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บทคดัย่อ – บทความฉบบัน้ีจดัท าข้ึนเพ่ือเป็นแนวทางส าหรับการเตรียมตวัอยา่ง และการท าสไลดร้ิ์นฝอยทรายซ่ึงมีความส าคญัอยา่งยิ่งต่อการจ าแนกสายพนัธ์ุของร้ินฝอยทราย 

ตลอดจนการตรวจ และการแยกเช้ือก่อโรคท่ีมีร้ินฝอยทรายเป็นพาหะ บทความน้ีครอบคลุมเทคนิคและขั้นตอนท่ีเหมาะสมส าหรับการปฏิบติังานทั้งในภาคสนามและใน

ห้องปฏิบติัการ เพ่ือให้ไดต้วัอยา่งท่ีมีคุณภาพและเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ในระดบัต่าง ๆ ซ่ึงเน้ือหาประกอบดว้ยค าแนะน าโดยละเอียดเก่ียวกบัการเก็บตวัอยา่ง การจดัการ การ

ดูแล และการท าให้ร้ินฝอยทรายสลบและตาย โดยแนะน าวิธีการท าให้แห้งดว้ยการแช่เยือกแข็ง หรือการใชก๊้าซคาร์บอนไดออกไซด์เป็นทางเลือกแทนการใชส้ารเคมี รวมถึง

แนวทางการเก็บรักษาตวัอยา่ง เช่น การแช่เยน็และการเก็บในเอทานอล ทั้งน้ีคุณภาพของการจดัวางโครงสร้างทางกายวิภาคท่ีส าคญั เช่น อวยัวะสืบพนัธ์ุ ส่วนหัว และปีก มีผล

โดยตรงต่อความชดัเจนในการจ าแนกสายพนัธ์ุของร้ินฝอยทรายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ซ่ึงไดมี้การอธิบายรายละเอียดและขอ้ควรระวงัในแต่ละขั้นตอนไวอ้ย่างเป็นระบบ นอกจากน้ี

บทความยงัมีการน าเสนอขั้นตอนการเตรียมตวัอย่างอย่างละเอียด โดยครอบคลุมกระบวนการท าให้ตวัอยา่งใสดว้ยสารละลายต่าง ๆ เช่น โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์และการปรับ

สภาพตวัอย่างด้วยสารละลายมาร์ก-อ็องเดร (Marc-André) ในส่วนของการจัดท าสไลด์ถาวร ได้มีการเปรียบเทียบคุณสมบติัของสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ 

(mounting media) หลายประเภท โดยพิจารณาจากสมบัติทางแสงและประสิทธิภาพในการเก็บรักษา พบว่าสารละลายฮอยเออร์ (Hoyer) หรือ คลอรอล กัม 

(chloral gum) มีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างแบบเร่งด่วนท่ีตอ้งการความรวดเร็ว โดยเฉพาะการดูลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของถุงเก็บน ้ าเช้ือ 

(spermathecae) เน่ืองจากมีความใสสูง อยา่งไรก็ตาม สารดงักล่าวไม่เหมาะสมต่อการเก็บในระยะยาว บทความน้ียงัไดก้ล่าวถึงสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดอ่ืน ๆ 
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ได้แก่ โพลีไวนิลแอลกอฮอล์ (polyvinyl alcohol) ยูพารอล (Euparal®) ซ่ึงมีความสามารถในการทนต่อน ้ าในระดบัจ ากดั และ แคนาดาบาลซัม (Canada 

balsam) ซ่ึงละลายในตวัท าละลายไฮโดรคาร์บอน โดยสาร Euparal® และ Canada balsam มีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาสไลดใ์นระยะยาว นอกจากน้ี

เอกสารน้ีไดเ้พ่ิมแนวทางและเทคนิคสมยัใหม่ทางอณูชีววิทยา เช่น การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ และเทคนิคมาลดิ-ทอฟ (MALDI-ToF) ซ่ึงตอ้งอาศยัความพิถีพิถนัเป็น

พิเศษในกระบวนการเตรียมตวัอย่างเพ่ือรักษาคุณภาพของสารพนัธุกรรมและขอ้มูลทางชีวโมเลกุล อีกทั้งยงัไดจ้ดัท าวิดีโอสาธิตขั้นตอนการจดัท าสไลด์ในรูปแบบต่าง ๆ เพ่ือ

เสริมสร้างความเขา้ใจในการปฏิบติังานจริง พร้อมทั้งจดัท าค าบรรยายและค าแปลใน 33 ภาษา เพ่ือรองรับการใชง้านของนักวิจยัและผูป้ฏิบติังานจากหลากหลายประเทศ อนัเป็น

การตอบสนองต่อความตอ้งการและความคาดหวงัของเครือข่ายนกัวิทยาศาสตร์ทัว่โลกในระดบัสากลอยา่งแทจ้ริง 

ค าส าคญั: ท าสไลด์, ร้ินฝอยทราย, สารละลาย Hoyer, สารละลาย Marc-André, สาร chloral gum, สาร polyvinyl alcohol, สาร Euparal®, สาร Canada balsam, การแยกเช้ือลิ

ชมาเนีย, ออกภาคสนาม, การเพาะเช้ือ, การผา่ตวัอยา่งแมลง, อณูชีววิทยา, เทคนิค MALDI-ToF, ตวัอยา่งตน้แบบ 

Abstract – Processing and mounting phlebotomine sand flies: a consensus guideline. This article provides a 

comprehensive guide for the processing and mounting of phlebotomine sand fly specimens, which is crucial for species 

identification and pathogen detection and isolation. It discusses a range of techniques suitable for both field and 

laboratory settings. The guide includes detailed instructions on sand fly collec-tion, handling, covering, and euthanasia 

(recommending dry freezing or CO2 over chemicals) as well as conservation strategies, such as cold storage and 

preservation in ethanol. The quality of preparation of certain anatomical structures (genital organs, head and wings) is 

essential for their proper microscopic observation and is described in this work. The article also presents detailed sample 

processing, including the clearing process with agents such as potassium hydrox-ide then Marc-André solution. The 

mounting process compares different media, emphasizing their optical properties and preservation potential. Hoyer 

fluid (also known as chloral gum) is recommended for quick observation, particularly for spermathecae, due to its 

clarity, although it is not suitable for long-term storage. Other media discussed include polyvinyl alcohol, Euparal® (for 

limited water tolerance), and Canada balsam (a hydrocarbon-soluble medium), with the latter two offering long-term 

preservation capabilities. Innovative molecular biology approaches such as DNA sequencing and MALDI-ToF, which 

require particular attention to sample processing, are also addressed. Furthermore, short video clips illustrating various 

mounting techniques as well as translations in many different languages are provided, allowing the guideline to reach 

the diverse needs and expectations of the global scientific community. 

Key words: Mounting, Phlebotomine sand fly, Hoyer fluid, Marc-André solution, Chloral gum, Polyvinyl alcohol, 

Euparal®, Canada balsam, Leishmania isolation, Field conditions, Culture, Dissection, Molecular biology, MALDI-

ToF, Type-specimens.

บทน ำ 

ร้ินฝอยทราย (Phlebotomine sand flies) เป็นแมลงขนาดเล็กในอันดบั 

Diptera วงศ ์Psychodidae วงศย์อ่ย Phlebotominae ซ่ึงในปัจจุบนัมีการ
รายงานการพบแล้วอย่างน้อย 1,063 สายพนัธุ์ทัว่โลก [21] แมลงกลุ่มน้ีมีบทบาท
ส าคญัทางสาธารณสุข เน่ืองจากเป็นพาหะของเช้ือก่อโรคหลายชนิด ไดแ้ก่ เช้ือลิชมาเนีย 
(Leishmania spp.) เช้ือไวรัสในกลุ่มอาร์โบไวรัส (arboviruses) และเช้ือ
แบคทีเรียสกุล Bartonella ซ่ึงก่อให้เกิดโรคลิชมาเนีย (leishmaniasis) การติด
เช้ืออาร์โบไวรัส และโรคบาร์โทเนลโลซิส (bartonellosis) ตามล าดบั การจ าแนก
สายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายตอ้งอาศัยการตรวจอย่างละเอียดภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ ซ่ึง
จ าเป็นตอ้งผ่านกระบวนการเก็บรวบรวมท่ีประณีต การเก็บรักษาท่ีเหมาะสม และการ
จดัท าสไลด์ตวัอยา่งท่ีมีคุณภาพ โดยใช้เทคนิคเฉพาะทางหลายประการซ่ึงแต่ละวิธีมีขอ้ดี
และขอ้จ ากดัแตกต่างกนั 

การจ าแนกสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายตวัเตม็วยัพิจารณาจากลกัษณะทางสัณฐานวิทยา
ทั้ งโครงสร้างภายนอก เช่น หนวด ระยางค์ปาก และอวยัวะสืบพันธุ์เพศผู ้ รวมถึง
โครงสร้างภายใน เช่น คอหอย (pharynx) กระเปาะอาหาร (cibarium) และถุง
เก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) การผา่และแยกโครงสร้างภายในเหล่าน้ีช่วยให้สามารถ 

เห็นไดอ้ยา่งชัดเจนยิง่ข้ึนและน าไปสู่การจ าแนกสายพนัธุ์ของแมลงท่ีมีความแม่นย  าสูง 
ดว้ยลกัษณะเฉพาะดังกล่าว การจ าแนกสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายจึงแตกต่างจากแมลงดูด
กินเลือดกลุ่มอ่ืน ๆ เช่น ยงุ หรือมวนเพชฌฆาต โดยจ าเป็นตอ้งมีการผนึกตวัอยา่งระหว่าง
แผน่สไลดแ์ละกระจกปิดสไลดก่์อนการดูผา่นกลอ้งเพื่อจ าแนกสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทราย       
 

 
ช่วงทศวรรษท่ี 1980 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตก้ล้องจุลทรรศน์

ถือเป็นวิธีการเพียงวิธีเดียวในการจ าแนกสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทราย และยงัคงเป็นวิธีท่ีใช้
กนัอยา่งแพร่หลายท่ีสุดในปัจจุบนั ในอดีตการเลือกกระบวนการเตรียมตวัอยา่งจึงค่อนขา้ง
ตรงไปตรงมา โดยสามารถแบ่งออกเป็นสองแนวทางหลกั ไดแ้ก่ การท าสไลด์ถาวรเพื่อ
การเก็บตวัอยา่งในระยะยาว และการท าสไลด์แบบรวดเร็วเพื่อการจ าแนกแต่ไม่สามารถ
เก็บในระยะยาวได้ ยกตัวอย่างเช่น การใช้เรซินจ าพวก Canada balsam เป็น
ขั้นตอนท่ีตอ้งใช้เวลามากเน่ืองจากตอ้งไล่น ้ าออกจากตวัอยา่งให้หมด นอกจากน้ีค่าดชันี
หักเหแสงของสารชนิดน้ีอาจไม่เอ้ือต่อการดูถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) ได้
โดยง่าย ในทางกลับกันการท าสไลด์ในสารท่ีมีน ้ าเป็นตัวท าละลาย เช่น สารละลาย 
Hoyer จะรวดเร็วกว่าและช่วยให้เห็นถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) ไดช้ัดเจน
กว่า แต่ไม่สามารถเก็บไดใ้นระยะยาวเน่ืองจากสารมีแนวโน้มท่ีจะดูดความช้ืนจากอากาศ 
อย่างไรก็ตามสามารถแก้ไขได้โดยการปิดผนึกขอบกระจกสไลด์ด้วยน ้ ายาทาเล็บเม่ือ
ตวัอยา่งแห้งสนิท ขอ้จ ากดัและการเลือกใชว้ธีิการเหล่าน้ียงัคงมีผลต่อการตดัสินใจเลือกวิธี
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ท าสไลด์ถาวรของตวัอยา่งในปัจจุบนั โดยข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคข์องการเตรียมตวัอย่าง
นั้น ๆ ตั้งแต่ทศวรรษท่ี 1980 เป็นตน้มา การศึกษาจ าแนกสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายได้
เร่ิมน าแนวทางทางสัณฐานวิทยามาผสมผสานกบัแนวทางทางชีวเคมี วธีิแรกที่น ามาใช้คือ
การวิเคราะห์สารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีผนังล าตวั (cuticular hydrocarbon 

analysis) ซ่ึงต่อมาถูกแทนท่ีดว้ยเทคนิคทางอณูชีววิทยาอยา่งรวดเร็ว เช่น เทคนิคใช้
ไพร เมอ ร์ สุ่ม  (random amplified polymorphic DNA: RAPD) 

เ ท ค นิ ค ใ ช้ เ อ น ไ ซ ม์ ตั ด จ า เ พ า ะ  (restriction fragment length 

polymorphism: RFLP) การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม และการหาล าดบันิวคลี
โอไทด์ดว้ยวิธีแซงเกอร์ (sanger sequencing) รวมถึงการหาล าดบันิวคลีโอไทด์
ในยุคใหม่  หรือท่ี เ รียกว่า  next-generation sequencing; NGS ซ่ึ งใน
ปัจจุบนัแนวทางทางอณูชีววิทยายงัถูกเสริมดว้ยวธีิการวเิคราะห์โปรตีน เช่น MALDI-

ToF นอกจากน้ี การจ าแนกสายพนัธุ์ดว้ยวิธีทางโมเลกุลยงัสามารถท าควบคู่ไปกับการ
ตรวจหาเ ช้ือก่อโรคด้วยเทคนิคพีซีอา ร์ (Polymerase Chain Reaction; 

PCR) เ ช่ น  Leishmania, Trypanosoma, Bartonella แ ล ะ 
Phlebovirus เน่ืองจากสามารถตรวจพบไดท้ั้งวธีิพีซีอาร์แบบดั้งเดิม (End-point 

PCR) และ  พี ซีอา ร์แบบเ รียลไทม์  (Real-time PCR) ซ่ึ งต้องมีการปรับ
กระบวนการเก็บตวัอย่างและวิธีการเก็บให้สอดคล้องกับเป้าหมายการวิจัย [3, 32] 

นอกเหนือจากลกัษณะทางสัณฐานวิทยาแบบดั้งเดิมแลว้ ยงัมีการประยกุตใ์ช้แนวทางทาง
สัณฐานวิทยาอ่ืน ๆ เพิ่มเติม เช่น การวัดสัณฐานแบบเรขาคณิตบนปีก  (wing 

geomorphometry) 
 

บทความน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อเสนอแนวทางมาตรฐานในการท าสไลด์และการเตรียม
ตวัอยา่งร้ินฝอยทรายตวัเตม็วยั เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการวเิคราะห์ทางสัณฐานวิทยาและ
อณูชีววทิยา โดยอาศยัประสบการณ์ของผูนิ้พนธ์และขอ้มูลจากการทบทวนวรรณกรรม  

 

ความจ าเป็นในการวเิคราะห์บางประเภท เช่น อณูชีววทิยา หรือ MALDI-ToF 

ท าให้ตอ้งมีการเก็บช้ินส่วนของตวัอยา่งร้ินฝอยทรายท่ีไม่ไดใ้ช้ในการจ าแนกทางสัณฐาน
วทิยา ซ่ึงย  ้าให้เห็นถึงความส าคญัในการเลือกวธีิการอยา่งถ่ีถว้น  

 

บทความฉบบัน้ีมุ่งเน้นท่ีวิธีการท าให้แมลงสลบและการท าให้แมลงตายในตวัอย่าง
ร้ินฝอยทรายท่ีเก็บไดใ้นขณะมีชีวิต การเก็บรักษาตวัอยา่ง และการเตรียมสไลด์ เพื่อการ
จ าแนกสายพนัธุ์อยา่งรวดเร็วหรือเพื่อการเก็บในระยะยาวส าหรับการศึกษาในอนาคต  

 

บทน ำเบือ้งตน้: กำรพิจำรณำดำ้นควำมปลอดภยั

และขอ้ก ำหนดทำงกฎหมำยควรอำ้งองิตำมเอกสำร

ขอ้มูลควำมปลอดภยัของสำรเคมี (Safety Data 

Sheets; SDS) ทีเ่กีย่วขอ้ง 
สารเคมีทั้ งหมดท่ีน าเสนอในคู่มือน้ีต้องได้รับการจัดการภายใต้เ ง่ือนไขความ

ปลอดภยัท่ีเขม้งวด คณะกรรมการด้านอาชีวอนามัยและความปลอดภยัของสถาบนัวิจยั
พร้อมให้ขอ้มูลเก่ียวกับอนัตรายของสารเคมี ขั้นตอนการจดัการ และการก าจดัของเสีย 
อยา่งไรก็ตาม ผูใ้ช้งานจ าเป็นตอ้งปฏิบติัตามค าแนะน าดา้นความปลอดภยัในการใช้งาน
และการก าจดัอยา่งเคร่งครัด ทั้งน้ี เป็นความรับผดิชอบของผูใ้ชทุ้กคนท่ีจะตอ้งมัน่ใจว่าการ
ด าเนินงานเป็นไปตามแนวทางปฏิบติัท่ีดีในห้องปฏิบติัการ (Good Laboratory 

Practices; GLP) รวมถึงกฎหมายและข้อบังคับท่ีบังคับใช้ ในประเทศหรือ
สถาบนัวจิยันั้น ๆ นอกจากน้ี สารเคมีบางชนิดหรือส่วนประกอบบางอยา่ง เช่น คลอรอล
ไฮเดรต (chloral hydrate) อาจมีการควบคุมทางกฎหมายในบางประเทศ โดย
รายการค ายอ่ท่ีใชใ้นตน้ฉบบัน้ีไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 1 

 
ตารางที ่1 รายการค ายอ่ 

BME Basal medium Eagle 

CDC Centers for Disease Control and Prevention 

CMCP Camphor-monochlorophenol 

CMR Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic  

substance 

COI Cytochrome c oxidase subunit I gene 

CytB Cytochrome b gene 

DNA Deoxyribonucleic acid 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

EtOH Ethanol 

M199 Medium 199 

MALDI-ToF MS Matrix-assisted laser desorption/ionization  

time-of-flight mass spectrometry 

MEM Minimum essential media 

NGS Next-generation sequencing 

NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium 

PCR Polymerase chain reaction 

Lao PDR Lao People’s Democratic Republic 

PNOC Prepronociceptin gene 

qPCR Quantitative PCR (real-time PCR) 

RAPD Random amplified polymorphic DNA 

RFLP Restriction fragment length polymorphism 

RI Refractive index 

RNA Ribonucleic acid 

RNases Ribonucleases 

RNASS RNA stabilization solution 

RT-PCR Reverse transcription PCR 

TFA Trifluoroacetic acid 

1. กำรเก็บตวัอย่ำงร ิน้ฝอยทรำย 

ร้ินฝอยทรายตวัเต็มวยัสามารถเก็บไดท้ั้งในสภาพท่ียงัมีชีวิตและในสภาพท่ีตายแล้ว 
โดยใช้วิธีการหลากหลายรูปแบบ อาทิ กับดักแสงไฟขนาดเล็กแบบ CDC (CDC 

miniature light traps) กับดักกาว (sticky traps) และเคร่ืองดูดจับแมลง 
(aspirators) ซ่ึงอาจใชร่้วมกบักบัดกัแชนนอน (Shannon traps) หรือการเก็บ
โดยตรงจากแหล่งพกันอนตามธรรมชาติหรือส่ิงแวดลอ้มท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น คอกสัตว ์วธีิการ
เหล่าน้ีเก่ียวขอ้งกบัการเลือกต าแหน่งวางกบัดกัในแหล่งท่ีอยูอ่าศยัท่ีเหมาะสม การดึงดูด
ร้ินฝอยทรายด้วยแสงหรือสารล่ออ่ืน ๆ เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) หรือ
สารเคมีล่อแมลง และการเก็บรวบรวมตวัอยา่งเพื่อน าไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป ตามท่ี
ไดมี้การอธิบายรายละเอียดไวใ้นเอกสารส่ิงพิมพห์ลายฉบบั [2, 3, 32, 36, 49] การ
เก็บตวัอยา่งร้ินฝอยทรายในสภาพท่ียงัมีชีวิตมีขอ้ไดเ้ปรียบ เน่ืองจากสามารถน าตวัอยา่งไป
ประยกุตใ์ช้ในการศึกษาต่อเน่ืองไดทุ้กรูปแบบ รวมถึงการแยกเช้ือและการวิเคราะห์ทาง
อณูชีววทิยา ในขณะท่ีการเก็บรวบรวมตวัอยา่งท่ีตายแลว้ไม่เหมาะสมต่อการแยกเช้ือ ลิชมา
เนีย หรือไวรัส อยา่งไรก็ตามเทคนิคการเก็บบางวธีิ เช่น การใชก้ระดาษกาว มกัก่อให้เกิด
ความเสียหายต่อโครงสร้างทางกายวิภาคของร้ินฝอยทราย ไดแ้ก่ หนวด ระยางคป์าก ปีก 
หรือขา ซ่ึงอาจส่งผลต่อความแม่นย  าในการจ าแนกสายพนัธุ์ นอกจากน้ี น ้ ามันละหุ่ง 
(castor oil) ท่ีใช้เคลือบกระดาษกาวมีลกัษณะเหนียวและติดแน่นกบัล าตวัของแมลง 
จ าเป็นตอ้งก าจดัออกตั้งแต่ระยะเร่ิมตน้ของกระบวนการเตรียมตวัอยา่ง โดยทัว่ไปนิยมใช้



    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18               

5 

 

 
 

วิธีการแช่ตวัอยา่งในสารผสมของเอทานอลและไดเอทิลอีเทอร์ในอัตราส่วนเท่ากันเป็น
ระยะเวลาประมาณ 15 นาท ีเพื่อขจดัคราบน ้ ามนัดงักล่าวก่อนท าในขั้นตอนถดัไป 

2. กำรท ำใหต้วัอย่ำงร ิน้ฝอยทรำยสลบและตำย 

หลงัจากเก็บตวัอยา่งร้ินฝอยทรายแลว้ ร้ินฝอยทรายท่ีมีชีวติจ าเป็นตอ้งไดรั้บการท าให้
สลบและตายดว้ยวิธีท่ีเหมาะสมและสอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคข์องการศึกษา ทั้งน้ีวิธีการ
เก็บตวัอยา่งบางรูปแบบ เช่น การใช้กบัดกักาว หรือกบัดกัแสงไฟแบบ CDC ท่ีบรรจุ
สารซักฟอกหรือเอทานอล จะท าให้ร้ินฝอยทรายตายทนัทีในระหว่างการเก็บตัวอย่าง 
ตวัอย่างท่ีเก็บในเอทานอลสามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์ทางอณูชีววิทยาได้โดยตรง 
หรือควรน าไปแช่ในเอทานอลโดยเร็วท่ีสุดหลงัการเก็บ อยา่งไรก็ตาม วิธีการดงักล่าวไม่
เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MALDI-ToF วิธีการท าให้ตวัอยา่งตาย
บางวธีิอาจส่งผลให้ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาบางอยา่งเสียหายไป จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่
ท่ีจะตอ้งเลือกใช้วิธีมาตรฐานท่ีสามารถรักษาลกัษณะส าคญัของตวัอยา่งไว ้โดยเฉพาะใน
กรณีท่ีตอ้งการจ าแนกสายพนัธุ์อย่างถูกตอ้ง หรือเก็บเป็นตวัอย่างอ้างอิง (voucher 

specimens) ในระยะยาว สารเคมีท่ีนิยมใช้ในการท าให้แมลงสลบและตาย ได้แก่ 

เอทิลอะซิเตต (ethyl acetate) เอทิลอีเทอร์ (ethyl ether) เททระคลอโรอีเทน 

(tetrachloroethane) และคลอโรฟอร์ม (chloroform) โดยมักหยดสารลง
บนส าลีและวางไวภ้ายในภาชนะบรรจุตวัอยา่ง อยา่งไรก็ตาม สารเคมีดงักล่าวมีความเป็น
พิษสูง จึงตอ้งใช้งานด้วยความระมัดระวงัและปฏิบติัตามค าแนะน าด้านความปลอดภยั
อย่างเคร่งครัด จากประสบการณ์ของผูนิ้พนธ์ ไม่แนะน าให้ใช้คลอโรฟอร์ม เน่ืองจาก
พบวา่ส่งผลเสียต่อคุณภาพของการศึกษาทางอณูชีววิทยา อีกทั้งเม่ือพิจารณาถึงอนัตรายต่อ
ผูป้ฏิบติังานและความไม่แน่นอนของผลการวิเคราะห์ในระดับโมเลกุล จึงควรหลีกเล่ียง
การใชส้ารเคมีดงักล่าวโดยทัว่ไป  

 

วิธีการท่ีไดรั้บความนิยมและสามารถรักษาสภาพของลกัษณะทางสัณฐานวิทยา สาร
พันธุกรรมดีเอ็นเอ และโปรตีนได้ดีท่ีสุด คือ ท าให้แห้งด้วยการแช่เยือกแข็ง (dry 

freezing) โดยควรแช่ตวัอยา่งให้นานพอจนแมลงสลบอยา่งสมบูรณ์ แต่ไม่ควรนาน
เกินไปจนท าให้ (1) ตวัอยา่งแห้งกรอบ หรือ (2) ส่งผลกระทบต่อความมีชีวิตของเช้ือลิ
ชมาเนีย ในกรณีท่ีมีวตัถุประสงค์เพื่อแยกเช้ือลิชมาเนียจากทางเดินอาหารของแมลง ผู้
นิพนธ์แนะน าให้แช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15-20 นาที และควรตรวจสอบ
ตวัอยา่งเป็นระยะเพ่ือให้แน่ใจว่าแมลงเพียงอยูใ่นสภาวะสลบ ขณะท่ีเช้ือปรสิตยงัคงมีชีวิต  

 

ในกรณีท่ีไม่สามารถใชตู้แ้ช่แขง็ได ้สามารถใชก้๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นทางเลือก 

โดยในภาคสนามอาจใช้หลอดก๊าซคาร์บอนไดออกไซดข์นาดเล็กท่ีใชก้บัเคร่ืองท าน ้ าโซดา
แทน (soda siphons) ทั้งน้ีควรค านึงถึงขอ้จ ากดัดา้นการขนส่งทางอากาศ หากไม่มี
ทางเลือกอ่ืน วธีิรมควนับุหร่ีสามารถน ามาใชไ้ด ้โดยกกัแมลงไวใ้นหลอดแกว้และพ่นควนั
เข้าไป ซ่ึงจะท าให้แมลงตายภายในไม่ก่ีวินาที วิธีน้ีมีประสิทธิภาพในพื้นท่ีห่างไกล 
อยา่งไรก็ตาม ควนับุหร่ีจะเคลือบผวิหลอดแกว้ จึงไม่ควรน าหลอดเดิมกลบัมาใชเ้ก็บแมลง
มีชีวิตอีก หากยงัไม่ได้ท าความสะอาดอย่างละเอียด วิธีการทั้ งหมดท่ีกล่าวมาขา้งตน้
สามารถใชร่้วมกบัการผา่ทางเดินอาหารเพื่อแยกเช้ือลิชมาเนียในร้ินฝอยทรายได ้

