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 บทที่  1 

บทนํา 

1. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคพยาธิทริคิเนลโลซิส (trichinellosis) เปนโรคสัตวสูคนที่สําคัญ เนื่องจากพยาธิสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดในโฮสตหลายชนิดโดยไมแสดงอาการทางคลินิก สาเหตุเกิดจากพยาธิตัวกลม
ขนาดเล็กในสกุลทริคิเนลลา (Genus Trichinella) โดยเฉพาะอยางยิ่งพยาธิทริคิเนลลา สไปราลิส 
(Trichinella spiralis) เปนพยาธิชนิดที่กอใหเกิดอาการทางคลินิกและพยาธิสภาพในมนุษยมาก
ที่สุด อาการทางคลินิกของผูปวยที่รับประทานเนื้อสัตวดิบที่มีพยาธิชนิดนี้ ไดแก ปวดเมื่อย
กลามเนื้อ มีไข ปวดทอง อาเจียน บางรายอาจเสียชีวิตหากไดรับพยาธิในระยะติดตอเปนจํานวน
มาก ปจจุบันการแพรระบาดของพยาธิ T. spiralis มีแนวโนมสูงขึ้น เนื่องจากมีการอพยพยายถิ่น
รวมไปถึงการขนสงที่มีการพัฒนามากขึ้น สงผลใหมีการคาเนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว
ระหวางประเทศตลอดจนการเพิ่มจํานวนของประชากรทําใหความตองการในการบริโภคเนื้อสัตว
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว ประเทศไทยมีรายงานการระบาดของพยาธิ T. spiralis เปนครั้งแรกเมื่อป 
พ.ศ. 2505  และตอมามีรายงานการระบาดในมนุษยและสัตวเปนประจําทุกป (Kaewpitoon et 
al., 2006) สาเหตุหลักมาจากการบริโภคเนื้อสัตวที่ไมผานการปรุงสุก โดยเฉพาะอยางยิ่งการ
บริโภคเนื้อสุกรซึ่งเปนสัตวที่มีความไวตอพยาธิ T. spiralis สูงสดุเมื่อเปรียบเทียบกับสัตวเล้ียงเพื่อ
การบริโภคชนิดอื่น  

การตรวจวินิจฉัยพยาธิ T. spiralis ในสุกรจึงเปนเครื่องมือสําคัญในการเฝาระวังและ
ปองกันโรคจากสัตวมาสูคน ปจจุบันการตรวจวินิจฉัยพยาธิในระยะติดตอโดยตรงในสุกรยังมี
ขอจํากัดเนื่องจากความไวและความจําเพาะจะขึ้นกับตําแหนงและวิธีการจําเพาะในการตรวจ
ตัวอยาง (Gamble et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยโรคดวยวิธีทางซีรัมวิทยา (serological 
methods) จึงถูกพัฒนาขึ้นมาแทนที่ เนื่องจากมีความไวสูง ใชเวลานอยในการตรวจวินิจฉัย 
สามารถตรวจตัวอยางเปนจํานวนมาก อีกทั้งสามารถทําไดในสัตวที่ยังมีชีวิตและยังประหยัด
คาใชจายหากเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางอณูชีววิทยา ความไว (sensitivity) 
และความจําเพาะ (specificity) ของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางซีรัมวิทยาขึ้นอยูกับชนิดและ
คุณภาพของแอนติเจน (OIE, 2008) ปจจุบันแอนติเจนที่นิยมนํามาศึกษายังคงเปนแอนติเจนที่
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เตรียมไดจากตัวออนพยาธิในระยะที่ 1 (Larva stage1, L1) ซึ่งเปนระยะติดตอ สามารถอาศัยอยู
ในรางกายของสุกรไดเปนเวลานานจึงเปนระยะสําคัญที่ควรเฝาระวังมากที่สุด พยาธิในระยะติดตอ
สามารถเพิ่มจํานวนไดงายในหนูทดลองซึ่งเปนโฮสตที่มีความไวตอพยาธิ T. spiralis (Srimanote 
et al., 2000) แอนติเจนที่เตรียมไดจากพยาธิในระยะติดตอแบงออกเปนสองชนิดคือ แอนติเจนที่
เตรียมจากพยาธิทั้งตัวโดยการสกัดหยาบ (crude extract, CE) และแอนติเจนที่เตรียมไดจากสาร
คัดหลั่งของพยาธิ (excretory-secretory antigen, ES) จากการศึกษาที่ผานมาของ Mahannop 
และคณะในป 1992 พบวาแอนติเจนที่ตรียมไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิแมวาจะมีความจําเพาะ
สูงกวาแอนติเจนชนิดสกัดหยาบ แตยังมีขอจํากัดคือแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิมักเตรียม
ไดปริมาณนอยและตองอาศัยความชํานาญรวมถึงมีคาใชจายสูง ดังนั้นการพัฒนาการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาดวยแอนติเจนสกัดหยาบที่สามารถเตรียมไดงายกวาและใหปริมาณมากดวย
เทคนิคอิมมูโนบลอท (immunoblot technique) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความจําเพาะสูงนาจะเปน
ประโยชนในการเพิ่มความจําเพาะในการตรวจวินิจฉัยคัดกรองโรค trichinellosis ในสุกรในอนาคต
ตอไป 

2. วัตถุประสงคของการวิจยั 

2.1 เพื่อศึกษาโปรตีนแอนติเจนของพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอในกลามเนื้อลายหนู
ทดลองที่ยังไมเคยมีการศึกษาลักษณะจาํเพาะ คุณสมบัติทางชีววิทยาเพื่อใชเปนสาย
พันธุอางองิของหองปฏิบัติการ 

2.2 เพื่อศึกษาความจําเพาะของโปรตีนแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางๆตอซีรัมสุกร 
ที่ไดรับพยาธ ิ T. spiralis และสุกรที่ปวยดวยโรคปรสิตชนิดอื่นดวย immunoblot 
technique 

คําสําคัญ  

พยาธิทริคิเนลลา สไปราลิส ตัวออนระยะติดตอ แอนติเจน สุกร เทคนิคอิมมโูนบลอท 

Keywords 

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

3.1 โปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่เตรียมไดจากพยาธ ิT. spiralis มีโปรตีนที่น้าํหนัก
โมเลกุลเทาใด  

3.2  มีโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่มีความจาํเพาะตอซีรัมของสุกรที่ไดรับพยาธ ิ 
 T. spiralis โดยไมทําปฏิกริิยาขามกับซีรัมของสุกรที่ตดิปรสิตชนิดอื่นที่มีระบาดใน  
 ประเทศไทยหรือไม  

4. คําจํากัดความที่ใชในการวิจัย 

ตัวออนระยะตดิตอ (Infective stage larvae)                 
        หมายถงึ ตัวออนพยาธิระยะที่ 1 ที่ฝงตวัอยูในกลามเนื้อลายของโฮสต 
       เทคนิคอิมมูโนบลอท (Immunoblot technique)    

 หมายถึง เทคนิคทางภูมิคุมกันวิทยาที่ใชตรวจวิเคราะหความจําเพาะของ   
                              น้ําหนักโมเลกุลแอนติเจนกับแอนติบอดีของผูปวยหรือสัตวปวย 

      แอนติเจนสกัดหยาบ (Crude extract antigen)         
        หมายถงึ แอนติเจนที่เตรียมไดจากการบดพยาธิทัง้ตัวในสวนของโปรตีนท ี 
                                         ละลายในน้าํกลั่น  
           แอนติเจนจากสารคัดหลั่ง (Excretory-secretory antigen)  
                     หมายถึง แอนติเจนที่พยาธิขับออกมาอยูในรูปสารคัดหลั่งและสิ่งขับถาย  
 

5. ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

5.1 ทราบขอมูลความจาํเพาะของโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบที่น้าํหนักโมเลกุลตางๆตอ
ซีรัมสุกรทดลองที่ไดรับพยาธิ T. spiralis และสุกรที่ติดปรสิตชนิดอื่นดวย 
immunoblot technique  

5.2 สามารถนําผลความจาํเพาะของโปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบตอซีรัมสุกรติดพยาธ ิ 
T. spiralis ไปใชเปนขอมูลเบื้องตนในการพัฒนาการตรวจวนิิจฉยัการติดพยาธ ิ

     T. spiralis ในสุกรเพื่อการตรวจคัดกรองโรคในอนาคต 
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        บทที ่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี

โรค trichinellosis เปนโรคสัตวสูคน (zoonosis) ที่พบการระบาดทั่วโลกยกเวนในเขตทวีป
แอนตารกติกา (Pozio, 2007b) ปจจุบันมีรายงานการระบาดใหมของโรค trichinellosis ในหลาย
ประเทศ เชน ประเทศอิตาลี (Pozio et al., 2006) ประเทศลาว (Sayasone et al., 2007) และ
ประเทศจีน (Wang et al., 2006) เปนตน พยาธิในสกุล Trichinella ชนิดที่มีระบาดในประเทศไทย
มากที่สุดและพบวารายงานการระบาดเปนประจําคือพยาธิ T.  spiralis (Kaewpitoon et al., 
2006)  พยาธิ T. spiralis ติดตอจากสัตวสูคนจากการบริโภคตัวออนระยะติดตอของพยาธิที่ฝงตัว
อยูในกลามเนื้อลายของโฮสตกักเก็บ (reservoir host) สัตวหลายชนิดทั้งสัตวเล้ียงเพื่อการบริโภค
และสัตวปาสามารถเปนโฮสตกักเก็บของพยาธิ T. spiralis โดยไมแสดงอาการของโรคปรากฏให
เห็น การตรวจคัดกรองโรคเพื่อการปองกันการระบาดของโรคจึงมีความสําคัญ โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ในสุกรซึ่งเปนสัตวเลี้ยงเพื่อการบริโภคมีรายงานพบวาเปนสาเหตุของการติดตอพยาธจิากสัตวมาสู
คน (Pozio, 2007b) เนื่องจากพยาธิ T. spiralis มีความสามารถในการเพิ่มจํานวนในสุกรไดดีกวา
พยาธิ Trichinella ชนิดอื่น (Kapel and Gamble, 2000) อีกทั้งสุกรยังเปนสัตวที่นิยมบริโภคอยาง
แพรหลาย การติดพยาธิ T. spiralis สงผลกระทบตออุตสาหกรรมการผลิตสุกรทําใหหลายประเทศ
ทั่วโลกไดใหความสําคัญตอการผลิตอาหารที่ปลอดภัยมากขึ้น โดยมีการใชการตรวจวินิจฉัยเพื่อ
คัดกรองการติดโรค trichinellosis ในสุกรทั่วโลกซึ่งมูลคาของการตรวจตัวอยางอยูที่ประมาณ 3 
ดอลลารสหรัฐตอสุกรหนึ่งตัว (Kapel, 2005)  

การตรวจวนิิจฉัยพยาธิ Trichinella  แบงออกเปน 2 ประเภท คือ การตรวจวินจิฉัยทางตรง
เพื่อตรวจหาตวัออนระยะติดตอของพยาธิในกลามเนื้อ และการตรวจวนิิจฉัยทางออมดวยวธิีการ
ทางซีรัมวทิยาเพื่อหาแอนตบิอดีที่จําเพาะตอพยาธ ิ (OIE, 2008)  แมวาการตรวจวินิจฉยัทางตรง
จะมีประสิทธภิาพและความไวสูงแตมีขอจํากัดในการตรวจวินจิฉัยสัตวที่ยงัมีชวีิต ใชเวลาในการ
ตรวจนานและคาใชจายสงู ในขณะทีก่ารตรวจวินิจฉัยทางออมสามารถทาํไดงาย สามารถตรวจ
ตัวอยางไดคร้ังละหลายตวัอยางและรวดเร็วสามารถตรวจวินิจฉัยไดทั้งสัตวที่ยงัมีชวีติและตายแลว 
รวมถึงตรวจวนิิจฉัยโรค trichinellosis ที่เกิดจากพยาธิ Trichinella ชนิดอื่นที่ไมมีแคปซูล เชน  



 5

T. pseudospiralis ไดดี เนื่องจากตัวออนพยาธิชนิดที่ไมมีแคปซูลสังเกตไดยากกรณีผูตรวจ
วินิจฉัยไมมีความชํานาญมากเพียงพอ วิธีการทางซีรัมวิทยาจึงมีประโยชนในการศึกษาเชิงระบาด
วิทยาตลอดจนประยุกตใชเปนเครื่องมือตรวจวินิจฉัยพยาธิในโรงฆาสัตวโดยความไวและ
ความจําเพาะของวิธีการทางซีรัมวิทยาจะมีความสัมพันธกับชนิดและคุณภาพของแอนติเจนที่
นํามาใชในการตรวจวินิจฉัย (OIE, 2008)   การเลือกชนิดของแอนติเจนที่เหมาะสมจึงมี
ความสําคัญอยางยิ่งในการพัฒนาประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis 

แอนติเจนที่เตรียมไดจากพยาธิแบงออกเปนสองชนิดคือ แอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิ
ทั้งตัวโดยการสกัดหยาบและแอนติเจนที่เตรียมไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิ แอนติเจนทั้งสองชนิด
นี้สามารถเตรียมไดจากพยาธิในระยะตางกันไดแก พยาธิตัวออนแรกเกิด (new born larva) ตัว
ออนระยะติดตอ หรือระยะที่ฝงตัวอยูในกลามเนื้อ และจากพยาธิตัวเต็มวัย แอนติเจนที่เตรียมได
จากพยาธิในระยะติดตอเปนแอนติเจนที่นิยมศึกษามากที่สุดเนื่องจากพยาธิสามารถเพิ่มจํานวนได
เปนปริมาณมากในกลามเนื้อลายของหนูทดลอง (Srimanote et al., 2000) และเปนระยะที่
สามารถคงอยูในกลามเนื้อของโฮสตไดเปนระยะเวลานาน (Pinelli et al., 2004) จากการศึกษา
พบวาระดับของภูมิคุมกันตอพยาธิ T. spiralis ในสุกรอยูในระดับที่เร่ิมตรวจพบไดดวยวิธีทางซีรัม
วิทยาไดตั้งแต 15 วันหลังจากไดรับพยาธิในระยะติดตอ (Picherot et al., 2007) และสามารถคง
อยูตอไปไดอีกอยางนอย 40 สัปดาห (Kapel and Gamble, 2000) แอนติเจนจากตัวออนในระยะ
ติดตอจะถูกนํามาใชในการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis อยางแพรหลาย แตแอนติเจนที่เตรียม
ไดจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอโดยเฉพาะอยางยิ่งแอนติเจนที่เตรียมจากพยาธิทั้งตัวโดยการ
สกัดหยาบสามารถใหผลบวกลวงได (false positive) ดังรายงานการเกิดปฏิกิริยาขามกันระหวาง
แอนติเจนที่เตรียมไดจากตัวออนในระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis กับซีรัมของผูปวยที่ติดพยาธิ
ชนิดอื่น เชน Schistosoma spp., Gnathostoma spinigirum, Opisthorchis viverrini, 
Capillaria philippinensis, Strongyloides stercoralis (Ruangkunaporn et al., 1994; 
Sakolvaree et al., 1997; Maleewong et al., 2006) เปนตน ในขณะที่แอนติเจนที่เตรียมไดจาก
สารคัดหลั่งนั้นมีความจําเพาะตอซีรัมของผูปวยโรค trichinellosis มากกวาแตมีข้ันตอนการผลิตที่
ยุงยากและใชคาใชจายในการผลิตสูงและมีโอกาสเกิดผลบวกลวงเชนกัน เนื่องจากมีองคประกอบ
ของโปรตีนบางชนิดรวมกันกับพยาธิชนิดอื่น (Srimanote et al., 2000) การศึกษาโปรตีน
แอนติเจนที่มีความจําเพาะสูงในการตรวจวินิจฉัยจึงมีความสําคัญในการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis 
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การศึกษาความจําเพาะของแอนติเจนพยาธิ T. spiralis ตอผูปวย trichinellosis ใน
ปจจุบันยังจํากัดอยูในมนุษย ในสุกรนั้นยังมีรายงานการศึกษาอยูนอย การศึกษาความจําเพาะ
ของแอนติเจนตอแอนติบอดีของสุกรที่ไดรับตัวออนของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอกับโรค
ปรสิตในสุกรชนิดอื่นประเทศไทยยังไมมีรายงาน ดังนั้นการศึกษาความจําเพาะของโปรตีน
แอนติเจนที่เตรียมจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอ โดยพิจารณาโปรตีนแอนติเจนที่น้ําหนัก
โมเลกุลตางๆ ดวย immunoblot technique ที่มีความจําเพาะสูงเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
แอนติเจนที่มีความจําเพาะตอซีรัมของสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis เพื่อนําขอมูลเบื้องตนจาก
การศึกษาในครั้งนี้ไปทําการประยุกตใชในตรวจวินิจฉัยคัดกรองและเฝาระวังการติดพยาธิ          
T. spiralis ในสุกรในประเทศไทยตอไป 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.2 พยาธิ T. spiralis 

2.2.1 ชีววิทยาของพยาธิ T. spiralis 

พยาธิ T. spiralis  มีชื่อสามญัวาพยาธทิริคินา (trichina worm) หรือ garbage worm 
เปนพยาธิตวักลมขนาดเล็กจดัลําดับตามอนุกรมวธิานได ดังนี ้

 Phylum: Nematoda 
 Class: Adenophorea  

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

ความสาํคัญของพยาธิในสกลุ Trichinella คือ กอใหเกิดโรค trichinellosis ซึ่งเปนโรคสัตว
สูคน สามารถแบงพยาธิออกเปน 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 หรือแบงเปน 2 เคลด (clade) ตามลักษณะการมหีรือไมมีแคปซูล
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ของพยาธ ิ พยาธ ิT. spiralis จึงถูกจัดอยูใน clade I ซึ่งเปนกลุมที่มีแคปซูลหุมตัวออนระยะติดตอ 
(Gottstein et al., 2009) 

T. spiralis เปนพยาธิในสกุล Trichinella เพียงชนิดเดียวที่มีความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนและดํารงชีวิตอยูในสุกร (Sus scrofa) หนูแรท (Rattus spp.) และหนูไมซ (Mus 
musculus) ไดดีที่สุด ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะทางชีววิทยาที่นักวิทยาศาสตรนํามาใชในการจําแนก
ชนิดของพยาธิในสกุล Trichinella (Murrell, 1985) พยาธิ T. spiralis เปนสาเหตุหลักของการ
ระบาดของโรค trichinellosis ในมนุษยและในสัตวหลายชนิด ทั้งสัตวกินพืชสัตวกินเนื้อรวมถึงสัตว
ปา สัตวปาจึงเปนโฮสตกักเก็บของพยาธิมาสูสุกรซึ่งเปนสาเหตุสําคัญในการแพรระบาดของพยาธิ
มาสูมนุษยโดยที่โฮสตกักเก็บไมแสดงอาการทางคลินิกทําใหยากตอการควบคุมการระบาดของโรค 
trichinellosis  

