
 

 

 
 

การหาตาํแหน่งของแอนตเิจนทีนํ่า้หนักโมเลกลุ 21 กโิลดลัตนั  

ในเนือ้เยือ่พยาธิใบไม้ตบั Fasciola gigantica 

The localization of 21 kDa antigen in the liver fluke  (Fasciola gigantica) 

 

โดย 

 

ศรีรัฐ  ภักดรีณชิต 

อุดมศรี  โชว์พทิธพรชัย 

ธาริณ ีสวสัดิ์พาณชิย์ 

วทูิร  ขาวสุข 

 

คณะแพทยศาสตร์  มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ  

2556 

งานวจิัยฉบับนีไ้ด้รับทุนอดุหนุนตามโครงการวจิัยจากงบรายได้ 

ของคณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ  

ประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 2553 



 

 

 

          

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

งานวจิัยฉบับนีไ้ด้รับทุนอดุหนุนตามโครงการวจิัยจากงบรายได้ 

ของคณะแพทยศาสตร์  มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ  

ประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 2553 

          

 

 

 

 

 

 

 

         

 



บทคัดย่อ 
 

 การวิจยัเร่ือง การหาตําแหนง่ของแอนตเิจนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21 กิโลดลัตนัในเนือ้เย่ือพยาธิ

ใบไม้ในตบั Fasciola gigantica  มีจดุมุง่หมายเพ่ือเพ่ือศกึษาตําแหนง่และการกระจายของโปรตีนท่ีนํา้หนกั

โมเลกลุ 21 kDa ภายในเนือ้เย่ือตา่งๆ ของพยาธิ F. giganitca  ตวัเตม็วยั  และรวมถึงศกึษาลกัษณะ

เบือ้งต้นของแอนตเิจนดงักลา่ว เพ่ือประโยชน์ในการพฒันาการวินิจฉยัโรคพยาธิ fasciolosis เขตร้อนใน

มนษุย์และสตัว์เคีย้วเอือ้ง ซึง่เกิดจากการตดิเชือ้พยาธิใบไม้ตบั F. gigantica โดยการนํา polyclonal 

antibody ท่ีต้านตอ่แอนตเิจนของชัน้ผิวพยาธิท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21 kDa มาศกึษาตําแหนง่การกระจายของ

แอนตเิจนดงักลา่วในเนือ้เย่ือสว่นตา่ง ๆ ของพยาธิด้วยวิธี Immunohistochemistry  

 การวิจยัหาตําแหนง่ของแอนตเิจนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21 กิโลดลัตนัในเนือ้เย่ือพยาธิใบไม้ในตบั 

F. gigantica สามารถสรุปผลการวิจยัได้ดงันี ้ 

1. Total tegumental antigen สามารถพบได้ใน tegument, parenchyma, digestive tract และ 

reproductive tract ตา่ง ๆ ของพยาธิตวัเตม็วยั และใน tegument  parenchyma และ caecum 

ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ รวมถึงใน miracidium   

2. 21 kDa tegumental antigen พบได้ใน tegument, digestive tract และ reproductive tract ตา่ง 

ๆ ของพยาธิตวัเตม็วยั และใน tegument  และ caecum ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ รวมถึงใน 

miracidium 

  

  

  



Abstract 

 

 The research on the localization of 21 kDa antigen in the liver fluke (Fasciola gigantic) 

has objectives to localize the 21 kDa antigen on the tissue of F. gigantica including the basic 

characteristic of the antigen to develop the diagnosis kit for the fasciolosis in the human and 

cattle in tropical continent which caused by F. gigantica.  Using polyclonal antibody that anti 21-

kDa antigen and total tegumental antigen by immunohistochemical technique, the results are 

shown as   

1. Total tegumental antigen is found on tegument, parenchyma, digestive tract and 

reproductive tract of adult fasciola.  In the 4 weeks-old fasciola including miracidium, the 

tegumental antigen is found on tegument  parenchyma and caecum   

2. 21 kDa tegumental antigen is found on the tegument, digestive tract and reproductive 

tract of adult fasciola.  In the 4 weeks-old fasciola including miracidium, the tegumental 

antigen are found on tegument  and caecum.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

ความสาํคัญและท่ีมาของปัญหาท่ีทาํการวิจัย  

 พยาธิใบไม้ตบั Fasciola gigantica เป็นสาเหตขุองโรค Fasciolosis ในปศสุตัว์และมนษุย์  ซึง่มี

การระบาดคอ่นข้างมากในประเทศเขตร้อนรวมถึงประเทศไทย พบมากในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ

ประเทศโดยพบวา่คนเป็นโรคนีส้งูถึง 72-87% เน่ืองจากลกัษณะในการรับประทานอาหาร  การเกิดโรค 

Fasciolosis ทําให้ผลผลิตทางปศสุตัว์ลดลงรวมถึงเป็นสาเหตกุารตายของสตัว์ในรายท่ีมีการตดิเชือ้รุนแรง 

เชน่เดียวกบัมนษุย์ท่ีก่อให้เกิดภาวะแทรกซ้อนอ่ืนๆตามมาได้เชน่ ตบัแข็ง และม้ามโตเป็นต้น  โรคพยาธิ

ชนิดนีรั้กษาได้โดยการให้ยา Triclabendazole แก่สตัว์ท่ีตดิเชือ้ แตย่าชนิดนีมี้ราคาคอ่นข้างแพงและต้อง

ใช้ในปริมาณมากถึงจะฆา่พยาธิได้อยา่งมีประสทิธิผล อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่  พยาธิชนดินีส้ามารถ

พฒันาตวัเองให้สามารถต้านยาดงักลา่วได้ ซึง่ทําให้ในแตล่ะปีจะต้องใช้ยาฆา่พยาธิในปริมาณท่ีมากขึน้ทํา

ให้ต้องเสียคา่ใช้จา่ยคอ่นข้างสงู ปัจจบุนัการวินิ จฉยัโรคพยาธิสามารถทําได้โดยการตรวจไขข่องพยาธิชนิด

นีใ้นอจุจาระของสตัว์ท่ีตดิเชือ้ อยา่งไรก็ตามการวินจิฉยัการตดิเชือ้ด้วยวิธีนีค้อ่นข้างยุง่ยาก ต้องการผู้ ท่ีมี

ความชํานาญสงูในการตรวจวิเคราะห์ และไขพ่ยาธิ F. gigantica มีลกัษณะคล้ายคลงึกบัไขพ่ยาธิ 

Fasciolopsis spp. และ Echinostoma spp. ทําให้การตรวจอาจเกิดความผดิพลาดได้ และท่ีสําคญัท่ีสดุ

คือการตรวจพบไขพ่ยาธิ แสดงให้เหน็วา่เป็นการตดิเชือ้พยาธิในชว่งท้ายของการตดิเชือ้ ซึง่ในระยะนีพ้ยาธิ

ตวัเตม็วยัได้เข้าไปอาศยัอยูใ่นทอ่นํา้ดีของสตัว์ท่ีตดิเชือ้ ทําให้การรักษาโดยการให้ยาฆา่พยาธิไมมี่

ประสิทธิภาพเทา่ท่ีควร นกัวิทยาศาสตร์จงึคดิค้นวิธีใหม ่ๆ ในการตรวจวินิจฉยัโรคพยาธิชนิดนี ้คือวิธีทาง

วิทยาภมูิคุ้มกนั เป็นวิธีการตรวจหาแอนตบิอดีตอ่พยาธิใน serum และในอจุจาระ ซึง่อาจจะเป็นวิธีท่ี

สามารถตรวจวินจิฉยั โรคพยาธิในระยะแรกของการตดิเชือ้ ถึงแม้วา่วิธีนีจ้ะเป็นวิธีท่ีมีผู้ ได้ศกึษากนัมากแต่

ยงัคงอยูใ่นชว่งพฒันาให้มีความไว เท่ียงตรงและแมน่ยําสงู แตก็่มีข้อเสียคือไมส่ามารถแยกผู้ ป่วยหรือสตัว์

ท่ีกําลงัตดิเชือ้กบัผู้ ป่วยหรือสตัว์ท่ีหายจากโรคได้ ดงันัน้จงึได้มีการศกึษาวิจยัเพ่ือพฒันาการตรวจหา

แอนตเิจนของพยาธิมาใช้ในการวินิจฉยัการตดิเชือ้ โดยการตรวจหาแอนตเิจนท่ีพยาธิสร้างขึน้และขบั

ออกมาจากตวัพยาธิ ( excretory-secretory materials, ES) ซึง่สามารถตรวจพบได้ทัง้ใน serum และใน

อจุจาระของผู้ ป่วย  
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 จากการศกึษาพบวา่ ES antigens สามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้นกนัของโฮสต์ได้ดี ซึง่ ES antigen 

ดงักลา่วถกูปลดปลอ่ยออกมาจากทางเดนิอาหาร ระบบขบัถ่าย และระบบชัน้ผวิของพยาธิ จากการศกึษา 

immunodiagnosis โดยใช้การตรวจหาเอนไซม์ cathepsin L ของพยาธิ Fasciola ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ี

