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บทนํา

พยาธิ Eurytrema pancreaticum มีชื่อสามัญวา pancreatic
fluke เปนพยาธิใบไมชนิดหนึง่ทีมั่กพบในเขตอบอุนยานเอเชียตัวเต็มวัยมี
ความยาว 8-16 มิลลิเมตร มี suckers 2 อัน มักตรวจพบใน pancreatic
ducts, bile ducts และบางครั้งพบที่ลาํไสเลก็สวนตน (duodenum) ของ
แกะ  แพะ และสัตวเคี้ยวเอื้องหลายชนดิ ซึ่งกอความเสียหายใหกับสตัว
เคี้ยวที่ไดกินสัตวที่เปนก่ึงกลางตัวที่สอง เชน Grasshopers เหลเขาไป
กรณีที่สัตวเคี้ยวเอื้องติดเชือ้อยางรนุแรงจะทาํให body score ของสัตวอยู
ในระดับ poor โดยเฉพาะในแกะพบสภาวะ chronic wasting condition
ทําใหอัตราการตาย (mortality) เพิ่มสูงขึ้น



ตวัอ่อนไชผา่นผนังลาํไส้ไปยงัท่อตบัอ่อนหรือท่อนําดีทนัทีโดยไม่ผา่นอวยัวะอืนๆ
แล้วจึงเจริญเป็นตวัเตม็วยั

Final host กิน inter. host 2 ไข่ปนออกมากบัอจุจาระ

Inter. host 2 คือพวก Miracidium ออกจากไข่
Grasshopersเช่น ตั กแตน หลงัจาก Inter.host 1 คือหรือ
จิงหรีด กินเข้าไป หอยบก (Terrestrial snails)
เจริญเป็นระยะ Metacercaria เช่น Bradybaena และ

Cathaica กิน เจริญเป็น
Cercaria ออกจากหอยบกไป ระยะ Sporocyst, Cercaria
รวมตวักนัอยู่ใน Slime ball (ไม่มีระยะ Redia)

-Slime ball คือ สารทีถกูขบัออกมาจากรหูายใจของหอย

Life cycle



ตัวเต็มวัยพยาธิใบไม E. pancreaticum ที่
ผานการเก็บรักษาไวใน 10% buffered
formalin มาแลวนั้น เนื้อเยื่อของตัวพยาธิ
จะหดตัวลงเนื้อเยื่อแข็งตัวขึ้น ความยืดหยุน
ของเนื้อเยื่อลดลง และมีสีขาวขุน การศึกษา
ครั้งนี้ไดคัดเลือกตัวพยาธิที่สมบูรณทางดาน
กายภาพโดยตรวจสอบผานกลอง
stereoscope ตัวพยาธิไมควรมีรอยฉีกขาด
มีอวัยวะภายในยังอยูครบ ซ่ึงโดยทั่วไปพยาธิ
ดังกลาวจะมีอวัยวะภายในเปนเสนๆ สีดํา
ลําตัวขาวขุน ไมโปรงแสงเหมือนตัวพยาธิสด

รูปที่ 1 ตัวพยาธิ E. pancreaticum ที่ถูกเก็บรักษาไวใน 10% buffered formalin (8-16 X 5-8.5 mm; non stained)



อุปกรณและสารเคมี
อุปกรณสําหรับบีบตัวพยาธิใหแบน (pressing)
ไดแก กรรไกร กระดาษทิชชู กระจกสไลดขนาด 25.4 X 76.2 มิลลิเมตร หนังยางกระดาษ
ขนาด 20 X 25 มิลลิเมตร พูกัน จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก  ถุงมือยาง และ glass jars มีฝา
ปดขนาด 250 มิลลิลิตร
อุปกรณสําหรับการยอมสี (staining) และการดึงน้ําออกจากตัวพยาธิ (dehydration)
ไดแก large staining dishes แบบมีฝาปด  พูกัน ปากคีบปลายแบน  ผากอส ขนาด
6 X 6 เซนติเมตร tissue cassette หลอด dropper และนาฬิกาจับเวลา

อุปกรณสําหรับการ mount (mounting) ไดแก พูกัน  ไมจิ่มฟน  กระจกสไลดขนาด
25.4 X 76.2 มิลลิเมตร และ cover glasses
สารเคมี ไดแก 10% buffered formalin, 1% Semichon’s acetic carmine, 0.04%
Fast green FCF, 70% ethanol, 85% ethanol, 95% ethanol, absolute
ethanol, xylene ผสม absolute ethanol (xylene 1 สวน ผสม absolute ethanol
1 สวน) และ น้ํายา Permount®



