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บทคัดยอ 
 

โรคเทาชาง เปนปญหาทางสาธารณสุขในประเทศที่กําลังพัฒนารวมถึงในประเทศไทยซึ่งพบโรค

เทาชางที่เกิดจากพยาธิเทาชาง 2 ชนิด คือ Brugia  malayi  และ Wuchereria bancrofti โดย B. malayi 

นั้นจะมีแหลงระบาดทางภาคใตของประเทศ ในการวิจัยครั้งนี้ไดเก็บตัวอยางแมวซึ่งเปนสัตวรังโรค 

(reservoir host) ของพยาธิชนิดนี้มาจํานวน 2 ตัว จากพื้นที่ระบาดของโรคในจังหวัดนราธิวาส จากการ

ตรวจโดยการยอมสี Giemsa พบวามี ไมโครฟลาเรียชนิด Brugia spp.แตไมสามารถจําแนกสปชีส ดังนั้น

จึงทําการเพิ่มขยายจํานวน DNA ของ ribosomal DNA บริเวณ Internal transcribed spacer 1 (ITS1) 

และ Internal transcribed spacer 2 (ITS2) ดวยวิธี PCR พบวา PCR product  มีความยาว 586 และ 

660 bp ตามลําดับ หลังจากนั้นทําการหาลําดับเบสแลวทํา nucleotide sequence alignment เพื่อสราง 

phylogenetic tree ดวยโปรแกรม PAUP* version 4.0b10 ผลของ ITS1 และ ITS2 trees แสดงใหเห็นถึง

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพยาธิเทาชางชนิด B. malayi  ในแมวตัวที่ 1 ทํานองเดียวกันจาก

ขอมูล ITS1 tree ชี้ใหเห็นวาแมวตัวที่ 2 มีการติดเชื้อ Brugia spp. ที่คาดวานาจะเปน new variant ของ

สายพันธุ สวนขอมูล ITS2 tree แสดงใหเห็นวาแมวตัวที่ 2 มีการติดเชื้อพยาธิเทาชางรวมกันระหวาง B. 

malayi, B. pahangi และ D. repens จากการศึกษาครั้งนี้พบวาบริเวณ ITS นั้นสามารถจําแนก

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและแยกสายพันธุของเชื้อ Brugia ที่เก็บไดจากแมวที่เปนแหลงรังโรคทาง

ภาคใตของประเทศไทยได 
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ABSTRACT 
Lymphatic filariasis is a significant health problem in many developing countries. In 

Thailand, only two of parasitic worms, Wucherelia bancrofti and Brugia malayi are reported. 

The survey of feline blood samples in the endemic area of Narathiwat, the province in the 

south of Thailand, revealed that two of them were infected with Brugia spp. Upon the 

examination of feline blood specimens by Giemsa staining, the results were positive for 

microfilaria. However, morphological characters did not clearly provide a mean of 

distinguishing Brugia species. In this study, the internal transcribed spacer 1 (ITS1) and 

internal transcribed spacer 2 regions (ITS2) have been isolated by using PCR amplification. 

generating the products of 586 bp and 660 bp in sizes, respectively. DNA sequencing, 

nucleotide sequence alignment and phylogenetic tree construction revealed that ITS1 and 

ITS2 trees showed the genetic diversity of B. malayi in Cat 1 and Cat 2. In addition, the ITS1 

tree also indicated that the Cat 2 contained the new variant of B. malayi whereas ITS2 tree 

demonstrated that the mix infection of B.malayi, B. pahangi and D. repens may be occurred. 
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บทนํา 
โรคเทาชาง (elephantiasis) เปนโรคที่

พบไดทั่วไปบริเวณเขตรอนชื้นและเขตกึ่งรอนชื้น 

แถบเอเชีย,แอฟริกา,หมูเกาะแปซิฟกตะวันตก 

และบางสวนของทวีปอเมริกา ในป ค.ศ.1995 

WHO1ประมาณการผูปวยโรคเทาชางเปน

สัดสวน 20% ของประชากรทั่วโลกหรือประมาณ 

120 ลานคน โดย 107 ลานคน ติดเชื้อชนิด 

Wuchereria bancrofti  และอีก 13 ลานคน ติด

เชื้อชนิด Brugia malayi ถึงแมวาโรคนี้จะไมทํา

อันตรายถึงชีวิตแตก็เปนสาเหตุของอาการทุพล

ภาพทําใหประสิทธิภาพในการทํางานลดลง

กอใหเกิดปญหาสุขภาพจิตและเปนปญหาใน

การดํารงชีวิตของผูปวย 2 โรคเทาชางที่พบใน

ประเทศไทยเกิดจากพยาธิ เทาชางชนิด  B. 