 

 

 

 

3. กำรเก็บรกัษำตวัอย่ำงกอ่นน ำไปศกึษำ 

การเก็บรักษาตวัอยา่งก่อนน าไปท าต่อสามารถแบ่งออกเป็น 5 วธีิหลกั ดงัน้ี 

3.1. กำรแชแ่ข็ง (freezing) 
ควรเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หรือหากเป็นไปไดค้วรเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส ซ่ึง
ปัจจุบนัเป็นท่ีนิยมมากกวา่การเก็บในไนโตรเจนเหลว การแช่แขง็ควรท าทนัทีหลงัจากท า
ให้แมลงสลบ ขอ้ดีของการเก็บในเคร่ืองแช่แขง็คือสามารถรักษาสภาพตวัอยา่ง รวมถึง
ความสมบูรณ์ของสารพนัธุกรรมอาร์เอ็นเอ (RNA) สารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA) และ
โปรตีนไดดี้ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ในขณะท่ีไนโตรเจนเหลวอาจท าให้ปีก ขา 
ระยางคป์าก และหนวดเกิดความเสียหายรุนแรงจนหลุดขาด ส่งผลให้สูญเสียลกัษณะทาง
สัณฐานท่ีส าคญั การท าให้แห้งดว้ยการแช่เยอืกแขง็ก่อให้เกิดความเสียหายนอ้ยกวา่ แต่ใน
ขั้นตอนการละลายตวัอยา่ง อวยัวะท่ีเปราะบางอาจติดกบัผนงัหลอดเน่ืองจากการควบแน่น
ของน ้ า จึงท าให้ฉีกขาดได ้นอกจากน้ี การแช่แขง็อาจไม่สะดวกในงานภาคสนามเน่ืองจาก
ขอ้จ ากดัดา้นอุปกรณ์ วธีิน้ีเหมาะสมอยา่งยิง่ส าหรับการตรวจหาเช้ือก่อโรคดว้ยเทคนิคทาง
โมเลกุล อยา่งไรก็ตาม หากตอ้งการตรวจหาและแยกเช้ือไวรัสชนิดอาร์เอ็นเอ (RNA 
viruses) ในระยะยาว จ าเป็นตอ้งเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส หรือในไนโตรเจนเหลว ทั้งน้ี การ
แช่แขง็ตวัอยา่งมกัไม่เหมาะสมส าหรับการผา่ตวัแมลงเพื่อแยกเช้ือลิชมาเนียจากทางเดิน
อาหารของร้ินฝอยทราย 
 

3.2. กำรเก็บตวัอย่ำงในแอลกอฮอล ์เชน่ เอทำนอล 

(ethanol alcohol) หรอื ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล ์
(isopropyl alcohol) 
วธีิการเก็บร้ินฝอยทรายในแอลกอฮอลถื์อเป็นวธีิท่ีถูกใชอ้ยา่งแพร่หลายมากท่ีสุด เน่ืองจาก
สามารถน าไปใช้ได้ง่ายในภาคสนาม  แม้ในสภาพแวดล้อมท่ียากล าบากหรือไม่มี
ห้องปฏิบติัการรองรับ การเก็บในแอลกอฮอล์มีความเหมาะสมเป็นพิเศษส าหรับการศึกษา
ทางสัณฐานวิทยา เน่ืองจากอวยัวะท่ีเปราะบาง เช่น ปีก ขา หนวด หรือปาล์ป (palps) จะ
ยงัคงสภาพสมบูรณ์ หากไม่มีฟองอากาศอยูภ่ายในหลอดเก็บตวัอยา่ง ดงันั้นจึงแนะน าให้
ปิดผนึกหลอดดว้ยส าลีกอ้นเล็ก ๆ เพื่อก าจดัฟองอากาศ และติดฉลากไวด้า้นบนของจุกส าลี 
(รูปท่ี 1) ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล์ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาตวัอยา่งยงัคงเป็น
ประเด็นท่ีมีการถกเถียงกนัอยู ่โดยทัว่ไปไม่แนะน าให้ใชแ้อลกอฮอลท่ี์มีความเขม้ขน้ต ่ากว่า 
70% [45, 66] แอลกอฮอลท่ี์มีความเขม้ขน้สูงสามารถรักษาสภาพของสารพนัธุกรรมดี
เอ็นเอได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าและเป็นระยะเวลานานกว่า อย่างไรก็ตาม ความ
เขม้ขน้ท่ีสูงข้ึนอาจท าให้ตวัอยา่งมีความเปราะและแตกหักง่าย ส่งผลให้ไม่เหมาะสมต่อ
การศึกษาทางสัณฐานวทิยา การใชเ้อทานอลความเขม้ขน้ 96% ซ่ึงเป็นสารผสมแบบอะซีโอ
โทรป (azeotrope) สามารถช่วยให้ความเขม้ขน้ของแอลกอฮอลค์งท่ีในระยะยาว โดยเฉพาะ
ในพื้นท่ีท่ีมีความช้ืนสูง เช่น ประเทศในเขตร้อน แมว้า่เอทานอลความเขม้ขน้ 95% จะหาได้
ง่ายกว่าและถูกน ามาใช้อยา่งแพร่หลายมากกว่า ไม่ว่าความเขม้ขน้ของแอลกอฮอล์จะเป็น
เท่าใด โดยทัว่ไปสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอสามารถคงสภาพไดดี้เม่ือเก็บในเอทานอล แมว้่า
ประสิทธิภาพจะต ่ากว่าวิธีการเก็บดว้ยการแช่แข็ง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ส าหรับการวิเคราะห์
ทางชีวโมเลกุลขั้ นสูง เ ช่น เทคนิคการหาล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ next-generation 
sequencing (NGS) ในทางตรงกันข้าม โปรตีนมีความเสถียรต ่ ากว่ามาก โดยเฉพาะ
การศึกษาดา้นโปรตีโอมิกส์ (proteomics) เช่น การประยกุตใ์ชเ้ทคนิค MALDI-ToF ร้ินฝอย
ทรายท่ีเก็บในแอลกอฮอลเ์ป็นระยะเวลาหลายเดือนยงัคงสามารถน ามาจ าแนกสายพนัธุ์ทาง
สัณฐานวิทยาได้ แต่ไม่เหมาะสมส าหรับการสร้างฐานขอ้มูลสเปกตรัมโปรตีนอา้งอิงได้ 
การเก็บตวัอยา่งในแอลกอฮอล์หรือในสภาพแห้งสามารถปรับปรุงคุณภาพได ้หากมีการ
เก็บตวัอย่างร่วมกับการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส การแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ –20 
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องศาเซลเซียส ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาสภาพทางชีวโมเลกุล โดยเฉพาะกรด
นิวคลีอิกผา่นการชะลอการเส่ือมสลายของโมเลกุล อีกทั้งยงัให้ประโยชน์รองลงมาต่อการ
คงสภาพทางสัณฐานวิทยา โดยช่วยลดการเส่ือมสภาพของเน้ือเยือ่ในระยะยาว แมว้า่ผลต่อ
การคงสภาพทางสัณฐานวิทยาจะมีความจ ากดัมากกว่าผลความสมบูรณ์ของขอ้มูลระดับ
โมเลกุล การเก็บในเอทานอลยงัสามารถประยุกต์ใช้ส าหรับการตรวจหาดีเอ็นเอไวรัส 
(DNA virus) และ อาร์เอ็นเอไวรัส (RNA virus) ได ้โดยใช้เอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้อยา่ง
น้อย 70% และเหมาะส าหรับการเก็บในระยะเวลาสั้น ไม่เกินไม่ก่ีเดือน นอกจากน้ี ในบาง
ประเทศ ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล์อาจหาได้ง่ายและสามารถรักษาสภาพของสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอได ้อยา่งไรก็ตามสารชนิดน้ีท าให้ตวัอยา่งมีความแข็งตวัมากข้ึน ไอโซ
โพรพิลแอลกอฮอลไ์ม่มีคุณสมบติัติดไฟเช่นเดียวกบัเอทานอล จึงสามารถขนส่งไดส้ะดวก 
หากมีความจ าเป็น ร้ินฝอยทรายท่ีเก็บในไนโตรเจนเหลวหรือด้วยการแช่แข็งแบบแห้ง
สามารถน ามาเปล่ียนไปเก็บในแอลกอฮอล์ไดใ้นภายหลงั อยา่งไรก็ตาม วิธีการดงักล่าวจะ
เป็นการรวมขอ้จ ากดัของทั้งสองวธีิเขา้ดว้ยกนั 
 

 
รูปที ่1.  การเก็บตวัอยา่งร้ินฝอยทรายในเอทานอล 

 
 

3.3. กำรเก็บตวัอย่ำงในสำรละลำยรกัษำสภำพสำร

พั น ธุ ก ร ร ม อ ำ ร ์เ อ็ น เ อ  ( RNA Stabilization 
Solution; RNASS) 
RNASS เป็นสารละลายชนิดมีน ้ าเป็นตวัท าละลาย ไม่เป็นพิษ และออกแบบมาเพื่อรักษา
สภาพสารพนัธุกรรมอาร์เอ็นเอในเน้ือเยือ่สด โดยสามารถซึมเขา้สู่ตวัอยา่งไดอ้ยา่งรวดเร็ว
และยบัย ั้งเอนไซม์ RNases ส่งผลให้สามารถรักษาสารพนัธุกรรมอาร์เอ็นเอ ได้โดยไม่
จ าเป็นตอ้งแช่แข็งทนัที นอกจากน้ี RNASS ยงัช่วยคงสภาพโครงสร้างเน้ือเยือ่และสัณฐาน
วิทยาของเซลล ์ตวัอยา่งท่ีเก็บใน RNASS สามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องไดน้านถึง 7 วนั ท่ี 
4 องศาเซลเซียส ไดน้านหลายสัปดาห์ หรือท่ี -20 องศาเซลเซียส หรือ -80 องศาเซลเซียส
ส าหรับการเก็บระยะยาว ซ่ึงมีประโยชน์อยา่งยิง่ในงานภาคสนามท่ีขาดระบบความเยน็ ซ่ึง
โดยปกติแลว้ในการสกดัสารพนัธุกรรมอาร์เอ็นเอจ าเป็นตอ้งน าตวัอยา่งออกจากสารละลาย
รักษาสภาพดงักล่าวเสียก่อน แลว้จึงเขา้สู่กระบวนการสกดัตามเกณฑว์ธีิมาตรฐานต่อไป 
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3.4. กำรเก็บตวัอย่ำงแบบแหง้ทีอ่ณุหภูมหิอ้ง 
การเก็บตวัอยา่งแบบแห้งเป็นวิธีดั้ งเดิมท่ีใช้กบัตวัอยา่งทั้งตวั (in toto) โดยมีขอ้จ ากดั
ส าคัญคืออาจท าให้อวยัวะท่ีเปราะบางเสียหายได้ง่าย เช่น ปีก ขา หนวด และปาล์ป 

อยา่งไรก็ตาม การศึกษาดา้นโปรตีโอมิกส์ดว้ยเทคนิค MALDI-ToF ยงัคงสามารถ
ท าได ้หากท าให้ตวัอยา่งแห้งสนิทโดยใช้สารดูดความช้ืน เช่น ซิลิกาเจล ในทางตรงกัน
ขา้มการวิเคราะห์สารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ จากตวัอย่างแบบแห้งท าได้ยาก เน่ืองจากสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอมกัจะแตกหักและมีปริมาณต ่ากวา่ตวัอยา่งสดหรือแช่แข็ง อยา่งไรก็ตาม
เทคโนโลยสีมยัใหม่ เช่น มิวเซโอมิกส์ (museomics) [34] คือ ศาสตร์ท่ีผสมผสาน
เทคนิคทางวิทยาศาสตร์โอมิกส์ เช่น จีโนมิกส์และโปรตีโอมิกส์เขา้กบัการศึกษาวตัถุจัด
แสดงทางประวติัศาสตร์และตวัอยา่งในพิพิธภณัฑ ์เพื่อวิเคราะห์ขอ้มูลชีวโมเลกุล ซ่ึงอาจ
น ามาใช้กบัตวัอยา่งกลุ่มน้ีได ้แต่ผูนิ้พนธ์ไม่แนะน าให้ใช้วิธีน้ี เวน้แต่จะไม่มีทางเลือกอ่ืน 

วิธีการดงักล่าวสามารถน ามาใชร่้วมกบัการเก็บตวัอยา่งในสภาพเยน็ได ้โดยการน าหลอด
ตวัอย่างไปเก็บในตูแ้ช่แข็งท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส หรือ –80 องศาเซลเซียส 

ความท้าทายของวิธีน้ีคือการท าสไลด์ช้ินส่วนให้ครบถ้วน และจัดวางในต าแหน่งท่ี
เหมาะสม เพื่อให้การระบุสายพันธุ์เป็นไปอย่างแม่นย  าและถูกตอ้ง วิธีน้ีจ  าเป็นต้องมี
ขั้นตอนการคืนตวั (rehydration) โดยแนะน าให้ใช้สารละลาย Triton X-100 

ระยะเวลาของการคืนตวัอาจแตกต่างกนัตั้งแต่ไม่ก่ีชั่วโมงจนถึงหลายวนั ทั้งน้ีตอ้งมีการเฝ้า
ติดตามอย่างใกล้ชิดและสม ่าเสมอ หลังจากการคืนสภาพความชุ่มช้ืนเสร็จสมบูรณ์แลว้ 
ควรลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ าสะอาดในอ่างน ้ าติดต่อกนัจ านวนสามคร้ัง 
 

 

 

 

3.5. กำรเก็บตวัอย่ำงบนกระดำษกรอง 
ขอ้ดีหลกัของการใช้กระดาษกรองในการเก็บตวัอยา่งคือความเสถียรในระยะยาวของจีโน
มิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ภายในเซลลข์องตวัอยา่งท่ีอยูใ่นสภาพแห้งและไม่ได้
ผา่นการตรึงสภาพ รวมถึงเซลลเ์ม็ดเลือดท่ีสามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องได ้กระดาษกรอง
ถูกผลิตในรูปแบบการ์ดขนาดเล็ก ท าให้สามารถเก็บตัวอย่างได้หลายร้อยตัวอย่างท่ี
อุณหภูมิห้อง โดยใชพ้ื้นท่ีเพียงเทียบเท่าล้ินชกัโตะ๊ขนาดเล็ก นอกจากน้ีเน้ือกระดาษกรอง
ยงัถูกเคลือบดว้ยสารท่ีมีฤทธ์ิท าให้เช้ือก่อโรคเสียสภาพ ส่งผลให้ตวัอยา่งท่ีเก็บไวไ้ม่ถูกจดั
ว่าเป็นขยะติดเช้ือ (biohazard) อีกต่อไป คุณสมบติัดังกล่าวเอ้ือให้สามารถจดัเก็บ
และขนส่งตวัอยา่งไดโ้ดยไม่จ าเป็นตอ้งใชม้าตรการควบคุมหรือการป้องกนัขยะติดเช้ือเป็น
พิเศษ [68] 

4. กำรผ่ำตวัอย่ำงร ิน้ฝอยทรำย  

ร้ินฝอยทรายมีลกัษณะแตกต่างจากแมลงชนิดอ่ืนท่ีสามารถจ าแนกสายพนัธุ์ไดจ้ากลกัษณะ
ภายนอกโดยการปักเข็มบนตวัแมลง แต่ส าหรับร้ินฝอยทราย การจ าแนกสายพนัธุ์อยา่ง
ถูกตอ้งและแม่นย  าจ าเป็นตอ้งอาศยัการผ่าและการจดัท าสไลด์เพื่อศึกษาลักษณะทางกาย
วิภาคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ไม่ว่าจะเลือกใช้เทคนิคการเตรียมตวัอยา่งหรือสารตวักลาง
ส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดใด หลักการพื้นฐานของการผ่าตัวร้ินฝอยทรายยงัคงเป็น
มาตรฐานเดียวกนั (รูปท่ี 2 และ รูปท่ี 3)  

(https://zenodo.org/records/18198006) 

 

รูปที ่2. อุปกรณ์ท่ีจ  าเป็นส าหรับการท าสไลดข์องร้ินฝอยทราย A: กระจกปิดสไลดแ์กว้แบบกลม (เส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 หรือ 12 มิลลิเมตร); B: ถาด

หลุม 24 หลุม และเข็มปลายงอ หมายเหตุ: หากใช้น ้ ามนักานพลูหรือ Euparal® essence ในการเตรียมตวัอยา่ง ไม่ควรใช้ถาดอะคริลิก เน่ืองจากอาจ

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีและท าให้ตวัอยา่งเสียหาย; C: แผ่นสไลด์แกว้ท่ีสามารถเขียนฉลากได;้ D: ลกัษณะของเข็มปลายงอ; E: เข็มท่ีต่อกบักระบอกฉีด

ยา; F: กระจกนาฬิกาหรือภาชนะท่ีเหมาะสมส าหรับบรรจุตวัอยา่งท่ีรอการท าสไลด์ถาวร; G: ปากคีบ Dumont; H: ปิเปตพลาสติก; I: ปิเปตแกว้ท่ีดดั

โคง้ดว้ยความร้อน เพื่อความสะดวกในการหยดสารละลายลงในหลุม 

https://zenodo.org/records/18198006
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การใช้ Triton X-100 (สารล ะลายชนิดไ ม่มีป ร ะจุ ) 
โดยทั่วไปการท าสไลด์มักท ากับตัวอย่างท่ีเพิ่งเก็บมาใหม่หรือเก็บไวภ้ายใต้สภาวะท่ี
เหมาะสม อยา่งไรก็ตาม ในทางปฏิบติันักวิจยัมกัมีตวัอยา่งร้ินฝอยทรายท่ีเก็บรักษาแบบ
แห้ง เ ช่น ตัวอย่างท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย MALDI-ToF หรือเก็บใน
แอลกอฮอล์เป็นระยะเวลานานหลายปี การเก็บในแอลกอฮอล์เป็นเวลานานเกินไปมัก
ส่งผลให้เน้ือเยือ่แข็งตวั ท าให้การเตรียมตวัอยา่งเพื่อการตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ท าไดย้ากมาก ปัญหาท่ีพบไดบ่้อย ไดแ้ก่ การเส่ือมสภาพของภาชนะพลาสติกซ่ึงน าไปสู่
การระเหยของแอลกอฮอล์ รวมถึงการเกิดตวัอยา่งแห้งกรอบหรือแข็ง ไม่ว่าจะเป็นกรณี
ของการแช่แอลกอฮอล์เป็นเวลานานหรือตัวอย่างท่ีเก็บแบบแห้ง ตวัอย่างเหล่าน้ีล้วน
จดัการไดย้ากและเส่ียงต่อการสูญเสียโครงสร้างทางสัณฐานวิทยาท่ีส าคญั ดว้ยเหตุน้ี จึงมี
การน าแนวคิดการใช ้“สารช่วยเปียก หรือ สารลดแรงตึงผิว” (wetting agents) ท่ี
ไม่ก่อให้เกิดการท าลายเน้ือเยือ่อยา่งรุนแรงมาใช ้โดยเลือกใช้สารลละลาย Triton X-

100 ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ (non-ionic detergent) มีช่ือทาง
เ ค มี ว่ า  4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene 

glycol หรือ t-octylphenoxypolyethoxyethanol สารชนิดน้ีนิยมใช้ใน 
 
งานชีววิทยาของเซลล์และอณูชีววิทยา เน่ืองจากสามารถเพิ่มการซึมผ่านของเยือ่หุ้มเซลล์
และเยือ่หุ้มนิวเคลียสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยไม่ท าลายโครงสร้างพื้นฐานของเน้ือเยือ่ 

 

ขัน้ตอนการใชส้ารละลาย Triton X-100 ความเขม้ขน้ 

0.5% 

- น าตวัอยา่งร้ินฝอยทรายท่ีแห้งมาแช่ในแอลกอฮอล์บริสุทธ์ิ (absolute alcohol) 

จนตวัอยา่งชุ่มอยา่งทัว่ถึง 
- เติมสารละลาย Triton X-100 ความเขม้ขน้ 0.5% ในน ้ าในปริมาณท่ีเพียงพอ 

เพื่อให้ตวัอยา่งจมอยูใ่นสารละลายทั้งหมด 
- ปล่อยให้ตวัอยา่งอยูใ่นสารละลายเป็นระยะเวลาประมาณ 5 นาที จนถึงหลายวนั โดย
ตอ้งตรวจสอบเป็นระยะ ทั้งน้ีระยะเวลาท่ีเหมาะสมข้ึนอยูก่บัสภาพของตวัอยา่ง 
- เม่ือสามารถแยกส่วนต่าง ๆ ของแมลงออกจากกนัไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในสารละลายแลว้ ให้
ดูดสารละลาย Triton X-100 ออก เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
(KOH) เพื่อด าเนินกระบวนการในขั้นตอนถดัไปของการเตรียมตวัอยา่ง 

 
รูปที ่3. ถาดหลุม 24 หลุม โดยแต่ละหลุมบรรจุส่วนหวัและส่วนปลาย

ของส่วนทอ้งของร้ินฝอยทราย 
 

4.1. สว่นหวั (head) 

การผ่าตวัร้ินฝอยทรายสามารถท าไดโ้ดยใช้เข็มขนาดเล็กหรือเข็มหมุดท่ีใช้กบังานดา้นกีฏ
วิทยา โดยท าภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (รูปท่ี 2 และ รูปท่ี 3) เข็มท่ีนิยมใช้มาก
ท่ีสุด ไดแ้ก่ เข็มขนาด 26G × 1/2 น้ิว (0.45 × 13 มิลลิเมตร) 30G × 1/2 

น้ิว (0.3 × 13 มิลลิเมตร) หรือ 25G × 5/8 น้ิว (0.5 × 16 มิลลิเมตร) ซ่ึงมี
ความเหมาะสมต่อการควบคุมการเคล่ือนไหวและลดความเสียหายต่อโครงสร้างขนาดเล็ก 
ในการเตรียมตวัอยา่งเพื่อการจ าแนกสายพนัธุ์ อยา่งน้อยท่ีสุดจ าเป็นตอ้งแยกส่วนหัวออก
จากล าตวั และท าสไลด์โดยจดัวางในต าแหน่งหงายดา้นทอ้ง (ventral side) เพื่อให้
สามารถดูโครงสร้างส าคัญ  ได้แก่ กระเปาะอาหาร (cibarium) และคอหอย 
(pharynx) ได้อย่างชัดเจน ในขณะท่ีส่วนอกและส่วนท้องมักวางลงสไลด์ในมุม
ดา้นขา้ง (lateral view) หลงัจากผ่าแมลงแยกส่วนแลว้ การท าสไลด์จะวางส่วนหัว
ในต าแหน่งหงายตามแนว ventro-dorsal จะท าให้ช่อง occipital foramen 

อยูใ่นต าแหน่งหงาย ส่งผลให้สามารถตรวจสอบไซบาเรียมไดโ้ดยตรง การแยกส่วนหัว
ออกจากล าตวัอยา่งสมบูรณ์จะช่วยให้เขา้ถึงลกัษณะทางกายวิภาคเหล่าน้ีไดส้ะดวก และลด
การบดบงัของโครงสร้างอ่ืนได ้

 

4.2. สว่นปีกและสว่นอก (wings and thorax) 
ปีกของร้ินฝอยทรายตอ้งถูกวางบนสไลดใ์ห้อยูใ่นลกัษณะแบนราบ โดยสามารถแยกปีกแต่
ละขา้งออกจากส่วนฐานเพื่อวางบนสไลดแ์ยกกนัอยา่งอิสระ หรืออาจเลือกท าสไลดโ์ดยปีก
เพียงขา้งเดียวและคงอีกขา้งหน่ึงไวใ้ห้ติดกบัส่วนอกก็ได ้ทั้งน้ี หากมีแผนการวเิคราะห์ดว้ย
วธีิวดัสัณฐานแบบเรขาคณิต (geometric morphometry) จ าเป็นตอ้งระบุและ
ท าเคร่ืองหมายแยกปีกซ้ายและขวาอยา่งชดัเจนก่อนการท าสไลด ์ ส่วนอกประกอบดว้ย
โครงสร้างยอ่ยหลายส่วน ซ่ึงมีขอ้มูลทางอนุกรมวธิานท่ีส าคญัอยา่งยิง่ [20, 64] 

โดยทัว่ไปจะวางในมุมมองดา้นขา้ง เพื่อให้สามารถดูต าแหน่งและรูปแบบของขน 

(chaetotaxy) รวมถึงการกระจายตวัของสีไดอ้ยา่งครบถว้น การตรวจพบรอยแผล
ของขนแข็ง (scars of bristles) ในบางต าแหน่งของส่วนอกสามารถใชเ้ป็นลกัษณะ
วนิิจฉัยส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ในสกุล Brumptomyia ได ้ นอกจากน้ี รูปแบบ
การกระจายตวัของสีบนส่วนอกยงัมีบทบาทส าคญัในการจ าแนกร้ินฝอยทรายในเขต
ครอบคลุมพื้นท่ีในทวีปอเมริกาใต ้ อเมริกากลาง หมู่เกาะแคริบเบียน และทางตอนใตข้อง
ทวีปอเมริกาเหนือ ในประเทศเม็กซิโก หรือเรียกวา่ เขตนีโอทรอปิคอล 
(neotropical) สามารถจ าแนกไดต้ั้งแต่ระดบัสกุล เช่น Brichromomyia 

ระดบัสายพนัธุ์ เช่น Pintomyia ไปจนถึงระดบัสายพนัธุ์ภายในสกุลเดียวกนั เช่น 

Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia และ 
Psychodopygus [20] ดงันั้น หากไม่มีความจ าเป็นตอ้งน าส่วนอกไปใชใ้นการ
วเิคราะห์ทางอณูชีววิทยา ควรท าสไลดส่์วนอกดว้ยความระมดัระวงัเพื่อหลีกเล่ียงการ
ท าลายโครงสร้างส าคญั ขอ้ควรตระหนกัคือ ลกัษณะทางอนุกรมวธิานท่ีส าคญัไม่ไดข้ึ้นอยู่
กบัความเขม้ของสี แต่ข้ึนอยูก่บัรูปแบบการกระจายตวัของสีบนส่วนอก ดงันั้น 

