
อภิปรายผลการทดลอง

การสืกษารูบแบบโปรตีนของพยาธิปากขอในงานวิจัยนั้ มุ่งสืกษาความซับซ้อนของ 

องค์ประกอบโปรตีน ในตัวแก่พยาธิปากขอชนิด N .a m e r ic a n u s  ท ั้งตัวผู้และตัวเมียแยก 

เป็นรายตัวแต่ในการสืกษา อ่ืน  ๆ เช่นของ P r i t c h a n d  และคณะ (1 9 9 0 )จะทฯโดยรวมตัว 

อย ่างพ ยาธ ิ( p o o l )หลายๆ ตัวในแต่ละเพศ หรือ ในระยะต่างๆ ของวงจรชีว ิตเขาด้วยกัน 

นอกจากนั้การเก็บตัวอย่างทื่ใช้สืกษายังเก็บตัวอย่างพยาธิจากรส์สท่เฉพาะ ( d e f i n i t e  

h o s t )  ตามธรรมชาตี ขณะท่ืการสืกษาอ่ืน  ๆ ได้ต ัวอย่างพยาธิจากทื่เพาะเลื้ยงได้ในสัตว์ 

ทดลอง C a r r และP r i t c h a n d  (1986)ได้กล่าวยอมรับว่าการสืกษาของเขาซ ึ๋งได ้ต ัวอย่าง 

พยาธิ N .a m e r ic a n u s  รุ่นท้ั 75 ทเพาะเลื้ยงได้ในห้องทดลองนั้น รูปแบบของโปรตีนหรือ 

แอนติเจน ทื่เขาใช้อยู่นั้น ไม่เพียงแต่มีความแตกต่างของ p h e n o ty p e  เท่านั้นแต่มี

g e n o ty p e  v a r i a t i o n  ด้วย ชํ่งทฯให้แตกต่างจากปรสิตในธรรมชาติมาก ส ังเกตได ้ง ่าย 

จากการทื่ขนาดของพยาธิทเลยงในห้องทดลองมีขนาดเล็กลง

วิชีการเก็บตัวอย่างพยาธิ'จากธรรมชาติ'โดยตรงส'’'■ ไห'รับการสืกษ'าน้ั ทฯโดยให้ยา 

ขับพยาธิ A lb e n d a z o le  แก่ผู้ปวยทํ่ติดเชอพยาธิบากขอแสัวค้ดเลือกตัวแก่พยาธิบากขอออก 

จากลุจจาระ ทฯความสะอาดถึง อย่างน้อย 20 ครั้ง ก่อนจะแยกเก็บพยาธิแต่ละตัวได้ทื่

-2 0 °c  และทุกเนตอนระหว่างการทดลองกระทฯภายใต้ 4°c ดังนั้นองค์บระกอบโปรตีน 

รวมทั้งหมดในตัวพยาธิลงจะไม่สูญเสืย บนเทั้อนหรือเบลื่ยนแปลงจากยา A lb e n d a z o le  

เนื่องจากกลไกการออกฤทธิของ A lb e n d a z o le  ชึ๋งเป ็นยา ในกลุ่ม B e n z im id a z o le  

ออกฤทธิโดยขัดขวางการ p o ly m e r iz a t io n  ของ tu b u l i n  ชื่งเป็นองค์ประกอบของ 

c y to s k e l e to n  m ic ro tu b u le  ( L a c e y ,1990)
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เร่องจากคืกษารูปแบบโปรตีนในพยาธิแต่ละ 1 ตัว ซึ่งมีความเข้มข้นโปรตีน

รวมระหว่าง 2 0 0 -1 ,0 0 0  ม ค .ก ./ม ล .ต ัอ  1 ตัว พยาธิและปริมาณโปรตีนที่าช้ในการแยก 

ด้วย SDS-PAGE ใช้ 1 .4  มค.ก ต่อ 1 ช ่องเจล ทฯให้มีตัวอย่างเหลือเก็บเพื่อสืกปาเพิ่ม 

