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 ในปจจุบันมีผูปวยที่ไดรับเช้ือและเปนโรคพยาธิปากขอสูงถึง 600 ถึง 700 ลานคนทั่วโลก สามารถคํานวณเปนจํานวนป
ที่สูญเสียไปอันเนื่องมาจากการตายกอนวัยอันควรหรือจํานวนปที่สูญเสียไปจากภาวะทุพลภาพหรือเส่ือมสมรรถภาพ (DALY) 
ประมาณ 1.83 ลาน DALY ตอป พยาธิปากขอชนิด Necator americanus มีอัตราชุกและการแพรกระจายมากกวารอยละ 85 ของ
การติดเช้ือพยาธิปากขอทั่วโลก โดยการสูญเสียเลือดในลําไสจากการติดเช้ือพยาธิปากนํามาสูการเกิดโรคโลหิตจางและภาวะทุพล
โภชนาการโดยเฉพาะในเด็กซ่ึงมีผลตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการดานสติปญญา ยาฆาพยาธิปากขอเปนวิธีทีไ่ดถูกนํามาใชใน
การรักษาโรคพยาธิเปนสวนใหญอยางไรก็ตามถึงแมยาฆาพยาธิจะมีประสิทธิภาพในการกําจัดพยาธิแตกลับพบการติดเช้ือพยาธิ
ปากขอซํ้าในอัตราสูงหลังจากการรักษาภายในชวงเวลาไมก่ีเดือน ดวยสาเหตนุี้ทาํใหมีการแสวงหามาตรการอื่นเพ่ือปองกันโรค
พยาธิปากขอรวมทั้งการผลิตวัคซีน โปรตีน Ancylostoma secreted protein-2 (ASP-2) ของเช้ือพยาธิปากขอชนิด N. 
americanus มีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนสําหรับปองกันโรคพยาธิปากขอ โดยมีขอมูลยืนยันประสิทธิภาพของ
โปรตีน ASP-2 จากพยาธิปากขอซ่ึงไดมกีารศึกษาทดลองในสัตวพบวาสามารถลดจํานวนตวัออนพยาธิปากขอที่เจริญเติบโตเปน
ระยะตัวเต็มวัยไดสงผลใหจํานวนไขที่ปนออกมากับอุจจาระลดลงรวมทั้งลดการสูญเสียเลือดในลําไส โปรตีน ASP-2 จากพยาธิ
ปากขอชนิด N. americanus ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 21.3 กิโลดาลตัน เรียกวา Na-ASP-2 จากการศึกษาพบวายีน Na-ASP-2 มี
กรดอะมิโนทั้งหมด 210 ตัวซ่ึงอางมาจาก clone cDNA โดยความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 ในระดับนิวคลีโอไทดยังไมมีการ
สํารวจจากประชากรพยาธิปากขอตามธรรมชาตมิากอนซ่ึงถาโปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนมี epitope ที่แตกตางไปจาก
โปรตีนของพยาธิปากขอในประชากรที่ติดเช้ือโดยทั่วไป อาจทําใหวัคซีนมีประสิทธิภาพลดลงซ่ึงเปนอุปสรรคในการพัฒนาวัคซีน
ปองกันโรคพยาธิปากขอ ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาโดยใชตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus ทั้งหมด 32 
ตัวอยาง(ผูที่ติดเช้ือ 1 คนตอตวัออนพยาธิ 1 ตวั) จากผูปวยทีม่ีเช้ือพยาธิปากขอจากจังหวัดตาก ราชบุรีและนครศรีธรรมราช แตละ
ตัวอยางไดมาจากการเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนเพ่ือเตรียมสกัดดีเอ็นเอและทําการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของยีน Na-ASP-2 ใน
แตละตัวอยางโดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) ใช Primers ที่ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ใน
ฐานขอมูล GenBank Database ของยีน Na-ASP-2 คือ accession number AY288089 จากการวิเคราะหผลทาง PCR พบวาใน
แตละตัวอยางมีขนาดประมาณ 2kb หรือ 2,000 bp ซ่ึงมีขนาดยาวกวา cDNA และในสวนที่เพ่ิมขึ้นมานัน้อาจเปนสวนของ intron 
โดยเมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ใน GenBank Database กับ ลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA และ genomic 
DNA จากทีไ่ดทําการศึกษาพบวายีน Na-ASP-2 ประกอบดวย exon 8 สวน และ intron 7 สวน โดยในบริเวณระหวางรอยตอ 
exon และ intron ไดเปนไปตาม GT/AG rule ซ่ึงในสวน intron พบไดในยีนจําพวกเซลลแบบยูคารีโอต และจากการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 จํานวน 32 ตัวอยาง พบความหลากหลายในสวน intron 4 สวนจากทั้งหมด 7 สวน และในสวน 
exon พบการแทนที่ของนวิคลีโอไทดเพียง 3 ตําแหนง ซ่ึงอยูใน 3 สวนจากทั้งหมด 8 สวน โดยมเีพียง 1 ตาํแหนงเทานัน้ทีท่ําให
กรดอะมิโนเปล่ียนชนิด สวน 2 ตําแหนงไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด ดังนั้นจะเห็นไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่
ไดมาจากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนของคนมีหลากหลายอยูในระดับต่ํา จากขอมูลนี้จึงนาจะเปนขอสนับสนุนในการนาํไป
เปนขอมูลพ้ืนฐานของการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพยาธิปากขอตอไปได 
 ภาควิชา ปรสิตวิทยา    ลายมือช่ือนิสิต………………………………..................  
สาขาวิชา ปรสิตวิทยาทางการแพทย   ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก…………………. 
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            It has been estimated that 600 million to 700 million people are infected with hookworms, resulting in about 
1.83 million disability adjusted life years (DALY). Although there are two major anthropophilic hookworm species, 
Necator americanus is the most prevalent and widely distributed accounting for more than 85% of total infections 
worldwide. Intestinal blood loss is the main pathological consequences caused by hookworm infections, leading to 
iron deficiency anemia and protein malnutrition. Importantly, chronic hookworm infections in children can impair 
neurological and cognitive functions, precluding educational achievement. Despite the availability of various strategies 
to control hookworms, such as administration of anthelminthic drugs and improved sanitation in endemic communities, 
development of vaccines against hookworms will substantially enhance other control measures. One of the attractive 
candidates for a hookworm vaccine is a protein expressed at the larval stage, designated Ancylostoma secreted 
protein-2 (ASP-2). Experimental studies in dogs and hamsters reveal that ASP-2-derived immunogens could induce 
specific antibodies that reduce adult worm burdens, fecal egg counts and host blood loss upon challenge infections 
with infective larvae. Furthermore, anti-ASP-2 antibodies could elicit inhibitory effects on larval migration through 
tissue. The ASP-2 homoloque has been identified in N. americanus designated Na-ASP-2, a 21.3 kDa secreted 
protein. Previous studies have shown that Na-ASP-2 possesses 210 amino acids as inferred from the cDNA clone. 
However, the extent of antigenic polymorphism in Na-ASP-2 has not been explored among natural parasite isolates, an 
issue that could compromise vaccine efficacy if strain-specific immunity ensues. Herein, 32 stool samples containing 
hookworm ova from asymptomatic individuals living in Tak, Nakorn Srithammarat and Ratchaburi Provinces were 
recruited for analysis. Each stool sample was subject to polythelene tube culture to generate rhabditod larvae for 
subsequent DNA extraction. The Na-ASP-2 gene from each isolate was amplified by polymerase chain reaction (PCR) 
using primers derived from the 5’ and 3’ ends of the Na-ASP-2 cDNA sequence available in the GenBank database 
(accession number AY288089). Results showed that the PCR amplified products of each isolate measure 2 kb that 
was 2000 bp longer than the cDNA sequence, indicating that the Na-ASP-2 gene possesses introns. Comparing with 
cDNA sequence in the Ganbank database and 1 newly determined cDNA sequences in this study, 7 introns and 8 
exons were identified in the Na-ASP-2 locus. Sequence analysis has revealed a consensus GT and AG at the 5’ and 
the 3’ boundary of each intron akin to those found in other eukaryotic genes. Of 32 sequences analyzed, size variation 
was observed in 4 of 7 introns  whereas 3 single nucleotide polymorphism occurred in 3 exons of the gene, 2 of which 
were synonymous substitutions and one was nonsynonymous substitutions. Therefore, sequence conservation in the 
Na-ASP-2 gene indicates the lack of antigenic polymorphism in this protein among natural human isolates and 
encourages vaccine incorporation. 
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วิทยานิพนธนี้สําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่งของศาสตราจารย นายแพทย 
ดร.สมชาย จงวุฒิเวศย อาจารยที่ปรึกษา ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ที่ไดกรุณาใหความชวยเหลือ ความรู ขอแนะนําในการแกปญหาตางๆ ในการศึกษา
วิจัยและใหความเมตตากรุณาตอขาพเจาเปนอยางดียิ่ง ตลอดจนแกไขขอบกพรองวิทยานิพนธ
ฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งข้ึน ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้  
  ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร.จตุรงค พทุธพรทิพย ที่ไดกรุณาใหความรูและ
เสนอแนะเทคนิคจนถึงสนับสนนุความคิดเหน็ตางๆ ในการศึกษาวิจัย ตลอดจนแกไขขอบกพรอง
วิทยานิพนธมาดวยดียิง่ ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้   
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ปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และผูชวยศาสตราจารย นายแพทย 
เกรียงศักดิ์ ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัย 
มหิดล ที่ไดกรุณาใหคําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมาก
ยิ่งข้ึน 
 ขอขอบพระคุณ คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คุณทวีศักดิ์ แซเตยี คุณธงชยั หงสศรีเมือง ภาค 
วิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหกําลังใจ คําแนะนําและความ
ชวยเหลือดวยดเีสมอมา 
 ขอขอบพระคุณคณาจารย และเจาหนาที่ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ และเคร่ืองมือตางๆ ตลอดจนความ
ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พี่นอง และเพื่อนๆ 
ทุกคนที่ใหกําลังใจ คําปรึกษาและใหการสนับสนุนขาพเจาในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดย
ตลอด 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
  พยาธิปากขอ (Hookworm) จัดเปนหนอนพยาธิตัวกลมในลําไส (intestinal roundworm) 
ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดการเจ็บปวยกบัประชากรโดยเฉพาะในเขตรอนชืน้ทั่วโลก โดย
กอใหเกิดโรคโลหิตจางเนื่องจากขาดธาตุเหล็ก การสูญเสียเลือดเร้ือรังในลําไสและเกดิภาวะทุพ
โภชนาการในผูที่ติดเชื้อ สงผลใหเกิดความเจ็บปวยและการเสียชีวิตตามมา รวมถึงยังเปนโรคที่
กอใหเกิดผลกระทบทางตรงตอสุขภาพของประชากรและทางออมตอประสิทธิภาพในการทํางาน
ซึ่งมีผลตอการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศ จากสาเหตุดงักลาวโรคพยาธิปากขอจึงจัดวาเปน
ปญหาทางดานสาธารณสุขและสุขภาพที่สําคญัอยางหนึ่งที่ตองมีการแกไข ตามที่องคการอนามัย
โลกไดใหความสําคัญกับวิธีปองกันแกไขปญหาสุขภาพของประชากรเพื่อที่จะสามารถนํามาใชเปน
สวนหนึ่งในการแกไขปญหาความยากจนทีเ่กิดข้ึนกับประชากรทั่วโลกซึ่งเปนผลมาจากความ
เจ็บปวยและความตาย เปาหมายที่นํามาแกไขที่สําคัญอยางหนึ่งคือการปองกันโรคทีเ่กิดจาการติด
เชื้อ โดยมุงเนนโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส HIV/AID มาลาเรีย และกลุมของโรคที่ถกูละเลยที่พบ
ในเขตรอน (neglected tropical diseases) ซึ่งมีทั้งการตดิเชื้อแบคทีเรียและปรสิตหลายชนิด 
(สมชาย จงวุฒิเวศย และคณะ, 2554) โดยสามารถคํานวณเปนจํานวนปที่สูญเสียไปอัน
เนื่องมาจากการตายกอนวัยอันควรหรือจํานวนปที่สูญเสียไปจากภาวะทุพลภาพหรือเส่ือม
สมรรถภาพ (disability-adjusted life year หรือ DALY) พบวาการติดเชื้อ HIV/AIDS ทําใหเกิดการ
สูญเสียประมาณ 84.5 ลาน DALY ตอป สวนโรคมาลาเรียมีการสูญเสียประมาณ 46.5 ลาน DALY 
ตอป ในขณะที่โรคติดเชื้อปรสิตรวมกันอยางเดียวโดยไมนบัโรคมาลาเรียมีการสูญเสียประมาณ 
43.5 ลาน DALY ตอป (Hotez et al., 2008 ) 
  กลุมของโรคที่ถูกละเลยที่พบในเขตรอน (neglected tropical diseases) มักเปนโรคทีเ่กิด
จากการติดเชื้อปรสิตจําพวกหนอนพยาธจิํานวน 7 โรค ไดแก โรคพยาธิไสเดือน (ascariasis) โรค
พยาธิแสมา (trichuriasis) โรคพยาธิปากขอ (hookworm disease/infection) โรคพยาธิเทาชางใน
ระบบทางเดินน้ําเหลือง (lymphatic filariasis) โรคพยาธิเทาชางทีท่ําใหตาบอดได 
(onchocerciasis) โรคพยาธิกนินี (draculiasis) และโรคพยาธิใบไมเลือด (schistosomiasis) 
(Bethony et al., 2011) โดยโรคเหลานี้มักไมทําใหผูติดเชือ้ถึงแกชีวิตแตเปนสาเหตุใหเกิดความ
เจ็บปวยเร้ือรังซึ่งอาจสงผลใหเกิดสภาวะความยากจนตามมาและยังพบวามีแนวโนมที่จะเพิ่มมาก
ข้ึนโดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา เชน เอเชยี แอฟริกา ทางแถบอเมริกากลางและอเมริกาใต 
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ซึ่งความเร้ือรังของโรคทีเ่กิดข้ึนนั้นมีผลกระทบตอสภาวะทางรางกายและจิตใจ เชน ในเด็กทําให
เกิดภาวะทุพโภชนาการซึ่งมีผลตอการเจริญเติบโตและพฒันาการดานสติปญญาในการเรียนรูต่ํา
กวาเด็กปกติทั่วไป นอกจากนี้การติดเชื้อพยาธิปากขอหรือพยาธิแสมาในปริมาณมากสงผลใหเกิด
โรคโลหิตจางตามมาได และยิ่งมีผลรุนแรงในสตรีมีครรภอาจเส่ียงตอการแทงหรือความไมสมบูรณ
ของทารกแรกเกดิ โดยพบวาการตดิเชื้อพยาธิปากขอในสตรีมีครรภทั่วโลกมีประมาณ 44 ลานคน 
(Bundy et al., 1995) นอกจากนี้การติดเชื้อปรสิตยังมีผลตอภาวะเศรษฐกจิของประเทศโดยเฉพาะ
ในกลุมผูใชแรงงานในสวนของการผลิตภาคอุตสาหกรรมสงผลใหเกิดความเจ็บปวยทางดาน
รางกายของผูใชแรงงานอันเนื่องมาจากภาวะทุพโภชนาการและโลหิตจาง ผูปวยเกิดสภาวะ
เจ็บปวยเร้ือรังจนไมสามารถทํางานไดหรือทํางานไมไดตามเปาหมายที่วางไว ดวยสาเหตุนีจ้ึงเปน
ปญหาทางดานสาธารณสุขที่สําคัญอยางยิ่งทีจ่ะตองมีการแกไขปญหาสุขภาพที่เกิดข้ึนกับ
ประชากรทั่วโลก 
 โรคพยาธิปากขอ (hookworm disease/infection) มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอ (hookworm) ซึ่งจัดเปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธติัวกลมในลําไสจดัอยูใน phylum 
Nematoda, class Rhabditea, order Strongyloidea, family Ancylostomatidae, genus 
Necator และ Ancylostoma  ทั้ง 2 genus สามารถพบไดในสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด อาทิ 
Necator americanus (Stiles, 1902) และ Ancylostoma duodenale (Dubini, 1843) พบไดใน
คน พยาธิปากขอกอใหเกิดโรคกบัคนเปนจํานวนมากและกระจายอยูทั่วโลกในปจจุบนัมีผูปวยที่
ไดรับเชื้อและเปนโรคพยาธิปากขอสูงถึง 600 ลานคนทั่วโลก (Bethony et al., 2006) โดยผูที่เปน
โรคพยาธิปากขอมักเจ็บปวยเร้ือรังมากกวาเสียชีวิต ซึ่งโรคพยาธิปากขอเปนสาเหตุหนึ่งทีท่ําใหเกิด
โรคโลหิตจางเนื่องจากการเสียเลือดจนขาดธาตเุหล็ก หากมีอาการซีดมากๆเด็กอาจจะมีปญญา
ทึบ ในผูใหญถามีอาการรุนแรงอาจทําใหเกดิอาการหัวใจวายได จากการสํารวจการระบาดของ
พยาธิปากขอพบการแพรระบาดอยางมากในเด็กที่อาศัยอยูในประเทศเขตรอน (Hotez et al., 
2003)  ผลของการเกิดโรคพยาธปิากขอในเดก็นอกจากจะทําใหขาดธาตเุหล็กแลวยังสงผลใหเกิด
การเจริญเตบิโตชา มีการพัฒนาการทีเ่ชื่องชาในดานความรูและความจํา (Lozoff et al., 1991; 
Harrison et al., 2001; Jones และ Cappello, 2004) รวมถึงทําใหเกิดโรคปญญาออนและการ
ตายในเด็ก สําหรับประเทศไทยโรคพยาธิปากขอยงัคงเปนปญหาทางดานสาธารณสุขที่สําคัญซึ่ง
ไดมีการดําเนนิงานควบคุมโรคพยาธิปากขอมาเปนเวลานาน อยางไรก็ตามอัตราการติดเชื้อและ
ความเจ็บปวยจากโรคพยาธิปากขอยงัคงมีแนวโนมลดลงไปไมมาก ในปจจบุันโรคพยาธปิากขอจึง
ไดถูกจัดอยูในงานควบคุมโรคหนอนพยาธโิดยเปนงานหนึง่ของแผนงานปองกนัและควบคุม
โรคติดตอซึ่งอยูในแผนพัฒนาการสาธารณสุขแหงชาติ ฉบับที่ 10 ของกรมควบคุมโรค กระทรวง
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สาธารณสุขโดยมีเปาหมายหาพืน้ที่และกลุมทีเ่ส่ียงตอการติดเชื้อ แกปญหาการแพรกระจายเชื้อ
โรครวมถึงการใหความรูกับชุมชน (ฐิติมา วงศาโรจน และคณะ, 2552)  
  แมวาการติดเชื้อพยาธิปากขอสามารถรักษาไดโดยการใชยาฆาพยาธิ แตหลังจากใหยา
รักษามักพบการติดเชื้อพยาธิปากขอซ้ํา (re-infection) ในอัตราสูงขณะที่อยูในชวงตดิตามการ
รักษาไมกี่เดือน (Albonico et al., 1995) จากปญหาดังกลาวทําใหมีการแสวงหามาตรการอ่ืนเพื่อ
ควบคุมโรคพยาธิปากขอรวมทัง้การพัฒนาวัคซีน จากการศึกษาในปจจุบนัพบโปรตนีที่สําคญั 3 
ชนิดที่ใชเปนองคประกอบของวัคซีนและพบวามีความสามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิ
ไปยังอวัยวะตางๆ ลดจํานวนไขที่ปนออกมากบัอุจจาระรวมถึงลดการสูญเสียเลือด ไดแก Ac (A. 
caninum ) -ASP-2, Na (N. americanus) -ASP-2, Na-GST-1 หลังจากทําการเลือกโปรตีน Na-
ASP-2 เปนองคประกอบของวัคซีนซึ่งคาดวาสามารถนําไปใชควบคุมพยาธปิากขอในคนที่อาศยัอยู
ในพื้นที่การระบาดของโรค จากการทดลองในหนูพบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัชนดิ IgG 
หลังจากใหวัคซีน และสามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิปากขอไปที่ลําไส ซึ่งจากการ
ตรวจพยาธิปากขอภายในลําไสพบวามีพยาธิปากขอลดลง 30-46.2 % เม่ือเปรียบเทยีบในกลุม
ควบคุม ตอจากนั้นไดทําการศึกษาในคนระยะ Phase 1 เพื่อประเมินประสิทธิภาพความปลอดภัย
จากการทดลองในผูใหญจํานวน 36 คนที่ไมติดเชื้อพยาธปิากขอและอาศัยอยูในสหรัฐอเมริกา 
แบงกลุมใหไดรับวัคซนีจริงและวัคซีนปลอมโดยใชโปรตีน Na-ASP-2 เปนองคประกอบของวัคซีน
รวมกับ Alhydrogel ฉีดเขากลามเนื้อในวันที ่1, 56 และ 112  ของการทดลองจากนั้นไดทําการ
สังเกตจนครบ  6 เดือน  พบวาเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกันชนิด IgG เพิ่มมากข้ึนตอ Na-ASP-2 
และมีการเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอม แสดงวาสามารถปองกันความรุนแรง
ของโรคที่เกิดจากการตดิเชื้อพยาธิปากขอและคาดวาสามารถลดจํานวนพยาธิทีเ่ขาสูลําไสและ
เจริญเปนระยะตัวเต็มวัยได (Diemert et al., 2008) 
 แมวา Na-ASP-2 มีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนปองกันหรือลดความรุนแรง
ของโรคพยาธิปากขอ แตถาโปรตีนดงักลาวมีความหลากหลายของ epitope แตกตางกันใน
ประชากรพยาธปิากขอ ดังนัน้โปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนที่ไดมาจาก epitope ที่ตางไป
จากโปรตีนของพยาธิปากขอในประชากรที่ติดเชื้อ อาจสงผลใหการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนั
ของคนตอวัคซีนไมมีผลในการปองกันการตดิเชื้อพยาธิปากขอ ดังนั้นการวิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 จากพยาธปิากขอชนิด N. americanus ที่พบไดในผู
ที่ติดเชื้อของประชากรทั่วไปจึงเปนประโยชนในการเปนขอมูลพื้นฐานของการพัฒนาวัคซีนสําหรับ
การควบคุมและปองกนัการติดเชื้อพยาธิปากขอตอไปในอนาคต 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 
อนุกรมวิธานของพยาธิปากขอ 
 
 พยาธิปากขอ (hookworm) เปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธติัวกลมในลําไสจดัอยูใน  
  phylum Nematoda,  
   class Rhabditea,  
    order Strongyloidea,  
     family Ancylostomatidae,  
      genus Necator และ Ancylostoma   
  
  พยาธิปากขอทั้ง 2 genus สามารถพบไดในสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด อาท ิNecator 
americanus (Stiles, 1902) และ Ancylostoma duodenale (Dubini, 1843) พบไดในคน, 
Ancylostoma braziliense (de Faria, 1910) และ Ancylostoma ceylanicum (Looss, 1911) 
พบในแมว แตเคยมีรายงานพบ A. ceylanicum ในคนจากประเทศอินเดีย (Chowdhury และ 
Schad, 1972) และฟลิปปนส (Velasquez and Cabrera, 1968) สวน Ancylostoma caninum 
(Ercolani, 1858; Hall, 1913) เปนปรสิตที่พบในสุนัข พยาธิปากขอที่พบไดในสุนัขและแมวเม่ือ
ติดตอสูคนอาจทําใหเกิดโรค cutaneous larva migrans หรือ creeping eruption ได (Beaver et 
al., 1984)   
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วงจรชีวิตของพยาธิปากขอ 
 
 พยาธิปากขอที่มีความสําคญัทางการแพทยมี 2 ชนิด คือ N. americanus และ A. 
duodenale  เปนพยาธิที่มีวงจรชีวิตสมบูรณโดยไมตองอาศัยโฮสตตัวกลาง (ดังแสดงในภาพที่ 1)  
ซึ่งมีชวงหนึ่งในวงชีวิตทีเ่จริญบนพืน้ดินจึงจัดเปน soil-transmitted helminth สวนใหญมีการติดตอ
สูคนดวยการไชเขาสูผิวหนงัโดยตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามเปนระยะติดตอ (infective 3rd 
stage larva) แลวเจริญเตบิโตเปนระยะตัวเต็มวัยในลําไสเล็กของคนหลังจากนั้นพยาธิปากขอจะ
ใชฟน (teeth) หรือแผนฟน (cutting plate) เกาะติดกบัผนงัลําไสเล็กและดูดเลือดเปนอาหาร  ตัว
เมียจะออกไขปนมากับอุจจาระเม่ือไขตกลงสูพื้นดนิไดรับความชื้นและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญเตบิโต  ตัวออนจะออกจากไขและเจริญเปนตัวออนระยะที่หนึ่ง (rhabditiform larva, L1) 
ตอมาตัวออนจะมีการลอกคราบอีก 2 คร้ัง เปนตัวออนระยะที่สอง (rhabditiform larva, L2) และ
ตัวออนระยะที่สามซึ่งเปนระยะติดตอ (filariform larva, L3) ตามลําดับ ตัวออนระยะที่สามนี้จะ
อาศัยอยูตามพื้นดนิเพื่อรอโอกาสเขาสูรางกายคนโดยการไชทะลุผิวหนงัตรงบริเวณงามเทาและ
งามมือ (Beaver et al., 1984) 
 