กระบวนการท าให้ตวัอยา่งใส จะไม่ส่งผลกระทบต่อความถูกตอ้งในการจ าแนกสายพนัธุ์
ในส่วนน้ี 

 

4.3. อวยัวะสบืพนัธุ ์(genitalia) 
อวยัวะสืบพนัธุ์เป็นโครงสร้างท่ีมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการจ าแนกในระดบัสกุล สกุลยอ่ย 
และสายพนัธุ์ จึงจ าเป็นตอ้งใช้ความระมดัระวงัเป็นพิเศษในการผ่าและการท าสไลดท์ั้งใน
เพศผูแ้ละเพศเมีย โดยอวยัวะสืบพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายทั้งสองเพศมีลกัษณะเป็นโครงสร้าง
คู่ 
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4.3.1. เพศผู ้(males) 

อวัยวะสืบพันธุ์ เพศผู ้เ ป็นโครงสร้างภายนอก  ประกอบด้วยรยางค์ คู่ (paired 

forceps) ซ่ึงแต่ละข้างประกอบด้วย gonocoxite และ gonostyle ในส่วน
ด้านบน (dorsal part) และ epandrial lobe ในส่วนด้านล่าง (ventral 

part) บริเวณ gonostyle จะมีหนาม (spines) และในบางชนิดอาจมีขนแข็ง 
(setae) ซ่ึงตอ้งสามารถนับจ านวนและตรวจสอบต าแหน่งการแทรกตวัไดอ้ยา่งชัดเจน 

ลกัษณะส าคญัอีกประการหน่ึงคือพื้นผวิดา้นในของ gonocoxite ซ่ึงอาจมีกลุ่มขนแข็ง
แบบไ ม่ มีก้าน  ( sessile setae) หรือขนแข็ง ท่ีอยู่บน ต่ิ ง เ น้ือ  ( lobe หรือ 

tubercle) [22] ส าหรับผูท่ี้ยงัมีประสบการณ์ในการผ่าตวัแมลงไม่มาก อาจเลือกใช้
วิธีการวางบนสไลด์ดา้นขา้งโดยไม่แยกอวยัวะสืบพนัธุ์ออกจากส่วนปลายของส่วนท้อง 
(https://zenodo.org/records/18311158) แมว้ิธีน้ีอาจท าให้เกิดการวาง
ซ้อนกนัของอวยัวะสืบพนัธุ์ทั้งสองดา้น ส่งผลให้การนับขนแข็งภายใน gonocoxite 

ท าไดย้ากข้ึน แต่จะช่วยลดความเส่ียงของความเสียหายท่ีเกิดจากการผ่าตวัแมลงผิดพลาด 

ส าหรับผูท่ี้มีความช านาญ สามารถเปิดอวยัวะสืบพนัธุ์ออกเป็นสองส่วนโดยใช้ดา้นท่ีลาด
เอียงของเข็ม ใช้เข็มสอดผา่นเพื่อแยกอวยัวะสืบพนัธุ์ออกจากกนัโดยไม่ตดัให้ขาดจากกนั
โดยสมบูรณ์ ทั้ งน้ีเพื่อแยกชุดของโกโนคอกไซต์-โกโนสไตล์ (gonocoxite-

gonostyle assemblies) ออกจากกนั  

(https://zenodo.org/records/18311158) วิธีการน้ีช่วยให้สามารถเห็น
พื้นผิวด้านในของโครงสร้างดังกล่าวได้ง่ายข้ึนทั้ งน้ี นอกจากน้ี การจัดวางอวยัวะใน
ลักษณะดังกล่าวยงัเอ้ือต่อการดูพาราเมียร์ (parameres) และปลอกพาราเมียร์ 

(parameral sheaths) เ น่ืองจากโครงสร้างเหล่าน้ีจะไม่ซ้อนทับกันอีกต่อไป 

ส าหรับการท าสไลดแ์บบดา้นขา้ง ซ่ึงมีแนวโนม้ก่อให้เกิดการซ้อนทบัของอวยัวะ ตวัอยา่ง
จ าเป็นตอ้งผา่นกระบวนการท าให้ใส (clearing) อยา่งสมบูรณ์ก่อนการท าสไลด ์
 

4.3.2. เพศเมยี (females) 

ระบบสืบพัน ธุ์ เ พศ เ มี ย  เ ป็นโครงส ร้ า งภา ย ใน  ประกอบด้ว ย ถุ ง เ ก็ บน ้ า เ ช้ื อ 

(spermathecae) ซ่ึงในกรณีท่ีไม่มีการผ่าตวัแมลง สามารถดูไดโ้ดยการดูผ่านผนัง
ล าตวั (teguments) โดยวางส่วนทอ้งในต าแหน่งหงาย (ventral position) 

โดยทัว่ไปถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) สามารถดูไดค่้อนขา้งชัดเจน โดยเฉพาะ
ในตวัอย่างท่ีผ่านกระบวนการท าให้ใสแล้ว และมีพื้นผิวไม่เรียบ อย่างไรก็ตาม ถุงเก็บ
น ้ าเช้ือ (spermathecae) ท่ีมีผนังบางและพื้นผิวเรียบอาจดูไดย้าก โดยเฉพาะเม่ือใช้
สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ท่ีมีค่าดชันีหักเหแสงต ่า นอกจากน้ี การตรวจสอบส่วน
ฐานของท่อส่ง (base of the ducts) ซ่ึงมีความจ าเป็นต่อการจ าแนกสายพนัธุ์บาง
กลุ่ม เช่น สกุลยอ่ย Larroussius [35, 37, 38] ซ่ึงเป็นพาหะหลกัของเช้ือ  
Leishmania infantum ในกลุ่มโลกเก่า มักท าได้ยากหรือไม่สามารถท าได้เลย
หากไม่มีการผ่าตัวแมลง เพื่อแก้ไขข้อจ ากัดดังกล่าว ควรท าการแยกส่วน genital 

furca แ ล ะ  ถุ ง เ ก็ บ น ้ า เ ช้ื อ  ( spermathecae)  อ อ ก จ า ก ส่ ว น ท้ อ ง 
(https://zenodo.org/records/18311106) โดยทัว่ไป genital furca 

สามารถระบุต าแหน่งไดง่้ายกว่าถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) เน่ืองจากท่อส่งขอ
ถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) จะเปิดเขา้สู่โครงสร้างน้ี การแยก furca ออกมา
จึงมักท าให้ได้ถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) ติดออกมาด้วย หากถุงเก็บน ้ าเช้ือ 

(spermathecae) ถูกตดัขาดโดยไม่ตั้งใจในระหวา่งการผา่แมลง ตวัอยา่งยงัไม่ถือว่า
สูญเสียไปทั้งหมด เน่ืองจากยงัสามารถดูโครงสร้างดงักล่าวไดภ้ายในผนังล าตวัของส่วน

ทอ้ง (รูปที ่4) 

 

https://zenodo.org/records/18311158
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4.4. กำรผ่ำทำงเดินอำหำรส่วนกลำง  (midgut) 

ของร ิน้ฝอยทรำยเพือ่กำรแยกเชือ้ลชิมำเนีย  
การผ่าทางเดินอาหารส่วนกลางของร้ินฝอยทรายมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการตรวจหาและ
แยกเช้ือลิชมาเนียในร้ินฝอยทรายเพศเมีย โดยสามารถท าได้ทั้ งในภาคสนามและใน
ห้องปฏิบติัการ ทั้งน้ีเพื่อใช้ในการประเมินความสามารถในการเป็นพาหะ (vectorial 

competence) ของร้ินฝอยทรายแต่ละสายพนัธุ์ ขอ้แนะน าในการปฏิบติัควรเลือกใช้
ร้ินฝอยทรายเพศเมียท่ีเพิ่งถูกท าให้ตายใหม่ ๆ จากนั้นล้างตวัแมลงด้วยน ้ าสะอาดหรือ
น ้ าเกลือผสมสารซักฟอกฤทธ์ิอ่อน เพื่อก าจดัขนและส่ิงปนเป้ือนภายนอก ขั้นตอนดงักล่าว
ช่วยคงสภาพการท างานภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือส าหรับการแยกเช้ือลิชมาเนีย และใน
ขณะเดียวกนัยงัช่วยรักษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาท่ีจ าเป็นต่อการจ าแนกสายพนัธุ์ ในการ

ตรวจและแยกเช้ือลิชมาเนีย ให้ดึงทางเดินอาหารส่วนกลางออกมาอยา่งระมดัระวงั แลว้
วางลงในหยดน ้ าเกลือปลอดเช้ือ (0.9% NaCl) ปริมาตรหน่ึงหยด เม่ือตรวจพบเช้ือท่ี
ยงัคงมีการเคล่ือนไหวภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสงก าลังขยายท่ีแนะน าประมาณ 

200 เท่า ให้ใชเ้ขม็ฉีดยาส าหรับอินซูลินหรือไมโครปิเปตในการยา้ยเช้ือเขา้สู่อาหารเล้ียง
เช้ือ (รายละเอียดเพิ่มเติมดูในบทท่ี 4.4.3) ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ ให้น าส่วนหัว
และอวยัวะสืบพนัธุ์ไปวางในสารละลาย Marc-André โดยตรงเพื่อท าให้ตวัอย่าง
โปร่งใส ข้อควรระวงัส าคัญ ห้ามมิให้สารละลาย Marc-André สัมผสักับเช้ือลิ
ชมาเนียโดยเด็ดขาด ไม่ว่าจะเป็นการสัมผสัโดยตรงหรือโดยอ้อมผ่านอุปกรณ์หรือเข็ม 

เน่ืองจากสารดังกล่าวมีฤทธ์ิท าลายเช้ือ การผ่าร้ินฝอยทรายเพศเมียสามารถท าได้โดยใช้

สไลดแ์กว้เพียงแผน่เดียวหรือสองแผน่ ซ่ึงแต่ละวธีิมีขอ้ดีและขอ้จ ากดัแตกต่างกนั (รูปที ่

5; https://zenodo.org/records/18311154)  

รูปที ่4. ถุงเก็บน ้าเช้ือ (spermathecae) ท่ีผา่นผา่และท าสไลดโ์ดยใชส้ารละลาย Marc-André จากตวัอยา่งสด A: Idiophlebotomus longiforceps 
(Lao PDR) จากสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว ; B: Sergentomyia minuta (France) จากประเทศฝร่ังเศส; C: Phlebotomus ariasi 
(France) จากประเทศฝร่ังเศส; D: Sergentomyia anodontis (Lao PDR) จากสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว 
 

https://zenodo.org/records/18311154
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รูปที ่5. วิธีการแยกเช้ือลิชมาเนียจากทางเดินอาหารส่วนกลางของร้ินฝอยทราย 

 

4.4.1. วธิใีชส้ไลดส์องแผ่น (two-slides method) 

วิธีน้ีเป็นการปฏิบติังานโดยใช้สไลด์แกว้สองแผ่นแยกจากกนั โดยแผ่นแรกบรรจุน ้ าเกลือ
ปลอดเช้ือส าหรับการแยกทางเดินอาหารส่วนกลาง ส่วนแผ่นท่ีสองใช้ส าหรับท าสไลด์
ส่วนหัวและถุงเก็บน ้ าเ ช้ือ (spermathecae) ในสารละลาย Marc-André 

อยา่งไรก็ตาม ในการท างานภาคสนามซ่ึงมกัมีผูป้ฏิบติังานหลายคนร่วมกนัผา่ตวัอยา่ง และ
ส่งต่อช้ินส่วนให้แก่ผูรั้บผดิชอบหลกัเพียงคนเดียวเพื่อท าการจ าแนกสายพนัธุ์และประเมิน 

 
การติดเช้ือ การใชส้ไลดส์องแผน่อาจก่อให้เกิดปัญหาในการติดตามแหล่งท่ีมาของตวัอยา่ง 
(traceability) และท าให้ยากต่อการระบุอยา่งชัดเจนวา่ทางเดินอาหารท่ีตรวจพบการ
ติดเช้ือนั้นเป็นของร้ินฝอยทรายตวัใด  
(https://zenodo.org/records/18311154) 
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4.4.2. วธิใีชส้ไลดแ์ผ่นเดยีว (single-slide method) 

การใช้สไลด์แก้วเพียงแผ่นเดียวช่วยเพิ่มความแม่นย  าในการติดตามผลการวิเคราะห์ของ
ตวัอยา่งแต่ละตวั อยา่งไรก็ตาม วิธีน้ีจ  าเป็นตอ้งอาศยัความระมดัระวงัสูงเพื่อคงสภาพการ
ท างานภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ ผูป้ฏิบติังานควรท าความสะอาดมือด้วยเจลแอลกอฮอล์
อยา่งสม ่าเสมอ ใชส้ไลดแ์กว้ชนิดไม่มีแถบฝ้า และกระจกปิดสไลด์รูปส่ีเหล่ียมขนาด 22 

× 22 มิลลิเมตร ซ่ึงผ่านการห่อดว้ยฟอยล์อะลูมิเนียมและฆ่าเช้ือดว้ยความร้อนแห้งโดย
ใชตู้อ้บลมร้อน (poupinel) รวมทั้งใชเ้ขม็ใหม่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือส าหรับการผา่แมลงแต่
ละคร้ัง (แนะน าเข็มขนาด 25G เส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร × 16 มิลลิเมตร) 
ขั้นตอนการด าเนินงาน ให้วางร้ินฝอยทรายลงในหยดน ้ าเกลือปลอดเช้ือบริเวณก่ึงกลาง
สไลด์ ตัดส่วนหัวออก จากนั้ นกรีดบริ เวณระหว่างปล้องท้อง tergites และ 
sternites ท่ี 6 และ 7 โดยระมดัระวงัไม่ให้ท่อทางเดินอาหารเสียหาย โดยสามารถ
กรีดในต าแหน่งท่ีสูงข้ึนไดใ้นกรณีท่ีคาดว่าถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) มีความ
ยาวมาก ใช้เข็มหน่ึงเล่มตรึงส่วนอกให้คงท่ี และใช้เข็มอีกเล่มดึงส่วนปลายทอ้งออกมา
อยา่งเบามือเพื่อดึงทางเดินอาหารออกมา หากไม่สามารถดึงออกมาได ้ให้ตรึงส่วนปลาย
ทอ้งไวแ้ละดึงทางเดินอาหารจากดา้นหนา้แทน หากยงัไม่ส าเร็จ ให้เอาผนงัล าตวัท่ีเหลืออยู่
รอบ ๆ ออกให้มากท่ีสุดจนสามารถแยกทางเดินอาหารออกมาได้ เม่ือแยกทางเดินอาหาร
ได้แล้ว ให้ตัดแยกส่วนปล้องท้องสุดท้ายออก และยา้ยทางเดินอาหารไปวางในหยด
น ้ าเกลือปลอดเช้ือหยดใหม่ท่ีต าแหน่งดา้นหน่ึงของสไลด์ จากนั้นปิดดว้ยกระจกปิดสไลด์
ปลอดเช้ืออยา่งระมดัระวงั ส่วนหัวและปลอ้งทอ้งสุดทา้ยให้น าไปวางในหยดสารละลาย 
Marc-André ขนาดเล็กท่ีปลายอีกดา้นของสไลด์ โดยตอ้งหลีกเล่ียงการปนเป้ือนกบั
เช้ือลิชมาเนีย จดัวางส่วนหัวให้ถูกทิศทางโดยหงายช่อง occipital foramen ข้ึน 

และแยกถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) พร้อมกับ genital furca จากนั้นปิด
ดว้ยกระจกปิดสไลด์แบบกลมขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 12 มิลลิเมตร เพื่อป้องกนัความ
สับสนกบักระจกปิดสไลด์รูปส่ีเหล่ียมปลอดเช้ือ ส่วนซากท่ีเหลือและปีกให้คงไวใ้นหยด
น ้ าเกลือบริเวณก่ึงกลางสไลด์ (https://zenodo.org/records/18311154) 

ในกรณีท่ีตรวจพบผลบวก หรือเพื่อการศึกษาทางอนุกรมวิธานเพิ่มเติม สามารถเก็บส่วน
อกและส่วนทอ้งไวส้ าหรับการศึกษาทางอณูชีววิทยาหรือโปรตีโอมิกส์ได้ นอกจากน้ี 

สามารถท าสไลด์ปีกด้วยสารตัวกลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดน ้ า (aqueous 

medium) เพื่อการเก็บรักษาระยะยาว โดยอาจใช้สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์
ชนิดน ้ า เช่น chloral gum หรือ Hoyer หรือสารตวักลางส าหรับปิดแผน่สไลด์ท่ีมี
ส่วนผสมของ polyvinyl alcohol แทนสารละลาย Marc-André สามารถ
ศึกษาขั้นตอนการปฏิบัติโดยละเอียดเพิ่มเติมได้จากวิดีโอสาธิต ได้แก่ การผ่าทางเดิน
อาหารส่วนกลาง: https://zenodo.org/records/18303014 และการผ่า
ต่อมน ้ าลาย: https://zenodo.org/records/18302850 

 จึงไม่อธิบายรายละเอียดเพิ่มเติมในท่ีน้ี 

4.4.3. การแยกเชือ้และการเพาะเลีย้งเชือ้ลิชมาเนียจาก

ทางเดนิอาหารของริน้ฝอยทราย 

การแยกเช้ือลิชมาเนียจากร้ินฝอยทรายเพศเมียเป็นกระบวนการท่ีตอ้งอาศยัความละเอียด
รอบคอบและทกัษะเชิงเทคนิคขั้นสูง ผูป้ฏิบติังานควรไดรั้บการฝึกฝนกบัตวัอยา่งท่ีไม่ติด
เช้ือในระยะแรก เพื่อเพิ่มความช านาญและลดความเสียหายของตวัอยา่ง ก่อนท ากบัตวัอยา่ง
จริง ภายหลังการผ่าแมลงให้ยา้ยส่วนทางเดินอาหารท่ีแยกได้ไปวางบนหยดสารละลาย
น ้ าเกลือปราศจากเช้ือ (0.9% NaCl) หรือสารละลายล็อค (Locke’s solution) 

เพื่อท าการล้างตัวอย่าง [4] ทางเดินอาหารท่ีผ่านการผ่าสามารถน าไปท าต่อได้ 2 

แนวทาง ดงัน้ี 1) การตรวจวเิคราะห์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง เพื่อดูระยะต่าง ๆ 

ของเช้ือลิชมาเนียในรูปแบบโปรมาสติโกต (promastigotes) และระบุต าแหน่งการ
อาศยัของเช้ือภายในทางเดินอาหาร โดยควรให้ความส าคญัเป็นพิเศษกบับริเวณล้ินเปิด-ปิด
ส่วนต้นของทางเ ดินอาหาร (stomodeal valve) ซ่ึงเป็นต าแหน่งส าคัญต่อ
ความสามารถในการแพร่เช้ือของพาหะ 2) การเปิดทางเดินอาหารเพื่อปลดปล่อยเช้ือ เป็น

วธีิท่ีช่วยให้โปรมาสติโกตเคล่ือนท่ีออกจากทางเดินอาหาร ท าให้สามารถเก็บเช้ือไปใช้ใน
การเพาะเล้ียงเช้ือปริมาณมากไดส้ะดวกยิง่ข้ึน [4] เน่ืองจากการพบร้ินฝอยทรายท่ีติดเช้ือ
ลิชมาเนียตามธรรมชาติมีโอกาสเกิดข้ึนค่อนขา้งต ่า การฝึกฝนจนเกิดความช านาญจึงมี
ความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการเพิ่มอตัราความส าเร็จในการแยกเช้ือ  
เม่ือยนืยนัการพบเช้ือในทางเดินอาหารแลว้ ให้ใชเ้ขม็ฉีดยาปราศจากเช้ืออนัใหม่ และหยด
สารละลายน ้ าเกลือปราศจากเช้ือปริมาณเล็กนอ้ยบริเวณขอบกระจกปิดสไลด ์ เพื่ออาศยัแรง
แคพิลลารี (capillary action) ช่วยในการปลดปล่อยเช้ือ จากนั้นให้ฉีกทางเดิน
อาหารอยา่งระมดัระวงัและรวดเร็ว เพื่อให้เช้ือปรสิตออกมาอยูใ่นสารละลาย แลว้ใช้ไม
โครปิเปตขนาด 100 ไมโครลิตร หรือกระบอกฉีดยาชนิดทูเบอร์คูลิน (tuberculin 

syringe) ดูดเก็บเช้ือ เพื่อน าไปถ่ายเช้ือ (inoculation) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
การระบุรายละเอียดอยา่งถูกตอ้ง 
การเพาะเล้ียงเช้ือลิชมาเนียโปรมาสติโกตในห้องปฏิบติัการ (In vitro culture) เช้ือ
ท่ีแยกไดใ้นระยะแรกควรเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ SNB-9 หรือ NNN [16] 

และเติมอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวทับหน้าด้วย alpha-MEM [16, 65] หรือ 

M199 โดยอาหารเล้ียงเช้ือเหลวตอ้งเสริมองคป์ระกอบดงัต่อไปน้ี เซร่ัมลูกววั (Fetal 

Calf Serum; FCS) ท่ีผ่านการยบัย ั้งฤทธ์ิด้วยความร้อน 10% วิตามิน BME 

1% ปัสสาวะมนุษยป์ราศจากเช้ือ 2% (กรองผ่าน syringe filter ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร)  ยาปฏิ ชีวนะ  Amikacin 250 ไมโครก รัม / มิล ลิ ลิตร  หรือ 
Gentamycin 50 ไมโครก รัม / มิ ล ลิ ลิ ตร  (ห รือ ชุดยาป ฏิ ชี วนะ  เ ช่ น  L-

glutamine 200 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  Penicillin 10,000 ยู นิ ต  แ ล ะ 
Streptomycin 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) [47] หากไม่พบการปนเป้ือนภายหลงั
การเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วนั ให้เตรียมสารแขวนลอยในอาหารส าหรับแช่แข็งและเก็บท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ซ่ึงสามารถเก็บไดน้าน 1-2 ปี หรือเก็บในไนโตรเจนเหลว
ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บเช้ือในระยะยาวและใช้ประโยชน์ในการ
ศึกษาวจิยัในอนาคต [7] 

 

4.5. ต่อมน ้ ำลำยของร ิน้ฝอยทรำย  (salivary 
glands) 
การผา่ต่อมน ้ าลายของร้ินฝอยทรายเป็นเทคนิคพื้นฐานท่ีมีความส าคญัอยา่งยิง่ในการศึกษา
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างพาหะและเช้ือก่อโรค โดยเฉพาะการตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีมีแมลงเป็น
พาหะ เ ช่น ฟลิโบไวรัส  (Phlebovirus) อาทิ ไวรัสทอสคานา  (Toscana 

virus) [44, 75] เน่ืองจากร้ินฝอยทรายมีขนาดเล็กมาก การผา่แมลงจึงตอ้งท าภายใต้
กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ โดยใช้ฟอร์เซปปลายละเอียด (fine forceps) หรือเข็ม
ขนาดเล็กพิเศษส าหรับผ่า (microdissection needles) เพื่อแยกต่อมน ้ าลายท่ี
บอบบางโดยไม่ให้เกิดการแตกหรือปนเป้ือน  

(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61] การรักษาความ
สมบูรณ์ของต่อมน ้ าลายมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อความน่าเช่ือถือของการวิเคราะห์ในระดบั
โมเลกุล หลังจากแยกต่อมน ้ าลายแล้ว สามารถน าตัวอย่างไปท าให้เป็นเน้ือเดียวกัน 

(homogenization) และตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR วิธี qPCR หรือ
การทดสอบทางภูมิคุม้กนั เพื่อยนืยนัการมีอยูข่องอาร์เอ็นเอไวรัส (RNA virus) หรือ
แอนติเจน [12] การตรวจพบไวรัสในต่อมน ้ าลาย แทนการพบเพียงในทางเดินอาหาร 
(gut) หรือช่องล าตวั (hemocoel) ถือเป็นหลกัฐานยนืยนัว่าเช้ือไดผ้่านระยะฟักตวั
ภายนอก (extrinsic incubation period) อยา่งสมบูรณ์ และมีศกัยภาพในการ
แพร่เช้ือระหวา่งการดูดเลือด [71]  

กระบวนการผ่าต่อมน ้ าลายมีความซับซ้อนทางเทคนิค เน่ืองจากขนาดของอวยัวะมีขนาด
เล็กมากและเส่ือมสภาพได้ง่าย จึงจ าเป็นตอ้งอาศยัความเช่ียวชาญสูง [1, 51] อีกทั้ง
ปริมาณไวรัสในตวัอยา่งอาจอยู่ในระดบัต ่า ท าให้ตอ้งใช้เทคนิคการตรวจท่ีมีความไวสูง 

https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18303014
https://zenodo.org/records/18302850
https://zenodo.org/records/18302850
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เช่น เทคนิค nested-PCR หรือการหาล าดับพันธุกรรมสมรรถนะสูง  (high-

throughput sequencing) [54] นอกจากน้ี ความสามารถในการเป็นพาหะและ
อตัราการติดเช้ือยงัข้ึนอยูก่ับสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทราย รวมถึงปัจจยัด้านนิเวศวิทยาและ
ฤดูกาล [33, 61]  

การตรวจพบไวรัสในต่อมน ้ าลายช่วยเพิ่มความเขา้ใจเก่ียวกับความเส่ียงในการแพร่เช้ือ 
และสนับสนุนการพฒันามาตรการเฝ้าระวงัและควบคุมโรคอย่างมีประสิทธิภาพ [15] 

ตวัอยา่งเช่น การตรวจพบไวรัสทอสคานาในร้ินฝอยทรายในพื้นท่ีเส่ียง สามารถน าไปใช้
ก าหนดแนวทางการวนิิจฉัยและมาตรการดา้นสาธารณสุข [18] ยิง่ไปกวา่นั้น การศึกษา
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างไวรัสและองคป์ระกอบของน ้ าลายอาจน าไปสู่การระบุเป้าหมายใหม่
ส าหรับการพฒันาวคัซีนหรือแนวทางการรักษา เพื่อยบัย ั้งการถ่ายทอดเช้ือ [15, 18] 