เติมในครั้งต่อไป และเร่องจากปริมาพโปรตีนพื่ใช้น้อยจึงเลือกใช้ S i l v e r  s t a i n  ซ่ึง 

สามารถย้อมติดโปรตีน 0 .0 1  นารนกรัมต่อพ้ืนท่ี 1 ตารางม ิลล ิเมตร ( M e r r i l  และคณะ,

1 9 81)แสัวย้อมสืทับด้วย C ooraassie  b lu e  R ซึ่งจะช่วยเพิ่มความไวการติดลืของโปรตีน 

อกประมาณ 10 เน่านั่นคือ โปรตีน 20 พิรคกรัม ก็จะย้อมติดสืเป็นเป็นแถบได้ นอกจากนื้ 

g ly c o p r o te in  และ l i p o p r o t e i n  จะติดสืเทาด0า และ น้ฯตาลเหลืองตามลฯดับ

ดังน้ันรูปแบบโปรตีนของตัวแก่พยาธิปากขอท่ีได้จากการสืกษาคร้ังน้ั เป็นรูปแบบ
โปรตีนจากตัวพยาธิซึ่งได้จากรสสน่ตามธรรมชาติคือ จากคนโดยตรง จึงน่าจะมีการคืกษา
เปรียบเทียบรูปแบบโปรตีนของพยาธิจากการเลื้ยงในห้องทดลอง กับของพยาธิจากธรรมชาติต่อไป

การเปรียบเทียบจฯนวนแถบโปรตีนทั้งหมดที่ได้จากการสืกษาตัวแก่พยาธิปากขอตัว 

ผู้กับตัวแก่พยาธิปากขอตัวเมียพบว่า จฯนวนแถบของโปรตีนที่พบในตัวแก่พยาธิปากขอตัว

เมียมีมากกว่าตัวแก่พยาธิบากขอตัวผู้ ซึ่งต่างจากผลที่พบในพยาธิใบไม้ในเลือดที่ได้ตัว

อย่างจากประเทศพิเลิปมินส์ และที่ได้จากเกาะฬอรัโมชา ซึ่งพบว่าแถบโปรตีนในตัวผู้มีมาก 

กว่าตัว เมีย ตัวผู้พบ 2 3 ,2 9  แถบขณะที่ตัวเมียพบเฟิยง 2 6 ,2 5  แถบ ตามลฯดับ (R u ff  

และคณะ,1 9 7 3 ) ถึงแม้พยาธิใบไม้ในเลือด มีการแบ่งเพศชัดเจนเช่นเดียวกับพยาธิบากขอ 

จึงเป็นไปได้ว่าเทคนิคการย้อมซึ่งใช้ลืต่างกันคือการสืกษาพยาธิใบไม้ในเลือดย้อมด้วย A n i l in e  

b lu e  b la c k  และแยกด้วย d i s c  e l e c t r o p h o r e s i s  อาจจะไวไม ่เน ่า เอสดีเอส เพจ 

และย้อมลืเงินทับด้วย C oom assie b lu e  ดังที่ใช้ในงานวิจัยนื้ หรือจฯนวนแถบที่ต่างน็้เกิด 

เร่องจากพยาธิบากขอแม้จะมีรูปร่างกลมคด้ายกันแต่อยู่ต่างกลุ่ม (Phylum ) กับพยาธิใบไม้ 

ในเลือด และหรือ เร่องจากตัวเมียของพยาธิปากขอมขนาดใหญ่กว่าตัวผู้ แต่ตัวผู้ของพยาธิ 

ใบไม้ในเลือดมีขนาดใหญ่กว่าตัวเมียเช่นกัน จึงพบจฯนวนแถบของโปรตีนในตัวผู้ได้มาก
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จากผลการอีกบารูปแบบโบรตีนของตัวแก่พยาธิบากขอ 38 ตัวรดยเทคใ!ค SDS- 

PAGE ซึ่งพบความซับซ้อนและหนาแน่นมากของแถบรบรตีนในช่วงนัฯหนักโมเลกุล 3 1 .5 - 6 6 .2  

