย Wolbachia ซึ่งพบอยู่ในสิ่งมีชีวิตสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่จัดอยู่ในแต่ละ 
supergroup คือ supergroup A ได้แก่ Tribolium confusum (acc no. U28192.1), Mellitobia 
spp. (acc no. U28191.1), Drosophila melanogaster (acc no. U28189.1) และ Trichopria 
drosophilae (acc no. U28190.1) supergroup B ได้แก่ Culex pipiens (acc no. U28209.1), 
Trichogramma brevicornis (acc no. U28198.1) และ Aramigus tesselatus (acc no. 
U28193.1) supergroup C ได้แก่ D. immitis (acc no. AJ495000.1), O. ochengi (acc no. 
HE660029.1) และ O. volvulus (acc no. HG810405.1) และ supergroup D ได้แก่ B. malayi 
(acc no. AJ010269.1) และ B. pahangi (acc no. AJ010270.1) 
      ผลการวิเคราะห์จากแผนภูมิวิวัฒนาการของแบคทีเรีย Wolbachia จ านวน 47 ตัวอย่าง 
ที่ตรวจพบในหนอนพยาธิ D. immitis, B. pahangi และ B. malayi (รูปที่ 32) เปรียบเทียบกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงของแบคทีเรียที่พบในโฮสต์ในแต่ละ supergroup พบว่าตัวอย่างแบคทีเรีย 
Wolbachia ของหนอนพยาธิทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่ตรวจพบจากงานวิจัยนี้ ถูกจัดรวมเป็นกลุ่มในกิ่ง
เดียวกันทั้งหมดและจัดอยู่ใน supergroup C ซึ่งมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันกับแบคทีเรีย 
Wolbachia ที่พบในหนอนพยาธิ D. immitis ที่รายงานจากประเทศฮอิตาลี (Accession no. 
AJ495000.1) และแบคทีเรีย Wolbachia ที่พบในหนอนพยาธิ Onchocerca ochengi (Accession 
no. HE660029.1) และ O. volvulus (Accession no. HG810405.1) ที่รายงานจากสหราช
อาณาจักร ด้วยค่า bootstrap 100%  
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รูปที่ 32 แผนภูมิวิวัฒนาการของแบคทีเรีย Wolbachia ทีอ่าศัยอยู่ในหนอนพยาธิ D. immitis, 
B.pahangi และ B. malayi ทีพ่บจากการศึกษานี้ เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงของ
แบคทีเรีย Wolbachia 
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บทที่ 5 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

โรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัขมีสาเหตุเกิดจากหนอนพยาธิตัวกลมกลุ่มฟิลาเรียที่ก่อโรคในสุนัขเป็น
หลักโดยมียุงเป็นพาหะน าโรค ซึ่งโรคนี้ยังเป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่พบได้บ่อยในประเทศเขตอบอุ่น
และเขตร้อนทั่วโลก รวมถึงประเทศไทยซึ่งสามารถพบการแพร่กระจายของโรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัข
ได้ทั่วทุกภูมิภาค แต่จะมีอัตราความชุกสูงในเขตพ้ืนที่ทางภาคใต้เนื่องจากสภาพทางภูมิศาสตร์ที่เอ้ือ
ต่อการแพร่กระจายของโรค นอกจากนี้ในบางพ้ืนที่สุนัขที่เป็นโรคอาจไม่ได้รับการรักษาหรือรักษา
อย่างไม่ถูกต้องจึงเป็นปัจจัยส าคัญท่ีเอ้ือต่อการแพร่กระจายของโรคจากสัตว์สู่สัตว์และจากสัตว์สู่คน  

การตรวจพบและระบุสายพันธุ์หนอนพยาธิได้อย่างถูกต้องและแม่นย ามีความจ าเป็นและส าคัญ
อย่างยิ่งส าหรับการควบคุมการแพร่กระจายของโรค โดยทั่วไปแล้วการตรวจหาและระบุสายพันธุ์
หนอนพยาธิหัวใจในสุนัขจะนิยมตรวจจากตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียที่พบได้ในเลือดสุนัข โดยอาศัย
เทคนิคทางจุลทรรศน์วิทยา (9, 102-104) วิธีการตรวจเบื้องต้นสามารถท าได้โดยการท าแผ่นฟิล์ม
เลือดและย้อมสี Giemsa หรือ Hematoxylin-Eosin (105, 106) จากนั้นท าการตรวจหาตัวอ่อน
ระยะไมโครฟิลาเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แม้ว่าการตรวจหาทางจุลทรรศน์วิทยาจะสามารถท าได้
ง่าย รวดเร็ว แต่มีข้อจ ากัดหลายประการ เช่น ความไวในการตรวจต่ าโดยเฉพาะกรณีที่เลือดตัวอย่างมี
จ านวนตัวอ่อนหนอนพยาธิน้อยมาก ไม่สามารถระบุสายพันธุ์ในระดับสกุลได้ถ้าลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของหนอนพยาธิเสียหายหรือไม่สมบูรณ์ โดยวิธีนี้อาจระบุได้ถึงระดับสกุลของหนอนพยาธิแต่  
ไม่สามารถระบุสายพันธุ์ของหนอนพยาธิที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกันออกจากกันได้อย่าง
ชัดเจน เช่น D. immitis, D. repens และ D. reconditum หรือ B. malayi และ B. pahangi และ
จ าเป็นต้องอาศัยผู้ที่มีประสบการณ์สูงทางห้องปฏิบัติการท าการตรวจหา (100) ดังนั้นการระบุหรือ
ยืนยันสายพันธุ์ของหนอนพยาธิที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกัน จึงจ าเป็นต้องอาศัยข้อมูลใน
ระดับอณูชีววิทยาซึ่งเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีนที่อยู่ ในนิวเคลียสหรือไมโตคอนเดรีย โดย
ข้อมูลทางพันธุกรรมดังกล่าวจะมีความไวและความจ าเพาะสูงในการตรวจ จึงสามารถน ามาประยุกต์ 
ใช้ในการตรวจหาและระบุหรือยืนยันสายพันธุ์หนอนพยาธิได้ถูกต้องและแม่นย ามากยิ่งขึ้น นอกจากนี้
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิสามารถน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
พยาธิภายในสายพันธุ์เดียวกันหรือต่างสายพันธุ์ (intraspecific and interspecific variation) ซึ่ง
สามารถน ามาอธิบายล าดับวิวัฒนาการได้เป็นอย่างดี  