malayi และ W. bancrofti โดย B. malayi มี

แหลงระบาดของโรคที่บริเวณภาคใตของประเทศ

ไทยโดยเฉพาะในบริเวณจังหวัดนราธิวาสและ   

สุราษฎรธานี เนื่องจากเปนบริเวณที่มีสภาพพื้นที่

แบบปาพรุ ซึ่งเปนแหลงเพาะพันธุที่สําคัญของ

ยุงเสือ (Mansonia spp.) ซึ่งเปนพาหะนําโรค

เทาชางที่เกิดจากพยาธิเทาชางชนิด B. malayi  

ยุงชนิดนี้มีวงจรชีวิตที่ดูดเลือดคนและสัตวในชวง

กลางคืน (nocturnal  periodic) ตั้งแตชวงเวลา 

21.00 น. ถึง 02.00 น.3-4

ในอดีตการระบาดของโรคจะพบในชวง

ฤดูฝนซึ่งเปนฤดูที่พบยุงเสือ (Mansonia spp.) 

ชุกชุม  แตในปจจุบันนี้พบวาการระบาดของโรค

ลดลงมากเนื่องจากมียาหลายชนิดที่ใชในการ

รักษาผูปวยที่มีประสิทธิภาพรวมกับการใชยา

กําจัดลูกน้ํายุงเสือ นอกจากนี้การลดลงของพื้นที่

ปาพรุก็ เปนอีกปจจัยหนึ่ งที่ทําใหยุง เสือลด

จํานวนลงตามไปดวย แมวาอุบัติการณการเกิด

โรคจะลดนอยลงแตกลับไมสามารถกําจัดโรคนี้

ใหหมดไปได เนื่องจากมีรังโรคในสัตวเล้ียงและ

สัตวปาหลายชนิด เชน แมว สุนัข คาง ลิง ซึ่ง

สามารถนําโรคนี้กลับมาสูคนได5 ดังนั้นจึงตองมี

การเฝาระวังสํารวจโรคนี้อยางใกลชิดทั้งในคน

และสัตวรังโรคควบคูกันไป6

จากการสํารวจพบวาสัตวเ ล้ียงสวน

ใหญที่นิยมเลี้ยงในจังหวัดนราธิวาสและสุราษฎร

ธานี คือ แมว และโค6 จากขอมูลทางสัตววิทยา

พบวาสัตวในตระกูลแมวมีพยาธิไมโครฟลาเรีย

ในเลือด 2 ชนิด คือ B. pahangi และ Dirofilaria 

repens ในป 5 ค.ศ.1987 Phantana และคณะ  

ไดรายงานการพบพยาธิเทาชางชนิด B. malayi 

ในแมวแถบจังหวัดนราธิวาส โดยการใชวิธียอมสี 

Geimsa stain และ Acid Phosphatase7-9จาก

การศึกษาเบื้องตนโดยการยอมสีของเชื้อดวยสี 

Giemsa และ Acid Phosphatase พบวาพยาธิ

ชนิด B.pahangi มี รูปรางและลักษณะ

คลายคลึงกับ B. malayi มาก จึงทําใหยากตอ

การจําแนกชนิดของเชื้อทั้งสองสปชีส นอกจากนี้

การสืบคนขอมูลใน GenBank พบวาพยาธิ B. 

malayi และ B. pahangi มีลําดับเบสของยีน

ตางๆ ใกลเคียงกันมากประมาณ 95-97% เชน

ยีน Cuticle gene-1, Glutathione peroxidase, 

Sheat protein เปนตน ดังนั้นการจําแนกเชื้อ 

Brugia ทั้ง 2 สปชีสนี้ดวยวิธี PCR อยางเดียวจึง

ไ ม ส า ม า ร ถ ทํ า ไ ด  ใ น ป  ค . ศ .  2005 

Nuchprayoon 10และคณะ  ไดทําการทดลอง

โดยใชวิธี PCR-RFLP ของบริเวณ ITS1 พบวา

สามารถจําแนกชนิดของ Brugia spp.ได 

อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวไมสามารถใชในการ

จําแนกความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

พยาธิชนิดตางๆในแมวได เนื่องจากแมว 
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เปนรังโรคของพยาธิเทาชางไดทั้ง 4 ชนิด คือ B. 

