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บทนํา

พยาธิ Eurytrema pancreaticum มีชื่อสามัญวา pancreatic
fluke เปนพยาธิใบไมชนิดหนึง่ทีมั่กพบในเขตอบอุนยานเอเชียตัวเต็มวัยมี
ความยาว 8-16 มิลลิเมตร มี suckers 2 อัน มักตรวจพบใน pancreatic
ducts, bile ducts และบางครั้งพบที่ลาํไสเลก็สวนตน (duodenum) ของ
แกะ  แพะ และสัตวเคี้ยวเอื้องหลายชนดิ ซึ่งกอความเสียหายใหกับสตัว
เคี้ยวที่ไดกินสัตวที่เปนก่ึงกลางตัวที่สอง เชน Grasshopers เหลเขาไป
กรณีที่สัตวเคี้ยวเอื้องติดเชือ้อยางรนุแรงจะทาํให body score ของสัตวอยู
ในระดับ poor โดยเฉพาะในแกะพบสภาวะ chronic wasting condition
ทําใหอัตราการตาย (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
ผานการเก็บรักษาไวใน 10% buffered
formalin มาแลวนั้น เนื้อเยื่อของตัวพยาธิ
จะหดตัวลงเนื้อเยื่อแข็งตัวขึ้น ความยืดหยุน
ของเนื้อเยื่อลดลง และมีสีขาวขุน การศึกษา
ครั้งนี้ไดคัดเลือกตัวพยาธิที่สมบูรณทางดาน
กายภาพโดยตรวจสอบผานกลอง
stereoscope ตัวพยาธิไมควรมีรอยฉีกขาด
มีอวัยวะภายในยังอยูครบ ซ่ึงโดยทั่วไปพยาธิ
ดังกลาวจะมีอวัยวะภายในเปนเสนๆ สีดํา
ลําตัวขาวขุน ไมโปรงแสงเหมือนตัวพยาธิสด

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



อุปกรณและสารเคมี
อุปกรณสําหรับบีบตัวพยาธิใหแบน (pressing)
ไดแก กรรไกร กระดาษทิชชู กระจกสไลดขนาด 25.4 X 76.2 มิลลิเมตร หนังยางกระดาษ
ขนาด 20 X 25 มิลลิเมตร พูกัน จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก  ถุงมือยาง และ glass jars มีฝา
ปดขนาด 250 มิลลิลิตร
อุปกรณสําหรับการยอมสี (staining) และการดึงน้ําออกจากตัวพยาธิ (dehydration)
ไดแก large staining dishes แบบมีฝาปด  พูกัน ปากคีบปลายแบน  ผากอส ขนาด
6 X 6 เซนติเมตร tissue cassette หลอด dropper และนาฬิกาจับเวลา

อุปกรณสําหรับการ mount (mounting) ไดแก พูกัน  ไมจิ่มฟน  กระจกสไลดขนาด
25.4 X 76.2 มิลลิเมตร และ cover glasses
สารเคมี ไดแก 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 สวน ผสม absolute ethanol
1 สวน) และ น้ํายา Permount®



รูปที่ 2: วิธีการยอมสีตัวพยาธิ A: ตัวพยาธิที่เก็บรักษาไว 10% buffered formalin, B: การบีบใหพยาธิแบนโดยวางตัวพยาธิ
บนสไลดใชกระดาษค้ันหัวทาย และวางกระจกสไลดอีกหน่ึงแผนทับลงไปใชยางรัด, C: แชพยาธิที่อยูในข้ันตอนการบีบใน
นํ้าประปา, D: หอพยาธิดวยผากอสแลวบรรจุใน tissue cassette, E: แชใน 70% ethanol, F: แชใน 1% Semichon’s
acetic carmine, G: แชใน 70% ethanol, H: แชใน 0.04% Fast green FCF, I: แชใน 70% ethanol



รูปที่ 3: ขั้นตอนการ dehydration ตัวพยาธิ  การ clearing และการ mounting J: แชใน 85 % ethanol,
K: แชใน ethanol 95%, L: แชใน absolute ethanol, M: แชใน xylene ผสม absolute ethanol, N:
แชใน xylene, O: mounting ดวย น้ํายา Permount® และแผนกระจก cover slip



รูปที่ 4: พยาธิ E. pancreaticum ที่เก็บรักษาไวใน 10% buffered formalin (stained)
oral sucker (OS), cirrus sac (CS), testes (T1-2), ovary (o) ติดสีแดงอมมวง สวนที่ติด
สีแดงอมน้ําตาล คือ intestinal caeca (IC1-2), vitelline glands (VG1-2) และ uterus
(U) และ ผิวตัวพยาธิดานนอกติดสีเขียว (X100)



สรุปผลการวิจัย
ผลจากการศึกษาการยอมสีพยาธิครั้งนี้ พบวาการติดสีของอวัยวะภายในที่เปนอวัยวะ

สําคัญ ที่สามารถใชอางอิงเพ่ือแบงแยกชนิดตัวพยาธิได คือ testes มีลักษณะเปนวงกลม 2
ใบ และ ovary มีลักษณะเปน lobe เล็กๆ ทั้งสองอวัยวะติดสีแดงอมมวง สวนอวัยวะ
intestinal caeca มีลักษณะเปนทอยาวประมาณ 2 ใน 3 วางตัวอยูทั้งสองขางของลําตัว
ทั้งซายและขวา vitelline glands ที่วางตัวอยูใกลๆ กันทั้งสองฝงขางลําตัวจะติดสีแดงอม
น้ําตาลอยางชัดเจน นอกจากนั้นยังพบ sucker อีก 2 อัน อยูบริเวณดานหัว และอีกหนึ่งอัน
อยูบริเวณทางแยก (bifurcation) ของลําไสซ่ึงติดสีน้ําตาลออนเมื่อเทียบกับ intestinal
caeca หรือ vitelline glands สวนไขที่อยูใน uterus ที่ขดไปมาทางดานทายตัวจะติดสี
เหลืองเขม แตอาจพบวามีไขบางใบจะติดสีแดงอมน้ําตาลเหมือนกับสีที่พบบน intestinal
caeca และ vitelline glands ไดเชนกันและสวนของผิวตัวพยาธิจะติดสีเขียวสดใสอยาง
ชัดเจน



วิจารณผลการวิจัย

จากผลการศึกษาวิจัยครั้งนี้ พบวาตัวพยาธิที่เคยผานการเก็บรกัษาใน
สารละลาย formalin มากอนเม่ือแลว สามารถใชวิธีการยอมที่ปรบัปรงุ
พัฒนาขึ้นมาใหมนี้สามารถยอมใหอวัยวะภายในติดสีและดูผานกลอง LM ได
โดยลักษณะการติดสีของอวัยวะภายในที่สาํคญัที่ใชเปนตัวบงชี้ชนิดของ
พยาธิได เชน testes, ovary, uterus และintestinal caeca ติดสีแดงได
อยางชัดเจน แสดงวาพยาธิชนิดนี้ถึงแมจะผานการเก็บรกัษาในสารละลาย
formalin มานาน ก็ยังสามารถทําการบีบอัดใหแบนไดแตตองใชความ
ชํานาญและระยะเวลาที่นานขึน้ ซึ่งขั้นตอนการบีบอัดนี้เปนขัน้ตอนแรกและ
สําคัญมากในการยอมพยาธิเพือ่ทําสไลดถาวร ซึ่งโดยปกติแลวในการยอม
พยาธิเพื่อทําสไลดถาวรแบบดั้งเดิมตองใชตัวพยาธิสดๆ เทานั้น
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