
วัสดุและวิธีการ

การเก็บต้วแสพยาธิปากขอ

ตัวแก่พยาธิปากขอ ได้เก็บจากผู้ป่วยในของโรงพยาบาล ทื่ตรวจพบการติดเชอ 

พยาธิปากขอ ระด้บปานกลาง ถึงระดับรุนแรง รดยการตรวจทางห้องปฏิบัติการดัวยวิธี 

s im p le  sm ear จะพบไข่พยาธิมากกว่า 20 ใบ ติออุจจาระ 1 มิลลืกรัม และหรือตรวจ 

พบไข่มากกวิา 8 ,0 0 0  ใบ ติอ 1 กรัม อุจจาระด้วยวิธีบันเหวื่ยง (อล่น และ บุญเยื่ยม

เก ียรต ิร ุ® ,2527) ผู้ป ่วยเหล่านื๊จะได้รับยาถ่ายพยาธิ A lb e n d a z o le  400 มิลลิกรัม

รับประทานคเงเด ียว 1-2 วันหลังได้รับยา ตัวอย่างอุจจาระจะฐกเก็บทั้งหมดเพื่อหาตัวแก่ 

พยาธิ เมํ่อได้ตัวแล้ว จะล้างด้วยน้ฯประบาอย่างน้อย 10 ครั้ง ตามด้วยน้ฯเกลือปราศ 

จากเชอ (รชเดียมคลอไรตั 0.9% ) อีกอย่างน้อย 10 ครั้ง เพื่อขจัดส่งปนเปีอนทติดมากับ 

ตัวพยาธิ ตรวจดูตัวพยาธิปากขอภายใด้กล้อง T e le s c o p e  หรือ แว่นขยาย หลังจากนตัว 

แก่,พยาธิเหล่านื้จะถูกเก็บทอุณหภูมิ -  20 องสาเซลเซ ียส เพื่อสืกษาต่อไป

การแบ่งเพศและชนิดพยาธิปากขอ

การแบ่งเพศพยาธิปาก1ขอเก็นตัวผู้ หรือตัวเฝ็ยดูทื่ครึ่งหลัง ( p o s t e r i o r  h a l f )  

ของตัวคือ ตัวผู้ สวนหางงอขน สวนปลายอุดแผ่ออกเก็น b u r s a  และ ม s p i c u l e s  2 อ้น 

การแบ่งชนิดพยาธิปากขอเบ่น A n c y l o s t o m a  หรือ N e c a t o r  ทฯได้รดฆการตรวจ 

รูปร่างลักษณะของปากและ ล0าตัว ด้วยตาเปล่าและกล้องอุลทรรศน้แสง พยาธิปากขอชนิด 

A n cy lo sto m a  จะมี c u t t i n g  t e e t h  แต่ N e c a to r  มี c u t t i n g  p l a t e s  และในตัว
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ผู้ฃอง Ancylostom a จะมื s p ic u le s  2 อัน ท่ืบลายแยกจากกันแต่ใน N eca to r มื
s p ic u le s  2 อันทีปลายเ^อมติดกัน การสืกษาเพศ และชนิดของตัวแก่ทฯภายใต้อุณหภูมิ 4
องศาเซลเซ ียส

การเตร ียมโ๙โมจีเนท พยาธิปากขอ

น0าตัวแก่พยาธิปากขอแต่ละตัว มาเต ิมสารละลาย L y s in g  B u f f e r  ปริมาตร 

25 ไมรครลิตร ชึ๋งมืลิวนผสม 0.15%  T r i to n  X -100 และ 100 มิลลิโมล T ris -H C l 

pH 8 .0  (ภาคผนวก จ . 1) พยาธิทิ่เติมสารละลายนื้สูกนำมาบดด้วยมือ ก่อนนฯไบบดด้วย 

คลนเสืยงแรงสูง ย่ืห้อ BRAUNSONIC 1510 การบดด้วยคลนเสียง 1 รอบ ประกอบด้วย 

2 จังหวัะสลับกันไป จังหวะแรกเป็นการบดด้วยคลื่นเสียงใช้เวลา 30 วินาที จังหวะทื่ 2 

พักการบด 15 วินาที ทำเช่นนื้ สลับกันไป 30 นาที หรีอจนกระทั่งตัวพยาธิแตกละเอียด 

เป็นเนอเดียวกันหมดไม่มืเศษเนื้อเป็นเนๆ โดยการดูตัวอย่างโฮโมจิเนทด้วยกลัองจุลทรรศน์ 