 ในการศึกษาครั้งนี้ได้ท าการตรวจหาและจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอ่อนหนอน 
พยาธิระยะไมโครฟิลาเรียโดยการย้อมสี Giemsa และตรวจหาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบตัวอ่อน
หนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรียใน 16 ตัวอย่าง จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด 57 ตัวอย่าง คิดเป็น 
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28.07% โดยตัวอ่อนที่พบมีลักษณะที่แตกต่างกันสามารถจ าแนกได้เป็น 2 สกุล คือ Dirofilaria spp. 
และ Brugia spp. โดยตัวอ่อนของหนอนพยาธิ Dirofilaria spp. ไม่มีปลอกหุ้มตัว (unsheath), มี
ช่องว่างที่ส่วนหัว (cephalic space) และพบนิวเคลียสุดท้ายที่หางจ านวน 1 นิวเคลียส ส่วนลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของ Brugia spp. พบว่ามีปลอกหุ้มตัว (sheath) ช่องว่างที่ส่วนหัวมีขนาดความยาว
ต่อความกว้างเป็น 2:1 (elongated cephalic space) และพบนิวเคลียสสุดท้ายที่ปลายหางจ านวน 
2 นิวเคลียส ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาก่อนหน้านี้ (40, 49, 107) ในงานวิจัยครั้งนี้ได้เพ่ิม
วิธีการตรวจหาตัวอ่อนหนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรีย โดยอาศัยเทคนิคทางอณูชีววิทยาเพ่ือศึกษา
อัตราการตรวจพบเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจทางจุลทรรศน์วิทยาพร้อมทั้งระบุและยืนยันสายพันธุ์
ในระดับสปีชีส์และศึกษาแผนภูมิวิวัฒนาการของหนอนพยาธิ รวมถึงการตรวจแบคทีเรีย Wolbachia 
ที่อาศัยอยู่ภายในหนอนพยาธิแต่ละสายพันธุ์ด้วย  

จากการตรวจหาตัวอ่อนหนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรียจากตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือด
สุนัขทีเ่ก็บจากเขตกรุงเทพมหานครและปริมณทล จ านวน 57 ตัวอย่าง โดยอาศัยวิธี PCR ซึ่งใช้ 
primers ที่มีความจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน COI และต าแหน่ง ITS1 พบว่า PCR 
บนต าแหน่งยีน COI ให้ผลบวกใน 50 ตัวอย่าง และ PCR บนบริเวณ ITS1 ให้ผลบวกใน 41 ตัวอย่าง 
และเม่ือน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน COI ที่ตรวจพบได้ไปท าการเปรียบเทียบกับข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank สามารถระบุชนิดหนอนพยาธิได ้ 3 สายพันธุ์ คือ D. 
immitis (57.89%), B. pahangi (22.81%) และ B. malayi (7.02%) ส่วนที่ต าแหน่ง ITS1 สามารถ
ระบุชนิดหนอนพยาธิไดเ้พียง 2 สายพันธุ์ คือ D. immitis (52.63%) และ B. pahangi (19.30%)  

เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการตรวจทางจุลทรรศน์วิทยา พบว่าวิธีทางอณูชีววิทยาให้ผลบวกท่ี
มากกว่าอย่างชัดเจน และในงานวิจัยนี้พบว่าตัวอย่างเลือดสุนัขท่ีให้ผลบวกเม่ือท า PCR ที่ต าแหน่งยีน 
COI มีจ านวนมากกว่าที่ต าแหน่ง ITS1 ซ่ึงสามารถอธิบายได้จาก high copy numbers ของ 
mitochondrial COI gene ที่มีจ านวนมากกว่า ITS1 และสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้โดย Oh 
et al. (2017) ที่สาธิตให้เห็นว่า PCR ที่ต าแหน่งยีน COI มีความไวและความจ าเพาะสูงในการ
ตรวจหาตัวอ่อนหนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรียสายพันธุ์ D. immitis โดยอาศัยดีเอ็นเอตั้งต้น 
(template) ขั้นต่ าเพียง 50 copies ส าหรับเพิ่มจ านวนในปฏิกิริยา PCR (108) 

