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 บทที่  1 

บทนํา 

1. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคพยาธิทริคิเนลโลซิส (trichinellosis) เปนโรคสัตวสูคนที่สําคัญ เนื่องจากพยาธิสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดในโฮสตหลายชนิดโดยไมแสดงอาการทางคลินิก สาเหตุเกิดจากพยาธิตัวกลม
ขนาดเล็กในสกุลทริคิเนลลา (Genus Trichinella) โดยเฉพาะอยางยิ่งพยาธิทริคิเนลลา สไปราลิส 
(Trichinella spiralis) เปนพยาธิชนิดที่กอใหเกิดอาการทางคลินิกและพยาธิสภาพในมนุษยมาก
ที่สุด อาการทางคลินิกของผูปวยที่รับประทานเนื้อสัตวดิบที่มีพยาธิชนิดนี้ ไดแก ปวดเมื่อย
กลามเนื้อ มีไข ปวดทอง อาเจียน บางรายอาจเสียชีวิตหากไดรับพยาธิในระยะติดตอเปนจํานวน
มาก ปจจุบันการแพรระบาดของพยาธิ T. spiralis มีแนวโนมสูงขึ้น เนื่องจากมีการอพยพยายถิ่น
รวมไปถึงการขนสงที่มีการพัฒนามากขึ้น สงผลใหมีการคาเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว
ระหวางประเทศตลอดจนการเพิ่มจํานวนของประชากรทําใหความตองการในการบริโภคเนื้อสัตว
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว ประเทศไทยมีรายงานการระบาดของพยาธิ T. spiralis เปนครั้งแรกเมื่อป 
พ.ศ. 2505  และตอมามีรายงานการระบาดในมนุษยและสัตวเปนประจําทุกป (Kaewpitoon et 
al., 2006) สาเหตุหลักมาจากการบริโภคเนื้อสัตวที่ไมผานการปรุงสุก โดยเฉพาะอยางยิ่งการ
บริโภคเนื้อสุกรซึ่งเปนสัตวที่มีความไวตอพยาธิ T. spiralis สูงสดุเมื่อเปรียบเทียบกับสัตวเล้ียงเพื่อ
การบริโภคชนิดอื่น  

การตรวจวินิจฉัยพยาธิ T. spiralis ในสุกรจึงเปนเครื่องมือสําคัญในการเฝาระวังและ
ปองกันโรคจากสัตวมาสูคน ปจจุบันการตรวจวินิจฉัยพยาธิในระยะติดตอโดยตรงในสุกรยังมี
ขอจํากัดเนื่องจากความไวและความจําเพาะจะขึ้นกับตําแหนงและวิธีการจําเพาะในการตรวจ
ตัวอยาง (Gamble et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยโรคดวยวิธีทางซีรัมวิทยา (serological 
methods) จึงถูกพัฒนาขึ้นมาแทนที่ เนื่องจากมีความไวสูง ใชเวลานอยในการตรวจวินิจฉัย 
สามารถตรวจตัวอยางเปนจํานวนมาก อีกทั้งสามารถทําไดในสัตวที่ยังมีชีวิตและยังประหยัด
คาใชจายหากเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางอณูชีววิทยา ความไว (sensitivity) 
และความจําเพาะ (specificity) ของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางซีรัมวิทยาขึ้นอยูกับชนิดและ
คุณภาพของแอนติเจน (OIE, 2008) ปจจุบันแอนติเจนที่นิยมนํามาศึกษายังคงเปนแอนติเจนที่
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เตรียมไดจากตัวออนพยาธิในระยะที่ 1 (Larva stage1, L1) ซึ่งเปนระยะติดตอ สามารถอาศัยอยู
ในรางกายของสุกรไดเปนเวลานานจึงเปนระยะสําคัญที่ควรเฝาระวังมากที่สุด พยาธิในระยะติดตอ
สามารถเพิ่มจํานวนไดงายในหนูทดลองซึ่งเปนโฮสตที่มีความไวตอพยาธิ T. spiralis (Srimanote 
et al., 2000) แอนติเจนที่เตรียมไดจากพยาธิในระยะติดตอแบงออกเปนสองชนิดคือ แอนติเจนที่
เตรียมจากพยาธิทั้งตัวโดยการสกัดหยาบ (crude extract, CE) และแอนติเจนที่เตรียมไดจากสาร
คัดหลั่งของพยาธิ (excretory-secretory antigen, ES) จากการศึกษาที่ผานมาของ Mahannop 
และคณะในป 1992 พบวาแอนติเจนที่ตรียมไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิแมวาจะมีความจําเพาะ
สูงกวาแอนติเจนชนิดสกัดหยาบ แตยังมีขอจํากัดคือแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิมักเตรียม
ไดปริมาณนอยและตองอาศัยความชํานาญรวมถึงมีคาใชจายสูง ดังนั้นการพัฒนาการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาดวยแอนติเจนสกัดหยาบที่สามารถเตรียมไดงายกวาและใหปริมาณมากดวย
เทคนิคอิมมูโนบลอท (immunoblot technique) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความจําเพาะสูงนาจะเปน
ประโยชนในการเพิ่มความจําเพาะในการตรวจวินิจฉัยคัดกรองโรค trichinellosis ในสุกรในอนาคต
ตอไป 

2. วัตถุประสงคของการวิจยั 

2.1 เพื่อศึกษาโปรตีนแอนติเจนของพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอในกลามเนื้อลายหนู
ทดลองที่ยังไมเคยมีการศึกษาลักษณะจาํเพาะ คุณสมบัติทางชีววิทยาเพื่อใชเปนสาย
พันธุอางองิของหองปฏิบัติการ 

2.2 เพื่อศึกษาความจําเพาะของโปรตีนแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางๆตอซีรัมสุกร 
ที่ไดรับพยาธ ิ T. spiralis และสุกรที่ปวยดวยโรคปรสิตชนิดอื่นดวย immunoblot 
technique 

คําสําคัญ  

พยาธิทริคิเนลลา สไปราลิส ตัวออนระยะติดตอ แอนติเจน สุกร เทคนิคอิมมโูนบลอท 

Keywords 

Trichinella spiralis, infective stage larvae, antigen, swine, immunoblot technique 
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3. คําถามสําหรับการวิจัย / สมมติฐานการวิจัย 

3.1 โปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่เตรียมไดจากพยาธ ิT. spiralis มีโปรตีนที่น้าํหนัก
โมเลกุลเทาใด  

3.2  มีโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่มีความจาํเพาะตอซีรัมของสุกรที่ไดรับพยาธ ิ 
 T. spiralis โดยไมทําปฏิกริิยาขามกับซีรัมของสุกรที่ตดิปรสิตชนิดอื่นที่มีระบาดใน  
 ประเทศไทยหรือไม  

4. คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

ตัวออนระยะตดิตอ (Infective stage larvae)                 
        หมายถงึ ตัวออนพยาธิระยะที่ 1 ที่ฝงตวัอยูในกลามเนื้อลายของโฮสต 
       เทคนิคอิมมูโนบลอท (Immunoblot technique)    

 หมายถึง เทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยาที่ใชตรวจวิเคราะหความจําเพาะของ   
                              น้ําหนักโมเลกุลแอนติเจนกับแอนติบอดีของผูปวยหรือสัตวปวย 

      แอนติเจนสกัดหยาบ (Crude extract antigen)         
        หมายถงึ แอนติเจนที่เตรียมไดจากการบดพยาธิทัง้ตัวในสวนของโปรตีนท ี 
                                         ละลายในน้าํกลั่น  
           แอนติเจนจากสารคัดหลั่ง (Excretory-secretory antigen)  
                     หมายถึง แอนติเจนที่พยาธิขับออกมาอยูในรูปสารคัดหลั่งและสิ่งขับถาย  
 

5. ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

5.1 ทราบขอมูลความจาํเพาะของโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่น้าํหนักโมเลกุลตางๆตอ
ซีรัมสุกรทดลองที่ไดรับพยาธิ T. spiralis และสุกรที่ติดปรสิตชนิดอื่นดวย 
immunoblot technique  

5.2 สามารถนําผลความจาํเพาะของโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบตอซีรัมสุกรติดพยาธ ิ 
T. spiralis ไปใชเปนขอมูลเบื้องตนในการพัฒนาการตรวจวนิิจฉยัการติดพยาธ ิ

     T. spiralis ในสุกรเพื่อการตรวจคัดกรองโรคในอนาคต 
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        บทที ่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี

โรค trichinellosis เปนโรคสัตวสูคน (zoonosis) ที่พบการระบาดทั่วโลกยกเวนในเขตทวีป
แอนตารกติกา (Pozio, 2007b) ปจจุบันมีรายงานการระบาดใหมของโรค trichinellosis ในหลาย
ประเทศ เชน ประเทศอิตาลี (Pozio et al., 2006) ประเทศลาว (Sayasone et al., 2007) และ
ประเทศจีน (Wang et al., 2006) เปนตน พยาธิในสกุล Trichinella ชนิดที่มีระบาดในประเทศไทย
มากที่สุดและพบวารายงานการระบาดเปนประจําคือพยาธิ T.  spiralis (Kaewpitoon et al., 
2006)  พยาธิ T. spiralis ติดตอจากสัตวสูคนจากการบริโภคตัวออนระยะติดตอของพยาธิที่ฝงตัว
อยูในกลามเนื้อลายของโฮสตกักเก็บ (reservoir host) สัตวหลายชนิดทั้งสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค
และสัตวปาสามารถเปนโฮสตกักเก็บของพยาธิ T. spiralis โดยไมแสดงอาการของโรคปรากฏให
เห็น การตรวจคัดกรองโรคเพื่อการปองกันการระบาดของโรคจึงมีความสําคัญ โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ในสุกรซึ่งเปนสัตวเลี้ยงเพื่อการบริโภคมีรายงานพบวาเปนสาเหตุของการติดตอพยาธจิากสัตวมาสู
คน (Pozio, 2007b) เนื่องจากพยาธิ T. spiralis มีความสามารถในการเพิ่มจํานวนในสุกรไดดีกวา
พยาธิ Trichinella ชนิดอื่น (Kapel and Gamble, 2000) อีกทั้งสุกรยังเปนสัตวที่นิยมบริโภคอยาง
แพรหลาย การติดพยาธิ T. spiralis สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการผลิตสุกรทําใหหลายประเทศ
ทั่วโลกไดใหความสําคัญตอการผลิตอาหารที่ปลอดภัยมากขึ้น โดยมีการใชการตรวจวินิจฉัยเพื่อ
คัดกรองการติดโรค trichinellosis ในสุกรทั่วโลกซึ่งมูลคาของการตรวจตัวอยางอยูที่ประมาณ 3 
ดอลลารสหรัฐตอสุกรหนึ่งตัว (Kapel, 2005)  

การตรวจวนิิจฉัยพยาธิ Trichinella  แบงออกเปน 2 ประเภท คือ การตรวจวินจิฉัยทางตรง
เพื่อตรวจหาตวัออนระยะติดตอของพยาธิในกลามเนื้อ และการตรวจวนิิจฉัยทางออมดวยวธิีการ
ทางซีรัมวทิยาเพื่อหาแอนตบิอดีที่จําเพาะตอพยาธ ิ (OIE, 2008)  แมวาการตรวจวินิจฉยัทางตรง
จะมีประสิทธภิาพและความไวสูงแตมีขอจํากัดในการตรวจวินจิฉัยสัตวที่ยงัมีชวีิต ใชเวลาในการ
ตรวจนานและคาใชจายสงู ในขณะทีก่ารตรวจวินิจฉัยทางออมสามารถทาํไดงาย สามารถตรวจ
ตัวอยางไดคร้ังละหลายตวัอยางและรวดเร็วสามารถตรวจวินิจฉัยไดทั้งสัตวที่ยงัมีชวีติและตายแลว 
รวมถึงตรวจวนิิจฉัยโรค trichinellosis ที่เกิดจากพยาธิ Trichinella ชนิดอื่นที่ไมมีแคปซูล เชน  



 5

T. pseudospiralis ไดดี เนื่องจากตัวออนพยาธิชนิดที่ไมมีแคปซูลสังเกตไดยากกรณีผูตรวจ
วินิจฉัยไมมีความชํานาญมากเพียงพอ วิธีการทางซีรัมวิทยาจึงมีประโยชนในการศึกษาเชิงระบาด
วิทยาตลอดจนประยุกตใชเปนเครื่องมือตรวจวินิจฉัยพยาธิในโรงฆาสัตวโดยความไวและ
ความจําเพาะของวิธีการทางซีรัมวิทยาจะมีความสัมพันธกับชนิดและคุณภาพของแอนติเจนที่
นํามาใชในการตรวจวินิจฉัย (OIE, 2008)   การเลือกชนิดของแอนติเจนที่เหมาะสมจึงมี
ความสําคัญอยางยิ่งในการพัฒนาประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis 

แอนติเจนที่เตรียมไดจากพยาธิแบงออกเปนสองชนิดคือ แอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิ
ทั้งตัวโดยการสกัดหยาบและแอนติเจนที่เตรียมไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิ แอนติเจนทั้งสองชนิด
นี้สามารถเตรียมไดจากพยาธิในระยะตางกันไดแก พยาธิตัวออนแรกเกิด (new born larva) ตัว
ออนระยะติดตอ หรือระยะที่ฝงตัวอยูในกลามเนื้อ และจากพยาธิตัวเต็มวัย แอนติเจนที่เตรียมได
จากพยาธิในระยะติดตอเปนแอนติเจนที่นิยมศึกษามากที่สุดเนื่องจากพยาธิสามารถเพิ่มจํานวนได
เปนปริมาณมากในกลามเนื้อลายของหนูทดลอง (Srimanote et al., 2000) และเปนระยะที่
สามารถคงอยูในกลามเนื้อของโฮสตไดเปนระยะเวลานาน (Pinelli et al., 2004) จากการศึกษา
พบวาระดับของภูมิคุมกันตอพยาธิ T. spiralis ในสุกรอยูในระดับที่เร่ิมตรวจพบไดดวยวิธีทางซีรัม
วิทยาไดตั้งแต 15 วันหลังจากไดรับพยาธิในระยะติดตอ (Picherot et al., 2007) และสามารถคง
อยูตอไปไดอีกอยางนอย 40 สัปดาห (Kapel and Gamble, 2000) แอนติเจนจากตัวออนในระยะ
ติดตอจะถูกนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis อยางแพรหลาย แตแอนติเจนที่เตรียม
ไดจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอโดยเฉพาะอยางยิ่งแอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิทั้งตัวโดยการ
สกัดหยาบสามารถใหผลบวกลวงได (false positive) ดังรายงานการเกิดปฏิกิริยาขามกันระหวาง
แอนติเจนที่เตรียมไดจากตัวออนในระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis กับซีรัมของผูปวยที่ติดพยาธิ
ชนิดอื่น เชน Schistosoma spp., Gnathostoma spinigirum, Opisthorchis viverrini, 
Capillaria philippinensis, Strongyloides stercoralis (Ruangkunaporn et al., 1994; 
Sakolvaree et al., 1997; Maleewong et al., 2006) เปนตน ในขณะที่แอนติเจนที่เตรียมไดจาก
สารคัดหลั่งนั้นมีความจําเพาะตอซีรัมของผูปวยโรค trichinellosis มากกวาแตมีข้ันตอนการผลิตที่
ยุงยากและใชคาใชจายในการผลิตสูงและมีโอกาสเกิดผลบวกลวงเชนกัน เนื่องจากมีองคประกอบ
ของโปรตีนบางชนิดรวมกันกับพยาธิชนิดอื่น (Srimanote et al., 2000) การศึกษาโปรตีน
แอนติเจนที่มีความจําเพาะสูงในการตรวจวินิจฉัยจึงมีความสําคัญในการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis 
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การศึกษาความจําเพาะของแอนติเจนพยาธิ T. spiralis ตอผูปวย trichinellosis ใน
ปจจุบันยังจํากัดอยูในมนุษย ในสุกรนั้นยังมีรายงานการศึกษาอยูนอย การศึกษาความจําเพาะ
ของแอนติเจนตอแอนติบอดีของสุกรที่ไดรับตัวออนของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอกับโรค
ปรสิตในสุกรชนิดอื่นประเทศไทยยังไมมีรายงาน ดังนั้นการศึกษาความจําเพาะของโปรตีน
แอนติเจนที่เตรียมจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอ โดยพิจารณาโปรตีนแอนติเจนที่น้ําหนัก
โมเลกุลตางๆ ดวย immunoblot technique ที่มีความจําเพาะสูงเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
แอนติเจนที่มีความจําเพาะตอซีรัมของสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis เพื่อนําขอมูลเบื้องตนจาก
การศึกษาในครั้งนี้ไปทําการประยุกตใชในตรวจวินิจฉัยคัดกรองและเฝาระวังการติดพยาธิ          
T. spiralis ในสุกรในประเทศไทยตอไป 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.2 พยาธิ T. spiralis 

2.2.1 ชีววิทยาของพยาธิ T. spiralis 

พยาธิ T. spiralis  มีชื่อสามญัวาพยาธทิริคินา (trichina worm) หรือ garbage worm 
เปนพยาธิตวักลมขนาดเล็กจดัลําดับตามอนุกรมวธิานได ดังนี ้

 Phylum: Nematoda 
 Class: Adenophorea  

Order: Trichulida 
    Family: Trichinellidae 
     Genus: Trichinella 
      Species: T. spiralis  

ความสาํคัญของพยาธิในสกลุ Trichinella คือ กอใหเกิดโรค trichinellosis ซึ่งเปนโรคสัตว
สูคน สามารถแบงพยาธิออกเปน 8 ชนิด 4 จีโนไทป (genotypes) ดังนี้   T. spiralis,                  
T. pseudospiralis, T. papuae, T. zimbabwensis, T. native , T. britovi, T. murrelli,             
T.  nelsoni, Trichinella genotype T6, Trichinella genotype T8,  Trichinella genotype T9 
และ Trichinella genotype T12 หรือแบงเปน 2 เคลด (clade) ตามลักษณะการมหีรือไมมีแคปซูล
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ของพยาธ ิ พยาธ ิT. spiralis จึงถูกจัดอยูใน clade I ซึ่งเปนกลุมที่มีแคปซูลหุมตัวออนระยะติดตอ 
(Gottstein et al., 2009) 

T. spiralis เปนพยาธิในสกุล Trichinella เพียงชนิดเดียวที่มีความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนและดํารงชีวิตอยูในสุกร (Sus scrofa) หนูแรท (Rattus spp.) และหนูไมซ (Mus 
musculus) ไดดีที่สุด ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะทางชีววิทยาที่นักวิทยาศาสตรนํามาใชในการจําแนก
ชนิดของพยาธิในสกุล Trichinella (Murrell, 1985) พยาธิ T. spiralis เปนสาเหตุหลักของการ
ระบาดของโรค trichinellosis ในมนุษยและในสัตวหลายชนิด ทั้งสัตวกินพืชสัตวกินเนื้อรวมถึงสัตว
ปา สัตวปาจึงเปนโฮสตกักเก็บของพยาธิมาสูสุกรซึ่งเปนสาเหตุสําคัญในการแพรระบาดของพยาธิ
มาสูมนุษยโดยที่โฮสตกักเก็บไมแสดงอาการทางคลินิกทําใหยากตอการควบคุมการระบาดของโรค 
trichinellosis  

2.2.2 กายรูปวิทยาของพยาธิ T.  spiralis 

ตัวออนพยาธิ T. spiralis ระยะที่ 1 หรือพยาธิในระยะติดตอมีความยาวโดยเฉลี่ย 0.61 – 
1.0 มิลลิเมตร (mm) ขนาดของลําตัวกวาง 0.026 - 0.040 mm  (Pozio et al., 1992) หลอดอาหาร
มีเซลลรูปวงแหวน (stichocyte) ลอมรอบ ตัวออนในระยะนี้สามารถแยกเพศของพยาธิไดจาก
ความยาวของชองทวารหนัก (rectum) ตัวออนระยะติดตอเพศผูจะมีชองทวารหนักยาวเปน 2 เทา
ของตัวออนระยะติดตอเพศเมีย พยาธิเพศผูมีความยาวชองทวารหนัก 50.4 - 63.0 ไมครอน  (µm) 
(รูปที่ 1) ในขณะที่ตัวออนเพศเมียมีความยาวชองทวารหนัก 18.9 - 31.35 µm และพบวาอวัยวะ
สืบพันธุของเพศเมียเริ่มมีการพัฒนาจากอวัยวะสืบพันธุที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ (ganad rudiment) 
เปลี่ยนแปลงเปนถุงรับเสปรมและมดลูกที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ (seminal receptacle and uterus 
rudiment)  seminal receptacle rudiment มีลักษณะเปนแกรนูล (granule) ละเอียดสีน้ําตาล 
(รูปที่ 2) ในขณะที่เพศผูจะยังไมพบการเปลี่ยนแปลงของระบบสืบพันธุ (Liu et al., 1991) 