 
 
ภาพที ่1 แสดงวงจรชีวิตของเชื้อพยาธิปากขอ (www.dpd.cdc.gov) 
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สัณฐานวิทยาของพยาธิปากขอชนิด N. americanus และ A. duodenale 
 

1.  สัณฐานวิทยาของไขพยาธปิากขอ (Hookworm egg)  
 ไขของพยาธิปากขอทั้ง 2 ชนิด คือ N. americanus และ A. duodenale ไมมีลักษณะ

จําเพาะทีจ่ะสามารถแยกออกจากกันได ไขพยาธิมีขนาดเฉล่ีย 60 x 40 ไมครอน มีลักษณะรูปราง
กลมรี (oval) หัวมนทายมน เปลือกบางใสไมมีสี ไมมีเยื่อหุมชั้นนอก แตมี true shell และ vitelline 
membrane หุมอยู (ดังแสดงในภาพที่ 2) ไขที่ออกมากับอุจจาระใหมๆ ภายในไขจะยังไมมีการ
พัฒนาเปนตัวออน หลังจากผานไป 2-3 ชั่วโมงภายในไขจะมีการแบงเซลลมากข้ึนและจะเจริญเปน
ตัวออน (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการฟกไขพยาธิปากขอ
ชนิด A. duodenale คือ 15-35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 20-35 องศาเซลเซียสสําหรับ N.  
americanus (ดังแสดงในตารางที่ 1) 

 

 
 

ภาพที ่2 แสดงลักษณะไขพยาธิปากขอ (http://adam.about.net/encyclopedia/Hookworm-
egg.htm) 
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2. สัณฐานวิทยาตัวออนของพยาธปิากขอระยะแรบดติอยดและฟลาริฟอรม 
(Rhabditiform larva และ Filariform larva) 

 
ตัวออนพยาธิปากขอระยะ rhabditiform larva  
  ตัวออนระยะ rhabditiform larva เปนตัวออนระยะที่ 1 และ 2 ขณะที่ออกจากไขใหมๆจะมี
ขนาดยาวประมาณ 250 - 300 ไมโครเมตร กวางประมาณ 17 ไมโครเมตร ชองปาก (buccal 
cavity) ยาวและแคบ (ดังแสดงในภาพที่ 3) สวนหลอดอาหาร (esophagus) จะมีลักษณะเปนแบบ 
rhabditiform type สวนปลายของ esophagus จะโปงออกเปน bulb และมีรอยคอดทําใหแยกออก
จาก esophagus สวนหนาได ตอจาก esophagus เปนสําไส จะไปเปดออกที ่anus ซึ่งอยูทางดาน 
ventral มักมองไมเห็น genital primodium ซึ่งเปนกลุมเซลลเล็กๆ อยูบริเวณประมาณกึ่งกลาง
ลําตัว ระหวางลําไสกับผิวของลําตัว ตัวออนระยะที ่1 จะหาอาหารกินอยูในดินประมาณ 1 - 2 วัน 
โดยกินพวกแบคทเีรียและ organic debris เปนอาหารและเม่ืออุณหภูมิเหมาะสมตอการ
เจริญเตบิโต (ดังแสดงในตารางที่ 1) พยาธิปากขอจะลอกคราบเจริญเปนตัวออนระยะที่ 2 ซึ่งยังมี
ลักษณะตางๆ เหมือนตัวออนระยะที ่1 โดยเฉพาะหลอดอาหาร ตอจากนั้นอีกประมาณ 5 - 6 วัน 
จะเจริญเติบโตและลอกคราบเปนตัวออนระยะที่ 3 ตอไป (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) 
 

 
ภาพที ่3 แสดงลักษณะชองปาก (buccal cavity) ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที ่1  
(rhabditiform larva) (www.tropicalmed.eu)                                       
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ตัวออนพยาธิปากขอระยะ filariform larva  
  ตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิปากขอชนิด A. duodenale มีความยาวประมาณ 600-700 
ไมครอน แต N. americanus มีความยาวประมาณ 500-600 ไมครอน ซึ่งมีขนาดเล็กกวา  ปลาย
หางมีลักษณะแหลม มีหลอดอาหาร (esophagus) เปนแบบ filariform type คือมีลักษณะยาวเรียว 
ไมมี bulb (ดังแสดงในภาพที่ 4) ตัวออนระยะนี้จะหยุดกินอาหารเนื่องจากปากปดและเปนระยะ
ติดตอ (Infective third-stage) พบอยูตามพื้นดินรอโอกาสที่จะไชเขาสูผิวหนังของคนตอไป ซึ่ง
ระยะนี้สามารถแบงแยกชนิดพยาธิปากขอทั้ง 2 ออกจากกนัไดจากลักษณะความแตกตางของ 
buccal spears รอยตอระหวางหลอดอาหารและลําไส  ลักษณะความยาวชองวางระหวางปลาย
หางและเยื่อหุมตัวรวมถึงรอยคล่ืนของเยื่อหุมตัว (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000)  
 

 
ภาพที ่4 แสดงลักษณะตัวออนพยาธปิากขอระยะที ่3 (filariform larva)  
(www. tropicalmed.eu)                                       
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ตารางท่ี 1 แสดงผลของอุณหภูมติอไขและตัวออนของพยาธปิากขอชนิด N. americanus 
และ A. Duodenale 
 
     อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

ผลตอไขและตัวออนของพยาธิปากขอชนิด  
N. americanus และ A. duodenale 

15 N. americanus ไมมีไขฟกออกมาแต A. duodenale สวนมากจะฟกออกมา
ใน 5 วัน 

20-27 เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของตัวออน A. duodenale 
28-32 เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของตัวออน N. americanus 
15-35 ไขของ A. duodenale สวนมากจะฟกออกมาใน 24 ชั่วโมง 
20-35 ไขของ N. americanus สวนมากจะฟกออกมาใน 24 ชั่วโมง 

40 ไขของ N. americanus สวนมากไมสามารถฟกได 
ตารางนี้ดัดแปลงจากนิมิตร มรกต และ เกตุรัตน สุขวัจน, 2546 
 

3. สัณฐานวิทยาของพยาธิปากขอระยะตัวเต็มวัย (adult hookworm) 
  ระยะตัวเต็มวัยของพยาธิปากขอสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาโดยเฉล่ียยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร กวาง 0.5 มิลลิเมตร ตัวแกมีลักษณะคลายเสนดายคอนขางอวนส้ัน เม่ือพยาธิยังมีชีวิต
อยูจะมีสีครีมปนเทาหรือสีขาวนวลแกมชมพทูึบ (greenish-yellow or opaque) ตลอดลําตัวและ
มองไมเห็นอวัยวะภายใน 
 
ตัวเต็มวยั N. americanus  

สวนหัวงอโคงไปดานหลังโดยมีทศิตรงกนัขามกับความโคงของลําตัวทําใหมีรูปรางลักษณะ
คลายตัวเอส (S-shape) ซึ่งจากลักษณะสวนหัวนี้สามารถใชแยกชนิดออกจากพยาธิปากขอชนิด
อ่ืนๆ ได ถาสองขยายดูที่ชองปาก (buccal cavity) จะเหน็อวัยวะที่ใชสําหรับเกาะติดกบัผนังลําไส
ซึ่งชองปากของ N. americanus จะเห็นแผนฟน cutting plate แตกตางจากฟนของ                
A. duodenale ซึ่งเปน teeth ในชองปาก (ดังแสดงในภาพที่ 5) หลอดอาหารเปนรูปทรงกระบอก 
(club-shaped) ยาวประมาณ 1/6 ของความยาวของลําตัวและลําไสจะเปนทอตรงไปสุดทีท่วาร
หนักอยูทางปลายดานหาง 
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พยาธติัวผู มีขนาดลําตัวประมาณ 6-9 x 0.3 มิลลิเมตร มีอัณฑะเปนทอขดอยูสวนกลาง
ลําตัว มีทอฉีดน้ําอสุจ ิ(ejaculatory duct) เปดรวมกนักับลําไสที ่cloaca บริเวณปลายสุดทางดาน
หาง มี dorsal ray 1 อัน แยกออกเปน 2 กิ่งตรงปลาย ปลายสุดของแตละกิ่งแตกเปน 2 แฉกเล็กๆ 
(bipartite) มี spicules 2 อันยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปลายของ spicule ทั้ง 2 อันรวมเขา
ดวยกัน  

พยาธติัวเมีย มีขนาดประมาณ 9-11 x 0.4 มิลลิเมตร ซึ่งใหญกวาตัวผู vulva เปดบริเวณ
เหนือจุดกึ่งกลางของลําตัวเล็กนอย anus เปดทีเ่กือบปลายหาง สวนอวัยวะสืบพันธุอยูบริเวณ 2/3 
ของสวนทายลําตัว ปลายหางเปนรูปกรวย ตัวเมียจะวางไขไดประมาณวันละ 6,000 - 20,000 ฟอง 
โดยข้ึนอยูกับปจจัยหลายประการ เชน จํานวนพยาธิที่อยูในรางกายซึง่ถามีพยาธปิากขออยูใน
รางกายเปนจํานวนมาก การออกไขจะมีจํานวนลดลงเหลือประมาณวันละ 5000 ฟอง อายุของ
พยาธิและภูมิคุมกันโรคของผูที่ไดรับเชื้อก็มีผลตอการออกไขของพยาธ ิ(ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล และ
คณะ, 2549) 
 
ตัวเต็มวยั A. duodenale  
  สวนหัวของพยาธิอยูในแนวเดียวกนักับทิศทางการโคงของลําตัวทําใหมีลักษณะลําตัวโคง
งอคลายตัวอักษรซ ี(c-shape) มีชองปากขนาดใหญ ภายในมีฟน 2 คู (ventral teeth) ดานนอก
ใหญกวาดานใน มีหลอดอาหารยาวประมาณ 1/6 ของลําตัว 
 
  พยาธติัวผู มีขนาดประมาณ 8-11 x 0.45 มิลลิเมตร ปลายหางแผออกเปนแผน (bursa) 
มี dorsal ray 1 อัน แยกเปนกิง่ส้ันๆ 2 กิ่งตรงโคน และปลายสุดของแตละกิ่งแตกเปน 3 แฉกเล็กๆ 
(tripartite) มี spicules ขนาดเทากนั 2 อัน ยาว 1.4 – 2.9 มิลลิเมตร แตละปลายของ spicule ไม
รวมกันเหมือน spicule ของพยาธ ิN. americanus  

พยาธติัวเมีย มีขนาดประมาณ 10-13 x 0.6 มิลลิเมตร ขนาดใหญกวาตัวผูเล็กนอย 
ปลายหางแหลม มี vulva เปดทางดานทอง (ventral) บริเวณกึ่งกลางลําตัวคอนไปทางดานทาย 
สวนพยาธ ิA. duodenale ตัวเมียออกไขไดประมาณวันละ 25,000 - 30,000 ฟอง (Beaver et al., 
1984; Gilman, 2000) 
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ภาพที่ 5 แสดงลักษณะภายในของชองปากพยาธิปากขอ (www.parasiteinfo.com) 
 

                             
 ลักษณะแผนฟนของ A. duodenale  ลักษณะแผนฟนของ N. americanus 

        
  อายุขัยเฉล่ียของพยาธปิากขอชนดิ N. americanus พบวาอยูในชวงประมาณ 4-20 ป 
สวน A. duodenale นั้นพบวามีอายุขัยนอยกวาคืออยูในชวงประมาณ 5-7 ป  ซึ่งตรงกันขามกับ
ปริมาณเลือดที่พยาธิปากขอดดูในแตละวันโดยพยาธิในกลุม Ancylostoma spp. ดูดกินเลือด
มากกวาพยาธชินิด Necator โดยพยาธิปากขอชนิด N. americanus แตละตัวจะดูดกินเลือดตอ
วันประมาณ 0.03 มิลลิลิตร สวนพยาธิในกลุม Ancylostoma แตละตัวจะดูดเลือดตอวันประมาณ 
0.15-0.26 มิลลิลิตร (Beaver et al., 1984) ดังนั้นถึงแมวามีพยาธิปากขอชนดิ Ancylostoma  อยู
ในรางกายเพียง 100 ตัว ก็สามารถทําใหเกิดอาการอยางรุนแรงข้ึนได อยางไรก็ตามอาการที่
เกิดข้ึนจะสัมพนัธกับภาวะทางโภชนาการของผูปวยแตละคนและระบบภูมิคุมกันโรคของรางกาย
ในการตอตานการเจริญเติบโตของพยาธใินลําไสรวมถึงปจจัยอ่ืนๆ รวมดวย แตกลับพบวาการติด
เชื้อพยาธปิากขอจะกระตุนใหเกิดภูมิคุมกนัเพยีงเล็กนอยเทานั้น อีกทั้งพยาธิปากขอยังมีวิธีการใน
การหลบหลีกตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันจึงสงผลทําใหพยาธิปากขอสามารถมีชีวิตใน
รางกายได 
 
 
 
 
 
 
 
 



12 
 
การกระจายทางภูมิศาสตรและท่ีมาของการแพรกระจายเช้ือพยาธปิากขอ 
 
 โรคพยาธิปากขอพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน (ดังแสดงในภาพที่ 6) เพราะมีอุณหภูมิ
และความชื้นทีเ่หมาะสมตอการเจริญเติบโตของพยาธปิากขอระยะตัวออนซึ่งในประเทศที่มีอากาศ
หนาวเยน็จะพบพยาธปิากขอไดนอยกวาบริเวณเขตรอน พยาธิปากขอของคนทัง้ 2 ชนิด มักพบอยู
ปะปนกนัแตพบชนิด N. americanus มากกวา A. duodenale ซึ่ง N. americanus พบเปนจํานวน
มากในประเทศที่อยูแถบเขตรอนสวน A. duodenale พบไดนอยกวา ทั้งนี้เนื่องจากไขและระยะตัว
ออนของพยาธิปากขอชนิด N. americanus มีความทนทานตออุณหภูมิที่สูงไดดกีวา A. 
duodenale (Matsusaki., 1963) ประเทศไทยมีภูมิอากาศแบบรอนชื้นซึ่งทําใหมีอัตราความชุกของ
การติดเชื้อพยาธิปากขอสูงสงผลใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุขและสุขภาพของประชากร
ตามมา  โดยเฉพาะในภาคใตของประเทศจะพบอัตราการติดเชื้อสูงกวาภาคอ่ืนๆ จากการสํารวจ
โดยการตรวจอุจจาระตั้งแตป พ.ศ.2494 จนถงึปจจุบนั พบวาพยาธิปากขอชุกชุมในทกุภาคสวน
ภาตใตในบางพื้นที่มีความชกุสูงสุดถึงรอยละ 49.2 (Jongsuksantikul et al., 1992) 
  การที่มีการแพรกระจายและติดเชื้อพยาธิปากขอเปนจํานวนมากมีสาเหตุสวนใหญมาจาก
คนทีเ่ปนโรคพยาธิปากขอและเปนแหลงแพรเชื้อได มีพฤตกิรรมการขับถายอุจจาระตามพืน้ดินและ
การใชสวมที่ไมถูกสุขลักษณะทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อเปนวงกวาง การเดินไมสวมรองเทา
หรือมีอาชีพที่ตองสัมผัสกบัผิวดิน เชน อาชพีเกษตรกร ทํานา ทําไร ทําสวนทําใหมีโอกาสเส่ียงที่ตัว
ออนพยาธิปากขอระยะติดตอจะไชเขาสูผิวหนังตรงสวนทีสั่มผัสกับพื้นดนิไดงาย รวมถึงการขาด
ความรูเร่ืองสุขศึกษาในเร่ืองการปองกันโรคตดิเชื้อ นอกจากนี้สภาพแวดลอมตางๆ เชน ลักษณะ
ของดิน อุณหภูมิและปริมาณน้ําฝนก็มีสวนตอการแพรกระจายพยาธปิากขอ โดยดินที่มีลักษณะ
เปนดนิรวนปนทรายจะมีผลใหไขของพยาธิปากขอเจริญเปนระยะตัวออนไดดี และหลังจากฝนตก
จะทําใหพื้นดินมีความชื้นสูงข้ึนพบวาตัวออนพยาธิปากขอระยะ filarifrom larva จะเคล่ือนที่ไปยัง
พื้นผิวดินหรือบนยอดหญาเพื่อรอโอกาสไชเขาสูผิวหนัง แตตรงกันขามในฤดูแหงแลงตัวออนจะ
หลบอยูใตดินเพื่อหาความชืน้และถามีสภาพอากาศแหงแลงอุณหภูมิสูงข้ึนเปนเวลานานหรือมีน้ํา
ทวมขังตัวออนอาจตายได (Gilman, 2000)  
  จากขอมูลดังกลาวทําใหอัตราการแพรกระจายพยาธิปากขอสามารถพบไดมากในภาคใต
ของประเทศไทย อันเนื่องมาจากมีลักษณะส่ิงแวดลอมตางๆเอ้ืออํานวยและมีความเหมาะสมตอ
การเจริญเตบิโตของพยาธิปากขอระยะตัวออน เชน อุณหภูมิ ลักษณะของพื้นดนิ และปริมาณฝนที่
ตกลงมาเกือบตลอดป สงผลใหตัวออนของพยาธิปากขอเจริญเติบโตไดดีกวาภาคอ่ืนๆ นอกจากนี
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ประชาชนสวนใหญมีอาชพีทําสวนและไมนยิมสวมรองเทาทําใหมีความเส่ียงตอการตดิเชื้อพยาธิ
ปากขอไดงาย (Raknam et al., 2010) 
 
ภาพที ่6 แสดงการกระจายทางภูมิศาสตรของเชื้อพยาธิปากขอในคน (http://tmcr.usuhs.mil/) 

 
พยาธปิากขอชนิด Ancylostoma duodenale 

 
 
พยาธปิากขอชนิด Necator americanus 

 
 
 
 
 
 
 



14 
 
อาการทางคลินิค  
  อาการทางคลินิคประกอบดวย 3 ระยะ คือ ระยะที่ทําใหเกดิโรคที่ผิวหนัง ระยะที่ทําใหเกิด
โรคที่ปอดซึ่งเกิดจากพยาธิปากขอระยะตัวออน และระยะที่พยาธิตัวเต็มวัยอาศัยอยูในลําไส ดังนี ้ 
 
1. ระยะท่ีตัวออนไชทางผิวหนัง (cutaneous phase)  
  เม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 (filariform larva) ของคนไชเขาสูผิวหนังมักไมแสดง
อาการ แตถาเปนตัวออนพยาธิปากขอของสัตวเม่ือไชเขาสูผิวหนังจะกระตุนใหเกิดการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุมกนัของรางกายซึ่งเรียกวา Ground itch (ดังแสดงในภาพที่ 7) ทําใหผูที่ติดเชื้อมี
อาการคันบริเวณที่ตัวออนพยาธิไชเขาไป เกิดเปนตุมนูนแดง (erythematous papular rash) หรือ
อาจเปนตุมน้ําได อาการดังกลาวจะอยูในชวง 1-2 วันแรก หลังจากตัวออนของพยาธิไชผานผิวหนัง
และหายไปเอง โดยความรุนแรงของอาการจะข้ึนอยูกับจํานวนตัวออนพยาธิที่ไชเขาไปในรางกาย
รวมถึงอาจเกดิการติดเชื้อแบคทีเรียซ้ําซอนตามมาได นอกจากนี้จากการที่พยาธิไชไปตามผิวหนัง
ชั้น Epithelial layer เปนรอยแดงอักเสบและมีอาการคนัตามทางเดนิของพยาธิที่ไชผาน เรียกวา 
creeping eruption หรือ Cutaneous larva migrans รอยแดงนั้นอาจยังคงปรากฎอยูหลายวันซึ่ง
มักมีสาเหตุจากตัวออนของพยาธิปากขอของสัตว เชน สุนขัและแมวมากกวาของคน (Gilman, 
2000) 
 

 
ภาพที่ 7 แสดงการไชเขาสูผิวหนังของตัวออนพยาธิปากขอ (http://scienceblogs.com) 
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2. ระยะท่ีตัวออนไชผานปอด (pulmonary phase)  
  หลังจากตัวออนของพยาธิไชผานผิวหนังพยาธจิะเขาไปยังระบบไหลเวียนโลหิตของ
รางกาย จากนั้นจะไชทะลุหลอดเลือดฝอยเขาสูถุงลมปอดตอไปยังจนถึงลําคอ ผูปวยในระยะนี้สวน
ใหญมักไมแสดงอาการ แตอาจพบการไอ หอบ เจ็บคอและหลอดลมอักเสบได อาการดังกลาวมัก
หายไดเองภายใน 7 วัน แตถามีการติดเชื้อที่รุนแรงผูปวยจะมีอาการของภาวะปอดอักเสบและ
ตรวจพบเม็ดเลือดขาว eosinophil ในเลือดสูง (Gilman, 2000) 
 
3. ระยะท่ีตัวเต็มวยัอาศยัในลําไส (intestinal phase)  
  พยาธิปากขอระยะนี้สามารถทําใหกอโรคไดรุนแรงมากโดยผูที่ไดรับเชื้อจะมีอาการสูญเสีย
เลือดจากการที่พยาธปิากขอใชปากกัดเพื่อเกาะติดกบัเยื่อบุผนังลําไสและดูดเลือดมาเปนอาหาร 
ซึ่งตรงตําแหนงที่พยาธิปากขอเกาะจะทําใหเกดิเปนแผลเนื่องมาจากการฉีกขาดรวมทั้งพยาธิ
ปากขอจะมีการเปล่ียนตําแหนงที่เกาะอยางตอเนื่องทําใหลําไสเปนแผลและมีเลือดไหลซึมออกมา  
โดยสวนใหญพยาธปิากขอจะอาศัยบริเวณสวนตนของลําไสเล็กแตถามีการตดิเชื้ออยางรุนแรงอาจ
พบพยาธิไดที่ลําไสใหญ ซึ่งผูที่ติดเชื้อมีพยาธิอยูเปนจํานวนมากการสูญเสียเลือดในแตละวันกจ็ะ
มากตามไปดวย ในระยะแรกผูปวยจะมีอาการคล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง จุกเสียดแนนทอง ทองเสีย 
ถายดําหรือเปนมูกเลือด ออนเพลียและอาการเบื่ออาหารตามมารวมไปถึงการตรวจพบ 
eosinophilia และในระยะเร้ือรังเม่ือผูติดเชื้อมีการสูญเสียเลือดเปนจํานวนมากจะเกิดภาวะโลหิต
จางแบบขาดธาตเุหล็ก (Iron deficiency anemia) ทําใหมีอาการซีด เหนื่อยงาย ใจส่ัน หัวใจเตน
เร็ว ออนเพลีย เปนลม อาจมีอาการกระสับกระสาย ตรวจพบหัวใจโต ระดับฮีโมโกลบินในเลือดลด
ต่ําลงและยังตรวจพบเม็ดเลือดแดงมีลักษณะแบบ hypochromic microcytic anemia ซึ่งมีสีซีดลง
และขนาดเล็กลง (Gilman, 2000) 
  ภาวะโลหิตจางของผูที่ปวยเปนโรคพยาธิปากขอพบวามีปจจัยหลายสาเหตุ เชน จํานวน
และชนิดของพยาธปิากขอที่อยูในรางกาย  ระยะเวลาของการติดเชื้อ อายุและเพศของผูทีเ่ปนโรค
พยาธิปากขอ ปริมาณธาตเุหล็กที่สะสมไวในรางกาย ความตองการของรางกายในการใชธาตุเหล็ก
และปริมาณธาตุเหล็กในอาหารที่ไดรับในแตละวัน ปริมาณธาตุเหล็กที่สูญเสียจากรางกายซึ่ง
เกิดข้ึนจากการที่เลือดออกในตําแหนงที่พยาธิปากขอเกาะอยูบนลําไสและปริมาณธาตเุหล็กที่จะ
เขาไปทดแทนการสูญเสียเลือดทีเ่กิดข้ึนใหกับรางกายในแตละวัน รวมถึงการติดเชื้อซ้ําแลวซ้ําอีก
ภายหลังการรักษาของผูทีป่วยเปนโรคพยาธปิากขอ นอกจากจะพบการสูญเสียเลือดแลวยังพบวามี
การสูญเสียโปรตีนทําใหปริมาณอัลบูมินในกระแสเลือดต่าํ (hypoalbuminemia) รวมไปถึงทําให
การดูดซึมของลําไสเกดิความผิดปกติสงผลใหเกิดภาวะทพุโภชนาการข้ึนไดทําใหมีอาการหนาบวม 
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ขาบวม จากการศึกษาของ ธาน ีรักนามและคณะไดทําการศึกษาภาวะโภชนาการของเดก็นักเรียน
ชั้นประถมศึกษาอาย ุ7-11 ป จํานวน 214 คน ในอําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จากที่
เคยตรวจพบเชื้อหนอนพยาธปิากขอระดับรุนแรงปานกลางและรุนแรงมากในป 2548 พบวา เดก็
นักเรียนจํานวน 122 คน หรือคิดเปนรอยละ 57 มีการติดเชื้อหนอนพยาธิปากขอระดับรุนแรงปาน
กลาง โดยมีคาเฉล่ียจํานวนไขพยาธิที่ตรวจพบตออุจจาระ 1 กรัม เทากับ 3,878 ฟอง และเด็ก
นักเรียน 92 คน อยูในระดับรุนแรงมาก จํานวนไขพยาธิตออุจจาะ 1 กรัม เทากับ 14,347 ฟอง ซึ่ง
ทั้ง 2 กลุมเปนเพศชายมากกวาเพศหญงิและสวนมากมีอาย ุ11 ป ซึ่งจากผลการศกึษาพบวาเด็ก
นักเรียนทีต่ิดเชื้อพยาธิปากขอระดับรุนแรงปานกลางและรุนแรงมากมีน้ําหนักตามอายตุ่ํากวา
เกณฑรอยละ 22.1 และ 29.3 มีสวนสูงต่ํากวาเกณฑอาย ุรอยละ 30.3 และ 39.1จากขอมูล
ดังกลาวไดแสดงถึงการขาดสารอาหารอาจเนื่องมาจากการติดเชื้อพยาธิปากขอแลวไมมีการ
ปองกันรักษาอยางถูกวิธีรวมถึงการขาดความรูในเร่ืองพยาธิปากขอ ดังนั้นจึงควรมีการใหความรู
ทางดานสุขศึกษาและดูแลดานการโภชนาการ จะเหน็ไดวาโรคพยาธิปากขอยังคงเปนปญหา
ทางดานสาธารณสุขทีสํ่าคัญของประเทศไทยจึงควรไดรับการแกไขปญหา (Raknam et al., 2010) 
 