นอกจากนี้ผลงานวิจัยในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าหนอนพยาธิ D. immitis มีอัตราความชุกใน
สุนัขมากกว่าหนอนพยาธิสายพันธุ์อ่ืนซึ่งสอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้านี้ที่ประเทศจีน (109), 
เกาหลี (110), อิหร่าน (111), โปรตุเกส (112), ฮังการี (113) รวมถึงประเทศไทย (50, 114-116) ที่
พบจ านวนการติดเชื้อของหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis มากท่ีสุดในสุนัข นอกจากนี้ในประเทศ
ไทยยังมีรายงานการตรวจพบหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi และ B. malayi ทั้งในสุนัข (44, 
117) และแมว (49, 50, 116) แต่ส่วนใหญ่พบอัตราความชุกสูงในเขตพ้ืนที่ทางภาคใต้โดยเฉพาะ
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จังหวัดนราธิวาส สตูลและระนอง (50, 114, 116) ซ่ึงเป็นแหล่งระบาดของโรค Filariasis เป็นที่
น่าสนใจว่างานวิจัยในครั้งนี้สามารถตรวจพบตัวอ่อนหนอนพยาธิระยะไมโครฟิลาเรียทั้ง B. pahangi 
และ B. malayi ในตัวอย่างเลือดสุนัขที่เก็บจากพ้ืนที่กรุงเทพมหานครและปริมณฑล ดังนั้นอาจมี
โอกาสเป็นไปได้ว่าสุนัขในเขตพ้ืนที่นี้จะมีความสามารถเป็นสัตว์รังโรคหรือกักเก็บตัวอ่อนของหนอน 
พยาธิทั้งสองสายพันธุ์นี้ได้ แต่อย่างไรก็ตามจ าเป็นต้องศึกษาเพ่ิมเติมด้านอัตราความชุกของหนอน 
พยาธิสองสายพันธุ์นี้ในสุนัขจากหลากหลายพ้ืนที่ เพ่ือตรวจสอบความเป็นไปได้ว่าสุนัขสามารถเป็น
สัตว์รังโรคหลักของหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. malayi ได้หรือไม่ ส าหรับพัฒนาแผนการ
ควบคุมโรคที่เกิดจากหนอนพยาธิสองสายพันธุ์นี้ต่อไปในอนาคต 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนพยาธิที่พบในงานวิจัยนี้ที่ต าแหน่ง COI 
และบริเวณ ITS1 พบว่าผลการเปรียบเทียบความหลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง COI 
ของหนอนพยาธิภายในสายพันธุ์เดียวกัน (intraspecific variation) ทัง้ 3 สายพันธุ์ (D. immitis, B. 
pahangi และ B. malayi) มีเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสายพันธุ์เดียวกัน
เฉลี่ยระหว่าง 0.38-0.47% ซึ่งน้อยกว่าอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลี
โอไทด์ระหว่างต่างสายพันธุ์ (interspecific variation) ซ่ึงมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 9.91-14.82% โดยผล
ดังกล่าวสามารถอธิบายได้จากการที่ mitochondrial DNA โดยปกติจะมีการถ่ายทอดผ่านทางเซลล์
สืบพันธุ์เพศเมียเท่านั้น (maternal inheritance) และโดยทั่วไปไม่พบกระบวนการ recombination 
นอกจากนี้พบว่าอัตราการกลายพันธุ์ (mutation rate) ของ COI ต่ ากว่ายีนอื่น ๆ ที่พบบนไมโทคอน
เดรีย ดังนั้นล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่ง COI จึงมีความเหมือนกันสูงเมื่อเปรียบเทียบกันระหว่าง
ประชากรของหนอนพยาธิภายในสายพันธุ์เดียวกัน (108) ส าหรับเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลี
โอไทด์ทีบ่ริเวณ ITS1 ของหนอนพยาธิ D. immitis และ B. pahangi ภายในสายพันธุ์และระหว่าง
สายพันธุ์ของหนอนพยาธิ มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 1.5-8.08%  และ 38.67% ตามล าดับ ซึ่งสูงกว่าอย่าง
ชัดเจนเมื่อเทียบกับเปอร์เซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่ง COI (91) 

เมื่อท าการวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการของหนอนพยาธิที่พบในงานวิจัยนี้ โดยอาศัยข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน COI และบริเวณ ITS1 พบว่าบนต าแหน่งยีน COI (รูปที่ 26) มีการ
เข้ากลุ่มกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ของหนอนพยาธิสายพันธุ์เดียวกัน โดยหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. 
immitis จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันทั้งหมดกับ D. immitis ที่รายงานจากประเทศฮังการี (Accession no. 
MH541832.1) (118) ประเทศอิหร่าน (Accession no. KT351849.1) (119) ประเทศอิตาลี 
(Accession no. AM749227.1) (120) ประเทศอิตาลี (Accession no. DQ358815.1) (121)  
ประเทศสเปน (Accession no. LC107816.1) (122) และประเทศจีน (Accession no. 
EU159111.1) (123) ส่วนหนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ B. pahangi 
ที่รายงานจากประเทศมาเลเซีย (Accession no. DQ977746.1, EF534735.1) (124) ประเทศ
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ฝรั่งเศส (Accession no. KP760172.1) (125) และประเทศอิตาลี (Accession no. AJ271611.1 
(101) และหนอนพยาธิ B. malayi ที่พบในงานวิจัยนี้มีความคล้ายคลึงกับ B. malayi ที่รายงานจาก
ประเทศอิตาลี (Accession no. AJ271610.1) (101) และประเทศฝรั่งเศส (Accession no. 
KP760171.1) (125) โดยหนอนพยาธิ Brugia ทั้งสองสายพันธุ์ที่พบในประเทศไทยนี้ มีความใกล้ชิด
กันมากทางล าดับวิวัฒนาการแต่สามารถแยกออกจากกันได้อย่างชัดเจน และบนต าแหน่ง ITS1 (รูปที่ 
27) หนอนพยาธิ D. immitis ที่พบในงานวิจัยนี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ D. immitis ที่รายงาน
จากประเทศไต้หวัน (Accession no. AF217800.2) (126) ประเทศอิหร่าน (Accession no. 
KY863453.1) (127) และประเทศอินเดีย (Accession no. EU087700.1) (128) ส่วนหนอนพยาธิ B. 
pahangi จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ B. pahangi ที่รายงานจากประเทศไทย (Accession no. 
EU373652.1, EU373628.1, EU373629.1, EU373635.1, EU373650.1) (129), (Accession no. 
AY621469.1) (100) จากผลการวิเคราะห์ตามแผนภูมิวิวัฒนาการทั้งที่ต าแหน่งยีน COI และบริเวณ 
ITS1 ของงานวิจัยนี้มีความสอดคล้องเป็นไปในทิศทางเดียวกัน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้ที่
ศึกษาล าดับวิวัฒนาการและจ าแนกหนอนพยาธิที่ต าแหน่งยีน COI (101), 12S rDNA (123), 12s 
rRNA (130) และ ITS1 (91)  