พยาธิตัวเต็มวัยเพศผูมีความยาวโดยเฉลี่ย 1.0 - 1.8 mm ปลายหางมี lateral flaps บน
แตละดานของชองเปดรวมของทวารหนักและอวัยวะสืบพันธุเพศผู (cloacal opening) มี papillae 
2 คูหลัง flap ไมมี spicule และ ปลอกหุมอวัยวะสืบพันธุ (รูปที่ 3) พยาธิตัวเต็มวัยเพศเมียยาว 
1.37 - 3.7 mm (Pozio et al., 1992) ลําตัวมีขนาดเล็กบาง เพศเมียชองเปดของอวยัวะสืบพันธุ 
(vulva) อยูใกลตอนกลางของหลอดอาหาร (รูปที่ 4)  
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รูปที่ 1 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะที่ 1 เพศผู 
 

 
 

รูปที่ 2 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะที่ 1 เพศเมยี 
 

 

60 µm 

60 µm 
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รูปที 3 พยาธิตัวเต็มวัยเพศผูเห็นอวัยวะสืบพันธุหรือ clasper (ลูกศรชี้) ที่บริเวณสวนปลายอยาง 
           ชัดเจน (Kaewpitoon et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 พยาธิ T. spiralis ตัวเต็มวัยเพศเมียที่มีตัวออน (ลูกศรชี้) อยูภายในมดลูก (Kaewpitoon  
            et al., 2006) 

 

 

 Clasper 

Larvae 
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2.2.3 วงชวีิตของพยาธ ิT.  spiralis 

พยาธิ T. spiralis มีวงชีวิตเปนปรสิตอยางแทจริงเนื่องจากทุกชวงชีวิตของพยาธิ
จําเปนตองอาศัยอยูบนโฮสตชนิดเดียวกัน วงชีวิตของพยาธิเร่ิมตนจากมนุษยหรือสัตวกินตัวออน
ระยะติดตอที่อยูในเนื้อสัตวดิบ ตัวออนของพยาธิจะออกมาจากแคปซูลและไชผานเขาไปในสวน
ของลําไสเล็กสวนตนและกลาง หลังจากนั้นพยาธิจะกลับออกมาอยูในทอทางเดินอาหารและลอก
คราบจํานวน 4 คร้ัง เรียกระยะนี้วา enteral phase หรือ gastrointestinal phase (Despommier 
et al., 1978) เปนระยะที่พยาธิอยูในทางเดินอาหารเพื่อพัฒนาเปนตัวเต็มวัย พยาธิพรอมที่จะผสม
พันธุภายใน 30 - 34 ชั่วโมงหลังจากโฮสตไดรับตัวออนระยะติดตอเขาไป พยาธิเพศเมียเหลานี้จะ
ใหตัวออนเปนจํานวนมาก พยาธิตัวเมียตัวหนึ่งจะสามารถออกลูกเปนตัวออน (viviparous) ใน
วันที่ 5 หลังจากผสมพันธุ พยาธิตัวเมีย 1 ตัวอาจใหตัวออนมากถึง  500 –1,500 ตัว กอนที่พยาธิ
ตัวเต็มวัยบางสวนจะถูกกําจัดออกโดยระบบภูมิคุมกันของโฮสต ตัวออนแรกเกิดของพยาธิจะไช
เขาสูเนื้อเยื่อไดหลายตําแหนงผานทางการไหลเวียนของน้ําเหลือง และเขาสูกระแสเลือดไดผาน
ทางหลอดเลือดขนาดเล็กเพื่อเขาสูเสนใยกลามเนื้อตัวออนพยาธิจะเขาไปฝงตัวอยูในกลามเนื้อ
โดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเนื้อลายบริเวณที่มีออกซิเจนไปหลอเลี้ยงในปริมาณสูง โดยตัวออนพยาธิ
ใชเอนไซมบางชนิดในการไชเขาสูเซลลกลามเนื้อของโฮสตซึ่งปจจุบันยังไมทราบกลไกที่แนชัด 
(Gottstein et al., 2009) เซลลกลามเนื้อลายของโฮสตจะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปเปนเซลล
เนิรส (nurse cell) ซึ่งจะมีลักษณะคลายซีสตหรือแคปซูล ตัวออนของพยาธิจะพัฒนาตัวเองอยู
ภายใตแคปซูลโดยไมมีการลอกคราบ พยาธิตัวออนแรกเกิดจะพัฒนาเปนตัวออนระยะติดตอ
ภายใน 15 วัน พยาธิในระยะนี้สามารถดํารงชีวิตอยูภายในโฮสตไดเปนระยะเวลานานจนกวาจะมี
โฮสตตัวใหมซึ่งอาจจะเปนสัตวปา (sylvatic host) หรือสัตวเลี้ยง (domestic host) เชน สุนัข
จิ้งจอก หมูปา หนู ฯลฯ  มากินตัวออนในระยะติดตอ ตอไป 

ตัวออนสามารถอยูในรางกายมนุษยไดนานมากกวา 40 ป (FrÖscher et al., 1988) ระยะ
ที่ตัวออนอยูในกลามเนื้อลายนี้อาจเรียกไดอีกชื่อหนึ่งวา ระยะ hypobiotic stage, parenteral 
phase หรือ muscular phase ซึ่งมีความสําคัญในแงของระบาดวิทยาเนื่องจากเปนระยะติดตอ
และเปนระยะที่ใชในการตรวจวินิจฉัยในโรงฆาสัตว วงชีวิตของพยาธิมีความสัมพันธกันทั้งสัตว
เลี้ยงเพื่อการบริโภคและสัตวปาจากการกินเนื้อสัตวที่มีพยาธิระยะติดตอที่อยูในกลามเนื้อลายของ
โฮสต วงชีวิตแสดงดังรูปที่ 5 
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รูปที่ 5 วงชวีติพยาธ ิT. spiralis 
 

2.3 ระบาดวิทยาของพยาธิ T. spiralis ในระดับโลก 

องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties, OIE) ได
จัดโรค trichinellosis ไวเปนโรคสัตวสูคนที่ควรเฝาระวังและมีความสําคัญเชิงสาธารณสุขในหลาย
ประเทศ ดังจะเห็นไดจากรายงานการระบาดในหลายภูมิภาคทั่วโลก จากรายงานการระบาดของ
พยาธิในสกุล Trichinella  พบวาทวีปยุโรปมีการระบาดของโรคมากเปนอันดับหนึ่ง โดยมีทวีป
เอเชีย ทวีปแอฟริกา ทวีปอเมริกาและทวีปออสเตรเลียเปนอันดับสอง สาม สี่และหา ตามลําดับ 
จากรายงานในอดีตพบวาพยาธิ  T. spiralis เปนสาเหตุของการระบาดมากที่สุด  T. spiralis 
ระบาดมากในเขตอบอุนและเขตรอนและมีโฮสตที่สําคัญ (predominant host) คือ สุกรและสุกร
ปา (Pozio, 2007a) สถานการณการระบาดของพยาธิ Trichinella แตละชนิดในทวีปตางๆ ทั่วโลก
แสดงในรูปที่ 6 และ รูปที่ 7 
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2.3.1  ทวีปยุโรป 

 เขตการระบาดของพยาธิในทวีปยุโรป ไดแก ประเทศเอสโทเนีย (Pozio et al., 1998) 
ประเทศโครเอเชีย (Marinculic et al., 2001) ประเทศฟนแลนด (Oivanen et al., 2002) ประเทศ
อิตาลี (Pozio and Murrell, 2006)  ประเทศลิธัวเนีย (Malakauskas et al., 2007) ประเทศลัตเวีย 
(Pozio, 2007b) ในประเทศโปแลนดมีรายงานวาสาเหตุหลักของการระบาดของโรคเกิดจากการ
บริโภคเนื้อสุกรที่เล้ียงแบบปลอยหลังบานและมีการระบาดเกิดขึ้นเปนประจําทุกป พบรายงาน
ผูปวยตั้งแต 15 รายไปจนถึง 100 รายตอป (Ramisz et al., 2001) เชนเดียวกับในประเทศฝรั่งเศส
ที่พบวามีการระบาดของพยาธิเปนประจําทุกปตั้งแตป ค.ศ. 1975 เปนตนมา (Pozio, 2007b)  

2.3.2   ทวีปเอเชีย 

จากการศึกษาการระบาดของพยาธิ T. spiralis ในทวีปเอเชีย ประเทศที่มีรายงานการ
ระบาดของ T. spiralis ไดแก ประเทศไทย (Boonthanom and Nawarat, 1963; Kaewpitoon et 
al., 2006) ประเทศเกาหลีใต (Sohn et al., 2000) ประเทศตุรกี (Pozio and Zarlenga, 2005)   
ประเทศลาว (Sayasone et al., 2007) ประเทศเวียดนาม (Pozio, 2007b) ในประเทศจีนโรค 
trichinellosis เปนโรคสัตวสูคนที่มีความสําคัญอยางมากเนื่องจากมีรายงานการเสียชีวิตและการ
ระบาดของโรคนี้เปนประจําทุกป การเพิ่มจํานวนประชากรอยางรวดเร็วตลอดจนการอพยพยายถิ่น
ฐานของชาวจีนในภาคกลางจํานวนมากสูภาคตะวันตกของประเทศทําใหมีความตองการเนื้อสุกร
เพื่อการบริโภคมากขึ้น การขนสงเนื้อสุกรจากภาคกลางซึ่งเปนเขตระบาดที่สําคัญของพยาธิ         
T. spiralis สูภาคตะวันตกจึงเปนสาเหตุสําคัญของการระบาดในปจจุบัน (Wang et al., 2007) 

2.3.3 ทวีปแอฟรกิา 

ประเทศที่มีรายงานการระบาดของ T. spiralis ไดแก ประเทศอียิปต ประเทศอัลจีเรีย 
พบวาประเทศที่นับถือศาสนาอิสลามมักจะมีการระบาดของพยาธินอยเนื่องจากชาวมุสลิมมักจะ
ไมรับประทานเนื้อสุกรและการเกิดโรคในมนุษยจึงมักเกิดกับนักทองเที่ยวที่เปนชาวตางชาติ
(Pozio, 2007b) 
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2.3.4 ทวีปอเมริกา 

การระบาดในทวีปอเมริกา ไดแก ประเทศเม็กซิโก (Arriaga et al., 1995) ประเทศ
แคนาดา (Appleyard et al., 1998) ประเทศชิลี (Ortega-Pierres et al., 2000) นอกจากนี้
ประเทศอารเจนตินามีรายงานการระบาดของโรคในมนุษยและในสัตวเปนประจําทุกป (Ribichich 
et al., 2005) ในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาสาเหตุการระบาดของพยาธิมักมีสาเหตุจากการที่
ผูปวยรับประทานเนื้อสุกรที่มาจากฟารมที่ไมไดมาตรฐาน (Nelson et al., 2003) ปจจุบันประเทศ
สหรัฐอเมริกามีการทดลองนํารอง Trichinae Certification Program เพื่อทําฟารมปลอดพยาธิ 
Trichinella ในฟารมสุกรมากกวา 50 ฟารมทั่วประเทศ นอกจากนี้สหรัฐอเมริกายังไดทําขอตกลง
ทางกฎหมายกับประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ประเทศรัสเซีย ประเทศญี่ปุนและอีกหลายประเทศ
เพื่อใหมีการตรวจคัดกรองเนื้อสุกรและผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรกอนการสงออกดวยวิธีการยอย
เทียม (Pozio, 2007b) 

2.3.5   ทวีปออสเตรเลีย 

ประเทศปาปวนิวกินีและประเทศออสเตรเลียไมพบรายงานการระบาดของพยาธิ             
T. spiralis แตพบรายงานการระบาดของพยาธิ Trichinella ชนิดอื่น เชน T. pseudospiralis ใน
เกาะทัสมาเนีย และ T. papuae  ในขณะที่ประเทศนิวซีแลนดพบการระบาดของพยาธิ T. spiralis 
สาเหตุของการระบาดเกิดจากการอพยพยายถิ่นฐานของชาวยุโรปและการบริโภคเนื้อสุกรที่เลี้ยง
แบบปลอยหลังบาน (Pozio, 2007b)  
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รูปที่ 6   เขตการระบาดของพยาธิในสกุล Trichinella; T.  spiralis (Tsp),  
           T. pseudospiralis จากทวีปอเมริกาเหนือ (TpsN), T. pseudospiralis จากทวีปยโุรป    
              และทวีปเอเชีย (TpsP), T. pseudospiralis จากเกาะทัสมาเนียในทวีปออสเตรเลีย    
              (TpsA), T. papuae (Tpa) และ T. zimbabwensis (Tzi) (Gottstein et al., 2009) 

 
รูปที่ 7  เขตการระบาดของพยาธิ ในสกุล Trichinella; T. nativa (Tna), T. britovi (Tb), 

T. murrelli (Tm), T.  nelsoni (Tne), T. genotype T6 (T6), Trichinella genotype T8   
(T8) และ T. genotype T9 (T9) (Gottstein et al., 2009) 
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2.4 ระบาดวทิยาของพยาธิ T. spiralis ในประเทศไทย 

ประเทศไทยมีรายงานการระบาดของพยาธิในสกุล Trichinella  3 ชนิดคือ T. spiralis 
(Boonthanom and Nawarat, 1963), T. pseudospiralis (Jongwutiwes et al, 1998)  และ T. 
papuae (Khumjui et al., 2008) พยาธิในสกุล Trichinella ชนิดที่มีความสําคัญที่สุดในประเทศ
ไทยคือพยาธิ T. spiralis เนื่องจากมีรายงานพบการระบาดอยางตอเนื่องนับต้ังแตพบรายงาน
ผูปวยโรค trichinellosis ในประเทศไทยเปนครั้งแรกที่อําเภอแมสะเรียง จังหวัดแมฮองสอนในป 
พ.ศ. 2505 สาเหตุเกิดจากผูปวยบริโภคเนื้อสุกรที่ไมผานการปรุงสุก (Boonthanom and 
Nawarat, 1963) การระบาดของพยาธิ T. spiralis พบไดบอยที่สุดในสัตวเล้ียง เชน สุกรและสุนัข 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย ดังแสดงในแผนที่แสดงรายงานการระบาด
โรค trichinellosis ในประเทศไทย (รูปที่ 8) สาเหตุจากการบริโภคเนื้อสุกรที่ซื้อมาจากชาวเขาและ
นํามาปรุงอาหาร เชน ลาบ หลูหรือแหนม โดยมีการระบาดอยางตอเนื่องมาเปนประจําทุกปจนถึง
ปจจุบัน พบวาเพศชายมีอัตราการปวยมากกวาเพศหญิง โดยมีสาเหตุหลัก คือ การบริโภคเนื้อสุกร 
และสุกรปาที่ปรุงไมสุก (Kaewpitoon et al., 2006)  
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รูปที่ 8 จังหวดัที่มีรายงานการระบาดโรค trichinellosis ในประเทศไทยป พ.ศ. 2505-2548  
            (Kaewpitoon et al., 2006) 
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2.5 การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธ ิT. spiralis 

การเกิดพยาธิสภาพตางๆ เปนผลเนื่องมาจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันใน
รางกายโฮสตตอสารกอภูมิคุมกันหรือแอนติเจนจากพยาธิ ระบบภูมิคุมกันของโฮสตจะชวยลด
ปริมาณตัวออนของพยาธิในกลามเนื้อ ความสามารถในการเคลื่อนที่ของพยาธิตัวเต็มวัยในขณะที่
อยูในระบบทางเดินอาหาร รวมถึงลดความสามารถในการสืบพันธุของพยาธิตัวเต็มวัย 
(Takahashi et al., 1997) การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิ T. spiralis  มี 2 
ชนิด คือ การตอบสนองของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (cell mediated immune responses) และ
การตอบสนองของภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (antibody responses) จะกลาวถึงชนิดของแอนติเจน
เเละการตอบสนองระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิ T. spiralis โดยสังเขป ดังนี้ 

2.5.1 แอนติเจน 

จากการศึกษาแอนติเจนจากพยาธิ T. spiralis พบวา ตัวออนในแตละระยะมีแอนติเจนที่
มีความจําเพาะ (developmental stage specific antigen)ในระหวางที่พยาธิ T. spiralis ลอก
คราบจะเกิดกระบวนการไกลโคไซเลชั่น (glycosylation) ซึ่งเปนกระบวนการที่มีการใชเอนไซมใน
การเชื่อมตอกลุมคารโบไฮเดรตหรือ saccharides เพื่อสรางเปนสายยาวและนําไปเชื่อมตอกับ
องคประกอบอื่นๆเชน โปรตีน  การตอสาย polysaccharides กับสายโพลีเปปไทดเปาหมาย
เพื่อใหโปรตีนที่สรางขึ้นมาใหมทําหนาที่ที่แตกตางกันไป ดังนั้นแอนติเจนในแตละระยะของพยาธิ
จึงมีการเปลี่ยนแปลงไปในแตละครั้งที่มีการลอกคราบเกิดขึ้น ทําใหแอนติบอดีของโฮสต และมีการ
ตอบสนองแบบ biphasic ทําใหสามารถแบงแอนติเจนของพยาธิในระยะติดตอออกเปน 2 กลุม 
ดังนี้ แอนตเิจนกลุมแรกสามารถพบไดใน cuticle inner layers, hemolymph, embryonic 
sheath, hypodermal gland, genital primordium, exocrine granules ในระบบสืบพันธุของ
พยาธิ สามารถตรวจพบแอนติเจนกลุมแรกนี้ไดหลังจากโฮสตไดรับพยาธิในระยะติดตอโดยการกิน
ไปอยางนอย 2 สัปดาห แอนติเจนกลุมนี้จึงจัดอยูในกลุมที่ตอบสนองเร็ว (rapid-responding 
group) กลาวคือ พยาธิมีการสรางแอนติเจนกลุมนี้ออกมาไดเร็ว แอนติเจนกลุมนี้มีสวนของโปรตีน
แอนติเจนที่มีองคประกอบของฟอสโฟริลโคลีน (phosphorylcholine) ซึ่งพบไดในพยาธิหลายชนิด 
(Takahashi, 1997;  Appleton and Romaris, 2001)  (รูปที่ 9) ดังนั้นแอนติเจนในกลุมนี้จึง
สามารถพบไดมากในแอนติเจนสกัดหยาบเนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมแอนติเจนจะบดพยาธิ
ทั้งตัวเพื่อเก็บโปรตีนที่ละลายน้ํามาใชในตรวจวินิจฉัยหรือการศึกษา 
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      รูปที่ 9 ตําแหนงของ phosphorylcholine เมื่อยอม immunohistochemical staining  
                   (สีชมพู) อยูใน hypodermis และ genital primordium ของตัวออนระยะติดตอพยาธิ    
                 T. spiralis (Appleton and Romaris, 2001) 
 

 แอนติเจนจากตัวออนพยาธิสกัดหยาบจึงมีองคประกอบของแอนติเจนในกลุมแรกอยูมาก
จึงสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาขามกับแอนติบอดีของผูปวยที่ติดพยาธิฟลาเรีย เชน Onchocerca 
spp. และพยาธิใบไมในเลือด Schistosoma mansoni (Linder et al., 1992) แอนติเจนในกลุมนี้
จึงมีความจําเพาะต่ํา ในขณะที่แอนติเจนอีกกลุมหนึ่งพบไดที่ผิวของพยาธิตัวออน  แกรนูลใน
หลอดอาหารชนิดสทิซโคโซม (stichosome) เซลลลอมรอบหลอดอาหารรูปวงแหวนหรือเซลล 
stichocytes แบงไดเปน 4 ชนิด คือ alpha, beta, gamma และ delta  (Takahashi and Araki, 
1989) ซึ่งโปรตีนแอนติเจนที่อยูในสารคัดหลั่งของพยาธิจะถูกเก็บไวที่เซลล stichocytes ชนิด 
alpha, beta และ gamma รวมถึงชองวางของระบบทางเดินอาหารของพยาธิตัวออน เนื่องจากไม
มีการสังเคราะหโปรตีนเกิดขึ้นในชองวางของระบบทางเดินอาหารและ ที่ผนังลําตัวชั้นคิวติเคิล 
(cuticle surface) จึงสรุปไดวาแอนติเจนกลุมนี้สรางมาจากหลอดอาหารชนิด stichosome ของ
พยาธิ แอนติเจนกลุมนี้จะพบไดในสิ่งที่พยาธขิับถายออกมารวมถึงสารคัดหลั่งตางๆ  

แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิจะสามารถตรวจพบไดหลังจากไดรับพยาธิไปแลว 4 
สัปดาหจงึจัดอยูในกลุมของแอนติเจนที่มกีารตอบสนองตอบชา (slow-responding group) จาก
การศึกษาตอมาพบวาแอนติเจนที่ไดจากจากสารคัดหลั่งของตัวออนพยาธิระยะกอนและหลงัการ
สรางแคปซูลมคีวามสามารถในการเปนแอนติเจนที่แตกตางกนั (antigenic difference) การ
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พัฒนาของแคปซูลจะเกิดขึ้นหลังจากพยาธิมีการพัฒนาของหลอดอาหารเกิดขึ้น (Ko and Yong, 
1992) แอนติเจนเหลานี้จะมรูีปแบบการกอภูมิคุมกัน (antigenic profile) ที่มีลักษณะเฉพาะ ทัง้นี้
การตอบสนองทางระบบภูมคิุมกันของโฮสตที่มีตอพยาธ ิ T. spiralis มีความสมัพนัธกับคาตัวแปร
เสริม (parameter) หลายตวั ไดแก ชนิดของโฮสตและลักษณะจําเพาะของพันธกุรรมในสัตวแตละ
ชนิด (MHC และ non- MHC genes) (Bell, 1998) จากการศึกษาของ Appleton และคณะ 
(1991) ดวย immunoblot technique โดยใชโปรตีนสกดัหยาบจากตวัออนพยาธิระยะติดตอพบวา
แอนติเจนที่สําคัญในพยาธ ิ T. spiralis  แบงออกเปน 8 กลุม ไดแก T. spiralis group 1-          
T. spiralis group 8 (TSL-1-TSL-8) โดยพยาธิในระยะติดตอมีแอนติเจน TSL-1 เปนแอนติเจน
กลุมที่เหนี่ยวนําการสรางแอนติบอดีไดดีเนื่องจากเปนแอนติเจนกลุมที่อิพิโทพ (epitope) ที่มี
ความจาํเพาะตอพยาธ ิ Trichinella สูง สามารถทำปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสตัวที่ไดรับพยาธิ 
Trichinella ชนิดอื่นไดดี (NÖckler et al., 2005) และเนื่องจากน้ําตาล tyvelose มโีครงสรางที่ซ้ํา
กันที่ตําแหนงสวนปลายของสายโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide chains) จึงมีปฏิกิริยาของ
แอนติบอดีตอ epitope หลายตําแหนง โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของน้าํตาล β-tyvelose ที่เปน
แอนติเจนที่มลีักษณะจําเพาะของพยาธิวงศทริคูรอยเดีย (Family Trichuroidea) แอนติเจนใน
กลุมของ TSL-1 จึงมีรายงานการศึกษามากที่สุด เนือ่งจากเปนแอนติเจนกลุมทีม่ีประโยชนอยาง
ยิ่งในการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis (Ellis et al., 1997) 

TSL-1 เปนกลุมของแอนติเจนที่ประกอบไปดวยไกลแคน (glycan) ที่มีโครงสรางเปนสาม
และสี่มิติ (tri- and tetrantenary structures)  glycan จะปรากฏในระยะทีพ่ยาธิ T. spiralis ฝงตัว
อยูในกลามเนือ้โดยไมตรวจพบในระยะอืน่และน้าํตาล tyvelose ที่มีสูตรโครงสรางทางเคมี คือ 
3,6-dideoxy-D-arabinohexose  (รูปที่ 10) เปนองคประกอบ 
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 รูปที่ 10 โครงสรางทางชวีเคมีของน้ําตาล CDP- tyvelose (3, 6 dideoxy-D-arabinohexose) 

  (Bolás-Fernandaz and del Corral Bezara, 2006) 

พยาธิจะผลิตโปรตีนตางๆที่มีองคประกอบของแอนติเจนในกลุม TSL-1 และเก็บไวใน
แกรนูลของเซลล stichocytes ของตัวออนระยะติดตอ (Ortega-Pierres et al., 1996; Romaris et 
al 2002)  องคประกอบของสารคัดหลั่งและสิ่งขับถายของตัวออนที่ฝงตัวอยูในกลามเนื้อประกอบ
ไปดวยโปรตีนหลายชนิด (Ellis et al., 1994)และแพรกระจายออกมาจากแกรนูลของ stichocytes 
จึงสามารถพบแอนติเจนกลุม TSL-1 ไดมากในสารคัดหลั่งและสิ่งขับถายตัวออนของพยาธิโดย
พยาธิจะขับโปรตีนออกมาจากเซลล stichocytes รวมถึงผนังชั้น cuticle ของตัวออน (Denkers et 
al., 1990; Appleton and Romaris, 2001) (รูปที่ 11)  
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       รูปที่ 11 ตําแหนงของน้ําตาล tyvelose เมื่อยอม immunohistochemical staining (สีชมพู)  
                      อยูในเซลล stichocytes และผนังชั้น cuticle ของตัวออนระยะติดตอพยาธิ             
                    T.  spiralis (Appleton and Romaris, 2001) 

จากการศึกษาของ Lee และคณะ (1991) พบวาแอนติเจนจากเซลล stichocytes 
(น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 43-45 kDa) อยูในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) และนิวคลีโอพลาสซึม 
(nucleoplasm) ของเซลลโฮสตและทําหนาที่เหนี่ยวนําใหมีการสรางและมีการคงอยูของ nurse 
cell หลังจากนั้นตัวออนพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอจะสรางและสงโปรตีนแอนติเจนออกไปนอก
แคปซูลอีกครั้งกอนที่โปรตีนบางสวนจะถูกดูดซึมกลับมายังผนังชั้น cuticle และแกรนูลที่อยู
ภายในเซลล stichocytes ดังนั้นแอนติเจนจากผนังชั้น cuticle และแอนติเจนจากแกรนูลที่อยู
ภายในเซลล stichocyte ของพยาธิจึงมีบางสวนที่มีคุณสมบัติของแอนติเจนรวมกัน (share 
antigenicity) Robinson (2005) ศึกษาชนิดของโปรตีนเพิ่มเติมดวยวิธีการแยกสายโพลีเปปไทต
บนเจลโดยใช two-dimensional gel electrophoresis (2 DE) ของแอนติเจนจากสารคัดหลั่ง
พยาธิ โปรตีนชนิดหลักที่ถูกขับออกมาใน 6 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงพยาธิระยะติดตอในอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีน้ําหนักโมเลกุลระหวาง 40–60 kDa ตอมาพยาธิจึงขับโปรตีนหลายชนิดออกมามากขึ้น
พบวาโปรตีนชนิดที่ถูกขับออกมาภายหลังมีน้ําหนักโมเลกุลอยูที่ระหวาง 15-40 kDa จาก
การศึกษาพบวาองคประกอบหลักที่พยาธิ T. spiralis ขับออกมานอกจากจะมีโปรตีนกลุม TSL-1 
ยังพบวามีเอนไซม 5’-nucleotidase   ชนิดของโปรตีนที่เปนองคประกอบหลักของ TSL-1  คือ 
gp43/gp38, 45 kDa และ TspSP-1 serine protease สามารถระบุชนิดโปรตีนจากสารคัดหลั่ง
ของพยาธิ T. spiralis ได และจากขอมูลของการทําชีวสารสนเทศ (Bioinformatic analysis) ระบุ
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วาสายโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 45 kDa เปนกลุมของเอนไซมที่มีคุณสมบัติเปน serine 
proteases (TspSP-1) ซึ่งมีหลาย isoform เนื่องจากพบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลเทากันแตตาง
ตําแหนงบนเจลเมื่อการเปลี่ยนแปลงคา pI  (Robinson et al., 2005) จากการศึกษาของ Romaris 
และคณะ (2002)  พบวา TspSP-1 มี  4 N-glycosylation sites  

TspSP-1ของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอประกอบไปดวย  2 serine protease 
domains แตมีเพียง domain เดียวเทานั้นที่สามารถทําหนาที่ได เพราะการสังเคราะห multi-
domain serine proteases โดยทั่วไปจะมีความคลายคลึงกับการสังเคราะห membrane-bound 
proteins ซึ่งจะตองผานกระบวนการเรงปฏิกิริยา (catalyses)  ใหอยูในรูปโปรตีนที่สามารถทํางาน
ได หนาที่ของ TspSP-1  ยังไมเปนที่ทราบกันดีแตสันนิษฐานวามีบทบาทในการลอกคราบของ
พยาธิ (Trap et al., 2006) โปรตีนในกลุม TSL-1 จึงมีประโยชนมากในการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis ชนิดเรื้อรังดวยวิธีทางซีรัมวิทยาทั้งในมนุษยและสัตวเพราะแอนติบอดีของโฮสตจะ
สามารถทําปฏิกิริยาตอโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 43-68 kDa ในระยะทายของการติดเชื้อ 
(Denkers et al., 1991)  การแยกชนิดของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิพบวาโปรตนีที่น้ําหนัก
โมเลกุลและคา pI ที่ตางกันของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ T. spiralis ในปจจุบัน สรุปได
ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ชนิดของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอเมื่อแยกดวย 2    
                 DE (Robinson et al., 2005; Robinson et al., 2007) 

 

ชนิดโปรตีน 
GenBank accession 

number น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa)/ คา pI 

serine protease AY028974 48/6.33 

gp43 M95499 38/5.95 

45 kDa antigen U01847 31/4.76 

5’-nucleotidase AY127571 62/6.13 

ORF9.10 U88241 47.6/5.16 

 

2.5.2 การตอบสนองของภูมิคุมกันชนดิพึ่งเซลล  

จากการศึกษาของ Walls (1973) พบวากลุมเซลลอักเสบ เชน นิวโทรฟล (neutrophil)    
โมโนนิวเคลียรเซลล (mononeuclear cell) ไดแก โมโนไซต (monocyte) และมาโครฟาจ 
(macrophage) จะเขามาลอมรอบ nurse cell ใน T lymphocyte deficient mice สามารถอธิบาย
ไดวาเซลลเหลานี้มีการทํางานรวมกันในภาวะที่โฮสตมีการติดเชื้อที่กลามเนื้อ โดยกลุมของเม็ด
เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต (lymphocyte) ที่มีลักษณะจําเพาะคือ มี T cell receptor ทําหนาที่
เหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบตั้งแตพยาธิตัวออนแรกเกิดไชเขาสูเซลลกลามเนื้อและเหนี่ยวนําใหมี
การเพิ่มข้ึนของไซโตคายน (cytokine) ชนิดตางๆ ไดแก IL-4 (Li and Ko, 2001) IL-5, IL-10,      
IL-13 และ IFN-gamma (Beiting et al., 2007) ในผูปวยโรค trichinellosis พบวา mononeuclear 
cell มีความสามารถในสราง cytokine IFN-g, IL-10 และ IL-5 และยังคงความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนเซลลเพื่อตอบสนองตอเชื้อไดนานมากกวา 3 ปหลังจากไดรับเชื้อ (Gòmez-Morales et al., 
2002) 
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การเพิ่มข้ึนของระดับภูมิคุมกันของโฮสตระหวางที่พยาธิ T. spiralis อยูในกลามเนื้อจะ
สัมพันธกับอาการทางคลินิกที่สําคัญ ไดแก กระบวนการอักเสบ (Beiting et  al., 2004)  เซลลเม็ด
เลือดขาวจํานวนมากเขามาอยูรอบๆเซลลกลามเนื้อที่มีตัวออนของพยาธิอาศัยอยูตลอดเวลา (รูป
ที่ 12) และกระตุนใหเกิดภาวะอกัเสบ แตการอักเสบที่เกิดขึ้นไมมีนัยสําคัญตอการตอตานพยาธิทํา
ใหรางกายไมสามารถกําจัดตัวออนพยาธิที่อยูในกลามเนื้อออกไปได T. spiralis  (Fabre et al., 
2009) 
 

 
รูปที่ 12 เซลลเม็ดเลือดขาวเขามารวมอยูรอบ nurse cell ของ T. spiralis จากอทิธิพล ของ IL-10    
              (Fabre et al., 2009) 

2.5.3 การตอบสนองของภูมิคุมกันชนดิสารน้าํ  

ชนิดของแอนติบอดีในกระแสเลือดที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ   ในระหวางที่ติดพยาธิ      
T. spiralis ไดแก IgG1, IgG2 (Almond and Parkhouse, 1986) และ IgE (Zakroff et al., 1989) 
ปริมาณของ IgG1 และ IgE ที่สูงขึ้นในระหวางการปวยดวยโรค trichinellosis ชนิดเรื้อรังเกิดจาก
การตอบสนองตอการทํางานของ T  helper-2 cell (Beiting et al., 2007) จากการศึกษาในสุกร
การตอบสนองของเเอนติบอดีในสุกรตอพยาธิ T. spiralis  พบวาบริเวณเยื่อเมือกในลําไสมีการ
สรางทั้ง IgG1 และ Ig A  สามารถตรวจพบ IgG1 ไดเปนครั้งแรกที่เยื่อเมือกของลําไสเล็กในวันที่ 
15 หลังจากที่ไดรับพยาธิในระยะติดตอ ในขณะที่แอนติบอดีในซีรัมจะตรวจพบไดเปนครั้งแรกใน
วันที่ 20 หลังจากที่ไดรับพยาธิในระยะติดตอ ทําใหสันนิษฐานไดวาระบบภูมิคุมกันของโฮสตมีการ
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สรางแอนติบอดีแบบเปนลําดับข้ันหรืออาจกลาวไดวามีการแพรกระจายของแอนติบอดีจากเยื่อ
เมือกของลําไสไปยังกระแสเลือด แอนติบอดีจะถูกเหนี่ยวนําใหสรางออกมาทั้งในระยะตนและ
ระยะตอมาของการติดพยาธิ จากการศึกษา Isotype analysis ของแอนติบอดีพบวาระดับของ 
IgG1 และ IgG2  ที่จําเพาะจะเพิ่มข้ึนในเยื่อเมือกของลําไสในระหวางที่มีการติดพยาธิรวมกับมี 
IgG1 อยูในระดับสูงอยางมีนัยสําคัญ (Picherot  et al., 2007) 

2.6 อาการทางคลินกิของโรค trichinellosis ในมนุษย 

อาการทางคลินิกมักแสดงอาการในมนุษยแตในสัตวที่เปนโฮสตกักเก็บมักไมแสดงอาการ
ทางคลินิกปรากฏใหเห็นนอกจากจะไดรับพยาธิในระยะติดตอเปนจํานวนมาก อาการทางคลินิกมี
ความสัมพันธกันกับปริมาณของตัวออนระยะติดตอที่ไดรับเขาไปและระยะเวลาของการไดรับ
พยาธิเขาไปโดยการกิน การตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis ในมนุษยมักสับสนกับโรคที่เกี่ยวกับ
ระบบกลามเนื้ออ่ืน เนื่องจากมีอาการทางคลินิกที่ปรากฏใหเห็นคลายคลึงกัน (Mahannop et al., 
1992; Gamble et al., 2004) CapÓ และ  Despommier (1996) แบงอาการทางคลินิกที่ปรากฏ
เปน 2 ระยะดังนี้ 

2.6.1 Enteral phase 

ผูปวยมักไมแสดงอาการในระยะแรกหลังจากรับประทานเนื้อสัตวที่มีตัวออนในระยะ
ติดตอของพยาธิหรืออาจแสดงอาการอาเจียนและทองเสียเพียงเล็กนอย อาการทางคลินิกในระยะ
นี้มีสาเหตุมาจากพยาธิตัวเต็มวัยไชเขาทางเยื่อเมือกของลําไสเล็กสวนตน ดังนั้นในสัปดาหแรก
ผูปวยที่ไดรับพยาธิเขาไปในจํานวนมากจะแสดงอาการปวดทองโดยเฉพาะทองตอนบน (upper 
abdomen) รวมกับมีอาการทองเสียหรือทองผูก อาเจียน ออนเพลียและอาจมีไขต่ํา อาการจะ
ปรากฏเปนระยะเวลา 2-3 วัน อาการดังกลาวมีความคลายคลึงกับอาการของโรคในระบบทางเดิน
อาหารอื่น เชน อาหารเปนพิษ หรือติดโรคพยาธิอ่ืน เปนตน จึงเปนสาเหตุใหมีการวินิจฉัยโรค
ผิดพลาดทําใหผูปวยไมไดรับการรักษาอยางถูกตองหรือละเลยอาการเบื้องตนดังกลาวจนกระทั่งมี
การพัฒนาของโรคเขาสูระยะ parenteral phase หรือ systemic phase  
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2.6.2 Parenteral phase 

ระยะเวลาระหวาง 2-6 สัปดาหแรกที่ผูปวยไดรับพยาธิในระยะติดตอเขาไปยังคงอยูในชวง 
enteral phase ผูปวยจะยังคงมีไขสูงเนื่องจากเกิดการตายและการอกัเสบของเซลลกลามเนื้อเปน
ผลทําใหเกิดการสรางแกรนโูลมา (granuloma) และเกดิอาการแทรกซอนทาํใหเกิดอันตรายถงึแก
ชีวิต คือ ภาวะกลามเนื้อหัวใจอักเสบ ปอดอักเสบและอาจมีความเกี่ยวของกับระบบประสาท
สวนกลาง (Andrews et al.,1994) หรือแสดงอาการของโรคระบบอื่นๆโดยขึ้นอยูกับบริเวณที่ตวั
ออนเขาไปสรางแคปซูลอยูในกลามเนื้อ ในผูปวยที่รับประทานตัวออนในระยะติดตอเขาไปมากมกั
เสียชีวิตจากภาวะช็อกจากการแพ (anaphylactic shock) หรือระบบทางเดนิหายใจลมเหลว
เฉียบพลนัเนื่องจากตวัออนไปฝงตัวอยูในกลามเนื้อกระบงัลมเปนจํานวนมาก  

2.7  การรักษาโรค trichinellosis 

ยาที่ใชในการรักษาผูปวยโรค trichinellosis ประกอบไปดวยยาถายพยาธิและยาในกลุม 
สเตียรรอยด (steriod) รวมกับการใหสารน้ําและอิเล็คโตรไลททดแทนที่สูญเสียไปในระยะ enteral 
phase การรักษาดังกลาวเปนเพียงการรักษาเพื่อบรรเทาอาการของโรคเนื่องจากปจจุบันยังไมมี
รายงานการรักษาโรค trichinellosis ที่ไดผลแนนอน เนื่องจากยาไมสามารถออกฤทธิ์ไดโดยตรงกับ
ตัวออนพยาธิระยะที่อยูในแคปซูลได ประสิทธิภาพของการรักษาจึงขึ้นอยูกับความสามารถในการ
ตรวจวินิจฉัยโรคที่ถูกตองและรวดเร็ว ยาถายพยาธิที่นิยมใชไดแก albendazole  (400 mg/วัน 
ทานตอเนื่องเปนเวลา 5 วัน) และ mebendazole (200 mg/วัน ทานตอเนื่องเปนเวลา 5 วัน) ใน
กรณีผูปวยเปนสตรีมีครรภและเด็กควรลดขนาดของยาลงมาที่ 5 mg ตอน้ําหนักตัว 1 kg ทานยา
เปนระยะเวลา 4 วันติดตอกันเพื่อขับพยาธิตัวเต็มวัยออกมาใหไดเร็วที่สุดและลดการฝงตัวของตัว
ออนพยาธิในกลามเนื้อ (CapÓ and  Despommier,1996) 

2.8 การตรวจวินิจฉัยการติดพยาธ ิT.  spiralis ในสกุร 

สาเหตุของโรค trichinellosis ในมนุษยพบวาสาเหตุหลักคือการรับประทานเนื้อสัตวเล้ียง
เพื่อการบริโภคและเนื้อสัตวปา (Pozio, 2007a) โดยเฉพาะอยางยิ่งการบริโภคเนื้อสุกรซึ่งเปนโฮสต
กักเก็บสําคัญของพยาธิ T. spiralis   จากภาวะเศรษฐกิจและสังคมที่มีการเปลี่ยนแปลงอยู
ตลอดเวลารวมถึงจํานวนประชากรที่เพิ่มข้ึนทําใหมีความตองการบริโภคโปรตีนจากเนื้อสัตวและ
การเพิ่มจํานวนสัตวเลี้ยงอยางรวดเร็วทําใหการเฝาระวัง ควบคุมโรค trichinellosis ทําไดไมมี
ประสิทธิภาพเพียงพอ ในอนาคตจํานวนผูปวยโรค trichinellosis จึงมีแนวโนมที่จะมีจํานวนเพิ่ม
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มากขึ้น (Van Knapen, 2000) โรค trichinellosis มีความสัมพันธเกี่ยวของกับสภาวะเศรษฐกิจ
สังคมและสุขอนามัยของผูบริโภคการเกิดการระบาดของโรคจึงสงผลกระทบตอการซื้อขายเนื้อสุกร
และผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรระหวางประเทศ จากรายงานความชุกของพยาธิในสุกรและสัตวปา
เพิ่มข้ึนในหลายประเทศทําใหเพิ่มปจจัยเสี่ยงตอโรค trichinellosis จากการนําเขาเนื้อสุกรเขาสู
ประเทศสมาชิกรวมสหภาพยุโรป (European Union, EU or EC) องคการความปลอดภัยอาหาร
ยุโรป (European Food Safety Authority, EFSA) (Dupouy-Camet, 2000; EC, 2005) จึง
กําหนดเงื่อนไขสําคัญในการสงออกเนื้อสุกรเพื่อจําหนายไปยังประเทศในกลุมสมาชิกใหเนื้อสุกรที่
จะสงออกจะตองปราศจากพยาธิ Trichinella โดยเฉพาะอยางยิ่ง T. spiralis จึงสามารถนําเขา
มายังประเทศกลุมสมาชิกรวมสหภาพยุโรป การตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพจึงมีประโยชนในแง
ของการเพิ่มความปลอดภัยในอาหารและเอื้อประโยชนตอการคาระหวางประเทศ  