ต่อมน ้ าลายของร้ินฝอยทรายยงัสามารถใช้เป็นแหล่งแอนติเจนส าหรับการตรวจวดัระดับ
แอนติบอดีของโฮสต์ต่อการถูกร้ินฝอยทรายกัด ด้วยเทคนิคทางภูมิคุ ้มกันวิทยา เช่น 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ซ่ึงเป็นประโยชน์
ในการประเมินระดับการสัมผสัของโฮสต์ต่อพาหะ ประสิทธิภาพของมาตรการควบคุม
แมลง [25] และความเส่ียงต่อการแพร่เช้ือลิชมาเนีย [40] 

 

 

4.6. กำรระบุชนิดของเลอืดในร ิน้ฝอยทรำย 
ร้ินฝอยทรายเพศเมียท่ีมีเลือดเต็มทอ้ง ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากการดกัจบัภาคสนาม น ามาผ่าโดย
ใช้อุปกรณ์แบบใช้คร้ังเดียวท้ิง เพื่อป้องกนัการปนเป้ือน ก่อนการผ่าแมลงให้ตรวจสอบ
ล าตวัส่วนทอ้งภายใตก้ล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ เพื่อประเมินระยะการย่อยเลือด โดย
แนะน าให้เลือกเฉพาะตวัเมียท่ีมีส่วนทอ้งสีแดง สีน ้ าตาลแดง หรือสีแดงเขม้ และตอ้งไม่
ปรากฏลกัษณะของการสร้างไข่ (oogenesis) ให้ท าการตดัส่วนปลายของทอ้งรวมถึง

ถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) ออก เพื่อน าไปใช้ในการระบุสายพนัธุ์ของร้ินฝอย
ทรายดว้ยลกัษณะทางสัณฐานวทิยาภายหลงัการท าให้ใส ส่วนทอ้งหลกัท่ีไม่มีถุงเก็บน ้ าเช้ือ 

(spermathecae) ควรเก็บลงในหลอดทดลอง และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะวิเคราะห์ต่อไป การระบุชนิดของเลือดโฮสต์สามารถท าได้โดยใช้
เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลาย เช่น ยนี PNOC [5, 30, 50] ยนี 

CytB [67] หรือ ยนี COI [13] ซ่ึงมีมาตรฐานและระเบียบวิธีท่ีได้รับการอธิบาย
ไวอ้ยา่งชัดเจนในเอกสารทางวิชาการแลว้ ดงันั้นจึงไม่ไดน้ าเสนอรายละเอียดเพิ่มเติมใน
คู่มือน้ี (รูปท่ี 6) อีกทางเลือกหน่ึงในการระบุชนิดเลือดของโฮสต์ คือการใช้เทคนิค 

MALDI-ToF peptide mapping [31] ซ่ึ ง มีหลักฐานจากการทดลอง
สนับสนุนว่าสามารถระบุชนิดเลือดของโฮสต์ได้ในช่วงเวลาท่ียาวนานกว่าหลังการกิน
เลือด เม่ือเทียบกับวิธีทางโมเลกุลท่ีอาศัยสารพันธุกรรมดีเอ็นเอเป็นหลัก เทคนิคน้ีจึง
เหมาะสมอยา่งยิง่ส าหรับตวัอยา่งร้ินฝอยทรายเพศเมียท่ีมีการยอ่ยเลือดของโฮสตไ์ปแล้วใน
ระดับสูงมาก ตัวอย่างสามารถเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หรือ 4 องศา
เซลเซียสได ้อยา่งไรก็ตาม สามารถไดผ้ลลพัธ์ท่ีดีจากตวัอยา่งท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องใน
ช่วงเวลาสั้นๆ ไดเ้ช่นกนั ส่วนทอ้งของร้ินฝอยทรายท่ีมีเลือดควรถูกผา่ออกจากส่วนท่ีเหลือ
ของล าตวัไม่นานก่อนน ามาวิเคราะห์ และน ามาบดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ ส่วนล าตวัท่ีเหลือ
ของร้ินฝอยทรายยงัสามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์ทางโมเลกุลหรือการศึกษาสัณฐาน
วทิยาอ่ืน ๆ ได ้และภายหลงัการแบ่งสารละลายจากตวัอยา่งท่ีท าให้เป็นเน้ือเดียวกนัไปใช้
ในการวิเคราะห์ด้วย MALDI-ToF แล้ว ส่วนท่ีเหลือสามารถน าไปสกัดสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอ เพื่อยนืยนัชนิดเลือดโฮสต์ และ/หรือ ตรวจหาเช้ือลิชมาเนียได ้ทั้งน้ี 

ระยะเวลาโดยรวมในการเตรียมตวัอยา่งและการวิเคราะห์ดว้ยวิธีดงักล่าวถือว่าสั้ นกว่าวิธี
ทางโมเลกุลท่ีใชส้ารพนัธุกรรมดีเอ็นเอเป็นหลกัอยา่งมีนยัส าคญั 
 

รูปที ่6. กระบวนการจดัเตรียมตวัอยา่งร้ินฝอยทรายส าหรับการประยกุตใ์ชใ้นดา้นชีววิทยาโมเลกุล โปรตีโอมิกส์ และ/หรือ ไวรัสวิทยา 
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5. กำรเตร ียมตัวอย่ำงส ำหรบักำรศึกษำทำง

สณัฐำนวทิยำ (รูปท่ี 3, 6, 7 และ 8; เอกสารเพิม่เติม 1, 2, 3 และ 4) 

หัวขอ้น้ีไดอ้ธิบายหลกัการและขั้นตอนพื้นฐานในการเตรียมตวัอยา่งร้ินฝอยทรายส าหรับ
การท าสไลดถ์าวร เพื่อการศึกษาทางสัณฐานวิทยาเป็นหลกั รวมถึงแนวทางการประยกุต์ใช้
กบัการศึกษาด้านอ่ืน ๆ นอกเหนือจากสัณฐานวิทยา ความเขา้ใจในระเบียบวิธีดงักล่าวมี
ความส าคญัอยา่งยิง่ เน่ืองจากช่วยให้สามารถปรับเปล่ียนขั้นตอนให้เหมาะสมกบัชนิดของ
ตัวอย่างและวัตถุประสงค์ของการศึกษาเฉพาะด้านได้ กระบวนการเตรียมตัวอย่าง
ประกอบดว้ยการลา้งและการเปล่ียนสารละลายหลายขั้นตอน โดยใชพ้าสเจอร์ปิเปตแบบใช้
จุกยาง แนะน าให้ใช้ภาชนะแกว้กน้กลมส าหรับการปฏิบติังาน เน่ืองจากมีความทนทานต่อ
สารเคมีและช่วยอ านวยความสะดวกในการจดัการตวัอย่าง ควรปิดฝาภาชนะทุกคร้ังเพื่อ
ป้องกนัการระเหยของสารเคมี และไม่ควรเติมสารละลายจนเต็มภาชนะ เพื่อหลีกเล่ียงการ
ล้นเม่ือเปิดหรือปิดฝา รวมถึงลดความเส่ียงจากการปนเป้ือนของฝุ่ นละออง สารเคมีท่ีใช้
ส าหรับการท าให้ใส และขั้นตอนการเตรียมสไลดต่์าง ๆ แสดงรายละเอียดไวใ้นตารางท่ี 2 

 

 

 

 

 

ตารางที ่2 ส่วนประกอบของสารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมตวัอยา่ง 

Potassium hydroxide 10%  Fuchsin acid 1% in distilled water 
Potassium hydroxide 10 กรัม Acid fuchsin (as a powder) 1 กรัม 
Distilled water qs 100 มิลลิลิตร Distilled water 99 มิลลิลิตร 
  
Gum chloral mounting media (Hoyer 
medium) 

Marc-André solution colored with acid fuchsin 

Distilled water 50 มิลลิลิตร Marc-André solution 10 มิลลิลิตร 
Chloral hydrate 200 กรัม Fuchsin 1% 50 ไมโครลิตร 
Gum Arabic 50 กรัม  
Glycerol 20 มิลลิลิตร  
  
Marc-André solution  Enecê medium 
Chloral hydrate 40 กรัม Pure white colophony 22 กรัม 
Glacial acetic acid 30 มิลลิลิตร Alcohol-soluble copal gum 12 กรัม 
Distilled water 30 มิลลิลิตร Absolute ethanol 20 มิลลิลิตร 
 Camphor 10 กรัม 
 Turpentine essence 10 มิลลิลิตร 
 Eucalyptol 26 มิลลิลิตร 

 

 
รูปที ่7. วิธีมาตรฐานแบบดั้งเดิมในการเตรียมตวัอยา่งร้ินฝอยทราย (classical method) 
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5.1. กำรท ำใหใ้ส (clearing) 
ก่อนการเตรียมตวัอยา่งร้ินฝอยทรายเป็นแผ่นสไลด ์ตวัอยา่งจะตอ้งผา่นกระบวนการท าให้
ใส โดยการแช่ให้ตวัอยา่งเป่ือย (maceration) ดว้ยสารเคมีและระเบียบวธีิท่ีเหมาะสม 

เช่น สารละลายกรดอะซิติก 10% หรือสารละลาย Marc-André ซ่ึงมีส่วนประกอบ
หลักคือคลอรัลไฮเดรต ทั้งน้ี คลอรัลไฮเดรตจัดเป็นสารเคมีควบคุมในหลายประเทศ 

ผูป้ฏิบติังานจึงตอ้งปฏิบติัตามขอ้ก าหนดดา้นความปลอดภยัและกฎหมายท่ีเก่ียวขอ้งอยา่ง
เคร่งครัด กระบวนการท าให้ใสมีวตัถุประสงค์เพื่อก าจดัเน้ือเยื่ออ่อน ไขมัน ส่ิงคดัหลัง่ 
และไข ออกจากตวัแมลง ท าให้ตวัอยา่งมีความโปร่งแสง ซ่ึงช่วยเพิ่มความชัดเจนในการ
ตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีส าคญั เช่น โครงสร้างเปลือกนอกและต าแหน่งการ 
ยึดเกาะของขนแข็ง (setae insertion) ลักษณะพื้นผิวและการกระจายของสี และ
โครงสร้างภายในท่ีมองเห็นผา่นผนงัล าตวั เช่น ถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) 

การท าให้ใสแบบสองขั้นตอน ประกอบดว้ยการใช้ด่างแก่ เช่น โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
(KOH) ตามด้วยกรดอ่อน เช่น กรดอะซิติกในสารละลาย Marc-André ซ่ึงมี
วตัถุประสงคท์างชีวเคมีท่ีแตกต่างกนั [74] ด่างแก่จะท าลายเน้ือเยือ่อ่อน เช่น โปรตีน 

ไขมัน  และกล้ามเ น้ือ  ผ่านกระบวนการเ กิดส บู่ หรือเ รียกว่า  ซาพอนิฟิ เคชัน 

(saponification) และการเสียสภาพของโปรตีน (protein denaturation) 

ส่งผลให้เหลือโครงสร้างโครงร่างภายนอกท่ีประกอบด้วยไคตินคงสภาพอยู่ ซ่ึงเอ้ือต่อ
ความชัดเจนในการดูโครงสร้างทางกายวิภาค จากนั้นกรดอ่อนจะช่วยสะเทินฤทธ์ิด่างท่ี
ตกคา้ง ลดความเส่ียงต่อการเส่ือมสภาพของตวัอยา่ง และช่วยฟอกสีไคตินให้โปร่งใสมาก
ข้ึน [74] ในบางกรณีการลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาท ีอาจเพียงพอ
ส าหรับการสะเทินฤทธ์ิด่างได้เช่นกัน ล าดับดังกล่าวเป็นการผสมผสานระหว่าง
ประสิทธิภาพในการก าจดัเน้ือเยือ่กบัการรักษาโครงสร้างของตวัอยา่ง เพื่อให้ไดต้วัอย่างท่ี
มีความสมบูรณ์สูงสุดส าหรับการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
ขอ้แนะน า: ควรลา้งตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่อยา่งนอ้ย 2 คร้ัง คร้ังละประมาณ 20 นาท ีก่อน
ท าในขั้นตอนถดัไป 

 

5.1.1. การย่อยสลายเนือ้เยือ่อ่อน (soft tissue lysis) (รูปที ่8) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เป็นสาร
ด่างแก่ท่ีนิยมใช้ในการแช่ให้ตวัอยา่งเป่ือย ความเขม้ขน้และระยะเวลาการแช่ควรปรับให้
เหมาะสมกับขนาดและความบอบบางของตัวอย่าง แนวทางมาตรฐานท่ีใช้กันอย่าง
แพร่หลายคือ การแช่ตัวอย่างร้ินฝอยทรายในสารละลายด่างแก่ความเข้มข้น 10% 

(KOH หรือ NaOH) เป็นเวลาขา้มคืน ทั้งน้ี สามารถเพิ่มความเขม้ขน้ของด่างเพื่อ
ลดระยะเวลาการแช่ได ้เช่น การใช้ 20% KOH  เป็นเวลา 6 ชั่วโมง หรือใช้การให้
ความร้อนร่วมท่ีอุณหภูมิประมาณ 37 องศาเซลเซียส เพื่อเร่งกระบวนการยอ่ยสลาย ทั้งน้ี
ตอ้งควบคุมอยา่งระมดัระวงัเพื่อหลีกเล่ียงการท าลายโครงสร้างไคตินท่ีส าคญั 

 

5.1.2. การท าใหใ้สและการยอ้มส ี

ภายหลงัการยอ่ยสลายเน้ือเยือ่อ่อน ตวัอยา่งจะเขา้สู่ขั้นตอนการท าให้ใสและเพิ่มความสว่าง 
โดยทัว่ไปใช้สารละลายท่ีประกอบด้วยกรดอะซิติกและคลอรัลไฮเดรต เช่น สารละลาย 
Marc-André หลังจากการแช่ใส ควรล้างตวัอย่างในน ้ าอย่างน้อย 2 คร้ัง คร้ังละ
ประมาณ 20 นาท ีเพื่อขจดัสารเคมีตกคา้ง สารละลาย Marc-André เป็นสารแช่ใส
ท่ีนิยมใช้ในการเตรียมตัวอย่างร้ินฝอยทราย เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูงในการท าให้
ตวัอย่างโปร่งใส ขณะเดียวกันก็ลดความเสียหายต่อโครงสร้างท่ีบอบบาง เช่น ปีกและ
หนวด ควรเตรียมสารละลายดงักล่าวใหม่ก่อนการใช้งาน หรือเก็บไวใ้นภาชนะท่ีปิดผนึก
อย่างแน่นหนา เพื่อป้องกันการระเหยหรือการเส่ือมสภาพของสาร การใช้สารละลาย 
Marc-André มีขอ้ไดเ้ปรียบเป็นพิเศษเม่ือใช้ร่วมกบัเทคนิคการเพิ่มความสว่างหรือ
การยอ้มสี เพื่อเพิ่มความชัดเจนของรายละเอียดทางสัณฐานวิทยาเฉพาะส่วน โดย
รายละเอียดเก่ียวกับองค์ประกอบและวิธีการเตรียมสารละลายดงักล่าวได้ระบุไวใ้นส่วน
เพิ่มเติมท่ี 2 

 

ส าหรับตวัอยา่งท่ีมีความโปร่งแสงสูง การยอ้มสีอาจจ าเป็นเพื่อเพิ่มความเปรียบต่างและ
ความชัดเจนของโครงสร้าง สียอ้มแต่ละชนิดจะจบักบัองคป์ระกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกนั 

ผูป้ฏิบติังานจึงควรเลือกสียอ้มท่ีเหมาะสมและเขา้กันได้กบัตวักลางส าหรับการท าสไลด์ 
ตวัอยา่งหน่ึงของการประยกุตใ์ช้คือการเติม acid fuchsin ความเขม้ขน้ 0.1% ลง
ในสารละลาย Marc-André เพื่อช่วยยอ้มสีโครงสร้างท่ีตอ้งการ ในกรณีท่ีตวัอยา่งถูก
เก็บรักษาในสารละลายสูตรน ้ าและมีแผนจะท าสไลดด์ว้ยตวักลางประเภทเรซิน จ าเป็นตอ้ง
ผา่นกระบวนการดึงน ้ าออกก่อน (ดูหัวขอ้ 5.2 การดึงน ้ าออก) เน่ืองจากตวักลางเรซินทั้ง
ชนิดธรรมชาติและสังเคราะห์ส่วนใหญ่ไม่สามารถเขา้กบัน ้ าได ้New (1974) รายงาน
วา่สียอ้มบางชนิดอาจเกิดการเส่ือมสภาพไดเ้ม่ือใช้ร่วมกบัสารตวักลางส าหรับการท าสไลด์
บางประเภท [53] ตวัอย่างเช่น แอซิดฟุคซิน (acid fuchsin) ซ่ึงนิยมใช้ร่วมกบั
แคนาดาบลัซัม (Canada balsam) และสามารถใช้กับ Euparal® ได้เช่นกัน 

อยา่งไรก็ตามตวัอยา่งท่ียอ้มดว้ย acid fuchsin มีแนวโน้มเกิดการซีดจาง โดยเฉพาะ
เม่ือมีน ้ ามนักานพลู (clove oil) ตกคา้งจากการใช้เป็นสารแช่ใสขั้นตอนสุดทา้ย ซ่ึง
อาจท าให้สีซีดจางอยา่งเห็นไดช้ดัภายในระยะเวลาเพียงไม่ก่ีวนั 

 

5.2. กำรดงึน ำ้ออก (dehydration) 
การดึงน ้ าออกจากตัวอย่างท าโดยการถ่ายโอนตัวอย่างผ่านล าดับความเข้มข้นของ
สารละลายเอทานอลแบบเพิ่มระดับเร่ิมตั้ งแต่ความเข้มข้น 50%, 70%, 80%, 

90% หรือ 95% และส้ินสุดท่ีเอทานอล 100% โดยแช่ตวัอยา่งในแต่ละความเขม้ขน้
เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 20 นาที ทั้งน้ี เน่ืองจากเอทานอลมีคุณสมบติัระเหยไดร้วดเร็ว จึง
ควรปิดฝาภาชนะให้สนิทตลอดระยะเวลาด าเนินการ ภายหลงัการดึงน ้ าออกอยา่งสมบูรณ์ 

สามารถพักตัวอย่างไวไ้ด้เป็นระยะเวลาสองถึงสามวนัใน Euparal® ซ่ึงมีความ
เหมาะสมมากกว่าน ้ ามันกานพลู ส าหรับขั้นตอนเตรียมสไลด์ถาวร ทั้งน้ี บีชครีโอโซต 

(beech creosote) ซ่ึงเคยนิยมใช้ในอดีต ปัจจุบันถูกสั่งห้ามใช้อย่างเด็ดขาด
เน่ืองจากมีความเป็นพิษสูง กระบวนการดึงน ้ าออกต้องท าอย่างระมัดระวัง เพื่อให้
ของเหลวภายในตวัอยา่งสามารถเขา้กนัไดก้บัตวักลางท่ีใชใ้นการสไลด ์หากการดึงน ้ าออก
ไม่สมบูรณ์ อาจก่อให้เกิดความขุ่นของตวัอยา่ง การยบุตวัอนัเน่ืองมาจากแรงดนัออสโม
ติกหรือการบิดเบ้ียวของโครงสร้าง ซ่ึงจะส่งผลให้ตวัอยา่งไม่เหมาะสมต่อการศึกษาทาง
อนุกรมวธิาน 

 

5.3. สำรตวักลำงส ำหรบัปิดแผ่นสไลด ์  
5.3.1. หลักการเลือกและการประยุกตใ์ชส้ารตวักลาง

ส าหรบัปิดแผ่นสไลดใ์นการเตรยีมตวัอย่าง 

โดยหลกัการสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ควรมีดชันีหักเหของแสง (refractive 

index; RI) ใกลเ้คียงกบัแกว้ ซ่ึงมีค่าประมาณ 1.5 สารตวักลางส าหรับปิดแผน่สไลด์
ตอ้งมีลักษณะใส ไม่มีสี และสามารถคงความโปร่งใสได้อย่างถาวรภายหลังการแห้ง 
นอกจากน้ี สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ควรเขา้กนัไดก้ับสียอ้มท่ีใช้ สามารถแทรก
ซึมเขา้สู่เน้ือเยือ่ของตวัอยา่งไดอ้ยา่งทัว่ถึง ไม่แห้งเร็วเกินไป ไม่เกิดฝ้าหรือความขุ่นใน
ระหว่างการสไลด์ และไม่เกิดการหดตวัเม่ือแข็งตวัสมบูรณ์ เน่ืองจากไม่มีสารตวักลาง
ส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดใดท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับทุกวตัถุประสงค ์การเลือกใช้จึงตอ้ง
พิจารณาจากปัจจยัหลกัดงัต่อไปน้ี: 

- คุณสมบตัทิางแสง (optical properties) ดชันีหักเหของตวักลาง
ควรเอ้ือต่อการสร้างความต่างระดบัสี และการหักเหของแสงท่ีเพียงพอ เพื่อให้สามารถดู
โครงสร้างทางกายวภิาคท่ีส าคญัต่อการจ าแนกสายพนัธุ์และการศึกษาทางสัณฐานวทิยาได้
อยา่งชดัเจน เช่น ถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) แอสคอยด ์(ascoids) นิวส
เตดเซนซิลลา (newstead sensilla) ฟันบริเวณกระเปาะอาหาร (cibarial 

teeth) และฟันบริเวณคอหอย (pharyngeal teeth) ความชดัเจนของโครงสร้าง
เหล่าน้ีข้ึนอยูโ่ดยตรงกบัคุณสมบติัทางแสงของตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด ์

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
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- การเก็บรกัษา (preservation) ตวัอยา่งส าหรับตวัอยา่งตน้แบบ (type 

specimens) หรือตวัอยา่งท่ีจดัเก็บแบบถาวร สารตวักลางส าหรับปิดแผน่สไลด์ตอ้งมี
ความเสถียรและคงสภาพไดดี้ในระยะยาว ในขณะท่ีงานส ารวจทางระบาดวิทยาหรือการ
จดัท าบญัชีรายช่ือ ซ่ึงมิไดเ้นน้การเก็บรักษาในระยะยาว อาจเลือกใชต้วักลางแบบชั่วคราว
หรือก่ึงถาวรได ้
 

5.3.2. ขอ้ก าหนดทางวชิาการส าหรบัสารตวักลางส าหรบั

ปิดแผ่นสไลด ์

แมว้่านักวิจยัหรือผูเ้ช่ียวชาญบางรายจะพฒันาเทคนิคการท าสไลด์ท่ีมีความเฉพาะเจาะจง
ตามความตอ้งการของงานวิจยั แต่เทคนิคดังกล่าวมักละเลยประเด็นดา้นความเขา้กันได้ 
มาตรฐานสากล ความสะดวกในการจดัการ และคุณภาพของการเก็บในระยะยาว การขาด
มาตรฐานเหล่าน้ีอาจก่อให้เกิดปัญหาในการรวบรวมจากแหล่งต่าง ๆ และการดูแลรักษาใน
ระยะยาว 
ในงานอนุกรมวิธาน นักอนุกรมวิธานมักท าสไลด์ตวัอย่างของแมลงทั้งตวั และนิยมใช้
ตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ท่ีสามารถแช่ให้อวยัวะภายในของแมลงเป่ือยอยา่งอ่อนโยน 

เพื่อเพิ่มความชัดเจนของโครงสร้างเปลือกนอก ตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ควรมีดชันี
หักเหท่ีแตกต่างจากตวัอยา่งและแผ่นสไลด์แกว้ในระดบัท่ีเหมาะสม เพื่อให้ไดคุ้ณภาพทาง
แสงสูงสุด ตวักลางสไลด์ท่ีมีขายอยูส่่วนใหญ่มกัถูกออกแบบให้มีค่าดชันีหักเหของแสง
ใกลเ้คียงกบัแกว้ เพื่อช่วยลดการหักเหและการกระเจิงของแสงผา่นระบบสไลด์-ตวักลาง-
กระจกปิดสไลด ์อยา่งไรก็ตาม ในการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ brightfield ความต่าง
ระดบัสีตามธรรมชาติของตวัอยา่งท่ีไม่ไดย้อ้มสีสามารถเพิ่มข้ึนไดจ้ากการเลือกตวักลางท่ีมี
ค่าดชันีหักเหของแสงแตกต่างจากตวัอยา่งเล็กนอ้ย ซ่ึงช่วยเพิ่มความชัดเจนของโครงสร้าง
เม่ือเทียบกบัพื้นหลงั 

5.3.3. ปร ะ เภทของต ัวกลางส าหร ับ ปิดแ ผ่นสไลด ์  

(ตารางที ่3 และ 4) 

การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์จ าเป็นต้องอาศัยค่าดัชนีหักเหของแสง (refractive 

index; RI) ของสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ เพื่อก าหนดลกัษณะการหักเหของ

แสงขณะผ่านแผ่นสไลด์ สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์และตวัอยา่ง เม่ือค่าดชันีหักเห
ของแสงของสารท าสไลด์มีความใกล้เคียงกับค่าดัชนีหักเหของแสงของกระจกแผ่นปิด
สไลด์ (≈1.515) แสงจะสามารถผ่านไดอ้ยา่งสม ่าเสมอ ส่งผลให้การกระเจิงของแสง
และความบิดเบือนทางแสงลดลง และช่วยเพิ่มความละเอียดและความชัดเจนของ
โครงสร้างขนาดเล็ก ในทางตรงกนัขา้ม ความไม่สอดคลอ้งของค่าดชันีหักเหของแสง อาจ
ท าให้เกิดภาพเบลอ การเกิดวงแสง (halos) หรือบดบงัโครงสร้างท่ีไม่ไดผ้า่นการยอ้มสี 

ดังนั้ น การเลือกใช้สารท าสไลด์ท่ี เหมาะสมจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของคอนทราสต์ ความชัดเจน และคุณภาพของภาพโดยรวมของตวัอยา่งแต่
ละประเภท เน่ืองจากสารท าสไลดแ์ต่ละชนิดมีค่าดชันีหักเหของแสง ท่ีแตกต่างกนั 