ในงานวิจัยครั้งนี้ได้สาธิตการใช้เทคนิค PCR-RFLP ทีบ่ริเวณ ITS1 โดยอาศัยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ VspI ในการจ าแนกระหว่างหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis และ B. pahangi พบว่า
สามารถใช้แยกความแตกต่างของหนอนพยาธิสายพันธุ์ D. immitis (390, 218 bp) ออกจาก
หนอนพยาธิสายพันธุ์ B. pahangi (290, 215 bp)  ได้ด้วยชิ้นของดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกันอย่าง
ชัดเจน (รูปที่ 28) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Nuchprayoon et al. (2006) ก่อนหน้านี้ที่สาธิตการ
ใช้เอนไซมจ์ าเพาะ AseI ที่บริเวณ ITS1 เพ่ือจ าแนกหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียที่พบในตัวอย่างเลือด
แมวทีเ่ก็บได้จากจังหวัดสุราษฎร์ธานี (40) แม้ว่าที่ต าแหน่งยีน COI จะเป็นต าแหน่งที่สามารถใช้ศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์และแผนภูมิวิวัฒนาการบนต าแหน่งดังกล่าวสามารถ
แยกกลุ่มสายพันธุ์ของหนอนพยาธิออกจากกันได้อย่างชัดเจน แต่ส าหรับเทคนิค PCR-RFLP ที่
ต าแหน่งยีน COI ไม่สามารถใช้จ าแนกสายพันธุ์หนอนพยาธิที่พบในงานวิจัยนี้ได้ เนื่องจากล าดับนิวคลี
โอไทด์ที่แตกต่างกันระหว่างสายพันธุ์อาจปรากฏในต าแหน่งทีไ่ม่ใช่ต าแหน่งตัดจ าเพาะ (restriction 
site) หรือไม่ท าให้เกิดต าแหน่งตัดจ าเพาะที่แตกต่างกัน แต่โดยภาพรวมแล้วมีหลายงานวิจัยก่อนหน้า
นี้ที่พยายามพัฒนาเทคนิค PCR-RFLP บนต าแหน่งที่หลากหลายเช่น ITS1, ITS2 (47), SLX (49) 
และ GSHPx (131) ในการช่วยตรวจจ าแนกสายพันธุ์หนอนพยาธิเบื้องต้นเนื่องจากรวดเร็วและใช้
ระยะเวลาไม่มากในการตรวจสอบผล  

นอกจากนี้ยังได้ท าการตรวจหาแบคทีเรีย Wolbachia ในตัวอย่างเลือดสุนัขด้วยวิธี PCR ที่
ต าแหน่งยีน FtsZ พบว่ามีจ านวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกถึง 47 ตัวอย่างซึ่งคิดเป็น 94.00% และพบใน
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หนอนพยาธิทั้งสามสายพันธุ์ และยังให้ผลบวกสูงกว่าอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่
รายงานตรวจพบแบคทีเรีย Wolbachia ด้วยวิธี PCR บนต าแหน่งยีนอื่น (89, 92, 96) อาจอธิบายได้
ว่าต าแหน่งยีน FtsZ ที่ใช้ในการตรวจหาเป็นต าแหน่งยีนที่มีชุดยีนซ้ ากันจ านวนมาก (high copy 
numbers) จึงท าให้มีความไวสูง ง่ายต่อการเพิ่มจ านวนด้วยวิธี PCR (95, 96) และเม่ือน าล าดับนิวคลี
โอไทด์ของแบคทีเรีย Wolbachia จากตัวอย่างที่ให้ผลบวกในงานวิจัยนี้มาวิเคราะห์แผนภูมิ
วิวัฒนาการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานก่อนหน้านี้ในฐานข้อมูล GenBank (รูปที ่
32) พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของทุกตัวอย่างที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ D. immitis, B. pahangi และ 
B. malayi ในงานวิจัยนี้มีความคล้ายคลึงกันสูงมากและจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ Wolbachia supergroup C ในฐานข้อมูล GenBank ที่มีรายงานก่อนหน้านี้ในหนอนพยาธิ D. 
immitis ที่รายงานจากประเทศอิตาลี (Accession no. AJ495000.1) (101) หนอนพยาธิ 
Onchocerca ochengi (Accession no. HE660029.1) และ O. volvulus (Accession no. 
HG810405.1) ที่รายงานจากสหราชอาณาจักร (132) แต่จากงานวิจัยก่อนหน้านี้โดย Bandi et al. 
(1998) และ Taloy et al. (2005) พบว่าแบคทีเรีย Wolbachia ที่อาศัยอยู่ในหนอนพยาธิ B. 
pahangi กับ B. malayi ถูกจัดอยู่ใน supergroup D (53, 70) และแยกจาก supergroup C อย่าง
ชัดเจนในแผนภูมิวิวัฒนาการ และมีงานวิจัยก่อนหน้าที่อธิบายว่าสามารถพบแบคทีเรีย Wolbachai 
แตกต่างกันกว่า 37 สายพันธุ์ อยู่ภายใน tsetse fly และพบว่ามีความหลากหลายมากท่ีสุดในยุง 
Culex pipiens ซึ่งความหลากหลายของแบคทีเรียที่อยู่ภายในโฮสต์ชนิดเดียวกันเกิดจากการ 
recombination และเกิดการกลายพันธุ์ (matation) ท าให้เกิดการกระจายของแบคทีเรียสายพันธุ์
ใหม่ได้ (133) ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่หนอนพยาธิสายพันธุ์เดียวกันที่พบในแต่ละพ้ืนที่ของโลกอาจ
มีแบคทีเรีย Wolbachia ที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามความยาวของต าแหน่งยีน FtsZ ที่เลือกใช้ศึกษา
ในครั้งนีม้ีความยาวเพียง 147 bp ซึ่งอาจจะไม่เพียงพอที่จะสรุปความแตกต่างทางพันธุกรรมของ
แบคทีเรีย Wolbachia ในหนอนพยาธิสายพันธุ์เดียวกัน  