2.2.2 กายรูปวิทยาของพยาธิ T.  spiralis 

ตัวออนพยาธิ T. spiralis ระยะที่ 1 หรือพยาธิในระยะติดตอมีความยาวโดยเฉลี่ย 0.61 – 
1.0 มิลลิเมตร (mm) ขนาดของลําตัวกวาง 0.026 - 0.040 mm  (Pozio et al., 1992) หลอดอาหาร
มีเซลลรูปวงแหวน (stichocyte) ลอมรอบ ตัวออนในระยะนี้สามารถแยกเพศของพยาธิไดจาก
ความยาวของชองทวารหนัก (rectum) ตัวออนระยะติดตอเพศผูจะมีชองทวารหนักยาวเปน 2 เทา
ของตัวออนระยะติดตอเพศเมีย พยาธิเพศผูมีความยาวชองทวารหนัก 50.4 - 63.0 ไมครอน  (µm) 
(รูปที่ 1) ในขณะที่ตัวออนเพศเมียมีความยาวชองทวารหนัก 18.9 - 31.35 µm และพบวาอวัยวะ
สืบพันธุของเพศเมียเริ่มมีการพัฒนาจากอวัยวะสืบพันธุที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ (ganad rudiment) 
เปลี่ยนแปลงเปนถุงรับเสปรมและมดลูกที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ (seminal receptacle and uterus 
rudiment)  seminal receptacle rudiment มีลักษณะเปนแกรนูล (granule) ละเอียดสีน้ําตาล 
(รูปที่ 2) ในขณะที่เพศผูจะยังไมพบการเปลี่ยนแปลงของระบบสืบพันธุ (Liu et al., 1991) 

พยาธิตัวเต็มวัยเพศผูมีความยาวโดยเฉลี่ย 1.0 - 1.8 mm ปลายหางมี lateral flaps บน
แตละดานของชองเปดรวมของทวารหนักและอวัยวะสืบพันธุเพศผู (cloacal opening) มี papillae 
2 คูหลัง flap ไมมี spicule และ ปลอกหุมอวัยวะสืบพันธุ (รูปที่ 3) พยาธิตัวเต็มวัยเพศเมียยาว 
1.37 - 3.7 mm (Pozio et al., 1992) ลําตัวมีขนาดเล็กบาง เพศเมียชองเปดของอวยัวะสืบพันธุ 
(vulva) อยูใกลตอนกลางของหลอดอาหาร (รูปที่ 4)  
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รูปที่ 1 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะที่ 1 เพศผู 
 

 
 

รูปที่ 2 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะที่ 1 เพศเมยี 
 

 

60 µm 

60 µm 
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รูปที 3 พยาธิตัวเต็มวัยเพศผูเห็นอวัยวะสืบพันธุหรือ clasper (ลูกศรชี้) ที่บริเวณสวนปลายอยาง 
           ชัดเจน (Kaewpitoon et al., 2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 พยาธิ T. spiralis ตัวเต็มวัยเพศเมียที่มีตัวออน (ลูกศรชี้) อยูภายในมดลูก (Kaewpitoon  
            et al., 2006) 

 

 

 Clasper 

Larvae 
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2.2.3 วงชวีิตของพยาธ ิT.  spiralis 

พยาธิ T. spiralis มีวงชีวิตเปนปรสิตอยางแทจริงเนื่องจากทุกชวงชีวิตของพยาธิ
จําเปนตองอาศัยอยูบนโฮสตชนิดเดียวกัน วงชีวิตของพยาธิเร่ิมตนจากมนุษยหรือสัตวกินตัวออน
ระยะติดตอที่อยูในเนื้อสัตวดิบ ตัวออนของพยาธิจะออกมาจากแคปซูลและไชผานเขาไปในสวน
ของลําไสเล็กสวนตนและกลาง หลังจากนั้นพยาธิจะกลับออกมาอยูในทอทางเดินอาหารและลอก
คราบจํานวน 4 คร้ัง เรียกระยะนี้วา enteral phase หรือ gastrointestinal phase (Despommier 
et al., 1978) เปนระยะที่พยาธิอยูในทางเดินอาหารเพื่อพัฒนาเปนตัวเต็มวัย พยาธิพรอมที่จะผสม
พันธุภายใน 30 - 34 ชั่วโมงหลังจากโฮสตไดรับตัวออนระยะติดตอเขาไป พยาธิเพศเมียเหลานี้จะ
ใหตัวออนเปนจํานวนมาก พยาธิตัวเมียตัวหนึ่งจะสามารถออกลูกเปนตัวออน (viviparous) ใน
วันที่ 5 หลังจากผสมพันธุ พยาธิตัวเมีย 1 ตัวอาจใหตัวออนมากถึง  500 –1,500 ตัว กอนที่พยาธิ
ตัวเต็มวัยบางสวนจะถูกกําจัดออกโดยระบบภูมิคุมกันของโฮสต ตัวออนแรกเกิดของพยาธิจะไช
เขาสูเนื้อเยื่อไดหลายตําแหนงผานทางการไหลเวียนของน้ําเหลือง และเขาสูกระแสเลือดไดผาน
ทางหลอดเลือดขนาดเล็กเพื่อเขาสูเสนใยกลามเนื้อตัวออนพยาธิจะเขาไปฝงตัวอยูในกลามเนื้อ
โดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเนื้อลายบริเวณที่มีออกซิเจนไปหลอเลี้ยงในปริมาณสูง โดยตัวออนพยาธิ
ใชเอนไซมบางชนิดในการไชเขาสูเซลลกลามเนื้อของโฮสตซึ่งปจจุบันยังไมทราบกลไกที่แนชัด 
(Gottstein et al., 2009) เซลลกลามเนื้อลายของโฮสตจะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปเปนเซลล
เนิรส (nurse cell) ซึ่งจะมีลักษณะคลายซีสตหรือแคปซูล ตัวออนของพยาธิจะพัฒนาตัวเองอยู
ภายใตแคปซูลโดยไมมีการลอกคราบ พยาธิตัวออนแรกเกิดจะพัฒนาเปนตัวออนระยะติดตอ
ภายใน 15 วัน พยาธิในระยะนี้สามารถดํารงชีวิตอยูภายในโฮสตไดเปนระยะเวลานานจนกวาจะมี
โฮสตตัวใหมซึ่งอาจจะเปนสัตวปา (sylvatic host) หรือสัตวเลี้ยง (domestic host) เชน สุนัข
จิ้งจอก หมูปา หนู ฯลฯ  มากินตัวออนในระยะติดตอ ตอไป 

ตัวออนสามารถอยูในรางกายมนุษยไดนานมากกวา 40 ป (FrÖscher et al., 1988) ระยะ
ที่ตัวออนอยูในกลามเนื้อลายนี้อาจเรียกไดอีกชื่อหนึ่งวา ระยะ hypobiotic stage, parenteral 
phase หรือ muscular phase ซึ่งมีความสําคัญในแงของระบาดวิทยาเนื่องจากเปนระยะติดตอ
และเปนระยะที่ใชในการตรวจวินิจฉัยในโรงฆาสัตว วงชีวิตของพยาธิมีความสัมพันธกันทั้งสัตว
เลี้ยงเพื่อการบริโภคและสัตวปาจากการกินเนื้อสัตวที่มีพยาธิระยะติดตอที่อยูในกลามเนื้อลายของ
โฮสต วงชีวิตแสดงดังรูปที่ 5 
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รูปที่ 5 วงชวีติพยาธ ิT. spiralis 
 

2.3 ระบาดวิทยาของพยาธิ T. spiralis ในระดับโลก 

องคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office International des Epizooties, OIE) ได
จัดโรค trichinellosis ไวเปนโรคสัตวสูคนที่ควรเฝาระวังและมีความสําคัญเชิงสาธารณสุขในหลาย
ประเทศ ดังจะเห็นไดจากรายงานการระบาดในหลายภูมิภาคทั่วโลก จากรายงานการระบาดของ
พยาธิในสกุล Trichinella  พบวาทวีปยุโรปมีการระบาดของโรคมากเปนอันดับหนึ่ง โดยมีทวีป
เอเชีย ทวีปแอฟริกา ทวีปอเมริกาและทวีปออสเตรเลียเปนอันดับสอง สาม สี่และหา ตามลําดับ 
จากรายงานในอดีตพบวาพยาธิ  T. spiralis เปนสาเหตุของการระบาดมากที่สุด  T. spiralis 
ระบาดมากในเขตอบอุนและเขตรอนและมีโฮสตที่สําคัญ (predominant host) คือ สุกรและสุกร
ปา (Pozio, 2007a) สถานการณการระบาดของพยาธิ Trichinella แตละชนิดในทวีปตางๆ ทั่วโลก
แสดงในรูปที่ 6 และ รูปที่ 7 

 



 12

2.3.1  ทวีปยุโรป 

 เขตการระบาดของพยาธิในทวีปยุโรป ไดแก ประเทศเอสโทเนีย (Pozio et al., 1998) 
ประเทศโครเอเชีย (Marinculic et al., 2001) ประเทศฟนแลนด (Oivanen et al., 2002) ประเทศ
อิตาลี (Pozio and Murrell, 2006)  ประเทศลิธัวเนีย (Malakauskas et al., 2007) ประเทศลัตเวีย 
(Pozio, 2007b) ในประเทศโปแลนดมีรายงานวาสาเหตุหลักของการระบาดของโรคเกิดจากการ
บริโภคเนื้อสุกรที่เล้ียงแบบปลอยหลังบานและมีการระบาดเกิดขึ้นเปนประจําทุกป พบรายงาน
ผูปวยตั้งแต 15 รายไปจนถึง 100 รายตอป (Ramisz et al., 2001) เชนเดียวกับในประเทศฝรั่งเศส
ที่พบวามีการระบาดของพยาธิเปนประจําทุกปตั้งแตป ค.ศ. 1975 เปนตนมา (Pozio, 2007b)  

2.3.2   ทวีปเอเชีย 

จากการศึกษาการระบาดของพยาธิ T. spiralis ในทวีปเอเชีย ประเทศที่มีรายงานการ
ระบาดของ T. spiralis ไดแก 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 เปนโรคสัตวสูคนที่มีความสําคัญอยางมากเนื่องจากมีรายงานการเสียชีวิตและการ
ระบาดของโรคนี้เปนประจําทุกป การเพิ่มจํานวนประชากรอยางรวดเร็วตลอดจนการอพยพยายถิ่น
ฐานของชาวจีนในภาคกลางจํานวนมากสูภาคตะวันตกของประเทศทําใหมีความตองการเนื้อสุกร
เพื่อการบริโภคมากขึ้น การขนสงเนื้อสุกรจากภาคกลางซึ่งเปนเขตระบาดที่สําคัญของพยาธิ         
T. spiralis สูภาคตะวันตกจึงเปนสาเหตุสําคัญของการระบาดในปจจุบัน (Wang et al., 2007) 

2.3.3 ทวีปแอฟรกิา 

ประเทศที่มีรายงานการระบาดของ T. spiralis ไดแก ประเทศอียิปต ประเทศอัลจีเรีย 
พบวาประเทศที่นับถือศาสนาอิสลามมักจะมีการระบาดของพยาธินอยเนื่องจากชาวมุสลิมมักจะ
ไมรับประทานเนื้อสุกรและการเกิดโรคในมนุษยจึงมักเกิดกับนักทองเที่ยวที่เปนชาวตางชาติ
(Pozio, 2007b) 
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2.3.4 ทวีปอเมริกา 

การระบาดในทวีปอเมริกา ไดแก ประเทศเม็กซิโก (Arriaga et al., 1995) ประเทศ
แคนาดา (Appleyard et al., 1998) ประเทศชิลี (Ortega-Pierres et al., 2000) นอกจากนี้
ประเทศอารเจนตินามีรายงานการระบาดของโรคในมนุษยและในสัตวเปนประจําทุกป (Ribichich 
et al., 2005) ในประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาสาเหตุการระบาดของพยาธิมักมีสาเหตุจากการที่
ผูปวยรับประทานเนื้อสุกรที่มาจากฟารมที่ไมไดมาตรฐาน (Nelson et al., 2003) ปจจุบันประเทศ
สหรัฐอเมริกามีการทดลองนํารอง Trichinae Certification Program เพื่อทําฟารมปลอดพยาธิ 
Trichinella ในฟารมสุกรมากกวา 50 ฟารมทั่วประเทศ นอกจากนี้สหรัฐอเมริกายังไดทําขอตกลง
ทางกฎหมายกับประเทศในกลุมสหภาพยุโรป ประเทศรัสเซีย ประเทศญี่ปุนและอีกหลายประเทศ
เพื่อใหมีการตรวจคัดกรองเนื้อสุกรและผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรกอนการสงออกดวยวิธีการยอย
เทียม (Pozio, 2007b) 

2.3.5   ทวีปออสเตรเลีย 

ประเทศปาปวนิวกินีและประเทศออสเตรเลียไมพบรายงานการระบาดของพยาธิ             
T. spiralis แตพบรายงานการระบาดของพยาธิ Trichinella ชนิดอื่น เชน T. pseudospiralis ใน
เกาะทัสมาเนีย และ T. papuae  ในขณะที่ประเทศนิวซีแลนดพบการระบาดของพยาธิ T. spiralis 
สาเหตุของการระบาดเกิดจากการอพยพยายถิ่นฐานของชาวยุโรปและการบริโภคเนื้อสุกรที่เลี้ยง
แบบปลอยหลังบาน (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 เนื่องจากมีรายงานพบการระบาดอยางตอเนื่องนับต้ังแตพบรายงาน
ผูปวยโรค trichinellosis ในประเทศไทยเปนครั้งแรกที่อําเภอแมสะเรียง จังหวัดแมฮองสอนในป 
พ.ศ. 2505 สาเหตุเกิดจากผูปวยบริโภคเนื้อสุกรที่ไมผานการปรุงสุก (Boonthanom and 
Nawarat, 1963) การระบาดของพยาธิ T. spiralis พบไดบอยที่สุดในสัตวเล้ียง เชน สุกรและสุนัข 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย ดังแสดงในแผนที่แสดงรายงานการระบาด
โรค trichinellosis ในประเทศไทย (รูปที่ 8) สาเหตุจากการบริโภคเนื้อสุกรที่ซื้อมาจากชาวเขาและ
นํามาปรุงอาหาร เชน ลาบ หลูหรือแหนม โดยมีการระบาดอยางตอเนื่องมาเปนประจําทุกปจนถึง
ปจจุบัน พบวาเพศชายมีอัตราการปวยมากกวาเพศหญิง โดยมีสาเหตุหลัก คือ การบริโภคเนื้อสุกร 
และสุกรปาที่ปรุงไมสุก (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 การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธ ิT. spiralis 

การเกิดพยาธิสภาพตางๆ เปนผลเนื่องมาจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันใน
รางกายโฮสตตอสารกอภูมิคุมกันหรือแอนติเจนจากพยาธิ ระบบภูมิคุมกันของโฮสตจะชวยลด
ปริมาณตัวออนของพยาธิในกลามเนื้อ ความสามารถในการเคลื่อนที่ของพยาธิตัวเต็มวัยในขณะที่
อยูในระบบทางเดินอาหาร รวมถึงลดความสามารถในการสืบพันธุของพยาธิตัวเต็มวัย 
(Takahashi et al., 1997) การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิ T. spiralis  มี 2 
ชนิด คือ การตอบสนองของภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (cell mediated immune responses) และ
การตอบสนองของภูมิคุมกันชนิดสารน้ํา (antibody responses) จะกลาวถึงชนิดของแอนติเจน
เเละการตอบสนองระบบภูมิคุมกันของโฮสตตอพยาธิ T. spiralis โดยสังเขป ดังนี้ 

2.5.1 แอนติเจน 

จากการศึกษาแอนติเจนจากพยาธิ T. spiralis พบวา ตัวออนในแตละระยะมีแอนติเจนที่
มีความจําเพาะ (developmental stage specific antigen)ในระหวางที่พยาธิ T. spiralis ลอก
คราบจะเกิดกระบวนการไกลโคไซเลชั่น (glycosylation) ซึ่งเปนกระบวนการที่มีการใชเอนไซมใน
การเชื่อมตอกลุมคารโบไฮเดรตหรือ saccharides เพื่อสรางเปนสายยาวและนําไปเชื่อมตอกับ
องคประกอบอื่นๆเชน โปรตีน  การตอสาย polysaccharides กับสายโพลีเปปไทดเปาหมาย
เพื่อใหโปรตีนที่สรางขึ้นมาใหมทําหนาที่ที่แตกตางกันไป ดังนั้นแอนติเจนในแตละระยะของพยาธิ
จึงมีการเปลี่ยนแปลงไปในแตละครั้งที่มีการลอกคราบเกิดขึ้น ทําใหแอนติบอดีของโฮสต และมีการ
ตอบสนองแบบ biphasic ทําใหสามารถแบงแอนติเจนของพยาธิในระยะติดตอออกเปน 2 กลุม 
ดังนี้ แอนตเิจนกลุมแรกสามารถพบไดใน cuticle inner layers, hemolymph, embryonic 
sheath, hypodermal gland, genital primordium, exocrine granules ในระบบสืบพันธุของ
พยาธิ สามารถตรวจพบแอนติเจนกลุมแรกนี้ไดหลังจากโฮสตไดรับพยาธิในระยะติดตอโดยการกิน
ไปอยางนอย 2 สัปดาห แอนติเจนกลุมนี้จึงจัดอยูในกลุมที่ตอบสนองเร็ว (rapid-responding 
group) กลาวคือ พยาธิมีการสรางแอนติเจนกลุมนี้ออกมาไดเร็ว แอนติเจนกลุมนี้มีสวนของโปรตีน
แอนติเจนที่มีองคประกอบของฟอสโฟริลโคลีน (phosphorylcholine) ซึ่งพบไดในพยาธิหลายชนิด 
(Takahashi, 1997;  Appleton and Romaris, 2001)  (รูปที่ 9) ดังนั้นแอนติเจนในกลุมนี้จึง
สามารถพบไดมากในแอนติเจนสกัดหยาบเนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมแอนติเจนจะบดพยาธิ
ทั้งตัวเพื่อเก็บโปรตีนที่ละลายน้ํามาใชในตรวจวินิจฉัยหรือการศึกษา 
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      รูปที่ 9 ตําแหนงของ phosphorylcholine เมื่อยอม immunohistochemical staining  
                   (สีชมพู) อยูใน hypodermis และ genital primordium ของตัวออนระยะติดตอพยาธิ    
                 T. spiralis (Appleton and Romaris, 2001) 
 

 แอนติเจนจากตัวออนพยาธิสกัดหยาบจึงมีองคประกอบของแอนติเจนในกลุมแรกอยูมาก
จึงสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาขามกับแอนติบอดีของผูปวยที่ติดพยาธิฟลาเรีย เชน Onchocerca 
spp. และพยาธิใบไมในเลือด Schistosoma mansoni (Linder et al., 1992) แอนติเจนในกลุมนี้
จึงมีความจําเพาะต่ํา ในขณะที่แอนติเจนอีกกลุมหนึ่งพบไดที่ผิวของพยาธิตัวออน  แกรนูลใน
หลอดอาหารชนิดสทิซโคโซม (stichosome) เซลลลอมรอบหลอดอาหารรูปวงแหวนหรือเซลล 
stichocytes แบงไดเปน 4 ชนิด คือ alpha, beta, gamma และ delta  (Takahashi and Araki, 
1989) ซึ่งโปรตีนแอนติเจนที่อยูในสารคัดหลั่งของพยาธิจะถูกเก็บไวที่เซลล stichocytes ชนิด 
alpha, beta และ gamma รวมถึงชองวางของระบบทางเดินอาหารของพยาธิตัวออน เนื่องจากไม
มีการสังเคราะหโปรตีนเกิดขึ้นในชองวางของระบบทางเดินอาหารและ ที่ผนังลําตัวชั้นคิวติเคิล 
(cuticle surface) จึงสรุปไดวาแอนติเจนกลุมนี้สรางมาจากหลอดอาหารชนิด stichosome ของ
พยาธิ แอนติเจนกลุมนี้จะพบไดในสิ่งที่พยาธขิับถายออกมารวมถึงสารคัดหลั่งตางๆ  

แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิจะสามารถตรวจพบไดหลังจากไดรับพยาธิไปแลว 4 
สัปดาหจงึจัดอยูในกลุมของแอนติเจนที่มกีารตอบสนองตอบชา (slow-responding group) จาก
การศึกษาตอมาพบวาแอนติเจนที่ไดจากจากสารคัดหลั่งของตัวออนพยาธิระยะกอนและหลงัการ
สรางแคปซูลมคีวามสามารถในการเปนแอนติเจนที่แตกตางกนั (antigenic difference) การ
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พัฒนาของแคปซูลจะเกิดขึ้นหลังจากพยาธิมีการพัฒนาของหลอดอาหารเกิดขึ้น (Ko and Yong, 
1992) แอนติเจนเหลานี้จะมรูีปแบบการกอภูมิคุมกัน (antigenic profile) ที่มีลักษณะเฉพาะ ทัง้นี้
การตอบสนองทางระบบภูมคิุมกันของโฮสตที่มีตอพยาธ ิ T. spiralis มีความสมัพนัธกับคาตัวแปร
เสริม (parameter) หลายตวั ไดแก ชนิดของโฮสตและลักษณะจําเพาะของพันธกุรรมในสัตวแตละ
ชนิด (MHC และ non- MHC genes) (Bell, 1998) จากการศึกษาของ Appleton และคณะ 
(1991) ดวย immunoblot technique โดยใชโปรตีนสกดัหยาบจากตวัออนพยาธิระยะติดตอพบวา
แอนติเจนที่สําคัญในพยาธ ิ T. spiralis  แบงออกเปน 8 กลุม ไดแก T. spiralis group 1-          
T. spiralis group 8 (TSL-1-TSL-8) โดยพยาธิในระยะติดตอมีแอนติเจน TSL-1 เปนแอนติเจน
กลุมที่เหนี่ยวนําการสรางแอนติบอดีไดดีเนื่องจากเปนแอนติเจนกลุมที่อิพิโทพ (epitope) ที่มี
ความจาํเพาะตอพยาธ ิ Trichinella สูง สามารถทำปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสตัวที่ไดรับพยาธิ 
Trichinella ชนิดอื่นไดดี (NÖckler et al., 2005) และเนื่องจากน้ําตาล tyvelose มโีครงสรางที่ซ้ํา
กันที่ตําแหนงสวนปลายของสายโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide chains) จึงมีปฏิกิริยาของ
แอนติบอดีตอ epitope หลายตําแหนง โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของน้าํตาล β-tyvelose ที่เปน
แอนติเจนที่มลีักษณะจําเพาะของพยาธิวงศทริคูรอยเดีย (Family Trichuroidea) แอนติเจนใน
กลุมของ TSL-1 จึงมีรายงานการศึกษามากที่สุด เนือ่งจากเปนแอนติเจนกลุมทีม่ีประโยชนอยาง
ยิ่งในการตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis (Ellis et al., 1997) 

TSL-1 เปนกลุมของแอนติเจนที่ประกอบไปดวยไกลแคน (glycan) ที่มีโครงสรางเปนสาม
และสี่มิติ (tri- and tetrantenary structures)  glycan จะปรากฏในระยะทีพ่ยาธิ T. spiralis ฝงตัว
อยูในกลามเนือ้โดยไมตรวจพบในระยะอืน่และน้าํตาล tyvelose ที่มีสูตรโครงสรางทางเคมี คือ 
3,6-dideoxy-D-arabinohexose  (รูปที่ 10) เปนองคประกอบ 
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 รูปที่ 10 โครงสรางทางชวีเคมีของน้ําตาล CDP- tyvelose (3, 6 dideoxy-D-arabinohexose) 

  (Bolás-Fernandaz and del Corral Bezara, 2006) 

พยาธิจะผลิตโปรตีนตางๆที่มีองคประกอบของแอนติเจนในกลุม TSL-1 และเก็บไวใน
แกรนูลของเซลล stichocytes ของตัวออนระยะติดตอ (Ortega-Pierres et al., 1996; Romaris et 
al 2002)  องคประกอบของสารคัดหลั่งและสิ่งขับถายของตัวออนที่ฝงตัวอยูในกลามเนื้อประกอบ
ไปดวยโปรตีนหลายชนิด (Ellis et al., 1994)และแพรกระจายออกมาจากแกรนูลของ stichocytes 
จึงสามารถพบแอนติเจนกลุม TSL-1 ไดมากในสารคัดหลั่งและสิ่งขับถายตัวออนของพยาธิโดย
พยาธิจะขับโปรตีนออกมาจากเซลล stichocytes รวมถึงผนังชั้น cuticle ของตัวออน (Denkers et 
al., 1990; Appleton and Romaris, 2001) (รูปที่ 11)  
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       รูปที่ 11 ตําแหนงของน้ําตาล tyvelose เมื่อยอม immunohistochemical staining (สีชมพู)  
                      อยูในเซลล stichocytes และผนังชั้น cuticle ของตัวออนระยะติดตอพยาธิ             
                    T.  spiralis (Appleton and Romaris, 2001) 

จากการศึกษาของ Lee และคณะ (1991) พบวาแอนติเจนจากเซลล stichocytes 
(น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 43-45 kDa) อยูในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) และนิวคลีโอพลาสซึม 
(nucleoplasm) ของเซลลโฮสตและทําหนาที่เหนี่ยวนําใหมีการสรางและมีการคงอยูของ nurse 
cell หลังจากนั้นตัวออนพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอจะสรางและสงโปรตีนแอนติเจนออกไปนอก
แคปซูลอีกครั้งกอนที่โปรตีนบางสวนจะถูกดูดซึมกลับมายังผนังชั้น cuticle และแกรนูลที่อยู
ภายในเซลล stichocytes ดังนั้นแอนติเจนจากผนังชั้น cuticle และแอนติเจนจากแกรนูลที่อยู
ภายในเซลล stichocyte ของพยาธิจึงมีบางสวนที่มีคุณสมบัติของแอนติเจนรวมกัน (share 
antigenicity) Robinson (2005) ศึกษาชนิดของโปรตีนเพิ่มเติมดวยวิธีการแยกสายโพลีเปปไทต
บนเจลโดยใช two-dimensional gel electrophoresis (2 DE) ของแอนติเจนจากสารคัดหลั่ง
พยาธิ โปรตีนชนิดหลักที่ถูกขับออกมาใน 6 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงพยาธิระยะติดตอในอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีน้ําหนักโมเลกุลระหวาง 40–60 kDa ตอมาพยาธิจึงขับโปรตีนหลายชนิดออกมามากขึ้น
พบวาโปรตีนชนิดที่ถูกขับออกมาภายหลังมีน้ําหนักโมเลกุลอยูที่ระหวาง 15-40 kDa จาก
การศึกษาพบวาองคประกอบหลักที่พยาธิ T. spiralis ขับออกมานอกจากจะมีโปรตีนกลุม TSL-1 
ยังพบวามีเอนไซม 5’-nucleotidase   ชนิดของโปรตีนที่เปนองคประกอบหลักของ TSL-1  คือ 
gp43/gp38, 45 kDa และ TspSP-1 serine protease สามารถระบุชนิดโปรตีนจากสารคัดหลั่ง
ของพยาธิ T. spiralis ได และจากขอมูลของการทําชีวสารสนเทศ (Bioinformatic analysis) ระบุ



 22

วาสายโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 45 kDa เปนกลุมของเอนไซมที่มีคุณสมบัติเปน serine 
proteases (TspSP-1) ซึ่งมีหลาย isoform เนื่องจากพบโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลเทากันแตตาง
ตําแหนงบนเจลเมื่อการเปลี่ยนแปลงคา pI  (Robinson et al., 2005) จากการศึกษาของ Romaris 
และคณะ (2002)  พบวา TspSP-1 มี  4 N-glycosylation sites  

TspSP-1ของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอประกอบไปดวย  2 serine protease 
domains แตมีเพียง domain เดียวเทานั้นที่สามารถทําหนาที่ได เพราะการสังเคราะห multi-
domain serine proteases โดยทั่วไปจะมีความคลายคลึงกับการสังเคราะห membrane-bound 
proteins ซึ่งจะตองผานกระบวนการเรงปฏิกิริยา (catalyses)  ใหอยูในรูปโปรตีนที่สามารถทํางาน
ได หนาที่ของ TspSP-1  ยังไมเปนที่ทราบกันดีแตสันนิษฐานวามีบทบาทในการลอกคราบของ
พยาธิ (Trap et al., 2006) โปรตีนในกลุม TSL-1 จึงมีประโยชนมากในการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis ชนิดเรื้อรังดวยวิธีทางซีรัมวิทยาทั้งในมนุษยและสัตวเพราะแอนติบอดีของโฮสตจะ
สามารถทําปฏิกิริยาตอโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 43-68 kDa ในระยะทายของการติดเชื้อ 
(Denkers et al., 1991)  การแยกชนิดของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิพบวาโปรตนีที่น้ําหนัก
โมเลกุลและคา pI ที่ตางกันของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ T. spiralis ในปจจุบัน สรุปได
ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ชนิดของโปรตีนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอเมื่อแยกดวย 2    
                 DE (Robinson et al., 2005; Robinson et al., 2007) 

 

ชนิดโปรตีน 
GenBank accession 

number น้ําหนกัโมเลกลุ (kDa)/ คา 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 การตอบสนองของภูมิคุมกันชนดิพึ่งเซลล  

จากการศึกษาของ Walls (1973) พบวากลุมเซลลอักเสบ เชน นิวโทรฟล (neutrophil)    
โมโนนิวเคลียรเซลล (mononeuclear cell) ไดแก โมโนไซต (monocyte) และมาโครฟาจ 
(macrophage) จะเขามาลอมรอบ nurse cell ใน T lymphocyte deficient mice สามารถอธิบาย
ไดวาเซลลเหลานี้มีการทํางานรวมกันในภาวะที่โฮสตมีการติดเชื้อที่กลามเนื้อ โดยกลุมของเม็ด
เลือดขาวชนิดลิมโฟไซต (lymphocyte) ที่มีลักษณะจําเพาะคือ มี T cell receptor ทําหนาที่
เหนี่ยวนําใหเกิดการอักเสบตั้งแตพยาธิตัวออนแรกเกิดไชเขาสูเซลลกลามเนื้อและเหนี่ยวนําใหมี
การเพิ่มข้ึนของไซโตคายน (cytokine) ชนิดตางๆ ไดแก IL-4 (Li and Ko, 2001) IL-5, IL-10,      
IL-13 และ IFN-gamma (Beiting et al., 2007) ในผูปวยโรค trichinellosis พบวา mononeuclear 
cell มีความสามารถในสราง cytokine IFN-g, IL-10 และ IL-5 และยังคงความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนเซลลเพื่อตอบสนองตอเชื้อไดนานมากกวา 3 ปหลังจากไดรับเชื้อ (Gòmez-Morales et al., 
2002) 
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การเพิ่มข้ึนของระดับภูมิคุมกันของโฮสตระหวางที่พยาธิ T. spiralis อยูในกลามเนื้อจะ
สัมพันธกับอาการทางคลินิกที่สําคัญ ไดแก กระบวนการอักเสบ (Beiting et  al., 2004)  เซลลเม็ด
เลือดขาวจํานวนมากเขามาอยูรอบๆเซลลกลามเนื้อที่มีตัวออนของพยาธิอาศัยอยูตลอดเวลา (รูป
ที่ 12) และกระตุนใหเกิดภาวะอกัเสบ แตการอักเสบที่เกิดขึ้นไมมีนัยสําคัญตอการตอตานพยาธิทํา
ใหรางกายไมสามารถกําจัดตัวออนพยาธิที่อยูในกลามเนื้อออกไปได T. spiralis  (Fabre et al., 
2009) 
 

 
รูปที่ 12 เซลลเม็ดเลือดขาวเขามารวมอยูรอบ nurse cell ของ T. spiralis จากอทิธิพล ของ IL-10    
              (Fabre et al., 2009) 

2.5.3 การตอบสนองของภูมิคุมกันชนดิสารน้าํ  

ชนิดของแอนติบอดีในกระแสเลือดที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ   ในระหวางที่ติดพยาธิ      
T. spiralis ไดแก IgG1, IgG2 (Almond and Parkhouse, 1986) และ IgE (Zakroff et al., 1989) 
ปริมาณของ IgG1 และ IgE ที่สูงขึ้นในระหวางการปวยดวยโรค trichinellosis ชนิดเรื้อรังเกิดจาก
การตอบสนองตอการทํางานของ T  helper-2 cell (Beiting et al., 2007) จากการศึกษาในสุกร
การตอบสนองของเเอนติบอดีในสุกรตอพยาธิ T. spiralis  พบวาบริเวณเยื่อเมือกในลําไสมีการ
สรางทั้ง IgG1 และ Ig A  สามารถตรวจพบ IgG1 ไดเปนครั้งแรกที่เยื่อเมือกของลําไสเล็กในวันที่ 
15 หลังจากที่ไดรับพยาธิในระยะติดตอ ในขณะที่แอนติบอดีในซีรัมจะตรวจพบไดเปนครั้งแรกใน
วันที่ 20 หลังจากที่ไดรับพยาธิในระยะติดตอ ทําใหสันนิษฐานไดวาระบบภูมิคุมกันของโฮสตมีการ
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สรางแอนติบอดีแบบเปนลําดับข้ันหรืออาจกลาวไดวามีการแพรกระจายของแอนติบอดีจากเยื่อ
เมือกของลําไสไปยังกระแสเลือด แอนติบอดีจะถูกเหนี่ยวนําใหสรางออกมาทั้งในระยะตนและ
ระยะตอมาของการติดพยาธิ จากการศึกษา Isotype analysis ของแอนติบอดีพบวาระดับของ 
IgG1 และ IgG2  ที่จําเพาะจะเพิ่มข้ึนในเยื่อเมือกของลําไสในระหวางที่มีการติดพยาธิรวมกับมี 
IgG1 อยูในระดับสูงอยางมีนัยสําคัญ (Picherot  et al., 2007) 

2.6 อาการทางคลินกิของโรค trichinellosis ในมนุษย 

อาการทางคลินิกมักแสดงอาการในมนุษยแตในสัตวที่เปนโฮสตกักเก็บมักไมแสดงอาการ
ทางคลินิกปรากฏใหเห็นนอกจากจะไดรับพยาธิในระยะติดตอเปนจํานวนมาก อาการทางคลินิกมี
ความสัมพันธกันกับปริมาณของตัวออนระยะติดตอที่ไดรับเขาไปและระยะเวลาของการไดรับ
พยาธิเขาไปโดยการกิน การตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis ในมนุษยมักสับสนกับโรคที่เกี่ยวกับ
ระบบกลามเนื้ออ่ืน เนื่องจากมีอาการทางคลินิกที่ปรากฏใหเห็นคลายคลึงกัน (Mahannop et al., 
1992; Gamble et al., 2004) CapÓ และ  Despommier (1996) แบงอาการทางคลินิกที่ปรากฏ
เปน 2 ระยะดังนี้ 

2.6.1 Enteral phase 

ผูปวยมักไมแสดงอาการในระยะแรกหลังจากรับประทานเนื้อสัตวที่มีตัวออนในระยะ
ติดตอของพยาธิหรืออาจแสดงอาการอาเจียนและทองเสียเพียงเล็กนอย อาการทางคลินิกในระยะ
นี้มีสาเหตุมาจากพยาธิตัวเต็มวัยไชเขาทางเยื่อเมือกของลําไสเล็กสวนตน ดังนั้นในสัปดาหแรก
ผูปวยที่ไดรับพยาธิเขาไปในจํานวนมากจะแสดงอาการปวดทองโดยเฉพาะทองตอนบน (upper 
abdomen) รวมกับมีอาการทองเสียหรือทองผูก อาเจียน ออนเพลียและอาจมีไขต่ํา อาการจะ
ปรากฏเปนระยะเวลา 2-3 วัน อาการดังกลาวมีความคลายคลึงกับอาการของโรคในระบบทางเดิน
อาหารอื่น เชน อาหารเปนพิษ หรือติดโรคพยาธิอ่ืน เปนตน จึงเปนสาเหตุใหมีการวินิจฉัยโรค
ผิดพลาดทําใหผูปวยไมไดรับการรักษาอยางถูกตองหรือละเลยอาการเบื้องตนดังกลาวจนกระทั่งมี
การพัฒนาของโรคเขาสูระยะ parenteral phase หรือ systemic phase  
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2.6.2 Parenteral phase 

ระยะเวลาระหวาง 2-6 สัปดาหแรกที่ผูปวยไดรับพยาธิในระยะติดตอเขาไปยังคงอยูในชวง 
enteral phase ผูปวยจะยังคงมีไขสูงเนื่องจากเกิดการตายและการอกัเสบของเซลลกลามเนื้อเปน
ผลทําใหเกิดการสรางแกรนโูลมา (granuloma) และเกดิอาการแทรกซอนทาํใหเกิดอันตรายถงึแก
ชีวิต คือ ภาวะกลามเนื้อหัวใจอักเสบ ปอดอักเสบและอาจมีความเกี่ยวของกับระบบประสาท
สวนกลาง (Andrews et al.,1994) หรือแสดงอาการของโรคระบบอื่นๆโดยขึ้นอยูกับบริเวณที่ตวั
ออนเขาไปสรางแคปซูลอยูในกลามเนื้อ ในผูปวยที่รับประทานตัวออนในระยะติดตอเขาไปมากมกั
เสียชีวิตจากภาวะช็อกจากการแพ (anaphylactic shock) หรือระบบทางเดนิหายใจลมเหลว
เฉียบพลนัเนื่องจากตวัออนไปฝงตัวอยูในกลามเนื้อกระบงัลมเปนจํานวนมาก  