Kd เหมือนๆ กันในพยาธิบากขอตัวแก่ทุกตัวทอีกบา รบรตันน้ฯหนักโมเลกุล 40 Kd เฟ้นอีก 

แถบหนงชึ๋งพบในพยาธิบากขอทั้งตัวผู้และตัวเมืย แต่ในพยาธิบากขอตัวเมืยแต่ละตัวนั้นความ 

Iช่มฃองการตัดสีจะแตกต่างกัน ซึ่งฮนยันความต่างนั้ตัวยการวัดโดย เ ดนซิรตมิ เ ตอร์ การ 

อีกบาของ วิไล สักด่ํอีริสีมพันธุ และคณะ (2529) ซึ่งอีกบารูบแบบรบรตีนจากตัวอ่อนระยะ 

ตัดต่อของพยาธิตัวเดไม่พบแถบรบรตีนทํ่มีน้ฯหนักโมเลกุลมากกว่า 6 6 .2  Kd เนไบ แต่พบ 

รบรตีนในช่วง 3 1 .5 - 6 6 .2  Kd ซึ่งมืความเข้มของการตัดสีและความสีของแถบคสัายๆ กับ 

งาน1วิจัยนั้ จึงสันนับฐานว่าแถบรบรตีน ซึ่งมีบรีมาณก่อนช่างมาก และมาทชนัดมือยู่'ใน’ช่วง 

นัฯหนักโมเลกุล 3 1 .5 - 6 6 .2  Kd ทั้พบในตัวหนอนพยาธิตัวกลมหลายชนัด คงจะเป็น-รบ'รตีน 

ทํ่เป็นองค์ประกอบ1ของผิวพยาธิ การอีกบาของ P r i t c h a r d  และคณะ (1 988) ไตัหาองค์ 

บระกอบรบรตีน สํวนผิวของพยาธิบากขอ N .a m e r ic a n u s  พบว่า เฟ้นแถบรบรตีนมืน้ฯหนัก 

โมเลกุล 1 4 -4 7 ,4 0 ,5 5 ,6 7 ,4 2  และ 100 Kd และเฟ้นโบรตีน C o lla g e n  เซึ่อมตัดกัน 

ตัวยพันธะ d i s u lp h id e  สีวน'ใหญ่ (ซึ่งเหมือนกับพยาธิตัวกลมชนัดอื่น  ๆ จฯนวนมาก)ที่ทฯ 

ในพยาธิบากขอ

รบรตีน MW บระมาณ 17 Kd พบเฟ้นแถบหนาและตัดสีดฯเข้ม เป็นองค์บระ 

กอบที๋พบในตัวแก่พยาธิบากขอทุกตัวและพบในพยาธิตัวกลมชนิดอื่น  ๆ ต ัวยไม่ว่าการแยก 

โบรตีนจะใช้วิธิการอิ เ ล็ครตรพอ เรชิสที่มีหรือไม่มีสารรีตัวส์ (A. Dharm krong-AT และ 

ร . S i r  i s  in h a ,  1 9 83)ดังน้ันแถบ'รบรตีนน0'าหนักรมเลกุล 17 Kd?งน่าจะเฟ้นรบลตีเบบไทด 

ส าย เด ย ว (in m g le  c h a i n )และรบรตีนนั้อาจาะมืความส0าคัญและสามารถสกัดไบสฯหรับใช้ 

อีกบาพัฒนา เทคนิคการตรวจวินิจนัยพยาธิบากขอ โดยใช้หลักการทางอิมมูรนวินิจนัยต่อๆบ
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ผลการเปรียบเมียบความต่างในรูปแบบโปรตีนที่พบในพยาธิบากขอตัวผู้กับตัวเมีย 