แสงขยาย 40x10 เท่าโฮโมจิเนทนื้จะถูกนำไปกันด้วยเคร็องกันความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ 

ยห้อของ SORVALL ความเร ็ว 10 ,000  เท ่าของแรงดึงด ูดของโลกเป ็นเวลา 15 นาที 

สารละลายใสๆ สวนบนจะถูกนฯไบ เก็บท่ั -2 0  องศาเซลเซ ียส ขนตอนการทฯข้างตันทุก 

ขนตอนกระทฯภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซ ียส

การวิ เ คราะห์ปริมาณโบรติน

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนระตับไมโครกรีม ต่อ มิลลิลิตร (ม ค .ก ./ม ล ) 

ของพยาธิแต่ละตัว ทฯโดย เ ติมสารสีผสมลงในของ เหลว ตัวอย่างพยาธิทื่ต้องการรู้ปริมาณ 

โบรติน แลัววัดการดูดแสง (A bsorbance  = A )เทียบกับการดูดแสงของโบรตินมาตรฐาน 

(โบวันเซรุมอัลบุมิน = BSA) ทั่รู้ความเข้มข้นแลัว ( c o n c e n t r a t i o n  = c o n e . )ตามวิธิ 

การวิเคราะห ์ของ B ra d fo rd  (1976) วิธีการทดลองมื 2 ข้ันตอน คือ
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ก. การสร้างกราฬมาตรฐาน

กราฬของโปรตีนมาตรฐานเกิดจากการวัดส่าดูดแสงของรบวันเซรุ่มอัลบุมิน 

ทรู้ปริมาณความเข้มข้นส่างๆ ก้น โดยแกนนอนและแกนตั้งเฟ้น c o n e . และ A. ของ 

โปรตีนมาตรฐาน ความเข้มข้นนํ้นๆ ตามล0าดับ วิธีการทฯคือ

1. การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน นำรบวันเซรุ่มวัลบุมินมาละลายใน 

DDW เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐานมีความเข้มข้น 1 0 ,2 0 ,3 0  และ 40 ม ค .ก /ม ล .

2 . การเตเยมสารส ี น',าสารสีเข้มข้น C oom assie  B r i l l i a n t  B lu e  

G -250 (ภาคผนวก ข) มาเจ ือจางด ้วย DDW ด้วยอัตราสีวน 1 :4

3 . การวัดส่าดูดแสงของโปรตีนมาตรฐาน นำรบวันเซรุ่มอัลบุมีนแส่ละ 

ความเข้มข้นปริมาตร 100ไมรครลิตร ผสมกับสารสีเจือจางแสัว 5 เท่าปริมาตร 1 .2  มล. 

นฯไปวัดส่าการดูดแสงของสารผสม ด้วยเครื่องวัดการดูดแสง (S p e c tro p h o to m e te r )  

SHIMADZU 160-UV ใช้ความยาวคลื่นแสง 595 นาโนเมตร ภายในระยะเวลา 2 -60  

นาที หลังผสม นฯส่า A. และปริมาณโปรตีนไปสร้างกราพมาตรฐาน

ข. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของตัวแก่พยาธิแส่ละตัว

นฯสารละลายตัวอย่างของพยาธิปากขอแส่ละตัว ปริมาตร 2 -5  ไมโครลิตร 

มาเจ ือจางด้วยน ้ำกลั่น (กลั่น 2 ครั้ง) ซื่งปราศจากเชอ ปริมาตร 9 8 -9 5  ไมโครลิตร 

เฟ้นปริมาตรสุทธิ 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารสีเจือจาง 5 เท ่า ปริมาตร 1 .2  มิลลิลิตร 

นฯไปวัดส่าการดูดแสงด้วย เ ครื่องสเ ปครตรโพโตมิ เ ตอร์ นฯส่าการดูดแสงไปหาส่าปริมาณ 