ปจจัยสําคัญในการควบคุมโรคจะตองมีการพัฒนาเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยที่มีความ
ไว และความจําเพาะสูง เนื่องจากสุกรมักไมแสดงอาการทางคลินิกปรากฏใหเห็นนอกจากจะไดรับ
พยาธิในระยะติดตอในปริมาณมากจึงทําใหการตรวจคัดกรองเพื่อเฝาระวังโรค trichinellosis จาก
การสังเกตอาการของโรคจึงไมสามารถกระทําไดในเชิงปฏิบัติ การตรวจวินิจฉัยตัวออนระยะติดตอ
ของพยาธิ T. spiralis จึงเปนเครื่องมือสําคัญในการควบคุมการระบาดและเฝาระวังโรค 
trichinellosis (Nöckler et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis ในสุกรแบงออกเปนการ
ตรวจวินิจฉัยทางตรงและทางออม (OIE, 2008) ดังนี้ 

2.8.1 การตรวจวนิิจฉัยทางตรง 

การตรวจวินิจฉัยทางตรงเปนการตรวจหาตัวออนระยะติดตอของพยาธิที่ฝงตัวอยูใน
กลามเนื้อลายของสุกรโดยตรง ความจําเพาะของการตรวจดวยวิธีนี้ขึ้นอยูกับตําแหนงเนื่องจากจะ
พบตัวออนในระยะติดตอมากในบริเวณกลามเนื้อที่ใชออกซิเจนสูง ปริมาณของตัวอยางที่เก็บ 
กรณีที่ตัวออนพยาธิ T. spiralis ฝงตัวอยูในกลามเนื้อจํานวนนอยผูตรวจอาจตรวจไมพบพยาธิ 
รวมถึงวิธีการตรวจจําเพาะที่แตกตางกันจะสงผลตอความไวและความจําเพาะที่แตกตางกัน การ
ตรวจวินิจฉัยโดยตรงมีความแมนยําสูงแตก็ยังมีขอจํากัดอยูมากเนื่องจากใชเวลาในการตรวจ วิธีนี้
มีความไวที่ตัวออนพยาธิประมาณ 1 - 3 ตัวตอเนื้อเยื่อตัวอยาง 1 กรัม (g) (Larvae per gram, 
LPG) จึงมีความไวต่ําในกรณีที่มีพยาธิตัวออนอยูในกลามเนื้อจํานวนนอย และตองอาศัยความ
ชํานาญในการตรวจหาแคปซูลหรือซีสตของพยาธิที่อยูในกลามเนื้อลาย ในกรณีที่มีการระบาดของ
พยาธิขนาดของตัวอยางที่เก็บอาจตองเพิ่มปริมาณขึ้นเปน 5 g เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจ
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วินิจฉัย  การเก็บตัวอยางในการตรวจวินิจฉัยเฝาระวังโรคในสัตวที่ยังมีชีวิตอาจทําไดยาก 
เนื่องจากการเก็บตัวอยางควรเก็บในบริเวณที่พยาธิชอบเขาไปอาศัยอยู (site of predilection) ซึ่ง
จะแตกตางไปตามชนิดของโฮสต ในสุกรตําแหนงที่ใชในการเก็บตัวอยาง ไดแก ลิ้น บริเวณสวนขั้ว
กระบังลมและกลามเนื้อแกม (Forbes and Gajadhar, 1999)  สุกรปา ไดแก กลามเนื้อขาหนา
และกลามเนื้อสวนขั้วกระบังลม ในกรณีของโฮสตที่ยังไมมีรายงานมากอนวาพยาธิชอบเขาไปอยูที่
ตําแหนงใด เเนะนําใหเก็บล้ินหรือกลามเนื้อกระบังลม ในกรณีที่ไมสามารถเก็บตัวอยางในบริเวณ
ที่ตองการไดอาจจะตองเพิ่มปริมาณของตัวอยาง โดยอาจเก็บตัวอยางที่ปริมาณมากกวา 100 g 
(Gamble et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยทางตรง มีดังน ี้ 

2.8.1.1 วิธกีารกดเนื้อเยื่อ (Compression method)  

การใชแผนกระจก 2 แผนสําหรับกดเนื้อเยื่อหรือ compressorium (รูปที่ 13) กด 
เนื้อเยื่อใหเปนแผนบางเพื่อตรวจหาตัวออนของพยาธิที่ฝงตัวอยูแคปซูล โดยใชกลองจุลทรรศนแสง
สวางหรือ trichinoscope ซึ่งเปนกลองที่ออกแบบมาเพื่อการตรวจพยาธิ T. spiralis โดยเฉพาะ 
(รูปที่ 14) เพื่อตรวจหาตัวออน ใชตัวอยางเนื้อเยื่ออยางนอย 1 g หรืออยางนอย 0.05 g วิธีนี้
สามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละ 1 ตัวอยาง ทําใหเสียเวลาและแรงงานคอนขางมาก ความไวใน
การตรวจวินิจฉัยต่ํากวาวิธียอยเทียม การตรวจวินิจฉัยโดยการกดเนื้อเยื่อใหเปนแผนบางยังไม
เ หมาะ ในกา รต ร วจวิ นิ จ ฉั ยพยาธิ  Trichinella ชนิ ดที่ ไ ม มี ค อลลา เ จนแคปซู ล  เ ช น                        
T. pseudospiralis, T. zimbubwensis และ T. papuae เปนตน เนื่องจากสังเกตเห็นพยาธิไดยาก
ในกลามเนื้อโฮสต จากขอจํากัดนี้ทําใหวิธีการกดเนื้อเยื่อเพื่อตรวจหาพยาธใินระยะติดตอโดยตรง
ไมเปนที่ยอมรับของคณะกรรมการนานาชาติวาดวยเรื่องโรค trichinellosis (International 
Commission on Trichinellosis, ICT), OIE หรือ EU ในการตรวจคัดกรองการติดพยาธิ 
Trichinella ในปจจุบัน (Gajadhar et al., 2009) 
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รูปที่ 13  แผนกระจก 2 แผนสําหรับกดเนือ้เยื่อหรือ Compressorium 
 

 
 

รูปที่ 14 Trichinoscope 
 
 
 
 



 30

2.8.1.2 การยอยเทียม (Artificial digestion method) 

การตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติการนิยมใชวิธียอยเทียม (Dennis, 1970) เนื่องจากเปนวิธี
ที่มีความไวสูง (Gajadhar and Forbes, 2001) การตรวจวินิจฉัยดวยวิธีนี้เลียนแบบการยอยใน
ธรรมชาติ น้ํายอยเทียมประกอบไปดวย 0.5 - 1% เปปซินและ 1% กรดไฮโดรคลอริก ระยะเวลา
ยอยแปรผันไปตั้งแตอยางนอย 30 นาทีจนถึงหลายชั่วโมงขึ้นกับปริมาณสัดสวนของน้ํายอยเทียม
ตอตัวอยางที่ใช อุณหภูมิที่ใชในการยอยอยูในระหวาง 37  องศาเซลเซียส (oC) ไปจนถึง            
44 - 46 oC น้ํายอยเทียมจะยอยเนื้อเยื่อรอบๆและแคปซูลของพยาธิออกเหลือแตตัวออนระยะ
ติดตอที่สามารถสังเกตไดงายภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางหรือกลองสเตอริโอ การยอยเทียม
สามารถทําไดคร้ังละหลายตัวอยาง ตัวอยางละอยางนอย 1 g โดยการยอย 1 คร้ัง สามารถตรวจ
ตัวอยางไดมากถึง 100 ตัวอยาง การยอยเทียมสามารถประยุกตกับเทคนิคการเก็บตัวออนตางๆได 
เชน การยอยเทียมรวมกับการแยกดวยกรวยสองชั้น (The double separatory funnel method)  
(รูปที่ 15) การยอยเทียมรวมหลายตัวอยางรวมกับการทําใหตกตะกอน (OIE, 2008) 

 

                               
รูปที่ 15 การเก็บตัวออนพยาธิ T. spiralis  ระยะติดตอดวย Double separatory               

 funnel method  
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ปจจุบันการยอยเทียมแบบ magnetic stirrer method เปนวิธีการที่ใชกันอยางแพรหลาย
และเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard method) ในการตรวจวินิจฉัย T. spiralis ในสัตว แตใน
กรณีที่มีการระบาดของโรคการตรวจวินิจฉัยดวยการยอยเทียมยังตองการการตรวจยืนยันโรคใน
แตละตัวอยางซ้ําอีกครั้ง (Gajadhar et al., 2009) 

2.8.1.3 วิธกีารตรวจวินิจฉยัดวยวิธีทางอณูชีววิทยา 

สําหรับวธิีการตรวจวินิจฉัยดวยวธิีทางอณชูีววทิยาใชในการระบุชนิดและจีโนไทป  
(genotype) ของพยาธิในสกุล Trichinella กันอยางแพรหลายในหองปฏิบัติการทั่วโลก เชน 
restriction fragment length polymorphisms (RFLP) (Zarlenga et al., 1991) random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) (Wu et al, 1999) วิธีการอื่นๆที่มีความไวสูงและ
ความจําเพาะไดแกดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสหรือพีซีอาร (polymerase chain reaction-
PCR) (Rombout et al., 2001; Gasser et al., 2004) ซึ่งสามารถตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิไดแม
จะมีตัวออนอยูในกลามเนื้อในปริมาณนอย PCR จึงเปนวิธีการตรวจวินิจฉัยพยาธิ Trichinella ที่มี
ความไวและความจําเพาะสูง สามารถตรวจไดแมวาจะมีพยาธิเพียงแคตัวเดียวและเปนวิธีการใช
ในการแยกชนิดของพยาธิ Trichinella ที่มีความเหมาะสมมากที่สุดเนื่องจากไมสามารถจําแนก
ชนิดของพยาธิไดจากการศึกษากายรูปวิทยาได เทคนิค PCR ใชตรวจหาดีเอ็นเอ (DNA) หรืออาร
เอ็นเอ (RNA) ของพยาธิ Trichinella มีประโยชนในการตรวจวินิจฉัยผูปวยที่ถูกกดระบบภูมิคุมกัน
หรือในกรณีที่ไมมั่นใจในผลการตรวจวินิจฉัยอื่นๆ ปจจุบันมีการตรวจวินิจฉัยดวย multiplex PCR 
ซึ่งมีความไวสูง (Zarlenga et al., 1999) ตลอดจนการใช real-time PCR (Atterby et al., 2009)  

2.7.2 การตรวจวนิิจฉัยทางออม 

การตรวจวินิจฉัยทางออมเปนการตรวจการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางซีรัมวิทยาเพื่อตรวจ 
แอนติบอดีชนิดที่จําเพาะตอแอนติเจนจึงมีความไวสูงกวาการตรวจวินิจฉัยทางตรงในกรณีที่มี
พยาธิฝงตัวอยูในกลามเนื้อในปริมาณนอยไมสามารถสุมตรวจไดในการตรวจวนิิจฉัยทางตรง จาก
การศึกษาของ Gamble และ Patrascu (1996) พบวาวิธีการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาสามารถ
ใชตัวอยางที่เปนเลือดเพื่อมาแยกเฉพาะซีรัมหรือน้ําจากเนื้อเยื่อพบวาใหผลดีและสามารถเก็บ
ตัวอยางในขณะที่สัตวยังมีชีวิตหรือจากซากสัตว จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใชในการ
ตรวจเฝาระวังโรคจากสัตวมาสูคน เครื่องมือที่ใชในการวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา มีหลายวิธี
ไดแก enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), co-agglutination test, indirect 
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immunofluorescent antibody test (IFAT) และ immunoblot technique (Robert et al., 1996; 
Ventuliello et al.,1998; Eissa et al., 2003; Sofronic-Milosavljevic et al., 2005) เปนตน การ
ตรวจปริมาณระดับภูมิคุมกันของสัตวตอพยาธิ T. spiralis ดวย ELISA เปนเพียงวิธีเดียวในการ
ตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา (immunological method) ที่ไดรับการยอมรับจาก ICT วาเปน
เครื่องมือทางระบาดวิทยาที่เหมาะสมในการตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอพยาธิ Trichinella 
(anti-Trichinella antibodies) ในการเฝาระวังโรค trichinellosis ในระดับฝูง เนื่องจากเปนวิธีที่ให
ทราบผลการตรวจไดอยางรวดเร็ว สามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมากจึงนิยมนํามาใช
ในการตรวจคัดกรองโรคในสุกรและสุกรปา แตยังใหผลบวกลวงไดในบางตัวอยาง (OIE, 2008) 
การตรวจวินิจฉัยทางออมที่มีการใชอยางแพรหลายในปจจุบันคือ ELISA ซึ่งมักใชรวมกับ 
immunoblot technique เพื่อยืนยันความจําเพาะของการตรวจวินิจฉัยโรค 

 
2.7.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ELISA สามารถใชในการตรวจอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ไดหลาย   
class ตางกัน (IgA, IgG, IgM) หรือในระดับ subclass (IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4) 
(LjungstrÖm et al., 1988) พบวาแอนติบอดี class IgG subclass IgG1 มีความไวในการตรวจ
วินิจฉัยมากกวาแอนติบอดีในคลาสอื่นเนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบกันระหวาง IgG แตละ isotype 
พบวา IgG1 มีระดับสูงกวา IgG2 ในสุกร การใชน้ําจากเนื้อเยื่อในการตรวจหาแอนติบอดีมี
ประสิทธิภาพเทียบเทากับการใชเลือดหรือซีรัมในการตรวจโดยใชวิธี ELISA ขอดีของการใชน้ําจาก
เนื้อเยื่อในการตรวจวินิจฉัยคือ เปนตัวอยางที่สามารถเก็บไวไดนานสําหรับการศึกษาทางระบาด
วิทยาและการตรวจคัดกรองโรคในระดับประชากร (population screening test) (Beck et al., 
2005) การตรวจวินิจฉัยดวยวิธี ELISA มีความไวสูง แตประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี 
ELISA จะขึ้นอยูกับและชนิดและคุณภาพของแอนติเจนที่ใช  (OIE, 2008) ซึ่งแอนติเจนที่นํามาใช
ไดในงาน ELISA ไดแก แอนติเจนสกัดหยาบ แอนติเจนจากสารคัดหลั่งและแอนติเจนสังเคราะห
เลียนแบบน้ําตาล tyvelose ในธรรมชาติ พบวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งมีความไวและ
ความจําเพาะตอการตรวจวนิิจฉัยดวยวิธี ELISA มากที่สุด จึงมีความนิยมใชในการตรวจวินิจฉัย
มากที่สุดในปจจุบัน สรุปไดตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 การใชเทคนิค ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีที่ตอบสนองตอพยาธิในสกุล    
               Trichinella เมื่อศึกษาดวยแอนติเจนตางชนิด (Gajadhar et al., 2009) 
 

วิธี แอนติเจน ความไว ความจําเพาะ อางอิง 

ELISA 
 
ELISA 
 
 
 
 
 
ELISA 
 

ชนิดสกัดหยาบ 
 
จากสารคัดหลั่ง 
 
 
 
 
 
น้ําตาล beta-tyvelose 
 

99% (มนุษย สุกร) 
 
98% (สุกร มา) 
 
 
 
99% (มนุษย) 
 
<98% (สุกร) 
<98% (มา) 

60% (มนุษย) 
 
98% (สุกร มา) 
 
 
 
91-96%(มนุษย) 
 
>99% (สุกร) 
 

Andiva et al., 2002 
 
OIE, 2008, 
Møller et al., 2005 และ 
Yepez-Mulia et al.1999 
 
Gòmez-Morales et al. 
2008 
Gamble et al.,1997 
และ Pozio et al., 2002 

 

2.7.2.2 Immunoblot technique  

  Immunoblot technique หรือ Western blot analysis เปนเทคนิคการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาที่มีความจําเพาะสูงเนื่องจากมีการแยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลจากนั้น
แอนติบอดีจะเขาไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกัน การใช immunoblot 
technique สามารถลดการเกิดปฏิกิริยาชนิดที่ไมจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีของ
ผูปวยโรคพยาธิชนิดอื่นที่กอใหเกิดผลบวกลวงเมื่อตรวจวินิจฉัยดวย ELISA เมื่อใชโปรตีนสกัด
หยาบจากตัวออนระยะติดตอของพยาธิเปนแอนติเจน (Ruangkunaporn et al., 1994) 

Mahannop และคณะ (1994) รายงานการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของ
แอนติเจนสกัดหยาบกับซีรัมผูปวยโรค trichinellosis พบโปรตีนแอนติเจนน้ําหนัก 109 kDa  เปน
โปรตีนแอนติเจนน้ําหนักโมเลกุลเดียวที่ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมผูปวยโรคปรสิตชนิดอื่น 
ในขณะที่ Robert และคณะ (1996) พบวาโปรตีนหลายชนิดที่เตรียมจากพยาธิ T. spiralis ใน
ระยะติดตอที่น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 45-90 kDa สามารถเหนี่ยวนําภูมิคุมกันชนิดที่มี
ความจําเพาะตอพยาธิได ตอมา Yera และคณะ (2003) พบวาน้ําหนักโมเลกุลที่ 43-44 และ 64 
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kDa สามารถเกิดปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะตอการติดพยาธิ T. spiralis ในมนุษย แตการศึกษา
และการตรวจวินิจฉัยดวย immunoblot technique ในปศุสัตวยังคงจํากัดอยูในสัตวบางชนิด
เทานั้น ไดแก มาและสุกร  

จากการศึกษาการทําปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนกับซีรัมของมาทดลองที่ไดรับ  T. 
spiralis พบวามีแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 47, 52, 59, 67, 72 และ 105 kDa (Yepez and 
Mulia, 1999) ในขณะที่ Pozio และคณะ (2002) ไมพบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะระหวางซีรัมมาติด
พยาธิ T. spiralis ในธรรมชาติกับแอนติเจนสกัดหยาบ สารคัดหลั่งจากพยาธิและน้ําตาล
สังเคราะห tyvelose  

จากการศึกษา immunoblot ในสุกร NÖckler และคณะ (1995) พบวาซีรัมสุกรมีรูปแบบ
ของการทําปฏิกิริยาจําเพาะระหวางโปรตีนแอนติเจนและแอนติบอดีที่โปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 44 
และ 67 kDa เมื่อใชโปรตีนที่ไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิเปนแอนติเจน ในขณะที่ Aguilar (2000) 
พบโปรตีนแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรทดลองที่ไดรับ           
T. spiralis มี 7 น้ําหนักโมเลกุล ไดแก 229, 108, 64, 45, 41, 40 และ 33-38.5 kDa ในขณะที่ 
NÖckler และคณะ (2009) ที่โปรตีนจากพยาธิสกัดหยาบที่โปรตีนน้ําหนัก 43, 47, 61, 66 และ 
102 kDa ตามลําดับ พบวาโปรตีนขนาด 43 kDa เปนโปรตีนหลักที่เกิดปฏิกิริยากับซีรัมสุกร  
ในขณะที่ Gruden-Movsesijan และคณะ(2002) ไดศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะระหวาง
แอนติเจนจากสารคัดหลั่งกับแอนติบอดีในซีรัมสุกรดวยวิธี Lectin blot  analysis ซึ่ง lectin มี
คุณสมบัติเปนโปรตีนที่มีความจําเพาะสูงในการเกิดปฏิกิริยากับคาโบไฮเดรตจึงนิยมนํามาใชใน
การแยก oligosaccharides และ  glycoproteins  โดยใชแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิใน
ระยะติดตอพบวามีโปรตีน 3 น้ําหนักโมเลกุลที่มีเกิดปฏิกิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
ไดแก 45, 49 และ 53 kDa  

จากรายงานการศึกษาที่ผานมาดังกลาว immunoblot technique จึงมักนิยมใชในกรณีที่
ยืนยันตองการผลที่ไดรับจากการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี ELISA อันเนื่องมาจากไดรับผลกระทบจาก
แอนติเจนที่มี phosphocholine เปนองคประกอบ (Robert et al., 1996) สรุปผลการศึกษาการ
ตรวจวินิจฉัยการติด Trichinella ดวย immunoblot technique ไดดังตารางที่ 3 
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ตารางที ่3 สรุปผลการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนจากตวัออน 
                 พยาธ ิระยะติดตอกับซีรัมมนษุย มา และสกุรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
 

ชนิด
แอนติเจน 

ตัวอยาง
ซีรัม Immunoblot pattern (kDa) อางอิง 

     CE* สุกร 5  bands; 102, 66, 61, 47,43 NÖckler  และคณะ (2009) 