จ0านวนแถบ และความเข้มของการติดสืของโปรตีนในช่วงน้ฯหนักรมเลกุล 9 7 .5 -2 0 0  Kd 

ในตัวแก่พยาธิบากขอตัวผู้มีน้อยกว่าตัวเมีย และโดยเฉพาะแถบรบรตินน้0าหนักโมเลกุล 

200 Kd นั้นไม่พบในตัวผู้เลย แต่พบในตัวแก่พยาธิบากขอตัวเมียทุกตัว จึงน่าจะเป็นไปได้ 

ว่าแถบโปรตีนท่ํน้ฯหนัก 200 Kd นั้เป็นโปรตีนที่เที่ยวข้องกับอวัยวะสืบพันธุเฉพาะตัวเมีย

ตัวอย่างพยาธิบากขอที่ใข้สืกบาเก็บมาจากพื้นที่ 2 แห่งคือ กาญจนบุรี และ 

โรงพยาบาล เ วชศาสตรี เ ขตรีอน ในกรุง 1ทพมหานคร ซึ่งโรงพยาบาลแห่งนั้รับผู้ป่วยมา

จากทุกจํงหวัดของบระเทศไทย แต่เร่องจากผู้ทฯการคืกบาไม่ได้เก็บข้อภูลสถานที่ติด เชื้อ

ของผู้ป่วย จึงไม่อาจวิเคราะห่รูบแบบรบรตินของตัวแก่พยาธิบากขอซึ่งอาจแตกต่างกันเร่อง 

จากสภาพทางฎมีศาสตรี เช่น การสืกบาของ R u ff  และคลเะ (1 9 9 3 ) พบความแตกต่าง 

ทั้งรูปแบบโปรตีนและจ0านวนรบรตินของพยาธิใบไม้ในเลือดซึ่งมาจาก ประเทศญื่ป่น เมีอง 

ฬอรีรมซา และประ เ ทศพัสืบป็นสํ

ผลการสืกบาครั้งนั้ซึ่งพบว่า ตัวแก่พยาธิบากขอตัวผู้ แต่ละตัวมีความแตกต่างใน 

รูปแบบโปรตีน ตัวแก่พยาธิบากขอตัวเมียแต่ละตัวมีความแตกต่างในรูปแบบโปรตีน นอกจาก 

นตัวแก่พยาธิบากขอตัวผู้และตัวเมียมีแถบโปรตีนที่ต่างกันอย่างช้ดเจน ทั้งในด้านจฯนวนแถบ 

รวม และมีแถบโปรตีนจฯเพาะที่พบเฉพาะตัวเมีย แต่ก็มีแถบโปรตีนบางสํวนซึ่งพบได้ในตัว 

แก่ของพยาธิบากขอทั้งสองตัว จึงมีบระโยชน่ในด้านอนุกรมวิธาน ที่จะทฯให้สามารถ

แบ่งพยาธิบากขอAT. a m e r ic a n u s  ออก เป็นชนิดย่อย  ๆ ได้ และยังอาจคืกบาความ 

สัมพันธ์ ของรูปแบบโปรตีนของพยาธิบากขอ กับความแตกต่างด้านภูมิสาสตรีของพนที่ที่มี

อัตราติดเชื้อพยาธิบากขอสูงกับต่ฯ เพื้อประโยชน์ในการพัฒนาคุณภาพชีวิตของบร_ชากรในพื้น 

ที่เหก่านั้น'ให้ติ1ขน นอกจากนั้อาจคืกยาความสืมพนธ์ฃองรูบแบบโปรตีน และการดอยา

ของพยาธิบากขอเพื้อประโยชน์ด้านการพัฒนายาใหม่ต่อไบ
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การ เ สืบตัวอย่างพยาธิบากขอจากอุจจาระผู้ป่วยใในการสืกบาคนั้งนั้ พบพยาธิ

บากขอชนิด A . c e y la n ic u m  ตัวผู้และตัว เม ียอย่างละ 1 ตัว และจากการสืกบาชนิด 

ของตัวแก่พยาธิบากขอ ของภาควิชาบรสืตวิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ไตัพบ A.

c e y la n i  cum ไนคนไทยบ่อย!นทุกที และพบไตัมากกว่า A .d u o d e n a le  เสืยอีก !งย ังไม ่ 