โปรตีนของตัวแก่แส่ละตัว จากกราพมาตรฐานหรือจากสุตรของกราพมาตรฐานดังนื้คือ
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c — K X ( Ag“* Ag )

c = ค่าความเข้มข้นของโปรตีนทื่ด้องการวิเคราะห์ 

K = ค่า s lo p e  ของกราฟมาตรฐาน 

Ag = ค่าการสูดแสง'ของตัวอย่าง 

Ag = ค่าการดูดแสงของ b la n k

วิธีดีกษารูปแบบโปรตีนของพยาธิตัวแก่

น0าโฮรมจิเนทของพยาธิตัวแก่แต่ละตัวมาดีกษารูปแบบโปรตีนโดยการแยกด้วยกระ 

แสไฟฟ้าใช้เทคนิค โซเดียมรดฅีช้ล ชัลเพต (เอสด ีเอส) รพลีอะคริลาไมด้เจล อเลกรตร 

พอเรซิส (Sodium  d o d e c y l s u l f a t e  P o ly a c ry la m id e  G el E l e c t r o p h o r e s i s ;  

SDS-PAGE) ใช้ความเข้มข้นของเจล 11% ตามวิธีการของ Laem m li (1970)

ก. การเตรียมตัวอยู่ไงของพยาธิ

นฯโฮรมจิเนทของ ตัวแก่พยาธิแต่ละตัว ซึ๋งมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 1 .4  

ไมโครกรัม นฯมาผสมกับบัฟเฟอร์ของตัวอย่างปริมาตรเท่ากัน การเตรียมสารละลาย

บัฟเฟอร์ (2 x ) ฝ็ค่วนผสมท่ํแน่นอนคอ 0 .0 6 2 5  M, T ris -H C l (pH 6 . 8 ) ,  2% เอสดี 

เอส, 10% กลีเซอรอล และ 5% M e rc a p to e th a n o l แด้วเติมสารสืฟ้า 0.01%  

B rom phenol b lu e  (ภาคผนวก จ . 2) เมื่อผสมเข้ากันดีแสัวนำไบด้มในน้ฯเดือด 100 

องศาเซลเซ ียส 5 นาที ก่อนนฯไปใสํในช่องเจล
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ซ. กา?เตรียมเจลแผ่นแบบตั้งตรง

เตรียมเจลขนาด 1 0 .5  X 8 .5  X 0 .0 7 5  เซนติเมตรรดยใช้ชุดเตรียม 

ของ LKB M idget 2050 ซึ่งเนอเจลประกอบด้วย 2 ส์วน คือ

1. SEPARATING เจล 11% อยู่สํวนล่างของแผ่น เตรียมจากสตีอก 

ของสารละลาย A cry lam id e  30% (น0'าหนัก/ปริมาตร, ภาคผนวก ก) ผสมใน 0 .3 7 5  M 

T ris -H C l pH 8 .8  และ 0.1%  เอสดีเอส ส์วนผสมเจลทฯให้เกิด p o ly m e r iz e  และ 

แข็งตัวรดยการ เติมสาร 10% APS และ TEMED อย่างละ 0.05%  ของปริมาตรเจลทั้งหมด 

(ผนวก ง . 1) มืดผิวหน้าเจลด้วยน้ฯกลั่นผสมกับ I s o b u ta n o l  เข้มข้น เพอ'ไล่ออกซิเจน 

บริเวณผิวออกไปและช่วยทฯให้ขอบบนของเจลเรียบ ตั้งทั้งไว้ให้เจลแข็งประมาณ 4 5 -9 0  นาที

2 . STACKING เจล เมอชั้น S e p a r a t in g  เจลแข็งตัวแล้วเทน้ฯและ

I s o b u ta n o l  ออกจนหมด เท เจล  5% บน s e p a r a t in g  เจล (เจลล ่าง)ว ิธ เตร ียมช ั้น  

s t a c k in g  เหมือนเจลล่าง ยกเว้นสารละลายบ้ฬเฟอร์'ใช้ 0 .1 2 5  M T ris -H C l pH 6 . ร 

(ภาคผนวก ง . 2) หลังจากเติม APS และ TEMED เทเจลเสียบหวีแล้วปล่อยเจลทั้งไว้

อย่างน้อย 20 นาที เพื่อให้แข็งตัว

ค. การทฯอิเล ็กรุตรฬอเรชิส.