malayi, B.pahangi, D.repens และ D.immitis 

ในการศึกษานี้คณะผูวิจัยไดทําการเพิ่มขยาย 

DNA ในบริเวณ internal transcribed spacer 

(ITS) ของไมโครฟลาเรียที่พบในแมว ซึ่ง ITS 

region เปน marker ตัวหนึ่งที่ใชในการวิจัยอยาง

กว า งขวางสํ าหรั บการจํ าแนกและศึ กษา

ค ว า ม สั ม พั น ธ เ ชิ ง วิ วั ฒ น า ก า ร ใ น ร ะ ดั บ 

intraspecies ของสิ่งมีชีวิตทั้งเชื้อรา11พืช12และ

สัตว13ขอมูลที่ไดนอกจากจะเปนประโยชนในการ

จําแนกชนิดของพยาธิเทาชางแลวยังสามารถใช

เปนขอมูลในการติดตามการระบาด และศึกษา

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพยาธิ

โดยเฉพาะชนิด B. malayi ที่สามารถติดตอสูคน

ได 

 
วิธีดําเนินงานวิจัย 

เก็บตัวอยางแมว 2 ตัวที่ตรวจพบไมโคร

ฟลาเรียของพยาธิ Brugia spp.ในกระแสเลือด

จากจํานวนแมวที่สํารวจ 60 ตัว ในป พ.ศ.2547 

จาก ต.มะรือโบออก อ.เจาะไอรอง จ.นราธิวาส  

 
วิธีทดลอง 
1. เก็บตัวอยางเลือดแมว  และยอมดวย สี  

Giemsa 

ทําการสํารวจแมวที่มีการติดเชื้อพยาธิ

เทาชางในพื้นที่จังหวัดนราธิวาส จํานวน 60 ตัว 

โดยการทําความสะอาดใบหูแมว ใชเข็มเจาะ

เลือดที่ใบหูแมวแลวใช capillary tube เก็บเลือด 

หัก capillary tube ออก นํามาเคาะกับสไลด

เบาๆ แลวนําสไลดอีกแผนหนึ่งมาไถรอยเลือดให

เกิดเปนฟลมบางๆ แลวนําไปยอมสี Giemsa  

 

บันทึกภาพไมโครฟลาเรียที่ ได  หลังจากนั้น

คัดเลือกแมวที่ติดเชื้อพยาธิเทาชางจํานวน 2 ตัว

เพื่ อ ทํ า กา รศึ กษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของพยาธิเทาชางตอไป 

 

2. การสกัด DNA 

นําเลือดที่มีพยาธิเทาชางจากแมวมา

กรองผานเมมเบรนชนิด polycarbonate ที่มี

ขนาด 0.2 ไมโครเมตร  หลังจากนั้นนํามาใสใน

หลอดทดลองที่มีสารละลาย TE buffer, SDS 

และเอนไซม proteinase K นําไปบมที่อุณหภูมิ

ประมาณ 550C นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นเติม

สารละลาย Phenol : Chloroform ในอัตราสวน 

1:1  เขยาเบาๆ นาน 20 นาที นําไปปนแยกสาร

ดวยเครื่องปนความเร็วสูง 10 นาที แยกเอา

เฉพาะสารละลายใสสวนบนออกมาใสในหลอด

ใหม จากนั้นจึงเติม absolute ethanol ที่เย็นใน

อัตราสวน 2 เทา เขยาเบาๆ จะสังเกตพบสายใย

สีขาวลอยอยู  ใหนําไปปนตกตะกอนสายใย 

DNA ที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 นาที 

จากนั้นลาง DNA ที่ไดดวย 70% ethanol ที่เย็น 

และนํา ไปป นอีกครั้ งหนึ่ ง  เพื่ อ ใหส วนของ

แอลกอฮอลระเหยออกใหหมด แลวละลาย  

DNA ที่ไดดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์หรือสารละลาย TE 

buffer 

 

3.  การทํา PCR 

นํา DNA ที่สกัดไดมาทําการเพิ่มขยาย

ปริมาณ DNA บริเวณ ITS1 และ ITS2 ดวย

เทคนิค PCR โดย  primers ทั้ง 2 บริเวณนี้

ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS 1 

และ ITS 2 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ ที่มี
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รายงานใน GenBank  primers ที่ใชมีลําดับเบส

ดังนี้

บริเวณ ITS1 

ITS1F GGT GAA CCT GCG GAA GGA TC 

ITS1R   AAC CCA ATG GTG CAA TGT GC 

บริเวณ ITS2 

ITS2F   GGT TGA TTC CCG ATG GTA 

ITS2R   AGC GGG TAA TCA CGA CTG 

 