ปลดปลอ่ยออกมาจากทางเดนิอาหาร พบวา่ให้ sensitivity ท่ีดี แตพ่บวา่มี specific คอ่นข้างต่ํา เน่ืองจาก

สามารถทําปฏิกิริยาแบบ cross reaction กบัพยาธิชนิดอ่ืนได้ ได้แก่ Schistosoma sp. และ 

Echinococcus   sp. ดงันัน้การตรวจหาแอนตเิจนท่ีปลดปลอ่ยออกมากจากชัน้ผวิของพยาธิจงึเป็น

ทางเลือกใหม ่เน่ืองจากชัน้ผิวเป็นโครงสร้างท่ีสมัผสักบัเนือ้เย่ือของโฮสต์โดยตรง และทําหน้าท่ีในการคดั

หลัง่สารเข้าสูเ่นือ้เย่ือของโฮสต์ในรูปของ ES antigen จงึทําให้โปรตีนจากชัน้ผิวสามารถกระตุ้นระบบ

ภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ดี  

 จากการศกึษาโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 22  kDa บริเวณชัน้ผิวของ S. japonicum (Sj22) และ S. 

mansoni (Sm22) พบวา่สามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ และสามารถบง่บอกถึงการผลิต 

antigen-specific IgE antibody ของการตดิเชือ้พยาธิ schistosome และการตดิเชือ้พยาธิชนิดอ่ืน ๆ ได้ 

จากการศกึษาโดยการตรวจหาแอนตเิจนของชัน้ผวิพยาธิ F. gigantica ท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 66  kDa พบวา่

สามารถตรวจพบได้ตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 1  – 32 ของการตดิเชือ้ และให้ sensitivity ประมาณ 86.6%  จาก

การศกึษาโดยการนําซีรัมของววัท่ีตดิเชือ้พยาธิ F. gigantica ในธรรมชาต ิ(Cow’s infected serum, CIS) 

มาทําปฏิกิริยากบั tegument antigen (TA) ของพยาธิตวัเตม็วยัด้วยวิธี western immunoblotting พบวา่

แถบโปรตีนของ TA ท่ีสามารถทําปฏิกิริยากบั CIS คอ่นข้างเข้มคือท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 16 , 21 , 29 , 33 และ 

52 kDa ซึง่แถบโปรตีนดงักลา่วสามารถพบได้ในระยะ miracidium ตวัออ่นอาย ุ14 สปัดาห์ และ crude 

extract ของพยาธิระยะตวัเตม็วยั นอกจากนีจ้ากการนําแอนตเิจนท่ี 21  kDa มาฉีดให้หนเูพ่ือผลิต 

polyclonal antibody เมือ่นํา polyclonal antibody ดงักลา่วมาศกึษาพบวา่ สามารถตรวจพบโปรตีน 21  

kDa ได้ใน excretory secretory antigen ของพยาธิตวัเตม็วยัอีกด้วย และ crude extract ของพยาธิระยะ 

miracidium ตวัออ่นอาย ุ14 สปัดาห์ และพยาธิระยะตวัเตม็วยั  จากการศกึษาข้างต้นแสดงให้เห็นวา่ 

โปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21  kDa นา่จะถกูคดัหลัง่จากตวัพยาธิและสามารถกระตุ้นระบบภมูคิุ้มกนัของ

โฮสต์ได้ดี จงึเป็นโปรตีนตวัเลือกท่ีนา่สนใจท่ีจะทํามาศกึษาเพ่ือการตรวจวินจิฉยัโคพยาธิด้วยวิธี 

immunodiagnosis ทัง้ในห้องปฏิบตักิารและในภาคสนามตอ่ไปในอนาคต  
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 อยา่งไรก็ตามการศกึษาคณุลกัษณะพืน้ฐานของ 21  kDa antigen ยงัมีการศกึษากนัคอ่นข้างน้อย

ทัง้ในเร่ืองของเนือ้เย่ือท่ีทําหน้าท่ีผลิต 21  kDa antigen และศกัยภาพในการทําไปตรวจวินจิฉยัโรคพยาธิ 

ดงันัน้งานวิจยัในครัง้นีจ้งึมุง่เน้นศกึษาคณุสมบตัพืิน้ฐานในแง่ของเนือ้เย่ือท่ีทําหน้าท่ีในการสร้าง 21  kDa 

antigen ด้วยวิธี immunoperoxidase เพ่ือเป็นพืน้ฐานในการศกึษาเร่ือง immunodiagnosis ตอ่ไป 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวจัิย  