จากการรายงานถึงความสัมพันธ์ระหว่างหนอนพยาธิกลุ่มฟิลาเรียกับแบคทีเรีย Wolbachia 
ที่อาศัยอยู่ร่วมกันภายในหนอนพยาธิเป็นแบบพ่ึงพากัน (endosymbiosis) (10) แบคทีเรียนี้มี
บทบาทความส าคัญต่อการเจริญพัฒนาในระยะต่าง ๆ การสืบพันธุ์ การแลกเปลี่ยนสารที่จ าเป็นต่อ
การด ารงชีวิตของหนอนพยาธิ รวมถึงมีผลต่อการรักษาหากใช้ยาปฏิชีวนะต่อแบคทีเรียชนิดนี้เพื่อ
ก าจัดและควบคุมประชากรหนอนพยาธิภายในโฮสต์ (72, 134) และสามารถพบแบคทีเรีย 
Wolbachia ได้ในทุกระยะในวงชีวิตของหนอนพยาธิโดยจ านวนแบคทีเรียในระยะตัวอ่อนไมโครฟิ
ลาเรียจะคงที่ แต่จะเพ่ิมมากขึ้นในตัวอ่อนระยะที่ 3 (ระยะติดเชื้อ) ไปจนถึงระยะตัวเต็มวัย (52, 70)
จากงานวิจัยนี้สามารถตรวจพบแบคทีเรีย Wolbachia ภายในตัวอย่างเลือดสุนัขที่มีการติดเชื้อ
หนอนพยาธิทั้งสามสายพันธุ์และล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน FtsZ ของแบคทีเรียในตัวอย่าง
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ทั้งหมดมีความคล้ายคลึงกันสูงมาก จึงท าให้สามารถอนุมานได้ว่ามีความเป็นไปได้ที่จะใช้แบคทีเรีย 
Wolbachia เป็นเป้าหมายส าคัญในการศึกษา Pharmacogenomics เพ่ือพัฒนายาปฏิชีวนะส าหรับ
ใช้ในการรักษาโรคหนอนพยาธิหัวใจสุนัขท่ีเกิดจากการติดเชื้อของหนอนพยาธิหลากหลายสายพันธุ์ให้
มีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. ชุดสารเคมีในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาลูกโซ่ PCR  

10X PCR buffer 

2 mM dNTP 

25 mM MgCl2 

Taq DNA polymerase (5U/µl) 

2. ชุดโคลนส าหรับผลิตภัณฑ์ pcr (DNA ligation) 

2x Rapid ligation buffer 

pGEM-T Easy  

T4 DNA ligase  

3. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Invisorb
® 

Spin Plasmid Mini Two, ประเทศ

เยอรมนี)  

Solution A  

Solution B  

Solution C  

Wash solution Elution solution 

4. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Luria-bertani (LB agar) ปริมาตร 1 L 

Bacto-tryptone     10.0 g. 

Yeast extracts    5.0   g. 

1M NaCl    10.0 g. 

Agar     10.0 g. 
วิธีเตรียม ละลายส่วยผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1 L แล้วปรับค่า pH เท่ากับ 

7.0 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 
20นาท ี เมื่อครบเวลาตั้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติมยาแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 mg/µl 

ปริมาตร 1 ml ผสมให้เข้ากันและเทลงจานอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อก่อนน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4C 
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*** ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดเหลว (LB broth) เตรียมด้วยวิธีเดียวกัน
แต่ไม่เติม Agar และเม่ือต้องการใช้ค่อยเติมยาแอมพิซิลลินลงไป 

5. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย SOB ปริมาตร 100 ml และ SOC solution  

2% Tryptone   2.0 g. 

5% Yeast extracts  0.5 g. 

1M NaCl   1 ml 

2M Mg2+ stock    1 ml  

1M KCl    0.25 ml 

วิธีเตรียม SOB ละลายส่วยผสมทั้งหมดด้วยน้ ากลั่นปรับปริมาตรเป็น 100 ml แล้ว

ปรับค่า pH เท่ากับ 7.0 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 C ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว นาน 20 นาที เมื่อครบเวลาตั้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้องก่อนน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4C 

วิธีเตรียม SOC เตรียมจากการเติมสารละลาย 2 M glucose ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

SOB ในอัตราส่วน 100 l/ml แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4C 

6. การเตรียมสารละลาย 1M KCl ปริมาตร 20 ml  

KCl (potassium chloride)       1.491 g.  

วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 20 ml แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 

7. การเตรียมสารละลาย 2M Mg2+
 stock ปริมาตร 20 ml  

  MgCl2   4.066 g. 