4. การโคลนบริเวณ ITS1 และ ITS2 และการ

หาลําดับเบส 

นํา PCR product ที่ไดทั้งบริเวณ ITS1 

และ ITS2 มาเชื่อมตอเขากับ pGEM®-T Easy 

Vector แลวนําเขาสู E. coli สายพันธุ JM 109  

ดวยวิธี Electroporation ทําการคัดเลือกโคโลนี

สีขาวบนอาหารที่เติมแอมพิซิลลินความเขมขน 

100 μg/ml, IPTG ความเขมขน 40 μg/ml และ 

X-gal ความเขมขน 40 μg/ml จากนั้นตรวจสอบ

วามีชิ้นสวนของบริเวณ ITS1 และ ITS2 ที่ใสเขา

ไปหรือไมดวยเทคนิค PCR โดยใช primer จาก

ขอ 3  สกัดพลาสมิดจากโคลนที่ใหผลบวกโดย

ใช QIAGEN® QIAprep Spin Miniprep และนํา

พล าสมิ ด ที่ ไ ด ไ ป ห าลํ า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ทด 

(Macrogen, ประเทศเกาหลี) 

 

5. การทํา phylogenetic tree 

นําลําดับเบสที่ไดทั้งบริเวณ ITS1 และ 

ITS2 มาทํา alignment โดยใชโปรแกรม Clustal  

 

 

 

 

X version 1.83 จากนั้นนําขอมูลดังกลาวมา

สราง phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม 

PAUP* version 4.0 b10 เพื่ออธิบาย

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของพยาธิเทาชาง

จากเลือดแมวกับพยาธิเทาชางสปชีสอื่นๆ 

 
ผลการทดลอง 

จากการทดลองไดนําแมวที่ติดเชื้อ

พยาธิเทาชางจํานวน 2 ตัวจากนราธิวาส มา

เจาะเลือดเพื่อตรวจหา ไมโครฟลาเรียโดยการ

ยอมสี Geimsa พบวาแมวทั้ง 2 ตัวติดเชื้อพยาธิ 

Brugia spp.(รูปที่ 1 และ 2) โดยดูจาก

นิวเคลียสที่กระจายอยูในลําตัวเกือบตลอด

ความยาวลําตัว (nuclear column) และมี

นิวเคลียส 2 อันที่แยกออกจาก nuclear column 

ไปอยูทางดานปลาย (terminal nuclei)14จาก

การเพิ่มขยายปริมาณ DNA บริเวณ ITS1 และ 

ITS2 พบวา PCR product ของบริเวณ ITS1 

และ ITS2 มีความยาว 580 bp และ 660 bp 

ตามลําดับ หลังจากการโคลนนิ่ง และทราน

ฟอรมเมชั่นพบวามีโคโลนีสีขาวขึ้นเปนจํานวน

มากซึ่งหมายถึงมีชิ้นสวนของ PCR product ที่

สนใจเชื่อมอยูกับเวคเตอร หลังจากนั้นทําการ

คัดเลือกโคโลนีสีขาวจาก ITS1 และ ITS2 ดัง

แสดงในตารางที่ 1 เพื่อทําการหาลําดับนิวคลีโอ

ไทด และวิเคราะหทางวิวัฒนาการ 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 1 แสดงจํานวนโคโลนีสีขาวที่ไดจากการโคลน 
 

บริเวณ 

 

ITS1 ITS2 

แมวตัวที่ 1 7  โคโลน ี 5  โคโลน ี

แมวตัวที่ 2 8  โคโลน ี 6  โคโลน ี
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1.1 Phylogenetic tree ของบริเวณ 

ITS1 

จากผลของการทํา Phylogenetic tree 

บริเวณ ITS1 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ โดย

ใช  W. bancrofti  เปน outgroup พบวาในแมว 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 1  ไมโครฟลาเรียที่พบในแมวตัวที ่1 รูปที่ 2  ไมโครฟลาเรียที่พบในแมวตัวที ่2

 

ตัวที่ 1 มีลําดับเบสที่ไดจาก  7 โคโลนีจัดอยูใน 

group 1 ซึ่งมีความสัมพันธใกลเคียงกับ  B. 