ค่าดัชนีหักเหของแสงของสารท าสไลด์มีผลอย่างมากต่อความสามารถในการเห็น
โครงสร้างขนาดเล็กเม่ือเตรียมร้ินฝอยทรายส าหรับการท าสไลด์ เน่ืองจากลักษณะ
โครงสร้างท่ีบอบบางและมีการแขง็ตวัของผนงัเซลลต์  ่า (lightly sclerotized) ของ
ร้ินฝอยทราย เช่น โครงสร้างฟันของกระเปาะอาหาร (cibarial armature) ถุงเก็บ
น ้ าเช้ือ (spermathecae) ปลอ้งหนวด และเส้นปีก อาจดูไดย้ากเม่ือใช้สารท าสไลด์
ท่ีมีค่าดชันีหักเหของแสงสูง 
ส าหรับร้ินฝอยทราย สารท าสไลด์ท่ีนิยมใช้ ไดแ้ก่ สารสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์
สูตรน ้ า (water-based mountants) เช่น กลุ่มกมั–คลอรัล (gum–chloral 

media) และสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลดสู์ตรตวัท าละลาย (solvent-based 

mountants) เช่น แคนาดาบัลซัม (Canada balsam) และเรซิน Enecê-

Nelson Cerqueira (NC) โดย Rawlins [60] ได้จ  าแนกตัวกลางส าหรับ
ปิดแผ่นสไลด์ออกเป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ (1) ตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ส าหรับปิด
แผ่นสไลด์แบบถาวร (permanent mountants) ซ่ึงจะแข็งตัวเม่ือเวลาผ่านไป
และเหมาะส าหรับการเก็บระยะยาว และ (2) ตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ส าหรับปิด
แผน่สไลดแ์บบก่ึงถาวร (semi-permanent mountants) ซ่ึงไม่แขง็ตวัสมบูรณ์
และมกัใชส้ าหรับวตัถุประสงคช์ัว่คราว

สารตวักลาง

ส าหรบัปิดแผ่น

สไลด ์

ตวัท าละลาย (solvent) พอลเิมอร/์สารกอ่ตวั (polymer) หมายเหต ุ

Hoyer = chloral 

gum  

Glycerol, water Compounds of gum arabic Macerating agent: chloral 

hydrate 

CMCP-9 

(= carboxy methyl 

cellulose phenol) 

Water (CMCP-9: 51−60%) Fully hydrolyzed polyvinyl alcohol 

(CMCP-9: 0−5%) 

CMC(P)-9: low viscosity: high 

viscosity  

DMHF (dimethyl 

hydantoin 

formaldehyde) 

Water N,N′-dimethylol dimethyl hydantoin 

(di-methylol DMH) 

Ether-/methylene-bridged oligomers 

Crosslinked DMH–formaldehyde 

polymer network 

 

Canada balsam Xylene; partly volatile 

components of balsam (Δ³-

carene, levopimaric acid, 

limonene, myrcene, 

palustric acid, β-

phellandrene, α-pinene, β-

pinene) 

Balsam (abienol, abietic acid, 

isopimaric acid, sandaracopimaric 

acid) 

Neutralization: potassium 

carbonate;  

resin from Abies balsamea 

(Linné, 1758) 

ตารางที ่3: ส่วนประกอบของสารตวักลาง 
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Euparal® Eucalyptol, paraldehyde; 

partly volatile components 

of gum sandarac (limonene, 

α-pinene, β-pinene) 

Compounds of gum sandarac 

(communic acid, manool, 

polycommunic acid, 

sandaracopimaric acid, 12-acetoxy-

sandaracopimaric acid, sugiol, 

torulosic acid, torulosol, totarol) 

Clearing agent: methyl 

salicylate; color in Euparal® 

green: copper salt (copper 

abietinate); sandarac resin from 

Tetraclinis articulata (Vahl, 

1791) 

Enecê Ethyl alcohol; with 

camphor, eucalyptol and 

turpentine essence 

Compounds of copal gum and 

colophony (rosin) 

 

 

สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์อาจอยู่ในรูปของเหลว กัม (gum-based) 

หรือเรซิน (resinous) โดยละลายไดใ้นน ้ า แอลกอฮอล ์หรือตวัท าละลายอินทรีย ์ เช่น 

โทลูอีนหรือไซลีน (ตารางท่ี 3) ภายหลงัการสไลด ์ควรปิดผนึกขอบสไลด ์(sealing) 

ด้วยสารท่ีไม่ละลายน ้ า เพื่อป้องกันผลกระทบจากความช้ืนและสภาวะบรรยากาศ โดย
สามารถจ าแนกตวักลางไดด้งัน้ี 

a. สารตวักลางส าหรบัปิดแผ่นสไลดสู์ตรน ้า (aqueous 

media) ละลายในน ้ า ใช้สะดวก เหมาะกบัสไลด์ชั่วคราวหรือก่ึงถาวร แต่จ าเป็นตอ้ง
ปิดผนึกขอบสไลด ์โดยเฉพาะในเขตร้อนช้ืน เช่น gum-chloral และ polyvinyl 

alcohol (PVA) 

b. สารตวักลางส าหรบัปิดแผ่นสไลดท์นน ้าไดจ้ ากดั 

(limited water-tolerant media) สารกลุ่มน้ีได้รับผลกระทบจากน ้ าใน
ระดบัท่ีน้อยกว่า อยา่งไรก็ตาม ยงัคงจ าเป็นตอ้งมีการป้องกันความช้ืนท่ีมากเกินไป สาร
ดงักล่าวมีความเสถียรในระยะยาวสูงกว่าสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ท่ีละลายน ้ าได ้

และมกัถูกน ามาใชใ้นการท าสไลดแ์บบก่ึงถาวร 

 

c. สารต ัวกลางส าหรบั ปิดแผ่นสไลดท์ี่ละลายใน

ไฮโดรคารบ์อน (hydrocarbon-soluble media) สารกลุ่มน้ีละลาย
ในตวัท าละลายอินทรีย ์เช่น ไซลีน (xylene) โทลูอีน (toluene) หรือเอสเซเนเซ 

(essenecê; ตวัท าละลาย enecê) โดยไดรั้บการออกแบบมาเพื่อการท าสไลด์ถาวร 
มีความเสถียรในระยะยาวสูง และทนต่อความช้ืนและการเส่ือมสภาพ จึงเหมาะสมอยา่งยิง่
ส าหรับการเก็บแบบถาวรเพื่อเป็นหลกัฐาน (archival purposes) เช่น แคนาดาบลั
ซัมชนิดเป็นกลาง (neutral Canada balsam) และ  

โดยสรุป สารท าสไลดช์นิดละลายน ้ าเหมาะส าหรับการท าสไลดช์ั่วคราว หรือกรณีท่ี
จ าเป็นตอ้งเอาตวัอยา่งออกไดง่้าย สารท าสไลดท่ี์ทนต่อน ้ าในระดบัจ ากดัเหมาะส าหรับการ
ท าสไลดแ์บบก่ึงถาวรซ่ึงตอ้งการความคงทนในระดบัปานกลาง ขณะท่ีสารตวักลางส าหรับ
ปิดแผ่นสไลด์ชนิดละลายในไฮโดรคาร์บอนเหมาะส าหรับการท าสไลด์ถาวรท่ีมุ่งเน้นการ
เก็บในระยะยาวหรือเพื่อวตัถุประสงคเ์ก็บแบบถาวรเพื่อเป็นหลกัฐาน 

 

ตารางที ่4 ขอ้ดีและขอ้จ ากดัของสารตวักลางส าหรับปิดแผน่สไลด ์รวมทั้งขอ้มูลจากการประสบการณ์ท่ียงัไม่ไดตี้พิมพข์องนกัวิจยัหลายท่าน [52]  

 

ชือ่ ขอ้ด ี ขอ้จ ากดั 

*Canada 

balsam 

มีความคงทนสูงมาก อายุการใชง้านมากกวา่ 150 ปี 

สามารถท าสไลด์โดยใช้ clove oil หรือ phenol เป็นตวักลาง
ส าหรับปิดแผน่สไลดไ์ด ้

มีส่วนประกอบท่ีเป็นอนัตราย จ าเป็นตอ้งปฏิบติังานภายใตตู้้
ดูดควนัต้องผ่านกระบวนการดึงน ้ าออก (dehydration) 

อย่างสมบูรณ์ ซ่ึงใชเ้วลานานการดึงน ้ าดว้ยเอทานอลและการ
ส่งผ่านไซลีนหรือ clove oil อาจท าให้ตวัอย่างบางชนิดมี
ความเปราะ  สารทางเลือกอ่ืน ๆ เช่น isopropanol, n-

butanol, Cellosolve™, 1 ,4 - dioxane, 

Histoclear, terpineol) may reduce breakage.

อาจช่วยลดการแตกหักของตวัอยา่งไดต้วัอยา่งอาจมีสีคล ้าหาก
ใช ้phenol แทนไซลีน หรือหากมี KOH หลงเหลืออยู ่
ค่าดชันีหกัเหแสงสูงอาจบดบงัโครงสร้างท่ีไม่ไดย้อ้มสี 

การแหง้สนิทอาจใชเ้วลาหลายปีหากไม่ใชค้วามร้อนช่วย 
ตวักลางอาจเกิดการเหลืองและคล ้าลงตามกาลเวลา และสียอ้ม
บางชนิดอาจซีดจางเม่ือสารมีความเป็นกรด 

DMHF 

(dimethyl 

hydantoin 

formaldehyde) 

มีความโปร่งใสสูง 
มีดชันีการหกัเหของแสงท่ีเหมาะสม 

มองเห็นโครงสร้างต่าง ๆ ไดอ้ยา่งชดัเจน 

การเตรียมสไลดมี์ความคงสภาพค่อนขา้งดี 

สามารถใชร่้วมกบัเทคนิคการยอ้มสีไดห้ลายชนิด 

อาจเปล่ียนเป็นสีเหลืองเม่ือเวลาผา่นไป 

อาจท าใหสี้ของสารยอ้มบางชนิดเปล่ียนแปลง 
ไม่ เหมาะส าหรับสารย้อมท่ีไวต่อฟอร์มาลดีไฮด์อาจเกิด
ฟองอากาศ และใชเ้วลาแหง้ชา้ 
เป็นสารตวักลางท่ีไวต่อความช้ืน 
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ใหก้ารปกป้องตวัอยา่งไดดี้ 

มีการยึดติดระหวา่งแผน่สไลดแ์ละแผน่ปิดสไลดไ์ดดี้ 

เป็นสารตวักลางท่ีจะแกไ้ขหรือน าออกไดย้าก 

ฟอร์มาลดีไฮดเ์ป็นสารพิษ ระคายเคือง และก่อมะเร็ง 
*Euparal  

(ชนิดใส) 
มีความคงทนสูง อายุการใชง้านมากกวา่ 50 ปี 

สามารถท าสไลดไ์ดโ้ดยตรงจากเอทานอล 80% (ตามค าแนะน า
ของผูผ้ลิต)ไม่บดบงัโครงสร้างท่ีไม่ไดย้อ้มสี และไม่เหลืองหรือ
เปราะตามกาลเวลามีค่าดชันีหกัเหแสงท่ีเหมาะสมกบัแมลงอนัดบั 
Diptera มากกวา่ Canada balsamเหมาะกบัตวัอยา่งท่ีมีความ
หนา เน่ืองจากการหดตวัต ่าและไม่เกิดฟองอากาศสามารถละลายได้
ในเอทานอล 95% ท าใหส้ามารถน ามาท าสไลดใ์หม่ไดแ้มผ้า่นไป
หลายปี 

มีส่วนประกอบท่ีเป็นอนัตราย จ าเป็นตอ้งจดัการภายใตตู้ดู้ด
ควนั การดึงน ้าดว้ยเอทานอลและการส่งผา่น Euparal 

essence อาจท าใหต้วัอยา่งบางชนิดมีความเปราะ (การใชไ้อ
โซโพรพานอลอาจช่วยลดผลกระทบดงักล่าว) 

Hoyer fluid สามารถท าสไลดไ์ดจ้ากตวัอยา่งมีชีวติ หรือโดยตรงจากน ้า เอ
ทานอล หรือฟอร์มาลดีไฮด ์

การแช่เป่ือยยุย่ (maceration) ใหคุ้ณภาพของคิวทิเคิลท่ีดีมาก 

มีค่าดชันีหกัเหแสงเหมาะสม และสามารถเพิ่มความแตกต่างของ
ภาพดว้ยการยอ้มไอโอดีน  
กรดอะซิติกในสูตรช่วยใหร้ยางคข์องอาร์โทรพอดกางออก 

ตวัอยา่งบางส่วนอาจยงัคงสภาพคงตวัไดน้านถึง 40-60 ปี 

ละลายน ้าได ้ท าใหส้ามารถน ามาท าสไลดใ์หม่ไดง้่าย 

ตวัอยา่งท่ีบอบบางอาจเกิดการฟีบยุบ หากไม่ไดเ้ติมสารละลาย
อยา่งค่อยเป็นค่อยไป อาจเกิดช่องวา่งและการตกผลึกภายใน
ระยะเวลานอ้ยกวา่ 10 ปี 

ระดบัการแช่เป่ือยยุย่ข้ึนกบัความเขม้ขน้ของ chloral 

hydrate และระยะเวลาในการแช่ 

ส่วนประกอบอาจแยกตวัหรือเกิดตะกอนเมด็ละเอียดภายใน
ไม่ก่ีเดือนถึงไม่ก่ีปี  
มีรายงานการเปล่ียนสีเป็นสีด าของตวักลาง 

CMCP-9 

(carboxymethyl 

cellulose 

phenol) 

สามารถท าสไลดไ์ดโ้ดยตรงจากน ้า เอทานอล กลีเซอรอล หรือ
ฟอร์มาลดีไฮด ์

สามารถแช่ยุย่อวยัวะภายในเม่ือจ าเป็น เพื่ออ านวยความสะดวกใน
การตรวจและเตรียมตวัอยา่ง 

อาจเกิดการตกผลึกและการคล ้าลงตามกาลเวลา และอาจแช่ยุย่
ตวัอยา่งมากเกินไป หากไม่ปิดผนึกขอบสไลดอ์ยา่งเหมาะสม 
ตวัอยา่งท่ีมีความหนาอาจเกิดการหดตวัและมีช่องวา่งบริเวณ
ขอบกระจกปิดสไลด ์ ไม่เหมาะส าหรับตวัอยา่งท่ียอ้มสีหรือมี
แคลเซียม และแหง้ชา้กวา่ CMC 

Eukitt™ มีความคงทนสูง อายุการใชง้านมากกวา่ 30 ปีเขา้กนัไดก้บัตวัท า
ละลายหลายชนิด เช่น อะซิโตน ไซลีน และไอโซโพรพานอล แหง้
เร็ว มีค่า pH เป็นกรดอ่อน และไมค่ล ้าลงอยา่งชดัเจนเม่ือเวลาผา่น
ไปเหมาะสมกบัสียอ้มหลายชนิด เช่น fuchsin, hematoxylin, 

methyl green, methyl violet, methylene blue และ
สามารถน ามาท าสไลดใ์หม่ไดโ้ดยการแช่ในไซลีนเป็นเวลานาน 

มีส่วนประกอบท่ีเป็นอนัตราย จ าเป็นตอ้งจดัการภายใตตู้ดู้ด
ควนัตอ้งผา่นขั้นตอนการดึงน ้าออกซ่ึงใชเ้วลานานไม่เหมาะ
ส าหรับตวัอยา่งท่ีมีความหนา เน่ืองจากการหดตวัและการเกิด
ฟองก๊าซกระจกปิดสไลดอ์าจหลุดออกได ้ หากการท าความ
สะอาดพื้นผิวไม่เพยีงพอ 

Enecê มีความคงทนสูงมาก อายุการใชง้านอยา่งนอ้ย 50 ปี 

ไม่คล ้าลงตามกาลเวลา 
มีความอ่อนตวั (malleable) ท าใหส้ามารถผา่แยกแมลงภายใน
ตวักลางไดโ้ดยตรง และมีเวลามากพอส าหรับการจดัวางต าแหน่ง
โครงสร้างมีตน้ทุนต ่า 

ตอ้งผา่นกระบวนการดึงน ้าออกซ่ึงใชเ้วลานาน การดึงน ้าดว้ยเอ
ทานอลและการส่งผา่น clove oil อาจท าใหต้วัอยา่งมีความ
เปราะตวัอยา่งจะค่อย ๆ ถูกท าใหใ้สเพิ่มข้ึนตามเวลา ซ่ึงอาจท า
ใหก้ารดูโครงสร้างขนาดเลก็ เช่น sensilla และ ascoids 
ท าไดย้ากข้ึน 

5.3.4. รายละเอียดของสารตวักลางส าหรบัปิดแผ่น
สไลดท์ีนิ่ยมใช ้(ตารางที ่3 และ ตารางที ่4) 

สารตัวกลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ส าหรับการดูช่ัวคราว 

Chloral gum = Hoyer fluid/medium/solution (ด ัช นี

หกัเหแสง RI = 1.48) 

สารละลาย Marc André ถือเป็นตวักลางท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการดูถุงเก็บ
น ้ าเช้ือ (spermathecae) ในระยะสั้น ไม่ก่ีชัว่โมง และอาจยดืออกไดอี้กเล็กนอ้ยหาก
เก็บสไลด์ไวใ้นห้องควบคุมความช้ืน รวมถึงการถ่ายภาพ ( รูปท่ี 4) หรือการวาด
ภาพประกอบ การเก็บถุงเก็บน ้ าเ ช้ือ (spermathecae) ท่ีได้จากการดูดังกล่าว

จ าเป็นตอ้งน ามาท าสไลดใ์หม่ในตวักลางชนิดใชน้ ้ า ซ่ึงเอ้ือให้สามารถเก็บไดใ้นระยะปาน
กลาง แม้ว่าการดึงน ้ าออกเพื่อท าสไลด์ใหม่ในเรซินจะไม่ใช่ส่ิงท่ีเป็นไปไม่ได้ แต่ไม่
แนะน าให้ท า เน่ืองจากมีความเส่ียงสูงต่อการสูญหายของตวัอยา่ง สารตวักลางส าหรับปิด
แผ่นสไลด์ชนิด chloral gum และ Hoyer ถือเป็นสารชนิดเดียวกนั นิยมใช้อยา่ง
แพร่หลายในการดูอวยัวะภายในของแมลง เน่ืองจากคุณสมบติัท่ีเขา้กบัน ้ าไดดี้ ใช้งานง่าย 
รวดเร็ว และมีค่าดชันีหักเหท่ีช่วยให้ตรวจวิเคราะห์โครงสร้างท่ีบอบบางไดง่้าย เช่น ถุง
เก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) อยา่งไรก็ตาม chloral gum มีขอ้เสียส าคญัหาก
เตรียมไดไ้ม่สมบูรณ์หรือเก็บในสภาวะความช้ืนท่ีไม่เหมาะสม ปัญหาท่ีพบ ไดแ้ก่ การเกิด
ผลึก การเปล่ียนสี และการสูญเสียความหนืด ซ่ึงการใช้สารปิดขอบสไลด์ ไม่สามารถ
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แกปั้ญหาเหล่าน้ีได ้ เน่ืองจากตวักลางอาจเกิดการเปล่ียนสีอยา่งรุนแรง บางคร้ังสามารถ
เปล่ียนเป็นสีด าจากปฏิกิริยากับสารปิดขอบ โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากใช้ Euparal® 

ถึงแมว้า่ Hoyer ไดรั้บการยอมรับวา่ดีท่ีสุดส าหรับการศึกษาเก่ียวกบัร้ินฝอยทราย และมี
การใชง้านในลกัษณะน้ีตามธรรมเนียมปฏิบติัมาอยา่งยาวนาน ตวักลางน้ีประกอบดว้ยสูตร
ผสมหลายสูตรท่ีมีความใกลเ้คียงกนั ซ่ึงรวมถึงส่วนผสมของ สาร gum arabic กลีเซ
อรอล และคลอรัลไฮเดรต ทั้งน้ีสูตรผสมต่าง ๆ มกัมีการตีความและอา้งอิงท่ีคลาดเคล่ือน
อยู่บ่อยคร้ัง [74] แม้ว่า Hoyer จะเป็นตวักลางท่ีดีท่ีสุดส าหรับการดูถุงเก็บน ้ าเช้ือ 

(spermathecae) ของร้ินฝอยทราย แต่ไม่เหมาะส าหรับการเก็บตวัอยา่งในระยะยาว 
จึงเหมาะส าหรับการใชดู้ในระยะสั้น เช่น การถ่ายภาพ หรือการวาดภาพประกอบ ตวักลาง
สูตรน ้ าเหมาะส าหรับการท าสไลด์ชั่วคราวเท่านั้ นและไม่สามารถรับประกันการเก็บใน
ระยะยาวได้ ในทางตรงกันข้าม การใช้เรซินจะให้ความทนทานท่ีดีเยี่ยมยาวนานนับ
ศตวรรษ แต่อาจบดบงัรายละเอียดท่ีละเอียดอ่อนของถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) 

เน่ืองจากการหักเหของแสงมกัสูญเสียไป Hoyer จะเส่ือมสภาพตามกาลเวลาเน่ืองจาก

การสูญเสียน ้ า (รูปท่ี 8) ส่งผลให้เกิดผลึกคลอรัลไฮเดรตสีขาวขุ่น อยา่งไรก็ตาม ยงัคง
สามารถกู้คืนตวัอย่างจากสไลด์ท่ีเกิดผลึกได้ เน่ืองจากผนังล าตวัของแมลงยงัคงสภาพ
สมบูรณ์ทางเคมี แต่อาจเกิดความเสียหายทางกายภาพจากการขยายตวัของผลึก ในบาง
กรณีส ามารถ ซ่อมแซมสไลด์ ไ ด้โดยก าร คืนความ ช้ืน  ( rehydration) ใน
สภาพแวดล้อมท่ีอุ่นและช้ืน พร้อมเติมสารไทมอล ( thymol) เพื่อป้องกันการ
เจริญเติบโตของเช้ือรา หรืออาจน าตวัอยา่งแช่น ้ าเพื่อลา้งตวักลางเดิมออก แลว้จึงดึงน ้ าออก
ดว้ยกรดกลาเชียลอะซิติกก่อนน าไปท าสไลดใ์หม่ดว้ย Canada balsam 

DMHF (Dimethyl Hydantoin Formaldehyde) (ด ัชนีห ัก

เหแสง RI = 1.48) 

เป็นตวักลางสูตรน ้ า [72] ท่ีให้ประสิทธิภาพดูกลอ้งดีเยีย่มใกลเ้คียงกบั Berlese 

และใช้งานง่าย แต่ขอ้ดีท่ีเหนือกว่าคือตวักลางชนิดน้ีจะไม่เปล่ียนเป็นสีด าหรือเกิดการตก
ผลึก ใชง้านไดดี้กบัร้ินฝอยทรายและแมลงในวงศ ์Psychodidae อ่ืนๆ 

 

 

 
 

 
รูปที ่8 การท าสไลดใ์หม่ (slides remounting) A: สไลดท่ี์เสียหายและแห้งซ่ึงใชต้วักลาง Hoyer; B: มุมมองผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ของร้ินฝอยทรายท่ีแห้ง; C: มุมมองผา่น

กลอ้งจุลทรรศน์ของตวัอยา่งท่ีเสียหายอีกตวัหน่ึง; D: ถาดควบคุมความช้ืน (wet chamber) ท่ีบรรจุสไลดท่ี์แห้ง; E: ส่วนหัว และ F: ส่วนล าตวัของตวัอยา่ง B ภายหลงัการท า

สไลดใ์หม่ใน Euparal®; G: ส่วนหัว และ H: ส่วนล าตวัของตวัอยา่ง C ภายหลงัการท าสไลดใ์หม่ใน Euparal® 
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CMCP (Camphor-mono-chlorophenol) (ด ัชนีห ัก เห

แสง RI = 1.41) 

CMCP เป็นสารตัวกลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์สูตรกลีเซอรอลท่ีละลายน ้ าได้ 
เหมาะส าหรับการเตรียมแผ่นสไลด์ถาวรชนิดโปร่งแสงของตัวอย่างท่ีมีความบอบบาง 
รวมถึงร้ินฝอยทราย จุดเด่นของตวักลางชนิดน้ีคือสามารถน าตวัอยา่งลงสไลด์ไดโ้ดยตรง
จากน ้ าหรือเอทานอล โดยไม่จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการดึงน ้ าออกอย่างซับซ้อน 

CMCP ช่วยให้ตวัอยา่งคลายตวัและมีความโปร่งใสไดอ้ยา่งรวดเร็ว พร้อมทั้งท าให้ผนัง
ล าตวัอ่อนนุ่มลง ซ่ึงเอ้ือต่อการจดัต าแหน่งตวัอยา่งไดอ้ยา่งเหมาะสม โดยเฉพาะในขั้นตอน
การกางปีก การจัดแนวหนวด หรือการผ่าแยกอวัยวะสืบพันธุ์ เพื่อการศึกษาทาง
อนุกรมวธิาน แมจ้ะมีรายงานวา่สามารถใชเ้ก็บตวัอยา่งไดใ้นระยะยาว แต่ช่วงเวลาการเก็บ
ท่ีแน่นอนยังไม่สามารถระบุได้อย่างชัดเจน ข้อจ ากัดส าคัญของ CMCP คือมี
ส่วนประกอบของฟีนอล (phenol) ซ่ึงเป็นสารพิษและก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อ
ผิวหนังและระบบทางเดินหายใจ ดังนั้ น การใช้งานควรท าภายใตตู้้ดูดควนั และสวม
อุปกรณ์ป้องกนัส่วนบุคคลอยา่งเหมาะสม 

สารตัวกลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ถาวร 

Canada balsam (ดชันีหกัเหแสง RI = 1.52-1.54) 

Canada balsam ไดรั้บการอธิบายคร้ังแรกว่าเป็นตวักลางท่ีเหมาะสมส าหรับ
การส่องกล้องจุลทรรศน์แบบแสงส่องผ่าน รายงานโดย Andrew Pritchard 

ในช่วงทศวรรษท่ี 1830 และยงัคงเป็นหน่ึงในตวักลางท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายท่ีสุดจนถึง
ปัจจุบนั เน่ืองจากมีคุณสมบติัดา้นการเก็บตวัอยา่งท่ียอดเยี่ยม โดยมีสไลด์ท่ียงัคงสภาพ
สมบูรณ์ได้นานกว่า 150 ปี เม่ือเปรียบเทียบกับตัวกลางสูตรน ้ า เช่น Hoyer และ 
Canada balsam ไม่มีแนวโน้มเกิดการตกผลึกหรือดูดซับความช้ืนจากบรรยากาศ 
อย่างไรก็ตาม ตวักลางชนิดน้ีมีคุณสมบติัการเรืองแสงเอง (autofluorescence) 

ค่อนขา้งสูง ซ่ึงอาจเป็นขอ้จ ากดัในการใช้งานร่วมกบัเทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์บางประเภท 