ES** สุกร 2 bands;  67, 44 NÖckler เเละคณะ (1995) 

ES สุกร 3  bands; 53,49, 45 
Gruden-Movsesijan และ
คณะ(2002) 

ES สุกร 
7  bands;  229, 108, 64, 45, 41, 

40, 33-38.5 Aguilar และคณะ (2000) 

CE มนุษย 1band; 109 Mahannop และคณะ (1994) 

CE มนุษย 3 bands; 90, 55, 47 Robert และคณะ (1996) 

CE มนุษย 2  bands;   64, 43-44 Yera และคณะ (2003) 

ES มนุษย 4  bands; ~55, 36, 29,14 Nuñez และคณะ (2000) 

CE มา 6 bands; 47, 52, 59, 67, 72, 105 
Yepez-Mulia และคณะ 
(1999) 

CE มา none Pozio และคณะ (2002) 
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ตารางที ่3 (ตอ) สรุปผลการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนจากตัวออน 
                 พยาธ ิระยะติดตอกับซีรัมมนษุย มา และสกุรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis  

 

ชนิด
แอนติเจน 

ตัวอยาง
ซีรัม Immunoblot pattern (kDa) อางอิง 

ES มา none Pozio และคณะ (2002) 

tyvelose มา none Pozio และคณะ (2002) 

 
หมายเหต ุCE*   หมายถงึ  crude extract antigen 
                ES**  หมายถงึ excretory-secretory antigen 
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       บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การศึกษาขนาดและลกัษณะรูปรางพยาธ ิT. spiralis ระยะติดตอ 

 3.1.1  พยาธ ิT. spiralis  

                   พยาธิ T. spiralis  ซึง่เลี้ยงไวอยางตอเนื่องในหนูเมาส (Mus muculus) ตั้งแตป พ.ศ.2538 
จากหนวยปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

   3.1.2 สัตวทดลอง 

หนูเมาส สายพันธุ ICR เพศเมีย อายุประมาณ 3-8 สัปดาห  น้ําหนัก 20-35 g (สํานัก-
สัตวทดลองแหงชาติ)  สําหรับเพิ่มจํานวนตัวออนระยะติดโรค จํานวน 20 ตัว การศึกษาในครั้งนี้
ไดรับการขอจรรยาบรรณสัตวทดลองจากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ใบอนุญาตเลขที่ 0931016 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลองคือหอง 0530 ชั้น 5 อาคาร 60 ป คณะสัตว-
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลี้ยงหนู 4 ตัวตอ 1 กรง ใหอาหารและน้ําอยางเพียงพอ 
(ad libitum) 

3.1.3   การตรวจหาพยาธ ิT. spiralis ในหนูทดลอง 

  3.1.3.1  วิธีกดเนื้อเยื่อ  

  การุณยฆาต (euthanize) หนูดวย Zoletil ขนาด 10 มิลลิกรัม (mg) ตอน้ําหนัก
ตัวหนู 1 กิโลกรัม (kg) โดยฉีดเขาชองทอง เปดผาซากโดยเปดชองทองไปจนถึงสวนอก แยก
อวัยวะภายในออก นําเนื้อเยื่อบริเวณกระบังลม เพื่อตรวจหาตัวออนพยาธิดวยวิธีกดชิ้นเนื้อมี
ขั้นตอนโดยสรุปดังนี้ ตัดตัวอยางชิ้นเนื้อขนาดประมาณ 5X5 มิลลิเมตร (mm) นําไปวางบนแผน
สไลดแกวแลวใชแผนสไลดแกวอีก 1 แผนกดลงไปจนกระทั่งแผนเนื้อบางใส นําไปสองกลอง     
สเตอริโอตรวจหาตัวออนที่มีแคปซูลหุมอยูในกลามเนื้อลายของหนูทดลองรวมกับการยอมสี   
Semichon’ s acetic carmine ตามวิธีของ Meyer และ Olsen (1971) 
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  3.1.3.2 การยอมสี Semichon’s acetic carmine (Meyer and Olsen, 1971)   

            เตรียมสี Semichon’ s  acetic carmine โดยผสม acetic acid ลงในน้ํากลั่น
อัตราสวน 1:1 ละลายสีใหเขากัน นําตัวอยางชิ้นเนื้อที่มีตัวออนพยาธิที่ทําใหคงตัวแลวใน alcohol-
formal-acetic (AFA) ลางออกดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง นําเนื้อเยื่อตัวอยางที่มีพยาธิมายอมใหสีติด
จนมากเกินพอนานประมาณ 24 ชั่วโมง ตรวจดูการติดสีของพยาธิดวยกลองสเตอริโอ ลางสีออก
ดวยสารละลาย 3% acid-alcohol นําเนื้อเยื่อที่ยอมสีแลวมาผานแอลกอฮอลที่มีความเขมขนจาก
นอยไปมากเปนลําดับทีละขั้น ดังนี้ แอลกอฮอล 50%, 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% 
ตามลําดับคร้ังละ 30 นาที กอนนําไปแชใน xylene และหยดสารละลาย hoyer’ s solution ปดทับ
ดวย โคเวอรสลิป อบที่อุณหภูมิ 60oC เปนเวลา 2-3 วัน นําไปสองศึกษาลักษณะของพยาธิดวย
กลองจุลทรรศนแสงสวาง  

  3.1.3.3  การวัดขนาดพยาธิตัวออนระยะที่ 1  

                        เก็บตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่เพิ่มจํานวนในหนูเมาส โดยยอย
เนื้อเยื่อดวยน้ํายอยเทียมตามวิธีของ Dennis และคณะ (1970) ดังที่จะกลาวถึงในหัวขอ 3.2.1 
และลางตัวออนใหสะอาดในสารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) สุมเก็บตัวออนพยาธิ
จํานวน 30 ตัวอยางใน 10% formalin เพื่อใหพยาธิคงสภาพ นําไปวัดขนาดความกวางและความ
ยาวของตัวออน โดยวาดรูปพยาธิจาก camera lucida กอนวัดความกวางและความยาวของตัว
ออนจากรูปที่วาดได เปรียบเทียบอัตราสวนความยาวที่วัดไดกับความยาวของ stage 
micrometers  คูณดวยคาของ magnification index ของเลนซวัตถุ 10X แลวบันทึกผล 

3.2  การยอยเทียมและการเพิ่มจํานวนพยาธิ T. spiralis ในสัตวทดลอง  

 3.2.1 การยอยเทียม 

เก็บตัวออนระยะติดตอจากหนูเมาสผานการตรวจพิสูจนพยาธิ T. spiralis ยอยเนื้อเยื่อหนู 
ดวยน้ํายอยเทียมตามวิธีของ Dennis และคณะ (1970) ดังขั้นตอนตอไปนี้ หลังจากเปดผาชองอก
และนําอวัยวะภายในออก เลาะไขมัน หนังและพังผืดตางๆ ตัดชิ้นเน้ือเยื่อใหมีขนาดเล็กมากที่สุด 
กอนนําไปชั่งน้ําหนัก เตรียมน้ํายอยเทียม ในอัตราสวนเนื้อเยื่อ 1 g ตอน้ํายอยเทียม 10 มิลลิลิตร
(ml) ปนเนื้อเยื่อและน้ํายอยเทียมดวย homogenizer จนเนื้อและน้ํายอยเปนเนื้อเดียวกัน นําไปบม 
(incubate) ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง ผสมตัวอยางใหเขากันทุก 30 นาที กรองผาน
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กระชอนและผาขาวบาง ลงในภาชนะทรงสูงตั้งไวนานอยางนอย 30 นาทีเพื่อใหตัวออนพยาธิ
ตกตะกอน ใชหลอดดูดพยาธิขึ้นมาลางในภาชนะทรงสูงที่ใส PBS อยูอยางนอย 700 ml แลวรอ
ตกตะกอนอีกอยางนอย 30 นาที ทําซ้ํา 3 ครั้ง นําไปใชเพื่อเพิ่มจํานวนตัวออนระยะติดตอ นับ
จํานวนตัวออนพยาธิใหไดประมาณ 300 ตัวตอ PBS 1 ml ปอนใหหนูทดลองตอไป 

3.2.2 การเพิม่จํานวนพยาธ ิT. spiralis ในหนูเมาส 

งดน้ําและอาหารหนูเปนเวลา 3 ชั่วโมงกอนปอนพยาธิจํานวน 300 ตัวตอหนู 1 ตัว โดย
เตรียมพยาธิ 300 ตัวตอ PBS 1 ml หนูเมาสที่ไดรับเชื้อทั้งหมดเลี้ยงไวในหองเลี้ยงสัตวทดลอง 
หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนระยะเวลา 35 วัน (Kapel 
and Gamble, 2000) จึงทําการุณยฆาตเพื่อเก็บตัวออนพยาธิ 

3.3  การเตรยีมแอนติเจนและการวัดปริมาณโปรตีน 

3.3.1 การเตรียมแอนติเจน 

เตรียมแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอและกลามเนื้อลายของ
หนูสะอาด ดังนี้ ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจนชนิดสกัดหยาบดัดแปลงจาก Taweethavonsawat 
และคณะ (2002) มีดังนี้ ลางตัวออนพยาธิที่แยกไดจากการยอยเทียมดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 
15 นาที บดรวมตัวออนพยาธิจนกระทั่งเปนเนื้อเดียวกันดวย glass tissue grinder ละลาย
องคประกอบของโปรตีนอื่นโดยใชน้ํากลั่นรวมกับ protease inhibitor cocktail (Roche, 
Germany) ที่อุณหภูมิ    4oC นําไปผานคลื่นเสียงความถี่สูง (Sonic and Materials Vibra Cell,  
USA) 20 KHz/s เปนเวลา 20 นาที นําสารละลายโปรตีนไปแยกไปแยกสารกลุม crystalloid ออก 
(dialysis) โดยผาน cellulose tubular membrane (CelluSepT2, USA; MW cut off 6-8 kDa)ใน
น้ํากลั่นปริมาตรอยางนอย 500 เทาของปริมาณสารละลายที่ได เปลี่ยนน้ํากลั่นหลังจาก dialysis 
ไปแลว 3 ชั่วโมง จากนั้น dialysis ตออีก 8 ชั่วโมงกอนนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 x g ที่อุณหภูมิ     
4oC เปนเวลา 30 นาที เก็บเฉพาะสวนใสของสารละลายไปวัดความเขมขนของโปรตีนตามวิธีของ
แบรดฟอรด (Bradford,1976) เตรียมแอนติเจนสกัดหยาบจากกลามเนื้อลายหนูดวยวิธีดังกลาว
ขางตนเชนเดียวกัน 
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3.3.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, Germany) ที่ความเขมขน 
1.25, 2.5, 5 และ 10 µg/ml (ภาคผนวก ค, ตารางที่ ผ3) เพื่อใชเปนโปรตีนมาตรฐาน วัดความ
เขมขนของโปรตีนตามวิธีของแบรดฟอรด (Bradford, 1976) โดยใชโปรตีนมาตรฐาน 800 µl ตอ 
Bradford assay reagent (Bio-Rad, Canada) 200 µl ผสมใหเขากัน รออยางนอย 5 นาทีกอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร (nm) บันทึกคาการดูดกลืนแสง (Optical density, 
O.D.) ทําเชนเดียวกันกับสารละลายแอนติเจนที่เตรียมได คือใชปริมาณตัวอยาง 800 µl ตอ 
Bradford assay reagent  200 µl นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง นําคาที่ไดไปเขียนกราฟเสนตรง 
(linear) คํานวณหาสมการกราฟโปรตีนมาตรฐาน แทนคาการดูดกลืนแสงเปน X และความเขมขน
ของโปรตีนเปน Y  จากนั้นแทนคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเพื่อคํานวณหาปริมาณความเขมขน
ของแอนติเจน เก็บแอนติเจนที่อุณหภูมิ -80oC เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมงกอนนําไประเหยน้ํา
ในตัวอยางดวยความเย็น (lyophilized) เก็บแอนติเจนแชเย็นไวที่อุณหภูมิ 4oC ปรับความเขมขน
ดวยน้ํากลั่นเปน 1 mg / ml  

3.4 กลุมตวัอยาง 

3.4.1 ตัวอยางซีรัม  

ลูกสุกรแรกคลอด (Day 0) และสุกรอายุระหวาง 2 เดือนถึง 3 ป ในพื้นที่ภาคกลางของ
ประเทศไทยประกอบดวยจงัหวัดชลบุรี จงัหวัดราชบุรี จงัหวัดเพชรบูรณและจังหวัดนครปฐม เก็บ
ตัวอยางซีรัมในเดือนกนัยายน พ.ศ. 2551 ถึง เดือนมถินุายน พ.ศ. 2552  

3.4.2 การแบงกลุมตัวอยาง 

ลูกสุกรแรกคลอดที่ยังไมผานการกินนมน้ําเหลือง (colostrums) และสุกรอายุตั้งแต 2 
เดือนจนถึง 3 ปไดรับการตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิตภายในดวยวิธมีาตรฐานทางปรสิตวทิยาไดแก การ
ตรวจอุจจาระดวยการทําใหไขพยาธิลอยตัว (floatation technique) และการทําใหไขพยาธิ
ตกตะกอน (sedimentation technique) อุจจาระทีน่ํามาตรวจเปนอจุจาระใหมที่ไดจากการลวง
อุจจาระทางทวารหนัก ตรวจวินิจฉยัแยกชนิดปรสิตที่พบไดในสุกร (ภาคผนวก ง, ตารางที่ ผ4) 
ดวยการสองกลองจุลทรรศนเพื่อแยกลักษณะจําเพาะของไข ตัวออนในระยะที่ 3 (ตัวออนระยะ
ติดตอ) ของพยาธิในกลุมสตรองกาย ตัวเต็มวัยของพยาธิตลอดจนโอโอซีสต ซีสตและรูปรางที่



 41

จําเพาะของโปรโตซัวในระยะตางๆ ตรวจวินิฉยัโรคปรสิตที่ หนวยปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวทิยา 
คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย จึงแบงกลุมตัวอยางออกเปน 4 กลุมดังนี้ 
(ตารางที่ 4) 

กลุม 1 ซีรัมสุกรปลอดโรคปรสิตภายในและพยาธิ T. spiralis  
กลุม 2 ซีรัมสุกรที่ตรวจไมพบปรสิตภายในจากฟารม 
กลุม 3 ซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis (สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว) 
กลุม 4 ซีรัมสุกรที่ตรวจพบดวยปรสิตภายในชนิดอื่น  

สุกรในกลุม 1 เปนสุกรแรกคลอดที่ยังไมผานการกินนมน้ําเหลืองและกลุม 2-4 เปนสุกรที่มี
อายุระหวาง 2 เดือนถึง 3 ป สําหรับสุกรในกลุม 3 เปนสุกรทดลองอายุ 2.5 เดือนที่ไดรับการปอน
พยาธิ T. spiralis ระยะติดตอจํานวน 1,000-2,000 ตัวตอสุกรหนึ่งตัวและเก็บซีรัมหลังจากสุกร
ไดรับพยาธิ T. spiralis ไปแลวนาน 20 สัปดาห  

         ตารางที่ 4   จํานวนตัวอยางซีรัมสุกรในแตละกลุม 

 

กลุม จํานวน (ตัวอยาง) 
1 
2 
3 
4 
รวม 

7 
21 
5 
34 
67 
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3.4.3 การตรวจวินิจฉัยปรสิตภายในและการเก็บเลือด 

3.4.3.1  การวินิจฉัยปรสติภายใน 

           เก็บตัวอยางโดยการสวมถุงมือลวงอุจจาระทางทวารหนัก เก็บอุจจาระปริมาณไม
นอยกวา 30 g ตอ ตัวอยาง อุจจาระตองไมมีปสสาวะ น้ํา ดินหรือส่ิงเจือปนอ่ืนผสม นําตัวอยาง
อุจจาระตรวจดวยวิธมีาตรฐานทางปรสิตวิทยา ดังนี้ 

3.4.3.1.2 วิธกีารทาํใหไขพยาธิลอยตวั 

                    ตัวอยางอจุจาระ 5 g ผสมกับสารละลายน้ําเกลืออ่ิมตัวใหเขากนักรอง
ผานกระชอนใสกระบอกพลาสติกใสขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 เซนติเมตร (cm) จนสารละลาย
ปร่ิมขอบกระบอก ปดดานบนกระบอกพลาสติกดวยโคเวอรสลิปขนาด 22 x 22 mm ประมาณ 5 
นาท ีแลวนาํโคเวอรสลิปไปวางบนแผนกระจกแกว ตรวจดวยกลองจลุทรรศนกําลงัขยายเลนสวัตถุ 
10x และ 40x ตามลําดับ 

3.4.3.1.2   วิธีการทําใหไขพยาธิตกตะกอน 

    ผสมอุจจาระ 10 g ละลายในน้าํหรือ normal saline ปริมาณ 500 ml 
กรองผานผาขาวบางลงในกรวยแกวทรงสงูตั้งทิง้ไวใหตกตะกอนนานอยางนอย 15 นาท ี เทน้ํา
สวนบนประมาณ 2 ใน 3 ทิ้ง แลวเติมน้าํหรือ normal saline ลงไปใหมเพื่อลางตะกอนทิง้ไวอีก 15 
นาที ทาํเชนนี้ประมาณ 2-3 คร้ัง หรือจนกวาน้ําสวนบนจะใส คร้ังสุดทายใหเทน้าํออกใหเพยีง
เล็กนอย ใช หลอดดูด (dropper) ดูดตะกอนมาหยดบนสไลด ปดดวยโคเวอรสลิปตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนแสงสวางเพือ่ตรวจวินิจฉัยแยกประเภทการติดเชื้อปรสิตภายใน   

3.4.3.1.3 การเพาะตัวออนระยะที่ 3 (L3) พยาธสิตรองกาย 

    กรณีพบไขพยาธิในกลุมสตรองกายนําไปเพาะเลี้ยงตอไป นําอุจจาระ
ของสุกรแตละตัวที่ตรวจพบไขพยาธิสตรองกายไปเพาะเลี้ยงตัวออนจนกระทั่งเปนระยะติดตอ(L3) 
เก็บ L3 ภายหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 - 10 วัน นําตัวออนระยะติดตอ ไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตัว
ออนลงใน 10% formalin กอนนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนดูลักษณะโครงสรางของตัวออน
และวัดขนาดเพื่อจําแนกชนิดของพยาธิตอไป บันทึกผลการตรวจวินิจฉัย จํานวนและชนิดของ
ตัวอยางซีรัมในกลุมที่ 4 แสดงในตารางที่ 5  
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ตารางที ่5 จํานวนตัวอยางซีรัมสุกรกลุม 4 แยกตามชนดิการติดโรคปรสิตภายใน  

 

การติดพยาธหิรือปรสิตภายในชนิดอื่น จํานวนตวัอยาง (ตวัอยาง) 

Ascaris suum (As) 
Trichuris suis (Tr) 

Strongyle infection (Si) 
Coccidia (Coc) 

Balantidium coli (Bc) 
Si + Coc 
As + Tr 

As + Si + Coc 
Si + Bc + Coc 

รวม 

5 
2 
3 

10 
2 
8 
1 
1 
2 

34 

 

3.4 .3.2 การเก็บเลือด 

สุกรจํานวน 67 ตัวที่มีคณุสมบัติที่ไดกลาวมาแลวในเบื้องตน เกบ็เลือดจากเสนเลือดดํา
บริเวณคอ (jugular vein) ปริมาณอยางนอย 1 ml ตอตัว นาํเลือดสุกรที่เจาะไดมาตั้งไวที่
อุณหภูมิหองอยางนอย 2 ชั่วโมงกอนปนเหวี่ยงเพื่อแยกซีรัมที ่1,500 x g อุณหภูม ิ4oC เก็บซีรัมที่
อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะนาํไปใช  
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3.5 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกลุโปรตีนจากแอนติเจนสกัดหยาบ 

3.5.1 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

เตรียมโปรตีนแอนติเจนกับ Sample buffer  (ภาคผนวก ก) ในอัตราสวนแอนติเจน 1 สวน
บัฟเฟอร 1 สวน ผสมใหเขากัน ใหความรอนตัวอยางที่ 65oC เปนเวลา 15 นาที จากนั้นจึง
วิเคราะหแยกสารตามน้ําหนักโมเลกุลดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) โดยใช Bio-Rad Mini 
Protean Slab Cell ขนาดเจลหนา 0.75  mm นําแอนติเจนที่เตรียมไดมาผานกระแสไฟฟาที่และ 
4% stacking gel และ 12 % separating gel (ภาคผนวก ข, ตารางที่ ผ1-ผ2) ดัดแปลงจาก
ขั้นตอนของ Laemmli (1970) ใหกระแสไฟฟาที่ความตางศักดิ์ไฟฟา 120 โวลล (Volt, V) เปนเวลา 
15 นาทีหรือจนกระทั่งโปรตีนมาตรฐานเคลื่อนมาจนถึงบริเวณของ separating gel ปรับความตาง
ศักดิ์ไฟฟาเปน 150 V นาน 45 นาทีนําเจลที่ผานกระแสไฟฟาแลวไปยอมดวยสี Coomassie blue 
G-250 (Bio-rad, Canada)   และสี Silver (Bio-rad, Canada) เปรียบเทียบขนาดน้ําหนักโมเลกุล
โปรตีนที่ไดกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Fermentas, Canada) 