2.7  การรักษาโรค trichinellosis 

ยาที่ใชในการรักษาผูปวยโรค trichinellosis ประกอบไปดวยยาถายพยาธิและยาในกลุม 
สเตียรรอยด (steriod) รวมกับการใหสารน้ําและอิเล็คโตรไลททดแทนที่สูญเสียไปในระยะ enteral 
phase การรักษาดังกลาวเปนเพียงการรักษาเพื่อบรรเทาอาการของโรคเนื่องจากปจจุบันยังไมมี
รายงานการรักษาโรค trichinellosis ที่ไดผลแนนอน เนื่องจากยาไมสามารถออกฤทธิ์ไดโดยตรงกับ
ตัวออนพยาธิระยะที่อยูในแคปซูลได ประสิทธิภาพของการรักษาจึงขึ้นอยูกับความสามารถในการ
ตรวจวินิจฉัยโรคที่ถูกตองและรวดเร็ว ยาถายพยาธิที่นิยมใชไดแก albendazole  (400 mg/วัน 
ทานตอเนื่องเปนเวลา 5 วัน) และ mebendazole (200 mg/วัน ทานตอเนื่องเปนเวลา 5 วัน) ใน
กรณีผูปวยเปนสตรีมีครรภและเด็กควรลดขนาดของยาลงมาที่ 5 mg ตอน้ําหนักตัว 1 kg ทานยา
เปนระยะเวลา 4 วันติดตอกันเพื่อขับพยาธิตัวเต็มวัยออกมาใหไดเร็วที่สุดและลดการฝงตัวของตัว
ออนพยาธิในกลามเนื้อ (CapÓ and  Despommier,1996) 

2.8 การตรวจวินิจฉัยการติดพยาธ ิT.  spiralis ในสกุร 

สาเหตุของโรค trichinellosis ในมนุษยพบวาสาเหตุหลักคือการรับประทานเนื้อสัตวเล้ียง
เพื่อการบริโภคและเนื้อสัตวปา (Pozio, 2007a) โดยเฉพาะอยางยิ่งการบริโภคเนื้อสุกรซึ่งเปนโฮสต
กักเก็บสําคัญของพยาธิ T. spiralis   จากภาวะเศรษฐกิจและสังคมที่มีการเปลี่ยนแปลงอยู
ตลอดเวลารวมถึงจํานวนประชากรที่เพิ่มข้ึนทําใหมีความตองการบริโภคโปรตีนจากเนื้อสัตวและ
การเพิ่มจํานวนสัตวเลี้ยงอยางรวดเร็วทําใหการเฝาระวัง ควบคุมโรค trichinellosis ทําไดไมมี
ประสิทธิภาพเพียงพอ ในอนาคตจํานวนผูปวยโรค trichinellosis จึงมีแนวโนมที่จะมีจํานวนเพิ่ม
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มากขึ้น (Van Knapen, 2000) โรค trichinellosis มีความสัมพันธเกี่ยวของกับสภาวะเศรษฐกิจ
สังคมและสุขอนามัยของผูบริโภคการเกิดการระบาดของโรคจึงสงผลกระทบตอการซื้อขายเนื้อสุกร
และผลิตภัณฑจากเนื้อสุกรระหวางประเทศ จากรายงานความชุกของพยาธิในสุกรและสัตวปา
เพิ่มข้ึนในหลายประเทศทําใหเพิ่มปจจัยเสี่ยงตอโรค trichinellosis จากการนําเขาเนื้อสุกรเขาสู
ประเทศสมาชิกรวมสหภาพยุโรป (European Union, EU or EC) องคการความปลอดภัยอาหาร
ยุโรป (European Food Safety Authority, EFSA) (Dupouy-Camet, 2000; EC, 2005) จึง
กําหนดเงื่อนไขสําคัญในการสงออกเนื้อสุกรเพื่อจําหนายไปยังประเทศในกลุมสมาชิกใหเนื้อสุกรที่
จะสงออกจะตองปราศจากพยาธิ Trichinella โดยเฉพาะอยางยิ่ง T. spiralis จึงสามารถนําเขา
มายังประเทศกลุมสมาชิกรวมสหภาพยุโรป การตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพจึงมีประโยชนในแง
ของการเพิ่มความปลอดภัยในอาหารและเอื้อประโยชนตอการคาระหวางประเทศ  

ปจจัยสําคัญในการควบคุมโรคจะตองมีการพัฒนาเครื่องมือในการตรวจวินิจฉัยที่มีความ
ไว และความจําเพาะสูง เนื่องจากสุกรมักไมแสดงอาการทางคลินิกปรากฏใหเห็นนอกจากจะไดรับ
พยาธิในระยะติดตอในปริมาณมากจึงทําใหการตรวจคัดกรองเพื่อเฝาระวังโรค trichinellosis จาก
การสังเกตอาการของโรคจึงไมสามารถกระทําไดในเชิงปฏิบัติ การตรวจวินิจฉัยตัวออนระยะติดตอ
ของพยาธิ T. spiralis จึงเปนเครื่องมือสําคัญในการควบคุมการระบาดและเฝาระวังโรค 
trichinellosis (Nöckler et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยโรค trichinellosis ในสุกรแบงออกเปนการ
ตรวจวินิจฉัยทางตรงและทางออม (OIE, 2008) ดังนี้ 

2.8.1 การตรวจวนิิจฉัยทางตรง 

การตรวจวินิจฉัยทางตรงเปนการตรวจหาตัวออนระยะติดตอของพยาธิที่ฝงตัวอยูใน
กลามเนื้อลายของสุกรโดยตรง ความจําเพาะของการตรวจดวยวิธีนี้ขึ้นอยูกับตําแหนงเนื่องจากจะ
พบตัวออนในระยะติดตอมากในบริเวณกลามเนื้อที่ใชออกซิเจนสูง ปริมาณของตัวอยางที่เก็บ 
กรณีที่ตัวออนพยาธิ T. spiralis ฝงตัวอยูในกลามเนื้อจํานวนนอยผูตรวจอาจตรวจไมพบพยาธิ 
รวมถึงวิธีการตรวจจําเพาะที่แตกตางกันจะสงผลตอความไวและความจําเพาะที่แตกตางกัน การ
ตรวจวินิจฉัยโดยตรงมีความแมนยําสูงแตก็ยังมีขอจํากัดอยูมากเนื่องจากใชเวลาในการตรวจ วิธีนี้
มีความไวที่ตัวออนพยาธิประมาณ 1 - 3 ตัวตอเนื้อเยื่อตัวอยาง 1 กรัม (g) (Larvae per gram, 
LPG) จึงมีความไวต่ําในกรณีที่มีพยาธิตัวออนอยูในกลามเนื้อจํานวนนอย และตองอาศัยความ
ชํานาญในการตรวจหาแคปซูลหรือซีสตของพยาธิที่อยูในกลามเนื้อลาย ในกรณีที่มีการระบาดของ
พยาธิขนาดของตัวอยางที่เก็บอาจตองเพิ่มปริมาณขึ้นเปน 5 g เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจ
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วินิจฉัย  การเก็บตัวอยางในการตรวจวินิจฉัยเฝาระวังโรคในสัตวที่ยังมีชีวิตอาจทําไดยาก 
เนื่องจากการเก็บตัวอยางควรเก็บในบริเวณที่พยาธิชอบเขาไปอาศัยอยู (site of predilection) ซึ่ง
จะแตกตางไปตามชนิดของโฮสต ในสุกรตําแหนงที่ใชในการเก็บตัวอยาง ไดแก ลิ้น บริเวณสวนขั้ว
กระบังลมและกลามเนื้อแกม (Forbes and Gajadhar, 1999)  สุกรปา ไดแก กลามเนื้อขาหนา
และกลามเนื้อสวนขั้วกระบังลม ในกรณีของโฮสตที่ยังไมมีรายงานมากอนวาพยาธิชอบเขาไปอยูที่
ตําแหนงใด เเนะนําใหเก็บล้ินหรือกลามเนื้อกระบังลม ในกรณีที่ไมสามารถเก็บตัวอยางในบริเวณ
ที่ตองการไดอาจจะตองเพิ่มปริมาณของตัวอยาง โดยอาจเก็บตัวอยางที่ปริมาณมากกวา 100 g 
(Gamble et al., 2000) การตรวจวินิจฉัยทางตรง มีดังน ี้ 

2.8.1.1 วิธกีารกดเนื้อเยื่อ (Compression method)  

การใชแผนกระจก 2 แผนสําหรับกดเนื้อเยื่อหรือ compressorium (รูปที่ 13) กด 
เนื้อเยื่อใหเปนแผนบางเพื่อตรวจหาตัวออนของพยาธิที่ฝงตัวอยูแคปซูล โดยใชกลองจุลทรรศนแสง
สวางหรือ trichinoscope ซึ่งเปนกลองที่ออกแบบมาเพื่อการตรวจพยาธิ T. spiralis โดยเฉพาะ 
(รูปที่ 14) เพื่อตรวจหาตัวออน ใชตัวอยางเนื้อเยื่ออยางนอย 1 g หรืออยางนอย 0.05 g วิธีนี้
สามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละ 1 ตัวอยาง ทําใหเสียเวลาและแรงงานคอนขางมาก ความไวใน
การตรวจวินิจฉัยต่ํากวาวิธียอยเทียม การตรวจวินิจฉัยโดยการกดเนื้อเยื่อใหเปนแผนบางยังไม
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 เปนตน เนื่องจากสังเกตเห็นพยาธิไดยาก
ในกลามเนื้อโฮสต จากขอจํากัดนี้ทําใหวิธีการกดเนื้อเยื่อเพื่อตรวจหาพยาธใินระยะติดตอโดยตรง
ไมเปนที่ยอมรับของคณะกรรมการนานาชาติวาดวยเรื่องโรค trichinellosis (International 
Commission on Trichinellosis, ICT), OIE หรือ EU ในการตรวจคัดกรองการติดพยาธิ 
Trichinella ในปจจุบัน (Gajadhar et al., 2009) 
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รูปที่ 13  แผนกระจก 2 แผนสําหรับกดเนือ้เยื่อหรือ Compressorium 
 

 
 

รูปที่ 14 Trichinoscope 
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2.8.1.2 การยอยเทียม (Artificial digestion method) 

การตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติการนิยมใชวิธียอยเทียม (Dennis, 1970) เนื่องจากเปนวิธี
ที่มีความไวสูง (Gajadhar and Forbes, 2001) การตรวจวินิจฉัยดวยวิธีนี้เลียนแบบการยอยใน
ธรรมชาติ น้ํายอยเทียมประกอบไปดวย 0.5 - 1% เปปซินและ 1% กรดไฮโดรคลอริก ระยะเวลา
ยอยแปรผันไปตั้งแตอยางนอย 30 นาทีจนถึงหลายชั่วโมงขึ้นกับปริมาณสัดสวนของน้ํายอยเทียม
ตอตัวอยางที่ใช อุณหภูมิที่ใชในการยอยอยูในระหวาง 37  องศาเซลเซียส (oC) ไปจนถึง            
44 - 46 oC น้ํายอยเทียมจะยอยเนื้อเยื่อรอบๆและแคปซูลของพยาธิออกเหลือแตตัวออนระยะ
ติดตอที่สามารถสังเกตไดงายภายใตกลองจุลทรรศนแสงสวางหรือกลองสเตอริโอ การยอยเทียม
สามารถทําไดคร้ังละหลายตัวอยาง ตัวอยางละอยางนอย 1 g โดยการยอย 1 คร้ัง สามารถตรวจ
ตัวอยางไดมากถึง 100 ตัวอยาง การยอยเทียมสามารถประยุกตกับเทคนิคการเก็บตัวออนตางๆได 
เชน การยอยเทียมรวมกับการแยกดวยกรวยสองชั้น (The double separatory funnel method)  
(รูปที่ 15) การยอยเทียมรวมหลายตัวอยางรวมกับการทําใหตกตะกอน (OIE, 2008) 

 

                               
รูปที่ 15 การเก็บตัวออนพยาธิ T. spiralis  ระยะติดตอดวย Double separatory               

 funnel method  
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ปจจุบันการยอยเทียมแบบ magnetic stirrer method เปนวิธีการที่ใชกันอยางแพรหลาย
และเปนวิธีมาตรฐาน (gold standard method) ในการตรวจวินิจฉัย T. spiralis ในสัตว แตใน
กรณีที่มีการระบาดของโรคการตรวจวินิจฉัยดวยการยอยเทียมยังตองการการตรวจยืนยันโรคใน
แตละตัวอยางซ้ําอีกครั้ง (Gajadhar et al., 2009) 

2.8.1.3 วิธกีารตรวจวินิจฉยัดวยวิธีทางอณูชีววิทยา 

สําหรับวธิีการตรวจวินิจฉัยดวยวธิีทางอณชูีววทิยาใชในการระบุชนิดและจีโนไทป  
(genotype) ของพยาธิในสกุล Trichinella กันอยางแพรหลายในหองปฏิบัติการทั่วโลก เชน 
restriction fragment length polymorphisms (RFLP) (Zarlenga et al., 1991) random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) (Wu et al, 1999) วิธีการอื่นๆที่มีความไวสูงและ
ความจําเพาะไดแกดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสหรือพีซีอาร (polymerase chain reaction-
PCR) (Rombout et al., 2001; Gasser et al., 2004) ซึ่งสามารถตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิไดแม
จะมีตัวออนอยูในกลามเนื้อในปริมาณนอย PCR จึงเปนวิธีการตรวจวินิจฉัยพยาธิ Trichinella ที่มี
ความไวและความจําเพาะสูง สามารถตรวจไดแมวาจะมีพยาธิเพียงแคตัวเดียวและเปนวิธีการใช
ในการแยกชนิดของพยาธิ Trichinella ที่มีความเหมาะสมมากที่สุดเนื่องจากไมสามารถจําแนก
ชนิดของพยาธิไดจากการศึกษากายรูปวิทยาได เทคนิค PCR ใชตรวจหาดีเอ็นเอ (DNA) หรืออาร
เอ็นเอ (RNA) ของพยาธิ Trichinella มีประโยชนในการตรวจวินิจฉัยผูปวยที่ถูกกดระบบภูมิคุมกัน
หรือในกรณีที่ไมมั่นใจในผลการตรวจวินิจฉัยอื่นๆ ปจจุบันมีการตรวจวินิจฉัยดวย multiplex PCR 
ซึ่งมีความไวสูง (Zarlenga et al., 1999) ตลอดจนการใช real-time PCR (Atterby et al., 2009)  

2.7.2 การตรวจวนิิจฉัยทางออม 

การตรวจวินิจฉัยทางออมเปนการตรวจการตรวจวินิจฉัยดวยวิธีทางซีรัมวิทยาเพื่อตรวจ 
แอนติบอดีชนิดที่จําเพาะตอแอนติเจนจึงมีความไวสูงกวาการตรวจวินิจฉัยทางตรงในกรณีที่มี
พยาธิฝงตัวอยูในกลามเนื้อในปริมาณนอยไมสามารถสุมตรวจไดในการตรวจวนิิจฉัยทางตรง จาก
การศึกษาของ Gamble และ Patrascu (1996) พบวาวิธีการตรวจวินิจฉัยทางซีรัมวิทยาสามารถ
ใชตัวอยางที่เปนเลือดเพื่อมาแยกเฉพาะซีรัมหรือน้ําจากเนื้อเยื่อพบวาใหผลดีและสามารถเก็บ
ตัวอยางในขณะที่สัตวยังมีชีวิตหรือจากซากสัตว จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใชในการ
ตรวจเฝาระวังโรคจากสัตวมาสูคน เครื่องมือที่ใชในการวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา มีหลายวิธี
ไดแก 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) เปนตน การ
ตรวจปริมาณระดับภูมิคุมกันของสัตวตอพยาธิ T. spiralis ดวย ELISA เปนเพียงวิธีเดียวในการ
ตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยา (immunological method) ที่ไดรับการยอมรับจาก ICT วาเปน
เครื่องมือทางระบาดวิทยาที่เหมาะสมในการตรวจหาแอนติบอดีที่จําเพาะตอพยาธิ Trichinella 
(anti-Trichinella antibodies) ในการเฝาระวังโรค trichinellosis ในระดับฝูง เนื่องจากเปนวิธีที่ให
ทราบผลการตรวจไดอยางรวดเร็ว สามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมากจึงนิยมนํามาใช
ในการตรวจคัดกรองโรคในสุกรและสุกรปา แตยังใหผลบวกลวงไดในบางตัวอยาง (OIE, 2008) 
การตรวจวินิจฉัยทางออมที่มีการใชอยางแพรหลายในปจจุบันคือ ELISA ซึ่งมักใชรวมกับ 
immunoblot technique เพื่อยืนยันความจําเพาะของการตรวจวินิจฉัยโรค 

 
2.7.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ELISA สามารถใชในการตรวจอิมมูโนโกลบูลิน (immunoglobulin) ไดหลาย   
class ตางกัน (IgA, IgG, IgM) หรือในระดับ subclass (IgG1, IgG2, IgG3 และ IgG4) 
(LjungstrÖm et al., 1988) พบวาแอนติบอดี class IgG subclass IgG1 มีความไวในการตรวจ
วินิจฉัยมากกวาแอนติบอดีในคลาสอื่นเนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบกันระหวาง IgG แตละ isotype 
พบวา IgG1 มีระดับสูงกวา IgG2 ในสุกร การใชน้ําจากเนื้อเยื่อในการตรวจหาแอนติบอดีมี
ประสิทธิภาพเทียบเทากับการใชเลือดหรือซีรัมในการตรวจโดยใชวิธี ELISA ขอดีของการใชน้ําจาก
เนื้อเยื่อในการตรวจวินิจฉัยคือ เปนตัวอยางที่สามารถเก็บไวไดนานสําหรับการศึกษาทางระบาด
วิทยาและการตรวจคัดกรองโรคในระดับประชากร (population screening test) (Beck et al., 
2005) การตรวจวินิจฉัยดวยวิธี ELISA มีความไวสูง แตประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี 
ELISA จะขึ้นอยูกับและชนิดและคุณภาพของแอนติเจนที่ใช  (OIE, 2008) ซึ่งแอนติเจนที่นํามาใช
ไดในงาน ELISA ไดแก แอนติเจนสกัดหยาบ แอนติเจนจากสารคัดหลั่งและแอนติเจนสังเคราะห
เลียนแบบน้ําตาล tyvelose ในธรรมชาติ พบวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งมีความไวและ
ความจําเพาะตอการตรวจวนิิจฉัยดวยวิธี ELISA มากที่สุด จึงมีความนิยมใชในการตรวจวินิจฉัย
มากที่สุดในปจจุบัน สรุปไดตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 การใชเทคนิค ELISA ในการตรวจหาแอนติบอดีที่ตอบสนองตอพยาธิในสกุล    
               Trichinella เมื่อศึกษาดวยแอนติเจนตางชนิด (Gajadhar et al., 2009) 
 

วิธี แอนติเจน ความไว ความจําเพาะ อางอิง 

ELISA 
 
ELISA 
 
 
 
 
 
ELISA 
 

ชนิดสกัดหยาบ 
 
จากสารคัดหลั่ง 
 
 
 
 
 
น้ําตาล beta-tyvelose 
 

99% (มนุษย สุกร) 
 
98% (สุกร มา) 
 
 
 
99% (มนุษย) 
 
<98% (สุกร) 
<98% (มา) 

60% (มนุษย) 
 
98% (สุกร มา) 
 
 
 
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 เปนเทคนิคการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยาที่มีความจําเพาะสูงเนื่องจากมีการแยกโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลจากนั้น
แอนติบอดีจะเขาไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกัน การใช immunoblot 
technique สามารถลดการเกิดปฏิกิริยาชนิดที่ไมจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีของ
ผูปวยโรคพยาธิชนิดอื่นที่กอใหเกิดผลบวกลวงเมื่อตรวจวินิจฉัยดวย ELISA เมื่อใชโปรตีนสกัด
หยาบจากตัวออนระยะติดตอของพยาธิเปนแอนติเจน (Ruangkunaporn et al., 1994) 