  MgSO4      4.9296 g.  

วิธีเตรียม ละลายส่วนผสมด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 20 ml จากนั้นกรองด้วย 

microfilter ขนาด 0.22 m แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 
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8. การเตรียมสารละลาย 2M glucose ปริมาตร 10 ml  

Glucose (D-glucose)      3.6 g. 

 วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 10 ml จากนั้นกรองด้วย 

microfilter ขนาด 0.22 µm แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 

 

9. การเตรียมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) 100 mg/µl (stock solution)  

Ampicillin 1 g.  

วิธีเตรียม ละลายยาในน้ ากลั่นปริมาตร 10 ml จากนั้นกรองด้วย microfilter 

ขนาด 0.22 m แบ่งใส่หลอด microcentrifuge เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 

10. การเตรียมสารละลาย 10X TAE buffer ปริมาตร 1 L  

Tris base         48.44 g. 
Na2EDTA·2H2O     3.7 g. 

Glacial acetic acid    11.4 ml 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมี Tris base และ Na2EDTA·2H2O ด้วยน้ ากลั่นก่อน 

จากนั้นเติม Glacial acetic acid ตามลงไป แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 L ด้วยน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 20 นาที แล้วเก็บไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 
 *** เมื่อต้องการใช้ TAE buffer ต้องปรับความเข้มข้นลงเป็น 1X buffer โดยท า

การเจือจางความเข้มจาก 10X buffer ปริมาตร 100 ml ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 900 ml ก่อน
น าไปใช้ 

 

11. สารเคมีส าหรับเตรียม native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 

11.1 การเตรียม 10% ammonium persulfate ปริมาตร 1 ml 

   Ammonium persulfate   0.1 g 

วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 ml  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 93 

11.2 การเตรียมสารละลาย 5X TBE buffer ปริมาตร 1 L (stock solution) 

Tris base         27.0 g. 

Boric acid   13.75 g. 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  10 ml 

วิธีเตรียม 0.5 M EDTA (stock solution) โดยชั่ง EDTA 9.306 g. ละลายด้วย

น้ ากลั่นปริมาตร 50 ml ปรับค่า pH เท่ากับ 8.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 C ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ีก่อนน ามาเตรียมสารละลาย 5X TBE  

วิธีเตรียม 5X TBE ละลายสารเคมี Tris base และ Boric acid ด้วยน้ ากลั่นก่อน 

จากนั้นเติม 0.5 M EDTA แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 L  

11.3 การเตรียม 30% Acrylamide ปริมาตร 50 ml 

   Acrylamide   15.0 g.  

วิธีเตรียม ละลายสารเคมีด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 50 ml จากนั้นกรอง

สารละลายด้วยกระดาษกรองก่อนเก็บในขวดสีชา เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 

 

12. การเตรียมสารละลาย 20 mg/ml X-gal (stock solution)  
  X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)  0.2  g. 

วิธีเตรียม ละลาย X-gal ในสารละลาย dimethyformamide (DMF) ปริมาตร 10 ml 

จากนั้น แบ่งใส่หลอด microcentrifuge ห่อด้วยฟลอยด์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20C 

13. การเตรียมสารละลาย 1M IPTG (stock solution) 

IPTG (Isopropyl -D-1 thiogalactopyranoside) 2.38 g  

วิธีเตรียม ละลาย IPTG ในน้ ากลั่นปริมาตร 10 ml กรองด้วย microfilter ขนาด 

0.22 µm แบ่งใส่หลอด microcentrifuge เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20C 
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14. การเตรียมสารละลาย TB buffer 100 ml เพื่อใช้ในขั้นตอนเตรียม competent cell  

10 mM HEPES   0.2383  g. 

15 mM CaCl2   0.1665  g.  

250 mM KCl   1.8637  g. 

55 mM MnCl2    1.088  g.    
วิธีเตรียม ละลายส่วนผสม HEPES, CaCl2 และ KCl ด้วยน้ ากลั่นปริมตร 80 ml 

ปรับ  pH เป็น 7.0 ก่อน ค่อยเติม MnCl2 และเติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร 100 ml แบ่งใส่

หลอดปริมาตร 50 ml แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4C 
 

15. การเตรียม competent cell เพื่อใช้ในขั้นตอน DNA cloning  

15.1 น า stock แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α ที่เก็บใน glycerol มา streak บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ    ชนิดแข็งและบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C นาน 16-18 ชั่วโมง 

15.2 เลือก single colony มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด SOC ปริมาตร 4 ml  แล้วน าไป

บ่มบนเครื่อง เขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 170 rpm อุณหภูมิ 37 C นาน 16-18 ชั่วโมง 

(starter) 

15.3 น า starter ปริมาตร 500 l เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ปริมาตร 100 ml ใน 

Erlenmayer flask ปริมาตร 500 ml น าไปบ่มบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 170 

rpm อุณหภูมิ 17C นาน 7-12 ชั่วโมง จากนั้นวัดค่า OD ให้ได้ค่าในช่วง 0.4-0.6  

15.4 เมื่อได้ค่า OD ตามท่ีต้องการ แบ่งใส่หลอดปริมาตร 50 ml จ านวน 2 หลอด น าไปปั่น

เหวี่ยงที่ ความเร็ว 4,000 rpm อุณหภูมิ 4C นาน 8 นาที แล้วน าหลอดเชื้อมาแช่ในน้ าแข็งทันทีและ