เมื่อเจลแผ่นแข็งตัวแล้ว นฯไปต่อเข้าระบบใสํอิเล็กรทรดบัฟเฟอร์ pH 8 .3  

ซึ่งป'ระกอบด้วย T ris -H C l 0 .0 2 5  M g ly c in e  0 .1 9 2  M และ เอสดีเอส 0.1%  

(ภาคผนวก จ . 3) บรรจุตัวอย่างรฮรมจิเนทของพยาธิซ ึ่งเตรียมไว้ ใส์ช่องท s t a c k in g  

g e l  ช่องละ 1 ตัวอย่างพยาธิ และตัวอย่างน้0าหน้กรมเลกุลรบรดีนมาตรฐาน ( P r o t e in  

m o le c u la r  w e ig h t m a rk e r) เพ ื่อการเปรียบเทียบ และค0านวนน้0าหนักรมเลกุลของ 

รปรตีนทแยก'ได้ สฯหรับตัวอย่างน้ฯหน้กรมเลกุลรปรตีนมาตรฐาน จะต้องใสํทุกเจล ใช้

กระแสคงทขนาด 20 มิลลิแอมแปร์ ในการทฯอิเล็ก'รตรฬอเรซิส ต่อ 1 เจล ใช ้เวลา 

ประมาณ 45 นาที หรีอจนกระทั่งขอบล่างของสารสืฟ้าเดินทางไปถึงขอบล่างเจล
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ง . การย้อมสีเจลด้วย S i l v e r  แสะ C oom assie b lu e

รอมสีIจลด้วย S i l v e r  ตามวิ?การ ของ Wray และคณะ (1 9 8 1 ) เพื่อ 

แสดงตฯแหน่งต่าง  ๆ ของรูปแบบ'โปรตีน'พยาธิตัวแก่แต่ละตัวบนเจล และย้อมสืซ้ฯด้วย 

C oom assie  B r i l l i a n t  B lu e  R -250 เพื่อเพิ่มความไวในการติดสีแม้มืบ?มาพโบรตีน 

น้อยมากระดับนาโนกรัม ทุกขั้นของการย้อมสีใช้น้ำกลั่นบ?สุทธ กล่ัน 2 ครั้ง กส่องพลาสติค 

สะอาด และใส่ถุงมือตลอดเวลา

1. วิธีการย้อมสีด้วย S i l v e r  หล ังเสร็จจากอิเส ืคโตรฬอเรชิสนำเจล 

มา f i x  ในสารละลายผสม 50% m eth y l a lc o h o l  (MeOH) และ 10% A c e t ic  a c id  

(AcOH) (ภาคผนวก ฉ .4) เป ็นเวลาอย่างน ้อย 30 นาที นำไปล้างด้วยน้ำกลั่นบ?สุทธิ 2 

ครั้ง ใช ้เวลา 30 นาที แล้วแช่ใน 50% MeOH บ?มาตร 100 มิลลิลิตรอย่างน้อย 30 

นาที เมือขจัด a m p h o ly te s , d e t e r g e n t ,  re d u c in g  a g e n t , c a t a l y s t  และ 

b u f f e r  io n s  (G ly c in e )  จากนั้นนำเจลไบย้อมสีเงิน โดยแช่ในสารละลายเงิน

( s i l v e r - s o l u t i o n )  10 นาที ชึ๋งต้องเต?ยมใหม่ชุกครั้งที่ย ้อมเจล สารละลายเง ิน  

บระกอบด้วย s i l v e r  n i t r a t e  (AgNo3 ) .0 5  กรัม ละลายใน NaOH-NH4OH s o l u t i o n  

(ภาคผนวก ฉ . 1) หลักการย้อมสีเงิน ล้างสารสีส่วนเกินที่ผิวข้างบนIจลออกด้วยน้ำกลั่น 

บ?สุทธ 3 ครั้ง  ๆ ละ 2 นาที ขั้นสุดท้ายนำเจลไปใส่กล่องพลาสติกที่มืสาร d e v e lo p e r  

ซํ่งเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ใช้ สาร d e v e lo p e r  100 มิลลิลิตร บระกอบด้วย 40%. f o rm a l in  

50 ไมโครลิตร และ 1% c i t r i c  a c id  500 ไมรครลิตร เขย ่ากล ่องเบา  ๆ ด้วยความ 

เร็วสม่ำเสมอ จนกระทั่งแถบรูปแบบของโปรตีนบรากฎชัดเจน ล้างด้วยน้ำกลั่น (2 ครั้ง) 