Mahannop และคณะ (1994) รายงานการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของ
แอนติเจนสกัดหยาบกับซีรัมผูปวยโรค trichinellosis พบโปรตีนแอนติเจนน้ําหนัก 109 kDa  เปน
โปรตีนแอนติเจนน้ําหนักโมเลกุลเดียวที่ไมเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมผูปวยโรคปรสิตชนิดอื่น 
ในขณะที่ Robert และคณะ (1996) พบวาโปรตีนหลายชนิดที่เตรียมจากพยาธิ T. spiralis ใน
ระยะติดตอที่น้ําหนักโมเลกุลระหวาง 45-90 kDa สามารถเหนี่ยวนําภูมิคุมกันชนิดที่มี
ความจําเพาะตอพยาธิได ตอมา Yera และคณะ (2003) พบวาน้ําหนักโมเลกุลที่ 43-44 และ 64 
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kDa สามารถเกิดปฏิกิริยาที่มีความจําเพาะตอการติดพยาธิ T. spiralis ในมนุษย แตการศึกษา
และการตรวจวินิจฉัยดวย immunoblot technique ในปศุสัตวยังคงจํากัดอยูในสัตวบางชนิด
เทานั้น ไดแก มาและสุกร  

จากการศึกษาการทําปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนกับซีรัมของมาทดลองที่ไดรับ  T. 
spiralis พบวามีแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 47, 52, 59, 67, 72 และ 105 kDa (Yepez and 
Mulia, 1999) ในขณะที่ Pozio และคณะ (2002) ไมพบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะระหวางซีรัมมาติด
พยาธิ T. spiralis ในธรรมชาติกับแอนติเจนสกัดหยาบ สารคัดหลั่งจากพยาธิและน้ําตาล
สังเคราะห tyvelose  

จากการศึกษา immunoblot ในสุกร NÖckler และคณะ (1995) พบวาซีรัมสุกรมีรูปแบบ
ของการทําปฏิกิริยาจําเพาะระหวางโปรตีนแอนติเจนและแอนติบอดีที่โปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 44 
และ 67 kDa เมื่อใชโปรตีนที่ไดจากสารคัดหลั่งของพยาธิเปนแอนติเจน ในขณะที่ Aguilar (2000) 
พบโปรตีนแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรทดลองที่ไดรับ           
T. spiralis มี 7 น้ําหนักโมเลกุล ไดแก 229, 108, 64, 45, 41, 40 และ 33-38.5 kDa ในขณะที่ 
NÖckler และคณะ (2009) ที่โปรตีนจากพยาธิสกัดหยาบที่โปรตีนน้ําหนัก 43, 47, 61, 66 และ 
102 kDa ตามลําดับ พบวาโปรตีนขนาด 43 kDa เปนโปรตีนหลักที่เกิดปฏิกิริยากับซีรัมสุกร  
ในขณะที่ Gruden-Movsesijan และคณะ(2002) ไดศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะระหวาง
แอนติเจนจากสารคัดหลั่งกับแอนติบอดีในซีรัมสุกรดวยวิธี Lectin blot  analysis ซึ่ง lectin มี
คุณสมบัติเปนโปรตีนที่มีความจําเพาะสูงในการเกิดปฏิกิริยากับคาโบไฮเดรตจึงนิยมนํามาใชใน
การแยก oligosaccharides และ  glycoproteins  โดยใชแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิใน
ระยะติดตอพบวามีโปรตีน 3 น้ําหนักโมเลกุลที่มีเกิดปฏิกิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
ไดแก 45, 49 และ 53 kDa  

จากรายงานการศึกษาที่ผานมาดังกลาว immunoblot technique จึงมักนิยมใชในกรณีที่
ยืนยันตองการผลที่ไดรับจากการตรวจวินิจฉัยดวยวิธี ELISA อันเนื่องมาจากไดรับผลกระทบจาก
แอนติเจนที่มี phosphocholine เปนองคประกอบ (Robert et al., 1996) สรุปผลการศึกษาการ
ตรวจวินิจฉัยการติด Trichinella ดวย immunoblot technique ไดดังตารางที่ 3 
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ตารางที ่3 สรุปผลการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนจากตวัออน 
                 พยาธ ิระยะติดตอกับซีรัมมนษุย มา และสกุรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
 

ชนิด
แอนติเจน 

ตัวอยาง
ซีรัม Immunoblot pattern (kDa) อางอิง 

     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 มา 6 bands; 47, 52, 59, 67, 72, 105 
Yepez-Mulia และคณะ 
(1999) 

CE มา none Pozio และคณะ (2002) 
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ตารางที ่3 (ตอ) สรุปผลการศึกษารูปแบบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติเจนจากตัวออน 
                 พยาธ ิระยะติดตอกับซีรัมมนษุย มา และสกุรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis  

 

ชนิด
แอนติเจน 

ตัวอยาง
ซีรัม Immunoblot pattern (kDa) อางอิง 

ES มา none Pozio และคณะ (2002) 

tyvelose มา none Pozio และคณะ (2002) 

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

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การศึกษาขนาดและลกัษณะรูปรางพยาธ ิT. spiralis ระยะติดตอ 

 3.1.1  พยาธ ิT. spiralis  

                   พยาธิ T. spiralis  ซึง่เลี้ยงไวอยางตอเนื่องในหนูเมาส (Mus muculus) ตั้งแตป พ.ศ.2538 
จากหนวยปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวทิยา คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

   3.1.2 สัตวทดลอง 

หนูเมาส สายพันธุ ICR เพศเมีย อายุประมาณ 3-8 สัปดาห  น้ําหนัก 20-35 g (สํานัก-
สัตวทดลองแหงชาติ)  สําหรับเพิ่มจํานวนตัวออนระยะติดโรค จํานวน 20 ตัว การศึกษาในครั้งนี้
ไดรับการขอจรรยาบรรณสัตวทดลองจากคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ใบอนุญาตเลขที่ 0931016 สถานที่เลี้ยงสัตวทดลองคือหอง 0530 ชั้น 5 อาคาร 60 ป คณะสัตว-
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลี้ยงหนู 4 ตัวตอ 1 กรง ใหอาหารและน้ําอยางเพียงพอ 
(ad libitum) 

3.1.3   การตรวจหาพยาธ ิT. spiralis ในหนูทดลอง 

  3.1.3.1  วิธีกดเนื้อเยื่อ  

  การุณยฆาต (euthanize) หนูดวย Zoletil ขนาด 10 มิลลิกรัม (mg) ตอน้ําหนัก
ตัวหนู 1 กิโลกรัม (kg) โดยฉีดเขาชองทอง เปดผาซากโดยเปดชองทองไปจนถึงสวนอก แยก
อวัยวะภายในออก นําเนื้อเยื่อบริเวณกระบังลม เพื่อตรวจหาตัวออนพยาธิดวยวิธีกดชิ้นเนื้อมี
ขั้นตอนโดยสรุปดังนี้ ตัดตัวอยางชิ้นเนื้อขนาดประมาณ 5X5 มิลลิเมตร (mm) นําไปวางบนแผน
สไลดแกวแลวใชแผนสไลดแกวอีก 1 แผนกดลงไปจนกระทั่งแผนเนื้อบางใส นําไปสองกลอง     
สเตอริโอตรวจหาตัวออนที่มีแคปซูลหุมอยูในกลามเนื้อลายของหนูทดลองรวมกับการยอมสี   
Semichon’ s acetic carmine ตามวิธีของ Meyer และ Olsen (1971) 
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  3.1.3.2 การยอมสี Semichon’s acetic carmine (Meyer and Olsen, 1971)   

            เตรียมสี Semichon’ s  acetic carmine โดยผสม acetic acid ลงในน้ํากลั่น
อัตราสวน 1:1 ละลายสีใหเขากัน นําตัวอยางชิ้นเนื้อที่มีตัวออนพยาธิที่ทําใหคงตัวแลวใน alcohol-
formal-acetic (AFA) ลางออกดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง นําเนื้อเยื่อตัวอยางที่มีพยาธิมายอมใหสีติด
จนมากเกินพอนานประมาณ 24 ชั่วโมง ตรวจดูการติดสีของพยาธิดวยกลองสเตอริโอ ลางสีออก
ดวยสารละลาย 3% acid-alcohol นําเนื้อเยื่อที่ยอมสีแลวมาผานแอลกอฮอลที่มีความเขมขนจาก
นอยไปมากเปนลําดับทีละขั้น ดังนี้ แอลกอฮอล 50%, 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% 
ตามลําดับคร้ังละ 30 นาที กอนนําไปแชใน xylene และหยดสารละลาย hoyer’ s solution ปดทับ
ดวย โคเวอรสลิป อบที่อุณหภูมิ 60oC เปนเวลา 2-3 วัน นําไปสองศึกษาลักษณะของพยาธิดวย
กลองจุลทรรศนแสงสวาง  

  3.1.3.3  การวัดขนาดพยาธิตัวออนระยะที่ 1  

                        เก็บตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่เพิ่มจํานวนในหนูเมาส โดยยอย
เนื้อเยื่อดวยน้ํายอยเทียมตามวิธีของ Dennis และคณะ (1970) ดังที่จะกลาวถึงในหัวขอ 3.2.1 
และลางตัวออนใหสะอาดในสารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) สุมเก็บตัวออนพยาธิ
จํานวน 30 ตัวอยางใน 10% formalin เพื่อใหพยาธิคงสภาพ นําไปวัดขนาดความกวางและความ
ยาวของตัวออน โดยวาดรูปพยาธิจาก camera lucida กอนวัดความกวางและความยาวของตัว
ออนจากรูปที่วาดได เปรียบเทียบอัตราสวนความยาวที่วัดไดกับความยาวของ stage 
micrometers  คูณดวยคาของ magnification index ของเลนซวัตถุ 10X แลวบันทึกผล 

3.2  การยอยเทียมและการเพิ่มจํานวนพยาธิ T. spiralis ในสัตวทดลอง  

 3.2.1 การยอยเทียม 

เก็บตัวออนระยะติดตอจากหนูเมาสผานการตรวจพิสูจนพยาธิ T. spiralis ยอยเนื้อเยื่อหนู 
ดวยน้ํายอยเทียมตามวิธีของ Dennis และคณะ (1970) ดังขั้นตอนตอไปนี้ หลังจากเปดผาชองอก
และนําอวัยวะภายในออก เลาะไขมัน หนังและพังผืดตางๆ ตัดชิ้นเน้ือเยื่อใหมีขนาดเล็กมากที่สุด 
กอนนําไปชั่งน้ําหนัก เตรียมน้ํายอยเทียม ในอัตราสวนเนื้อเยื่อ 1 g ตอน้ํายอยเทียม 10 มิลลิลิตร
(ml) ปนเนื้อเยื่อและน้ํายอยเทียมดวย homogenizer จนเนื้อและน้ํายอยเปนเนื้อเดียวกัน นําไปบม 
(incubate) ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง ผสมตัวอยางใหเขากันทุก 30 นาที กรองผาน
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กระชอนและผาขาวบาง ลงในภาชนะทรงสูงตั้งไวนานอยางนอย 30 นาทีเพื่อใหตัวออนพยาธิ
ตกตะกอน ใชหลอดดูดพยาธิขึ้นมาลางในภาชนะทรงสูงที่ใส PBS อยูอยางนอย 700 ml แลวรอ
ตกตะกอนอีกอยางนอย 30 นาที ทําซ้ํา 3 ครั้ง นําไปใชเพื่อเพิ่มจํานวนตัวออนระยะติดตอ นับ
จํานวนตัวออนพยาธิใหไดประมาณ 300 ตัวตอ PBS 1 ml ปอนใหหนูทดลองตอไป 

3.2.2 การเพิม่จํานวนพยาธ ิT. spiralis ในหนูเมาส 

งดน้ําและอาหารหนูเปนเวลา 3 ชั่วโมงกอนปอนพยาธิจํานวน 300 ตัวตอหนู 1 ตัว โดย
เตรียมพยาธิ 300 ตัวตอ PBS 1 ml หนูเมาสที่ไดรับเชื้อทั้งหมดเลี้ยงไวในหองเลี้ยงสัตวทดลอง 
หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนระยะเวลา 35 วัน (Kapel 
and Gamble, 2000) จึงทําการุณยฆาตเพื่อเก็บตัวออนพยาธิ 

3.3  การเตรยีมแอนติเจนและการวัดปริมาณโปรตีน 

3.3.1 การเตรียมแอนติเจน 

เตรียมแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากตัวออนพยาธิในระยะติดตอและกลามเนื้อลายของ
หนูสะอาด ดังนี้ ขั้นตอนการเตรียมแอนติเจนชนิดสกัดหยาบดัดแปลงจาก Taweethavonsawat 
และคณะ (2002) มีดังนี้ ลางตัวออนพยาธิที่แยกไดจากการยอยเทียมดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 
15 นาที บดรวมตัวออนพยาธิจนกระทั่งเปนเนื้อเดียวกันดวย glass tissue grinder ละลาย
องคประกอบของโปรตีนอื่นโดยใชน้ํากลั่นรวมกับ protease inhibitor cocktail (Roche, 
Germany) ที่อุณหภูมิ    4oC นําไปผานคลื่นเสียงความถี่สูง (Sonic and Materials Vibra Cell,  
USA) 20 KHz/s เปนเวลา 20 นาที นําสารละลายโปรตีนไปแยกไปแยกสารกลุม crystalloid ออก 
(dialysis) โดยผาน cellulose tubular membrane (CelluSepT2, USA; MW cut off 6-8 kDa)ใน
น้ํากลั่นปริมาตรอยางนอย 500 เทาของปริมาณสารละลายที่ได เปลี่ยนน้ํากลั่นหลังจาก dialysis 
ไปแลว 3 ชั่วโมง จากนั้น dialysis ตออีก 8 ชั่วโมงกอนนําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 x g ที่อุณหภูมิ     
4oC เปนเวลา 30 นาที เก็บเฉพาะสวนใสของสารละลายไปวัดความเขมขนของโปรตีนตามวิธีของ
แบรดฟอรด (Bradford,1976) เตรียมแอนติเจนสกัดหยาบจากกลามเนื้อลายหนูดวยวิธีดังกลาว
ขางตนเชนเดียวกัน 
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3.3.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, Germany) ที่ความเขมขน 
1.25, 2.5, 5 และ 10 µg/ml (ภาคผนวก ค, ตารางที่ ผ3) เพื่อใชเปนโปรตีนมาตรฐาน วัดความ
เขมขนของโปรตีนตามวิธีของแบรดฟอรด (Bradford, 1976) โดยใชโปรตีนมาตรฐาน 800 µl ตอ 
Bradford assay reagent (Bio-Rad, Canada) 200 µl ผสมใหเขากัน รออยางนอย 5 นาทีกอน
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร (nm) บันทึกคาการดูดกลืนแสง (Optical density, 
O.D.) ทําเชนเดียวกันกับสารละลายแอนติเจนที่เตรียมได คือใชปริมาณตัวอยาง 800 µl ตอ 
Bradford assay reagent  200 µl นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง นําคาที่ไดไปเขียนกราฟเสนตรง 
(linear) คํานวณหาสมการกราฟโปรตีนมาตรฐาน แทนคาการดูดกลืนแสงเปน X และความเขมขน
ของโปรตีนเปน Y  จากนั้นแทนคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางเพื่อคํานวณหาปริมาณความเขมขน
ของแอนติเจน เก็บแอนติเจนที่อุณหภูมิ -80oC เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมงกอนนําไประเหยน้ํา
ในตัวอยางดวยความเย็น (lyophilized) เก็บแอนติเจนแชเย็นไวที่อุณหภูมิ 4oC ปรับความเขมขน
ดวยน้ํากลั่นเปน 1 mg / ml  

3.4 กลุมตวัอยาง 

3.4.1 ตัวอยางซีรัม  

ลูกสุกรแรกคลอด (Day 0) และสุกรอายุระหวาง 2 เดือนถึง 3 ป ในพื้นที่ภาคกลางของ
ประเทศไทยประกอบดวยจงัหวัดชลบุรี จงัหวัดราชบุรี จงัหวัดเพชรบูรณและจังหวัดนครปฐม เก็บ
ตัวอยางซีรัมในเดือนกนัยายน พ.ศ. 2551 ถึง เดือนมถินุายน พ.ศ. 2552  

3.4.2 การแบงกลุมตัวอยาง 

ลูกสุกรแรกคลอดที่ยังไมผานการกินนมน้ําเหลือง (colostrums) และสุกรอายุตั้งแต 2 
เดือนจนถึง 3 ปไดรับการตรวจวนิิจฉัยโรคปรสิตภายในดวยวิธมีาตรฐานทางปรสิตวทิยาไดแก การ
ตรวจอุจจาระดวยการทําใหไขพยาธิลอยตัว (floatation technique) และการทําใหไขพยาธิ
ตกตะกอน (sedimentation technique) อุจจาระทีน่ํามาตรวจเปนอจุจาระใหมที่ไดจากการลวง
อุจจาระทางทวารหนัก ตรวจวินิจฉยัแยกชนิดปรสิตที่พบไดในสุกร (ภาคผนวก ง, ตารางที่ ผ4) 
ดวยการสองกลองจุลทรรศนเพื่อแยกลักษณะจําเพาะของไข ตัวออนในระยะที่ 3 (ตัวออนระยะ
ติดตอ) ของพยาธิในกลุมสตรองกาย ตัวเต็มวัยของพยาธิตลอดจนโอโอซีสต ซีสตและรูปรางที่
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จําเพาะของโปรโตซัวในระยะตางๆ ตรวจวินิฉยัโรคปรสิตที่ หนวยปรสิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวทิยา 
คณะสัตวแพทยศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย จึงแบงกลุมตัวอยางออกเปน 4 กลุมดังนี้ 
(ตารางที่ 4) 

กลุม 1 ซีรัมสุกรปลอดโรคปรสิตภายในและพยาธิ T. spiralis  
กลุม 2 ซีรัมสุกรที่ตรวจไมพบปรสิตภายในจากฟารม 
กลุม 3 ซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis (สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ กรมปศุสัตว) 
กลุม 4 ซีรัมสุกรที่ตรวจพบดวยปรสิตภายในชนิดอื่น  

สุกรในกลุม 1 เปนสุกรแรกคลอดที่ยังไมผานการกินนมน้ําเหลืองและกลุม 2-4 เปนสุกรที่มี
อายุระหวาง 2 เดือนถึง 3 ป สําหรับสุกรในกลุม 3 เปนสุกรทดลองอายุ 2.5 เดือนที่ไดรับการปอน
พยาธิ T. spiralis ระยะติดตอจํานวน 1,000-2,000 ตัวตอสุกรหนึ่งตัวและเก็บซีรัมหลังจากสุกร
ไดรับพยาธิ T. spiralis ไปแลวนาน 20 สัปดาห  

         ตารางที่ 4   จํานวนตัวอยางซีรัมสุกรในแตละกลุม 

 

กลุม จํานวน (ตัวอยาง) 
1 
2 
3 
4 
รวม 

7 
21 
5 
34 
67 
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3.4.3 การตรวจวินิจฉัยปรสิตภายในและการเก็บเลือด 