 เพ่ือศกึษาตําแหนง่และการกระจายของโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21  kDa ภายในเนือ้เย่ือตา่งๆ ของ

พยาธิ F. giganitca  ตวัเตม็วยั 

 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 

 โครงการวิจยัในครัง้นีเ้ป็นศกึษาหาแอนตเิจนจากชัน้ผวิพยาธิ และรวมถึงศกึษาลกัษณะเบือ้งต้น

ของแอนตเิจนดงักลา่วเป็นสําคญั เพ่ือนํามาพฒันาการวินจิฉยัโรคพยาธิ fasciolosis เขตร้อนในมนษุย์และ

สตัว์เคีย้วเอือ้ง ซึง่เกิดจากการตดิเชือ้พยาธิใบไม้ตบั F. gigantica  

 การศกึษาในครัง้นีเ้ป็นการนํา polyclonal antibody ท่ีต้านตอ่แอนตเิจนของชัน้ผิวพยาธิท่ีนํา้หนกั

โมเลกลุ 21  kDa มาศกึษาตําแหนง่การกระจายของแอนตเิจนดงักลา่วในเนือ้เย่ือสว่นตา่ง ๆ ของพยาธิ ซึง่ 

polyclonal antibody ดงักลา่วได้รับความอนเุคราะห์จาก ดร.วิทรู  ขาวสขุ อาจารย์ประจํา คณะสหเวช

ศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา ซึง่การทดลองก่อนหน้านีไ้ด้มีการทดสอบลกัษณะเบือ้งต้นของ polyclonal 

antibody ดงักลา่ววา่มีความจําเพาะคอ่นข้างสงู และมีศกัยภาพท่ีจะนําไปพฒันาเป็นแอนตเิจนในการ

ตรวจวินจิฉยัโรคพยาธิได้ โดยการทดลองจะประกอบด้วยหวัข้อคือ  

 ตรวจหาตําแหนง่การกระจายของ 21  kDa ภายในเนือ้เย่ือสว่นตา่ง ๆ ด้วยวิธี 

immunohistochemistry 
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ทฤษฏี สมมตฐิาน กรอบแนวความคดิของโครงการวจัิย 

 จากการศกึษาข้อมลูท่ีผา่นมาพบวา่ มีการศกึษาลกัษณะแอนตเิจนของชัน้ผวิเพ่ือนํามาพฒันา

วิธีการตรวจการตดิเชือ้พยาธิด้วยวิธี immunodiagnosis คอ่นข้างน้อยมาก และข้อมลูท่ีได้จากการศกึษาท่ี

ผา่นมานัน้ยงัไมส่ามารถนํามาใช้ได้จริงในภาคสนาม และยงัคงอยูใ่นขัน้ตอนการศกึษาหาโปรตีนท่ีมีความ

เหมาะสมท่ีสดุในการนําใช้ในการตรวจวินิจฉยัโรคพยาธิ เพราะฉะนัน้เป็นความจําเป็นอยา่งย่ิงท่ีจะต้องมี

การศกึษาหาแอนตเิจนตวัใหม ่ๆ เพ่ือใช้เป็นตวัเลือกในการนําไปพฒันาตอ่ไป   โปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21 

kDa จากชัน้ผวินบัวา่เป็นแอนตเิจนท่ีมีศกัยภาพสงูในการนําไปพฒันาดงักลา่ว ซึง่พบวา่ 21 kDa เป็น

แอนตเิจนท่ีพบได้ในพยาธิทกุระยะ รวมทัง้พยาธิระยะตวัออ่นท่ีเพิ่งตดิเชือ้เข้าสูโ่ฮสต์ เม่ือพยาธิตวัออ่นชอน

ไชเข้าสูเ่นือ้เย่ือของโฮสต์จะมีการปลดปลอ่ย 21 kDa แอนตเิจนออกมาทนัที ทําให้ระบบภมูิคุ้มกนัของ

โฮสต์สามารถตรวจสอบได้และจะสร้างแอนตบิอดีต้านตอ่ 21 kDa ดงักลา่ว แสดงวา่ 21 kDa เป็น

แอนตเิจนท่ีหลัง่จากพยาธิในระยะเร่ิมแรกของการตดิเชือ้ และสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ดี 

ดงันัน้ถ้ามีการตรวจวินจิฉยัพบ 21 kDa  ภายใน serum ของโฮสต์ได้ตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรกของการตดิเชือ้ ซึง่

เป็นระยะท่ีพยาธิมีความไวตอ่ยาฆา่พยาธิและมีการต้านยาฆา่พยาธิได้น้อย ซึง่จะมีความไวกวา่การ