ครั้งละ 250 มืลลิลิตร เมอล้างสีเงินส่วนเกินออกหมดแล้ว แช่เจลใน 1% AcOH บระมาณ 

10 นาที เข ย ่า เบ า  ๆ จนเป็นแถบของโปรตีนเป็นสีทอง ล้างด้วยน้ำกลั่น 250 มืลลิลิตร 

อีกครั้ง จึงหยุดบฎิกิ?ยา d e v e lo p e r  ด ้วยการเต ิม MeOH 50% บ?มาตร 80 มืลลิลิตร 

เก ็บเจลใน MeOH 50% จนกว่าจะนำไปอ่านผล
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2 . การรอมสื C oom assie B lu e  หลังจากย้อมสืด้วย s i l v e r  เจลจะ 

ถูกย้อมช้ฯต้วย C oom assie B lue  R -250 ความเข้มข้น 0.1%  ซึ่งละลาย'ใน MeOH 50% 

และ AcOH 10% (ภาคผนวก ฉ .2) เฟ ้นเวลา 15 นาที และล้างสืออกลัวย MeOH 10% 

และ AcOH 10% (ภาคผนวก ฉ .3) เจลที่ย้อมเสร็จตามรั้นตอนจะถ่ายรูปไว้ก่อนจึงนฯไป 

ทฯให้เจลแห้ง

จ . การทฯเจลแห้ง

การทฯให้เจลแห้งทฯรดยวิธีอบ (Oven d r y in g )  ซึ่งดัดแปลงจากวิธีรอง 

Jau n g  และคพะ(1984) ดังนคือ

-  นฯเจลที่ย้อมสีแลัว ลัางานน้ฯกลั่น 5 นาที

-  นฯาปแช่ในสารละลายผสม MeOH 65% และ G ly c e ro l  0.5%  

ปริมาตร 100 มิลลัลิตร (ภาคผนวก ซ .)  เป ็นเวลา 10 นาที

-  นฯเจลที่เป ียกจากการแช่ ปิดด้วยแผ่น c e l lo p h a n e  ซ ึ่งวางอยู่

บนกระจก หนีบด้วยไม้หนีบ 4 ด้าน แล้วนฯไปอบรนดู้ความร้อนลุพหมูมิ 

3 7 -4 0  องศาเซลเซ ียส  ทั้งค้างคืนจนเจลแห้ง

-  นฯเจลแห้งมาเก็บที่อุพหมูมิห้อง ก่อนนฯไปวิเคราะหํ่

การวิ เ คราะห์รูปแบบรปรตีนของตัวแก่พยาธิบากรอ

น”ารูปแบบรปรตีนรองพยาธีบากฃอ แต่ละตัวไม่ว่าชนิดหริอเพศใดที่ปรากฎบนแผ่น 

เอส ตี เอส รพลีอคริลาไมค์ เจล มาวิเคราะห์สืกบาเชิงเปรียบเทียบรดยดูจฯนวนแถบทั้ง 

หมด ตฯแหน่งแสดง ความเข้มการติดสืฃองแถบโปรตีนที่แตกต่างก่นด้วยตาเปล่า คฯพวนค่า 

MW และวิเคราะห ์รดยใช่เคร ็อง L a s e r  D e n s ito m e te r  และ G el Scan  v e r s io n

1 ,2  รอง LKB ซึ่งทฯงานรดยใช่ลฯลังใน s o f tw a r e  co m p u ter ผลการสแกนเจล แถบ 

รบรตีนต่าง  ๆ จะให้ข้อมูลเป็น p eak  ต่าง  ๆ ซ ึ่งสามารถวิเคราะห ์เป ็น พนท่ีใด้ p eak
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ความสูง และ ตฯแหน่งชอง p e a k  รวมท้ังท้ันท่ํสัมพัทธ์ แสัวสามารถ i n t e g r a t e  ความ 

เช้มช่นชองแถบรมรตืนคาดคะแนไดัจากการแบ่งช่วงความสูงชอง p e a k  ดังร้สือ

+++ = ความสูง p e a k  มากกว่า 0 .8  

++ = ความสูง p e a k  มากกว่า 0 .4 5 - 0 .8  

+ = ความสูง p eak  มากกว่า 0 .3 0 - 0 .4 5
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