พยาธกิาํเนิดหรือกลไกทางชีวเคมีของพยาธปิากขอ 
  

1. การไชผานผิวหนัง (skin penetration) ของพยาธิปากขอระยะตัวออน 
 โดยปกติผิวหนังของรางกายจะมีการปองกันตัวเองจากส่ิงแวดลอมและเชื้อโรคไมใหเขาสู
รางกายไดเม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 (filariform larva) ไชเขาสูผิวหนังและพยายาม
เคล่ือนที่ไปตามผิวหนังของรางกายจะพบกับ hyaluronic acid ซึ่งเปนสารประกอบของผิวหนังชัน้ 
dermis ตัวออนของพยาธิระยะนี้มีการกระตุนระบบเมตาโบลิซึมในตัวและมีการสรางเอ็นไซม 
hyaluronidase เพื่อยอย hyaluronic acid ในระหวางทีเ่คล่ือนตัวผาน keratinocyte ในชั้นผิวหนัง
สงผลใหตัวออนพยาธิระยะที่ 3 สามารถทีจ่ะเคล่ือนที่ผานระหวาง epidermal keratinocyte และ 
ground substance ของชั้น dermis ไดงาย ซึ่งเอ็นไซม hyaluronidase จะปลอยออกมารวมกับ 
protease โดยพบวาในระหวางการไชผานผิวหนังตัวออนพยาธิปากขอจะปลอยสารจําพวก 
secreted protein ตางๆ เพื่อชวยใหตัวออนพยาธิปากขอสามารถเขาสูรางกายไดงายและสามารถ
หลีกเล่ียงการตอบสนองทางภูมิคุมกนัทําใหไมสามารถกําจัดพยาธิไดซึ่งสารที่พบมากที่สุดคือ 
metalloprotease (MTP-1) และ Ancylostoma-secreted proteins (ASPs) ประกอบดวย ASP-1 
และ ASP-2 (Hotez et al., 2003) 
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2.พยาธิระยะตัวเตม็วัยในลาํไส 
 เม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 เจริญเปนระยะตัวเต็มวัยในลําไสเล็กจะมีการยึดเกาะ
กับเยื่อบุผนังลําไสโดยใชฟนหรือแผนฟนและดูดเลือดมาเปนอาหาร พยาธิปากขอจะมีการสรางสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือดข้ึนมาหลายชนิด เชน การสราง anticoagulant peptide (ACAP-1) ซึ่ง
ทําหนาทีเ่ปนสารยับยัง้ปจจัยที่มีสวนชวยทําใหเลือดเกิดการแข็งตัว (coagulation factor Xa) ทํา
ใหพยาธปิากขอระยะตัวเต็มวัยสามารถดดูเลือดผานผนังลําไสไดงายข้ึน (Cappello et al., 1996 
และ Harrison et al., 2001) นอกจากนี้ยังพบวาพยาธิปากขอระยะตัวเต็มวัยจะสรางสารยบัยั้งการ
ทํางานของเกล็ดเลือดที ่เรียกวา hookworm platelet inhibitor (HPI) โดยมีหนาทีย่ับยัง้การจับกลุม
และรวมกลุมกันของเกล็ดเลือด รวมถึงมีการลดลงของ platelet dense granule สงผลทําใหเกล็ด
เลือดไมสามารถทําหนาที่ตอไปได (Del Valle et al., 2003; Jones and Cappello, 2004) ดังนั้น
เม่ือสารทั้ง 2 ชนิด (สารปองกันการแข็งตัวของเลือดกับสารยับยั้งการทํางานของเกล็ดเลือด)ทํางาน
รวมกันจะทําใหพยาธิปากขอสามารถดดูเลือดจากเยือ่บุผนังลําไสไดงาย (Jones and Cappello, 
2004) จากการศกึษาพบวาในระยะตัวเต็มวัยพยาธิปากขอจะปลอย protease ออกมาเพื่อชวยใน
การยอยสลายฮีโมโกลบินโดยเอนไซม hemoglobinases หลายชนิด ซึ่งไดแก aspartic protease 
(APR1) ประกอบดวย APR-1 และ APR-2, cysteine protease (CP3) และ metalloprotease 
(MEP1) (Williamson et al., 2004; Jones and Cappello, 2004) โดยเอนไซม aspartic protease 
จะเปนเอนไซมลําดับแรกที่ใชในการยอยสลายและยังพบวามีประสิทธิภาพในการยอยสูง สวน
เอนไซม (CP3) สามารถพบไดในบริเวณทางเดินอาหารของพยาธิปากขอ (Williamson et al., 
2004) และ metalloprotease สามารถสังเคราะหไดจากในลําไส ซึ่งยังไมเปนทีท่ราบแนชัดเกี่ยวกบั
กลไกในการทํางานของเอนไซมกลุมนี ้แตอยางไรก็ตามพยาธิปากขอจะใชเอนไซมในกลุมนี้เพื่อ
ยอยสลายโปรตีนที่ไดจากผูที่ติดเชื้อเพื่อมาเปนอาหาร (Jones and Cappello, 2004)  
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การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอพยาธิปากขอ 
 
 โดยทั่วไปพบวาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันจากการติดเชื้อพยาธิปากขอจะ
ตอบสนองแบบ cellular response เปนการตอบสนองของ cytokines ที่อาศัย T helper type 2 
(Th2) เปนหลัก รางกายจะตอตานและกําจัดพยาธิจากการทํางานของ Th2 lymphocyte โดยการ
หล่ัง IL-4, IL-5,  IL-13 และ IgE และมีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อซ้ํา รวมถึงระดับของ 
IFN-γ จะสูงเพิ่มมากข้ึนซึ่งมีความสามารถในการลดความหนาแนนของการติดเชื้อพยาธิปากขอได
แตไมมีผลในการยบัยั้งการตดิเชื้อพยาธิซ้ําที่จะเกิดข้ึน และการตอบสนองของแอนติบอดีภายหลัง
การติดเชื้อพยาธิปากขอจะพบวามีแอนติบอดชีนิด IgM ในสัปดาหที่ 6 และในสัปดาหที่ 8 จะพบ
แอนติบอดีชนดิ IgG ซึ่งแอนติบอดีชนิด IgE จะเกิดข้ึนอยางชาๆ (Hotez et al., 2004; 
Jongwutiwes et al., 1999; Ogilvie et al., 1978; Maxwell et al., 1987) ผูที่ติดเชื้อพยาธปิากขอ
ชนิด N.americanus จะมีระดบัของ IgE และ IgG ที่ตอบสนองจําเพาะตอพยาธิสูงข้ึนซึ่ง
แอนติบอดีชนดิ IgG4 สามารถแสดงถึงการติดเชื้อพยาธิปากขอในรางกายได เม่ือมีการตอบสนอง
แอนติบอดีรวมกับการกระตุนของ IL-5 จึงนําไปสูการเกิดเซลลเม็ดเลือดขาวชนดิ eosinophilia 
เพิ่มข้ึน ทัง้นี้อาจเกิดข้ึนเฉพาะที่หรือทั่วรางกาย (Loukas et al., 2005; Bethony et al., 2005) 
จากการศึกษาเกี่ยวกับการตอบสนองแบบ cellular response และการหล่ังไซโตไคน (cytokine) 
จากเดก็ในกลุมที่ไดรับยารักษาโรคหลังจากการติดเชื้อพยาธิปากขอชนิด N. americanus 
เปรียบเทยีบกบัเดก็ในกลุมที่ไมมีการตดิเชื้อพยาธิปากขอ พบวารางกายของเดก็ในกลุมที่ผานการ
รักษาการโรคพยาธิปากขอมีความสามารถของระบบภูมิคุมกันที่มาตอตานแอนติเจนจากพยาธิ
ปากขอไดลดลง รวมถึงการผลิตไซโตไคนจาก Th1 (IL-12 และ IFN- γ) และ Th2 (IL-5 และ IL-
13) มีระดับลดลงแตพบวารางกายจะผลิต IL-10 เพิ่มมากข้ึน สันนฐิานวารางกายของผูทีต่ิดเชื้อ
พยาธิปากขอชนิด N.americanus ตองใช IL-10 ในการตอบสนองตอการอักเสบและจาก
การศึกษาพบวาระดบัของ IL-10 จะสูงข้ึนในชวงการตดิพยาธิปากขอแบบเร้ือรัง นอกจากนี้ยัง
พบวาคนที่ไดรับการตรวจพบไขพยาธปิากขอในอุจจาระจากพื้นทีท่ี่มีการระบาดพยาธิปากขอมี
ระดับของ TNF-α สูงข้ึน (Geiger et al., 2004; Loukas et al., 2005)  
  พยาธิปากขอปลอยสารที่สามารถไปควบคุมและเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันได เรียกสารชนิดนี้วา excretory-secretory (ES) product ทําใหระบบภูมิคุมกนัที่
เกี่ยวของกบัการทําลายพยาธิไมสามารถกําจัดพยาธิไดทําใหพยาธิมีชีวิตอยูภายในรางกายไดเปน
เวลานานหลายป และจากการศึกษาพบวาพยาธิปากขอสามารถเปล่ียนแปลงระบบภูมิคุมกันโดย
อาจไปเกี่ยวของกบัการเพิม่จํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาว lymphocytes ชนิด Th2 และ IL-4 แลว
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สงผลทําใหเปนปญหากับผูที่ปวยเปนโรคพยาธิปากขอและรักษาจนหายพบวาสวนใหญระบบ
ภูมิคุมกันมีประสิทธิภาพนอยลงในการทีจ่ะชวยปองกนัการติดเชื้อพยาธิปากขอที่อาจจะเกิดข้ึนซ้ํา
ได (Hotez et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบวาพยาธิมีการเจริญเติบโตในชวงวงจรชีวิตไดหลายระยะ
ซึ่งในแตระยะจะมี antigen ที่อยูบนผิวของพยาธิแตกตางกันออกไปสงผลใหระบบภูมิคุมกนัของผู
ที่ติดเชื้อซึ่งถูกกระตุนสรางข้ึนมาจากระยะกอนไมสามารถกําจัดพยาธทิีเ่จริญไปยังระยะอ่ืนได  
 
การวินิจฉัยโรคพยาธปิากขอ 
  
  การวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิปากขอตองอาศัยประวัติผูปวยวาไดสัมผัสกับดินบริเวณที่
สงสัยวามีตัวออนของพยาธิปากขอและอาการ การตรวจพบทางคลินกิ ทั้งนี้การสงตรวจทาง
หองปฏิบัติการ ไดแก  

1. ตรวจหาไขพยาธใินอุจจาระสด ถาตรวจอุจจาระโดยวิธธีรรมดา (direct smear) แลวไม
พบไขพยาธจิึงสงตรวจอุจจาระดวยวิธ ีconcentration เชน formalin-ether concentration หรือ 
ethyl-acetate sedimentation ซึ่งจะใหความไวในการตรวจมากกวา และถาตองการทราบความ
รุนแรงของโรคที่เกดิจากการติดเชื้อสามารถทําไดโดยการตรวจหาจํานวนไขพยาธิตออุจจาระ 1 
กรัม ดวยวิธ ีStoll dilution egg count และ Kato thick smear ทําไดโดยการเก็บอุจจาระของผูปวย
มาชั่งน้ําหนักอุจจาระแลวนับจํานวนไขในอุจจาระจากนั้นคํานวณหาจํานวนตัวพยาธิที่อยูใน
รางกายผูปวยซึ่งวิธีนี้ควรทําภายใน 24 ชั่วโมงหลังจากเกบ็อุจจาระมาจากผูปวย จากการตรวจดวย
วิธีนี้จะทําใหทราบปริมาณความหนาแนนของการติดเชื้อซึง่มีความสัมพันธกบัความรุนแรงของการ
ติดเชื้อพยาธิปากขอ (ดังแสดงในตารางที่ 2) นอกจากนี้ยังทําใหทราบสาเหตุวาโรคหรืออาการที่
เกิดข้ึนในผูปวยมาจากการติดเชื้อพยาธหิรือไม (Gilman, 2000) 
 
ตารางที่ 2 แสดงการแบงระดับความรุนแรงของโรคพยาธปิากขอจากตรวจอุจจาระดวยวิธ ีStoll 
dilution egg count และ Kato thick smear ตามการแบงขององคการอนามัยโลก (WHO, 1978) 
 
ระดับความรุนแรง จํานวนไขพยาธิท่ีตรวจ

พบตออุจจาระ 1 กรัม 
จํานวนตัวพยาธิท่ีอยูใน

รางกาย 

ต่ํา นอยกวา 2,000 ฟอง 50 หรือนอยกวา 
ปานกลาง 2,000-7,000 ฟอง 51-200 

สูง มากกวา 7,000 ฟอง มากกวา 200 
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2. ในกรณีทีเ่กบ็อุจจาระไวหลายวันหรือมากกวา 24 ชั่วโมง ตัวออนของพยาธิปากขอจะ
ฟกออกจากไขจึงตองตรวจหาระยะตัวออนในอุจจาระและตองแยกออกจากระยะตัวออนของพยาธิ
เสนดาย (Strongyloides stercolaris) ซึ่งมีลักษณะคลายกันโดยตัวออนพยาธิปากขอระยะนี้จะมี 
genital primordium ขนาดเล็กกวาแต buccal cavity มีขนาดยาวกวา (Beaver et al., 1984) 

3. วิธีการเพาะเล้ียงไขใหเจริญเปนระยะตัวออน เชน Harada-Mori’s culture method / 
filter paper culture และ charcoal culture วิธีนี้คือการเพาะเชื้อบนกระดาษกรองซึ่งกระดาษกรอง
ที่ใชเปรียบเหมือนดนิที่มีลักษณะชื้นเพื่อใหไขพยาธิสามารถเจริญเติบโตการเพาะเชื้อ วิธีนี้ทําให
สามารถแยกชนิดตัวออนวาเปนชนิด Necator หรือชนิด Ancylostoma โดยดูจากลักษณะของตัว
ออนในระยะ filariform larva พยาธิทั้งสองชนดินีจ้ะแตกตางกันที่ความยาวลําตัว ลักษณะรูปราง
ของหลอดอาหารและปลายหาง และลายของปลอกหุมตัว (Beaver et al., 1984) 
4.วิธีการตรวจหาตัวออนของพยาธิปากขอซึง่มีประสิทธิภาพและนิยมใชกนัอยางแพรหลายคือ 
agar place culture method   วิธีนี้ทําไดโดยการนําอุจจาระสดปริมาณ 1-2 กรัมมาวางไวบน
อาหารเล้ียงเชื้อทีเ่ปนวุนจากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 3-5 วัน สามารถตรวจหา
พยาธิโดยการดจูากลักษณะทางเดนิบนวุนซึ่งพยาธิปากขอและพยาธิเสนดายจะมีทางเดนิที่
แตกตางกันและวิธกีารนี้มีประสิทธิภาพในการตรวจหาพยาธิดีกวาวิธี filter paper culture 
(Jongwutiwes et al., 1999) 
5. การตรวจโดยวิธทีางอิมมูนวิทยา เชน การตรวจโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) วิธนีี้สามารถนํามาใชแยกชนิดของพยาธิปากขอระหวาง N. americanus 
และ A. duodenale ไดดวยซึ่งเปนวิธีที่มีความแมนยําและละเอียดสูงกวาวิธีอ่ืนๆแตยังไมนิยม
นํามาใชในทางปฏิบัติเนื่องจากมีคาใชจายสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



21 
 
การรักษาโรคพยาธปิากขอ 
  
  การรักษาผูปวยที่มีการติดเชื้อพยาธปิากขอ ไดแก การรักษาตามอาการและการใหยา
กําจัดพยาธ ิ(Gilman, 2000) 
1. การรักษาตามอาการ เชน ในผูปวยที่มีอาการออนเพลียอาจจําเปนตองบํารุงรางกายใหผูปวย
แข็งแรงดีข้ึนเสียกอนจงึจะใหยาถายพยาธ ิโดยการใหอาหารที่มีโปรตีนสูงและใหวิตามินที่มีธาตุ
เหล็ก นอกจากนีใ้นกรณทีี่ผูปวยมีอาการซีดมากๆ อาจจําเปนที่ตองมีการใหเลือด  
2. การรักษาโดยการใหยาถายพยาธ ิไดแก  
Albendazole เปนยาในกลุม benzimidazole ที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อพยาธิปากขอ โดยให
ขนาด 200 มก. ทานคร้ังเดียวใหไดในผูที่อายตุั้งแต 2 ปข้ึนไป  
Mebendazole (Fugacar) เนื่องจากยามีประสิทธิภาพในการรักษาไมดีเทาการใหยา 
Albendazole และมีรายงานวามีการดื้อยาของ N. americanus ในแถบอัฟริกา โดยยา 1 เม็ดมี 
100 มิลลิกรัม ทานยา 1 เม็ด วันละ 2 คร้ัง นาน 3 วัน และในเด็กอาย ุ3 ปข้ึนไป ใหทานยาขนาด
เทากับขนาดยาในผูใหญ แตยังไมแนะนําใหใชในหญิงตั้งครรภ 
Pyrantel pamoate (combantrin) สามารถกําจัดพยาธปิากขอชนิด A. duodenale ไดดีกวา N. 
americanus โดยยา 1 เม็ดมี 125 มิลลิกรัม ใหขนาด 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม ทานยา
เพียงคร้ังเดยีว  
 
การปองกัน  
การปองกันการแพรกระจายของพยาธิโดยการรักษาความสะอาดสวนบุคคลเปนส่ิงที่สําคัญที่สุด 
ซึ่งทําไดดังนี ้ 
1.หลีกเล่ียงการเดนิเทาเปลาบริเวณพืน้ดินที่คาดวามีตัวออนระยะติดตอของพยาธิปากขออยู  
2. การจัดการเกีย่วกับสุขาภิบาล โดยการสรางและสงเสริมการใชสวมที่ถกูสุขลักษณะ และไมควร
นําอุจจาระไปรดผัก  
3. ใหยาถายพยาธิแกผูปวยที่วินจิฉัยวาเปนโรคพยาธิปากขอ หรือถาสํารวจพบวาบริเวณใดที่มี
ผูปวยเปนจํานวนมากอาจพจิารณา ใหการรักษาแบบหมู (Mass Treatment) คือ การใหทกุคนใน
ทองถิ่นนัน้รับประทานยาถายพยาธ ิ 
4. ใหความรูและสุขศึกษาแกผูปวย นักเรียน และผูนําชุมชนตามพื้นที่ตางๆ เพื่อใหทราบและเขาใจ
ถึงวงชีวิตของพยาธปิากขอ วิธีการติดตอ วิธีการปองกันโรครวมถึงวิธีการรักษาที่ถูกตองและ
เหมาะสม 
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วัคซีนปองกันโรคพยาธปิากขอ 
 
 ปญหาทีเ่กดิข้ึนหลังจากใหยารักษาผูติดเชื้อพยาธปิากขอโดยใชยาเพยีงอยางเดียวนัน้อาจ
ไมประสบผลสําเร็จ เนื่องจากพบการตดิเชื้อซ้ําในอัตราสูงในชวงไมกีเ่ดือนหลังจากใหการรักษา 
จากปญหาดังกลาวจึงมีการพัฒนาผลิตวัคซนีโดยมีเปาหมายที่จะทําใหตัวออนพยาธิปากขอระยะ
ติดตอลดนอยลง การเร่ิมตนผลิตวัคซนี (Human Hookworm Vaccine Initiative, HHVI) ของ
สถาบัน Sabin Vaccine ไดทําการเร่ิมตนผลิตวัคซนีตอตานพยาธิปากขอโดยมีจุดประสงคเพื่อลด
ความรุนแรงของการติดเชื้อพยาธิ (Hotez et al., 2003) แอนติเจนทีป่ลอยออกมาจากตัวออนพยาธิ
ปากขอระยะที่สามในชวงที่บุกรุกเขาไปในรางกายของโฮสต คือ cysteine-rich secretory  
proteins (CRISPs) ซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีความสัมพนัธตอการเกดิโรคและจัดอยูใน 
pathogenesis-related  protein (PRP) superfamily ทั้งนี้โปรตีนในกลุม PRP superfamily มีแนว
โนวที่จะสามารถนํามาผลิตเปนวัคซนี (Henriksen et al., 2001)  
 การศึกษาคร้ังแรกของการผลิตวัคซนีเร่ิมทดลองโดยการเล้ียงตัวออนพยาธิปากขอระยะที่
สามชนิด Ancylostoma caninum ซึ่งเปนระยะติดตอ โดยจําลองสภาวะแวดลอมใหคลายกับการ
บุกรุกเขาไปในเนื้อเยื่อของโฮสต พยาธจิะเจริญเปนระยะทีพ่ัฒนามากข้ึนคือมีการกินอาหาร
หลังจากไดรับการกระตุนดวยเซร่ัมของสุนัขที่ถูกกรองอยางละเอียดและ S-methylated 
glutathione พบวาโปรตีนสวนมากทีพ่ยาธิปากขอปลอยออกมา (excretory/secretory products) 
หลังจากการไดรับการกระตุนดังกลาวพบโปรตีนที่สําคัญ 3 ชนดิ คือ  metalloprotease และโปรตีน 
2 ชนิดซึ่งเปนโปรตีนที่จัดอยูใน  pathogenesis-related protein (PRP) superfamily เรียกวา 
Ancylostoma-secreted protein (ASPs) เปนโปรตนีใน subfamily ของ PRP superfamily 
ประกอบดวย ASP-1และ ASP-2 โดยไมทราบหนาที่ทีช่ัดเจนแตพบวา ASP มีความสําคัญตอการ
ดํารงชีวิตของพยาธิปากขอขณะเขาไปอาศัยอยูในรางกายของโฮสตโดยอาจทําหนาทีเ่กี่ยวกับการ
ปรับสภาวะของตัวออนจากการเจริญในธรรมชาติเขาสูสภาวะการเจริญแบบปรสิตในรางกาย  
(Hotez et al., 2003) โปรตีนทัง้สามชนดิที่ปลอยออกมานีส้ามารถนํามาผลิต recombinant 
protein ไดหลายชนดิ เชน โปรตีน 2 ตัวคือ Ac-SAA-1 และ Ac-16 พบวามีความเปนไปไดที่จะ
นํามาเปนองคประกอบของการผลิตเปนวัคซนี จากการทดลองในสุนัขไดใชโปรตนี Ac-16 เปน
องคประกอบของวัคซนีพบวาไขพยาธิที่ปนออกมากับอุจจาระมีจํานวนลดลงและชวยลดการ
สูญเสียเลือด (Diemert et al., 2008)  
 จากความสําเร็จในระยะแรกของการผลิตวัคซีนจากการนาํสารคัดหล่ังที่ปลอยออกมาจาก
ตัวออนพยาธิปากขอ A. caninum ระยะที่สามมาผลิตวัคซีนและนําไปทดลองในสัตวพบวา
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สามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามได ตอมาจึงมีเปาหมายทีจ่ะผลิต
วัคซีนมาใชกบัคนโดยไดทําศึกษากับพยาธิปากขอของคนชนิด N. americanus เนื่องจากพบการ
ระบาดของผูติดเชื้อพยาธิปากขอชนิด N. americanus ในคนมากกวาพยาธปิากขอชนิดอ่ืนๆ 
(Diemert et al., 2008) โดยโปรตีนที่ปลอยออกมาจากตัวออนพยาธิปากขอชนดิ N. americanus 
ระยะที่สาม (Na-ASP-2) ขณะเขาไปในโฮสตไดถูกนํามาวิเคราะหและทําใหเปนวัคซีนเพื่อนํามาใช
กับประชากรที่ติดเชื้อซึ่งทําใหเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกันของโรคสําหรับปองกนัและควบคมุการ
ติดเชื้อพยาธิปากขอในคนและนําไปใชทดลองทาง clinical trials (Bethony et al., 2008)  จาก
การศึกษาพบโปรตีนชนิดหนึ่ง ซึง่มีน้ําหนักโมเลกุล 21.3 กิโลดาลตัน เรียกวา Necator 
americanus Ancylostoma secreted protein-2 (Na-ASP-2) เปนสารที่ตัวออนพยาธิปากขอ N. 
americanus   ระยะที่สามปลอยออกมาหลังจากเขาไปในรางกายของโฮสตมีศักยภาพในการเปน
องคประกอบของวัคซนีปองกันการติดเชื้อพยาธปิากขอ เนือ่งจากโปรตีนดงักลาวสามารถกระตุน
ระบบภูมิคุมกันเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิปากขอได (Goud et al., 2005) ซึ่งมีขอมูลยืนยนั
ประสิทธิภาพของโปรตีน ASP-2 จากการศกึษาทดลองในสัตวพบวาสุนัขที่ไดรับวัคซีนที่มี
องคประกอบของ Ac-ASP-2 ที่ปลอยออกมาจากตัวออนพยาธิปากขอ A. caninum  ระยะที่สาม
สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันได นอกจากนั้นเม่ือนํา recombinant 
protein ASP-2 ของ A. caninum หรือ A. ceylanicum นํามาใชเปนองคประกอบของวัคซนีในสุนัข
และหน ูhamsters ตามลําดับพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันชนดิ IgG จําเพาะตอ
แอนติเจนและสามารถทําลายตัวออนพยาธิปากขอระยะทีส่ามที่ยังมีชีวิตอยูไดเปนจํานวนมากทํา
ใหสามารถลดจํานวนพยาธิปากขอทีเ่จริญเติบโตเปนระยะตัวเต็มวัย ดังนั้นจึงทําใหจํานวนไขที่ปน
ออกมากับอุจจาระจึงลดลงรวมทั้งลดการสูญเสียเลือดเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และจาก
การศึกษาในประชากรของประเทศบราซิลและจนีซึ่งมีการระบาดของการติดเชื้อพยาธิปากขอ
จํานวนมากพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ ASP-2 ซึ่งมีความสัมพันธกบัการลด
ความเส่ียงของการติดเชื้อพยาธิปากขอ (Diemert et al., 2008) ดังนั้นจากผลการทดลองที่
ทําการศึกษาดงักลาวนําไปสูการผลิตวัคซีนเพื่อมาใชกับคนจากโปรตนี Na-ASP-2 ของตัวออน
พยาธิปากขอชนิด N. americanus  ระยะที่สาม และมีการนําโปรตีนดังกลาวมาเปนองคประกอบ
สําหรับผลิตเปนวัคซีนซึง่ไดรับการพัฒนาเพื่อนํามาใชกบัประชากรที่อาศยัอยูในพื้นทีก่ารระบาด
ของโรคพยาธิปากขอ รวมถึงเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาระบบภูมิคุมกันของคน โดยนําไปทํา
การทดสอบวัคซนีในสัตวทดลองเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน 
 จึงมีการศึกษาโครงสรางของโปรตีน Na-ASP-2 ประกอบดวยดาน N-terminal loop และ
ดาน cysteine-rich C terminus ซึ่งมีโครงสรางแบบ 3 ชั้นในลักษณะของ αβα sandwich 
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ประกอบดวยแผน β sheet แบบขนานทิศตรงขามกนัอยูตรงกลางระหวางเกลียว α ทั้งสองที่มีทิศ
เดียวกนั ซึ่งลักษณะโครงสรางนี้มีความคลายคลึงกับโครงสรางของ CC-chemokines โดย Na-
ASP-2 ในฐานขอมูล GenBank Database คือ accession number AY288089 (Asojo et al., 
2005) พบวามีเพียง 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทานั้น ดังนั้นปจจุบนัจึงไมทราบวาโปรตีนดังกลาวมี
ความหลากหลายในลําดบักรดอะมิโนหรือไม 
 โดยมีการศึกษาลําดบักรดอะมิโนของยนี Ay (A. ceylanicum) -ASP-2 ที่ไดจากการโคลน
ยีนและเปรียบเทียบกับโปรตีน ASP-2 ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามที่อยูในสปชีสอ่ืน พบวา 
Ay-ASP-2 มีความคลายคลึงกนัของลําดับกรดอะมิโนรอยละ 83 เม่ือเปรียบเทียบกับ Ac-ASP-2 
และ Ad-ASP-2 และรอยละ 61 เม่ือเปรียบเทียบกับ Na-ASP-2 (Goud et al., 2004)  สําหรับ
การศึกษาลําดับกรดอะมิโนของยนี Na-ASP-2 เปรียบเทียบกับโมเลกุล ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ในจนีัส Ancylostoma ชนิดตางๆ พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกันประมาณรอยละ 58-65 
(Goud et al., 2005) 