เทส่วนใส (supernatant) ออกอย่างรวดเร็ว 

15.5 เติมสารละลาย TB buffer ปริมาตร 16 ml ผสมลงไปเบา ๆ และรวดเร็วเพ่ือให้เซลล์

กระจายตัว น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 rpm อุณหภูมิ 4C นาน 8 นาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง 

15.6 เติมสารละลาย TB buffer ปริมาตร 4 ml อีกครั้งและเติมสารละลาย DMSO ปริมาตร 

280 µl ผสมให้เข้ากันเบา ๆ แล้วแบ่งใส่หลอด microcentrifuge หลอดละ 200 µl เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ 

-80C 
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16. pGEM
®

- T easy Vector System I, Promega
® 

 

 

รูปที่ 33 แผนที่ยีนของพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM®- T easy 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 96 

ภาคผนวก ข 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 34 ตัวอย่างที่พบตัวอ่อนระยะไมโครฟิลาเรียในงานวิจัยนี้ 
Dirofilaria spp. (D11, D12, D13, D17, D18, D30, D31, D35, D41, D43, D46) และหนอนพยาธิ 
Brugia spp. (D16, D24, D26, D19, D40) 

D11 D12 

D24 

D17 

D30 D31 D35 

D46 

 

D43 

D16 

 

D40 

 

D26 

D13 

D41 

D18 

D19 
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รูปที่ 35 แสดง multiple sequence alignment ของตัวอย่างหนอนพยาธิ D. immitis ที่ต าแหน่ง 
COI 
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รูปที่ 35 แสดง multiple sequence alignment ของตัวอย่างหนอนพยาธิ D. immitis ที่ต าแหน่ง 
COI (ต่อ) 
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รูปที่ 36 แสดง multiple sequence alignment ของตัวอย่างหนอนพยาธิ B. pahangi และ B. 
malayi ที่ต าแหน่ง COI 
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รูปที่ 37 แสดง multiple sequence alignment ของตัวอย่างหนอนพยาธิ D. immitis ที่ต าแหน่ง 
ITS1 
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รูปที่ 38 แสดง multiple sequence alignment ของตัวอย่างหนอนพยาธิ B. pahangi ที่ต าแหน่ง 
ITS1 
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ตารางที่ 21 ข้อมูลตัวอย่างหนอนพยาธิที่ต าแหน่ง COI ที่พบในงานวิจัยนี้ 
 

Code Species Accession No. 
ฐานข้อมูลอ้างอิง GenBank 

% Identity Accession No. 

D01 Brugia pahangi MK250707 98% AP017680.1 

D02 Dirofilaria immitis MK250708 99% EU159111.1 
D03 Brugia pahangi MK250709 98% AP017680.1 

D04 Brugia pahangi MK250710 99% AP017680.1 
D05 Brugia pahangi MK250711 98% AP017680.1 

D06 - - - - 

D07 - - - - 
D08 Brugia malayi MK250714 99% AF538716.1 

D09 Dirofilaria immitis MK250715 100% EU159111.1 

D10 Dirofilaria immitis MK250716 99% EU159111.1 
D11 Dirofilaria immitis MK250717 99% EU159111.1 

D12 Dirofilaria immitis MK250718 100% EU159111.1 
D13 Dirofilaria immitis MK250719 100% EU159111.1 

D14 Brugia malayi MK250720 99% AF538716.1 

D15 Dirofilaria immitis MK250721 99% EU159111.1 
D16 Brugia pahangi MK250722 98% AP017680.1 

D17 Dirofilaria immitis MK250723 99% EU159111.1 

D18 Dirofilaria immitis MK250724 99% EU159111.1 
D19 Brugia malayi MK250725 99% AF538716.1 

D20 Brugia pahangi MK250726 98% AP017680.1 

D21 Dirofilaria immitis MK250727 99% EU159111.1 
D22 - - - - 

D23 - - - - 
D24 Brugia pahangi MK250729 98% AP017680.1 

D25 - - - - 

D26 Brugia pahangi MK250730 98% AP017680.1 
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D27 Dirofilaria immitis MK250731 100% EU159111.1 

D28 Brugia pahangi MK250732 98% AP017680.1 
D29 - - - - 

D30 Dirofilaria immitis MK250734 100% EU159111.1 

D31 Dirofilaria immitis MK250735 100% EU159111.1 
D33 Dirofilaria immitis MK250736 100% EU159111.1 

D34 Dirofilaria immitis MK250737 99% EU159111.1 

D35 Dirofilaria immitis MK250738 99% EU159111.1 
D36 Dirofilaria immitis MK250730 99% EU159111.1 

D37 Dirofilaria immitis MK250740 100% EU159111.1 
D38 Dirofilaria immitis MK250741 99% EU159111.1 

D39 Dirofilaria immitis MK250742 99% EU159111.1 

D40 Brugia pahangi MK250743 98% AP017680.1 
D41 Dirofilaria immitis MK250744 100% EU159111.1 

D42 Dirofilaria immitis MK250745 100% EU159111.1 

D43 Dirofilaria immitis MK250746 99% EU159111.1 
D44 Dirofilaria immitis MK250747 99% EU159111.1 

D45 Dirofilaria immitis MK250748 100% EU159111.1 

D46 Dirofilaria immitis MK250749 100% EU159111.1 
D47 Dirofilaria immitis MK250750 99% EU159111.1 

D48 Dirofilaria immitis MK250751 100% EU159111.1 
D49 Brugia pahangi MK250752 98% AP017680.1 

D50 Brugia malayi MK250753 99% AF538716.1 

D51 Brugia pahangi MK250754 98% AP017680.1 
D52 Brugia pahangi MK250755 98% AP017680.1 

D53 Dirofilaria immitis MK250756 99% EU159111.1 

D54 Dirofilaria immitis MK250757 100% EU159111.1 
D55 Dirofilaria immitis MK250758 99% EU159111.1 

D56 Dirofilaria immitis MK250759 100% EU159111.1 

D57 Dirofilaria immitis MK250760 99% EU159111.1 
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ตารางที่ 22 ข้อมูลตัวอย่างหนอนพยาธิที่ต าแหน่ง ITS1 ที่พบในงานวิจัยนี้  
 

Code Species 
Size 
(bp) 

Accession 
No. 