โดยเฉพาะการถ่ายภาพเรืองแสง [60] แมว้า่การใชต้วัท าละลายท่ีมีความเป็นพิษต ่ากวา่ไซ
ลีน (xylene) จะช่วยลดความเส่ียงดา้นความปลอดภยัในห้องปฏิบติัการได ้แต่ก็อาจ
ก่อให้เกิดขอ้เสีย เช่น ระยะเวลาการแห้งของสไลด์ท่ียาวนานข้ึน และแนวโน้มท่ีตวักลาง
จะมีสีคล ้าเร็วข้ึนเม่ือเก็บในระยะยาว 

Euparal® (ดชันีหกัเหแสง RI = 1.48) 

Euparal® เป็นตวักลางส าหรับการท าสไลด์ถาวรท่ีนิยมใช้เป็นทางเลือกแทน 

Canada balsam โดยมีความเสถียรในระยะยาวสูงและมีดชันีหักเหแสงใกลเ้คียงกัน 

เหมาะอย่างยิ่งส าหรับการเตรียมสไลด์แมลงอันดับ Diptera รวมถึงร้ินฝอยทราย 
ข้อพิจารณาส าคัญในการใช้ Euparal® ได้แก่ 1) ข้อก าหนดด้านการดึงน ้ าออก 

ตวัอยา่งตอ้งผา่นกระบวนการดึงน ้ าออกก่อนการสไลดข์ั้นสุดทา้ย โดยทัว่ไปจะเปล่ียนผ่าน
จากเอทานอล 95% ไปสู่เอทานอลบริสุทธ์ิ (absolute ethanol) 2) ระยะเวลา
การเตรียมท่ียาวข้ึน เช่นเดียวกบั Canada balsam การท าสไลด์ดว้ย Euparal® 

จ าเป็นตอ้งผ่านขั้นตอนการดึงน ้ าออก ซ่ึงท าให้ระยะเวลาโดยรวมของกระบวนการเตรียม
ตวัอยา่งเพิ่มข้ึน ในกรณีท่ีไม่สามารถถ่ายโอนตวัอยา่งจาก absolute ethanol ลงสู่ 

Euparal® ได้โดยตรง สามารถพักตัวอย่างในสารละลายขั้นกลางท่ีประกอบด้วย 
Euparal® และ Euparal essence ในอตัราส่วน 1:1 ก่อนการสไลด์จริง เพื่อ
ช่วยลดความเสียหายต่อโครงสร้างท่ีบอบบาง 

Enecê (ดชันีหกัเหแสง RI = 1.467) 

Enecê เป็นตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ประเภทเรซินท่ีพฒันาข้ึนส าหรับการ
เตรียมสไลด์แมลงขนาดเล็ก และได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในประเทศบราซิล 

ส่วนประกอบหลักประกอบด้วย colophony และ gum copal ละลายในเอทา
นอล ร่วมกับการบูร (camphor) น ้ ามันสน (turpentine) และยูคาลิปตอล 

(eucalyptol) Cerqueira [11] ได้เสนอให้ใช้ Enecê เป็นทางเลือกแทน 

Canada balsam ส าห รับการ เต รี ยมสไลด์ถ า วรของตัว อ่ อน  คราบลอก 

(exuviae) และแมลงตวัเตม็วยั ซ่ึงต่อมาไดรั้บการยอมรับอยา่งกวา้งขวางในการเตรียม

สไลดข์องร้ินฝอยทราย Enecê มีตน้ทุนต ่า ให้ความเสถียรในระยะยาว และมีอตัราการ
แห้งท่ีเหมาะสม ท าให้สามารถผ่าแยกและจัดวางโครงสร้างทางสัณฐานวิทยาได้อย่าง
แม่นย  าก่อนท่ีตวักลางจะแขง็ตวั 

 

5.4. กำรเตรยีมสไลดแ์ละกำรท ำใหแ้หง้  (slide 
preparation and drying) 

การท าให้สไลด์แห้งอยา่งเหมาะสมเป็นขั้นตอนส าคญัยิง่ เพื่อให้มัน่ใจถึงเสถียรภาพ
ของสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์และเก็บตวัอยา่งในระยะยาว สไลด์ทุกแผ่นตอ้งถูก
ท าให้แห้งสนิทก่อนน าไปจดัเก็บในคลังตวัอย่าง โดยทัว่ไปสไลด์ท่ีเตรียมด้วย ตวักลาง
ส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดถาวร (permanent mountants) ควรวางในแนวราบ
และปล่อยให้แห้งเป็นระยะเวลาอย่างน้อย 2-3 สัปดาห์ ในขณะท่ีสไลด์ท่ีเตรียมด้วย 
ตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดก่ึงถาวร (semi-permanent mountants) 

อาจใช้ระยะเวลาเพียง 1-2 สัปดาห์ ทั้งน้ี ระยะเวลาการแห้งข้ึนอยูก่บัชนิดของตวักลาง 
ความหนาของชั้นสไลด ์และสภาพแวดลอ้ม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและความสม ่าเสมอของ
การแห้ง แนะน าให้ใช้ ตูอ้บ (incubator) โดยตั้งอุณหภูมิให้เหมาะสมกบัตวักลางท่ี
ใช ้และหลีกเล่ียงความร้อนท่ีสูงเกินไปซ่ึงอาจท าให้ตวัอยา่งบิดเบ้ียวหรือเกิดความเสียหาย 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมโดยทั่วไปอยู่ในช่วง 30 และ 37 องศาเซลเซียส ขั้นตอนน้ีมี
ความส าคญัอยา่งยิง่ในการป้องกนัการหดตวัของตวักลาง การเคล่ือนต าแหน่งของตวัอย่าง 
และความไม่เสถียรของสไลดใ์นระยะยาว สไลดทุ์กแผน่ควรมีฉลากระบุ ชนิดของตวักลาง
ส าหรับปิดแผน่สไลด์ท่ีใชอ้ยา่งชัดเจน และหากเป็นไปไดค้วรระบุ สูตรเฉพาะ ช่ือผูเ้ตรียม 

และวนัท่ีจดัท า เพื่อความถูกตอ้งและสามารถตรวจสอบยอ้นหลงัได ้สไลดบ์างส่วนอาจถูก
เตรียมข้ึนในระยะแรกเพื่อการตรวจสอบเบ้ืองต้นเท่านั้ น อย่างไรก็ตาม หากตัวอย่าง
ดงักล่าวถูกก าหนดให้เป็นส่วนหน่ึงของชุด “ตวัอยา่งตน้แบบหรือตวัอยา่งอา้งอิง” ควร
เปล่ียนไปใช้ตัวกลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์ชนิดถาวรเพื่อให้มั่นใจในการเก็บตัวอย่าง
ส าหรับการศึกษาทางอนุกรมวธิานในอนาคต 

 

5.5. เทคนิคทำงเลือกในกำรเตรยีมตวัอย่ำงแบบ
กำรตดิบนกระดำษ หรอื card mounting 

การติดบนกระดาษเป็นเทคนิคท่ีใช้กนัทัว่ไปในแมลงหลายกลุ่ม โดยอาจเป็นการปัก
เข็มผ่านแผ่นกระดาษ หรือการติดตวัอยา่งลงบนแผ่นรองดว้ยกาว อยา่งไรก็ตามเน่ืองจาก
ร้ินฝอยทรายมีขนาดเล็กมาก และการระบุสายพันธุ์จ  าเป็นต้องอาศัยการตรวจสอบ
โครงสร้างภายในหลงัผ่านกระบวนการท าให้ใส (ดูขอ้ 5) วิธีการติดบนกระดาษจึงไม่
เหมาะสมอยา่งยิง่ ส าหรับการเตรียมตวัอยา่งร้ินฝอยทราย  

 

5.6. กำรท ำสไลดใ์หม่ส ำหรบัตวัอย่ำงที่เสียหำย 
(remounting damaged specimens)  

ส าหรับตวัอยา่งท่ีหายาก มีคุณค่าทางวิชาการ หรือเป็นตวัอยา่งอา้งอิง แนะน าให้ใช้
กระบวนการท าสไลด์ใหม่แบบสองขั้ นตอน โดยอ้างอิงแนวทางสาธิตในวิ ดี โอ 

( https://zenodo.org/records/18315029. 1) ดัง น้ี  1) การคืน

ความชืน้ (rehydration)  

ในขั้นตอนแรกให้คืนความช้ืนแก่สไลด์ โดยยงัไม่แยกช้ินส่วน เพื่อประเมินสภาพ
ของตวัอยา่งเบ้ืองตน้ วธีิการคือ วางแท่นรองสไลดไ์วใ้นจาน (petri dish) จากนั้นวาง
สไลด์ท่ีตอ้งการคืนความช้ืนไวด้า้นบน เติมตวัท าละลายลงในจานเพียงเล็กน้อยเพื่อสร้าง
สภาวะห้องช้ืน (humid chamber) โดยตอ้งระวงัไม่ให้ตวัสไลดส์ัมผสักบัของเหลว
โดยตรง (รูปท่ี 8D) ระยะเวลาในการคืนความช้ืนอาจใช้ตั้ งแต่ 1 วนัจนถึงหลายวนั 

ข้ึนอยูก่บัสภาพของสไลด์และชนิดของสารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์เดิม จ าเป็นตอ้ง
ตรวจสอบสไลด์ทุกวนัอยา่งสม ่าเสมอ เม่ือคืนความช้ืนไดเ้พียงพอแล้ว ให้น าสไลด์ออก
จากห้องช้ืนและวางในตูอ้บเป็นเวลาหลายชั่วโมง ก่อนน าไปตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0
https://zenodo.org/records/18315029
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การถ่ายภาพ หรือการวาดภาพประกอบ 2) การท าสไลด์ใหม่ (remounting) หาก
จ าเป็นตอ้งท าสไลด์ใหม่ ให้คืนความช้ืนสไลด์อีกคร้ังเป็นเวลาหลายชั่วโมงหรือขา้มคืน 

ขั้นตอนการแยกกระจกปิดสไลด์ควรท าภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยใช้เข็มปลายละเอียด
แซะออกอยา่งระมดัระวงั เพื่อหลีกเล่ียงการสูญเสียช้ินส่วนของตวัอยา่ง จากนั้นน าช้ินส่วน
ท่ีแยกออกมาลา้งในน ้ าสะอาดในหลุมขนาดเล็ก เช่น หลุมท่ีใชใ้นการสกดัสารพนัธุกรรมดี
เอ็นเอ/อาร์เอ็นเอ ก่อนดึงน ้ าออกและท าสไลด์ใหม่ดว้ยตวักลางประเภทเรซิน การเลือกตวั
ท าละลายส าหรับการแยกสไลด์เดิมตอ้งข้ึนอยู่กับชนิดของสารตวักลางส าหรับปิดแผ่น
สไลด์เดิม ดงัน้ี สารตวักลางส าหรับปิดแผ่นสไลด์สูตรน ้ าจะใช้น ้ าเป็นตวัท าละลาย และ
ตวักลางประเภทเรซิน เช่น Canada balsam หรือ Euparal® ให้ใชไ้ซลีน โดย
ตอ้งปฏิบติังานภายใตตู้ดู้ดควนั และสวมอุปกรณ์ป้องกนัอนัตรายส่วนบุคคลท่ีเหมาะสม 

ข้อควรระวงั: การท าสไลด์ใหม่ส าหรับตัวอย่างต้นแบบหรือตัวอย่างอ้างอิงจาก
พิพิธภณัฑ ์ตอ้งไดรั้บความเห็นชอบจากภณัฑารักษ์และ/หรือสถาบนัเจา้ของตวัอยา่งก่อน
ด าเนินการทุกคร้ัง 

 

6. กำ รจ ำ แนกสำยพัน ธุ ์ข อ ง ร ิน้ ฝ อยทรำย
(specimen identification)  

6.1. กำรระบุสำยพันธุ โ์ดยอำศัยลักษณะทำง

สณัฐำนวทิยำ 
การระบุสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายท าโดยอาศัยการวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาเป็นหลัก ซ่ึงครอบคลุมลักษณะของส่วนอก ปีก อวัยวะสืบพันธุ์ ขน รวมถึง
ความสัมพนัธ์เชิงสัณฐานมิติระหว่างโครงสร้างต่าง ๆ ของตวัอยา่ง การวิเคราะห์ดงักล่าว
ตอ้งอาศยัการเปรียบเทียบกับคียอ์นุกรมวิธาน (taxonomic keys) ตวัอยา่งอา้งอิง 
และเอกสารค าบรรยายลกัษณะดั้งเดิมของสายพนัธุ์ เพื่อจดัจ าแนกตวัอยา่งท่ีเก็บรวบรวมได้
เขา้สู่หน่วยอนุกรมวิธาน ท่ีทราบสายพนัธุ์แล้วอย่างถูกตอ้ง ลักษณะส าคญัท่ีใช้ในการ
จ าแนกสายพนัธุ์ ไดแ้ก่ รูปแบบเส้นปีก (wing venation) ลกัษณะทางสัณฐานของ
ส่วนหัวในทั้งสองเพศ โครงสร้างอวยัวะสืบพนัธุ์ของเพศผู ้(male genitalia) และ
รูปร่างลกัษณะของถุงเก็บน ้ าเช้ือในเพศเมีย (female spermathecae) ซ่ึงถือเป็น
ลกัษณะวินิจฉัยท่ีมีความจ าเพาะสูงและมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการจ าแนกสายพนัธุ์ การ
ระบุสายพนัธุ์อยา่งแม่นย  าจ าเป็นตอ้งตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยทัว่ไปใช้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง ส าหรับการดูโครงสร้างท่ีมีความละเอียดสูง เช่น อวยัวะสืบพนัธุ์
และถุงเก็บน ้ าเช้ือ (spermathecae) ขณะท่ีกลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอเหมาะส าหรับ
การตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาในภาพรวมของตวัอย่าง ปัจจุบนัความก้าวหน้าทาง
เทคโนโลยีด้านการสร้างภาพได้สนับสนุนการใช้ภาพถ่ายดิจิทัลความละเอียดสูงและ
ภาพวาดดิจิทลัในการระบุสายพนัธุ์ โดยสามารถน ามาใช้เปรียบเทียบกับตวัอย่างอา้งอิง 
หรือประยุกต์ร่วมกับระบบการระบุสายพนัธุ์ด้วยคอมพิวเตอร์ ซ่ึงช่วยเพิ่มความแม่นย  า 
ความรวดเร็ว และการเขา้ถึงขอ้มูลอนุกรมวธิานเชิงสัณฐานวทิยา 

6.2. กำรวดัสณัฐำนแบบเรขำคณิตบนปีก (wing 
geometry) 

การวดัสัณฐานแบบเรขาคณิตบนปีกเป็นลกัษณะส าคญัท่ีใช้ในการระบุและจ าแนก
สายพนัธุ์ของร้ินฝอยทราย ปีกของร้ินฝอยทรายโดยทัว่ไปมีลกัษณะยาวและแคบ พร้อม
ดว้ยเส้นปีกท่ีพฒันาอยา่งสมบูรณ์ (รูปท่ี 9 และ รูปท่ี 10) การเรียงตวัและความสัมพนัธ์
ของเส้นปีกก่อให้เกิดรูปแบบเฉพาะท่ีแตกต่างกนัไปตามสกุล (genus) และสายพนัธุ์ 
(species) รูปแบบเรขาคณิตของปีกจึงถือเป็นเคร่ืองมือท่ีมีประโยชน์ต่อการจ าแนกสาย
พนัธุ์แมลงท่ีมีคุณค่าสูงในเชิงอนุกรมวิธาน และสามารถน ามาใช้สนับสนุนการระบุสาย
พนัธุ์โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยาอ่ืน ๆ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

6.3. กำรวเิครำะหส์ณัฐำนมติเิชงิเรขำคณิตของปีก 
(wing geometric morphometrics) 

นักวิจยัใช้เทคนิคหลากหลายประการ เช่น การวิเคราะห์สัณฐานมิติเชิงเรขาคณิต 

(geometric morphometrics) เพื่อวิเคราะห์สัณฐานมิติเชิงเรขาคณิตเป็น
เทคนิคเชิงปริมาณท่ีใช้ในการศึกษาและเปรียบเทียบรูปร่างและขนาดของปีกในร้ินฝอย
ทรายระหวา่งสายพนัธุ์ต่าง ๆ หรือระหวา่งประชากรในพื้นท่ีท่ีแตกต่างกนั วธีิการดงักล่าว
ช่วยให้เขา้ใจความแปรผนัทางสัณฐานท่ีอาจเก่ียวขอ้งกับพฤติกรรมการบิน แหล่งท่ีอยู่
อาศยั หรือศกัยภาพในการเป็นพาหะของเช้ือโรค ในกระบวนการวิเคราะห์ ปีกจะถูกแยก
ออกจากล าตวัอยา่งระมดัระวงั อาจผา่นการยอ้มสีหากจ าเป็น จากนั้นจดัวางบนแผ่นสไลด์
ให้อยู่ในต าแหน่งราบและเหมาะสมต่อการถ่ายภาพ ภาพปีกจะถูกบันทึกด้วยกล้อง
จุลทรรศน์สเตอริโอและแปลงเป็นขอ้มูลดิจิทลัเพื่อน าไปวิเคราะห์ทางสัณฐานมิติต่อไป 

ขั้นตอนและหลกัการวิเคราะห์ดงักล่าวมีการอธิบายไวอ้ยา่งละเอียดในเอกสารอา้งอิง [6, 

27, 42, 56, 57, 59] ทั้งน้ี เพื่อความสม ่าเสมอของขอ้มูล แนะน าให้เลือกใชปี้กดา้น
เดียวกนั (ดา้นซ้ายหรือดา้นขวา) ตลอดการศึกษาในอวยัวะท่ีเป็นคู่ เพื่อลดอิทธิพลจาก
ความแปรผนัท่ีเกิดจากการเจริญเติบโตแบบต่างส่วน [62] 

 

 
 

รูปที ่9. ลกัษณะปีกสดของร้ินฝอยทรายสายพนัธุ์ Trichophoromyia ininii 
 

 
 

รูปที่ 10.  ลักษณะปีกท่ีผ่านการย้อมสีของร้ินฝอยทรายสายพันธุ์  
Phlebotomus ariasi 

 

การเตรียมส่วนปีกของแมลงส าหรับการวิเคราะห์สัณฐานมิติเชิงเรขาคณิต 

เพื่อให้สามารถดูและวิเคราะห์เส้น ปีกได้อย่างชัดเจน จ าเป็นต้องก าจัด เกล็ด 

(scales) และขนแข็ง (bristles) ออกจากปีก รวมถึงยอ้มสีดว้ยวิธีท่ีเหมาะสมก่อน
การถ่ายภาพและการวิเคราะห์สัณฐานมิติเชิงเรขาคณิต เร่ิมตน้ดว้ยการเตรียมหลุมทดสอบ
ขนาดเล็ก โดยเติมสารเคมีท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ เมทิลีนบลู เอทานอล น ้ ากลั่น และสาร
ทดแทนไซลีน ลงในหลุมแยกตามล าดบัขั้นตอน น าปีกท่ีเก็บไวใ้นเอทานอลความเขม้ขน้ 

70% ณ อุณหภูมิห้อง ออกมาโดยการคว ่าหลอดลงบนหลุมทดสอบ จากนั้นใชเ้ขม็ปลาย
โคง้ขนาดเล็กช้อนปีกข้ึนมาอยา่งระมดัระวงั โดยจดัแนวตามความยาวของปีกเพื่อลดการ
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บิดงอหรือเสียรูป ปีกจะถูกน าผ่านสารเอทานอลและน ้ าสลบักนัในระยะเวลาสั้ น ๆ ก่อน
น ากลบัเขา้สู่เอทานอลอีกคร้ัง เพื่อช่วยก าจดัขนแข็งท่ีติดอยูบ่นพื้นผิวปีก หลงัจากนั้นน า
ปีกแช่ในสารละลายเมทิลีนบลูเป็นเวลา 6 นาที โดยตอ้งตรวจสอบให้แน่ใจว่าปีกลอยตวั
อยูต่ลอดระยะเวลาการยอ้มสี เพื่อให้การยอ้มสีเป็นไปอยา่งสม ่าเสมอ เม่ือครบก าหนดให้
ช้อนปีกข้ึนอย่างระมัดระวงัและน าไปแช่ในสารทดแทนไซลีนเป็นเวลา 2 นาที หรือ
ประมาณหน่ึงในสามของระยะเวลาท่ีใช้ในการยอ้มเมทิลีนบลู การเคาะเขม็เบา ๆ กบัผนัง
หลุมทดสอบสามารถช่วยให้ปีกจมลงในสารละลายได ้โดยสารทดแทนไซลีนจะท าหน้าท่ี
ช่วยคงสภาพสีของปีกในขั้ นตอนสุดท้าย ให้ยกปีก ข้ึนและวางลงบนหยดสาร 
Euparal® บนสไลดแ์กว้ ภายใตก้ลอ้งขยาย ให้คล่ีปีกออกอยา่งนุ่มนวลจนไดต้  าแหน่ง
ท่ีเหมาะสม จากนั้นวางกระจกปิดสไลด์อย่างระมดัระวงั ควรถ่ายภาพทนัที ก่อนท่ีสาร 
Euparal® จะแข็งตวั เน่ืองจากอาจจ าเป็นตอ้งปรับต าแหน่งของปีกเล็กน้อยเพื่อให้ได้
การจดัวางท่ีเหมาะสมที่สุดส าหรับการวเิคราะห์ 

 

6.4. เทคนิคทำงชวีโมเลกุล (molecular biology 
techniques) 

นอกเหนือจากการวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยาแลว้ เทคนิคทางชีวโมเลกุลมีบทบาท
ส าคญัเพิ่มมากข้ึนในงานวิจยัทางกีฏวิทยา โดยครอบคลุมการศึกษาในดา้นอนุกรมวิธาน 

พันธุศาสตร์ประชากร ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ การตรวจหาเช้ือก่อโรคด้วยสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอหรือสารพนัธุกรรมอาร์เอ็นเอ ตลอดจนการวเิคราะห์แหล่งท่ีมาของเลือด
ท่ีแมลงดูดกิน ซ่ึงขอ้มูลเหล่าน้ีมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการศึกษาทางระบาดวิทยา [70] 

การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ สามารถน ามาใช้ยืนยนัสายพนัธุ์หรือแยกสายพนัธุ์ท่ีมี
ลกัษณะทางสัณฐานใกลเ้คียงกนัมาก ช่วยเพิ่มความถูกตอ้งและความน่าเช่ือถือของการระบุ
สายพัน ธุ์  นอกจาก น้ี เทคนิคทางโม เลกุลขั้ น สู ง  เ ช่น  polymerase chain 

reaction (PCR), DNA sequencing, next-generation 

sequencing (NGS) รวมถึงการวิเคราะห์ด้วย MALDI-ToF ก าลังได้รับ
ความนิยมมากข้ึน เน่ืองจากสามารถให้ผลการระบุสายพนัธุ์ท่ีรวดเร็วและแม่นย  า และช่วย
เสริมประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยาแบบดั้ งเดิม [46] อยา่งไรก็
ตามแมเ้ทคโนโลยทีางชีวโมเลกุลจะมีความกา้วหน้าอยา่งต่อเน่ือง การระบุสายพนัธุ์โดย
อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาย ังคง ถือ เ ป็นมาตรฐานอ้า ง อิ ง  ( reference 

standard) ส าหรับงานด้านอนุกรมวิธาน และเป็นพื้นฐานส าคญัในการตีความและ
ตรวจสอบความถูกตอ้งของขอ้มูลทางโมเลกุล 

 

6.4.1. การสกดักรดนิวคลิอิกแบบท าลายตวัอย่าง 

(destructive nucleic acid extraction) 

การสกัดกรดนิวคลิอิกเป็นขั้นตอนพื้นฐานท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยทาง
ชีววิทยา โดยมีการพฒันาเทคนิคและวิธีการหลากหลายรูปแบบเพื่อแยกสารพนัธุกรรมดี
เอ็นเอออกจากตวัอย่างชีวภาพ [48] ปัจจุบนัมีชุดสกัดสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอส าเร็จรูป
จ านวนมากท่ีได้รับการออกแบบมาเพื่อเพิ่มความสะดวกและลดความซับซ้อนของ
กระบวนการสกดั [14]  อยา่งไรก็ตามวธีิการมาตรฐานท่ีใช้ในการเตรียมตวัอยา่งสัตวข์า
ปลอ้งส าหรับการระบุสายพนัธุ์ทางสัณฐานวิทยามกัก่อให้เกิดขอ้จ ากดัต่อการวิเคราะห์ทาง
โมเลกุล เน่ืองจากขั้นตอนดังกล่าวอาจท าให้โครงสร้างทางกายภาพท่ีมีความส าคญัเชิง
อนุกรมวิธานเสียหายหรือถูกท าลาย [10] วิธีการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอจากเน้ือเยือ่
แมลงส่วนใหญ่จดัอยู่ในกลุ่มวิธีการสกดัแบบท าลายตวัอยา่ง [43] ซ่ึงเป็นประเด็นท่ีน่า
กงัวลโดยเฉพาะในกรณีของตวัอยา่งขนาดเล็ก เช่น ร้ินฝอยทราย เน่ืองจากการสุ่มตวัอย่าง
เน้ือเยือ่แมเ้พียงเล็กน้อยอาจส่งผลกระทบต่อคุณลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีใชใ้นการระบุ
สายพนัธุ์ [72] ดว้ยเหตุน้ี ประเภท ขนาด และสภาพการเก็บรักษาของตวัอยา่งจึงเป็น
ปัจจยัส าคญัในการพิจารณาเลือกวธีิการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม [29] 

ความจ าเป็นในการระบุสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทรายอย่างถูกตอ้ง การท าความเขา้ใจ
พลวตัของประชากร และการลดผลกระทบต่อส่ิงมีชีวติท่ีไม่ใช่เป้าหมาย จึงเป็นแรงผลกัดนั
ส าคญัให้เกิดการพฒันาและประยกุตใ์ช้เคร่ืองมือวินิจฉัยทางโมเลกุล [23] ในทางปฏิบติั
มกัมีการใช้เทคนิคทางโมเลกุลร่วมกบัการจ าแนกสายพนัธุ์โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยา ตวัอยา่งเช่น แนวทางมาตรฐานของการท ารหัสดีเอ็นเอ (DNA barcoding) 