3.5.2 การยอมส ีCoomassie blue G-250 

       แชเจลที่ผานการทาํ SDS-PAGE ในขอ 3.5.1 ลงในสี Coomassie blue G-250 บน
เครื่อง rotary shaker (Nahita, Spain) เปนเวลา 45 นาท ี ลางออกดวย destain solution 
(ภาคผนวก ก) จนกวาเจลจะใสและเห็นแถบโปรตีนที่ยอมชัดเจน 

3.5.3 การยอมสี silver  

       แชเจลทีผ่านการทาํ SDS-PAGE ในขอ 3.5.1 แลวลงใน fixative เปนเวลาอยางนอย 
30 นาท ีจากนั้นนําเจลไปแชใน oxidizer เปนเวลา 5 นาที ลาง deionized water 3 คร้ังใช คร้ังละ 
5 นาท ี จากนัน้แชเจลใน silver reagent ลางออกดวยวิธีใหน้ําไหลผาน 20 วินาท ี แชเจลลงใน 
developer ประมาณ 30 วินาที จนกระทั่งเหน็สีน้าํตาลหรือ smoky precipitate จึงเปลีย่น 
developer ทําซ้ําหากยังเหน็ตะกอนสีหรือ smoky precipitate ปรากฏขึ้น เปลีย่น developer ทุก 
5 นาที เปนเวลา 10 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย 5% acetic acid เปนเวลา 15 นาท ี 
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3.5.4 การแปลผลน้ําหนักโมเลกุลของโปรตนี 
 

       หลังจากยอมสี Coomassie blue G-250 และ Silver วัดระยะทางที่โปรตีนมาตรฐาน
เคลื่อน โดยวดัจากขอบ separating gel มาจนถงึสวนกลางของแตละแถบโปรตีน (Migration 
distance) แลวนาํมาหารดวยระยะทางของ tracking dye เพื่อใหไดคา relative motility ของ
โปรตีน ดังสมการ (Hames, 1990)  

 
relative motility      =             Migration distance   
                                            tracking dye distance 
 
จากนั้นทํา semilogarithmic plot ของ Log ของน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนมาตรฐานกับคา 

relative motility ของโปรตีน อานคาของน้าํหนกัโมเลกุลโปรตีนของพยาธิจากกราฟ  

3.6 การวิเคราะหโปรตีนดวย immunoblot technique  

 หลังจากทํา SDS-PAGE  โปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบจากตัวออนระยะติดตอพยาธิ      
T.  spiralis และแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูสะอาด ในขอ 3.5.1 แชเจลในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 
4oC แชกระดาษกรอง กระดาษไนโตรเซลลูโลส (ขนาดกวาง 6.2 cm ยาว 8.9 cm) ลงใน transfer 
buffer ที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลาอยางนอย 15 นาที กอนนําไปประกอบกับเครื่อง electrophoresis 
apparatus ใหความตางศักดิ์ไฟฟาที่ 120 V เปนเวลา 90 นาที เพื่อผานโปรตีนแอนติเจนลงบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลสขนาด 0.45 µm (Bio-Rad, Canada) ตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่แหง
สนิทขนาดกวาง 0.3 cm ยาว 6.2 cm (คํานวณใหมีปริมาณโปรตีน 10 µg ตอ strip) แชใน 
blocking buffer (3% BSA 0.05% PBST) เปนเวลาอยางนอย 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองหรือที่        
4o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง เจือจางตัวอยางซีรัมสุกรดวย washing buffer (1.5 %BSA  0.05 % 
PBST) ใชซีรัม 5 µl ตอ washing buffer 1,000 µl (อัตราสวน 1:200) เปนเวลา 1.5 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิหอง ลางดวย washing buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยากับ goat 
anti-porcine IgG (H+L) conjugated horseradish peroxidase (Southern Biotech, USA ) 
อัตราสวน 1: 1,000 แลวลางออกดวย washing buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที โดยมี 2,6 
dichlorophenol indophenol (Sigma, Germany) เปนสารตั้งตนในการทําใหเกิดสี รอการ
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 3 นาที หรือจนกวาจะมีสีปรากฏจึงหยุดปฏิกิริยาและลางออกดวยน้ํากลั่น 
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นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ผานการทําปฏิกิริยาแลวกับซีรัมสุกรที่มีการติดพยาธิ T. spiralis และซีรัม
สุกรที่ติดโรคพยาธิชนิดอื่นที่พบในประเทศไทยมาเปรียบเทียบเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่
มีความจําเพาะตอไป การเตรียมสารเคมีของ immunoblot technique แสดงในภาคผนวก ก 
สําหรับแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูจะนํามาศึกษาการทําปฏิกิริยากับซีรัมสุกรในกลุม 3 ตอไป 
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       บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ผลการศกึษารูปรางลกัษณะของพยาธิในระยะติดตอดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

จากการตรวจวินิจฉัย compression method ของกลามเนื้อกระบังลมหนูทดลองที่วันที่ 
35 หลังจากที่ปอนพยาธิ T. spiralis พบตัวออนพยาธิในระยะติดตออยูในแคปซูลในเซลล
กลามเนื้อลายเปนจํานวนมาก เมื่อสองตรวจดูดวยกลองสเตอริโอและกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
พบพยาธิระยะติดตออยูในเซลลกลามเนื้อลาย 1-2 ตัวตอ  nurse cell (รูปที่ 16)   

 

 
รูปที ่16 ตัวออนพยาธิระยะติดตอในกลามเนื้อกระบงัลมหนทูดลอง (ลูกศรชี้) เมื่อ         

                     ตรวจดวยวิธีกดเนื้อเยื่อและสองตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
 

นอกจากนี้ยังพบตัวออนทั้งในกลามลายเกือบทุกสวน เชน กลามเนื้อกระบังลม ลิ้น แกม 
กลามเนื้อทรวงอกและกลามเนื้อทอง จากการยอมสี Semichon’s acetic carmine เพื่อศึกษา
โครงสรางทั่วไปของพยาธิและแคปซูลพบลักษณะแคปซูลของพยาธิเปนรูปวงรีตามความยาวของ
กลามเนื้อ คอลลาเจน (collagen) ที่เปนโปรตีนองคประกอบสําคัญของแคปซูลติดสีแดงอมสม
ชัดเจน ในขณะที่เซลลกลามเนื้อลายและตัวออนพยาธิจะติดสีออนกวา (รูปที่ 17) 

  40 µm 
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รูปท ี 17 ตัวออนพยาธิระยะติดตอ (L1) ในแคปซูล (ลูกศรชี้) ในกลามเนื้อกระบงัลมหนทูดลอง            

 เหน็ไดชัดเจนเมื่อยอมสี Semichon’s acetic carmine 

เมื่อนําเนื้อหนูไปยอยเพื่อเก็บตัวออนระยะติดตอและทําใหคงสภาพใน 10% formalin สุม
เก็บตัวออนพยาธิจํานวน 30 ตัว พบวามีความยาวโดยเฉลี่ย 0.73+0.046 mm (0.60-0.80 mm) 
กวาง 0.02+0.004 mm (0.019-0.030mm) (ภาคผนวก จ, ตารางที่ ผ6) มีหลอดอาหารแบบ 
stichosome เห็นเซลล stichocytes ลอมรอบหลอดอาหาร (esophagus) ชัดเจน (รูปที่ 18)  

 

 

50 µm 

capsule 

L1 



 49

 
 

รูปที่ 18 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะตดิตอแสดงหลอดอาหารชนดิ stichosome (ลูกศรชี้) 

4.2 ผลการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนจากแอนติเจนสกัดหยาบดวย SDS-PAGE 

4.2.1  ผลการยอมสี Coomassie blue G-250  

ผลการแยกแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่ปริมาณ 
10.0, 7.5, 6.0, 4.5 และ 3.0 µg จากมากไปนอยตามลําดับ พบวาที่ปริมาณโปรตีนอยางนอย 
6 µg เห็นแถบโปรตีนที่ยอมติดสีชัดเจน (รูปที่ 19) 

 

 

stichocyte 

esophagus 



 50

 

 

รูปที่ 19  ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอม 
            ดวยสี  Coomassie blue G-250  ความเขมขนเจลที่ 12%  ทีค่วามเขมขนของ 
               โปรตีนที่ตางกนั            
  
แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน               แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบ 10.0 µg 
แถวที ่3 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบ 7.5 µg       แถวที ่4 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบ   6.0 µg 
แถวที ่5 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบ 4.5 µg       แถวที ่6 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบ  3.0 µg 
แถวที ่7 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 

และเมื่อวิเคราะหแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะตดิตอพยาธ ิ T. spiralis ปริมาณ 
10.0 µg เมื่อยอมดวยส ีCoomassie blue G-250  พบวามีโปรตีนแอนติเจนหลายน้ําหนกัโมเลกลุ
ตั้งแต 210/215 ถึง 11 kDa ที่ยอมติดสีชดัเจนอยางนอย 18 น้ําหนักโมเลกุล ประกอบดวยสายโพ
ลีเปปไทดทีน่้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 210/215, 101/105, 72/74, 67/68, 55/57, 53, 48/49, 42/43, 
41 , 36/37, 32, 31, 28, 25, 22, 16,12 และ 11 kDa ตามลําดับ โดยมีสายโพลีเปปไทดที่น้าํหนัก
โมเลกุล 42/43 kDa เปนโพลีเปปไทดชนิดที่พบปริมาณมากที่สุด (รูปที่ 20) 
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รูปที่ 20 ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี   
             Coomassie blue G-250 ความเขมขนเจลที ่12%             

 

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอ 

เมื่อนําเนื้อหนูสะอาดมาผานการสกัดโปรตีนอยางหยาบพบวาเมื่อยอมดวยสี Coomassie 
blue G-250  เพื่อนํามาเปรียบเทียบยืนยันความบริสุทธิ์ของโปรตีนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิระยะ
ติดตอวาไมมีโปรตีนจากเนื้อหนูมาเจือปน พบวาโปรตีนสกัดหยาบจากเนื้อหนูมีโปรตีนน้ําหนัก
โมเลกุลต้ังแต 101 ถึง 16 kDa แอนติเจนชนิดสกัดหยาบมีโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลที่ชัดเจนทั้งหมด
อยางนอย 11 แถบ ประกอบดวยโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 101, 69, 60, 48, 43, 39, 35, 28, 
27, 17 และ 14 kDa ตามลําดับ (รูปที่ 21) โดยมีโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa เปนน้ําหนัก
โมเลกุลหลักที่มีปริมาณมากที่สุด 

42/43 kDa 
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รูปที่ 21  ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิ T. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี 
                Coomassie blue G-250  เปรียบเทียบกับโปรตีนสกัดหยาบจากเนื้อหนคูวามเขมขน 
                เจลที่ 12%           
        

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบจากเนื้อหน ู
แถวที ่3 = แอนติเจนชนิดสกัดหยาบพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอ  

พบวาโปรตีนจากเนื้อหนูทีน่้ําหนกัโมเลกุล 101, 48, 43, 28 kDa มีน้ําหนักโมเลกุล
ใกลเคียงกนักบัน้ําหนกัโมเลกุลโปรตีนสกดัหยาบของพยาธ ิT. spiralis 

4.2.2  ผลการยอมสี Silver  

ผลการแยกแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่ความเขมขน 
0.25 µg เมื่อยอมดวยสี silver พบวามีโพลีเปปไทตหลายน้ําหนักโมเลกุลต้ังแต 210/215 ถึง 8/9 
kDa แอนติเจนชนิดสกัดหยาบมีสายโพลีเปปไทตที่ติดสีชัดเจนทั้งหมดอยางนอย 28 ชนิด 
ประกอบดวยโพลีเปปไทตที่น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 210/215, 153, 101/105, 92, 72/74, 67/68, 

43 kDa 
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61/62, 55/57, 53, 48/49, 42/43, 41, 36/37, 34, 32/33, 31, 28, 26/27, 25, 24, 22, 17/18, 19, 
15/16, 14, 12,11 และ 8/9  kDa ตามลําดับ (รูปที่ 22 ) 

                          
รูปที่ 22 ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี   
              silver ความเขมขนเจลที ่12%       
 

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอที ่0.25 µg 
 

4.3 ผลการวิเคราะหการทาํปฏกิิริยาระหวางแอนตบิอดีสุกรกลุม   3      กับแอนติเจน    
     สกัดหยาบดวย immunoblot technique 

แอนติเจนชนดิสกัดหยาบทีเ่ตรียมไดจากพยาธิ T. spiralis ในระยะตดิตอที่ใชใน
การศึกษาครั้งนี้เตรียมจากพยาธ ิ T. spiralis จํานวนประมาณ 5,000 ตัวตอการเตรียม 1 คร้ัง 
(ความสูงจาก effpendorf ประมาณ 0.5 cm) แอนติเจนทีม่ีความสามารถในการละลายน้ําไดจะ
ผานการ dialysis และวัดความเขมขนของโปรตีนที่ไดพบความเขมขนโปรตีนโดยเฉลี่ยเปน 0.35 
mg/ml (0.07 µg/ infective stage larva) เมื่อวัดโปรตีนดวยวิธีของแบรดฟอรดที่คาการดูดกลืน
แสงที่ 595 นาโนเมตร (nm) ปรับความเขมขนของแอนติเจนเปน 1 mg/ml โดยการนาํไประเหย

42/43 kDa 
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แหงและเจือจางดวยน้าํกลัน่ ที่ปริมาณโปรตีน 10 µg ตอ strip แอนติบอดีของสุกรแตละตัว
สามารถเกิดปฏิกิริยาที่โปรตนีแอนติเจนทีน่้ําหนกัโมเลกลุตางกนั ผลการศึกษาโปรตีนแอนติเจน
ของพยาธิในระยะติดตอดวย immunoblot technique พบวามีโปรตีนอยางนอย 14 น้ําหนกั
โมเลกุลทําปฏกิิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis ทัง้ 5 ตัวอยาง (รูปที่ 23) ไดแก โปรตีน
แอนติเจนที่น้าํหนกัโมเลกุล 210/215, 153, 101/105, 92, 67/68,  61/62, 53/54, 48/49, 42/43,  
41, 36/38, 34, 32 และ 31 kDa ตามลําดับ โดยมีโปรตีนแอนติเจนที่น้าํหนักโมเลกุล 48/49 และ 
42/43 kDa เปนน้าํหนักโมเลกุลหลักที่เกดิปฏิกิริยาไดชัดเจนกับ anti-Trichinella antibodies จาก
การวิเคราะหดวย immunoblot technique พบวา มีเพียงซีรัมสุกรทดลองตัวที่ 2 ที่ทาํปฏิกิริยากับ
โพลีเปปไทดน้าํหนักโมเลกุล 19 kDa และซีรัมสุกรทดลองตัวที ่ 2 และ 4 ทําปฏิกิริยากับโพลีเปป
ไทดน้ําหนกัโมเลกุล 14 kDa  (ตารางที ่ผ8)  และผลการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีสุกรกลุม 3 
กับแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูดวย immunoblot technique พบวาโพลีเปปไทดจากเนื้อหนู
สะอาดไมทาํปฏิกิริยากับแอนติบอดีจากซรัีมสุกรกลุม 3  

 
 

รูปที่ 23 Immunoblot pattern ของสุกรกลุม 3 ที่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนแอนติเจนสกัด  
              หยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis แถว 1 ถึง 5 เปนตัวอยางซีรัมสุกรติด   
              พยาธิ T. spiralis ตัวที่ 1 ถึง 5 ตามลําดับ 
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4.4 ผลการวิเคราะหทําปฏกิิริยาระหวางแอนติบอดีสุกรกลุม 1, 2, 3 และ 4 กับแอนติเจน     
     สกัดหยาบดวย immunoblot technique 

จากโปรตีนแอนติเจน 14 น้ําหนักโมเลกุลที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติพอดีสุกรติด T. spiralis 
เมื่อนํามาศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในแตละกลุม จากการเปรียบเทียบรูปแบบของ 
immunoblot profile ของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis กับซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 
3 และ 4 ตามลําดับ ไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในกลุม 1 แตเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัม
สุกรในกลุม 2 และในกลุม 4  

จาก immunoblot profiles โปรตีนแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis ใน
ระยะติดตอพบวาเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในกลุม 2 ที่ติดพยาธิ A. suum, T. suis, 
Strongyle, Coccidia และ B. coli  จากการเพาะเลี้ยงพยาธิสตรองกายจนเปนตัวออนในระยะ
ติดตอ (ภาคผนวก ง, ตารางที่ ผ5) พบวาตัวออนพยาธิสตรองกายที่เพาะเลี้ยงไดเปนพยาธิ 
Oesophagostomum dentatum และ Hyostrongylus rubidus (ภาคผนวก ง, รูปที่ ผ 1-4) และ
ไมสามารถระบุชนิดพยาธิ สตรองกายไดในบางตัวอยางเนื่องจากไมพบตัวออนจากการเพาะเลี้ยง  

จากการวิเคราะห immunoblot profiles พบวาสายโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 
61/62 และ 41 kDa เปนโปรตีนแอนติเจนที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรในกลุม 3 รูปภาพตัวแทน
การเกิดปฏิกิริยาในแตละกลุมตัวอยางดังรูปที่ 24 และที่ตาราง 6 และสรุปผลการเปรยีบเทียบ
โปรตีนแอนติเจนที่ยอมสีไดกับ immunoblot pattern แสดงในภาคผนวก ฉ ตารางที่ ผ7 ความถี่ 
(frequency) ของโปรตีนแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุลที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมสุกรติดพยาธิ T. 
spiralis เมื่อวิเคราะหดวย  immunoblot   technique พบวาที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 61/62 และ 41 
kDa มีความจําเพาะตอการตดิพยาธิ T. spiralis เปน 100 % (n = 5) ทั้ง 3 น้ําหนักโมเลกุล 
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รูปที่ 24 Immunoblot pattern ของสุกรกลุม 2, 3 และ 4 ที่เกิดปฏิกิริยากับโปรตนีแอนติเจนสกัด  
              หยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis 
 
แถว 1           =     น้ํากลัน่                        แถว 2 - 3   = T. spiralis  infection 
แถว 4 - 7      =    Not found                    แถว 8 - 9   = A. suum infection  
แถว 10 – 11 =   B. coli  infection           แถว 12-15  =  Coccidiosis 
แถว 16 – 18 =   Strongyle infection       แถว 19       =  Coccidiosis และ Strongyle infection
แถว 20         =   Coccidiosis, B. coli และ Strongyle infection 
 

 

41 
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ตารางที ่6 สรุปการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนที่น้าํหนกัโมเลกุลตางกนักับซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับดวย immunoblot technique 

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

1 1-7 Day 0 piglet - - - - - - - - - - - - - - 

2 8-9 Parasite-free - - - - - - - - - - 2*** - - - 

 10-11 Parasite-free - - - - - - - - - - 2 2 - - 

 12 Parasite-free - - - - - - - 1 1 - 1 1 - - 

 13-14 Parasite-free - - - - - - - - - - 2 2 - - 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

2 15 Parasite-free - - - - - - - 1 1 - - - 1 1 

 16 Parasite-free - - - - - - - 1 - - - - - 1 

 17-18 Parasite-free - - - - 2 - - - - - - - 2 - 

 19-20 Parasite-free - - - - - - - - - - - - 2 2 

 21 Parasite-free - - - - 1 - - - - - - 1 - - 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

2 22 Parasite-free - - - - - - - 1 - - - - 1 1 

 23 Parasite-free - - - - - - 1 - 1 - 1 - - - 

 24-28 Parasite-free - - - - - - - - - - - - - - 

3 29-33 T. spiralis 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

4 34                 A. suis - - - - - - - - - - 1 1 - 1 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

4 35 A. suum - - - - - - - - - - 1 1 1 - 

 36-38 A. suum - - - - - - 3 3 - - 3 3 3 3 

 39-40 T. suis - - - - - - 2 2 2 - 2 2 2 2 

 41   Strongyle Infection - - - - - - - - - - 1 1 1 1 

 42-43 O. dentatum - 2 2 - - - 2 - - - - - - - 
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ตารางที ่6  (ตอ) สรุปการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique 