3.4.3.1  การวินิจฉัยปรสติภายใน 

           เก็บตัวอยางโดยการสวมถุงมือลวงอุจจาระทางทวารหนัก เก็บอุจจาระปริมาณไม
นอยกวา 30 g ตอ ตัวอยาง อุจจาระตองไมมีปสสาวะ น้ํา ดินหรือส่ิงเจือปนอ่ืนผสม นําตัวอยาง
อุจจาระตรวจดวยวิธมีาตรฐานทางปรสิตวิทยา ดังนี้ 

3.4.3.1.2 วิธกีารทาํใหไขพยาธิลอยตวั 

                    ตัวอยางอจุจาระ 5 g ผสมกับสารละลายน้ําเกลืออ่ิมตัวใหเขากนักรอง
ผานกระชอนใสกระบอกพลาสติกใสขนาดเสนผานศูนยกลาง 2 เซนติเมตร (cm) จนสารละลาย
ปร่ิมขอบกระบอก ปดดานบนกระบอกพลาสติกดวยโคเวอรสลิปขนาด 22 x 22 mm ประมาณ 5 
นาท ีแลวนาํโคเวอรสลิปไปวางบนแผนกระจกแกว ตรวจดวยกลองจลุทรรศนกําลงัขยายเลนสวัตถุ 
10x และ 40x ตามลําดับ 

3.4.3.1.2   วิธีการทําใหไขพยาธิตกตะกอน 

    ผสมอุจจาระ 10 g ละลายในน้าํหรือ normal saline ปริมาณ 500 ml 
กรองผานผาขาวบางลงในกรวยแกวทรงสงูตั้งทิง้ไวใหตกตะกอนนานอยางนอย 15 นาท ี เทน้ํา
สวนบนประมาณ 2 ใน 3 ทิ้ง แลวเติมน้าํหรือ normal saline ลงไปใหมเพื่อลางตะกอนทิง้ไวอีก 15 
นาที ทาํเชนนี้ประมาณ 2-3 คร้ัง หรือจนกวาน้ําสวนบนจะใส คร้ังสุดทายใหเทน้าํออกใหเพยีง
เล็กนอย ใช หลอดดูด (dropper) ดูดตะกอนมาหยดบนสไลด ปดดวยโคเวอรสลิปตรวจดูดวย
กลองจุลทรรศนแสงสวางเพือ่ตรวจวินิจฉัยแยกประเภทการติดเชื้อปรสิตภายใน   

3.4.3.1.3 การเพาะตัวออนระยะที่ 3 (L3) พยาธสิตรองกาย 

    กรณีพบไขพยาธิในกลุมสตรองกายนําไปเพาะเลี้ยงตอไป นําอุจจาระ
ของสุกรแตละตัวที่ตรวจพบไขพยาธิสตรองกายไปเพาะเลี้ยงตัวออนจนกระทั่งเปนระยะติดตอ(L3) 
เก็บ L3 ภายหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 - 10 วัน นําตัวออนระยะติดตอ ไปปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตัว
ออนลงใน 10% formalin กอนนําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนดูลักษณะโครงสรางของตัวออน
และวัดขนาดเพื่อจําแนกชนิดของพยาธิตอไป บันทึกผลการตรวจวินิจฉัย จํานวนและชนิดของ
ตัวอยางซีรัมในกลุมที่ 4 แสดงในตารางที่ 5  
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ตารางที ่5 จํานวนตัวอยางซีรัมสุกรกลุม 4 แยกตามชนดิการติดโรคปรสิตภายใน  

 

การติดพยาธหิรือปรสิตภายในชนิดอื่น จํานวนตวัอยาง (ตวัอยาง) 

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 ตัวที่มีคณุสมบัติที่ไดกลาวมาแลวในเบื้องตน เกบ็เลือดจากเสนเลือดดํา
บริเวณคอ (jugular vein) ปริมาณอยางนอย 1 ml ตอตัว นาํเลือดสุกรที่เจาะไดมาตั้งไวที่
อุณหภูมิหองอยางนอย 2 ชั่วโมงกอนปนเหวี่ยงเพื่อแยกซีรัมที ่1,500 x g อุณหภูม ิ4oC เก็บซีรัมที่
อุณหภูมิ -20oC จนกวาจะนาํไปใช  
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3.5 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกลุโปรตีนจากแอนติเจนสกัดหยาบ 

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

เตรียมโปรตีนแอนติเจนกับ Sample buffer  (ภาคผนวก ก) ในอัตราสวนแอนติเจน 1 สวน
บัฟเฟอร 1 สวน ผสมใหเขากัน ใหความรอนตัวอยางที่ 65oC เปนเวลา 15 นาที จากนั้นจึง
วิเคราะหแยกสารตามน้ําหนักโมเลกุลดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) โดยใช Bio-Rad Mini 
Protean Slab Cell ขนาดเจลหนา 0.75  mm นําแอนติเจนที่เตรียมไดมาผานกระแสไฟฟาที่และ 
4% stacking gel และ 12 % separating gel (ภาคผนวก ข, ตารางที่ ผ1-ผ2) ดัดแปลงจาก
ขั้นตอนของ Laemmli (1970) ใหกระแสไฟฟาที่ความตางศักดิ์ไฟฟา 120 โวลล (Volt, V) เปนเวลา 
15 นาทีหรือจนกระทั่งโปรตีนมาตรฐานเคลื่อนมาจนถึงบริเวณของ separating gel ปรับความตาง
ศักดิ์ไฟฟาเปน 150 V นาน 45 นาทีนําเจลที่ผานกระแสไฟฟาแลวไปยอมดวยสี Coomassie blue 
G-250 (Bio-rad, Canada)   และสี Silver (Bio-rad, Canada) เปรียบเทียบขนาดน้ําหนักโมเลกุล
โปรตีนที่ไดกับน้ําหนักโมเลกุลมาตรฐาน (Fermentas, Canada) 

3.5.2 การยอมส ีCoomassie blue G-250 

       แชเจลที่ผานการทาํ SDS-PAGE ในขอ 3.5.1 ลงในสี Coomassie blue G-250 บน
เครื่อง rotary shaker (Nahita, Spain) เปนเวลา 45 นาท ี ลางออกดวย destain solution 
(ภาคผนวก ก) จนกวาเจลจะใสและเห็นแถบโปรตีนที่ยอมชัดเจน 

3.5.3 การยอมสี silver  

       แชเจลทีผ่านการทาํ SDS-PAGE ในขอ 3.5.1 แลวลงใน fixative เปนเวลาอยางนอย 
30 นาท ีจากนั้นนําเจลไปแชใน oxidizer เปนเวลา 5 นาที ลาง deionized water 3 คร้ังใช คร้ังละ 
5 นาท ี จากนัน้แชเจลใน silver reagent ลางออกดวยวิธีใหน้ําไหลผาน 20 วินาท ี แชเจลลงใน 
developer ประมาณ 30 วินาที จนกระทั่งเหน็สีน้าํตาลหรือ smoky precipitate จึงเปลีย่น 
developer ทําซ้ําหากยังเหน็ตะกอนสีหรือ smoky precipitate ปรากฏขึ้น เปลีย่น developer ทุก 
5 นาที เปนเวลา 10 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย 5% acetic acid เปนเวลา 15 นาท ี 
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3.5.4 การแปลผลน้ําหนักโมเลกุลของโปรตนี 
 

       หลังจากยอมสี Coomassie blue G-250 และ Silver วัดระยะทางที่โปรตีนมาตรฐาน
เคลื่อน โดยวดัจากขอบ separating gel มาจนถงึสวนกลางของแตละแถบโปรตีน (Migration 
distance) แลวนาํมาหารดวยระยะทางของ tracking dye เพื่อใหไดคา relative motility ของ
โปรตีน ดังสมการ (Hames, 1990)  

 
relative motility      =             Migration distance   
                                            tracking dye distance 
 
จากนั้นทํา semilogarithmic plot ของ Log ของน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนมาตรฐานกับคา 

relative motility ของโปรตีน อานคาของน้าํหนกัโมเลกุลโปรตีนของพยาธิจากกราฟ  

3.6 การวิเคราะหโปรตีนดวย immunoblot technique  

 หลังจากทํา SDS-PAGE  โปรตีนแอนติเจนสกัดหยาบจากตัวออนระยะติดตอพยาธิ      
T.  spiralis และแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูสะอาด ในขอ 3.5.1 แชเจลในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 
4oC แชกระดาษกรอง กระดาษไนโตรเซลลูโลส (ขนาดกวาง 6.2 cm ยาว 8.9 cm) ลงใน transfer 
buffer ที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลาอยางนอย 15 นาที กอนนําไปประกอบกับเครื่อง electrophoresis 
apparatus ใหความตางศักดิ์ไฟฟาที่ 120 V เปนเวลา 90 นาที เพื่อผานโปรตีนแอนติเจนลงบน
กระดาษไนโตรเซลลูโลสขนาด 0.45 µm (Bio-Rad, Canada) ตัดกระดาษไนโตรเซลลูโลสที่แหง
สนิทขนาดกวาง 0.3 cm ยาว 6.2 cm (คํานวณใหมีปริมาณโปรตีน 10 µg ตอ strip) แชใน 
blocking buffer (3% BSA 0.05% PBST) เปนเวลาอยางนอย 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองหรือที่        
4o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง เจือจางตัวอยางซีรัมสุกรดวย washing buffer (1.5 %BSA  0.05 % 
PBST) ใชซีรัม 5 µl ตอ washing buffer 1,000 µl (อัตราสวน 1:200) เปนเวลา 1.5 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิหอง ลางดวย washing buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยากับ goat 
anti-porcine IgG (H+L) conjugated horseradish peroxidase (Southern Biotech, USA ) 
อัตราสวน 1: 1,000 แลวลางออกดวย washing buffer 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที โดยมี 2,6 
dichlorophenol indophenol (Sigma, Germany) เปนสารตั้งตนในการทําใหเกิดสี รอการ
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 3 นาที หรือจนกวาจะมีสีปรากฏจึงหยุดปฏิกิริยาและลางออกดวยน้ํากลั่น 
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นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ผานการทําปฏิกิริยาแลวกับซีรัมสุกรที่มีการติดพยาธิ T. spiralis และซีรัม
สุกรที่ติดโรคพยาธิชนิดอื่นที่พบในประเทศไทยมาเปรียบเทียบเพื่อหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่
มีความจําเพาะตอไป การเตรียมสารเคมีของ immunoblot technique แสดงในภาคผนวก ก 
สําหรับแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูจะนํามาศึกษาการทําปฏิกิริยากับซีรัมสุกรในกลุม 3 ตอไป 
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       บทที่ 4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

4.1 ผลการศกึษารูปรางลกัษณะของพยาธิในระยะติดตอดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 

จากการตรวจวินิจฉัย compression method ของกลามเนื้อกระบังลมหนูทดลองที่วันที่ 
35 หลังจากที่ปอนพยาธิ T. spiralis พบตัวออนพยาธิในระยะติดตออยูในแคปซูลในเซลล
กลามเนื้อลายเปนจํานวนมาก เมื่อสองตรวจดูดวยกลองสเตอริโอและกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
พบพยาธิระยะติดตออยูในเซลลกลามเนื้อลาย 1-2 ตัวตอ  nurse cell (รูปที่ 16)   

 

 
รูปที ่16 ตัวออนพยาธิระยะติดตอในกลามเนื้อกระบงัลมหนทูดลอง (ลูกศรชี้) เมื่อ         

                     ตรวจดวยวิธีกดเนื้อเยื่อและสองตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง 
 

นอกจากนี้ยังพบตัวออนทั้งในกลามลายเกือบทุกสวน เชน กลามเนื้อกระบังลม ลิ้น แกม 
กลามเนื้อทรวงอกและกลามเนื้อทอง จากการยอมสี Semichon’s acetic carmine เพื่อศึกษา
โครงสรางทั่วไปของพยาธิและแคปซูลพบลักษณะแคปซูลของพยาธิเปนรูปวงรีตามความยาวของ
กลามเนื้อ คอลลาเจน (collagen) ที่เปนโปรตีนองคประกอบสําคัญของแคปซูลติดสีแดงอมสม
ชัดเจน ในขณะที่เซลลกลามเนื้อลายและตัวออนพยาธิจะติดสีออนกวา (รูปที่ 17) 

  40 µm 
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รูปท ี 17 ตัวออนพยาธิระยะติดตอ (L1) ในแคปซูล (ลูกศรชี้) ในกลามเนื้อกระบงัลมหนทูดลอง            

 เหน็ไดชัดเจนเมื่อยอมสี Semichon’s acetic carmine 

เมื่อนําเนื้อหนูไปยอยเพื่อเก็บตัวออนระยะติดตอและทําใหคงสภาพใน 10% formalin สุม
เก็บตัวออนพยาธิจํานวน 30 ตัว พบวามีความยาวโดยเฉลี่ย 0.73+0.046 mm (0.60-0.80 mm) 
กวาง 0.02+0.004 mm (0.019-0.030mm) (ภาคผนวก จ, ตารางที่ ผ6) มีหลอดอาหารแบบ 
stichosome เห็นเซลล stichocytes ลอมรอบหลอดอาหาร (esophagus) ชัดเจน (รูปที่ 18)  

 

 

50 µm 

capsule 

L1 
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รูปที่ 18 ตัวออนพยาธ ิT. spiralis ระยะตดิตอแสดงหลอดอาหารชนดิ stichosome (ลูกศรชี้) 

4.2 ผลการวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนจากแอนติเจนสกัดหยาบดวย SDS-PAGE 

4.2.1  ผลการยอมสี Coomassie blue G-250  

ผลการแยกแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่ปริมาณ 
10.0, 7.5, 6.0, 4.5 และ 3.0 µg จากมากไปนอยตามลําดับ พบวาที่ปริมาณโปรตีนอยางนอย 
6 µg เห็นแถบโปรตีนที่ยอมติดสีชัดเจน (รูปที่ 19) 

 

 

stichocyte 

esophagus 
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รูปที่ 19  ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอม 
            ดวยสี  Coomassie blue G-250  ความเขมขนเจลที่ 12%  ทีค่วามเขมขนของ 
               โปรตีนที่ตางกนั            
  
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 

และเมื่อวิเคราะหแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะตดิตอพยาธ ิ T. spiralis ปริมาณ 
10.0 µg เมื่อยอมดวยส ีCoomassie blue G-250  พบวามีโปรตีนแอนติเจนหลายน้ําหนกัโมเลกลุ
ตั้งแต 210/215 ถึง 11 kDa ที่ยอมติดสีชดัเจนอยางนอย 18 น้ําหนักโมเลกุล ประกอบดวยสายโพ
ลีเปปไทดทีน่้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 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 โดยมีสายโพลีเปปไทดที่น้าํหนัก
โมเลกุล 42/43 kDa เปนโพลีเปปไทดชนิดที่พบปริมาณมากที่สุด (รูปที่ 20) 
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รูปที่ 20 ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี   
             Coomassie blue G-250 ความเขมขนเจลที ่12%             

 

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอ 

เมื่อนําเนื้อหนูสะอาดมาผานการสกัดโปรตีนอยางหยาบพบวาเมื่อยอมดวยสี Coomassie 
blue G-250  เพื่อนํามาเปรียบเทียบยืนยันความบริสุทธิ์ของโปรตีนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิระยะ
ติดตอวาไมมีโปรตีนจากเนื้อหนูมาเจือปน พบวาโปรตีนสกัดหยาบจากเนื้อหนูมีโปรตีนน้ําหนัก
โมเลกุลต้ังแต 101 ถึง 16 kDa แอนติเจนชนิดสกัดหยาบมีโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลที่ชัดเจนทั้งหมด
อยางนอย 11 แถบ ประกอบดวยโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 101, 69, 60, 48, 43, 39, 35, 28, 
27, 17 และ 14 kDa ตามลําดับ (รูปที่ 21) โดยมีโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa เปนน้ําหนัก
โมเลกุลหลักที่มีปริมาณมากที่สุด 

42/43 kDa 
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รูปที่ 21  ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิ T. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี 
                Coomassie blue G-250  เปรียบเทียบกับโปรตีนสกัดหยาบจากเนื้อหนคูวามเขมขน 
                เจลที่ 12%           
        

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบจากเนื้อหน ู
แถวที ่3 = แอนติเจนชนิดสกัดหยาบพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอ  

พบวาโปรตีนจากเนื้อหนูทีน่้ําหนกัโมเลกุล 101, 48, 43, 28 kDa มีน้ําหนักโมเลกุล
ใกลเคียงกนักบัน้ําหนกัโมเลกุลโปรตีนสกดัหยาบของพยาธ ิT. spiralis 

4.2.2  ผลการยอมสี Silver  

ผลการแยกแอนติเจนสกัดหยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis ที่ความเขมขน 
0.25 µg เมื่อยอมดวยสี silver พบวามีโพลีเปปไทตหลายน้ําหนักโมเลกุลต้ังแต 210/215 ถึง 8/9 
kDa แอนติเจนชนิดสกัดหยาบมีสายโพลีเปปไทตที่ติดสีชัดเจนทั้งหมดอยางนอย 28 ชนิด 
ประกอบดวยโพลีเปปไทตที่น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 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 ผลการวิเคราะหโปรตีนสกัดหยาบจากพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอเมื่อยอมดวยส ี   
              silver ความเขมขนเจลที ่12%       
 

แถวที ่1 = น้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน 
แถวที ่2 = โปรตีนชนิดสกัดหยาบพยาธ ิT. spiralis ในระยะติดตอที ่0.25 µg 
 

4.3 ผลการวิเคราะหการทาํปฏกิิริยาระหวางแอนตบิอดีสุกรกลุม   3      กับแอนติเจน    
     สกัดหยาบดวย immunoblot technique 

แอนติเจนชนดิสกัดหยาบทีเ่ตรียมไดจากพยาธิ T. spiralis ในระยะตดิตอที่ใชใน
การศึกษาครั้งนี้เตรียมจากพยาธ ิ T. spiralis จํานวนประมาณ 5,000 ตัวตอการเตรียม 1 คร้ัง 
(ความสูงจาก effpendorf ประมาณ 0.5 cm) แอนติเจนทีม่ีความสามารถในการละลายน้ําไดจะ
ผานการ dialysis และวัดความเขมขนของโปรตีนที่ไดพบความเขมขนโปรตีนโดยเฉลี่ยเปน 0.35 
mg/ml (0.07 µg/ infective stage larva) เมื่อวัดโปรตีนดวยวิธีของแบรดฟอรดที่คาการดูดกลืน
แสงที่ 595 นาโนเมตร (nm) ปรับความเขมขนของแอนติเจนเปน 1 mg/ml โดยการนาํไประเหย