malayi  สวนในแมวตัวที่ 2 พบวาลําดับเบสจาก

โคโลนีที่ไดจํานวน 8 โคโลนีมีความสัมพันธอยู

ระหวาง B. malayi  และ B. pahangi  (รูปที่ 3)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3   แสดง parsimonious tree ซึ่งไดมาจากการวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม PAUP* version 4.0b10 
โดยใชขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS1 และใช W. bancrofti เปน outgroup โดยทําการ bootstrap 100 ครั้ง 
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1.2 Phylogenetic tree ของบริเวณ 

ITS2 

 จากผลของการทํา Phylogenetic tree  

บริเวณ ITS2 ของพยาธิเทาชางสปชีสตางๆ โดย

ใช  D. repens เปน outgroup พบวาในแมวตวัที ่

1 ลําดับเบสที่ ได จาก  5 โคโลนีนั้นจัดอยู ใน 

group 2 ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 subgroups 

โดยมีความสัมพันธอยางใกลชิดกับ B. malayi  

สวนในแมวตัวที่ 2 พบวาโคโลนีที่ไดทั้ง 6 โคโลนี       

มีลําดับเบสแตกตางกันอยางเห็นไดชัดโดย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โคโลนีที่ 1 จัดอยูในกลุมของ outgroup คือ D. 

repens โดยมี bootstrap value เทากับ 84% 

สวนโคโลนีที่ 2 – 5  จัดอยูใน group  2  ซึ่ง

สามารถแบงออกเปน 2 subgroups โดยมี

ความสัมพันธอยางใกลชิดกับ B. malayi  

(bootstrap value เทากับ รอยละ 91) สวน

โคโลนีที่ 6 จัดอยูใน group 3  มีความสัมพันธ

อยางใกลชิดกับ B. pahangi  โดยมี bootstrap 

value เทากับรอยละ 54 (รูปท่ี 4)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4  แสดง parsimonious tree ซึ่งไดมาจากการวิเคราะหผลโดยใชโปรแกรม PAUP* version 
4.0b10 โดยใชขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS2 และใช D. repens เปน outgroup โดยทําการ bootstrap 
100 ครั้ง 
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สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

บริเวณ 

 

ITS1 ITS2 

แมวตัวที่ 1 B. malayi โดยมี genetic diversity B. malayi โดยมี genetic diversity 

แมวตัวที่ 2 B. malayi โดยมี genetic diversity 

และพบ new variant ของ B. malayi 

B. malayi โดยมี genetic diversity,  

B. pahangi  และ D. repens (outgroup) 
 

 จากผลการศึกษาบริเวณ  ITS1 และ 

ITS2 ของแมวที่ติดเชื้อพยาธิเทาชางจํานวน       

2 ตัว สรุปไดดังตารางที่ 2 ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ในเลือดของแมวตัวที่ 1 นาจะมีไมโครฟลาเรีย 

ชนิดเดียวคือ B. malayi และในเลือดของแมว

ตัวที่  2 จากการศึกษาบริเวณ  ITS1 พบวา

อาจจะเปน new variant ของ B. malayi  โดย

อาจเปน strain ดั้งเดิมหรือเกิดขึ้นใหมที่มี

วิวัฒนาการที่จําเพาะ และจากการศึกษาบริเวณ  

ITS2  พบวา มี subgroup ของ B.malayi ซึ่ง

สามารถแบงแยกไดเปน 2 subgroups แสดงให

เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ  

Brugia นอกจากนี้ยังพบ B. pahangi และเชื้อ

พยาธิเทาชางชนิดอื่นดวยแสดงวาในแมวตัวที่ 2 

อาจจะเกิด mix infection ขึ้น จากขอมูล

ดังกลาวทําใหทราบถึงการเปลี่ยนแปลงลําดับ   

นิวคลีโอไทดที่มีความแปรผันสูงในบริเวณ ITS2 

ดังนั้น 

 

 

 

จากการศึกษานี้สรุปไดวาบริเวณ ITS ของ 

nuclear ribosomal DNA สามารถจําแนก

ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและแยกสายพันธุ

ของเชื้อ Brugia ที่เก็บไดจากแมวที่เปนแหลงรัง

โรคทางภาคใตของประเทศไทยได แตอยางไร 

 

 

 
ตารางที่ 2 แสดงไมโครฟลาเรยีของพยาธิเทาชางที่อยูในแมวตัวที่ 1 และ 2 

 

 

 

 

 

 

 

ก็ตามในการศึกษาตอไปควรทําการเก็บโคโลนี

ใหมากขึ้นเพื่อศึกษาทางสถิติและเพื่อยืนยันการ

เกิดเปน variant ชนิดใหมดวย 
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