ฐานข้อมูลอ้างอิง GenBank 

% Identity 
Accession 

No. 
D01 Brugia pahangi 507 MK250761 99% EU373628.1 

D03 Brugia pahangi 503 MK250762 99% EU373628.1 

D04 Brugia pahangi 512 MK250763 99% EU373633.1 
D05 Brugia pahangi 500 MK250764 99% EU373645.1 

D08 Brugia pahangi 500 MK250766 99% EU373640.1 

D09 Dirofilaria immitis 595 MK250767 95% AF217800.2 
D10 Dirofilaria immitis 595 MK250768 99% AF217800.2 

D11 Dirofilaria immitis 580 MK250769 92% AF217800.2 
D12 Dirofilaria immitis 587 MK250770 97% AB973230.1 

D13 Dirofilaria immitis 595 MK250771 95% AF217800.2 

D14 - - - - - 
D15 Dirofilaria immitis 582 MK250772 99% AB973231.1 

D16 Brugia pahangi 508 MK250773 99% EU373635.1 

D17 Dirofilaria immitis 583 MK250774 99% AB973230.1 
D18 Dirofilaria immitis 587 MK250775 97% AB973230.1 

D19 - - - - - 
D20 Brugia pahangi 511 MK250776 99% EU373635.1 

D21 Dirofilaria immitis 615 MK250777 95% AF217800.2 

D22 - - - - - 
D23 - - - - - 

D24 Brugia pahangi 505 MK250779 99% EU373646.1 

D25 - - - - - 
D26 Brugia pahangi 508 MK250780 99% EU373635.1 

D27 Dirofilaria immitis 582 MK250781 96% AF217800.2 

D28 - - - - - 
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D29 - - - - - 

D30 Dirofilaria immitis 595 MK250783 95% AF217800.2 
D31  Dirofilaria immitis 582 MK250784 96% AF217800.2 

D32 - - - - - 

D33  Dirofilaria immitis 587 MK250785 97% AB973230.1 
D34  Dirofilaria immitis 583 MK250786 95% AF217800.2 

D35  Dirofilaria immitis 595 MK250787 95% AF217800.2 

D36  Dirofilaria immitis 585 MK250788 94% AF217800.2 
D37  Dirofilaria immitis 587 MK250789 94% AF217800.2 

D38  Dirofilaria immitis 595 MK250790 99% AF217800.2 
D39 - - - - - 

D40 - - - - - 

D41  Dirofilaria immitis 619 MK250791 95% AF217800.2 
D42  Dirofilaria immitis 582 MK250792 95% AF217800.2 

D43  Dirofilaria immitis 522 MK250793 96% AF217800.2 

D44  Dirofilaria immitis 693 MK250794 94% AF217800.2 
D45  Dirofilaria immitis 595 MK250795 95% AF217800.2 

D46  Dirofilaria immitis 595 MK250796 95% AF217800.2 

D47 - - - - - 
D48 Dirofilaria immitis 583 MK250797 96% AB973231.1 

D49 Brugia pahangi 506 MK250798 99% AY621470.1 
D50 - - - - - 

D51 Brugia pahangi 515 MK250799 99% EU373633.1 

D52 Brugia pahangi 511 MK250800 99% EU373635.1 
D53  Dirofilaria immitis 567 MK250801 97% AB973230.1 

D54  Dirofilaria immitis 595 MK250802 95% AF217800.2 

D55  Dirofilaria immitis 583 MK250803 94% AF217800.2 
D56  Dirofilaria immitis 577 MK250804 98% AB973230.1 

D57  Dirofilaria immitis 545 MK250805 94% AF217800.2 
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ตารางที่ 23 ข้อมูลตัวอย่างหนอนพยาธิที่พบแบคทีเรียที่ต าแหน่ง FtsZ ที่พบในงานวิจัยนี้  
 

Code Host Bacteria 
ฐานข้อมูลอ้างอิง GenBank 

% Identity 
Accession 

No. 
D01 Brugia pahangi wolbachia 99% AJ495000.1 

D02 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D03 Brugia pahangi wolbachia 99% AJ495000.1 
D04 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D05 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D08 Brugia malayi wolbachia 100% AJ495000.1 
D09 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D10 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D11 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D12 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D13 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D14 Brugia malayi wolbachia 100% AJ495000.1 

D15 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D16 Brugia pahangi - - - 
D17 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D18 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D19 Brugia malayi - - - 

D20 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D21 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D24 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D26 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D27 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D28 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D30 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D31 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
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D33 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D34 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D35 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D36 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D37 Dirofilaria immitis wolbachia 99% AJ495000.1 
D38 Dirofilaria immitis wolbachia 97% AJ495000.1 

D39 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D40 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 
D41 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D42 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D43 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D44 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D45 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D46 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D47 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D48 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D49 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 

D50 Brugia malayi wolbachia 99% AJ495000.1 

D51 Brugia pahangi wolbachia 100% AJ495000.1 
D52 Brugia pahangi - - - 

D53 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D54 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D55 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 

D56 Dirofilaria immitis wolbachia 100% AJ495000.1 
D57 Dirofilaria immitis wolbachia 99% AJ495000.1 
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