42/43 kDa 
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แหงและเจือจางดวยน้าํกลัน่ ที่ปริมาณโปรตีน 10 µg ตอ strip แอนติบอดีของสุกรแตละตัว
สามารถเกิดปฏิกิริยาที่โปรตนีแอนติเจนทีน่้ําหนกัโมเลกลุตางกนั ผลการศึกษาโปรตีนแอนติเจน
ของพยาธิในระยะติดตอดวย immunoblot technique พบวามีโปรตีนอยางนอย 14 น้ําหนกั
โมเลกุลทําปฏกิิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับพยาธิ T. spiralis ทัง้ 5 ตัวอยาง (รูปที่ 23) ไดแก 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 เปนน้าํหนักโมเลกุลหลักที่เกดิปฏิกิริยาไดชัดเจนกับ anti-Trichinella antibodies จาก
การวิเคราะหดวย immunoblot technique พบวา มีเพียงซีรัมสุกรทดลองตัวที่ 2 ที่ทาํปฏิกิริยากับ
โพลีเปปไทดน้าํหนักโมเลกุล 19 kDa และซีรัมสุกรทดลองตัวที ่ 2 และ 4 ทําปฏิกิริยากับโพลีเปป
ไทดน้ําหนกัโมเลกุล 14 kDa  (ตารางที ่ผ8)  และผลการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีสุกรกลุม 3 
กับแอนติเจนสกัดหยาบจากเนื้อหนูดวย immunoblot technique พบวาโพลีเปปไทดจากเนื้อหนู
สะอาดไมทาํปฏิกิริยากับแอนติบอดีจากซรัีมสุกรกลุม 3  

 
 

รูปที่ 23 Immunoblot pattern ของสุกรกลุม 3 ที่เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนแอนติเจนสกัด  
              หยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis แถว 1 ถึง 5 เปนตัวอยางซีรัมสุกรติด   
              พยาธิ T. spiralis ตัวที่ 1 ถึง 5 ตามลําดับ 
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4.4 ผลการวิเคราะหทําปฏกิิริยาระหวางแอนติบอดีสุกรกลุม 1, 2, 3 และ 4 กับแอนติเจน     
     สกัดหยาบดวย immunoblot technique 

จากโปรตีนแอนติเจน 14 น้ําหนักโมเลกุลที่เกิดปฏิกิริยากับแอนติพอดีสุกรติด T. spiralis 
เมื่อนํามาศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในแตละกลุม จากการเปรียบเทียบรูปแบบของ 
immunoblot profile ของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis กับซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 
3 และ 4 ตามลําดับ ไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในกลุม 1 แตเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัม
สุกรในกลุม 2 และในกลุม 4  

จาก immunoblot profiles โปรตีนแอนติเจนชนิดสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis ใน
ระยะติดตอพบวาเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรในกลุม 2 ที่ติดพยาธิ A. suum, T. suis, 
Strongyle, Coccidia และ B. coli  จากการเพาะเลี้ยงพยาธิสตรองกายจนเปนตัวออนในระยะ
ติดตอ (ภาคผนวก ง, ตารางที่ ผ5) พบวาตัวออนพยาธิสตรองกายที่เพาะเลี้ยงไดเปนพยาธิ 
Oesophagostomum dentatum และ Hyostrongylus rubidus (ภาคผนวก ง, รูปที่ ผ 1-4) และ
ไมสามารถระบุชนิดพยาธิ สตรองกายไดในบางตัวอยางเนื่องจากไมพบตัวออนจากการเพาะเลี้ยง  

จากการวิเคราะห immunoblot profiles พบวาสายโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 
61/62 และ 41 kDa เปนโปรตีนแอนติเจนที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรในกลุม 3 รูปภาพตัวแทน
การเกิดปฏิกิริยาในแตละกลุมตัวอยางดังรูปที่ 24 และที่ตาราง 6 และสรุปผลการเปรยีบเทียบ
โปรตีนแอนติเจนที่ยอมสีไดกับ immunoblot pattern แสดงในภาคผนวก ฉ ตารางที่ ผ7 ความถี่ 
(frequency) ของโปรตีนแอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุลที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมสุกรติดพยาธิ T. 
spiralis เมื่อวิเคราะหดวย  immunoblot   technique พบวาที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 61/62 และ 41 
kDa มีความจําเพาะตอการตดิพยาธิ T. spiralis เปน 100 % (n = 5) ทั้ง 3 น้ําหนักโมเลกุล 
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รูปที่ 24 Immunoblot pattern ของสุกรกลุม 2, 3 และ 4 ที่เกิดปฏิกิริยากับโปรตนีแอนติเจนสกัด  
              หยาบของตัวออนระยะติดตอพยาธิ 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 สรุปการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนที่น้าํหนกัโมเลกุลตางกนักับซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับดวย immunoblot technique 

กลุม 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 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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  (ตอ) สรุปการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique 

กลุม 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 - - 
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ตารางที ่6 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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 (ตอ) สรุปการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนทีน่้ําหนักโมเลกุลตางกันกบัซีรัมสุกรในกลุม 1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดบัดวย immunoblot technique  

กลุม 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 ุ ***แสดงจํานวนตัวอยางทีท่ําปฏิกิริยาระหวางโปรตีนแอนติเจนทีน่้ําหนกัโมเลกุลตางกันกับซีรัมสุกรในแตละกลุม
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                บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

ในการศึกษาลักษณะรูปรางของพยาธิ T. spiralis ระยะติดตอในกลามเนื้อของโฮสตกัก
เก็บมีความสําคัญตอการตรวจคัดกรองโรคที่โรงฆาสัตวและเฝาระวังโรคในสัตวปาที่เปนแหลงแพร
ระบาดของโรค การตรวจหาตัวออนพยาธิโดยตรงในกลามเนื้อลายเปนวิธีการตรวจวินิจฉัยที่มี
ความจําเพาะสูง แตตองอาศัยความชํานาญในการตรวจหาพยาธิซึ่งมีขนาดเล็กและอาศัยอยูใน
แคปซูล ซึ่งเปนลักษณะจําเพาะของพยาธิในเคลด 2 ในปจจุบันยังไมมีวิธีการตรวจวินิจฉัยจําแนก
ชนิดพยาธิในสกุล Trichinella  ไดจากการศึกษาทางกายรูปวิทยาเพียงอยางเดียว การศึกษา
ลักษณะทางกายรูปวิทยาจึงเปนเพียงเครื่องมือหนึ่งที่ใชประกอบกับการตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค
ทางอณูชีววิทยารวมกับการศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของพยาธิ เชนความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนในหนูทดลอง เพื่อใชในการแยกชนิดของพยาธิ การศึกษาในครั้งนี้ผูศึกษาไดวัดขนาดความ
กวางและความยาวของตัวออนพยาธิ T. spiralis ที่เพิ่มจํานวนไวอยางตอเนื่องในหนูทดลองตั้งแต
ป พ.ศ. 2538 ในหองปฏิบัติการหนวยปรสิต ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พยาธิในระยะติดตอที่ผานการยอยเทียมและทําใหคงสภาพใน
สารละลาย 10 % ฟอรมาลินแลวมีความ ยาวโดยเฉลี่ย 0.73+0.046 mm (0.60-0.80 mm) กวาง 
0.02+ 0.004 mm (0.019-0.030 mm) สอดคลองกับการศึกษาของ Pozio และคณะในป 1992 ที่
วัดขนาดของพยาธิในระยะติดตอพบวามีความยาวโดยเฉลี่ย 0.61–1.0 mm ขนาดของลําตัวกวาง 
0.026-0.040 mm แตจากการศึกษาของ NÖckler และคณะ (2006) ที่แยกชนิดของพยาธิ            
T. spiralis และ T. pseudospiralis ดวยขนาดของพยาธิและใชเทคนิค PCR พบวา T. spiralis มี
ความยาวโดยเฉลี่ย 1.10 mm ซึ่งมีคาเฉลี่ยสูงกวาที่วัดไดในครั้งนี้เล็กนอย โดย Pozio และคณะ 
(2002) อธิบายผลของการลดขนาดของพยาธิที่เกิดขึ้นจากการผานเชื้อเขาหนูทดลองใน
หองปฏิบัติการหลายครั้งอาจมีผลทําใหขนาดของพยาธิลดลง จึงสรุปไดวากายรูปวิทยาที่ปรากฏ
สามารถใชตรวจวินิจฉัยการติดพยาธิ Trichinella ไดในเบื้องตนแตการตรวจวินิจฉัยเพื่อแยกชนิด
ของพยาธิในสกุล Trichinella ยังมีโอกาสผิดพลาดไดจึงควรทําควบคูไปกับเทคนิคที่มี
ความจําเพาะสูงในกรณีที่ตองการตรวจแยกชนิดของพยาธิในสกุล Trichinella  เชนการใชเทคนิค 
PCR (Rombout et al., 2001) เปนตน  
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การตรวจวินิจฉัยเฝาระวังการติดพยาธิ T. spiralis  ในสุกรปจจุบันนิยมใชวิธีการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยามากขึ้นเนื่องจากมีความสะดวก รวดเร็ว มีความไวสูงและสามารถเก็บ
ตัวอยางมาเพื่อตรวจวินิจฉัยไดงายกวาการตรวจวินิจฉัยหาตัวออนพยาธิในระยะติดตอโดยตรง แต
ขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัยทางซรัีมวิทยา คือ ความไวและความจําเพาะของการตรวจดวยวิธีนี้
จะขึ้นอยูกับชนิดและคุณภาพของแอนติเจน (OIE, 2008) แอนติเจนที่นิยมศึกษาในปจจุบัน มีอยู 
3 ชนิด คือ แอนติเจนชนิดสกัดหยาบ แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิในระยะติดตอและ
แอนติเจนจากน้ําตาลสังเคราะห tyvelose เนื่องจากพบวาแอนติเจนจากพยาธิในระยะติดตอมี
ความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันของโฮสตไดดีและเปนระยะที่มีความสําคัญเนื่องจากเปน
ระยะติดตอโดยพยาธิสามารถดํารงชีวิตอยูในโฮสตกักเก็บไดนานโดยไมแสดงอาการทางคลินิก 
โปรตีนแอนติเจนของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอแบงออกเปน 8 กลุม กลุมที่พบวามี
ความจําเพาะตอพยาธิในวงศ Trichuroidea  คือ TSL-1 เปนแอนติเจนกลุมที่น้ําตาล tyvelose 
เปน carbohydrate epitope รวมกัน แอนติเจนกลุมนี้ถูกเก็บสะสมอยูที่แกรนูลของเซลล 
stichocyte  พบไดมากในสารคัดหลั่งจากพยาธิ (Appleton et al., 1991) แอนติเจนจากสารคัด
หลั่งพยาธิจึงมีความจําเพาะสูงกวาแอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งสามารถกอใหเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมผูปวยที่ติดพยาธิชนิดอ่ืน (Ruangkunaporn et al., 1994; Sakolvaree et al., 1997; 
Maleewong et al., 2006) และยังเปนแอนติเจนกลุมที่ epitope มีความจําเพาะตอพยาธิ T. 
spiralis และสามารถทำปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสัตวที่ไดรับพยาธิ Trichinella ชนิดอื่นไดดี 
(NÖckler et al., 2005) จึงมีการศึกษาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิอยางตอเนื่อง แต
ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis เพื่อเตรียมแอนติเจนจากสารคัด
หลั่งคอนขางยุงยากเพราะตองเลี้ยงดวยเทคนิคปลอดเชื้อ พยาธิมีขนาดเล็กจึงตองเลี้ยงพยาธิเปน
จํานวนมากเพื่อใหไดปริมาณแอนติเจนอยางเพียงพอในการศึกษาหรือเพื่อใชในการตรวจวินิจฉัย
และมีคาใชจายสูง อีกทั้งปริมาณและคุณภาพของแอนติเจนจะขึ้นอยูกับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Bolas-Fernandaz et al., 2009)  

น้ําตาลสังเคราะห tyvelose เปนคารโบไฮเดรตที่สังเคราะหเลียนแบบน้ําตาล tyvelose ใน
แอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิในธรรมชาติ เนื่องจากเปนสวนที่มีความจําเพาะสูงและมี
คณุสมบัติในการกระตุนภูมิคุมกันของโฮสตไดดี แตจากการศึกษาของ Gamble และคณะในป 
2004 พบวาน้ําตาลสังเคราะห tyvelose มีความไวในการตรวจวินิจฉัยต่ําในบางตัวอยาง ในขณะที่
แอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งมีแอนติเจนที่มีโปรตีนซับซอนหลายชนิดเนื่องจากเตรียมจากการบด
พยาธิระยะติดตอทั้งตัวจึงมีองคประกอบของโปรตีนในกลุม TSL-1  เชนกัน แอนติเจนชนิดสกัด
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หยาบของ T. spiralis มีความซับซอนของชนิดโปรตีนมากกวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิ
จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการวิเคราะหดวย immunoblot technique (Frey et al., 
2009) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีความจําเพาะสูงนอกจากนี้ยังมีขอดีคือสามารถเตรียมไดงายใน
หองปฏิบัติการและประหยัดกวาการเตรียมแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของพยาธิมาก ปจจุบันมกีาร
นํา immunoblot technique มาประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรค เชน โรคพยาธิใบไมในมาและ
สุกร (Gorman et al., 1997) ภาวะภูมิคุมกันบกพรองหรือโรคเอดสในมนุษย (Lee et al., 2000) 
เปนตน พบวาใหผลการตรวจวินิจฉัยที่มีความจําเพาะสูง จากการศึกษาการตรวจวินิจฉัยโรค 
trichinellosis ที่มีสาเหตุมาจากพยาธิ T. spiralis ในมนุษย (Mahannop et al.,1994;  Robert et 
al., 1996; Nuñez et al., 2000; Yera et al., 2003) พบวามีโปรตีนที่มีเกิดปฏิกิริยาตอ human 
anti-Trichinella antibodies  เชนเดียวกับการศึกษา immunoblot technique ในสัตว เชน มา 
(Yepes and Mulia  et al., 1999) และสุกร (NÖckler et al., 1995; Gruden-Movsesijan et al., 
2002; NÖckler et al., 2009) การศึกษาการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของซีรัมผูปวย trichinellosis กับ
แอนติเจนของพยาธิและการเกิดปฏิกิริยาขามระหวางแอนติเจนจากพยาธิและแอนติบอดีของโฮสต
ที่ติดโรคพยาธิชนิดอ่ืนถูกจํากัดอยูที่มนุษยและสัตวบางชนิด ในปจจุบันยังมีการศึกษาการ
เกิดปฏิกิริยาขามระหวางแอนติเจนสกดัหยาบจากตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis และซีรัม
สุกรติดพยาธิชนิดอื่นอยูนอยและยังไมมีการรายงานการศึกษาในประเทศไทย งานวิจัยการศึกษา
ความจําเพาะของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบของพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอที่จําเพาะตอซีรัม
สุกรติดพยาธิ T. spiralis และไมจําเพาะตอซีรัมของสุกรที่ปวยดวยโรคปรสิตชนิดอื่นครั้งนี้จึงเปน
รายงานการศึกษาแรกในประเทศไทย  

การศึกษาในครั้งนี้พบวาแอนติบอดีจากซีรัมสุกรในกลุมที่ 3 ซึ่งเปนกลุมควบคุมบวก
สามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลตางๆ จํานวนอยางนอย 14 น้ําหนักโมเลกุลที่
แตกตางกันระหวาง 210/215-31 kDa ไดแก  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 ที่มีจํานวนโพลีเปปไทดที่ทําปฏิกิริยากับ swine anti-Trichinella แตกตางไปจากสุกรตัวที่ 
1, 3 และ 5 โดยมีโพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล  19 และ 14 kDa ในสุกรตัวที่ 2 และ 19 kDa ใน
สุกรตัวที่ 4 (ตารางที่ ผ6) อาจจะเปนผลจากการตอบสนองทางภูมิคุมกันที่แตกตางจําเพาะในสัตว
แตละตัว (NÖckler et al., 2009) หรือสุกรเคยมีปรสิตภายในตอมาระบบภูมิคุมกันในรางกาย
สามารถกําจัดปรสิตนั้นออกไปไดหมด หรือเคยไดรับการรักษาปรสิตภายในมากอนแตระบบ
ภูมิคุมกันของสุกรสามารถจดจําแอนติเจนไดและสรางแอนติบอดีชนิดจําเพาะตอแอนติเจนชนิด
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นั้น ซึ่งแอนติบอดีมีความสามารถในการคงอยูไดนานหลายเดือนจนถึงเปนปขึ้นกับชนิดและ
แอนติเจนที่ไดรับอยางตอเนื่อง ผลการศึกษาในครั้งนี้เกิดปฏิกิริยาขามกันระหวางแอนติบอดีของ
สุกรในกลุม 2, 3 และ 4 กับแอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิในระยะติดตอเนื่องจากโปรตีนสกัด
หยาบจากพยาธิทั้งตัวมีโปรตีนปะปนกันอยูหลายชนิด  

ผลการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาขามของซีรัมสุกรในกลุม 2 ซึ่งเปนกลุมที่ตรวจไมพบปรสิต
ในอุจจาระกับแอนติเจนสกัดหยาบ เมื่อวิเคราะหดวย immunoblot technique พบวาเกิดปฏิกิริยา
กับแอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis  ซึ่งขัดแยงกับการศึกษาของ Gamble และคณะ 
(1997) ซึ่งไมพบการเกิดปฏิกิริยาขามกันระหวางแอนติเจนกับซีรัมสุกรปลอดพยาธิ T. spiralis 
อาจมีสาเหตุมาจากสุกรในกลุม 2 บางตัวอาจอยูในชวงระยะแฝงของโรคกอนที่จะมีอาการของโรค
ปรากฏ (latent period) สุกรมีปรสิตอยูในรางกายในปริมาณนอยทําใหตรวจไมพบไขพยาธิ ซีสต
หรือโอโอซีสตในอุจจาระ หรือสุกรไดรับยารักษาโรคปรสิตมากอนทําใหตรวจไมพบปรสิตใน
อุจจาระแตยังคงมีระดับของแอนติบอดีในปริมาณที่เพียงพอในการจับกับแอนติเจนและกอใหเกิด
ปฏิกิริยาเห็นเปนแถบสี เนื่องจากซีรัมสุกรที่นํามาศึกษาสวนมากเก็บมาจากแหลงเพาะเลี้ยงสุกร
แบบปลอย หรือฟารมเพาะเลี้ยงที่สุกรมีโอกาสสัมผัสและไดรับเชื้อบิดหรือ Coccidia ไดงาย
เนื่องจากโอโอซีสตของเชื้อบิดมีความทนทานตอสภาพแวดลอมสูง (Belli et al., 2006) และเปน
ปรสิตที่พบไดทั่วไปในฟารมของประเทศไทย  