ในแมลง ประกอบดว้ยขั้นตอนการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ การหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 
และส่งผลให้ตวัอยา่งตน้ฉบบัสูญเสียความสมบูรณ์ทางสัณฐานไปโดยส้ินเชิง ดว้ยเหตุน้ีจึง
เกิดความสนใจอยา่งต่อเน่ืองในการพฒันาวธีิการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอแบบไม่ท าลาย
ตัวอย่าง (non-destructive DNA extraction) เพื่อให้สามารถเก็บข้อมูล
ชีวภาพและขอ้มูลทางสัณฐานวิทยาไวค้วบคู่กัน มีการน าวิธีการสกดักรดนิวคลิอิกหลาย
รูปแบบมาประยุกต์ใช้กับร้ินฝอยทราย ทั้ งน้ีปริมาณและคุณภาพของกรดนิวคลิอิกท่ี
ตอ้งการข้ึนอยูก่บัประเภทของการวเิคราะห์ในขั้นตอนถดัไป เน่ืองจากเทคนิคทางโมเลกุล
แต่ละชนิดมีระดับความไว (sensitivity) และความตอ้งการความบริสุทธ์ิของสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอแตกต่างกัน [9]  ตวัอยา่งเช่น มีรายงานว่าตาของร้ินฝอยทรายอาจมี
สารยบัย ั้งปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR inhibitors) ซ่ึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการเพิ่ม
ปริมาณสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอ [69] นอกเหนือจากการตรวจคดักรองเช้ือก่อโรคแลว้ การ
สกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอจากร้ินฝอยทรายยงัคงท ากันเป็นกิจวตัรเพื่อวตัถุประสงค์ด้าน
การระบุสายพนัธุ์ โดยสามารถเลือกใชว้ธีิการสกดัไดห้ลากหลาย แมว้า่ปริมาณผลผลิตและ
คุณภาพของสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอจะมีความแปรผนัตามเทคนิคท่ีใช้ นักวิจยัหลายรายได้
ปรับปรุงวธีิการจากผูผ้ลิตให้เหมาะสมกบัลกัษณะเฉพาะของร้ินฝอยทราย [8] เพื่อเพิ่มทั้ง
ปริมาณและคุณภาพของกรดนิวคลิอิกท่ีสกดัได ้[8, 9, 69] ขณะเดียวกนั วธีิการสกดัท่ี
พัฒนาข้ึนส าหรับสัตว์ขาปล้องกลุ่มอ่ืนก็สามารถน ามาประยุกต์ใช้กับร้ินฝอยทรายได้
เช่นกนั [58, 76] โดยทัว่ไปการท าพีซีอาร์เพื่อการระบุสายพนัธุ์ท่ีมุ่งเป้าไปยงัยนีไมโท
คอนเดรียขนาดสั้ น เช่น ยีน cytochrome c oxidase subunit I (COI) 

หรือ ยีน cytochrome b (CytB) สามารถใช้ร่วมกบัวิธีการสกัดท่ีก่อให้เกิดการ
แตกหักของสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอในระดบัสูงได ้อยา่งไรก็ตาม เทคนิคการหาล าดบันิวคลี
โ อ ไ ท ด์ ยุ ค ใ ห ม่ แ บ บ อ่ า น ส า ย ย า ว  ( long-read next-generation 

sequencing) เช่น Oxford Nanopore© และ PacBio© มีความตอ้งการ
สารพันธุกรรมดีเอ็นเอท่ีมีการแตกหักน้อยท่ีสุดและมีคุณภาพสูง  วิธีการสกัดแบบใช้
คอลมัน์หมุนเหวี่ยง (spin column extraction) มกัให้ช้ินส่วนสารพนัธุกรรมดี
เอ็นเอท่ีมีขนาดสูงสุดประมาณ 60 กิโลเบส (kb) ในขณะท่ีการสกัดด้วยวิธีฟีนอล-

คลอโรฟอร์ม (phenol-chloroform extraction) สามารถให้ช้ินส่วนสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ไดถึ้งประมาณ 150 กิโลเบส [77]. ตารางท่ี 5 แสดง
ภาพรวมของเทคนิคการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอท่ีใช้กบัร้ินฝอยทรายในรูปแบบต่าง ๆ 

พร้อมระบุวา่มีการปรับปรุงวธีิการให้เหมาะสมกบัแมลงกลุ่มน้ีหรือไม่ ทั้งน้ีไม่ไดแ้สดงค่า
ปริมาณผลผลิต เน่ืองจากข้ึนอยูก่บัขนาดตวัอยา่งและวธีิการเตรียมตวัอยา่งเป็นส าคญั โดย
คอลมัน์ “การปรับปรุง” หมายถึงการปรับเปล่ียนวธีิการเพื่อให้เหมาะสมกบัร้ินฝอยทราย
หรือสัตวข์าปลอ้งขนาดเล็กอ่ืน ๆ การเลือกวธีิการสกดักรดนิวคลิอิกควรพิจารณาจากหลาย
ปัจจยั ไดแ้ก่ จ านวนตวัอยา่ง ระยะเวลาในการท า และเทคนิคท่ีจะใช้ในการวิเคราะห์ใน
ขั้นตอนถดัไป แมว้า่เทคนิค NGS จะตอ้งการสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุล
สูง แต่วิธีการสกดัทั้งหมดท่ีกล่าวถึงในส่วนน้ีสามารถน าไปใช้กบัการประยกุตพ์ื้นฐานท่ี
อาศัยการท าพีซีอาร์ได้ นอกจากน้ียงัมีงานวิจัยจ านวนมากท่ีมุ่งศึกษาวิธีการสกัดสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอแบบไม่ท าลายตวัอยา่งในสัตวข์าปลอ้งขนาดเล็ก ตวัอยา่งพิพิธภณัฑ์ท่ี
เก็บรักษาแบบแห้ง และสัตวข์าปลอ้งท่ีมีล าตวัอ่อนน่ิม [19, 26, 28, 55, 63]. 
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6.4.2. การสกดักรดนิวคลิอิกแบบไม่ท าลายตวัอย่าง 

(non-destructive nucleic acid extraction) 

หน่ึงในความทา้ทายส าคญัของการวิเคราะห์ทางโมเลกุลในสัตวข์าปลอ้ง โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในร้ินฝอยทราย คือการรักษาสภาพตวัอยา่งให้สามารถน าไปใชเ้ป็นตวัอยา่งอ้างอิง
ในทางกีฏวิทยาได ้วธีิการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอส่วนใหญ่มกัอาศยัการบดเน้ือเยือ่ ซ่ึง
ส่งผลให้โครงสร้างทางกายภาพของตวัอยา่งถูกท าลายและไม่สามารถน าไปใช้ในการศึกษา
ทางสัณฐานวทิยาในภายหลงัได ้วธีิการสกดักรดนิวคลิอิกแบบไม่ท าลายตวัอยา่งไดรั้บการ
พฒันาข้ึนเพื่อตอบโจทยข์อ้จ ากดัดงักล่าว โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อแยกสารพนัธุกรรมออก
จากตวัอยา่งโดยไม่ก่อให้เกิดความเสียหายทางกายภาพ ไม่กระทบต่อความมีชีวติ (ในกรณี
ท่ีใช้กับตวัอย่างสด) และไม่เปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความส าคัญเชิง
อนุกรมวธิาน วธีิการเหล่าน้ีมีคุณค่าอยา่งยิง่เม่ือตอ้งท างานกบัตวัอยา่งท่ีหาไดย้าก มีจ านวน
จ ากดั หรือเป็นตวัอยา่งตน้แบบ เช่น ร้ินฝอยทราย ซ่ึงจ าเป็นตอ้งรักษาความสมบูรณ์ของ
โครงสร้างเพื่อการศึกษาและการอ้างอิงในอนาคต หน่ึงในแนวทางท่ีนิยมใช้คือ วิธีการ
ทดสอบแบบไม่ท าลายตวัอยา่ง (non-destructive bathing method) โดยจะ
ท าการตรึงตัวอย่างให้อยู่กับท่ี และแช่ในสารละลายส าหรับการย่อยสลาย (lysis 

buffer) ท่ีมีเอนไซม์โปรติเนส เค (proteinase K) ภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมอย่าง
เหมาะสม เพื่อให้กรดนิวคลิอิกถูกปลดปล่อยออกมาโดยไม่ท าลายโครงสร้างภายนอกของ
ตวัอยา่ง 

เทคนิคการยอ่ยสลายพาหะอยา่งอ่อน ไดรั้บการน ามาประยกุตใ์ช้กบัร้ินฝอยทรายได้
อย่างดี โดยเฉพาะในกรณีของตัวอย่างต้นแบบ [24] เทคนิคน้ีอาศัยชุดสกัดสาร
พนัธุกรรมดีเอ็นเอแบบคอลัมน์หมุนเหวี่ยงมาตรฐาน เช่น DNeasy Blood and 

Tissue (Qiagen, ประเทศเยอรมนี) ร่วมกับการปรับปรุงขั้นตอนการย่อยสลาย 
ได้แก่ การปรับปริมาณบฟัเฟอร์และการเพิ่มขั้นตอนการแช่เยือกแข็ง [17] ซ่ึงช่วยให้
สามารถสกดักรดนิวคลิอิกได้ในขณะท่ีลดความเสียหายต่อสัณฐานวิทยาของตวัอย่างให้
น้อยท่ีสุด [24] นอกจากน้ี ยงัมีการรายงานการใช้ชุดสกัดสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอแบบ 

HotSHOT (Bento Lab) กบัร้ินฝอยทราย [73] ซ่ึงเป็นวิธีท่ีรวดเร็ว มีตน้ทุน
ต ่า และเหมาะส าหรับการเตรียมตวัอยา่งจ านวนมาก แมว้า่วธีิดงักล่าวจะให้สารพนัธุกรรม
ดีเอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับการวเิคราะห์ดว้ยพี่ซีอาร์เป็นหลกั แต่ก็มีขอ้ไดเ้ปรียบดา้นความ
สะดวกและความประหยดั ตวัอยา่งทางกีฏวิทยาท่ีผ่านกระบวนการสกัดสารพนัธุกรรมดี
เอ็นเอแบบไม่ท าลายตวัอย่าง ยงัสามารถน าไปเตรียมเพื่อการระบุสายพนัธุ์ทางสัณฐาน
วทิยาไดต่้อไป โดยตวัอยา่งท่ีผา่นการสกดัดว้ยชุด DNeasy Blood and Tissue 

จ าเป็นต้องผ่านขั้นตอนการท าให้ใส ด้วยวิธี Marc-André ขณะท่ีตัวอย่างท่ีผ่าน
กระบวนการดว้ยชุด Hotshot จะมีความใสเพียงพอส าหรับการน าไปท าสไลดถ์าวรใน
ตวักลางท่ีมีน ้ าเป็นองค์ประกอบหรืออาจเลือกใช้การแช่ในเรซินหลังการก าจดัน ้ าตาม
วิธีการท่ีมีการรายงานไว้ [73] กรดนิวคลิอิกท่ีสกัดได้จากวิธีการดังกล่าวสามารถ
น าไปใช้ในการวิเคราะห์ในขั้นตอนถดัไป เช่น การท าพีซีอาร์เพื่อเพิ่มปริมาณเคร่ืองหมาย
ทางพนัธุกรรมท่ีจ าเพาะ วิธีการสกดัแบบไม่ท าลายตวัอยา่งจึงมีบทบาทส าคญัอยา่งยิ่งใน
การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของร้ินฝอยทราย การตรวจหาเช้ือก่อโรคท่ีอาจถูก
ถ่ายทอดโดยพาหะน าโรค รวมถึงการรักษาสภาพตวัอยา่งส าหรับการศึกษาและการวินิจฉัย
เพิ่มเติมในอนาคต 

 

 

       ตารางที ่5 ค่าใชจ่้ายเฉล่ีย การประยกุตใ์ช ้และการปรับปรุงวิธีการส าหรับการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอน็เอจากตวัอยา่งร้ินฝอยทราย 
 

วธิกีาร คา่ใชจ้า่ย 

(ดอลลารส์หรฐั) 
การ

ประยุกตใ์ช ้

การปรบัปรุงวธิกีารส าหรบั 

สตัวข์าปลอ้งขนาดเล็ก 

Spin column 2.5 – 3.55 US$ [39] PCR, NGS [9] 

Phenol- chloroform 0.12 US$ [69] PCR, NGS [9] 

HotSHOT <0.01 US$ [69] PCR - 

Salting out 0.12 $3 [69] PCR - 

Chelex 0.02 $4 [41]  PCR [41, 76] 

6.5. เทคนิค MALDI-ToF MS 
MALDI-ToFMS (Matrix-Assisted Laser Desorption/ 

Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) เ ป็น เทคนิคการ
วิเคราะห์มวลสารท่ีใช้ในการตรวจวัดและวิเคราะห์รูปแบบโปรไฟล์ของโปรตีน 

(protein profiles) ซ่ึงมีลกัษณะจ าเพาะต่อชนิดของส่ิงมีชีวติ โดยโปรไฟลด์งักล่าว
สามารถใชเ้ป็น “ลายน้ิวมือทางชีวภาพ” (biological fingerprints) ส าหรับการ
ระบุสายพนัธุ์ของตวัอย่างทางชีวภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในช่วงทศวรรษท่ีผ่านมา 
เทคนิค MALDI-ToF ได้รับการยอมรับอย่างกวา้งขวางในฐานะเคร่ืองมือส าคัญ
ส าหรับการจ าแนกสายพนัธุ์ของสัตวข์าปลอ้งท่ีมีความส าคญัทางการแพทยแ์ละสัตวแพทย์ 
มีรายงานจ านวนมากแสดงให้เห็นวา่ MALDI-ToF สามารถใชร้ะบุสายพนัธุ์ของร้ิน
ฝอยทรายไดอ้ยา่งแม่นย  าในระยะการเจริญเติบโตท่ีหลากหลาย รวมถึงระยะตวัอ่อน อีกทั้ง
ยงัสามารถใช้จ  าแนกแหล่งท่ีมาของเลือดในร้ินฝอยทรายเพศเมียท่ีดูดเลือดแลว้ไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากน้ีเทคนิคดงักล่าวยงัประสบความส าเร็จในการจ าแนกสายพนัธุ์ของ 
ร้ินฝอยทรายทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียภายใตเ้ง่ือนไขการเก็บรักษาและวธีิการท าให้ตวัอยา่งเป็น
เน้ือเดียวกนัท่ีแตกต่างกนั [28, 30, 73, 74] MALDI-ToF มีความสามารถใน
การจ าแนกสายพนัธุ์ของแมลงสูงครอบคลุมตั้งแต่ระดบัสกุลยอ่ย (subgenera) ระดบั

สายพนัธุ์ (species) ไปจนถึงระดับกลุ่มประชากรส่งผลให้สามารถระบุสายพันธุ์ได้
อย่างรวดเร็วและแม่นย  า คุณสมบัติดังกล่าวมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการศึกษาด้าน
อนุกรมวิธานเชิงประยกุต์ การท าความเขา้ใจการกระจายตวั พฤติกรรม และบทบาทของ
ร้ินฝอยทรายในฐานะแมลงพาหะของเช้ือก่อโรค ดงันั้นการจ าแนกสายพนัธุ์ดว้ยโปรไฟล์
โปรตีนจาก MALDI-ToF จึงมีบทบาทส าคญัในงานระบาดวิทยาและการก าหนดกล
ยุทธ์ในการควบคุมแมลงพาหะ  การประยุกต์ใช้ MALDI-ToF ในงานประจ า 
(routine use) ยงัคงมีข้อจ ากัดท่ีส าคัญ 2 ประการ ได้แก่. 1) ความพร้อมของ
เคร่ืองมือวิเคราะห์มวลสาร โดยเคร่ือง MALDI-ToF มีต้นทุนการจัดซ้ือและ
บ ารุงรักษาสูง จึงอาจไม่คุม้ค่าในการจดัหาเพื่อใช้ส าหรับการระบุสายพนัธุ์ของร้ินฝอย
ทรายหรือแมลงพาหะเพียงอย่างเดียว ขอ้จ ากัดน้ีสามารถลดลงได้โดยการใช้ทรัพยากร
ร่วมกบัหน่วยงานดา้นโปรตีโอมิกส์หรือห้องปฏิบติัการวินิจฉัยทางคลินิก ซ่ึงในปัจจุบนั
เคร่ืองมือดังกล่าวถือเป็นอุปกรณ์มาตรฐานท่ีมีการใช้งานอย่างแพร่หลายแล้ว 2) ความ
จ ากดัของขอ้มูลอา้งอิงในฐานขอ้มูลสาธารณะ โปรไฟลโ์ปรตีนอา้งอิงของร้ินฝอยทรายใน
ฐานขอ้มูลสาธารณะยงัมีจ านวนจ ากดั ส่งผลให้ผูใ้ช้งานจ าเป็นตอ้งจดัท าฐานขอ้มูลภายใน 

(in-house database) โดยใช้สเปกตรัมอ้างอิงจากตัวอย่างท่ีได้รับการระบุสาย
พนัธุ์อยา่งถูกตอ้ง ซ่ึงตามหลกัควรอาศยัการยนืยนัผลแบบบูรณาการระหวา่งการตรวจสอบ



24    F.J. Randrianambinintsoa et al.: Parasite 2026, 33, 18 
 

 
 

ทางสัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมท่ี
เหมาะสม เช่น COI, cytB หรือเคร่ืองหมายอ่ืน ๆ  

ทั้งน้ี คาดว่าขอ้จ ากดัดงักล่าวจะลดลงในอนาคตจากการรวบรวมขอ้มูลอา้งอิงเขา้สู่
แพลตฟอร์ม MSI ซ่ึงด าเนินงานโดยเครือข่ายความร่วมมือในกรุงปารีสและกรุง
บรัสเซลส์  (Platform run by Assistance Publique-Hôpitaux de 

Paris, Sorbonne University, France and the BCCM/ 
IHEM/Sciensano collection in Brussels, Belgium  
(https://msi.happy-dev.fr/) ส าหรับการเตรียมตวัอยา่งเพื่อการสร้างโปรไฟล์
โปรตีนด้วย MALDI-ToF แนะน าให้เก็บตวัอยา่งในสภาวะแช่เยือกแข็งแบบแห้ง 
(dry-frozen) หรือเก็บในเอทานอลเกรดชีวโมเลกุลความเขม้ขน้ 70% และควร
หลีกเล่ียงการเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง เน่ืองจากอาจส่งผลต่อความคงตวัของโปรตีน ในกรณีท่ี
ยงัไม่มีแนวปฏิบัติมาตรฐานสากลส าหรับการเตรียมตัวอย่าง แนะน าให้ใช้สารละลาย 
sinapinic acid ความเข้มข้น 30 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในตัวท าละลาย 60% 

acetonitrile และ 0.3% trifluoroacetic acid (TFA) เป็นสารเมทริกซ์ 

(MALDI matrix) เพื่อให้สเปกตรัมโปรตีนท่ีได้สามารถน าไปเปรียบเทียบกับ
ขอ้มูลอา้งอิงท่ีมีการเผยแพร่แลว้ไดอ้ยา่งเหมาะสม 

การเตรียมตัวอย่างแมลงส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MALDI-ToF MS 

(รูปท่ี 7) 

ตวัอยา่งแมลงท่ีเก็บภายใตส้ภาวะต่าง ๆ จะตอ้งน ามาผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องก่อน
การเตรียมตวัอยา่งทุกคร้ังเพื่อขจดัความช้ืนหรือสารละลายตกคา้ง จากนั้นจึงผ่าตวัอย่าง 
โดยแยกส่วนหัวและส่วนทอ้งออกจากกันเพื่อคงสภาพโครงสร้างท่ีมีลักษณะส าคัญทาง
สัณฐานวทิยาไวส้ าหรับการท าสไลดถ์าวรและการวิเคราะห์ทางอนุกรมวธิาน ส่วนอกของ
ตวัอยา่งจะถูกน าไปใช้ส าหรับการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MALDI-ToF เน่ืองจากเป็น
บริเวณท่ีมีปริมาณโปรตีนเหมาะสมต่อการสร้างโปรไฟล์โปรตีน ในขณะท่ีส่วนทอ้งท่ี
เหลือสามารถเก็บไวเ้พื่อน าไปใช้ในการสกดัสารพนัธุกรรมดีเอ็นเอและการวิเคราะห์ทาง
อณูชีววิทยาในขั้นตอนถัดไป ส าหรับการเตรียมตวัอย่างเพื่อวิเคราะห์โปรไฟล์โปรตีน 

ส่วนอกจะถูกน ามาท าให้เป็นเน้ือเดียวกนัด้วยมือ (manual homogenization) 

ภายในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร โดยเติมสารละลายส าหรับการท าให้
เป็นเน้ือเดียวกันปริมาตร 10 ไมโครลิตร และใช้แท่งบดตัวอย่างแบบใช้แล้วท้ิง 
(disposable pestles) เป็นอุปกรณ์ในการบดตวัอยา่ง สารละลายท่ีใชใ้นการท าให้
เป็นเน้ือเดียวกันโดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ น ้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 
(sterile distilled water) และ กรดฟอร์มิก (formic acid) ความเข้มข้น 

25% การเลือกใช้สารละลายข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคข์องการวิเคราะห์และวิธีการท่ีใช้ใน
แต่ละห้องปฏิบติัการ ทั้งน้ีการเตรียมตวัอย่างตอ้งท าอย่างระมัดระวงัเพื่อหลีกเล่ียงการ
ปนเป้ือน ซ่ึงอาจส่งผลต่อคุณภาพและความสามารถในการเปรียบเทียบสเปกตรัมโปรตีนท่ี
ไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ย MALDI-ToF 

 

7. บทสรปุ 
การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อน าเสนอแนวทางและวิธีการเตรียมตวัอย่างร้ินฝอย

ทรายส าหรับการท าสไลด์ถาวรท่ีมีประสิทธิภาพ เพื่อสนับสนุนการระบุสายพนัธุ์และการ
ตรวจหาเช้ือก่อโรคให้มีความถูกตอ้งและเช่ือถือได้ ทั้งน้ี วิธีการเตรียมตัวอย่างแต่ละ
รูปแบบถูกออกแบบให้สอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคเ์ฉพาะของงานวิจยัท่ีแตกต่างกนั โดยไม่
มีวธีิการใดวธีิการหน่ึงท่ีถือเป็นมาตรฐานสากลท่ีเหมาะสมที่สุดส าหรับทุกบริบทการศึกษา 
ในส่วนของขอ้มูลสนับสนุน ผูนิ้พนธ์ไดจ้ดัท ารายละเอียดของวิธีการท าสไลด์ในรูปแบบ
ต่าง ๆ ท่ีใช้ในการเตรียมและระบุสายพนัธุ์ของร้ินฝอยทราย โดยน าเสนอขั้นตอนการ
ปฏิบติังานอยา่งเป็นล าดบั พร้อมทั้งส่ือประกอบในรูปแบบวดีิโอสาธิต เพื่อให้ไดผ้ลลพัธ์ท่ี
มีความเท่ียงตรงและสามารถท าซ ้ าได้ การจดัเตรียมทรัพยากรดังกล่าวมีเป้าหมายเพื่อ

สนบัสนุนให้นกัวิจยัสามารถเลือกและประยกุตใ์ช้เทคนิคการท าสไลด์ท่ีเหมาะสมกบัความ
ตอ้งการเฉพาะของงานวจิยัของตนเองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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Appendix

เอกสำรเพิม่เตมิ 1: พืน้ฐำนทำงทฤษฎชีวีเคม ี

สัตวข์าปลอ้ง (arthropods) ท่ีกล่าวถึงในท่ีน้ีคือร้ินฝอยทราย อยา่งไรก็ตาม แนวคิด
ทัว่ไปสามารถประยกุต์ใช้กบัสัตวข์าปลอ้งชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบไดท้ัว่ไป ซ่ึงการจ าแนกสาย
พนัธุ์อาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายในเป็นหลัก ซ่ึงอวยัวะภายในบางส่วนมีไคติน 

(chitin) เป็นองคป์ระกอบ และสัณฐานวิทยาของโครงสร้างเหล่าน้ีให้ขอ้มูลท่ีมีคุณค่า
อย่างยิ่ง ด้วยเหตุน้ีการศึกษาส่วนท่ีเก็บอาหาร (food pumps) ถุงเก็บน ้ าเ ช้ือ 
(spermathecae) และท่อของมนัจึงมีความส าคญัเป็นพิเศษ ส าหรับสารเคมีทั้งหมด
ท่ีจะกล่าวถึงในเอกสารน้ี ส่ิงส าคญัท่ีไม่ควรมองขา้มคือ ตั้งแต่ขั้นตอนการตรึงสภาพของ
แมลง (fixation) ไปจนถึงการประกอบตวัอยา่งบนสไลด์ (assembly) ลว้นเป็น
การประยกุตใ์ช้ปฏิกิริยารีดอกซ์ (redox reactions) ทั้งส้ิน หลกัการส าคญัท่ีใช้เป็น
แนวทางคือ การหลีกเล่ียงการใช้สารรีดิวซ์ (reducing reagents) ร่วมกับสาร
ออกซิไดซ์ (oxidizing reagents) เน่ืองจากอาจก่อให้เกิดปฏิกิริยาท่ีไม่พึงประสงค์
และส่งผลเสียต่อโครงสร้างของตวัอยา่ง 

เอทลิแอลกอฮอลห์รอืเอทานอล (Ethyl alcohol; ethanol) 

เอทานอลถูกน ามาใช้ในหลายบริบทของกระบวนการเตรียมตัวอย่าง โมเลกุลของ
แอลกอฮอล์มีความชอบน ้ าสูงจึงมีคุณสมบติัในการดึงน ้ าออกจากเน้ือเยือ่ อยา่งไรก็ตามเอ
ทานอลท่ีมีความเขม้ข้นต ่า หรือมีน ้ าเป็นองค์ประกอบสูง อาจส่งผลให้กรดนิวคลิอิก
เส่ือมสภาพได ้เน่ืองจากน ้ าเป็นปัจจยัส าคญัท่ีท าลายเสถียรภาพของกรดนิวคลิอิก การแช่
แมลงในเอทานอลไม่ไดมี้จุดประสงคเ์พียงเพื่อการเก็บรักษาเท่านั้น แต่ยงัท าหนา้ท่ีเป็นสาร
ตรึงสภาพ (fixative) ของเน้ือเยื่อด้วย ในทางพยาธิวิทยามีการแยกแนวคิดส าคญั
ออกเป็นสองประการ ไดแ้ก่ อตัราการแทรกซึมของสาร (penetration rate) และ
อัตราการตรึงสภาพ  ( fixation rate) เ ป็นท่ียอมรับกันว่าสารตรึงสภาพ ท่ี มี
ประสิทธิภาพตอ้งสามารถแทรกซึมเขา้สู่เน้ือเยือ่ไดอ้ยา่งรวดเร็วก่อนท่ีจะเกิดการตรึงสภาพ
อย่างสมบูรณ์ ส าหรับเอทานอลความเข้มข้น 96% มีค่าสัมประสิทธ์ิการแทรกซึม
ประมาณ  1.05 เ ม่ื อ เป รียบเ ทียบกับกรดพิก ริก  0.75% ซ่ึ ง มี ค่ า  0.45 และ
โพแทสเซียมไดโครเมต 3% ซ่ึงมีค่า 1.45 การเก็บรักษาแมลงและสัตวข์าปลอ้งอ่ืน ๆ 