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

4 44-47 Coccidia - - - - - - - - - - 4 4 4 4 

 48-49 Coccidia - - - - - - - - - - 2 2 - 2 

 50 Coccidia - - - - - - - 1 - - 1 1 - - 

 51 Coccidia - - - - 1 - - - 1 - - -  - 

 52-53 Coccidia - - - - - - - - - - 2 2 - - 



 62

ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

4 54 B. coli - 1 1 - - - - 1 1 - - - - 1 

 55 B. coli - 1 1 - - - - 1 1 - - - - - 

 56   Strongyle Infection + Coccidia - - - - - - - - - - 1 - - - 

 57-58   Strongyle Infection + Coccidia - - - - - - - 2 - - 2 - - - 

 59   Strongyle Infection + Coccidia - - - - - - - 1 - - 1 1 1 1 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

4 60   Strongyle Infection + Coccidia - - - - - - - - - - - - - - 

 61 O. dentatum + Coccidia - - - - 1 - - - - - - - - - 

 62 O. dentatum + Coccidia - - - - - - 1 1 - - 1 1 1 1 

 63 O. dentatum + Coccidia - - - - - - 1 1 - - 1 1 - - 

 64 
A. suum + Strongyle Infection + 

Coccidia - 1 1 - - - - 1 1 - 1 1 - - 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม ลําดับที ่

การตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิต/ 

ชนิดของซีรัม 

Predominant bands (kDa) 

210/215 153 101/105 92 67/68 61/62 53/54 48/49 42/43 41 36/38 34 32 31 

4 65 A. suum + T. suis - 1 1 - - - - - 1 - - - - - 

 66-67 H. rubidus + Coccidia + B. coli - - - - - - - - - - 2 2 2 2 

หมายเหต ุ ***แสดงจํานวนตัวอยางทีท่ําปฏิกิริยาระหวางโปรตีนแอนติเจนทีน่้ําหนกัโมเลกุลตางกันกับซีรัมสุกรในแตละกลุม
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                บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

ในการศึกษาลักษณะรูปรางของพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอในกลามเนื้อของโฮสตกัก
เก็บมีความสําคัญตอการตรวจคัดกรองโรคที่โรงฆาสัตวและเฝาระวังโรคในสัตวปาที่เปนแหลงแพร
ระบาดของโรค การตรวจหาตัวออนพยาธิโดยตรงในกลามเนื้อลายเปนวิธีการตรวจวินิจฉัยที่มี
ความจําเพาะสูง แตตองอาศัยความชํานาญในการตรวจหาพยาธิซึ่งมีขนาดเล็กและอาศัยอยูใน
แคปซูล ซึ่งเปนลักษณะจําเพาะของพยาธิในเคลด 2 ในปจจุบันยังไมมีวิธีการตรวจวินิจฉัยจําแนก
ชนิดพยาธิในสกุล Trichinella  ไดจากการศึกษาทางกายรูปวิทยาเพียงอยางเดียว การศึกษา
ลักษณะทางกายรูปวิทยาจึงเปนเพียงเครื่องมือหนึ่งที่ใชประกอบกับการตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค
ทางอณูชีววิทยารวมกับการศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของพยาธิ เชนความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนในหนูทดลอง เพื่อใชในการแยกชนิดของพยาธิ การศึกษาในครั้งนี้ผูศึกษาไดวัดขนาดความ
กวางและความยาวของตัวออนพยาธิ T. spiralis ที่เพิ่มจํานวนไวอยางตอเนื่องในหนูทดลองตั้งแต
ป พ.ศ. 2538 ในหองปฏิบัติการหนวยปรสิต ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พยาธิในระยะติดตอที่ผานการยอยเทียมและทําใหคงสภาพใน
สารละลาย 10 % ฟอรมาลินแลวมีความ ยาวโดยเฉลี่ย 0.73+0.046 mm (0.60-0.80 mm) กวาง 
0.02+ 0.004 mm (0.019-0.030 mm) สอดคลองกับการศึกษาของ Pozio และคณะในป 1992 ที่
วัดขนาดของพยาธิในระยะติดตอพบวามีความยาวโดยเฉลี่ย 0.61–1.0 mm ขนาดของลําตัวกวาง 
0.026-0.040 mm แตจากการศึกษาของ NÖckler และคณะ (2006) ที่แยกชนิดของพยาธิ            
T. spiralis และ T. pseudospiralis ดวยขนาดของพยาธิและใชเทคนิค PCR พบวา T. spiralis มี
ความยาวโดยเฉลี่ย 1.10 mm ซึ่งมีคาเฉลี่ยสูงกวาที่วัดไดในครั้งนี้เล็กนอย โดย Pozio และคณะ 
(2002) อธิบายผลของการลดขนาดของพยาธิที่เกิดขึ้นจากการผานเชื้อเขาหนูทดลองใน
หองปฏิบัติการหลายครั้งอาจมีผลทําใหขนาดของพยาธิลดลง จึงสรุปไดวากายรูปวิทยาที่ปรากฏ
สามารถใชตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิ Trichinella ไดในเบื้องตนแตการตรวจวินิจฉัยเพื่อแยกชนิด
ของพยาธิในสกุล Trichinella ยังมีโอกาสผิดพลาดไดจึงควรทําควบคูไปกับเทคนิคที่มี
ความจําเพาะสูงในกรณีที่ตองการตรวจแยกชนิดของพยาธิในสกุล Trichinella  เชนการใชเทคนิค 
PCR (Rombout et al., 2001) เปนตน  
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การตรวจวินิจฉัยเฝาระวังการติดพยาธิ T. spiralis  ในสุกรปจจุบันนิยมใชวิธีการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยามากขึ้นเนื่องจากมีความสะดวก รวดเร็ว มีความไวสูงและสามารถเก็บ
ตัวอยางมาเพื่อตรวจวินิจฉัยไดงายกวาการตรวจวินิจฉัยหาตัวออนพยาธิในระยะติดตอโดยตรง แต
ขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัยทางซรัีมวิทยา คือ ความไวและความจําเพาะของการตรวจดวยวิธีนี้
จะขึ้นอยูกับชนิดและคุณภาพของแอนติเจน (OIE, 2008) แอนติเจนที่นิยมศึกษาในปจจุบัน มีอยู 
3 ชนิด คือ แอนติเจนชนิดสกัดหยาบ แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิในระยะติดตอและ
แอนติเจนจากน้ําตาลสังเคราะห tyvelose เนื่องจากพบวาแอนติเจนจากพยาธิในระยะติดตอมี
ความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันของโฮสตไดดีและเปนระยะที่มีความสําคัญเนื่องจากเปน
ระยะติดตอโดยพยาธิสามารถดํารงชีวิตอยูในโฮสตกักเก็บไดนานโดยไมแสดงอาการทางคลินิก 
โปรตีนแอนติเจนของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอแบงออกเปน 8 กลุม กลุมที่พบวามี
ความจําเพาะตอพยาธิในวงศ Trichuroidea  คือ TSL-1 เปนแอนติเจนกลุมที่น้ําตาล tyvelose 
เปน carbohydrate epitope รวมกัน แอนติเจนกลุมนี้ถูกเก็บสะสมอยูที่แกรนูลของเซลล 
stichocyte  พบไดมากในสารคัดหลั่งจากพยาธิ (Appleton et al., 1991) แอนติเจนจากสารคัด
หลั่งพยาธิจึงมีความจําเพาะสูงกวาแอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมผูปวยที่ติดพยาธิชนิดอ่ืน (Ruangkunaporn et al., 1994; Sakolvaree et al., 1997; 
Maleewong et al., 2006) และยังเปนแอนติเจนกลุมที่ epitope มีความจําเพาะตอพยาธิ T. 
spiralis และสามารถทำปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสัตวที่ไดรับพยาธิ Trichinella ชนิดอื่นไดดี 
(NÖckler et al., 2005) จึงมีการศึกษาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิอยางตอเนื่อง แต
ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis เพื่อเตรียมแอนติเจนจากสารคัด
หลั่งคอนขางยุงยากเพราะตองเลี้ยงดวยเทคนิคปลอดเชื้อ พยาธิมีขนาดเล็กจึงตองเลี้ยงพยาธิเปน
จํานวนมากเพื่อใหไดปริมาณแอนติเจนอยางเพียงพอในการศึกษาหรือเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัย
และมีคาใชจายสูง อีกทั้งปริมาณและคุณภาพของแอนติเจนจะขึ้นอยูกับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Bolas-Fernandaz et al., 2009)  

น้ําตาลสังเคราะห tyvelose เปนคารโบไฮเดรตที่สังเคราะหเลียนแบบน้ําตาล tyvelose ใน
แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิในธรรมชาติ เนื่องจากเปนสวนที่มีความจําเพาะสูงและมี
คณุสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันของโฮสตไดดี แตจากการศึกษาของ Gamble และคณะในป 
2004 พบวาน้ําตาลสังเคราะห tyvelose มีความไวในการตรวจวินิจฉัยต่ําในบางตัวอยาง ในขณะที่
แอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งมีแอนติเจนที่มีโปรตีนซับซอนหลายชนิดเนื่องจากเตรียมจากการบด
พยาธิระยะติดตอทั้งตัวจึงมีองคประกอบของโปรตีนในกลุม TSL-1  เชนกัน แอนติเจนชนิดสกัด
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หยาบของ T. spiralis มีความซับซอนของชนิดโปรตีนมากกวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ
จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการวิเคราะหดวย immunoblot technique (Frey et al., 
2009) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความจําเพาะสูงนอกจากนี้ยังมีขอดีคือสามารถเตรียมไดงายใน
หองปฏิบัติการและประหยัดกวาการเตรียมแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิมาก ปจจุบันมกีาร
นํา immunoblot technique มาประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรค เชน โรคพยาธิใบไมในมาและ
สุกร (Gorman et al., 1997) ภาวะภูมิคุมกันบกพรองหรือโรคเอดสในมนุษย (Lee et al., 2000) 
เปนตน พบวาใหผลการตรวจวินิจฉัยที่มีความจําเพาะสูง จากการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis ที่มีสาเหตุมาจากพยาธิ T. spiralis ในมนุษย (Mahannop et al.,1994;  Robert et 
al., 1996; Nuñez et al., 2000; Yera et al., 2003) พบวามีโปรตีนที่มีเกิดปฏิกิริยาตอ human 
anti-Trichinella antibodies  เชนเดียวกับการศึกษา immunoblot technique ในสัตว เชน มา 
(Yepes and Mulia  et al., 1999) และสุกร (NÖckler et al., 1995; Gruden-Movsesijan et al., 
2002; NÖckler et al., 2009) การศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของซีรัมผูปวย trichinellosis กับ
แอนติเจนของพยาธิและการเกิดปฏิกิริยาขามระหวางแอนติเจนจากพยาธิและแอนติบอดีของโฮสต
ที่ติดโรคพยาธิชนิดอ่ืนถูกจํากัดอยูที่มนุษยและสัตวบางชนิด ในปจจุบันยังมีการศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาขามระหวางแอนติเจนสกดัหยาบจากตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis และซีรัม
สุกรติดพยาธิชนิดอื่นอยูนอยและยังไมมีการรายงานการศึกษาในประเทศไทย งานวิจัยการศึกษา
ความจําเพาะของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอที่จําเพาะตอซีรัม
สุกรติดพยาธิ T. spiralis และไมจําเพาะตอซีรัมของสุกรที่ปวยดวยโรคปรสิตชนิดอื่นครั้งนี้จึงเปน
รายงานการศึกษาแรกในประเทศไทย  

การศึกษาในครั้งนี้พบวาแอนติบอดีจากซีรัมสุกรในกลุมที่ 3 ซึ่งเปนกลุมควบคุมบวก
สามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลตางๆ จํานวนอยางนอย 14 น้ําหนักโมเลกุลที่
แตกตางกันระหวาง 210/215-31 kDa ไดแก  210/215, 153, 101/105, 92, 67/68,  61/62, 
53/54, 48/49, 42/43,  41, 36/38, 34, 32 และ 31 kDa  จาก immunoblot pattern ของสุกรตัวที่ 
2 และ 4 ที่มีจํานวนโพลีเปปไทดที่ทําปฏิกิริยากับ swine anti-Trichinella แตกตางไปจากสุกรตัวที่ 
1, 3 และ 5 โดยมีโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล  19 และ 14 kDa ในสุกรตัวที่ 2 และ 19 kDa ใน
สุกรตัวที่ 4 (ตารางที่ ผ6) อาจจะเปนผลจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่แตกตางจําเพาะในสัตว
แตละตัว (NÖckler et al., 2009) หรือสุกรเคยมีปรสิตภายในตอมาระบบภูมิคุมกันในรางกาย
สามารถกําจัดปรสิตนั้นออกไปไดหมด หรือเคยไดรับการรักษาปรสิตภายในมากอนแตระบบ
ภูมิคุมกันของสุกรสามารถจดจําแอนติเจนไดและสรางแอนติบอดีชนิดจําเพาะตอแอนติเจนชนิด
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นั้น ซึ่งแอนติบอดีมีความสามารถในการคงอยูไดนานหลายเดือนจนถึงเปนปขึ้นกับชนิดและ
แอนติเจนที่ไดรับอยางตอเนื่อง ผลการศึกษาในครั้งนี้เกิดปฏิกิริยาขามกันระหวางแอนติบอดีของ
สุกรในกลุม 2, 3 และ 4 กับแอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิในระยะติดตอเนื่องจากโปรตีนสกัด
หยาบจากพยาธิทั้งตัวมีโปรตีนปะปนกันอยูหลายชนิด  

ผลการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามของซีรัมสุกรในกลุม 2 ซึ่งเปนกลุมที่ตรวจไมพบปรสิต
ในอุจจาระกับแอนติเจนสกัดหยาบ เมื่อวิเคราะหดวย immunoblot technique พบวาเกิดปฏิกิริยา
กับแอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis  ซึ่งขัดแยงกับการศึกษาของ Gamble และคณะ 
(1997) ซึ่งไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกันระหวางแอนติเจนกับซีรัมสุกรปลอดพยาธิ T. spiralis 
อาจมีสาเหตุมาจากสุกรในกลุม 2 บางตัวอาจอยูในชวงระยะแฝงของโรคกอนที่จะมีอาการของโรค
ปรากฏ (latent period) สุกรมีปรสิตอยูในรางกายในปริมาณนอยทําใหตรวจไมพบไขพยาธิ ซีสต
หรือโอโอซีสตในอุจจาระ หรือสุกรไดรับยารักษาโรคปรสิตมากอนทําใหตรวจไมพบปรสิตใน
อุจจาระแตยังคงมีระดับของแอนติบอดีในปริมาณที่เพียงพอในการจับกับแอนติเจนและกอใหเกิด
ปฏิกิริยาเห็นเปนแถบสี เนื่องจากซีรัมสุกรที่นํามาศึกษาสวนมากเก็บมาจากแหลงเพาะเลี้ยงสุกร
แบบปลอย หรือฟารมเพาะเลี้ยงที่สุกรมีโอกาสสัมผัสและไดรับเชื้อบิดหรือ Coccidia ไดงาย
เนื่องจากโอโอซีสตของเชื้อบิดมีความทนทานตอสภาพแวดลอมสูง (Belli et al., 2006) และเปน
ปรสิตที่พบไดทั่วไปในฟารมของประเทศไทย  

รายงานการศึกษา immunoblot technique โดยใชแอนติเจนจากสารคัดหลั่งและ
แอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอกับซีรัมของผูปวยมีวัตถุประสงคเพื่อการ
หาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลที่สามารถเกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมของผูปวยโรค trichinellosis  
จาก immunoblot pattern ของแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. 
spiralis  พบวาแอนติบอดีของสุกรทดลองที่ไดรับตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis ซึ่งเปน
แอนติเจนที่ประกอบไปดวยโปรตีนที่มาจากหลายแหลง (heterologous organisms)  เกิดปฏิกิริยา
จําเพาะตอโปรตีนแอนติเจนท่ีน้ําหนักโมเลกุล 44 และ 67 kDa (NÖckler et al., 1995)  ตอมา 
Aguilar และคณะ (2000) มีรายงานวา  immunoblot pattern ของสุกรทดลองติดเชื้อ T. spiralis 
โดยใชสารคัดหลั่งของพยาธิเปนแอนติเจนเชนกันพบวามีปฏิกิริยาจําเพาะที่โปรตีนแอนติเจน
น้ําหนักโมเลกุล 229, 108, 64, 45, 41, 40, 33-38.5 kDa และจากการศึกษาของ Gruden-
Movsesijan (2002) ดวยเทคนิค lectin blot พบวามี glycoprotein ที่น้ําหนักโมเลกุล 45, 49 และ 
53 kDa ที่ทาํปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ในขณะที่การศึกษาการทําปฏิกิริยา
ของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบกับผูปวยโรค trichinellosis พบวา immunoblot pattern มีรูปแบบ
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ของปฏิกิริยาจําเพาะกับโปรตีนแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 47, 55 และ 90 kDa หรือ 43-44 และ 
64 kDa (Robert et al., 1996; Yera et al., 2003) เชนเดียวกับการศึกษาของ Mahannop และ
คณะ (1994) พบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับที่โปรตีนสกัดหยาบที่น้ําหนักโมเลกุล 109 kDa และ
จากการศึกษาของ Yepez-Mulia และคณะ (1999) พบวา immunoblot pattern ของซีรัมมาติด
พยาธิ T. spiralis  กบัแอนติเจนชนิดสกัดหยาบไดแก โปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 47, 52, 59, 67, 72 
และ 105 kDa สอดคลองกับรายงานการศึกษาในครั้งนี้กลาวคือ จากการศึกษาในครั้งนี้พบโปรตีน
แอนติเจนที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติบอดีสุกรติดพยาธิ T. spiralis โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมสุกรติดโรคพยาธิอ่ืนที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 61/62 และ 41 kDa ตามลําดับ 

แตจากรายงานการศึกษาลาสุด NÖckler และคณะ (2009) ไดศึกษา immunoblot 
pattern ของซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis กับแอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งสามารถเตรียมไดงาย
และประหยัดคาใชจายกวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่ง พบวามีสายโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยา
ชัดเจนและไมเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรที่ติดโรคพยาธิชนิดอื่น (O. dentatum, T. suis, H. 
rubidus, Strongyloides ransomi) ที่น้ําหนักโมเลกุล 43, 47, 61, 66 และ 102 kDa ตามลําดับ 
สอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้พบวาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 61/62 kDa มีความจําเพาะตอซีรัม
สุกรติดพยาธิ T. spiralis นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 43 kDa เปนโปรตีนหลักที่
เกิดปฏิกิริยาชัดเจนและเปนโปรตีนที่พบในแอนติเจนชนิดสกัดหยาบปริมาณมากมีความสามารถ
เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยากับ anti-Trichinella antibodies  ไดดีเชนเดียวกัน แตอยางไรก็ตาม
การศึกษาในครั้งนี้มีผลขัดแยงกับรายงาน NÖckler และคณะ (2009) เนื่องจากจากโปรตีนที่
น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรติดพยาธิชนิดอื่นที่พบในประเทศ
ไทย (ตารางที่ 6) สามารถอธิบายไดจากการศึกษาของ Romaris (2002) วาพยาธิ T. spiralis มี
แอนติเจนที่มีความจําเพาะของพยาธิในวงศ Trichuroidea  คือ  TSL-1 ซึ่งพยาธิในวงศนี้ที่พบได
ในสุกรคือ T. suis  และ T. spiralis แอนติเจนในกลุม TSL-1 มีน้ําตาล beta-tyvelose เปน
องคประกอบจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสุกรติดพยาธิ T. suis  ไดเนื่องจากมีสวนที่ใช
epitope รวมกัน (Ortega-Pierres et al., 1996) TSL- 1 เปนแอนติเจนที่ถูกสรางและเก็บอยูใน
เซลล stichocytes ซึ่งซีรัมสุกรที่ติดพยาธิ T. suis ทุกตัวอยาง สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับ
แอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa แตการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรติด O. dentatum , 
Coccidia, B. coli ยังไมสามารถสรุปผลการศึกษาไดชัดเจนเนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาขามที่
เกิดขึ้นไมมีรูปแบบที่แนนอน สวนหนึ่งมาจากเปนผลมาจากสุกรในกลุม 4 บางตัวอาจอยูในชวง
ระยะแฝงของโรคกอนที่จะมีอาการของโรคปรากฏ (latent period) สุกรมีปรสิตอยูในรางกายใน
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ปริมาณนอยทําใหตรวจไมพบไขพยาธิหรือโอโอซีสตในอุจจาระ หรือสุกรไดรับยารักษาโรคปรสิต
มากอนทําใหตรวจไมพบปรสิตในอุจจาระแตยังคงมีระดับของแอนติบอดีในปริมาณที่เพียงพอใน
การจับกับแอนติเจนและกอใหเกิดปฏิกิริยาเห็นเปนแถบสี ดังที่ไดกลาวมาแลวขางตนตลอดจนการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะแตกตางกันไปในสุกรแตละตัวลวนมีผลตอการ 
immunoblot profile ที่เกิดขึ้น (NÖckler et al., 2009)  