รายงานการศึกษา immunoblot technique โดยใชแอนติเจนจากสารคัดหลั่งและ
แอนติเจนสกัดหยาบจากพยาธิ T. spiralis ในระยะติดตอกับซีรัมของผูปวยมีวัตถุประสงคเพื่อการ
หาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุลที่สามารถเกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมของผูปวยโรค trichinellosis  
จาก immunoblot pattern ของแอนติเจนจากสารคัดหลั่งของตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. 
spiralis  พบวาแอนติบอดีของสุกรทดลองที่ไดรับตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis ซึ่งเปน
แอนติเจนที่ประกอบไปดวยโปรตีนที่มาจากหลายแหลง (heterologous organisms)  เกิดปฏิกิริยา
จําเพาะตอโปรตีนแอนติเจนท่ีน้ําหนักโมเลกุล 44 และ 67 kDa (NÖckler et al., 1995)  ตอมา 
Aguilar และคณะ (2000) มีรายงานวา  immunoblot pattern ของสุกรทดลองติดเชื้อ T. spiralis 
โดยใชสารคัดหลั่งของพยาธิเปนแอนติเจนเชนกันพบวามีปฏิกิริยาจําเพาะที่โปรตีนแอนติเจน
น้ําหนักโมเลกุล 229, 108, 64, 45, 41, 40, 33-38.5 kDa และจากการศึกษาของ Gruden-
Movsesijan (2002) ดวยเทคนิค lectin blot พบวามี glycoprotein ที่น้ําหนักโมเลกุล 45, 49 และ 
53 kDa ที่ทาํปฏิกิริยาจําเพาะกับซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ในขณะที่การศึกษาการทําปฏิกิริยา
ของแอนติเจนชนิดสกัดหยาบกับผูปวยโรค trichinellosis พบวา 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) เชนเดียวกับการศึกษาของ Mahannop และ
คณะ (1994) พบการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับที่โปรตีนสกัดหยาบที่น้ําหนักโมเลกุล 109 kDa และ
จากการศึกษาของ Yepez-Mulia และคณะ (1999) พบวา immunoblot pattern ของซีรัมมาติด
พยาธิ T. spiralis  กบัแอนติเจนชนิดสกัดหยาบไดแก โปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 47, 52, 59, 67, 72 
และ 105 kDa สอดคลองกับรายงานการศึกษาในครั้งนี้กลาวคือ จากการศึกษาในครั้งนี้พบโปรตีน
แอนติเจนที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติบอดีสุกรติดพยาธิ T. spiralis โดยไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมสุกรติดโรคพยาธิอ่ืนที่น้ําหนักโมเลกุล 92, 61/62 และ 41 kDa ตามลําดับ 

แตจากรายงานการศึกษาลาสุด NÖckler และคณะ (2009) ไดศึกษา immunoblot 
pattern ของซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis กับแอนติเจนชนิดสกัดหยาบซึ่งสามารถเตรียมไดงาย
และประหยัดคาใชจายกวาแอนติเจนจากสารคัดหลั่ง พบวามีสายโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยา
ชัดเจนและไมเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรที่ติดโรคพยาธิชนิดอื่น (O. dentatum, T. suis, H. 
rubidus, Strongyloides ransomi) ที่น้ําหนักโมเลกุล 43, 47, 61, 66 และ 102 kDa ตามลําดับ 
สอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้พบวาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 61/62 kDa มีความจําเพาะตอซีรัม
สุกรติดพยาธิ T. spiralis นอกจากนี้ยังพบวาโปรตีนน้ําหนักโมเลกุล 43 kDa เปนโปรตีนหลักที่
เกิดปฏิกิริยาชัดเจนและเปนโปรตีนที่พบในแอนติเจนชนิดสกัดหยาบปริมาณมากมีความสามารถ
เหนี่ยวนําใหเกิดปฏิกิริยากับ anti-Trichinella antibodies  ไดดีเชนเดียวกัน แตอยางไรก็ตาม
การศึกษาในครั้งนี้มีผลขัดแยงกับรายงาน NÖckler และคณะ (2009) เนื่องจากจากโปรตีนที่
น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรติดพยาธิชนิดอื่นที่พบในประเทศ
ไทย (ตารางที่ 6) สามารถอธิบายไดจากการศึกษาของ Romaris (2002) วาพยาธิ T. spiralis มี
แอนติเจนที่มีความจําเพาะของพยาธิในวงศ Trichuroidea  คือ  TSL-1 ซึ่งพยาธิในวงศนี้ที่พบได
ในสุกรคือ T. suis  และ T. spiralis แอนติเจนในกลุม TSL-1 มีน้ําตาล beta-tyvelose เปน
องคประกอบจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมของสุกรติดพยาธิ T. suis  ไดเนื่องจากมีสวนที่ใช
epitope รวมกัน (Ortega-Pierres et al., 1996) TSL- 1 เปนแอนติเจนที่ถูกสรางและเก็บอยูใน
เซลล stichocytes ซึ่งซีรัมสุกรที่ติดพยาธิ T. suis ทุกตัวอยาง สามารถเกิดปฏิกิริยาขามกับ
แอนติเจนที่น้ําหนักโมเลกุล 43 kDa แตการเกิดปฏิกิริยาขามกับซีรัมสุกรติด O. dentatum , 
Coccidia, B. coli ยังไมสามารถสรุปผลการศึกษาไดชัดเจนเนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาขามที่
เกิดขึ้นไมมีรูปแบบที่แนนอน สวนหนึ่งมาจากเปนผลมาจากสุกรในกลุม 4 บางตัวอาจอยูในชวง
ระยะแฝงของโรคกอนที่จะมีอาการของโรคปรากฏ (latent period) สุกรมีปรสิตอยูในรางกายใน
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ปริมาณนอยทําใหตรวจไมพบไขพยาธิหรือโอโอซีสตในอุจจาระ หรือสุกรไดรับยารักษาโรคปรสิต
มากอนทําใหตรวจไมพบปรสิตในอุจจาระแตยังคงมีระดับของแอนติบอดีในปริมาณที่เพียงพอใน
การจับกับแอนติเจนและกอใหเกิดปฏิกิริยาเห็นเปนแถบสี ดังที่ไดกลาวมาแลวขางตนตลอดจนการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันที่มีความจําเพาะแตกตางกันไปในสุกรแตละตัวลวนมีผลตอการ 
immunoblot profile ที่เกิดขึ้น (NÖckler et al., 2009)  

   ความคลาดเคลื่อนของน้ําหนักโมเลกุลของสายโพลีเปปไทดที่ทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี
ในการศึกษาในครั้งนี้อาจคลาดเคลื่อนจากโปรโตคอล (protocol) ที่แตกตางกันไปในแตละ
หองปฏิบัติการ  เชน ปริมาณความเขมขนของ polyacrylamide ที่ใชในการศึกษาหรือ ชนิดโปรตีน
มาตรฐานที่ใชในการเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลที่จําเพาะเปนตน รวมถึงการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันที่แตกตางกันในสัตวแตละชนิดและในการแปรผลการวิเคราะห immunoblot technique 
ที่มีสีที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาของสารตั้งตนกับเอนไซมที่ไมชัดเจนในบางแบน ดังนั้นการวิเคราะห
ผลของ immunoblot technique จึงควรมี gel documentation system ที่มีความไวและแมนยําสูง 
(NÖckler et al, 2009) จากการศึกษาในครั้งนี้พบจํานวนโปรตีนที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะตอโปรตีน
สกัดหยาบมีจํานวน 14 น้ําหนักโมเลกุล ซึ่งใกลเคียงกับการศึกษาของ NÖckler และคณะ (2009) 
ซึ่งพบ 12 น้ําหนักโมเลกุล อธิบายไดจากรายงานของ Picherot และคณะ (2007) ที่พบวาจํานวน
ของโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะกับ ซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ที่แตกตางกันเปนผลมา
จากการตอบสนองของภูมิคุมกันที่เกิดขึ้นอยางเปนลําดับขั้นโดยแพรจากเยื่อเมือกของลําไสเล็ก
มายังซีรัม เนื่องจากจํานวนของปฏิกิริยาที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาจําเพาะของแอนติบอดีกับ       
โพลีเปปไทดจากแอนติเจนของพยาธิจะมีจํานวนมากขึ้นเมื่อเวลาผานไปนานมากขึ้นจากการสราง
แอนติบอดีชนิดที่จําเพาะตอสายโพลีเปปไทดหลายชนิดมากขึ้นจากการศึกษาของความสามารถ
ในการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีของสุกรทดลองที่ไดรับพยาธิ T. spiralis 
พบวาแอนติบอดีในซีรัมสุกรจะเริ่มทําปฏิกิริยาจําเพาะกับแอนติเจนเมื่อศึกษาดวย immunoblot 
technique ในวันที่ 20 หลังจากไดรับเชื้อโดยโปรตีนแอนติเจนแรกที่ทําปฏิกิริยาจําเพาะกับ
แอนติบอดีคือโปรตีนที่น้ําหนักโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล 110 kDa  จากนั้นจึงเกิดปฏิกิริยาที่         
โพลีเปปไทดที่น้ําหนักโมเลกุล 55/59, 43/46 และ 35 kDa ภายหลังการติดพยาธิ 60 วัน อีกทั้ง
ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาจําเพาะของโปรตีนแอนติเจนกับซีรัมของมนุษยและสัตวที่ไดรับ
พยาธิ T. spiralis จะขึ้นอยูกับปริมาณของตัวออนระยะติดตอของพยาธิ T. spiralis และ
ระยะเวลานับต้ังแตวันที่ไดรับเชื้อเขาไป (Gottstine et al., 2009, NÖckler  et al., 2009) จึงทําให
ปริมาณของโพลีเปปไทดที่เกิดปฏิกิริยาจําเพาะมีจํานวนแตกตางกัน  
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ผลการศึกษาในครั้งนี้พบวาโปรตีนที่น้ําหนักโมเลกุล  92, 61/62 และ 41 kDa เปนโปรตีน
ที่มีความจําเพาะตอซีรัมสุกรติดพยาธิ T. spiralis ในประเทศไทยเนื่องจากไมเกิดปฏิกิริยาขามกับ
ซีรัมสุกรในกลุมอ่ืน จึงเปนโปรตีนที่นาสนใจในการศึกษาตอเพื่อพัฒนาความจําเพาะของการตรวจ
การติดพยาธิ T. spiralis การพัฒนาความจําเพาะของโปรตีนที่ใชในการศึกษาในอนาคตควรเพิ่ม 
จํานวนตัวอยางสุกรในแตละกลุมตัวอยางใหมากข้ึนและมีการเก็บซีรัมตามชวงเวลาเพื่อศึกษา
ระยะเวลาในการตอบสนองของแอนติบอดีในระยะยาวรวมดวย ประกอบกับการเพิ่มเทคนิคการ
ยอมสีที่มีความจําเพาะของชนิดโปรตีน เนื่องจากสีที่ใชในการยอมสีโปรตีนมีความหลากหลายทั้ง
ชนิดและวิธีซึ่งมีทั้งความไวและความจําเพาะแตกตางกันไป เชน Coomassie blue G-250  ที่จะ
ใหแถบโปรตีนที่ยอมแลวเปนสีน้ําเงินมีความไวตอความเขมขนของโปรตีนที่ระดับ µg  สียอม 
silver เปนสียอมที่มีความไวสูงในระดับนาโนกรัม (ng) ซึ่งสามารถยอมไดทั้งโปรตีนและดีเอ็นเอ 
(DNA) การยอมดวย lumitein เปน luminescent dye มีความไวมากแมมีปริมาณโปรตีนนอยกวา 
1 ng ดังนั้นการใชสีเหลานี้ยอมจึงเปนการยอมที่ติดสีโปรตีนกลายชนิดรวมไปถึง glycoprotein, 
lipoprotein ในงานทดลองครั้งนี้ไมสามารถบอกไดวาการยอมติดสีที่เกิดขึ้นเปนโปรตีนชนิดใด  

ดังนั้นในงานวิจัยครั้งตอไปควรจะเพิ่มเทคนิคการแยกชนิดของโปรตีน เชน การยอม
โปรตีนดวย concanavalin A ซึ่งเปน lectin protein ที่มีความสามารถในการจับจําเพาะกับ
คารโบไฮเดรต เชน น้ําตาลหรือ glycoprotein รวมถึงศึกษาคุณสมบัติและลักษณะจําเพาะของ
โปรตีนโดยใชวิธีการแยกบนเจลโดยใช 2 DE gel เพื่อศึกษาชนิดของโปรตีนของพยาธิและสารกอ
ภูมิคุมกันระหวางโฮสตและพยาธิการแยกโพลิเพปไทดบนเจลดวยกระแสไฟฟามิติเดียว (one-
dimensional electrophoresis) เปนการแยกตามขนาดและประจุรวมกันบนเจลในภาวะที่โปรตีน
ที่ถูกทําใหเสียสภาพไป การแยกมิติเดียวจะเปนการแยกตามขนาดหรือแยกตามประจุ (isoelectric 
focusing, IEF) แตการแยกดวยกระแสไฟฟามิติเดียวโพลีเปปไทดตั้งแต 2 ชนิดขึ้นไปมีโอกาส
เคลื่อนที่ไปพรอมกันและไปหยุดที่ตําแหนงที่ใกลเคียงกันจึงอาจทําใหเห็นผิดพลาดวิเคราะหเปน
แถบเดียวในกรณีโปรตีนสกัดหยาบซึ่งเปนสวนผสมโปรตีนซับซอน การเคลื่อนที่ของโปรตีนหลาย
ชนิดไปพรอม ทําใหสรุปผลความบริสุทธิ์ของตัวอยางผิดพลาดไปได ดังนั้นเพื่อระบุความจําเพาะ
ของโปรตีนใหมีความบริสุทธิ์ยิ่งขึ้นจึงควรทํา 2 DE  เพิ่มเติม กอนนําโปรตีนที่สนใจศึกษาไปสกัดให
บริสุทธิ์เพื่อศึกษาคุณลักษณะและคุณสมบัติจําเพาะของโปรตีนดวยการใชแมสสเปกโทรเมทรี่ 
(Mass spectrometry) ซึ่งเปนเทคนิควิเคราะหทางเคมีเพื่อหาลําดับและปริมาณของกรดอะมิโนที่
เปนองคประกอบของโปรตีนชนิดนั้นตอไป ซึ่งมีความแมนยําในการทํานายชนิดและคุณสมบัติของ
โปรตีนสูงประกอบกับเปรียบเทียบ protein sequence ที่สนใจกับ protein sequence จาก
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ฐานขอมูลเพื่อประโยชนในการนําโปรตีนไปใชในการพัฒนาความจําเพาะของการตรวจวินิจฉัย    
T. spiralis  
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ภาคผนวก ก: น้ํายาเคม ี
 
1. น้ํายอยเทียม (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. สารเคมียอมโปรตีนดวยส ี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.สารเคมียอมโปรตีนดวยสี 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 ใหมทุกครั้งที่ยอมสี silver 

4.3 Silver reagent  
Silver reagent concentrate                                                                             10 ml 

             Deionized water                                                                                            90 ml 
             ควรเตรียม silver reagent ใหมทุกครั้งที่ยอมสี silver 

4.4 Developer 
            Developer power                                                                                          32.0 g 
            Deionized water                                                                                              1.0 l 
            เก็บที่อุณหภูมิ 23-25oC ไดนาน 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 

 



94 
 

ภาคผนวก ค: การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA 

1. เตรียมสารละลาย BSA (sigma, Germany) ตั้งตนที่ความเขมขน 2 mg/ml กรองสารละลาย
ผาน filter ขนาด 0.45 µm 

2. ปรับความเขมขนของสารละลาย BSA ตั้งตน โดยทําใหเจือจางลง 4 เทา (เตรียม BSA 50 µl 
จากความเขมขน 2mg/ml เจือจางในน้ํากลั่น 150 µl) จะไดความเขมขนใหมเปน 0.5 mg/ml 
เตรียมโปรตีนมาตรฐานที่ลําดับความเขมขน 1.25-10 µg/ml หรือเตรียมความเขมขนของ
โปรตีนใหอยูในชวงของความเขมขนสารละลายตัวอยาง 
 
ตารางที่ ผ3 การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (1.25-10 µg/ml) 
 
ความเขมขนของ 
BSA ที่ตองการ 

(µg/ml) 

ปริมาณสารละลาย 
BSA ที่ความเขมขน 

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) ที่สามารถพบไดในสุกร 
 

ปรสิต ตําแหนงที่ปรสิตอาศัยอยู ระยะที่ใชในการตรวจวินิจฉัย 

Hylostrongylus กระเพาะอาหาร ไขในอุจจาระ 

Strongyloides ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Oesophagostomum spp. ลําไสใหญ ไขในอุจจาระ 

Stephanurus spp. ไต ไขในอุจจาระ 

Metastrongylus ปอด ไขที่มีตัวออนระยะที่ 1 ในอุจจาระ 

Trichuris suis ลําไสใหญ ไขในอุจจาระ 

Balantidium coli ลําไสใหญ ซีสตในอุจจาระ 

Ascaris suis ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Macracanthorhynchus spp. ลําไสเล็ก ไขในอุจจาระ 

Fasciola spp. ทอน้ําดี ไขในอุจจาระ 

Giardia spp. ลําไสเล็ก ซีสตในอุจจาระ 

Cystoisospora ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 

Cryptosporidium ลําไสเล็ก ซีสตในอุจจาระ 

Eimeria spp. ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 

Isospora spp. ลําไสเล็ก โอโอซีสตในอุจจาระ 
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ตารางที ่ผ5 ผลการเพาะและวินิจฉัยแยกชนิดตัวออนระยะที ่3 (L3) พยาธิสตรองกาย 

 

ลําดับ รหัสสุกร ผลการเพาะและวินิจฉัยแยกชนิด L3 

1 PC26 ไมพบ 

2 PC58 ไมพบ 

3 PC17 ไมพบ 

4 PC19 ไมพบ 

5 PC24 ไมพบ 

6 PC32 ไมพบ 

7 PC 34 ไมพบ 

8 PC 41 ไมพบ 

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 ไมพบ 

16 PC30 ไมพบ 

17 PC38 O. dentatum 
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รูปที่ ผ1-ผ2 ตัวออนระยะที ่3 พยาธ ิO. dentatum ที่เพาะเลี้ยงไดจากตัวอยางอุจจาระสุกร 

 

          

 

รูปที่ ผ3-ผ4 ตัวออนระยะที ่3 พยาธ ิH. rubidus ที่เพาะเลี้ยงไดจากตัวอยางอุจจาระสุกร 
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ภาคผนวก จ: ขนาดตัวออนพยาธิระยะที่ 1 

ตารางที ่ผ6  ขนาดความกวางและความยาวของตัวออนระยะติดตอพยาธิ T. spiralis  

 

ลําดับที ่ ความยาว (µm) ความกวาง (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(ตอ)  ขนาดความกวางและความยาวของตวัออนระยะติดตอพยาธ ิT. spiralis  

 

ลําดับที ่ ความยาว (µm) ความกวาง (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: ผลการวิเคราะหโปรตนีดวย SDS-PAGE และ immunoblot technique 

ตารางที ่ผ7  เปรียบเทียบโพลีเปปไทตทีย่อมติดสี 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 (ตอ)  เปรียบเทยีบโพลีเปปไทตที่ยอมติดส ี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 แสดงขนาดโปรตีนแอนติเจนจากพยาธิในระยะติดตอชนดิสกัดหยาบน้าํหนักโมเลกุล   
                    จําเพาะที่ทาํปฏิกิริยากับซีรัมสุกรที่ไดรับ T. spiralis  

 

Immunoblot profiles 

น้ําหนักโมเลกุล 
(kDa) 

ซีรัมสุกรกลุม 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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวดวงกมล สุระเรืองชัย เกิดเมื่อวันที่ 26 กรกฏาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ 1) จาก
คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในปการศึกษา 2549 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพยาธิชีววิทยาทางสัตวแพทย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในป 
พ.ศ. 2550   
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