อาจหาเหตุผลมาสนับสทุนการเพิ่มจ0านวนการติดเชอ ของพยาธิชนิดนื้ไตัในปัจจุบันอย่างไรสื 

ติการสืกษานิ ไม่ไตัทฯการเปรียบเทียบรูปแบบรบรตินของพยาธิบากขอในคนทั้ง 3 ชนิดเนิอง 

จากพบพยาธิบากขอชนิด A n cy lo sto m a เพียง 3 ตัว การสืกบาของ F e n g l in  และคณะ 

(1980) ซํ่งเปรียบเทียบรูปแบบรบรตินของ N .a m e r ic a n u s , A .d u o d e n a le ,  และ 

A .ca n in u m  พบว่าพยาธิ 2 ตัว หลังจะมีแถบรบรตินเฉพาะชนิดของพยาธิ ซึ๋งมีก่า Rf 

เท่ากับ 0 .0 8 6  และ 0 .6 3 5  ตามลฯดับ ดังนั้นจึงน่าจะมีการสืกบาเพิ่มเติมเพื่อเปรียบ 

เทียบ รูปแบบโบรตินของพยาธิบากขอทีพบในคนทั้ง 3 ชนิดเฝ็นรายตัวรดยเฉพาะ A . c e y ­

la n i  cum น่าจะมีการสืกบาเปรียบเทียบรูปแบบโบรตินของพยาธิในช้วงเวลา และ

แหล่งทั้พบชงแตกต่างกันตัวย

ผลการสืกบา เปรียบเทียบรูบแบบ'รบ'รตินของ N .a m e r ic a n u s  อาจ สามารถนๆ 

แถบรบรติน ทื่มีความเหมือนหรือความต่างไบมาบระยุกต์ใช้ทางด้านการวินิจฉัยโรคซึ่งอาลัย 

หลักการทางอิมมูรนโลร หรือสืกบาทางด้านการระบาดวิทยา ด ้านการ!ฮยาของพยาธิ และ 

ตัานอทุกรมวิธาน เพื่อไห้เข้าใจถึงชีววิทยาของพยาธิบากขอไนคน ต่อไบ.



57

สืกษารูบแบบโปรตีนพยาธิบากขอ N .a m e r ic a n u s  แ๙ละตัวทั้งหมด 38 ตัว 

เป็นตัวผู้ และตัวเป ียอย่างละ 19 ตัว ตัวอย่างพยาธิท ั้งหมดได้จากการเก็บแยกจากอุจจาระ 

ผู้!)วย ซึ่งตรวจพบไพ่ยาธิบากขอทางห้องบฎิบัตการ และได้รับยาฆ่าพยาธิ A lb e n d a z o le  

การเปรียบเทียบองคบระกอบโบรตีนของพยาธิแต่ละตัว ในตัวเปีย ตัวผู้ และระหว่างตัวเป ีย 

กับตัวผู้ สืกษารดยวิธี เอสตีเอส เพจ แล้วย้อมสีด้วย S i l v e r  ทับด้วย C oom assie  b lu e  

พบว่าในช่วงน้ำหนักโมเลกุล 1 4 .4 -2 0 0  Kd ปีแถบโปรตีนบระมาณ 3 6 -4 2  แถบ โบรตีน 

น้ำหนักโมเลกุลบระมาณ 17 Kd พบในทุกตัวของพยาธิบากขอ ระตับความเข้มของโปรตีน 

น้ำหนักโมเลกุล 116 และ 40 Kd สามารถแบ่งกลุ่มพยาธิบากขอตัวเปียได้ 5 กลุ่ม ส์วน 

การพบและไม่พบแถบรบรตีนน้ำหนักโมเลกุล 82 และ 17 Kd ทำให้สามารถแบ่งกลุ่ม 

พยาธิบากขอตัวผู้ได้ 3 กลุ่ม แต่แถบโปรตีนน้ำหนักโมเลกลุ 200 Kd จะพบเฉพาะในพยาธิ 

บากขอตัวเปียเทัานั้น
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