   ความคลาดเคลื่อนของน้ําหนักโมเลกุลของสายโพลีเปปไทดที่ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี
ในการศึกษาในครั้งนี้อาจคลาดเคลื่อนจากโปรโตคอล (protocol) ที่แตกตางกันไปในแตละ
หองปฏิบัติการ  เชน ปริมาณความเขมขนของ polyacrylamide ที่ใชในการศึกษาหรือ ชนิดโปรตีน
มาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลที่จําเพาะเปนตน รวมถึงการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันที่แตกตางกันในสัตวแตละชนิดและในการแปรผลการวิเคราะห immunoblot technique 
ที่มีสีที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของสารตั้งตนกับเอนไซมที่ไมชัดเจนในบางแบน ดังนั้นการวิเคราะห
ผลของ immunoblot technique จึงควรมี gel documentation system ที่มีความไวและแมนยําสูง 
(NÖckler et al, 2009) จากการศึกษาในครั้งนี้พบจํานวนโปรตีนที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะตอโปรตีน
สกัดหยาบมีจํานวน 14 น้ําหนักโมเลกุล ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ NÖckler และคณะ (2009) 
ซึ่งพบ 12 น้ําหนักโมเลกุล อธิบายไดจากรายงานของ Picherot และคณะ (2007) ที่พบวาจํานวน
ของโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับ ซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ที่แตกตางกันเปนผลมา
จากการตอบสนองของภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นอยางเปนลําดับขั้นโดยแพรจากเยื่อเมือกของลําไสเล็ก
มายังซีรัม เนื่องจากจํานวนของปฏิกิริยาที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติบอดีกับ       
โพลีเปปไทดจากแอนติเจนของพยาธิจะมีจํานวนมากขึ้นเมื่อเวลาผานไปนานมากขึ้นจากการสราง
แอนติบอดีชนิดที่จําเพาะตอสายโพลีเปปไทดหลายชนิดมากขึ้นจากการศึกษาของความสามารถ
ในการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีของสุกรทดลองที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
พบวาแอนติบอดีในซีรัมสุกรจะเริ่มทําปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติเจนเมื่อศึกษาดวย immunoblot 
technique ในวันที่ 20 หลังจากไดรับเชื้อโดยโปรตีนแอนติเจนแรกที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับ
แอนติบอดีคือโปรตีนที่น้ําหนักโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 110 kDa  จากนั้นจึงเกิดปฏิกิริยาที่         
โพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 55/59, 43/46 และ 35 kDa ภายหลังการติดพยาธิ 60 วัน อีกทั้ง
ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของโปรตีนแอนติเจนกับซีรัมของมนุษยและสัตวที่ไดรับ
พยาธิ T. spiralis จะขึ้นอยูกับปริมาณของตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis และ
ระยะเวลานับต้ังแตวันที่ไดรับเชื้อเขาไป (Gottstine et al., 2009, NÖckler  et al., 2009) จึงทําให
ปริมาณของโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะมีจํานวนแตกตางกัน  
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ผลการศึกษาในครั้งนี้พบวาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล  92, 61/62 และ 41 kDa เปนโปรตีน
ที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ในประเทศไทยเนื่องจากไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมสุกรในกลุมอ่ืน จึงเปนโปรตีนที่นาสนใจในการศึกษาตอเพื่อพัฒนาความจําเพาะของการตรวจ
การติดพยาธิ T. spiralis การพัฒนาความจําเพาะของโปรตีนที่ใชในการศึกษาในอนาคตควรเพิ่ม 
จํานวนตัวอยางสุกรในแตละกลุมตัวอยางใหมากข้ึนและมีการเก็บซีรัมตามชวงเวลาเพื่อศึกษา
ระยะเวลาในการตอบสนองของแอนติบอดีในระยะยาวรวมดวย ประกอบกับการเพิ่มเทคนิคการ
ยอมสีที่มีความจําเพาะของชนิดโปรตีน เนื่องจากสีที่ใชในการยอมสีโปรตีนมีความหลากหลายทั้ง
ชนิดและวิธีซึ่งมีทั้งความไวและความจําเพาะแตกตางกันไป เชน Coomassie blue G-250  ที่จะ
ใหแถบโปรตีนที่ยอมแลวเปนสีน้ําเงินมีความไวตอความเขมขนของโปรตีนที่ระดับ µg  สียอม 
silver เปนสียอมที่มีความไวสูงในระดับนาโนกรัม (ng) ซึ่งสามารถยอมไดทั้งโปรตีนและดีเอ็นเอ 
(DNA) การยอมดวย lumitein เปน luminescent dye มีความไวมากแมมีปริมาณโปรตีนนอยกวา 
1 ng ดังนั้นการใชสีเหลานี้ยอมจึงเปนการยอมที่ติดสีโปรตีนกลายชนิดรวมไปถึง glycoprotein, 
lipoprotein ในงานทดลองครั้งนี้ไมสามารถบอกไดวาการยอมติดสีที่เกิดขึ้นเปนโปรตีนชนิดใด  

ดังนั้นในงานวิจัยครั้งตอไปควรจะเพิ่มเทคนิคการแยกชนิดของโปรตีน เชน การยอม
โปรตีนดวย concanavalin A ซึ่งเปน lectin protein ที่มีความสามารถในการจับจําเพาะกับ
คารโบไฮเดรต เชน น้ําตาลหรือ glycoprotein รวมถึงศึกษาคุณสมบัติและลักษณะจําเพาะของ
โปรตีนโดยใชวิธีการแยกบนเจลโดยใช 2 DE gel เพื่อศึกษาชนิดของโปรตีนของพยาธิและสารกอ
ภูมิคุมกันระหวางโฮสตและพยาธิการแยกโพลิเพปไทดบนเจลดวยกระแสไฟฟามิติเดียว (one-
dimensional electrophoresis) เปนการแยกตามขนาดและประจุรวมกันบนเจลในภาวะที่โปรตีน
ที่ถูกทําใหเสียสภาพไป การแยกมิติเดียวจะเปนการแยกตามขนาดหรือแยกตามประจุ (isoelectric 
focusing, IEF) แตการแยกดวยกระแสไฟฟามิติเดียวโพลีเปปไทดตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไปมีโอกาส
เคลื่อนที่ไปพรอมกันและไปหยุดที่ตําแหนงที่ใกลเคียงกันจึงอาจทําใหเห็นผิดพลาดวิเคราะหเปน
แถบเดียวในกรณีโปรตีนสกัดหยาบซึ่งเปนสวนผสมโปรตีนซับซอน การเคลื่อนที่ของโปรตีนหลาย
ชนิดไปพรอม ทําใหสรุปผลความบริสุทธิ์ของตัวอยางผิดพลาดไปได ดังนั้นเพื่อระบุความจําเพาะ
ของโปรตีนใหมีความบริสุทธิ์ยิ่งขึ้นจึงควรทํา 2 DE  เพิ่มเติม กอนนําโปรตีนที่สนใจศึกษาไปสกัดให
บริสุทธิ์เพื่อศึกษาคุณลักษณะและคุณสมบัติจําเพาะของโปรตีนดวยการใชแมสสเปกโทรเมทรี่ 
(Mass spectrometry) ซึ่งเปนเทคนิควิเคราะหทางเคมีเพื่อหาลําดับและปริมาณของกรดอะมิโนที่
เปนองคประกอบของโปรตีนชนิดนั้นตอไป ซึ่งมีความแมนยําในการทํานายชนิดและคุณสมบัติของ
โปรตีนสูงประกอบกับเปรียบเทียบ protein sequence ที่สนใจกับ protein sequence จาก
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ภาคผนวก ก: น้ํายาเคม ี
 
1. น้ํายอยเทียม (1% pepsin in 1% HCL) 
       Pepsin powder                                                                                                       10 g 
       Hydrochloric acid                                                                                                  10 ml 

 0.85% NaCl solution                                                                                           990 ml 

2. สารเคม ีSDS-PAGE 

2.1 Stock solution 
     2.1.1  30% Acrylamide-Bis-acrylamide solution 

Acrylamide (Promega, USA)                                                        14.60    g 
Bisacrylamide (Promega, USA)                     0.40     g                         
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                      50.0   ml 

2.1.2 1.5 M Tris-HCL buffer, pH 8.8 
Tris (hydroxymethyl) amino methane                                             18.17   g              
(Research Organics, Canada)  
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                      50.0  ml 

2.1.3    0.5 M Tris-HCL buffer, pH 6.8 
Tris (hydroxymethyl) amino methane                                6.06    g 
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                     50.0   ml 

2.1.4   10 % (W/V) Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
SDS (Bio Basic inc, Canada)                                                           10.0   g 
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                    100.0  ml 

2.1.5   10 % Ammonium persulphate solution (APS) 
Ammonium persulphate  (Promega, USA)                                        0.1  ml                        

  เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                                                        1.0   ml 
2.1.6   N, N, N’, N’- tetra methylene diamine (TEMED) (Bio Basic inc, Canada)                           
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2.2 บัฟเฟอร 
2.2.1   Electrode buffer (Tris glycine buffer), pH 8.3 

Tris (hydroxymethyl) amino methane                                              3.03    g 
Glycine (Research Organics, USA)                                                14.4    g 
SDS                                                                                           1.0   g 
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                1,000.0   ml 

2.2.2   Sample buffer (SDS reducing buffer)  
           0.5 M Tris-HCL buffer, pH 6.8                                               1.0  ml 
          Glycerol   (Biomedical Inc, USA)                                                       0.8  ml 
          10 % (W/V) Sodium dodecyl sulphate (SDS)                                    1.6  ml 
           2-beta-mercaptoethanol                                                        0.4  ml 
           0.1% (W/V) bromophenol blue                                                0.2  ml 

 

3. สารเคมียอมโปรตีนดวยส ีCoomassies brilliant blue 

3.1  Staining solution 
      Coomassies brilliant blue R-250 (Sigma, Germany)                                    1.25  g                         

             Absolute Methanol (Merck, Germany)                                                   250.0 ml 
             Glacial acetic acid  (Merck, Germany)                                                50.0  ml 

      เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                                                                         200.0 ml 
3.2  Destaining solution 
     Absolute Methanol                                                                                   400.0   ml 
     Glacial acetic acid                                                                                   100.0   ml 
     เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                                                                        1,000.0   ml 
 

4.สารเคมียอมโปรตีนดวยสี Silver (Bio-Rad, USA)  

4.1 Fixative (40%methanol/10% acetic acid; v/v ) 
Methanol                                                                                                      400  ml 
Gracial acetic acid                                                                                     100  ml 
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Deionized water                                                                                           500 ml 
4.2 Oxidizer 

Oxidizer concentrate                                                                                     10  ml 
 Deionized water                                                                                           90  ml 
 ควรเตรียม oxidizer ใหมทุกครั้งที่ยอมสี silver 

4.3 Silver reagent  
Silver reagent concentrate                                                                             10 ml 

             Deionized water                                                                                            90 ml 
             ควรเตรียม silver reagent ใหมทุกครั้งที่ยอมสี silver 

4.4 Developer 
            Developer power                                                                                          32.0 g 
            Deionized water                                                                                              1.0 l 
            เก็บที่อุณหภูมิ 23-25oC ไดนาน 1 เดือน 

4.5 5 % acetic acid 
            Gracial acetic acid                                                                                      50.0   ml 
            Deionized water                                                                                        950.0   ml 

 

5.สารเคมี immunoblot 

5.1 Transfer buffer 
Tris (hydroxymethyl) amino methane                                               3.03 g 
Glycine                                                                                               14.4 g 
Absolute Methanol                                                  200.0 ml 
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                                                                    1,000.0 ml 

5.2 Washing buffer (0.05% Tween-20 ในสารละลาย PBS, pH 7.4; PBST) 
  Tween20    (Bio Basic inc, Canada)                                                              0.5  ml 

เติมสารละลาย PBS, pH 7.4 จนถึงปริมาตร                                                1,000.0  ml                        
5.3 Substrate solution 

2, 6- dichloropheol- indophenol                                                                 0.005  g 
เติมสารละลาย PBS, pH 7.4 จนถึงปริมาตร                                                     10.0  ml  
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30 %H2O2                                                                                                      1.0 µl 
5.4  Blocking solution (3% BSA in PBST) 

BSA                                                                                                      1.5  g 
เติมสารละลาย PBST   จนถึงปริมาตร                                                              50.0 ml                    

5.5 10X Phosphate buffered  saline (PBS), pH 7.4 
NaCl                                                                                                   80.0 g 
KCL                                                                                                               2.0  g 
Na2HPO4                                                   14.4 g 
KH2PO4                                                    2.5 g 
เติมน้ํากลั่นจนถึงปริมาตร                                                                          1,000.0 ml 
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ภาคผนวก ข:   การเตรียมเจล                    
             

        ตารางที่ ผ1  การเตรียม 4% Stacking gel (5 ml) 
 

น้ํากลัน่/ สารเคมี ปริมาณ 
น้ํากลัน่ 3      ml 

0.5 M Tris-HCL, pH 6.8 1.25 ml 
10% (W/V) SDS stock 50    µl 

30% Acrylamide-Bis-acrylamide solution 0.65 ml 
Glycerol 50    µl 
10% APS 25    µl 
TEMED 5   µl 

 
   ตารางที่ ผ2 การเตรียม Separating gel (15 ml) 

 
 

น้ํากลัน่/ สารเคมี 
Gel concentration 

7.5% 8% 10% 11% 12% 
น้ํากลัน่ (ml) 7.12 6.9 5.88 5.37 4.87 

0.5 M Tris-HCL, pH 
8.8 (ml) 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75 

10% (W/V) SDS 
stock (µl) 150 150 150 150 150 

30% Acrylamide-Bis-
acrylamide solution 

(ml) 3.75 4 5.5 5.5 6 
Glycerol (µl) 150 150 150 150 150 
10% APS (µl) 75 75 75 75 75 
TEMED (µl) 10 10 10 10 10 
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ภาคผนวก ค: การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 

1. เตรียมสารละลาย BSA (sigma, Germany) ตั้งตนที่ความเขมขน 2 mg/ml กรองสารละลาย
ผาน filter ขนาด 0.45 µm 

2. ปรับความเขมขนของสารละลาย BSA ตั้งตน โดยทําใหเจือจางลง 4 เทา (เตรียม BSA 50 µl 
จากความเขมขน 2mg/ml เจือจางในน้ํากลั่น 150 µl) จะไดความเขมขนใหมเปน 0.5 mg/ml 
เตรียมโปรตีนมาตรฐานที่ลําดับความเขมขน 1.25-10 µg/ml หรือเตรียมความเขมขนของ
โปรตีนใหอยูในชวงของความเขมขนสารละลายตัวอยาง 
 
ตารางที่ ผ3 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (1.25-10 µg/ml) 
 
ความเขมขนของ 
BSA ที่ตองการ 

(µg/ml) 

ปริมาณสารละลาย 
BSA ที่ความเขมขน 

0.5 mg/ml 
(µl) 

ปริมาณน้าํกลัน่ 
(µl) 

ปริมาณสารละลาย 
Bradford assay 

(µl) 

Blank 0 800 200 
1.25 2.5 797.5 200 
2.5 5 795 200 
5  10 790 200 

10  20 780 200 
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ภาคผนวก ง: การตรวจวินจิฉัยแยกชนดิปรสิต 
 

ตารางที ่ผ4 โรคปรสิตภายใน (internal parasites) ที่สามารถพบไดในสุกร 
 

ปรสิต ตําแหนงที่ปรสิตอาศัยอยู ระยะที่ใชในการตรวจวินิจฉัย 

Hylostrongylus กระเพาะอาหาร ไขในอุจจาระ 

Strongyloides ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Oesophagostomum spp. ลําไสใหญ ไขในอุจจาระ 

Stephanurus spp. ไต ไขในอุจจาระ 

Metastrongylus ปอด ไขที่มีตัวออนระยะที่ 1 ในอุจจาระ 

Trichuris suis ลําไสใหญ ไขในอุจจาระ 

Balantidium coli ลําไสใหญ ซีสตในอุจจาระ 

Ascaris suis ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Macracanthorhynchus spp. ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Fasciola spp. ทอน้ําดี ไขในอุจจาระ 

Giardia spp. ลําไสเล็ก ซีสตในอุจจาระ 

Cystoisospora ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 

Cryptosporidium ลําไสเล็ก ซีสตในอุจจาระ 

Eimeria spp. ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 

Isospora spp. ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 
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ตารางที ่ผ5 ผลการเพาะและวินิจฉัยแยกชนิดตัวออนระยะที ่3 (L3) พยาธิสตรองกาย 

 

ลําดับ รหัสสุกร ผลการเพาะและวินิจฉัยแยกชนิด L3 

1 PC26 ไมพบ 

2 PC58 ไมพบ 

3 PC17 ไมพบ 

4 PC19 ไมพบ 

5 PC24 ไมพบ 

6 PC32 ไมพบ 

7 PC 34 ไมพบ 

8 PC 41 ไมพบ 

9 PC 45 O. dentatum 

10 PC48 O. dentatum 

11 PC 51 H. rubidus 

12 PC52 O. dentatum 

13 PC 54 H. rubidus 

14 SWKC1 O. dentatum 

15 PC25 ไมพบ 

16 PC30 ไมพบ 

17 PC38 O. dentatum 
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รูปที่ ผ1-ผ2 ตัวออนระยะที ่3 พยาธ ิO. dentatum ที่เพาะเลี้ยงไดจากตัวอยางอุจจาระสุกร 

 

          

 

รูปที่ ผ3-ผ4 ตัวออนระยะที ่3 พยาธ ิH. rubidus ที่เพาะเลี้ยงไดจากตัวอยางอุจจาระสุกร 
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ภาคผนวก จ: ขนาดตัวออนพยาธิระยะที่ 1 

ตารางที ่ผ6  ขนาดความกวางและความยาวของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis  

 

ลําดับที ่ ความยาว (µm) ความกวาง (µm) 

1 712.5  22.5  

2 742.5  18.75  

3 757.5  22.5  

4 705.0  30.0  

5 712.5  22.5  

6 675.0  22.5  

7 697.5  30.0  

8 712.5  18.75  

9 720.0  22.5  

10 682.5  22.5  

11 660.0  22.5  

12 637.5  18.75  

13 780.0  18.75  

14 795.0  22.5  

15 690.0  30.0  
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ตารางที ่ผ6(ตอ)  ขนาดความกวางและความยาวของตวัออนระยะติดตอพยาธ ิT. spiralis  

 

ลําดับที ่ ความยาว (µm) ความกวาง (µm) 

16 757.5 22.5 

17 727.5  22.5  

18 600.0  22.5  

19 787.5  30.0  

20 750.0  18.75  

21 742.5 22.5 

22 780.0 30.0 

23 690.0 18.75 

24 712.5 22.5 

25 757.5 22.5 

26 742.5 22.5 

27 682.5 22.5 

28 795.0 22.5 

29 720.0 18.75 

30 727.5 22.5 
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ภาคผนวก ฉ: ผลการวิเคราะหโปรตนีดวย SDS-PAGE และ immunoblot technique 

ตารางที ่ผ7  เปรียบเทียบโพลีเปปไทตทีย่อมติดสี Coomassie blue G-250 สี Silver และ      
                     immunoblot pattern  
 

น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa) 

Coomassie blue G-250  Silver Immunoblot pattern 

210/215 210/215 210/215 

- 153 - 

101/105 101/105 101/105 

- 92 92 

72/74 72/74 - 

67/68 67/68 67/68 

- 61/62 61/62 

55/57 55/57 - 

53/54 53/54 53/54 

48/49 48/49 48/49 

42/43 42/43 42/43 

41 41 41 

36/38 36/38 36/38 

- 34 34 
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ตารางที ่ผ7 (ตอ)  เปรียบเทยีบโพลีเปปไทตที่ยอมติดส ีCoomassie blue G-250 สี Silver และ      
                             immunoblot pattern  

 

น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa) 

Coomassie blue G-250 Silver Immunoblot pattern 

32 32 32 

31 31 31 

28 28 - 

- 26/27 - 

25 25 - 

- 24 - 

22 22 - 

- 19 - 

- 17/18 - 

15/16 15/16 - 

- 14 - 

12 12 - 

11 11 - 

- 8/9 - 
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ตารางที ่ผ8 แสดงขนาดโปรตีนแอนติเจนจากพยาธิในระยะติดตอชนดิสกัดหยาบน้าํหนักโมเลกุล   
                    จําเพาะที่ทาํปฏิกิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับ T. spiralis  

 

Immunoblot profiles 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

ซีรัมสุกรกลุม 3 (T. spiralis infection, Ts) 

Ts 1 Ts 2 Ts 3 Ts 4 Ts 5 

210/215 + + + + + 

153 + + + + + 

101/105 + + + + + 

92 + + + + + 

67/68 + + + + + 

61/62 + + + + + 
 

53/54 + + + + + 

48/49 + + + + + 

42/43 + + + + + 

41 + + + + + 

36/38 + + + + + 

34 + + + + + 

32 + + + + + 

31 + + + + + 

19 - + - - - 

14 - + - + - 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวดวงกมล สุระเรืองชัย เกิดเมื่อวันที่ 26 กรกฏาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ 1) จาก
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2549 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในป 
พ.ศ. 2550   
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