จากการทดลองในหนูพบวาโปรตนี Na-ASP-2 ที่ตัวออนพยาธิปากขอ N.americanus 
ระยะที่สามปลอยออกมาสามารถผลิตเปนโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) ในยีสต Pichia 
pastoris ได จากการทดสอบทางระบบภูมิคุมกนัในหนู hamster (Mesocricetus auratus) โดย
แบงกลุมการทดลองเปน 3 กลุม หนใูนกลุมที่ 1 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 25 ug รวมกับ 
Adjuvant ชนิด ASO3 ซึ่งมี monophosphoryl lipid A และ oil (squalene)-in-water emulsion 
เปนองคประกอบ กลุมที่ 2 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 25 ug รวมกับ Adjuvant ชนิด 
Alhydrogel และกลุมที่ 3 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 50 ug รวมกับ Alhydrogel โดยฉีดเขา
ไปที่ใตผิวหนังในวันที่ 1 และฉีดเพิ่มข้ึน 2 เทาในวันที่ 14 และวันที่ 28 โดยเปรียบเทียบกับหนูใน
กลุมควบคุมที่ไดฉีด Adjuvant เขาไปเพียงอยางเดยีว หลังจากฉีดวัคซีนเข็มสุดทาย 1 สัปดาห หนู
ในแตละกลุมไดรับการฉีดตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามเขาไปภายใตผิวหนังบริเวณกลางทองใน
ปริมาณเทากันทุกตัว และใน 25-28 วันหลังจากนั้นทําการตรวจหาพยาธปิากขอระยะตัวเต็มวัยใน
ลําไสพบวาหนูในกลุม 1 และ 3 ที่ไดรับวัคซีนมีจํานวนพยาธิปากขอนอยกวากลุมควบคุมรอยละ 
39.7 และ 30.0 ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั ( P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับหนใูน
กลุมทีไ่ดรับ Adjuvant เพียงอยางเดยีว แตหนใูนกลุมที่ 2 มีจํานวนพยาธิปากขอนอยกวากลุม
ควบคุมรอยละ 46.2 ซึ่งแตกตางกนัอยางไมมีนัยสําคญั (P>0.05) จากผลการศึกษาดังกลาวแสดง
วาวัคซีน recombinant  Na-ASP-2 สามารถยับยั้งหรือทําลายตัวออนระยะติดตอของพยาธิปากขอ
ได (Xiao et al ., 2007; Goud et al.,  2005; Fujiwara., 2005) 
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หลังจากนั้นไดมีการศกึษาวัคซีน recombinant  Na-ASP-2 ในคนระยะ Phase 1 เพื่อ
ศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันของ Na-ASP-2 รวมกับ Alhydrogel ในผูใหญที่มีสุขภาพรางกาย
สมบูรณและไมติดเชื้อพยาธิปากขอในสหรัฐอเมริกาจํานวน  36 คน แบงออกเปน 3 กลุม โดย 9 คน
ในแตละกลุมไดรับวัคซนีจริงและสวนอีก 3 คนในแตละกลุมไดรับวัคซีนปลอมซึ่งเปนตัวควบคุม 
การทดลองเปนแบบ double-blind ซึ่งอาสาสมัครและผูใหวัคซีนไมทราบวาวัคซีนที่ไดรับของจริง
หรือปลอม จากการวิจยันี้ไดใช โปรตีน Na-ASP-2 เปนสวนประกอบของวัคซนีและแบงความ
เขมขนของ Na-ASP-2 เปน  3 ขนาดแตกตางกัน (10, 50, และ 100  ug) รวมกับ Alhydrogel 
ปริมาณ 1.5 mg ฉีดเขาไปภายใตกลามเนื้อในวันที่ 1, 56 และ 112  ของการทดลอง จากนัน้ทําการ
เก็บขอมูลจนครบ  6 เดือนหลังจากฉีดวัคซีนคร้ังสุดทาย พบวาระบบภูมิคุมกัน IgG เพิ่มมากข้ึนตอ 
Na-ASP-2 เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอมจากการตรวจดวยดวยวิธี ELISA และเพิ่ม
มากข้ึนสูงสุดหลังจากฉีดวัคซนีเข็มที่ 3 ไป 2 สัปดาห นอกจากนีย้ังตรวจพบ IgG subclasses ชนดิ 
IgG1 และ IgG4 ในกลุมที่ไดรับวัคซีนจริงซึง่ตรวจไมพบในกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอมและตรวจไมพบ 
IgM และ IgA หลังจากนัน้ยังคงตรวจพบ IgG ตอ Na-ASP-2 ในวันที่ 336 หลังจากไดรับวัคซีน 
(Diemert et al., 2008; Bethony et al., 2008)  
 จากการศึกษาดังกลาวไดแสดงวายนี Na-ASP-2 มีศักยภาพในการนําไปเปนองคประกอบ
ของวัคซีนควบคุมการติดเชื้อพยาธปิากขอชนดิ N. americanus ในคน อยางไรก็ตามในปจจุบันยัง
ไมมีขอมูลเกี่ยวกับความหลากหลายของ Na-ASP-2 จากประชากรพยาธปิากขอในธรรมชาติ ซึง่ถา
โปรตีนทีเ่ปนองคประกอบของวัคซนีมี epitopes ที่ตางไปจากโปรตีนของพยาธิปากขอในประชากร
ที่ติดเชื้อโดยทั่วไป ซึ่งอาจสงผลใหวัคซีนมีประสิทธิภาพลดลงหรือใชไมไดผล ดังนั้นจึงตองมีการ
วิเคราะหความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 ของพยาธิปากขอชนดิ 
N.americanus ที่พบในประชากรที่ติดเชื้อพยาธิปากขอจริงในธรรมชาติ ซึ่งขอมูลทีไ่ดนอกจากจะ
สามารถนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานของการผลิตวัคซนีสําหรับใชปองกันผูตดิเชื้อพยาธิปากขอแลว 
การทราบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี Na-ASP-2 ยังมีประโยชนในดานการศึกษา
พันธุกรรมประชากรและวิวัฒนาการของพยาธปิากขออีกดวย 
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บทท่ี  3 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย (research design) 
 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา   (Descriptive study) 
 
วัตถุประสงค (objectives) 
 เพื่อศึกษาและสํารวจความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน Na-ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ชนิด Necator americanus ที่พบในประเทศไทย 
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
 ประชากรเปาหมาย (target population) คือพยาธิปากขอที่พบในอุจจาระผูที่ติดเชื้อจากแหลง
ชุมชนในภาคตะวันตกและภาคใตของประเทศไทย 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ
เฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกิดปฏิกิริยา ภายใต
สภาวะที่เหมาะสม 

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 
 เนื่องจากการศึกษาคร้ังนีเ้ปนการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 
ของพยาธิปากขอชนดิ Necator americanus ที่พบในประเทศไทยเปนคร้ังแรก ดงันั้นคาดวาจะใชตัว
ออนพยาธิจากตัวอยางอุจจาระผูทีต่ิดเชื้อไมต่ํากวา 30 ตัวอยาง ตัวอยางละ 1 ตัวซึ่งเปนจํานวนที่
ยอมรับในการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
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เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 
เคร่ืองมือ 
 เคร่ืองปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได  

(high speed refrigerated microcentrifuge, Tomy) 
  กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) OLYMPUS รุน BX51 
 เคร่ืองปนความเร็วสูงขนาดเล็ก                

เคร่ืองชั่งน้ําหนกัละเอียดอานคาไดทศนิยม 4 ตําแหนง (Bosh) 
 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส (Hitachi) 
 ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส (Puffer Hubbard) 
   ตูเย็น -40 องศาเซลเซยีส (Haier) 
 ตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส (Forma Scientific) 
 ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette) ขนาด 10, 100  และ 

1,000 ไมโครลิตร 
 เคร่ือง laminar flow  
 กลองจุลทรรศน (Olympus) 
 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธกุรรมในหลอดทดลองซึ่งสามารถควบคุมอุณหภูมิและเวลา  

อัตโนมัติ (PCR cycle, Automatic thermal cycler,Takara) 
  เคร่ืองแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (Mupid-II) 
  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (Cyberscan 500) 
  เคร่ืองอานผลแถบดเีอ็นเอจากเจล (Bio Rad) 
 ตูปลอดเชื้อ (Nunre) 
 ตูเล้ียงเชื้อพรอมเคร่ืองเขยา (Taitec) 
 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ (P-Selecta) 
 ตูอบแหง (Memmert) 
  หมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง (Hirayama) 
  หนากากกันแสงอุลตราไวโอเลต 
  แหลงกําเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 
 เคร่ืองยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      

 นาฬิกาจับเวลา         
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 อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Memmert)       
 เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Bio Rad)      
 เคร่ืองไมโครเวฟ                                                                                                                         
 เคร่ืองใหความรอน (Hot plate)                                                                                                                                                               
 เคร่ือง incubate                                                                                                                                            
 Hematocytometer                                                                                                             
 Vortex mixer (Scientific Industries)  

วัสดุอุปกรณ                             
เพลทเล้ียงเชื้อ 
 กระปุกสําหรับเกบ็อุจจาระ 
ไมจิ้มฟน 
 ไมสําหรับตักอุจจาระ 
กระดาษ filter paper สําหรับเล้ียงพยาธ ิ
กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 75 เซนตเิมตร      
 กระจกปดสไลด (cover slip)                     
กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร                                             
หลอดทดลองสําหรับปนเหว่ียง (microcentrifuge tube) ขนาด 0.1, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดหยดสาร (dropper) 
กลองโฟมใสน้ําแข็ง                      
กระดาษติดฉลาก                          
กลองพลาสติก                 
ขวดสําหรับใสสารเคมี                  
ถุงมือยาง (Latex gloves)                 
ถุงพลาสติก                    
ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร           
แทงแกวสําหรับคนสาร                 
บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร   
พาราฟลม (Parafilm)   
กระดาษชั่งสาร 
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ชอนตักสาร                                    
ผากอซ                                                                                                                        
สําลี                                                                                                                                                             
หนังยาง    

สารเคม ี                  
1. สารเคมีทั่วไป                      
absolute ethanol (Merck)                  
agarose, low gelling temperature (CAMBREX)                 
agarose (1 st BASE)                                                                                                                    
 broric acid (Sigma)                                                                                                        
 cleaning solution (ICN Biomedicals)      
 disodium ethylenediamine tetracetic acid (EDTA, Promega)   
 double distilled water        
 ethidium bromide (Bio Rad)       
 glycerol                                                                                                                         
 TE Buffer (Promega)                                                                                                         
 Tris Base (Promega)                                                                                                                
 LB (Merck)                                                                           

            2. สารเคมีที่เปน Reagent Kit                                                                                        
QIAGEN Stool Extraction Kit                       
QIAGEN DNA Purification Kit                                                                                 
QIAGEN DNA Plasmid Mini Kit                                                                                                     
QIAGEN Gel Extraction Kit                                                                                          
Cloning Kit (Promega)                                                                                                                             
PCR reagent Kit                                                                                                           
ABI3100 Prism Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit                                                                   

3. เอ็นไซม                                       
proteinase K                      
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Ex Taq polymerase                         
rTaq polymerase                                                                                                                     
T4 DNA ligase                     

4. Oligonucleotides                                                    
NMASP2F0 : 5’-GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCAC-3’ 
NMASP2F1 : 5’-GTCTTCTATCACATGTTTGG-3’ 
NMASP2F2 : 5’-ATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTG-3’ 
NMASP2F3 : 5’-GCCAAGGATGGAGCTGGTGGA-3’ 
NMASP2F4 : 5’-AACCAAAGGAAAGGATTGG-3’ 
NMASP2R0 : 5’-GCTGGCATCATGTTTATTTGAATATTAAAG -3’ 
NMASP2R1 : 5’-TTAAAGCAACTACAGATCACTAC-3’ 
NMASP2R2 : 5’-CCTATTCTAACGTTTGCTTTAGTCGT-3’ 
NMASP2R3 : 5’- CAACCTGAAGATTTTCGAATTAAA-3’ 
NMASP2R4 : 5’-GCTTGCAAAATTATTAAGTTAGAC -3’ 

    
5.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

Hind III marker 
100 bp DNA Ladder  
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1. การเกบ็ตัวอยางอุจจาระ  
         
  การศึกษาคร้ังนี้ไดเกบ็ตัวอยางอุจจาระนักเรียนจากโรงเรียนไมกะพงและโรงเรียนบาน       
ปรอผาโด อําเภออุมผาง จังหวัดตาก  และโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จังหวัดราชบุรี   
รวมถึงเก็บอุจจาระจากชุมชน อําเภอทาศาลา จงัหวัดนครศรีธรรมราช โดยไมมีขอจํากัดเร่ืองเพศ
และอายุ  
 ข้ันตอนการเก็บอุจจาระนักเรียนเร่ิมจากเก็บอุจจาระสดลงในกระปกุสําหรับเก็บอุจจาระ
โดยแยกใสกระปุกละตัวอยาง พรอมทั้งบันทึกประวัติ ซึ่งประกอบดวย ชื่อ-สกุล เพศ อายุ และชั้น
เรียน จากนั้นแบงอุจจาระสดสวนหนึ่งจากกระปกุตัวอยางอุจจาระผสมกับ 10% formaldehyde 
ดวยอัตราสวนประมาณ 1:1 โดยปริมาตรแลวคนใหเขากันเพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตใน
อุจจาระ นําอุจจาระที่ผสมเขากันดีแลวใสอีกกระปกุหนึง่เขียนสัญลักษณใหตรงกับชือ่ตัวอยางปด
ฝาใหแนนสนิทเก็บไวที่อุณหภูมิหอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใชสําหรับวิธีการตรวจหาเชื้อปรสิต
ข้ันตนดวยกลองจุลทรรศน  แบงอุจจาระอีกสวนหนึ่งเก็บใสหลอด tube ขนาด 1.5 มิลิลิตร โดยคง
สภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ตลอดระยะเวลาระหวางนํากลับหองปฏิบัติการ 
เม่ือถึงหองปฏิบัติการแลวนําไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในกระบวนการ
ทางอณูชีววิทยา สวนอุจจาระทีเ่หลืออยูปดฝาใหแนนสนทิโดยเก็บไวสําหรับนํามาเพาะเล้ียงให
เปนพยาธิปากขอระยะตัวออนในกรณีที่ผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนใหผลบวก ซึ่งกระปุกเก็บ
ตัวอยางอุจจาระที่รับมานั้นไดทําการปดฝากระปุกใหแนนสนิท ไมปลอยวางทิ้งไวกลางแดดเปน
เวลานาน และนํามาเพาะเล้ียงหลังจากตรวจพบไขพยาธปิากขอในทนัท ี
 

2. การตรวจอุจจาระดวยวิธ ีSimple smear และ Formalin-ether concentration 
technique 

 
2.1  วิธ ีSimple smear 

                    2.1.1 หยดน้ํากล่ัน 1 หยด ตรงกลางแผนสไลดที่สะอาด 
                     2.1.2 ใชไมเข่ียเนื้ออุจจาระโดยเฉพาะตรงทีมี่ลักษณะเปนมูกเลือดใหไดเนื้อ
อุจจาระประมาณ 1-2 มิลลิกรัมหรือขนาดเทาหัวไมขีดไฟ   
                         2.1.3 นําอุจจาระที่เข่ียติดไมข้ึนมาผสมกบัน้ํากล่ันที่หยดไวบนแผนสไลด จน
อุจจาระละลายในน้ํากล่ันสมํ่าเสมอ แลวจงึปดดวย coverslip โดยไมใหมีฟองอากาศ 
                    2.1.4 นําแผนสไลดไปตรวจหาไขพยาธิปากขอดวยกลองจุลทรรศน 
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  2.2  วิธี Formalin-ether concentration technique 
     2.2.1 ผสมอุจจาระใน 10% formalin ใหทั่วแลวกรองผานผากอซสองชั้นซึ่งเปยก
น้ํา ลงในหลอดแกวสําหรับปนความจุ 15 มิลลิลิตร ใหไดสวนผสมของอุจจาระกับ 10% formalin 
ประมาณ 10 มิลลิลิตร 
         2.2.2 เติม diethyl ether ลงไป 3 มิลลิลิตร อุดปากหลอดดวยจุกใหแนนแลวเขยา
อยางแรงเปนเวลา 1-2 นาที 
         2.2.3 นําหลอดแกวใสในเคร่ืองปน แลวปนโดยใชความเร็ว 2,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 5 นาท ี
         2.2.4 นําหลอดแกวที่ปนออกจากเคร่ืองปน ใชไมเล็กๆ เข่ียกากอุจจาระที่ติดอยูชั้น
บน จากนั้นรินสวนสารละลายสวนบนทิ้งชาๆ 
         2.2.5 ใช capillary pipette ดูดผสมสวนของตะกอนทีเ่หลือในกนหลอดแกวใหเขา
กัน จากนั้นดดูตะกอนนี้ไปตรวจหาไขพยาธิปากขอดวยกลองจุลทรรศนโดยใชวิธี Simple smear 
ขอ 2.1 
  

3. การเพาะเลี้ยงพยาธ ิ
             3.1 นําไขพยาธิปากขอทีไ่ดจากอุจจาระผูปวยมาเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออน

ดวยวิธี Polyethylene tube culture โดยการนําอุจจาระที่ positive มาปายทาที่กระดาษกรอง 
  3.2 ใสน้ํากล่ันในถุง polyethylene ปริมาณ 1 ใน 4 ของถงุแลวใสกระดาษกรองที่

ปายอุจจาระ ลงในถงุ polyethylene ใหอยูเหนือน้ํากล่ันข้ึนมาเล็กนอยโดยไมใหอุจจาระที่ปายโดน
น้ํากล่ัน 

  3.3 นําถุง polyethylene ที่ใสกระดาษกรองมาแขวนไวที่ stand ไมรูปตัวทีทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 4-7 วัน 
  3.4 ตรวจสอบการเจริญเติบโตของพยาธิดวยกลอง inverted microscope และ
ทําการแยกตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามชนดิ Necator americanus ออกจาก Ancylostoma 
duodenale โดยใชรูปรางทางสัณฐานวิทยาของตัวออนพยาธิปากขอซึ่ง N. americanus มีขนาด
ส้ันและอวนกวาเล็กนอย มี mouth spear และ sheath ที่หุมรอบตัวมีลักษณะเปนรอยยนขีดขวาง 
(transverse striation) เห็นชัดกวา 

 3.5 นําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนที่ไดใส microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 1 คน จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร PBS (PH 7.4) 
100 ไมโครลิตร แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
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4. การเตรียมตัวอยางตวัพยาธเิพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
                 4.1  นําหลอดที่ใสตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนจากผูที่ติดเชื้อ 1 คนตอตัวออน 1 

ตัวมาปนลางดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
    4.2 ดูดสวนใสทิ้งใหเหลือในหลอดประมาณ 80 ไมโครลิตร 
    4.3 เติมสารละลายบัฟเฟอร PBS  500 ไมโครลิตร 
    4.4 ทําการปนลางตัวพยาธิดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 

5 นาที 
    4.5 ทําซ้ําขอ 4.2-4.4 จํานวน 2 คร้ัง เพื่อทําการปนลางพยาธ ิ
   4.6 ดูดสวนใสทิ้งใหเหลือในหลอดประมาณ 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติม Lysis 

Solution TLS 5 ไมโครลิตร จากชุดสกัดดีเอ็นเอ  
                 4.7 ทําการบดตัวพยาธิใหแตกโดยใชแทงพลาสติกสําหรับบด 

4.8 ดูดเกบ็ตัวพยาธทิี่บดจนแตกแลวไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อสกัดดีเอ็น
เอ 

 
5. การสกัดดีเอ็นเอ และ อารเอ็นเอ 

 
5.1 การสกดัดเีอ็นเอ (DNA extraction) 

  5.1.1 ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอของ Analytik Jena โดยนําตัวอยางที่
เก็บไวมาเติมสารละลายบัฟเฟอร PBS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเติม Lysis Solution TLS 250 ไมโครลิตร 
และเติม proteinase K 25 ไมโครลิตร สําหรับยอยโปรตีนจากเนื้อเยื่อพยาธิ  
  5.1.2 ทําการเขยาดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 5 วินาที แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 50  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 5.1.3 เติม Binding Solution TBS 75 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองเขยา 

vortex เปนเวลา 10 วินาที แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 
นาท ี

 5.1.4 ดูดสวนใสใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5  มิลลิลิตร จากนั้นเติม
เอทานอล (70%) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  
              5.1.5 นํา Spin Filter ใสบน Receiver Tube และดูดสารละลายที่ไดใสลงใน Spin 
Filter แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนัน้นํา Spin 
Filter ถายใส Receiver tube หลอดใหม 
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                         5.1.6 เติม Washing Solution HS ปริมาณ 500   ไมโครลิตร นําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเปล่ียน Receiver tube หลอดใหม    
                         5.1.7 เติม Washing Solution MS 700 ไมโครลิตร แลวปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที จากนัน้นํา Spin Filter ถายใส Receiver tube หลอดใหม นําไป
ปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000  รอบตอนาทีเปนเวลา 2 นาท ี