ในเอทานอลเป็นระยะเวลานานเป็นแนวปฏิบติัท่ีพบไดท้ัว่ไปในทางกีฏวิทยา โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ส าหรับตวัอยา่งท่ีเก็บจากภาคสนามเพื่อใช้ในการศึกษาภายหลงัหรือเพื่อการอา้งอิง
ในอนาคต อย่างไรก็ตาม แนวคิดดังกล่าวไม่เหมาะสมส าหรับงานด้านเซลล์วิทยาหรือ
พยาธิวิทยา เน่ืองจากการเก็บตวัอยา่งไวใ้นสารตรึงสภาพเป็นเวลานานเกินไปอาจท าให้
เน้ือเยือ่แข็งตวัอยา่งถาวรและไม่สามารถน ามาปรับสภาพหรือเตรียมใหม่ได ้ตวัอยา่งท่ีมี
อายุเกินกว่า 10 ปีจึงมักยากหรือไม่สามารถน ามาใช้งานได้อีก อีกปัจจัยหน่ึงท่ีมี
ความส าคญัคือ อัตราส่วนระหว่างมวลของสัตวข์าปล้องต่อปริมาตรของสารตรึงสภาพ 

ในทางสัตววิทยาและเวชปฏิบติั แนะน าให้ใช้ปริมาตรของสารตรึงสภาพมากกว่าปริมาตร
ของช้ินเน้ืออยา่งนอ้ย 60 เท่า อยา่งไรก็ตาม ส าหรับสัตวข์าปลอ้งขนาดเล็ก ในทางปฏิบติั
ควรเติมเอทานอลอยา่งน้อย 4-5 เท่าของปริมาตรตวัอยา่ง ทั้งน้ีควรค านึงว่าเอทานอลจะ
สูญเสียความเขม้ขน้ลงเม่ือท าการดึงน ้ าออกจากเน้ือเยือ่ของสัตวข์าปลอ้ง 
สรุปคุณสมบติัของเอทิลแอลกอฮอล ์

- เอทิลแอลกอฮอล์เป็นสารเคมีในกลุ่ม รีดิวซ์ และไม่ควรใช้ร่วมกบัสารตรึง
สภาพประเภทออกซิไดซ์ 

- ท าให้โปรตีนตกตะกอนและเสียสภาพ (protein denaturation) 

อยา่งรุนแรง 
- สามารถละลายลิปิดเชิงซ้อนบางชนิด และท าให้ไกลโคเจนตกตะกอน 

- ท าให้เน้ือเยือ่เกิดการหดตวัอยา่งชดัเจนและมีลกัษณะแขง็ตวั 

สารละลายเบสโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด  ์หรอืโซเดยีมไฮ

ดรอกไซด ์

การใชส้ารละลายเหล่าน้ีในงานกีฏวิทยาส่วนใหญ่มุ่งเนน้ไปท่ีการใช้โพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด ์(KOH) โดยไม่มีเหตุผลท่ีชดัเจนรองรับ  

โซเดียมไฮดรอกไซด์ [E524] โซเดียมไฮดรอกไซด์มีอยู่ในรูปของสารละลาย ทั้งใน
ความเขม้ขน้หรือค่าความปกติท่ีแตกต่างกัน รวมถึงในรูปเม็ด (pellets) หรือเกล็ด 

(glitter) ขอ้เสียส าคญัคือมีคุณสมบติัดูดความช้ืนสูงมาก (มากกว่า KOH) เม่ือท า
ปฏิกิริยากบัโปรตีน จะท าให้โปรตีนละลาย และเม่ือท าปฏิกิริยากับลิปิด จะเปล่ียนลิปิด
เ ห ล่ า นั้ น ใ ห้ ก ล า ย เ ป็ น ส บู่ แ ข็ ง ใ น ร ะ ห ว่ า ง ก ร ะ บ ว น ก า ร เ ป ล่ี ย น เ ป็ น ส บู่  

(saponification) ซ่ึงแตกต่างจาก KOH อย่างชัดเจน เน่ืองจาก KOH ให้
ผลิตภณัฑเ์ป็นสบู่เหลวในระหวา่งกระบวนการน้ี 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ [E525] โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์มีจ  าหน่ายในรูป
สารละลายเข้มข้น แต่เหนือส่ิงอ่ืนใด มีข้อได้เปรียบคือถูกผลิตในรูปเม็ดท่ีมีน ้ าหนัก
ประมาณ 0.1 กรัม ซ่ึงช่วยอ านวยความสะดวกอยา่งมากในการเตรียมสารละลายเจือจาง 
ในกรณีท่ีไม่มีเคร่ืองชั่งท่ีมีความแม่นย  า ตวัอย่างเช่น เม็ด KOH น ้ าหนัก 0.1 กรัม 

จ านวน 1 เม็ด ละลายในน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายความเขม้ขน้ 10% ขอ้
ไดเ้ปรียบประการท่ีสองของ KOH ในรูปเม็ดคือมีความไวต่อการเกิดคาร์บอเนตต ่ากวา่ 
(สารละลาย KOH มีความสามารถสูงในการจบักบัคาร์บอนไดออกไซด ์ท าให้เกิดเกลือ
คาร์บอเนต) 
เบสแก่เหล่าน้ีจะถูกใชเ้พื่อท าให้กรดไขมนัละลาย โดยเปล่ียนกรดไขมนัให้เป็นสบู่ท่ีละลาย
น ้ าได ้ควรระลึกไวว้่าสารตรึงสภาพ เช่น เอทานอล ไดล้ะลายไขมนับางส่วนในตวัอยา่ง
ไปแลว้ อยา่งไรก็ตาม เม่ือแทนท่ีตวัอยา่งในตวักลางท่ีเป็นน ้ าดว้ยเบสแก่ กรดไขมนั (ซ่ึง
อาจมีความซับซ้อนมากหรือน้อย) จะตกตะกอน ดังนั้ น เบสแก่จึงท าหน้าท่ีในการ
เปล่ียนเป็นสบู่แบบเยน็ (cold saponification) ในบางกรณี เม่ือเน้ือเยือ่ไขมันมี
ปริมาณมากเกินไป เช่น ในตวัอยา่งเพศเมีย การเพิ่มอุณหภูมิเป็น 35–40°C จะช่วย
อ านวยให้ปฏิกิริยาเกิดได้ง่ายข้ึน หรืออีกทางหน่ึงคือการยืดระยะเวลาการสัมผสัสารท่ี
อุณหภูมิห้อง 
 

สารละลายกรดแบบมสี/ี สารละลายมารก์-อองเดร (Marc-

André solution) แบบไม่มสี ี

ในส่วนน้ี จะกล่าวถึงขอ้ดีและขอ้จ ากัดของการใช้สารละลายมาร์ก-อองเดร (Marc-

André solution) ส า ร ล ะ ล า ย น้ี ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย ค ล อ รั ล ไ ฮ เ ด ร ต 
(trichloracetaldehyde monohydrate) กรดอะซิติก และน ้ า สารละลาย
ดงักล่าวมีฤทธ์ิออกซิไดซ์สูงมาก (เป็นส่วนผสมระหว่างกรดและอลัดีไฮด์) สารละลายน้ี
จะท าหน้าท่ีสะเทินโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ส่วนเกินท่ีอาจหลงเหลืออยูใ่นตวัอยา่ง โดย
ไม่ท าให้สบู่ท่ีเป็นด่างซ่ึงเกิดข้ึนระหว่างการใช้โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ตกตะกอน 

นอกจากน้ี สารละลายออกซิไดซ์น้ียงัออกฤทธ์ิต่อหมู่ฟังก์ชันแอลกอฮอล์ล าดับท่ีสองขอ
งกลูโคซามีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของไคติน ผ่านกระบวนการออกซิเดชัน ส่งผลให้ไคติน
อ่อนนุ่มลง อีกทั้งยงัช่วยละลายเกลือแร่บางชนิดท่ีมีอยู ่
เ ม่ื อส า รละลาย  Marc-André solution เ ติ ม สี ล่ ว งหน้ า ด้ว ยกรด ฟุค ซิ น 

(fuchsine acid) ซ่ึงอยู่ในสภาวะออกซิไดซ์ สารละลายจะสามารถเขา้จับกับหมู่
ฟังก์ชันแอลกอฮอล์ล าดับท่ีสองของโครงสร้างได้ หลังจากส้ินสุดระยะเวลาการสัมผสั
สารละลายมาร์ก-อองเดรและกระบวนการยอ้มสีตวัอยา่งแลว้ การลา้งจะกระท าโดยใช้เอ
ทานอลเท่านั้น ซ่ึงถือเป็นจุดเร่ิมตน้ของขั้นตอนการดึงน ้ าออก (dehydration) ของ
ตวัอยา่ง 
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ขอ้ด ี(benefits) 

- การสะเทินสารละลายเบสส่วนเกิน 

- การท าให้โครงสร้างไคตินคลายตวั 
- การยอ้มสีไคตินเพื่อช่วยให้สามารถประเมินโครงสร้างภายในท่ีมีไคตินได้

ชดัเจนยิง่ข้ึน 

ขอ้จ ากดั (drawbacks) 

คลอรัลไฮเดรตเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิเป็นยานอนหลบัและเคยถูกใช้ในทางการแพทยก์บัมนุษย ์
การใช้งานจ าเป็นตอ้งกระท าภายใตตู้ดู้ดควนัสารเคมี และตอ้งปฏิบติัตามกฎหมายและ
ขอ้ก าหนดดา้นความเส่ียงทางสารเคมีอยา่งเคร่งครัด 

สารละลายส าหรบัการดงึน ้าออก (dehydration solutions) 

จากประสบการณ์พบว่าส าหรับตัวอย่างท่ีมีขนาดเล็กมาก ไม่จ าเป็นต้องใช้ล าดับของ
แอลกอฮอลท่ี์มีความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนตามขั้นตอน หากตวัอยา่งมีขนาดใหญ่ จะเร่ิมตน้ดว้ยเอ
ทานอล 80% จากนั้น 90%, 95% และสุดทา้ยคือเอทานอลบริสุทธ์ิ (absolute 

ethanol) ส าหรับตวัอยา่งท่ีมีขนาดเล็กมาก ให้ใชเ้อทานอล 90% ตามดว้ยการแช่ใน
เอทานอลบริสุทธ์ิ 
ในขั้นตอนน้ี ควรระลึกไวเ้สมอว่าเอทานอลบริสุทธ์ิมีแนวโน้มในการดูดจับน ้ าจาก
บรรยากาศ 
ตามธรรมเนียมในห้องปฏิบติัการกีฏวิทยา การดึงน ้ าออกจากตวัอยา่งมกัจะส้ินสุดดว้ยการ
แช่ใน beech creosote อยา่งไรก็ตาม ปัจจุบนัสารชนิดน้ีซ่ึงเคยถูกใชอ้ยา่งแพร่หลาย
เป็นสารก าจดัศตัรูพืช สารตา้นเช้ือรา และสารกนัเน่าไม ้ ถูกไม่แนะน าอยา่งยิง่ เน่ืองจากมี
กล่ินรุนแรง ซ่ึงประกอบดว้ยสารไฮโดรคาร์บอนอะโรมาติกหลายวง และถูกสันนิษฐานว่า
มีความเป็นพิษต่อระบบสืบพนัธุ์ ก่อมะเร็ง เป็นสารมลพิษอินทรียท่ี์คงทน และเป็นพิษต่อ
ส่ิงมีชีวติน ้ า 
สารละลายท่ีเสนอให้ใช้ในการเตรียมตวัอยา่งส าหรับการปิดสไลดคื์อ Euparal® และ 
Euparal essence (อธิบายในย่อหน้าถัดไป) ส่วนผสมของ Euparal® และ 
Euparal essence สามารถใช้ได้อย่างเหมาะสม โดยเฉพาะส าหรับตวัอย่างท่ีผ่าน
การแช่ในเอทานอล 90% มาแลว้ 
 

 

เอกสำรเพิม่เตมิ 2: องคป์ระกอบของสำรละลำยทีใ่ช ้

 

Potassium hydroxide 10%  

Potassium hydroxide 10 กรัม 

Distilled water q.s. 100 มิลลิลิตร 
 

Gum chloral mounting medium Hoyer medium 

Distilled water 50 มิลลิลิตร 
Chloral hydrate 200 กรัม 

Gum arabic 50 กรัม 

Glycerol 20 มิลลิลิตร 
 

Marc-André solution  

Chloral hydrate 40 กรัม 

Glacial acetic acid 30 มิลลิลิตร 
Distilled water 30 มิลลิลิตร 
 

Fuchsin acid 1% in distilled water 

Acid fuchsin powder 1 กรัม 

Distilled water 99 มิลลิลิตร 
 

Marc-André solution colored with fuchsin 

Marc-André solution 10 มิลลิลิตร 
Fuchsin 1% 50 ไมโครลิตร 
 
 

เ อกสำร เพิ่ม เติม  3: Euparal®, Canada balsam, polyvinyl 

alcohol หรอืสำรละลำยอืน่ ๆ ส ำหรบักำรปิดแผ่นสไลด ์

โพลีไวนิลแอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol) โพลีไวนิลแอลกอฮอล์
เป็นตัวกลางส าหรับปิดสไลด์ท่ีเหมาะสมในกรณีท่ีไม่สามารถจัดหาสารเคมีท่ีจ  าเป็น
ส าหรับการดึงน ้ าออกอย่างเหมาะสมได้ โดยจะน าโพลีไวนิลแอลกอฮอล์มาผสมกับ 

Amman’s lactophenol อยา่งไรก็ตามการเตรียมสไลด์ดว้ยวิธีน้ีมีขอ้จ ากดัส าคญั 

คือ ตวัอย่างอาจแห้ง หรือโพลีไวนิลแอลกอฮอล์อาจตกผลึกเน่ืองจากการระเหยของน ้ า 
หรือเกิดการคล ้ าด าเม่ือฟีนอลเกิดการออกซิไดซ์ วิธีน้ีจึงยงัคงเหมาะสมส าหรับการปิด
สไลดใ์นระยะสั้นเท่านั้น 

แคนาดาบลัซมั (Canada balsam) การใชแ้คนาดาบลัซัมส าหรับการปิด
ตวัอยา่งระหวา่งแผน่สไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์จ าเป็นตอ้งผา่นกระบวนการดึงน ้ าออกจาก
ตวัอยา่งก่อน การใช้ไซลีนหรือโทลูอีนในขั้นตอนดงักล่าวมีขอ้จ ากดัและความไม่สะดวก
บางประการ 
Enecê medium เช่นเดียวกบัแคนาดาบลัซัม การใชต้วักลาง Enecê ส าหรับการ
ปิดตวัอยา่งระหวา่งแผน่สไลด์และกระจกปิดสไลด ์จ าเป็นตอ้งผา่นกระบวนการดึงน ้ าออก
จากตัวอย่าง องค์ประกอบของ Enecê ประกอบด้วย โคโลโฟนีสีขาวบริสุทธ์ิ 

(colophony) จ านวน 22 กรัม กมัโคพอลท่ีละลายในแอลกอฮอล ์(copal gum) 

จ านวน 12 กรัม เอทานอลบริสุทธ์ิ จ านวน 20 มิลลิลิตร การบูร จ านวน 10 กรัม 

น ้ ามนัสน จ านวน 10 มิลลิลิตร และยคูาลิปทอล จ านวน 26 มิลลิลิตร 
วธีิเตรียม: ใส่เอทานอลบริสุทธ์ิและการบูรลงในภาชนะ เช่น ขวดเออร์เลนเมเยอร์ จากนั้น
เติมโคโลโฟนีและกมัโคพอล ปิดภาชนะดว้ยจุกและเขยา่ แลว้น าไปให้ความร้อนในอ่างน ้ า 
(bain-marie) ท่ีอุณหภูมิไม่สูงจนส่วนผสมเดือด เ ม่ือส่วนผสมละลายเป็นเน้ือ
เดียวกนัแลว้ ให้เติมน ้ ามนัสน จากนั้นกรองในขณะท่ีส่วนผสมยงัร้อนอยู ่และสุดทา้ยเติมยู
คาลิปทอลลงในสารกรอง เม่ือเน้ือสารมีความหนืดมากข้ึน ให้เจือจางดว้ยสาร Eenecê 

ซ่ึงมีองค์ประกอบดังน้ี: เอทานอลบริสุทธ์ิ จ านวน 30 มิลลิลิตร การบูร จ านวน 17 

กรัม น ้ ามันสน จ านวน 15 มิลลิลิตร และยูคาลิปทอล จ านวน 38 มิลลิลิตร 
(Cerqueira, 1943) 

ยูพาราล® (Euparal®) ยพูาราลเป็นเรซินท่ีได้จากตน้ไซเปรสแห่งเทือกเขา
แอตลาส Tetraclinis articulata (Vahl, 1791) และได้รับการศึกษาและ
พฒันาในปี ค.ศ. 1906 โดย Gilson ขอ้ไดเ้ปรียบหลกัของเรซินชนิดน้ีคือไม่เกิดการ
พอลิเมอไรเซชัน ตวัอย่างท่ีปิดระหว่างแผ่นสไลด์และกระจกปิดสไลด์สามารถน ากลบั
ออกมาไดง่้ายโดยการใชแ้อลกอฮอล ์หรือดียิง่ข้ึนโดยใช ้Euparal® essence เรซิน
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ชนิดน้ีซ่ึงเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า sandarac สามารถใช้กบัเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 

80% ข้ึนไป 

 

 

การใช ้Triton X-100 (สารละลายน ้าชนิดไม่มปีระจุ) 

Triton X-100 อยู่ในรูปของสารละลายน ้ าชนิดไม่ มีประ จุ ( 4-(1,1,3,3-

tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol solution หรือ t-
octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene glycol tert-

octylphenyl ether) ซ่ึงถูกใช้อยา่งแพร่หลายในฐานะสารท าความสะอาดในงาน
ชีววทิยาระดบัเซลล์และโมเลกุล โดยมีคุณสมบติัช่วยเพิ่มการซึมผา่นของเยือ่หุ้มเซลล์และ
เยื่อหุ้มนิวเคลียส ตวัอย่างแมลงท่ีถูกเก็บรักษาไวใ้นแอลกอฮอล์เป็นเวลาหลายปีพบได้
ทัว่ไป อยา่งไรก็ตาม การเก็บรักษาในแอลกอฮอล์ไม่ใช่วิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด และสัตวข์า
ปลอ้งท่ีถูกเก็บรักษาในลกัษณะน้ีมกัจะเตรียมตวัอยา่งเพื่อการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ได้
ยาก ภาชนะพลาสติกท่ีบรรจุตวัอยา่งมกัเส่ือมสภาพตามเวลา ส่งผลให้แอลกอฮอล์ระเหย
ออกไป ทั้งการสัมผสัแอลกอฮอล์เป็นเวลานานและการแห้งของตวัอยา่งล้วนเป็นปัญหา
ส าคญั ในปี ค.ศ. 2008 Jonque ไดร้ายงานวิธีการคืนสภาพความชุ่มช้ืนให้กับแมง
มุมโดยใช้สารช่วยลดแรงตึงผิว เช่น Agepon ซ่ึงใช้ในอุตสาหกรรมฟิล์มถ่ายภาพ 

[26] แนวคิดน้ีน าไปสู่การประยกุตใ์ชส้ารช่วยลดแรงตึงผิวท่ีไม่ใช่สารท าความสะอาดท่ี
มีฤทธ์ิรุนแรง 
ขั้นตอนการใช ้Triton X-100 ในสารละลายน ้ าความเขม้ขน้ 0.5% 

- ชุบตวัอยา่งแห้งดว้ยเอทานอลบริสุทธ์ิ 
- เติมสารละลาย Triton X-100 ความเข้มข้น 0.5% ในปริมาตรท่ี

เพียงพอให้ตวัอยา่งจมอยูท่ ั้งหมด 
- ปล่อยท้ิงไวป้ระมาณ 5 นาทีหรือมากกว่า จนกระทัง่สัตวข์าปลอ้งทั้ งหมด

แยกตวัออกจากกนัในสารละลาย 
- เทสารละลาย  Triton X-100 ออก  และแทนท่ีด้วยสารละลาย

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) 

จากนั้นด าเนินการตามขั้นตอนท่ีไดอ้ธิบายไวก่้อนหนา้น้ี 
 

เอกสำรเพิ่ม เติม  4: ขั้นตอนกำรใช  ้Euparal® หรือ  Canada 

balsam เป็นตวักลำงส ำหรบักำรปิดสไลดท์ลีะขัน้ตอน 

1. ตวัอยา่งตอ้งผา่นกระบวนการดึงน ้ าออกอยา่งสมบูรณ์ (ลกัษณะขุ่นหรือคลา้ย
น ้ านมบ่งช้ีวา่การดึงน ้ าออกไม่เพียงพอ) 

2. การดึงน ้ าออกสามารถท าได้ใช้เอทิลแอลกอฮอล์ท่ีมีความเข้มขน้เพิ่มข้ึน
ตามล าดบั 

3. ตวัอยา่งสามารถยา้ยจากเอทานอล 99% หรือเอทานอลบริสุทธ์ิไปยงัสาร
ท าให้ใส 

ขัน้ตอนปฏบิตั ิ(Procedure) 

1. การตกตะกอนของแมลงวนัทรายตวัเตม็วยัในเอทานอล 70% 

2. เอาเอทานอลออกและแทนท่ีด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์  
(KOH) ความเขม้ขน้ 10% จากนั้นปิดตวัอย่างร้ินฝอยทรายด้วยแผ่น
สไลดแ์กว้ 

3. แช่ให้เกิดการเป่ือยยุย่ จนกระทัง่ตวัแมลงมีลกัษณะโปร่งใส 

4. เอาสารละลาย KOH ออก 
5. ปิดคลุมตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่และรอเป็นเวลา 30-45 นาท ี

6. เอาน ้ าออก และลา้งซ ้ าดว้ยน ้ ากลัน่เป็นเวลา 30 นาที (ระยะเวลาข้ึนอยูก่บั
จ  านวนตวัอยา่งท่ีท าพร้อมกัน ยิง่มีตวัอยา่งจ านวนมาก ระยะเวลาน้ีตอ้งยืด
ออก หากมีตวัอยา่งน้อย โดยเฉพาะกรณีท าทีละตวั ระยะเวลาน้ีสามารถสั้น
ลงได)้ 

7. เอาน ้ าออก 
8. เติมสารละลายมาร์ก-อองเดร (Marc-André solution) โดยอาจ

เติมกรดฟุคซิน (fuchsin acid) เพื่อให้มีสี และท้ิงไวเ้ป็นเวลา 24 

ชัว่โมง หรือ 1 วนั 

9. เอาสารละลายมาร์ก-อองเดร (Marc-André solution) ออก 
10. ปิดคลุมตวัอยา่งดว้ยน ้ ากลัน่และรอเป็นเวลา 30-45 นาท ี

11. เอาน ้ าออก และลา้งซ ้ าดว้ยน ้ ากลัน่เป็นเวลา 30 นาท ี

12. เอาน ้ าออก 
13. เติมเอทานอล 70% และผา่แยกตวัอยา่ง 

a. ส าหรับส่วนหัวและทอ้ง ให้ดึงส่วนหัวหรือทอ้งออกจากอกอยา่ง
ระมดัระวงั 
b. ส าหรับส่วนอก ให้ดึงปีกออกโดยใชป้ากคีบคู่หน่ึงจบัส่วนอกไว ้และใช้
อีกคู่หน่ึงดึงท่ีโคนของอวยัวะยืน่ออกมา นอกจากน้ี สามารถผา่ในแนวซา
จิททลั (sagittal dissection) โดยแบ่งส่วนอกออกเป็นดา้นซ้ายและ
ขวาได ้ข้ึนอยูก่บับริเวณท่ีตอ้งการศึกษามากท่ีสุด 

14. ดึงน ้ าออกจากตวัอยา่งอยา่งค่อยเป็นค่อยไป โดยผา่นชุดสารละลาย
เอทิลแอลกอฮอลท่ี์เป็นน ้ าในความเขม้ขน้ 50 - 80 - 95% จนถึงเอทา
นอลบริสุทธ์ิ 

15. ดึงน ้ าออกจากตวัอยา่งโดยลา้งดว้ยเอทานอล 100% จ านวน 2 คร้ัง  
คร้ังละ 10 นาท ี

16. เอาเอทานอลออกและปิดตวัอยา่งดว้ยน ้ ามนักานพลู (clove oil) เป็น
เวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

17. ยา้ยตวัอยา่งจากน ้ ามนักานพลูไปยงัหยดของ Euparal® หรือ 
Canada balsam บนแผ่นสไลดท่ี์สะอาด 

18. จดัวางตวัอยา่งตามตอ้งการ ส่วนหัว อก และทอ้งของร้ินฝอยทรายสามารถ
ผา่แยกไดโ้ดยใชเ้ขม็ขนาดเล็กหรือปากคีบ ภายใตก้ลอ้งสเตอริโอไมโครส
โคป ส่วนหัวตอ้งถูกแยกออกจากล าตวัเพื่อจดัวางในแนวดา้นทอ้ง-ดา้นหลงั 
(ventro-dorsal position) กล่าวคือ ช่องเปิดทา้ยทอย 
(occipital foramen) ตอ้งหันข้ึนดา้นบน เพื่อให้สามารถสังเกตไซ
บาเรียม (cibarium) ไดโ้ดยตรงผา่นช่องเปิดน้ี 

การผา่แยกด าเนินการภายในตวักลางส าหรับปิดสไลดข์องร้ินฝอยทรา 
19. ปล่อยตวัอยา่งไวจ้นกระทัง่พื้นผวิของตวักลางเร่ิมมีลกัษณะเหนียว 
20. ชุบกระจกปิดสไลดท่ี์สะอาดดว้ยเอทานอลบริสุทธ์ิ และวางกระจกปิดสไลด์
ลงบน Canada balsam โดยเอียงเล็กน้อย 
21. เก็บสไลดไ์วใ้นกล่องแห้งท่ีจดัเตรียมไวส้ าหรับวตัถุประสงคน้ี์ 

 