รูปที่ 2: วิธีการยอมสีตัวพยาธิ A: ตัวพยาธิที่เก็บรักษาไว 10% buffered formalin, B: การบีบใหพยาธิแบนโดยวางตัวพยาธิ
บนสไลดใชกระดาษค้ันหัวทาย และวางกระจกสไลดอีกหน่ึงแผนทับลงไปใชยางรัด, C: แชพยาธิที่อยูในข้ันตอนการบีบใน
นํ้าประปา, D: หอพยาธิดวยผากอสแลวบรรจุใน tissue cassette, E: แชใน 70% ethanol, F: แชใน 1% Semichon’s
acetic carmine, G: แชใน 70% ethanol, H: แชใน 0.04% Fast green FCF, I: แชใน 70% ethanol



รูปที่ 3: ขั้นตอนการ dehydration ตัวพยาธิ  การ clearing และการ mounting J: แชใน 85 % ethanol,
K: แชใน ethanol 95%, L: แชใน absolute ethanol, M: แชใน xylene ผสม absolute ethanol, N:
แชใน xylene, O: mounting ดวย น้ํายา Permount® และแผนกระจก cover slip



รูปที่ 4: พยาธิ E. pancreaticum ที่เก็บรักษาไวใน 10% buffered formalin (stained)
oral sucker (OS), cirrus sac (CS), testes (T1-2), ovary (o) ติดสีแดงอมมวง สวนที่ติด
สีแดงอมน้ําตาล คือ intestinal caeca (IC1-2), vitelline glands (VG1-2) และ uterus
(U) และ ผิวตัวพยาธิดานนอกติดสีเขียว (X100)



สรุปผลการวิจัย
ผลจากการศึกษาการยอมสีพยาธิครั้งนี้ พบวาการติดสีของอวัยวะภายในที่เปนอวัยวะ

สําคัญ ที่สามารถใชอางอิงเพ่ือแบงแยกชนิดตัวพยาธิได คือ testes มีลักษณะเปนวงกลม 2
ใบ และ ovary มีลักษณะเปน lobe เล็กๆ ทั้งสองอวัยวะติดสีแดงอมมวง สวนอวัยวะ
intestinal caeca มีลักษณะเปนทอยาวประมาณ 2 ใน 3 วางตัวอยูทั้งสองขางของลําตัว
ทั้งซายและขวา vitelline glands ที่วางตัวอยูใกลๆ กันทั้งสองฝงขางลําตัวจะติดสีแดงอม
น้ําตาลอยางชัดเจน นอกจากนั้นยังพบ sucker อีก 2 อัน อยูบริเวณดานหัว และอีกหนึ่งอัน
อยูบริเวณทางแยก (bifurcation) ของลําไสซ่ึงติดสีน้ําตาลออนเมื่อเทียบกับ intestinal
caeca หรือ vitelline glands สวนไขที่อยูใน uterus ที่ขดไปมาทางดานทายตัวจะติดสี
เหลืองเขม แตอาจพบวามีไขบางใบจะติดสีแดงอมน้ําตาลเหมือนกับสีที่พบบน intestinal
caeca และ vitelline glands ไดเชนกันและสวนของผิวตัวพยาธิจะติดสีเขียวสดใสอยาง
ชัดเจน



วิจารณผลการวิจัย

จากผลการศึกษาวิจัยครั้งนี้ พบวาตัวพยาธิที่เคยผานการเก็บรกัษาใน
สารละลาย formalin มากอนเม่ือแลว สามารถใชวิธีการยอมที่ปรบัปรงุ
พัฒนาขึ้นมาใหมนี้สามารถยอมใหอวัยวะภายในติดสีและดูผานกลอง LM ได
โดยลักษณะการติดสีของอวัยวะภายในที่สาํคญัที่ใชเปนตัวบงชี้ชนิดของ
พยาธิได เชน testes, ovary, uterus และintestinal caeca ติดสีแดงได
อยางชัดเจน แสดงวาพยาธิชนิดนี้ถึงแมจะผานการเก็บรกัษาในสารละลาย
formalin มานาน ก็ยังสามารถทําการบีบอัดใหแบนไดแตตองใชความ
ชํานาญและระยะเวลาที่นานขึน้ ซึ่งขั้นตอนการบีบอัดนี้เปนขัน้ตอนแรกและ
สําคัญมากในการยอมพยาธิเพือ่ทําสไลดถาวร ซึ่งโดยปกติแลวในการยอม
พยาธิเพื่อทําสไลดถาวรแบบดั้งเดิมตองใชตัวพยาธิสดๆ เทานั้น
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