            5.1.8 นํา spin Filter ใสใน Elution tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 
ปริมาณ 30 ไมโครลิตร แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เพื่อทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก 
spin Filter                                       
  5.1.9 นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้น
ดูดดีเอ็นเอที่สกดัไดใสไวใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
5.2 การสกดัอารเอ็นเอ (RNA extraction) สําหรับทํา reverse transcription 
  5.2.1 นําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 

1 คน ใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี RNA Later 100 ไมโครลิตรและใช
แทงพลาสติกบดพยาธิใหละเอียด หลังจากนัน้ทําการสกัด RNA โดยใชชุดสกดัของ QIAGEN จากการ
นํามาเติมบัฟเฟอร RLT 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและตั้งทิ้งไวประมาณ 20-40 วินาท ี

   5.2.2 นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี
   5.2.3 เติม ethanol 70 % 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
   5.2.4 ดูดสารละลายที่ไดใสใน RNeasy spin column ที่มี collection tube นําไปปน

ดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาท ีจากนั้นนํา RNeasy spin column 
ถายใส collection tube หลอดใหม 

  5.2.5 ทําการลางดวยบัฟเฟอร RW1 700 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที นํา RNeasy spin column ถายใส collection 
tube หลอดใหม 

  5.2.6 ทําการลางดวยบัฟเฟอร RPR 500 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 

  5.2.7 เติมบัฟเฟอร RPR 500 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  
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  5.2.8 นํา RNeasy spin column ถายใส collection tube หลอดใหมและนําไปปน
ดวยเคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาท ี

  5.2.9 นํา RNeasy spin column มาใสไวในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม แลวเติม RNase-free water 30 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

  5.2.10 ดูดสารละลาย mRNA ที่สกัดไดใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม แลวนําไปใชเปน template สําหรับทํา reverse transcription ตอไปหรือไปเก็บไว
ที่อุณหภูมิ – 20    องศาเซลเซยีส 

 
6. การสังเคราะห cDNA จาก mRNA (cDNA synthesis) 

ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA โดยใชชดุ TaKaRa cDNA Synthesis kit โดยเตรียม
องคประกอบในการทําปฎิกิริยาเพื่อสังเคราะห cDNA โดยกําหนดปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ใน
หลอด microtube ซึ่งประกอบดวย 

 6.1 Oligo dT-Adaptor primer ความเขมขน 2.5 pmol ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
 6.2 dNTP Mixture ความเขมขน 10 มิลลิโมล ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
 6.3 10X RT buffer ความเขมขน 20 pmol ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
  6.4 MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  6.5 AMV Reverse Transcriptase XL ความเขมขน 5 ยูนติตอไมโครลิตร ปริมาตร 
0.5 ไมโครลิตร 
  6.6 RNase Inhibitor ความเขมขน 40 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 
  6.7 Template RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  6.8 RNase free dH2O ปริมาตร 2.75 ไมโครลิตร 
ผสม mixture ในหลอด microtube ใหเขากนัแลวนําไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลา

อัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยอุณหภูมิ 30, 42, 99 และ 5 องศาเซลเซียสและบมในแตละอุณหภูมิเปนเวลา 
10, 30, 5, 5 นาที ตามลําดับเม่ือครบเวลานํามาแชบนน้ําแข็งทันท ี
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     7.  การออกแบบ oligonucleotides สําหรับใชเปน PCR Primer 
            นําขอมูลดเีอ็นเอของยีน Na-ASP-2 ที่ไดมาจาก GenBank Database accesses number  
AY 288089 เพื่อเปนดเีอ็นเอตนแบบในการออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรคํานวณ
จากสูตรอุณหภูมิหลอมตัว (Melting temperature, Tm) ของ primer  
           
             Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T)        
 
 
โดยคํานึงถึงขอกําหนดดังตอไปนี ้                    
   1. ความยาวของ primer มีความยาวประมาณ 20-30 นิวคลีโอไทด และมีองคประกอบเบส
ชนิด guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60        
 2. หลีกเล่ียงการใช primer ที่มีลักษณะการเรียงตัวของเบสซ้ําๆกัน 
 3. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไมมีลําดับเบสที่เปน complementary กัน เพื่อ
ปองกันการจับคูกนัเองของ primer (primer-dimer)       
 4. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมมีลําดับเบสที่เหมือนกันเม่ืออาน
จากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกนัปลาย 3’ งอมาจับกับ primer สายเดียวกนัเกิด
เปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   
 5. คา Tm ของ Forward primer และ Reverse primer ใกลเคียงกันและอยูในชวง 50-80 
องศาเซลเซียส  
 
 
F1            F2                  R3          F3            R2              F4             R4 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

 
E           คือ exon และ IN           คือ intron 
 
ภาพที่ 8 แสดงตําแหนงของ primer ตางๆ ของยีน Na-ASP-2 ในรูปของ genomic DNA ที่ใชในทํา 
PCR และในข้ันตอนการหาลําดับเบส 

 

3
/
UTR 

     R0 
R1       

5
/
UTR 

F0 



37 
 

NMASP2F0 : 5’-GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCAC-3’ 
  (ตรงกับตําแหนงเบสในชวงเร่ิมตน(5

/
UTR) ถึงตําแหนงที่ 17 ของยีน Na-ASP-2) 

NMASP2F1 : 5’-GTCTTCTATCACATGTTTGG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 6-25 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F2 : 5’-ATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 96-120 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F3 : 5’-GCCAAGGATGGAGCTGGTGGA-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 606-626 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F4 : 5’-AACCAAAGGAAAGGATTGG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1321-1339 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R0 : 5’-GCTGGCATCATGTTTATTTGAATATTAAAG -3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1969 ถึงตําแหนงที่ 1995 ซึ่งอยูหลัง stop codon (3

/
UTR) ของยีน 

Na-ASP-2) 
NMASP2R1 : 5’-TTAAAGCAACTACAGATCACTAC-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1949 ถึงตําแหนงที่ 1971 ซึ่งอยูหลัง stop codon (3

/
UTR) ของยีน 

Na-ASP-2) 
NMASP2R2 : 5’-CCTATTCTAACGTTTGCTTTAGTCGT-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 773-798 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R3 : 5’- CAACCTGAAGATTTTCGAATTAAA-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 426-449 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R4 : 5’-GCTTGCAAAATTATTAAGTTAGAC -3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1399-1422 ของยีน Na-ASP-2) 
 
โดยในข้ันตอนการทํา PCR จะใช NMASP2F0 และ NMASP2R0 สวนในข้ันตอนการหา

ลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing) จะใช primer ทั้ง 8 แบบ ดังแสดงในรูปที่ 8 
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 8.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
 8.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยการนําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปน

แมแบบสําหรับทําพซีีอาร โดยมีองคประกอบในการดําเนนิปฏิกิริยาประกอบดวยดเีอ็นเอที่สกัดไว 2 
ไมโครลิตร ,forward และ reverse primer ความเขมขน 30 พิโคโมล primer ละ 0.13 ไมโครลิตร, 
10X PCR Buffer 2 ไมโครลิตร, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร จํานวน 1.6 ไมโครลิตร   , Ex Taq DNA 
polymerase 0.1 ไมโครลิตร เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากล่ัน 14.04 ไมโครลิตร  
   8.2 นําหลอดที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลา
อัตโนมัติซึ่งประกอบดวยข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายกอนปฎิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 94  องศา
เซลเซียส 1 นาที และเร่ิมปฎิกิริยา PCR ซึ่งประกอบดวยข้ันตอนการแยกสายดเีอ็นเอแมแบบที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 0.30 นาที การจับของ primer กับดีเอ็นเอตนแบบที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส 0.30 นาท ีและการสรางดีเอ็นเอสายใหมทีอุ่ณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส 2 นาท ีโดย
ปฏิกิริยาทั้งหมดทําซ้ํากันจนครบ 38 รอบ และข้ันตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอใหสมบูรณในรอบ
สุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  
 

9.  การตรวจผลติผลพีซีอารโดยวิธี gel electrophoresis 
              9.1 เตรียมอะกาโรสเจลทีมี่ความเขมขนรอยละ 1  ใน 1X TBE ปริมาณ 100 

มิลลิลิตร ภายหลังจากการหลอมเจลดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียมเจล แลวจึง
นําเจลมาใสใน electrophoresis chamber  
      9.2 นําผลิตผลพีซีอารที่เตรียมไว 5  ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร 
หยอดลงในหลุมของ 1% อะกาโรสเจล ซึ่งใช  Hind III เปนดีเอ็นเอสําหรับบอกขนาด (DNA 
marker) เพื่อใชเปรียบเทียบกับขนาดของผลิตผลพีซีอาร    
   9.3 เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด 100  โวลต เปนเวลา 30 นาที หลังจาก
นั้นนําอะกาโรสเจลไปยอมดเีอ็นเอดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาท ี
   9.4 นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไว
เพื่อวัดขนาดของแถบดเีอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทยีบกับแถบดีเอ็นเอบอกขนาด 
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 10.  sequence analysis 

นําผลิตผลพีซีอารทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAamp PCR purification kit มีวิธีดังนี ้
10.1 ใส 5 เทาของ PB buffer ตอปริมาตร 1 เทา PCR product และทําใหเขากัน 

ดูดทั้งหมดใสใน QIAquick spin column ปน 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส 1 นาที ทิง้
สวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column ไป และใสกลับทีเ่ดมิ   
    10.2 เติม PE buffer ปริมาตร 750 ใน column และปน 13,000 รอบตอนาที ที่ 4
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสหลอดกลับทีเ่ดิม 
                        10.3 ปนให column แหงที่ 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที จากนั้นทิ้งหลอดที่อยูดานลาง column ไป นําหลอด 1.5 มิลลิลิตรมาใสแทน  
                        10.4 เติม EB buffer 30 ไมโครลิตร ตรงกลาง membrane ของ column ตั้งทิ้งไว
ประมาณ 5 นาที และนําไปปน 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี
 
  จากนัน้นํามาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 โดยใชชุด ABI 
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit  โดยการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทด (nucleotide sequence) ของดีเอ็นเอในปจจบุนัจะนยิมใชเคร่ืองหาลําดับดเีอ็นเอแบบ
อัตโนมัติ (Automated sequencer) ซึ่งสามารถทําไดในเวลาอันรวดเร็วจากการคนพบของ Sanger 
et al. (1997) เรียกวาวิธ ีSanger Method มีหลักการคลายกับการทํา PCR (polymerase chian 
reaction) โดยอาศัยการเพิ่มปริมาณDNA ในหลอดทดลอง แตมีการยับยั้งการสังเคราะหสาย DNA 
ที่ตําแหนงของ base (A, C, G หรือ T) ตางๆอยางจําเพาะเจาะจง ในปฏิกิริยาจะเตรียมคลายกบั 
PCR ตามปกติ จะแยกทําทั้งหมด 4 หลอดโดยมีการเติมสารเคมี primer, DNA polymerase และ 
ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) ทั้ง 4 ชนิด แยกใสลงไปในแตละหลอด เพื่อใหมีการ
สังเคราะหดเีอ็นเอเสนใหมจากการใชดเีอ็นเอที่ตองการหาลําดับนิวคลีโอไทดเปนตนแบบ และมี
การถูก labelled ดวยสาร fluorescent เพื่อใหเกิดความสะดวกตอการอานผลดวยเคร่ือง 
automated DNA sequencer ผลลัพธที่ไดคือ ชิ้นสวนสาย DNA ที่มีขนาดส้ันยาวแตกตางกนั เม่ือ
นําสาย DNA ไปแยกขนาดในสนามกระแสไฟฟา (polyacrylamide gel electrophoresis) จะ
สามารถแปลผลดวยการทํา Autoradiography และอานผลไดจากฟลม X-ray โดยใชเคร่ือง 
automated DNA sequencer จะไดรูปแบบของสาย DNA ที่มีการเรียงลําดบัตามขนาดความยาว 
ซึ่งมีความสัมพันธกับรหัสพันธุกรรมบนสาย DNA ขอมูลที่ไดคือสายรหัสพันธุกรรมของนิวคลีโอไทด 
(nucleotide) A, C, G, T หรือ N โดยสายรหัสพนัธุกรรม DNA หรือลําดับนิวคลีโอไทดอาจจะเปน
สวนที่มีการสรางโปรตีนหรือเปนสวนที่ไมไดมีการสรางโปรตีนก็ได โดยข้ึนอยูกับชิ้นสวน DNA ที่
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นํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดถาชิ้นสวน DNA เปน genomic DNA ก็จะพบทั้งในสวนของ exon และ 
intron แตถาหากนําเอา RNA หรือ cDNA มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดกจ็ะพบเฉพาะในสวน
ของ exon เทานั้น ซึ่งประกอบดวยรหัสพันธุกรรม (genetic code) ที่กําหนดการสรางกรดอะมิโน 
 
การวเิคราะหขอมูล (data analysis) 
 ทําการวิเคราะหเรียงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W 
version 3.1 (http://www.megasoftware.net) เพื่อประเมินความหลากหลายของนิวคลีโอไทดของ
ยีน Na-ASP-2 โดยหาคา nucleotide polymorphism และประเมินอัตราแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่
ทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด (nonsynonymous substitution) และที่ไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน
ชนิด (synonymous substitution) ซึ่งใชโปรแกรมการวิเคราะห MEGA หรือโปรแกรมอ่ืนที่
เทียบเคยีงกนั 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 
ผลการตรวจหาเช้ือปรสติในอุจจาระภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 ตัวอยางอุจจาระทีใ่ชในการศกึษาคร้ังนี้ถูกเกบ็รวบรวมไดจากนกัเรียนในจังหวัดตาก 
จังหวัดราชบุรี ชุมชนจังหวัดนครศรีธรรมราชและจากผูปวยที่ติดเชื้อซึ่งตรวจพบพยาธิปากขอใน
โรงพยาบาลจุฬา (ดังแสดงในตารางที่ 3) โดยในเดือนกันยายน พ.ศ. 2553 ไดทําการเก็บตัวอยาง
อุจจาระจากชมุชน อําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวนทัง้หมด 44 คน เปนเพศชาย 17 
คน เพศหญิง 27 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-80 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยวิธ ีSimple smear และ Formalin-ether concentration technique พบพยาธิ
ปากขอใหผลบวก 13 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 29.55 นอกจากนีย้ังตรวจพบปรสิตอ่ืน ๆ ทั้งในกลุม
ของหนอนพยาธิตัวกลมและโปรโตซัว 
  ในปเดียวกนัเดือนพฤศจิกายนไดทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากนกัเรียนโรงเรียนไมกะพง 
อําเภออุมผาง จังหวัดตาก พบวานักเรียนสงตรวจอุจจาระจํานวน 57 คน เปนนักเรียนชาย 31 คน 
นักเรียนหญิง 26 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-15 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนพบพยาธปิากขอใหผลบวก 15 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 26.31 นอกจากนี้ยังไดทําการ
เก็บตัวอยางอุจจาระจากนกัเรียนโรงเรียนบานปรอผาโด อ.อุมผาง จ.ตาก พบวานักเรียนสงตรวจ
อุจจาระจํานวน 25 คน เปนนักเรียนชาย 12 คน นักเรียนหญิง 13 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 8-12 
ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลองจุลทรรศนพบพยาธิปากขอใหผลบวก 9 ตัวอยางคิดเปน
รอยละ 36    
  ในเดือนกุมภาพันธ พ.ศ.2554 ไดทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนสินแร
สยาม อําเภอสวนผ้ึง จังหวัดราชบุรี พบวานักเรียนสงอุจจาระจํานวน 65 คน เปนนักเรียนชาย 41 
คน นักเรียนหญิง 24 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-15 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนพบพยาธปิากขอใหผลบวก 6 ตัวอยางคิด เปนรอยละ 9.23  
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ตารางที่ 3 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมประชากรที่ไดสงตรวจอุจจาระและผลการตรวจปรสิตดวยวิธ ี
Simple smear และ Formalin-ether concentration technique 
 

            ขอมูล              
 

รร.         
ไมกะพง 

รร.                 
บานปรอผาโด 

รร. สินแรสยาม ชุมชน อ.ทาศาลา    
จ.นครศรีธรรมราช 

เพศ ชาย 
(จํานวนคน) 

31 12 41 17 

 หญิง
(จํานวนคน) 

26 13 24 27 

 รวม 57 25 65 44 
ชวงอายุ 1-10 9 15 10 19 

 11-20 48 10 55 6 
 21-30 - - - 1 
 31-40 - - - 4 
 41-50 - - - 4 
 51-60 - - - 5 
 61-70 - - - 4 
 71-80 - - - 1 

ผลการ
ตรวจเช้ือ

ปรสิต 

Hookworm 15 9 6 13 

 ปรสิตอื่นๆ 1 1 3 3 
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ผลการเพาะเลี้ยงพยาธปิากขอระยะตัวออน 
   

  นําตัวอยางอุจจาระที่ใหผลบวกจากการตรวจอุจจาระดวยวิธ ีSimple smear และ 
Formalin-ether concentration technique มาทําการเพาะเล้ียงโดยการนําไขพยาธิปากขอที่ได
จากอุจจาระผูปวยมาเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนดวยวิธี Polyethylene tube culture  อุณหภูมิ 
25-30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 5-8 วัน และตรวจสอบการเจริญเติบโตของพยาธิดวยกลอง 
inverted microscope จากนัน้ทําการแยกตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามชนิด Necator 
americanus ออกจาก Ancylostoma duodenale (ดังแสดงในภาพที่ 9) โดยใชรูปรางทางสัณฐาน
วิทยาของตัวออนพยาธิปากขอซึง่ N. americanus มีขนาดส้ันและอวนกวาเล็กนอย มี mouth 
spear เหน็ชัดกวา A. duodenale sheath ที่หุมลําตัวมีลักษณะเปนรอยยนขีดขวาง (transverse 
striation) มองเหน็ชัดเจนและลักษณะความยาวชองวางระหวางปลายหางและเยื่อหุมตัวรวมถึง
ทางตอนปลายหางของ N. americanus จะมีลักษณะกางออกเปนมุมกวางและปลายสุดของหาง
จะแหลม แต A. duodenale ที่ปลายหางจะเรียวแหลมและไมกากออกเปนมุมกวางเหมือน N. 
americanus (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) หลังจากนําตัวอยางอุจจาระทีใ่หผลบวกจาก
การตรวจพบไขพยาธิปากขอมาทําการเพาะเล้ียงพบวาตัวอยางอุจจาระจากชุมชน อําเภอทาศาลา 
จังหวัดนครศรีธรรมราชที่ตรวจพบพยาธิปากขอใหผลบวก 13 ตัวอยาง สามารถเล้ียงไขพยาธิ
ปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus ไดจํานวน 8 ตัวอยาง (ดังแสดงในตารางที่ 4) 
ตัวอยางอุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนไมกะพง อําเภออุมผาง จังหวัดตากใหผลบวก 15 ตัวอยาง 
สามารถเล้ียงไขพยาธิปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus   จํานวน 13 ตัวอยาง ตัวอยาง
อุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนบานปรอผาโด อ.อุมผาง จ.ตาก ใหผลบวก 9 ตัวอยางและสามารถ
เล้ียงไขพยาธิปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus ไดจํานวน 6 ตัวอยาง และตัวอยาง
อุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จงัหวัดราชบุรี พบพยาธิปากขอใหผลบวก 
6 ตัวอยาง สามารถเล้ียงไขพยาธิปากขอจนเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus จํานวน 5 
ตัวอยาง 

ตัวอยางอุจจาระที่ตรวจพบพยาธิปากขอแตไมสามารถเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนไดนั้น
เนื่องมาจากไขพยาธิปากขออาจสัมผัสกบัความรอนในชวงระหวางการขนสงทําใหพยาธิปากขอไม
สามารถฟกออกมาจากไขได หลังจากไดตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนแลวทําการแยกตัวออน
พยาธิปากขอที่ไดใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 1 
คน เพื่อเตรียมสกดัดีเอ็นเอ 
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ภาพที ่9 แสดงลักษณะระยะตัวออนพยาธิปากขอชนิด A. duodenale (ซาย) และ N. americanus 
(ขวา) ที่มา (Komiya, 1985) 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลการเพาะเล้ียงพยาธิปากขอ 
 

                                
            ขอมูล      
 

รร.         
ไมกะพง 

รร.                 
บานปรอผาโด 

รร.      
สินแรสยาม 

ชุมชน อ.ทาศาลา    
จ.นครศรีธรรมราช 

ผลการตรวจเช้ือปรสิตให
ผลบวก Hookworm 

15 9 6 13 

ผลการเพาะเล้ียงไดตัว
ออนพยาธิปากขอชนิด 

N. americanus    

13 6 5 8 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 จาก genomic DNA โดยอาศยัปฏกิิริยา
ลูกโซโพลเีมอรเรส 

 ข้ันตอนแรกไดนําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus ซึ่งไดมาจากผู
ที่ติดเชื้อในจังหวัดตางๆ ตัวอยางละ 1 ตัว ใสในหลอดทดลองและทําการสกัดดเีอ็นเอจากนัน้ทํา
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากวิธ ีPCR ใช 
Primer NMASP2F0 และ NMASP2R0 ที่ออกแบบมาจากฐานขอมูล GenBank Database ของ
ยีน Na-ASP-2  คือ accession number AY288089 และทําการวิเคราะหผลผลิต PCR โดย
ตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis ซึ่งใช agarose gel ความ
เขมขนรอยละ 1 และเปรียบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ Hind III พบวาผลผลิต 
PCR ของตัวอยางพยาธิปากขอที่นํามาวิเคราะหในระยะเร่ิมตนมีขนาดประมาณ 2,000 bp ซึ่งมี
ขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน cDNA ใน GenBank Database ทําใหเกิดขอสันนิษฐาน
วาผลผลิต PCR ที่ไดเปน Fail positive หรืออาจจะเปนสวน intron ที่เพิ่มข้ึนมาเพราะไดทําการ
สกัดมาจาก genomic DNA จึงไดทําการสกัดดเีอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 
ดวยวิธ ีPCR ทั้งหมด เม่ือตรวจสอบผลผลิต PCR พบวาผลผลิตที่นํามาวิเคราะหทั้งหมดมีขนาด
ประมาณ 2,000 bp เทากันทุกตัวอยาง(ดังแสดงในภาพที ่11) และไมพบแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 
แถบในตัวอยางเดยีวกันโดยพบวามีขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน cDNA ใน GenBank 
Database ประมาณ 1300 bp ซึ่งสวนที่เพิ่มข้ึนมาอาจจะเปนสวนของ intron จึงตองทําการ
วิเคราะหเปรียบเทยีบระหวาง genomic DNA กับ cDNA จากพยาธิปากขอระยะตัวออน เพื่อ
ยืนยนัผลยีน Na-ASP-2 ในสวน exon และ intron ของ genomic DNA  
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M       1       2       3       4       5        6 

 
 
ภาพที่ 10 แสดงผลการวิเคราะหผลผลิต PCR ของ genomic DNA ดวยวิธี agarose gel 
electrophoresis เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัวอยาง H1, H2, H20, H21, H22 
และ H32 ตามลําดับ; ตัวอักษร M คือ ดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) โดยใช Hind III   
 
 
  จากการศึกษาพบวาพยาธปิากขอเปนส่ิงมีชีวิตที่มีโครงสรางเซลลแบบยูคารีโอต 
(eukaryote ) และมีเยื่อหุมนิวเคลียสทําใหหลังจากกระบวนการลอกรหัส (transcription) จะพบทั้ง
สวน exon (coding sequences) และ intron (noncoding sequence) (ดังแสดงในภาพที่ 10) 
ดังนั้นในข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอของยีน Na-ASP-2 ซึ่งมาจาก genomic DNA ของพยาธิ
ปากขอระยะตัวออนจึงมีสวน intron เพิ่มข้ึนมา แตในฐานขอมูล GenBank Database ของยีน 
Na-ASP-2 ที่ใชในการอางอิงเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดเปน Complementary DNA (cDNA) 
ซึ่งถูกสังเคราะหข้ึนจากการใช Messenger RNA (mRNA) เปนแมแบบ โดยพบวามีเพียง 1 ลําดับ
นิวคลีโอไทดเทานั้น คือ accession number AY288089 (Asojo et al., 2005) ซึ่งโมเลกุล mRNA 
ที่ไดถูกตัด intron ออกไปในกระบวนการ RNA splicing คงเหลือไวแตสวน exon เพื่อใหสามารถ
เขาสูกระบวนการแปลรหัส (translation) เปนกรดอะมิโนโปรตีน จากสาเหตดุังกลาวทําใหไมทราบ 

ขนาด 

    2027bp 
     2322bp 

   ~  2000bp 

     23130bp 
     9416bp 
     6557bp 
     4361bp 
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ขนาดและความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 จากตัวออนพยาธิปากขอระยะตัวออนชนดิ N. 
americanus ที่ประกอบดวยสวน exon และ intron ใน genomic DNA 

 

 
ภาพที่ 11 แสดงกระบวนการ transcription and translation ในยคูารีโอต 
(http://svmcompbio.tuebingen.mpg.de/splicing.html) 
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เปรียบเทียบยีน Na-ASP-2 ท่ีไดจาก genomic DNA กับ cDNA 
 
  ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA และเพิ่มปริมาณยีน Na-ASP-2 จากนั้นนําลําดับ
นิวคลีโอไทดที่มีเฉพาะในสวน exon มาทําการวิเคราะหกบั genomic DNA เพื่อยืนยนัผลในสวน 
exon และ intron โดยการนําพยาธิปากขอระยะตัวออนมาทํากระบวนการ Reverse transcription 
จะได cDNA หลังจากนัน้นํามาทํา PCR โดยใช Primers NMASP2F0 และ NMASP2R0 ที่
จําเพาะตอยนี Na-ASP-2 พบวาโมเลกุลที่ไดจะถูกตัด intron ออกไปคงเหลือไวแตเฉพาะ exon 
เม่ือไปตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอโดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 1.5 และ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ Hind III และ Ladder 100 bp พบวาผลิตผลที่
นํามาวิเคราะหมีขนาดประมาณ 700 bp (ดังแสดงในภาพที่ 12) และไมพบแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 
แถบ ซึ่งมีขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน genomic DNA ประมาณ 1300 bp 
                                            M       1      2        N 

 

ภาพที่ 12 แสดงผลการวิเคราะหเปรียบเทียบระหวางผลผลิต PCR ของ genomic DNA กับ 
cDNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis เรียงตามหมายเลข 1 และ 2 คือ ตัวอยาง H2 
(genomic DNA), cDNA ตามลําดับ และตัวอักษร M คือดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) โดยใช 
Hind III และตัวอักษร N คือดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) โดยใช Ladder 100 bp 

ขนาด 
           ~2000bp 

 ~700bp 
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  หลังจากนั้นทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยการนํายีน Na-ASP-2 ที่เปน genomic 
DNA และ cDNA มาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 ชุด ABI Prism 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit จากนัน้ทําการวิเคราะหขอมูล 
(data analysis) ลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W version 3.1 
(http://www.megasoftware.net) จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่
ไดมาจากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออน พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่เปน 
genomic DNA เม่ือทําการตัดในสวน intron ออกทั้งหมดและเชื่อมเฉพาะสวน exon เขาดวยกันมี
ผลตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ที่ไดจากผลการทดลองและจากฐานขอมูล GenBank 
Database ของยีน Na-ASP-2 ที่มีเฉพาะสวน exon นอกจากนีใ้นบริเวณระหวางรอยตอ exon 
และ intron ของ genomic DNA ไดเปนไปตามกฎ GT/AG rule ดังนั้นสามารถสรุปยืนยนัไดวายีน 
Na-ASP-2  ที่เปน genomic DNA โดยอยูในชวงทีต่องการศึกษาและสามารถนํามาวิเคราะห
ขอมูลไดประกอบดวย exon จํานวน 8 สวน และ intron จํานวน 7 สวน (ดังแสดงในภาพที่ 13 และ
ภาพที่ 14) 
 
ภาพที่ 13 แสดงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 ที่มาจาก genomic DNA 

E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

E           คือ exon และ IN          คือ intron 
 
ภาพที่ 14 แสดงตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่มาจาก genomic DNA ใน 
ตัวอยาง H2 
โดยมีสัญลักษณดังนี้ คือในสวนที่ GG และขีดเสนใต คือ exon สวนที่เหลือ คือ intron 

5
/
ULR คือ 5

/
untranslated leader sequence 

3
/
UTR คือ 3

/
untranslated tailer sequence 

    5
/
ULR                       exon                                            intron 

GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG
AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT
CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT
TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG
TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCA
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AACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACG
ATTCTACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAG
CACTGCAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATG
TCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCT
ACAGTATTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGA
AGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGC
TGCTAAGATGAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACT
TCTACATGACAGTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGA
TAAGTAAGTCAAAAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGAT
ATCTGAAAGACTTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCA
GTTCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGA
TGAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTC
ATTTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATG
GACATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATT
TGGTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGT
ATCTCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCA
GGAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAAC
AATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATT
TATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAAT
AATTTTGCAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGC
AAAGCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAG
GAGGCTTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTC
CGACTGGATCCTGATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTA
TGGCAAGAAACCGTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATG
TGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTT
TTTTTTTTCTTATTCGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCA
AGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGA
AGGGACTCTGCAGTGCTTGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTT
TAACAAATCGTAGTGATCTGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGC 
                                                                                               

3
/
UTR 
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ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 จากตวัอยางพยาธปิากขอระยะตัวออน 
  หลังจากทําการวิเคราะหผลผลิต PCR จํานวน 32 ตัวอยาง ที่เปน genomic DNA โดย
ตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis พบวาผลิตผลที่นํามา
วิเคราะหมีขนาดประมาณ 2,000 bp ดังนั้นจะเห็นไดวาตวัอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. 
americanus ที่ไดจากผูติดเชื้อจํานวน 32 ตัวอยางสามารถทําการเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอของยีน Na-
ASP-2 ไดทั้งหมด (ดังแสดงในตารางที่ 5) ประกอบดวยตวัอยางจากนักเรียนโรงเรียนไมกะพงและ
โรงเรียนบานปรอผาโด อําเภออุมผาง จังหวัดตาก จํานวน 19 ตัวอยาง (H1-H19) ตัวอยางจาก
ชุมชน อําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวน 8 ตัวอยาง (H20-H27) และตัวอยางจาก
นักเรียนโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จงัหวัดราชบุรี จํานวน 5 ตัวอยาง (H28-H32) จากนั้น
นํามาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 ชุด ABI Prism BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit และวิเคราะหขอมูล (data analysis) โดย
ทําการวิเคราะหเรียงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W version 
3.1 (http://www.megasoftware.net) เพื่อประเมินความหลากหลายของนิวคลีโอไทด 
 
ตารางที่ 5 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางที่มีผลทาง PCR  

ลําดบัท่ี ช่ือ sample เพศ อาย(ุป) สถานท่ี 
1 H1 ชาย 8 จ.ตาก 
2 H2 หญิง 9 จ.ตาก 
3 H3 ชาย 10 จ.ตาก 
4 H4 ชาย 10 จ.ตาก 
5 H5 หญิง 11 จ.ตาก 
6 H6 ชาย 11 จ.ตาก 
7 H7 หญิง 11 จ.ตาก 
8 H8 ชาย 11 จ.ตาก 
9 H9 หญิง 13 จ.ตาก 
10 H10 ชาย 12 จ.ตาก 
11 H11 หญิง 11 จ.ตาก 
12 H12 ชาย 11 จ.ตาก 
13 H13 ชาย 11 จ.ตาก 
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14 H14 ชาย 11 จ.ตาก 
15 H15 หญิง 11 จ.ตาก 
16 H16 ชาย 11 จ.ตาก 
17 H17 ชาย 11 จ.ตาก 
18 H18 หญิง 10 จ.ตาก 
19 H19 ชาย 10 จ.ตาก 
20 H20 ชาย 10 จ.นครศรีธรรมราช 
21 H21 หญิง 64 จ.นครศรีธรรมราช 
22 H22 หญิง 47 จ.นครศรีธรรมราช 
23 H23 หญิง 7 จ.นครศรีธรรมราช 
24 H24 ชาย 15 จ.นครศรีธรรมราช 
25 H25 ชาย 4 จ.นครศรีธรรมราช 
26 H26 หญิง 39 จ.นครศรีธรรมราช 
27 H27 ชาย 22 จ.นครศรีธรรมราช 
28 H28 ชาย 11 จ.ราชบุรี 
29 H29 ชาย 11 จ.ราชบุรี 
30 H30 หญิง 10.1 จ.ราชบุรี 
31 H31 ชาย 12.3 จ.ราชบุรี 
32 H32 หญิง 10.5 จ.ราชบุรี 
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ผลการวเิคราะหความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด      
N. americanus ท่ีเปน genomic DNA 
 
1. ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 เฉพาะในสวนของ exon (ดังแสดงใน
ตารางที่ 6) และแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 บริเวณเฉพาะ exon (ดังแสดงในภาพ
ที่ 15) 

ตารางที่ 6 แสดงตัวอยางของยีน Na-ASP-2 ในตําแหนงทีเ่กิดการแทนทีใ่นลําดบันิวคลีโอไทด (ตัว
ออนพยาธ)ิ บริเวณเฉพาะ exon เทียบกบัฐานขอมูล GenBank Database accession number 
AY288089 

Isolates source nucleotide 
position 

codon amino 
acid 

type of nucleotide substitution 

H20 และ H24 L3 109 TTG 

ATG 

Leu 

Met 

nonsynonymous transversion 

H1, H2, H3, H4, H5, 
H6, H7, H8, H9, 
H10, H11, H12, 
H13, H14, H15, 
H16, H17, H18, 
H19, H20, H21, 
H22, H23, H24, 
H25, H26, H27, 
H28, H29, H30, H31 
และ H32 

L3 441 GGG 

GGA 

Gly 

Gly 

synonymous transition 

H1 และ H25 L3 486 TGC 

TGT 

Cys 

Cys 

synonymous transition 
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 ภาพที่ 15 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 บริเวณเฉพาะ exon เทียบกับฐานขอมูล 
GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งตัวอยาง H2 เปนตัวแทนลําดบันิวคลีโอ
ไทดที่พบเปนสวนมาก (N=28) ในกลุมตัวอยาง  
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) 
H2              ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
AY288089        ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
H25             ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
H1              ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
H20             ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
H24             ATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGT 
                ************************************************************ 
 
H2              TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCG 
AY288089        TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCG 
H25             TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCG 
H1              TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCG 
H20             TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAAATGCACAATTCG 
H24             TGTCCTGACAATGGAATGTCAGAGGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAAATGCACAATTCG 
                ************************************************ *********** 
 
H2              TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
AY288089        TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
H25             TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
H1              TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
H20             TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
H24             TTGAGAAGTTCGGTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAA 
                ************************************************************ 
 
H2              GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
AY288089        GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
H25             GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
H1              GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
H20             GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
H24             GCTGCTAAGATGAAGACGATGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAAC 
                ************************************************************ 
 
H2              GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
AY288089        GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
H25             GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
H1              GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
H20             GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
H24             GCGAAACAATGTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAAT 
                ************************************************************ 
 
H2              ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
AY288089        ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
H25             ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
H1              ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
H20             ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
H24             ATATTTATGTCTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGCTAGCAAA 
                ************************************************************ 
 
H2              GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
AY288089        GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
H25             GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
H1              GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
H20             GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
H24             GCTTGGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGC 
                ************************************************************ 
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H2              TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
AY288089        TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGGCACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
H25             TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
H1              TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
H20             TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
H24             TTGTTCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGATGGTATGGCAAGAAACCGTTAAGCTT 
                ******************** *************************************** 
 
H2              GGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
AY288089        GGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
H25             GGATGTTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
H1              GGATGTTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
H20             GGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
H24             GGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTACGGTCCTGCT 
                ***** ****************************************************** 
 
H2              GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
AY288089        GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
H25             GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
H1              GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
H20             GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
H24             GGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAGAAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAAT 
                ************************************************************ 
 
H2              TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
AY288089        TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
H25             TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
H1              TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
H20             TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
H24             TGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCTTGA 
                ********************************* 

 
 
 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทีส่กัดมาจากพยาธิปากขอชนิด 
N. americanus ระยะตัวออนทั้งหมด 32 ตัวอยาง เฉพาะในสวนของ exon เปรียบเทยีบกับยีน 
Na-ASP-2 จากฐานขอมูล GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งเปนตนแบบ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่คยมีการศึกษาพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดตลอดทั้งยีนยาว 753 bp โดยใน
สวนที่แปลรหัสเปนโปรตีน Open reading frame (ORF) หรือ Coding region มีความยาว 630 
bp เทียบเทากบักรดอะมิโน 210 ตัว จากการวิเคราะหในแตละสวนของยีน Na-ASP-2 พบวามี
การแทนทีน่ิวคลีโอไทด (substitution) 3 ตําแหนง ไดแก ตาํแหนงที ่109, 441, และ 486 ใน
ตําแหนงที่ 109  ซึ่งเปนสวนของ exon 3 มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T เปน A สงผลให 
codon เปล่ียนจาก TTG เปน ATG โดย codon ทั้ง 2 ชนดิเปนรหัสทีใ่ชในการสรางกรดอะมิโนตาง
ชนิดกนั ดังนั้นเม่ือมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตามลําดับดังกลาว จะทําใหเปล่ียนชนิดของกรดอะ
มิโนจาก Leucine เปน Methionine ซึ่งพบในตัวอยาง H20 และ H24 สําหรับตําแหนงที่ 441 ซึ่ง
เปนสวนของ exon 6 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A สงผลให codon เปล่ียน
จาก GGG เปน GGA แตไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (Glycine) มีจํานวน 32 ตัวอยางซึ่งพบใน
ตัวอยาง H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, H17, 
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H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H26, H27, H28, H29, H30, H31 และ H32 ใน
ตําแหนงที่ 486 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดจาก C เปน T ทําให codon 
เปล่ียนจาก TGC เปน TGT  แตไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (Cysteine) ซึ่งพบในตัวอยาง H1 และ 
H25 และจากผลการทดลองเม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank Database ทําใหทราบวายีน 
Na-ASP-2 ที่ไดมาจากพยาธปิากขอระยะตัวออนนั้นมีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดต่ํา 
   
2. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 เฉพาะในแตละสวนของ intron   

ในสวนของ intron เปนสวนที่ไมมีความสําคญัในการถอดรหัสเปนโปรตีนและยังไมมี
รายงานหนาที่ทีช่ัดเจนแตอาจจะมีสวนชวยในการแปลงเปนโปรตีน และจากการวิเคราะหยนี   
Na-ASP-2 เฉพาะในสวนของ intron พบวามีการเปล่ียนแปลงแบบ substitution, insertion และ 
deletion เกดิข้ึน (ดังแสดงในภาพที่ 16 ถึง 22) โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ประกอบดวยตัวอยางที่สกัดมาจากตัวออนพยาธปิากขอชนิด N. americanus จํานวน 32 
ตัวอยาง จากการวิเคราะหแยกตามในแตละสวนของ intron ซึ่งมีทั้งหมด 7 สวนพบวา 

  
บริเวณ intron 1  

ภาพที่ 16 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 1 ที่เหมือนกันในทกุตัวอยาง โดยมีขนาดความ
ยาว 80 bp  
GTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTGAACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAG
AATATGATTTAG 
   
  บริเวณ intron 2 
 ภาพที่ 17 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 2 โดยตวัอยาง H2 เปนตัวแทนของลําดับนิวคลี
โอไทดที่เหมือนกัน (N=14) ในกลุมตัวอยาง และตัวอยาง H9 เปนตัวแทนของลําดับนิวคลีโอไทดที่
เหมือนกัน (N=17) ในกลุมตัวอยางแตพบวาตัวอยาง H25 ที่มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
เกิดข้ึนในบริเวณ intron 2 
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) และมีนิวคลีโอไทด
ขาดหายไป (deletion) 
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H25             GTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACTTTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCT 
H9              GTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACTTTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCT 
H2              GTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACTTTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCT 
                ************************************************************ 
 
H25             GTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTGTGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTG 
H9              GTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTGTGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTG 
H2              GTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTGTGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTG 
                ************************************************************ 
 
H25             GTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAAACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCAC 
H9              GTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAAACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCAC 
H2              GTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAAACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCAC 
                ************************************************************ 
 
 
H25             ACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTCTATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCG 
H9              ACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTCTATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCG 
H2              ACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTCTACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCG 
                ********************************** ************************* 
 
H25             AAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTGCAAGAGAATTTTTTTTT-AATTCGAAAA 
H9              AAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTGCAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAA 
H2              AAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTGCAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAA 
                ************************************************* ********** 
 
H25             TCTTCAG 
H9              TCTTCAG 
H2              TCTTCAG 
                ******* 

 
 โดยพบวาในตําแหนงที่ 353 (นับตําแหนงจากจุดเร่ิมตน exon) ของกลุมตัวอยาง มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดทําใหลําดบันิวคลีโอไทดถกูแบงเปน 2 กลุม คือตัวอยาง H1, H4, 
H6, H7, H8, H9, H12, H15, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H27 และ H31 เปน
เบส T ตัวอยาง H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30 และ H32 
เปนเบส C และในตําแหนงที่ 428 พบวามีนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) คือ เบส T พบใน
ตัวอยาง H25  โดยในสวน intron 2 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 307 bp 
 
 บริเวณ intron 3  
ภาพที่ 18 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่พบในทกุตัวอยางของบริเวณในสวน intron 3 ซึ่งพบวาไมมี
การเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดเกดิข้ึนและมีขนาดความยาว 71 bp 
GTATAATCTTCTACAGTATTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCC
AG 
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  บริเวณ intron 4 
 ภาพที่ 19 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 4 โดยตวัอยาง H2 เปนตัวแทนของกลุมตัวอยาง
ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน (N=18) และตัวอยาง H19 เปนตัวแทนของลําดบันิวคลีโอไทดที่
เหมือนกัน (N=13) ในกลุมตัวอยาง แตพบวาตัวอยาง H4 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
เกิดข้ึนในหลายตําแหนง 
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) และมีนิวคลีโอไทด
เพิ่มข้ึนมา (insertion) 
 
 
 
H2              GTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACAGTGAACCAC 
H19             GTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACAGTGAACCAC 
H4              GTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACAGTGAACCAC 
                ************************************************************ 
 
H2              AAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAAAAACGACTA 
H19             AAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAAAAACGACTA 
H4              AAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTATCTGATAAATGAGTCAAGAACGACTA 
                ********************************* ******** * ****** ******** 
 
H2              AAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC------------ 
H19             AAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC------------ 
H4              AAGCAAACGTTAGGATAGGGAGGATACATCTCTGGATATCTGAAAGATCACTTCCCACGA 
                ************* ********  ** **** ***************              
 
H2              -TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGTTCATTGATT 
H19             -TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGTTCATTGATT 
H4              GTTAGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGTTCATTGATT 
                 ** ******************************************************** 
 
H2              TTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGATGAAGACGAT 
H19             TTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGATGAAGACGAT 
H4              TTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTGGATCTTACATTAGATGAAGACGAT 
                *********************************** ***** ****************** 
 
H2              GGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCATTTATCACTA 
H19             GGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCATTTATCATTA 
H4              GGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCATTTATCATTA 
                ********************************************************* ** 
 
H2              GATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGACATTTTGAG 
H19             GATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGACATTTTGAG 
H4              GATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGACATTTTGAG 
                ************************************************************ 
 
H2              TTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTGGTGTAGATG 
H19             TTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTGGTGTAGATG 
H4              TTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTGGTGTAGATG 
                ************************************************************ 
 
H2              GCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATCTCAGTAAGA 
H19             GCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATCTCAGTAAGA 
H4              GCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATCTCAGTAAGA 
                ************************************************************ 
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H2              TCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAGGAACTGTTT 
H19             TCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAGGAACTGTTT 
H4              TCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAGGAACTGTTT 
                ************************************************************ 
 
H2              AG 
H19             AG 
H4              AG 
                ** 
 
 

 โดยพบวาตัวอยาง H4 มีนิวคลีโอไทดที่เปล่ียนแปลงหลายตําแหนงสงผลใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดแตกตางจากตัวอยางอ่ืนๆ คือ ตําแหนงที่ 753 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) มีการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที ่762 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A 
ตําแหนงที่ 764 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 771 มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 793 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
จาก A เปน G ตําแหนงที่ 802 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที ่803 มี
การเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 806 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดจาก G เปน C ตําแหนงที ่811 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน C ตําแหนงที ่
827 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ตั้งแตตําแหนงที่ 828 ถึงตําแหนงที่ 840 มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มข้ึนมา (insertion) จํานวน 13 เบส คือ CACTTCCCACGAG ตําแหนงที ่
843 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 935 มีการเปล่ียนแปลงของ     
นิวคลีโอไทดจาก A เปน G และตําแหนงที่ 941 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน T  
  ในตําแหนงที่ 1017 พบวามีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดในกลุมตัวอยางแบงแยก
ออกเปน 2 กลุม คือตัวอยาง H2, H3, H5, H7, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H16, H17, 
H26, H28, H29, H30, H31 และ H32 เปนเบส C ตัวอยาง H1, H4, H6, H8, H15, H18, H19, 
H20, H21, H22, H23, H24, H25 และ H27 เปนเบส T 
  มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวที่สุด 602 bp และลําดับนิวคลีโอไทดที่ส้ันที่สุด 589 bp 
 

บริเวณ intron 5 
 ภาพที่ 20 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดทีพ่บในสวน intron 5 ของทุกตัวอยางโดยไมพบการ
เปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนและมีขนาดความยาว 66 bp 
GTCTAACTTAATAATTTTGCAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAG 
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บริเวณ intron 6 
ภาพที่ 21 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณในสวน intron 6 โดยตัวอยาง H2 เปนตัวแทนของลําดับ
นิวคลีโอไทดที่เหมือนกนั (N=29) ในกลุมตัวอยาง ซึ่งพบในตัวอยาง H2, H3, H4, H5, H6, H7, 
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H16, H17, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H26, 
H27, H28, H29, H30, H31 และ H32 อยางไรก็ตามพบตัวอยางที่มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดเกิดข้ึน 
 โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) 

 
H25             GTATGTGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCTGGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACAT 
H15             GTATGTGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCTGGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACAT 
H1              GTATGCGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCTGGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACAT 
H2              GTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCTGATATTTTAGCGATATGAATTGATCACAT 
                ***** *****  ******************* ************** * ** ******* 
H25             CGATTTTCTTCAG 
H15             CGATTTTCTTCAG 
H1              CGATTTTCTTCAG 
H2              CGATTTTCTTTAG 
                ********** ** 

 
โดยตําแหนงที่ 1585 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) พบวาตัวอยาง H25 และ H15 มีการ

เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T และ ในตัวอยาง H25, H15 และ H1 พบวามีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดหลายตําแหนง คือ ตําแหนงที่ 1591 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดจาก G เปน C ตําแหนงที่ 1592 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ตําแหนงที่ 
1612 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 1627 มีการเปล่ียนแปลงของนิ
วคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 1629 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน C 
ตําแหนงที่ 1632 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A และตําแหนงที่ 1650 มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก T เปน C โดยในสวน intron 6 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 
73 bp 

 
  บริเวณ intron 7 
 ภาพที่ 22 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณในสวน intron 7 โดยตัวอยาง H2 เปนตัวแทนของ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่หมือนกัน (N=19) ในกลุมตัวอยาง ซึง่พบในตัวอยาง H2, H3, H4, H5, H6, 
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30, H31 และ H32 แตพบวามี
การขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนในหลายตัวอยาง 
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 โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) และมีนิวคลีโอไทด
ขาดหายไป (deletion) 

 
H7              GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT----CTTATTCGACTTCC 
H15             GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT----CTTATTCGACTTCC 
H25             GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT----CTTATTCGACTTCC 
H1              GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT----CTTATTCGACTTCC 
H23             GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTT--CTTATTCGACTTCC 
H2              GTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATTCGACTTCC 
                ******************************************    ************** 
 
H7              GAGGCAGAACGATATGTTTAG 
H15             GAGGCAGAACGATATGTTTAG 
H25             GAGGCAGAACGATATGTTTAG 
H1              GAGGCAGAACGATATGTTTAG 
H23             GAGGCAGAACAATATGTTTAG 
H2              GAGGCAGAACAATATGTTTAG 
                ********** ********** 

 

ในชวงระหวางลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 1781 ถึง 1784 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) 
พบวามีนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) ในหลายตัวอยาง คือ  
เบส T ขาดหายไป 4 ตัวในตัวอยาง H25, H15, H1, H8, H18 และ H7  
เบส T ขาดหายไป 2 ตัวในตัวอยาง H20, H27, H23, H19, H22, H24 และ H21  
ในตําแหนงที่ 1809 พบวาตัวอยาง H25, H15, H1 และ H7 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
จาก A เปน G โดยพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวที่สุด 81 bp และลําดับนิวคลีโอไทดที่ส้ันที่สุด 
77 bp 
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ผลการวเิคราะหลักษณะอัลลีลท่ีพบในยีน Na-ASP-2 
 
  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทัง้หมด 32 ตัวอยาง ทั้งในสวน 
exon และ intron ของ genomic DNA พบวาเม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
สามารถแบงกลุมอัลลีลไดดังนี ้
1. เฉพาะในสวน exon เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank Database ของยีน Na-ASP-2  คือ 

accession number AY288089 เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
สามารถแบงกลุมอัลลีลเปน 4 แบบ (ดังแสดงในตารางที่ 7) 

2. เฉพาะในสวน intron เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลสามารถ
แบงกลุมอัลลีลเปน 10 แบบ (ดังแสดงในตารางที่ 7) 

3. ทั้งในสวน exon และ intron เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลสามารถ
แบงกลุมอัลลีลเปน 11 แบบ (ดังแสดงในตารางที่ 7)
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ตารางที่ 7 แสดง Haplotypes of Na-ASP-2 among field and published sequences 
 
Region   Haplotype  Positions of nucleotide substitutions*                  Positions of indels    Isolates 
 
                                                  1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1                   1111 
                    3 4 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 9 9 0 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 8   4 8888888888888 7777 
                    5 9 5 6 6 7 9 0 0 0 1 2 4 3 4 1 6 8 9 9 1 2 2 3 5 8 0   2 2233333333334 8888 
                    3 6 3 2 4 1 3 2 3 6 1 7 3 5 1 7 7 5 1 2 2 7 9 2 0 5 9   8 8901234567890 1234 
 
Exons    1            T                             G                 C                             AY288089    
         2            A                             A                 C                             H20, H24 
         3            T                             A                 C                             Remaining isolates 
         4            T                             A                 T                             H25, H1  
Introns  1          t   g g a a a a g g a c g a a t   c g c a g a g t   a   t ------------- tt--    H19, H20, H21, H22, H23, H24, H27 
         2          t   g g a a a a g g a c g a a t   t c t g a c a c   g   - ------------- ----    H25 
         3          t   g g a a a a g g a c g a a t   c g c a g a g t   a   t ------------- ----    H8, H18 
         4          c   g g a a a a g g a c g a a c   c g c a g a g t   a   t ------------- tttt    H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14,                             
                                                                                                   H16, H17, H26, H28, H29, H30, H32   
         5          t   g g a a a a g g a c g a a t   c g c a g a g t   a   t ------------- tttt    H6 
         6          t   g g a a a a g g a c g a a t   c c t g a c a c   g   t ------------- ----    H1 
         7          t   g g a a a a g g a c g a a c   c g c a g a g t   a   t ------------- tttt    H9, H12, H31 
         8          t   a a g g g g a c c t a g t t   c g c a g a g t   a   t cacttcccacgag tttt    H4 
         9          t   g g a a a a g g a c g a a c   c g c a g a g t   g   t ------------- ----    H7 
        10          t   g g a a a a g g a c g a a t   t c t g a c a c   g   t ------------- ----    H15 
 All     1          t A g g a a a a g g a c g a a t A c g c a g a g t C a   t ------------- tt--    H20, H24  
         2          t T g g a a a a g g a c g a a t A c g c a g a g t C a   t ------------- tt--    H19, H21, H22, H23, H27 
         3          t T g g a a a a g g a c g a a t A t c t g a c a c T g   - ------------- ----    H25 
         4          t T g g a a a a g g a c g a a t A c g c a g a g t C a   t ------------- ----    H8, H18 
         5          c T g g a a a a g g a c g a a c A c g c a g a g t C a   t ------------- tttt    H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14,                             
                                                                                                   H16, H17, H26, H28, H29, H30, H32  
         6          t T g g a a a a g g a c g a a t A c g c a g a g t C a   t ------------- tttt    H6 
         7          t T g g a a a a g g a c g a a t A c c t g a c a c T g   t ------------- ----    H1 
         8          t T g g a a a a g g a c g a a c A c g c a g a g t C a   t ------------- tttt    H9, H12, H31  
         9          t T a a g g g g a c c t a g t t A c g c a g a g t C a   t cacttcccacgag tttt    H4 
        10          t T g g a a a a g g a c g a a c A c g c a g a g t C g   t ------------- ----    H7 
        11          t T g g a a a a g g a c g a a t A t c t g a c a c C g   t ------------- ----    H15 63 
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  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทัง้หมด 32 ตัวอยาง ทั้งในสวน 
exon และ intron ของ genomic DNA พบวาเม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
ทั้งหมดในสวน exon รวมกับ intron สามารถแบงกลุมอัลลีลเปน 11 แบบ (ดังแสดงในภาพที่ 23) 
มีรายละเอียดดังนี้  
  อัลลีลที่ 1 คือ H20 และ H24 โดยพบวาในตําแหนงที่ 496 ซึ่งเปนสวนของ exon 3 มีการ
แทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T เปน A และในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1783 และ 1784 เบส T ขาด
หายไป 2 ตัว 
  อัลลีลที่ 2 คือ H19, H21, H22, H23 และ H27 โดยพบวาในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 
1783 และ 1784 เบส T ขาดหายไป 2 ตัว 
  อัลลีลที่ 3 คือ H25 โดยพบวาในสวน intron 2 ตําแหนงที่ 428 มีนิวคลีโอไทดขาดหายไป 
(deletion) คือ เบส T ในสวน intron 6 ตําแหนงที่ 1585 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C ตําแหนงที่ 
1591 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C ตําแหนงที่ 
1612 มีการแสดงเบส G แทนที่เบส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 
1629 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G และ
ตําแหนงที่ 1650 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส T ในตําแหนงที่ 1685 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มี
การแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที1่784 
เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 4 คือ H8 และ H18 โดยพบวาในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที่
1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว 
  อัลลีลที่ 5 คือ H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30 
และ H32 โดยพบวาในลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ตําแหนงที่ 353 (นับตําแหนงจาก
จุดเร่ิมตน exon) ของบริเวณ intron 2 มีการแสดงเบส C แตกตางจากอัลลีนอ่ืนๆทีแ่สดงเบส T 
และในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส C ทําใหมีลักษณะแตกตางไปจากอัล
ลีลอ่ืนๆ 
  อัลลีลที่ 6 คือ H6 โดยพบวาในลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ตําแหนงที่ 353 (นับ
ตําแหนงจากจุดเร่ิมตน exon) ของบริเวณ intron 2 มีการแสดงเบส T และในตําแหนงที่ 1017 ของ
บริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส T ทําใหมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางจากอัลลีลททีี่ 1 และ 2 ไม
สามารถจัดอยูในกลุมอัลลีลได 
  อัลลีลที่ 7 คือ H1 โดยพบวาในสวน intron 6 ตําแหนงที่ 1591 มีการแสดงเบส C แทนที่
เบส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนทีเ่บส C ตาํแหนงที่ 1612 มีการแสดงเบส G 
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แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G ตําแหนงที่ 1629 มีการแสดงเบส C 
แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G และตําแหนงที่ 1650 มีการแสดง
เบส C แทนทีเ่บส T ในตําแหนงที่ 1685 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก 
C เปน T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที ่1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และใน
ตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 8 คือ H9, H12 และ H31 โดยพบวาในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มี
การแสดงเบส C  
  อัลลีลที่ 9 คือ H4 โดยพบวาในสวน intron 4 มีนิวคลีโอไทดแตกตางจากอัลลีลอ่ืนๆ คือ 
ตําแหนงที่ 753 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 762 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G 
ตําแหนงที่ 764 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 771 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
ตําแหนงที่ 793 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 802 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
ตําแหนงที ่803 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 806 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส G 
ตําแหนงที ่811 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส A ตําแหนงที ่827 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C 
ในชวงระหวางตําแหนงที่ 828 กับตําแหนงที่ 840 มีลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มข้ึนมา (insertion) 
จํานวน 13 เบส คือ CACTTCCCACGAG ตําแหนงที ่843 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G 
ตําแหนงที่ 935 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A และตําแหนงที่ 941 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส 
A    
  อัลลีลที่ 10 คือ H7 โดยพบวาในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส C 
แทนทีเ่บส T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที ่1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และ
ในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 11 คือ H15 โดยพบวาในสวน intron 6 ตําแหนงที ่1585 มีการแสดงเบส T แทนที่
เบส C ตําแหนงที่ 1591 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนที่
เบส C ตําแหนงที่ 1612 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A 
แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 1629 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A 
แทนทีเ่บส G และตําแหนงที่ 1650 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 
1781 ถึงตําแหนงที1่784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G 
แทนทีเ่บส A 
  จากการวิเคราะหตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลพบวาอัลลีลที่ 5 พบไดมากที่สุด
จํานวน 14 ตัวอยางจากระยะตัวออนพยาธิปากขอ  
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ภาพที่ 23 แสดงตําแหนงของแตละอัลลีลตามลักษณะความแตกตาง 
โดย                  คือ ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน exon 
                        
                        คือ ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 
                         
                        คือ ตําแหนงที่มีความแตกตางของนิวคลีโอไทด 
 
 
อัลลีลที่ 1 (N=2) โดยเปนตัวอยางจาก จ.นครศรีธรรมราช 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 2 (N=5) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 1 ตัวอยาง และ จ.นครศรีธรรมราช 4 ตัวอยาง 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 3 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.นครศรีธรรมราช 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 4 (N=2) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 5 (N=14) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 9 ตัวอยาง จ.นครศรีธรรมราช 1 ตัวอยาง และ จ.
ราชบุรี 4 ตัวอยาง 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 6 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 7 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 8 (N=3) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 2 ตัวอยาง และ จ.ราชบุรี 1 ตัวอยาง 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

E 

IN 

E 
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อัลลีลที่ 9 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 10 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 11 (N=1) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

 
  จากการวิเคราะหยนี Na-ASP-2 ทั้งในสวนของ exon และ intron พบวาอัลลีลที่ 5 พบได
มากที่สุดจํานวน 14 ตัวอยาง  
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บทท่ี 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

ปจจบุันโรคพยาธปิากขอยังคงเปนโรคติดเชื้อทีเ่ปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขและ
สุขภาพของประชากรทั่วโลกโดยเฉพาะประเทศที่มีภูมิอากาศแบบรอนชืน้ทําใหมีผูติดเชื้อปากขอ
เปนจํานวนมากและสงผลทําใหเกิดการเจบ็ปวยและเสียชวิีตตามมา สําหรับประเทศไทยพบผูทีต่ดิ
เชื้อพยาธปิากขอในบริเวณภาคใตของประเทศเปนสวนใหญเนื่องจากมีสภาพแวดลอมทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญเตบิโตและการแพรกระจายของพยาธิปากขอ พยาธิปากขอสามารถทําใหเกิดโรคได
ตั้งแตระยะตัวออนเร่ิมไชเขาสูผิวหนังจนถึงลําไสและยังพบวามีการปลอยโปรตีนชนิดตางๆ เพื่อ
ชวยใหพยาธเิขาสูรางกายไดงายยิ่งข้ึนรวมไปถึงการมีชีวิตอยูไดเปนเวลานานหลายปโดยสามารถ
หลบเล่ียงระบบภูมิคุมกันของรางกายผูที่ติดเชื้อได พยาธปิากขอในระยะตัวเต็มวัยจะเกาะผนงั
ลําไสและดูดเลือดมาเปนอาหารจึงเปนสาเหตหุนึ่งที่ทําใหผูที่ติดเชื้อเกิดโรคโลหิตจางเนื่องจากการ
ขาดธาตุเหล็กและภาวะทพุโภชนาการข้ึนได โดยโรคนีพ้บไดทั้งในเด็กและผูใหญแตพบการแพร
ระบาดอยางมากในเดก็ (Taweethavonsawat et al., 2006) ถึงแมวาอัตราการเสียชีวิตของ
ประชากรทีต่ิดโรคพยาธปิากขอจะไมสูงมากนัก แตผลเสียตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของ
ประชากรโดยรวมจัดเปนอุปสรรคสําคญัตอการพัฒนาประเทศทั้งในดานแรงงาน เศรษฐกจิ และ
สังคม โดยปญหาทีเ่ปนอุปสรรคสําคญัตอการรักษาปองกนัและควบคุมโรคพยาธปิากขอ คือ การ
แพรกระจายเชื้อของผูทีเ่ปนโรค การขาดความรูของประชากรรวมถึงการติดเชื้อพยาธปิากขอซ้ํา
หลังจากที่ไดมีการรักษาไมกีเ่ดือน ถงึแมวาจะมีมาตรการปองกันและควบคมุโรคพยาธิปากขอ เชน 
การหากลุมเส่ียง พื้นที่ทีเ่ส่ียงตอการเกิดโรคพยาธิปากขอรวมถึงการใหสุขศึกษาที่ดีแกชุมชน 
มาตรการดังกลาวนั้นสามารถทีจ่ะควบคุมโรคพยาธิปากขอใหลดลงไปไดแตอยางไรก็ตามยงัคง
พบโรคพยาธิปากขออยูในระดับที่ตองมีการแกไขปญหา 

จากที่ไดทําการสํารวจและเก็บตัวอยางอุจจาระของนักเรียนในโรงเรียนและชุมชนที่อยูใน
พื้นที่ที่มีความชุกของพยาธิปากขอสูงพบวานกัเรียนและคนในชุมชนยังคงมีการติดเชื้อพยาธิ
ปากขออยูในอัตราไมสูงมากอาจเนื่องมาจากตัวอยางที่ไดสงตรวจมีจํานวนนอย โดยคิดเปนรอย
ละเฉล่ีย 26.33 ในจังหวัดตาก รอยละ 29.55 ในจังหวัดนครศรีธรรมราช และรอยละ 9.23 ใน
จังหวัดราชบุรี โดยมีคาใกลเคียงสอดคลองกบัผลการศึกษาตางๆ ซึ่งไดมีการสํารวจโดยการตรวจ
อุจจาระตั้งแตป พ.ศ.2494 จนถึงปจจุบัน พบวาพยาธิปากขอชุกชุมในทุกภาคและภาตใตในบาง
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พื้นที่มีความชุกสูงสุดถึงรอยละ 49.2 (Jongsuksantikul et al., 1992) และจากการสํารวจเดก็
นักเรียนในบางพืน้ที่ของจงัหวัดนครศรีธรรมราชและจังหวัดเชยีงใหมพบวามีอัตราการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอสูงถึงรอยละ 80 และรอยละ 26.3 ตามลําดบั นอกจากนีจ้ากการสํารวจโรคหนอนพยาธิ
ของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบความชกุของพยาธิปากขอในระดับหมูบานของ
ภาคใตสูงถึงรอยละ 38.1 ซึ่งปจจุบนัโรคพยาธิปากขอไดถกูจัดอยูในงานปองกันควบคุมโรค
หนอนพยาธิของแผนพัฒนาการสาธารณสุขแหงชาติ (ฐิตมิา วงศาโรจน และคณะ, 2552) สาเหตุ
สวนใหญที่นกัเรียนยงัคงมีปญหาการตดิเชื้อพยาธิปากขออยูอาจเนื่องมาจากการมีอุปนิสัยไมสวม
ใสรองเทาในบางเวลา เชน ชวงเวลาที่มีการเลนกีฬาในบริเวณที่เปนพืน้ดิน รวมถึงนักเรียนสวน
ใหญที่ทําการสํารวจพบวาไมมีการกินยาฆาพยาธใินชวง 1 ปที่ผานมา นอกจากนี้คนที่อาศัยอยูใน
พื้นที่มีอาชีพที่เส่ียงตอการติดเชื้อ เชน ทําสวน ทําไร และมักไมสวมรองเทาเวลาทํางานจึงทําใหตัว
ออนของพยาธิมีโอกาสไชเขาสูผิวหนังไดงายและประชากรสวนใหญยังขาดความรูเร่ืองโรคพยาธิ
รวมถึงบริเวณโรงเรียนและชุมชนมีส่ิงแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของไขและตัวออน
พยาธิ และจากการสํารวจพบวาพบผูทีต่ิดเชื้อพยาธิปากขอสวนใหญพบในเพศชายมากกวาเพศ
หญิงและสวนมากพบในเด็กอายุ 9-13 ป ซึ่งเพศชายเปนเพศที่มีการดํารงชีวิตและพฤตกิรรมตางๆ
ที่เส่ียงตอการติดเชื้อมากกวาเพศหญิง เชน เวลาเขาไปทําสวนมักไมสวมรองเทา ถายอุจจาระไม
ถูกสุขลักษณะบริเวณพืน้ดินและมีกิจกรรมตางๆที่อยูตามบริเวณพืน้ดินเปนสวนมากเชน ทํางาน
หรือเลนกฬีา ดังนั้นมาตรการอันหนึ่งทีน่าจะเพิ่มประสิทธภิาพของการควบคุมการแพรกระจายของ
โรคพยาธิปากขอไดคือการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพยาธปิากขอ ซึ่งวัคซีนทีด่ีและมีประสิทธิภาพ
ควรจะมีองคประกอบของเชื้อพยาธิปากขอในหลายระยะของวงจรชีวิต 
  Na-ASP-2 เปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบเปนสวนใหญในระยะที่ตัวออนพยาธิปากขอชนิด   
N. americanus ไชเขาสูผิวหนัง แมจะยังไมทราบหนาทีท่ีช่ัดเจนแตอาจมีสวนสําคัญในการให
พยาธิสามารถมีชีวิตอยูในรางกายของผูที่ติดเชื้อได จากการศึกษาทดลองพบวายีน Na-ASP-2 มี
คุณสมบัตทิี่เหมาะสมตอการนํามาใชเปนองคประกอบของวัคซีน (vaccine candidate) เนื่องจาก
โปรตีนดังกลาวสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิปากขอได (Goud et 
al., 2005) ซึ่งมีขอมูลยืนยนัประสิทธิภาพของโปรตนี ASP-2 จากการทดลองในสัตวและจาก
การศึกษาในประชากรของประเทศบราซิลและจนีซึ่งมีการระบาดของการติดเชื้อพยาธิปากขอ
จํานวนมากพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ ASP-2 มีความสัมพันธกับการลดความ
เส่ียงของการตดิเชื้อพยาธิปากขอ (Diemert et al., 2008) จากการศึกษาโครงสรางและลําดับนิ
วคลีโอไทดพบวาโปรตีน Na-ASP-2 ที่อยูในฐานขอมูล GenBank Database คือ accession 
number AY288089 (Asojo et al., 2005) มีเพียง 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทานั้น ดังนั้นปจจุบันจึงไม
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ทราบวาโปรตีนดังกลาวมีความหลากหลายในลําดับกรดอะมิโนหรือไม การศึกษาคร้ังนี้จึงเปน
การศึกษาคร้ังแรกโดยใชตัวอยางพยาธปิากขอจากประเทศไทย เพื่อวิเคราะหความหลากหลาย 
(variation) ของยีน Na-ASP-2 จากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนที่ 3 ที่ไดจากผูที่ติดเชื้อ
ทั่วไป พบวายีน Na-ASP-2 ในรูปแบบ genomic DNA มีสวนของ intron (noncoding 
sequence) เพิ่มข้ึนมาจากสวน exon จํานวน 7 สวน และมีขนาดความยาวประมาณ 13 kb 
สําหรับการวิเคราะหในสวน exon (coding sequences) ซึ่งเปนสวนที่มีการแปลรหัสเปนกรดอะมิ
โนหรือโปรตีนพบวาความหลากหลายของยนีดังกลาวอยูในระดับต่ํา เนื่องจากพบการเปล่ียนแปลง
ในลําดับนิวคลีโอไทดเปนแบบ point mutation เพียง 3 ตําแหนงเทานั้น เม่ือเปรียบเทียบกับยนี 
Na-ASP-2 จากฐานขอมูล GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งเปนตนแบบ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่คยมีการศึกษา และเม่ือวิเคราะหกรดอะมิโนพบวามีเพยีง 1 ตําแหนงเทานัน้
ที่ทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (nonsynonymous) สวนอีก 2 ตําแหนงไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน 
(synonymous) ซึ่งการแทนที่ในตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่มีผลตอการเปล่ียนกรดอะมิโนในสวน 
exon จากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนทีเ่กดิข้ึนนัน้เปนการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T 
เปน A สงผลใหมีเปล่ียนชนดิของกรดอะมิโนจาก Leucine เปน Methionine โดยทั้ง 2 กรดอะมิโน
เปนกรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัว (non-polar) และไมมีประจุ (no-charge) เหมือนกันจึงไมทําใหกรดอะ
มิโนเปล่ียนคณุสมบัติแตกตางไปจากเดิม จากการศกึษาพบวาถากรดอะมิโนมีการเปล่ียนชนิด
แตกตางไปจากเดิมซึ่งอยูในข้ัวหรือประจุเดยีวกันอาจสงผลใหเกิดความผิดปกติของโปรตีนเกดิข้ึน
นอยหรือไมเกิดข้ึนเลย แตถามีการเปล่ียนกรดอะมิโนไปเปนหมูที่มีข้ัวประจุสุทธเิปนบวกอาจสงผล
ใหความผิดปกติเกิดข้ึนมากเพราะการเปล่ียนแปลงของประจุทาํใหโครงสรางของโปรตนีเปล่ียนไป 
(สุรศักดิ์ ละลอกน้ํา และคณะ, 2552) ดังนั้นการแทนทีใ่นตําแหนงดังกลาวจึงไมมีผลทําใหยนี Na-
ASP-2 ซึ่งเปนองคประกอบของวัคซีนมี epitope ที่ตางไปจากประชากรพยาธิปากขอ และจาก
การศึกษาลําดับกรดอะมิโนของยีน Na-ASP-2 เปรียบเทียบกับโมเลกุล ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ในจนีัส Ancylostoma ชนิดตางๆ พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกันปานกลางประมาณรอย
ละ 58-65 เทานัน้ (Goud et al., 2005) 
  ในสวน intron ของยีน Na-ASP-2 พบวาสวนใหญในแตละบริเวณของ intron มีลําดับ     
นิวคลีโอไทดที่เหมือนกนัแตมีบางตัวอยางที่นิวคลีโอไทดมีการเปล่ียนแปลงสงผลใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดแตกตางจากตัวอยางอ่ืนๆ จากผลการศึกษาเม่ือวิเคราะหรวม exon และ intron จะพบอัลลีล
ทั้งหมด 11 รูปแบบ โดยพบทั้งการเปล่ียนแปลงแบบ substitution และ insertion/deletion ซึ่งการ
เปล่ียนแปลงแบบ substitution มี 24 ตําแหนง insertion มี 13 ตําแหนง และ deletion มี 5 
ตําแหนง โดยรูปแบบที่พบเปนสวนมากคืออัลลีนที่ 5 ซึ่งพบวามีตัวอยางที่มีลําดับนิวคลีโอไทด
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เหมือนกันมากที่สุด 14 ตัวอยาง ประกอบดวย H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, 
H26, H28, H29, H30, H32 รองลงมาคืออัลลีลที่ 2 มี 5 ตัวอยางประกอบดวย H19, H21, H22, 
H23 และ H27 และอัลลีลที่ 8 มี 3 ตัวอยาง คือ H9, H12 และ H29  ดังนัน้พอจะสรุปไดวารูปแบบ
ยีน Na-ASP-2 ที่ประกอบดวยสวน exon และ intron อาจจะเปนรูปแบบที่ 5 อยางไรก็ตาม
เนื่องจากผูทดลองใชจํานวนตัวอยางนอยอาจมีผลไมชัดเจนควรมีการเพิ่มจํานวนตัวอยางใหมาก
ข้ึนเพื่อใชยนืยันขอมูลใหแมนยํายิ่งข้ึน ซึ่งความหลากหลายที่พบในสวน intron อาจไมมีผลตอ
กระบวนการสรางโปรตนีเพราะไมใชสวนที่มีการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน แตความหลากหลายใน 
intron อาจมีประโยชนในการเปน genetic marker เพื่อตดิตามพันธุกรรมประชากรของพยาธิ
ปากขอหรือใชศกึษาความหลากหลายของประชากรพยาธิปากขอได                                                     
  ดังนั้นจากขอมูลดังกลาวสามารถสรุปไดวาในสวน exon ของยีน Na-ASP-2 ที่สกัดมา
จากตัวออนพยาธปิากขอชนิด N. americanus ระยะ Filariform larva ในพืน้ทีท่ี่ทําการศกึษาใน
ประเทศไทยพบวามีความหลากหลายของลําดบันิวคลีโอไทดต่ํา (polymorphism) แสดงใหเห็นวา
โปรตีน Na-ASP-2 ที่เปนองคประกอบของวัคซีนมีบริเวณหรือ epitope ที่อาจใชเปน antigen 
กระตุนระบบภูมิคุมกันใหผลิตแอนติบอดีออกมาตอตานพยาธิปากขอขณะบกุรุกเขาไปในรางกาย
ได จึงไมนาจะเปนอุปสรรคของการนํามาเปนองคประกอบของวัคซีนปองกนัโรคพยาธิปากขอที่พบ
ในผูที่ตดิเชื้อทั่วไป นอกจากนีอ้าจนําโปรตีน Na-ASP-2 ไปใชรวมกบัโปรตีนชนดิอ่ืนๆเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของวัคซีนไดดยีิ่งข้ึน การพบความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 ในการศกึษาคร้ังนี้
จึงเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคญัในการพัฒนาองคประกอบของวัคซีนเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอตอไป  
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ขอเสนอแนะ 

 

  1. จากการศึกษาในแงของ HLA (human leukocyte antigen system) supertypes พบ
ตัวอยางที่เกดิการแทนทีเ่หมือนกบัการแทนทีใ่นตําแหนงของยีน Na-ASP-2 ที่ไดจากการศกึษาใน
คร้ังนี้ ซึ่งมีผลทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด โดย HLA ใน class 1 พบวาเม่ือเกิดการแทนที่มีผลทํา
ใหการตอบสนองลดลงไปจํานวนมาก โดยอาจสงผลตอ CD4+ lymphocyte เม่ือความจําเพาะกับ
ตําแหนงทีจ่ับกับ T cell epitope ลดลง แตใน class 2 เม่ือเกิดการแทนทีใ่นตําแหนงดังกลาวกลับ
มีผลทําใหการตอบสนองลดลงไปเพียงเล็กนอยจึงสงผลไมแตกตางไปจากเดิม อยางไรก็ตามการ
ตอบสนองของ HLA supertypes เม่ือเกิดการแทนทีก่รดอะมิโนเปนเพยีงการทํานายที่คาดวาจะ
เกิดข้ึนเม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตรง epitopes จึงจําเปนที่ตองทําการศกึษาใน
หลอดทดลองเพื่อทดสอบและยนืยันความถูกตองที่เกดิข้ึน 

  2. การศึกษาโดยใชจํานวนตัวอยางเชื้อพยาธิปากขอทีม่ากข้ึนอาจทําใหพบความ
หลากหลายของยนี Na-ASP-2 ไดมากยิ่งข้ึน หรือทําใหทราบขอบเขตของความหลากหลายไดดี
ข้ึนและอาจทําใหการวิเคราะหความสัมพันธระหวางลําดับนิวคลีโอไทดในแตละกลุมตัวอยางไดดี
ยิ่งข้ึน อันจะเปนประโยชนในการเขาใจกลไกทางพนัธุกรรมที่กอใหเกดิความหลากหลายดังกลาว
ตอไป           

  3. การศึกษาโดยหาองคประกอบของวัคซนีชนดิตางๆ ที่อยูในระยะการเจริญเติบโตของ
วงจรชีวิตพยาธิปากขอเม่ืออยูในรางกายของคนจะมีสวนชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการปองกัน
พยาธิปากขอไดดียิ่งข้ึน โดยโปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนไมควรมีความหลากหลายสูงมาก
จนเกินไปรวมไปถึงสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัของรางกายได จึงจะมีประสิทธิภาพในการ
ทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของพยาธิปากขอไดอยางสมบูรณและยังสงผลใหระบบ
ภูมิคุมกันสามารถคงอยูไดเปนระยะเวลานาน  
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ภาคผนวก ก 
 

แสดงรหัสพันธกุรรม (genetics code) 
 

Second Position  
 U C A G  

 
U 

UUU 
UUC         Phe 
UUA       Leu    
UUG 

UCU                
UCC          Ser          
UCA                 
UCG 

UAU        Tyr       
UAC                   
UAA*       Stop               
UAG*        Stop    

UGU      Cys       
UGC             
UGA*    Stop       
UGG           Trp 

U    
C     
A    
G 

 
C 

CUU         
CUC       Leu 
CUA         
CUG 

CCU             
CCC        Pro         
CCA          
CCG 

CAU            
CAC          His       
CAA          Gln 
CAG          

CGU 
CGC           Arg 
CGA 
CGG 

U    
C     
A    
G 

 
A 

AUU         
AUC        Ile 
AUA               
AUG+       Met 

ACU           
ACC         Thr      
ACA                
ACG 

AAU                 
AAC          Asn        
AAA          Lys             
AAG 

AGU 
AGC            Ser 
AGA            Arg 
AGG 

U    
C     
A    
G 

 
G 

GUU               
GUC       Val     
GUA             
GUG 

GCU               
GCC          Ala       
GCA               
GCG 

GAU               
GAC           Asp      
GAA         Glu 
GAG 

GGU 
GGC           Gly 
GGA 
GGG 

U    
C     
A    
G 

 
* chain termination, or “nonsense,” codon                                             
+ the initiator codon   
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ภาคผนวก ข 
แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 
Amino acid Three-letter abbreviation One-letter symbol 

Alanine 
Arginine 
Asparagine 
Aspartic acid 
Cysteine 
Glutamine 
Glutamic acid 
Glycine 
Histidine 
Isoleucine 
Leucine 
Lysine 
Methionine 
Phenylalanine 
Proline 
Serine 
Threonine 
Tryptophan 
Tyrosine 
Valine 
 

Ala 
Arg 
Asn 
Asp 
Cys 
Gln 
Glu 
Gly 
His 
Ile 

Leu 
Lys 
Met 
Phe 
Pro 
Ser 
Thr 
Trp 
Tyr 
val 

A 
R 
N 
D 
C 
Q 
E 
G 
H 
I 
L 
K 
M 
F 
P 
S 
T 
W 
Y 
V 
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ภาคผนวก ค 
 

                                             การเตรียมสารเคมี 
 

การเตรียม 0.5 EDTA (pH 8.0) 
  EDTA    186.1 g .    
  double distilled water  800   ml. 

นําสวนผสมทั้ง 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อ
เดียวกนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
จากนัน้นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อ*  

 
การเตรียม TBE buffer (10x)  
  Tris base    108 g. 
  Boric acid      55 g. 
  EDTA       7.4 g. 

 ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากบั 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอ
นึ่งปลอดเชื้อเชนเดียวกนั*  
 

การเตรียม marker 
  DNA marker       20 µl. 
  Dye       80 µl. 
  TE buffer               360 µl. 
 
การเตรียม TE buffer (10x) 
  1 M Tris     800 ml. 
  0.5 M EDTA    200 ml. 
  ผสมใหเขากันแลวนําไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อกอนที่จะใช * 
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การเตรียม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 
  น้ํากล่ัน               800 ml. 

 นําสวนผสมทั้ง 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดยีวดวย magnetic stirrer จากนั้นปรับ 
pH ดวย HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้ํากล่ัน 
และนําไปนึ่งดวยหมอปลอดเชื้อกอนทีจ่ะนําไปใช *  
 

* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี  
 
การเตรียม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 
  xylene cyanol FF   0.25 g. 
  glycerol in water      30 g. 

ละลายในน้ํากล่ัน โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
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 ภาคผนวก ง 
ขอมูลแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2     

 
 
H20             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H8              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H2              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H3              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H17             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H14             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H11             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H29             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H30             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H26             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H28             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H16             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H32             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H13             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H10             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H5              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H9              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H7              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H31             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H12             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H4              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H6              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H23             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H19             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H22             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H24             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H21             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H27             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H18             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H25             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H15             GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
H1              GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCACATGTTTGGTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTG 
                ************************************************************ 
 
H20             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H8              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H2              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H3              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H17             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H14             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H11             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H29             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H30             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H26             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H28             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H16             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H32             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H13             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H10             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H5              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H9              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H7              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H31             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H12             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H4              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H6              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H23             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H19             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
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H22             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H24             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H21             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H27             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H18             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H25             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H15             AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
H1              AACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAGAATATGATTTAGGTTCTT 
                ************************************************************ 
 
H20             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H8              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H2              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H3              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H17             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H14             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H11             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H29             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H30             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H26             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H28             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H16             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H32             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H13             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H10             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H5              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H9              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H7              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H31             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H12             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H4              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H6              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H23             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H19             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H22             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H24             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H21             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H27             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H18             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H25             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H15             CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
H1              CTCTCGATTGCAGCGTACTCCAAAGCCGGTAGGTTTATTCTTGTGAAATTCTTCTTTACT 
                ************************************************************ 
 
H20             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H8              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H2              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H3              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H17             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H14             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H11             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H29             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H30             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H26             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H28             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H16             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H32             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H13             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H10             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H5              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H9              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H7              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H31             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H12             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H4              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 



84 
 
H6              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H23             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H19             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H22             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H24             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H21             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H27             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H18             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H25             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H15             TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
H1              TTAGGGTTGCAAGCTTTGGTACATTTCTGTCAAATGGCTTTTACTTATGGTGCAATATTG 
                ************************************************************ 
 
H20             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H8              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H2              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H3              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H17             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H14             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H11             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H29             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H30             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H26             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H28             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H16             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H32             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H13             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H10             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H5              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H9              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H7              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H31             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H12             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H4              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H6              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H23             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H19             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H22             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H24             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H21             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H27             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H18             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H25             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H15             TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
H1              TGAGTTAATGAATGAGAGCGTATAACTGGTCCCTAGCTATGAGAGGGTTCTTTTTTTCAA 
                ************************************************************ 
 
H20             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H8              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H2              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H3              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H17             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H14             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H11             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H29             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H30             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H26             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H28             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H16             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H32             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H13             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H10             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H5              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H9              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H7              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
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H31             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H12             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H4              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H6              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H23             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H19             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H22             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H24             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H21             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H27             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H18             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H25             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H15             ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
H1              ACGTCTTGTGTAGATACGTTGCAAGCACACAATGCGGAGACCACGAAACCTCAACGATTC 
                ************************************************************ 
 
H20             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H8              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H2              TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H3              TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H17             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H14             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H11             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H29             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H30             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H26             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H28             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H16             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H32             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H13             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H10             TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H5              TACCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H9              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H7              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H31             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H12             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H4              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H6              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H23             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H19             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H22             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H24             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H21             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H27             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H18             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H25             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H15             TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
H1              TATCTTTCATGACCCGTAATTTGTTCCGAAAAGATGTGATTGAAGTTTGCAACAGCACTG 
                ** ********************************************************* 
 
H20             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H8              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H2              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H3              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H17             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H14             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H11             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H29             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H30             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H26             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H28             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H16             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H32             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H13             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H10             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 



86 
 
H5              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H9              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H7              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H31             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H12             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H4              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H6              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H23             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H19             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H22             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H24             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H21             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H27             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H18             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H25             CAAGAGAATTTTTTTTT-AATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H15             CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
H1              CAAGAGAATTTTTTTTTTAATTCGAAAATCTTCAGGTTGTCCTGACAATGGAATGTCAGA 
                ***************** ****************************************** 
 
H20             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAAATGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H8              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H2              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H3              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H17             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H14             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H11             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H29             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H30             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H26             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H28             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H16             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H32             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H13             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H10             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H5              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H9              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H7              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H31             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H12             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H4              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H6              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H23             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H19             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H22             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H24             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAAATGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H21             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H27             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H18             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H25             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H15             GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
H1              GGAAGCACGGCAAAAATTCCTTGAATTGCACAATTCGTTGAGGTATAATCTTCTACAGTA 
                ************************* ********************************** 
 
H20             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H8              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H2              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H3              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H17             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H14             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H11             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H29             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H30             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H26             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H28             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H16             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
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H32             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H13             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H10             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H5              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H9              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H7              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H31             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H12             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H4              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H6              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H23             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H19             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H22             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H24             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H21             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H27             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H18             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H25             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H15             TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
H1              TTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCCAGAAGTTCG 
                ************************************************************ 
 
H20             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H8              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H2              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H3              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H17             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H14             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H11             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H29             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H30             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H26             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H28             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H16             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H32             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H13             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H10             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H5              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H9              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H7              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H31             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H12             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H4              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H6              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H23             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H19             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H22             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H24             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H21             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H27             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H18             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H25             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H15             GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
H1              GTTGCATTGGGACAGGCCAAGGATGGAGCTGGTGGAAATGCCCCGAAAGCTGCTAAGATG 
                ************************************************************ 
 
H20             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H8              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H2              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H3              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H17             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H14             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H11             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H29             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H30             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
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H26             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H28             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H16             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H32             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H13             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H10             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H5              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H9              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H7              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H31             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H12             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H4              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H6              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H23             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H19             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H22             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H24             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H21             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H27             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H18             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H25             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H15             AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
H1              AAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTAGAAACCTAACGTAAACTTCTACATGACA 
                ************************************************************ 
 
H20             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H8              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H2              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H3              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H17             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H14             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H11             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H29             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H30             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H26             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H28             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H16             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H32             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H13             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H10             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H5              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H9              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H7              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H31             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H12             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H4              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTATCTGATAAATGAGTCAA 
H6              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H23             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H19             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H22             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H24             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H21             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H27             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H18             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H25             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H15             GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
H1              GTGAACCACAAAAGGTTGAAGCAGTCGTGTTAACTCTATTTTGTCTGATAAGTAAGTCAA 
                ****************************************** ******** * ****** 
 
H20             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H8              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H2              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H3              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H17             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H14             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
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H11             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H29             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H30             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H26             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H28             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H16             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H32             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H13             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H10             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H5              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H9              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H7              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H31             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H12             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H4              GAACGACTAAAGCAAACGTTAGGATAGGGAGGATACATCTCTGGATATCTGAAAGATCAC 
H6              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H23             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H19             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H22             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H24             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H21             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H27             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H18             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H25             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H15             AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
H1              AAACGACTAAAGCAAACGTTAGAATAGGGAGAGTAGATCTATGGATATCTGAAAGAC--- 
                 ********************* ********  ** **** ***************     
 
H20             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H8              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H2              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H3              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H17             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H14             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H11             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H29             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H30             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H26             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H28             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H16             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H32             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H13             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H10             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H5              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H9              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H7              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H31             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H12             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H4              TTCCCACGAGTTAGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H6              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H23             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H19             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H22             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H24             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H21             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H27             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H18             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H25             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H15             ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
H1              ----------TTGGCATTGTTGCAATTTTTGCATTCTGGAAAATTCAGCGTACAGCCAGT 
                          ** *********************************************** 
 
H20             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H8              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H2              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
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H3              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H17             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H14             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H11             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H29             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H30             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H26             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H28             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H16             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H32             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H13             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H10             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H5              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H9              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H7              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H31             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H12             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H4              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTGGATCTTACATTAGAT 
H6              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H23             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H19             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H22             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H24             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H21             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H27             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H18             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H25             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H15             TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
H1              TCATTGATTTTTCATTAGATGCCATTAGATCTGACAAATACATTAGATCTAACATTAGAT 
                ******************************************** ***** ********* 
 
H20             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H8              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H2              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H3              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H17             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H14             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H11             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H29             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H30             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H26             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H28             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H16             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H32             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H13             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H10             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H5              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H9              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H7              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H31             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H12             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H4              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H6              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H23             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H19             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H22             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H24             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H21             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H27             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H18             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H25             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H15             GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
H1              GAAGACGATGGTATAGCTCTTGTTGAGATCCTGTTGAGTTGAGATGTTGAGATTATTCAT 
                ************************************************************ 
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H20             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H8              TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H2              TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H3              TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H17             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H14             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H11             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H29             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H30             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H26             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H28             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H16             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H32             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H13             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H10             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H5              TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H9              TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H7              TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H31             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H12             TTATCACTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H4              TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H6              TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H23             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H19             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H22             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H24             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H21             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H27             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H18             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H25             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H15             TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
H1              TTATCATTAGATCTACAAATCATTAGATCTAACAAGTACAACTTTTTTGAGTGAAATGGA 
                ****** ***************************************************** 
 
H20             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H8              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H2              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H3              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H17             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H14             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H11             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H29             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H30             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H26             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H28             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H16             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H32             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H13             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H10             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H5              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H9              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H7              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H31             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H12             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H4              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H6              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H23             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H19             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H22             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H24             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H21             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H27             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H18             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H25             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
H15             CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
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H1              CATTTTGAGTTCAACTGACGAAAAAAACATAAAATGTTACAAATATGAACGTTACATTTG 
                ************************************************************ 
 
H20             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H8              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H2              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H3              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H17             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H14             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H11             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H29             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H30             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H26             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H28             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H16             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H32             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H13             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H10             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H5              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H9              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H7              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H31             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H12             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H4              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H6              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H23             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H19             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H22             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H24             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H21             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H27             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H18             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H25             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H15             GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
H1              GTGTAGATGGCATCTGTTGCATCTCGTACTACACACGTACTATACGTACTATACAGTATC 
                ************************************************************ 
 
H20             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H8              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H2              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H3              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H17             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H14             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H11             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H29             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H30             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H26             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H28             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H16             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H32             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H13             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H10             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H5              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H9              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H7              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H31             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H12             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H4              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H6              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H23             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H19             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H22             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H24             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H21             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H27             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
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H18             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H25             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H15             TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
H1              TCAGTAAGATCTTGAATTTTTTACAGTTTTTTCCCTTTGCTATTCGTATGTATATTCCAG 
                ************************************************************ 
 
H20             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H8              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H2              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H3              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H17             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H14             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H11             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H29             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H30             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H26             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H28             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H16             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H32             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H13             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H10             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H5              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H9              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H7              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H31             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H12             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H4              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H6              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H23             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H19             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H22             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H24             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H21             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H27             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H18             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H25             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H15             GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
H1              GAACTGTTTAGGCATACGATTGCGAAGTTGAAAAGACTGCAATGAATAACGCGAAACAAT 
                ************************************************************ 
 
H20             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H8              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H2              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H3              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H17             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H14             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H11             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H29             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H30             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H26             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H28             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H16             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H32             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H13             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H10             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H5              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H9              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H7              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H31             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H12             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H4              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H6              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H23             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H19             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H22             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
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H24             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H21             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H27             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H18             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H25             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H15             GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
H1              GTGTATTCAAGCACTCGCAACCTAACCAAAGGAAAGGATTGGGAGAGAATATATTTATGT 
                ************************************************************ 
 
H20             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H8              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H2              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H3              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H17             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H14             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H11             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H29             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H30             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H26             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H28             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H16             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H32             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H13             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H10             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H5              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H9              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H7              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H31             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H12             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H4              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H6              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H23             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H19             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H22             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H24             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H21             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H27             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H18             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H25             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H15             CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
H1              CTTCGGATAGCGGTATGGACAAAGCAAAGGCTGCTGAGCAGGTCTAACTTAATAATTTTG 
                ************************************************************ 
 
H20             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H8              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H2              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H3              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H17             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H14             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H11             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H29             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H30             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H26             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H28             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H16             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H32             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H13             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H10             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H5              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H9              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H7              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H31             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H12             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H4              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H6              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
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H23             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H19             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H22             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H24             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H21             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H27             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H18             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H25             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H15             CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
H1              CAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAGGCTAGCAAAGCTT 
                ************************************************************ 
 
H20             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H8              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H2              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H3              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H17             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H14             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H11             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H29             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H30             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H26             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H28             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H16             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H32             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H13             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H10             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H5              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H9              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H7              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H31             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H12             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H4              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H6              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H23             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H19             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H22             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H24             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H21             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H27             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H18             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H25             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H15             GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
H1              GGTTCGGCGAACTTGCAGAAAAAGGAGTTGGACAGAATCTTAAGCTTACAGGAGGCTTGT 
                ************************************************************ 
 
H20             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H8              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H2              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H3              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H17             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H14             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H11             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H29             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H30             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H26             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H28             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H16             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H32             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H13             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H10             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H5              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H9              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H7              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H31             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
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H12             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H4              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H6              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H23             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H19             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H22             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H24             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H21             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H27             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H18             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCGCTTTTTCCGACTGGATCCT 
H25             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGTGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCT 
H15             TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGTGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCT 
H1              TCAGCAGAGGAGTCGGACACTATACACAGGTATGCGGGCCCTTTTTTCCGACTGGATCCT 
                ********************************** *****  ****************** 
 
H20             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H8              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H2              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H3              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H17             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H14             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H11             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H29             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H30             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H26             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H28             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H16             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H32             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H13             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H10             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H5              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H9              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H7              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H31             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H12             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H4              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H6              GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H23             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H19             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H22             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H24             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H21             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H27             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H18             GATATTTTAGCGATATGAATTGATCACATCGATTTTCTTTAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H25             GGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACATCGATTTTCTTCAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H15             GGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACATCGATTTTCTTCAGATGGTATGGCAAGAAACC 
H1              GGTATTTTAGCGATATAACTTAATCACATCGATTTTCTTCAGATGGTATGGCAAGAAACC 
                * ************** * ** ***************** ******************** 
 
H20             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H8              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H2              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H3              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H17             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H14             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H11             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H29             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H30             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H26             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H28             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H16             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H32             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H13             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H10             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H5              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
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H9              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H7              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H31             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H12             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H4              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H6              GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H23             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H19             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H22             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H24             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H21             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H27             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H18             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H25             GTTAAGCTTGGATGTTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H15             GTTAAGCTTGGATGCTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
H1              GTTAAGCTTGGATGTTATGTGGAAGCGTGCTCAAATATGTGTTATGTGGTGTGCCAGTAC 
                ************** ********************************************* 
 
H20             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H8              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTT----TCTTATT 
H2              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H3              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H17             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H14             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H11             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H29             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H30             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H26             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H28             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H16             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H32             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H13             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H10             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H5              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H9              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H7              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTT----TTCTTATT 
H31             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H12             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H4              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H6              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTTTTTTCTTATT 
H23             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H19             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H22             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H24             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H21             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H27             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTTTT--TTCTTATT 
H18             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTT----TTCTTATT 
H25             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTT----TTCTTATT 
H15             GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTT----TTCTTATT 
H1              GGTCCTGCGTACGTCCTCATTTAATCTATTGTTTTTGGATCGTTTTTT----TTCTTATT 
                ************************************************     ******* 
 
H20             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H8              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H2              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H3              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H17             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H14             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H11             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H29             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H30             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H26             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H28             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H16             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H32             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
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H13             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H10             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H5              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H9              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H7              CGACTTCCGAGGCAGAACGATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H31             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H12             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H4              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H6              CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H23             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H19             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H22             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H24             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H21             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H27             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H18             CGACTTCCGAGGCAGAACAATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H25             CGACTTCCGAGGCAGAACGATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H15             CGACTTCCGAGGCAGAACGATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
H1              CGACTTCCGAGGCAGAACGATATGTTTAGTGGAAATATGATGGGCAAGGATATCTACGAG 
                ****************** ***************************************** 
 
H20             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H8              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H2              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H3              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H17             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H14             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H11             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H29             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H30             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H26             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H28             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H16             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H32             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H13             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H10             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H5              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H9              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H7              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H31             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H12             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H4              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H6              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H23             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H19             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H22             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H24             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H21             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H27             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H18             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H25             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H15             AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
H1              AAAGGAGAACCGTGTTCGAAATGTGAGAATTGCGACAAGGAGAAGGGACTCTGCAGTGCT 
                ************************************************************ 
 
H20             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H8              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H2              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCG-------- 
H3              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCG-------- 
H17             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTA------ 
H14             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTA------ 
H11             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGT---- 
H29             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGT---- 
H30             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTG--- 
H26             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
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H28             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H16             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H32             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H13             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H10             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H5              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H9              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H7              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H31             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H12             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H4              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H6              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCG-------- 
H23             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H19             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H22             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H24             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H21             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H27             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTG--- 
H18             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCG-------- 
H25             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H15             TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
H1              TGATTAGTTGTGTTCAGTGAAGCTCATTACGCTCACATACTTTAACAAATCGTAGTGATC 
                ****************************************************         
 
H20             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACTNNNNCCCCACCAA------------------- 
H8              TGTAGTTGCTTTAATATTC----------------------------------------- 
H2              ------------------------------------------------------------ 
H3              ------------------------------------------------------------ 
H17             ------------------------------------------------------------ 
H14             ------------------------------------------------------------ 
H11             ------------------------------------------------------------ 
H29             ------------------------------------------------------------ 
H30             ------------------------------------------------------------ 
H26             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H28             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H16             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H32             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H13             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H10             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H5              TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H9              TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H7              TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCA--------------------- 
H31             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H12             TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H4              TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACATGATGCCAGCNN-------------------- 
H6              ------------------------------------------------------------ 
H23             TGTAGTTGCTTTAAA--------------------------------------------- 
H19             TGTAGTTGCTTTAAANNNGGGGGCTTGAAANACACANTGTTTCGNCGTATTCATAGNGCT 
H22             TGTAGTTGCTTTAAAAAN------------------------------------------ 
H24             TGTAGTTGCTTTAAAAANNAAN-------------------------------------- 
H21             TGTAGTTGCTTTAAAAA------------------------------------------- 
H27             ------------------------------------------------------------ 
H18             ------------------------------------------------------------ 
H25             TGTAGTTGCTTTAAAA-------------------------------------------- 
H15             TGTATTTGCTTTTAAAAAAAAATTTTTTTTTNANNN------------------------ 
H1              TGTAGTTGCTTTAATATTCAAATAAACAT------------------------------- 
                                                                             
 
H20             ------------------------------------------------------------ 
H8              ------------------------------------------------------------ 
H26             ------------------------------------------------------------ 
H28             ------------------------------------------------------------ 
H16             ------------------------------------------------------------ 
H32             ------------------------------------------------------------ 
H13             ------------------------------------------------------------ 
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H10             ------------------------------------------------------------ 
H5              ------------------------------------------------------------ 
H9              ------------------------------------------------------------ 
H7              ------------------------------------------------------------ 
H31             ------------------------------------------------------------ 
H12             ------------------------------------------------------------ 
H4              ------------------------------------------------------------ 
H6              ------------------------------------------------------------ 
H23             ------------------------------------------------------------ 
H19             CTTTTCANACTTCNCAATCNTATGCGTANNNAAATCCGGGGATATNCNTNNAATTTCNAG 
H22             ------------------------------------------------------------ 
H24             ------------------------------------------------------------ 
H21             ------------------------------------------------------------ 
H27             ------------------------------------------------------------ 
H18             ------------------------------------------------------------ 
H25             ------------------------------------------------------------ 
H15             ------------------------------------------------------------ 
H1              ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
H12             ------------------------------------------------------------ 
H4              ------------------------------------------------------------ 
H6              ------------------------------------------------------------ 
H23             ------------------------------------------------------------ 
H19             GGGNAAAAAATGTNAAAATTCACGATCTTTCTNTTATACTGTATGNTACGTAAANTCCGG 
H22             ------------------------------------------------------------ 
 
H20             --- 
H8              --- 
H2              --- 
H3              --- 
H17             --- 
H14             --- 
H11             --- 
H29             --- 
H30             --- 
H26             --- 
H28             --- 
H16             --- 
H32             --- 
H13             --- 
H10             --- 
H5              --- 
H9              --- 
H7              --- 
H31             --- 
H12             --- 
H4              --- 
H6              --- 
H23             --- 
H19             NGN 
H22             --- 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายเจริญชัย อ๊ึงเจริญสุข เกิดเม่ือวันที่ 11 มกราคม 2529 จังหวัดราชบุรี สําเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตรสุขภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย  
ธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2551 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2552 
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