ตรวจหาไขข่องพยาธิในอจจุจาระของผู้ ป่วย จะทําให้การรักษาโดยการให้ยาฆา่พยาธิมีประสทิธิภาพมาก

ย่ิงขึน้ จะเป็นการประหยดัคา่ใช้จา่ยในการรักษาและลดพยาธิสภาพท่ีเกิดขึน้ได้ดี  งานวิจยัในครัง้นีเ้ป็น

การศกึษาคณุสมบตัเิบือ้งต้นของ 21 kDa ในแง่ของตําแหนง่ของเนือ้เย่ือท่ีมีการสร้าง 21 kDa ซึง่เป็นข้อมลู

ท่ีมีความจําเป็นเป็นอยา่งย่ิงเพ่ือท่ีจะสามารถเข้าใจกลไกในการผลิตของ 21 kDa ก่อนท่ีจะนําไปศกึษาใน

ระดบัของการตรวจวินิจฉยัโรคตอ่ไป 
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 Fasciola gigantica เป็นพยาธิใบไม้ตบัเขตร้อน ก่อให้เกิดโรค Fasciolosis ซึง่มีการตดิเชือ้ในสตัว์

ท่ีกินหญ้าและพืชนํา้เป็นอาหาร เชน่ โคและกระบือ(1)  โรคพยาธิชนิดนีเ้ป็นปัญหาท่ีสําคญัของการปศสุตัว์

ในเขตร้อนทัว่โลก(2)  โดยแหลง่ระบาดสว่นใหญ่พบในทวีปเอเชีย แอฟริกาและแถบอเมริกาใต้ เชน่ ใน

ประเทศโคลมัเบีย ฮาวาย อิรัก อิหร่าน รัสเซีย ปากีสถาน อินเดีย มาเลเซีย อินโดนีเซีย รวมทัง้ประเทศไทย

(3-5)  พยาธิชนิดนีอ้าศยัอยูใ่นทอ่นีดี้และตบัของโฮสต์ซึง่ก่อให้เกิดพยาธิสภาพอยา่งรุนแรงท่ีตบัโดยเฉพาะ

สว่นของ parenchyma และทําให้เกิดการอดุตนัของทอ่นํา้ดี สตัว์ท่ีตดิเชือ้พยาธิจะมีการเจริญเตบิโตช้า ให้

ผลผลิตโดยเฉพาะเนือ้และนมลดลง (6)  ถ้ามีการตดิเชือ้พยาธิในจํานวนมากหรือสตัว์ท่ีตดิเชือ้อายนุ้อย

อาจทําให้สตัว์ตายได้ ซึง่ก่อให้เกิดความสญูเสียทางเศรษฐกิจทัว่โลก (2)  ปัจจบุนัโรคพยาธิชนิดนีย้งัเป็น

ปัญหาท่ีสําคญัของการปศสุตัว์ในประเทศไทย โดยมีอตัราการแพร่กระจายของโรคในโคและกระบือ

ประมาณ 4-24 % (7) ซึง่พบมากท่ีสดุในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต้

ตามลําดบั ทําให้ประเทศไทยต้องสญูเสียรายได้ถึง 350-400 ล้านบาทตอ่ปี (5) นอกจากนีพ้บวา่พยาธิ  F. 

gigantica สามารถตดิเชือ้ในคนได้เชน่กนั ซึง่พบผู้ ป่วยจํานวน 16 คนท่ีตดิเชือ้พยาธิชนิดนีใ้นเขตภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ (3) 

 พยาธิ F. gigantica เป็นพยาธิท่ีจดัอยูใ่น Phylum Platyhelminthes, Class Trematoda, 

Subclass Digenea, Superorder Anepitheliocystida, Order Echinostomatida, Family Fasciolidae 

และ Genus Fasciola  โดยมีวงจรชีวิตเร่ิมจากเม่ือไขถ่กูปลอ่ยออกมากบัอจุจาระของโฮสต์  ตวัออ่นภายใน

ไขจ่ะยงัไมเ่จริญเตม็ท่ีซึง่จะใช้เวลาอยูใ่นนํา้ประมาณ 10-15 วนั ท่ีอณุหภมูิ 22-27 องศาเซลเซียส ตวัออ่น

จะเจริญไปเป็น miracidium  อยูภ่ายในไข ่หลงัจากฟักออกมาจากไข ่miracidium  จะวา่ยอยูใ่นนํา้ เม่ือพบ

หอยท่ีเป็น intermediate host ซึง่ได้แก่ Lymnaea rubiginosa  miracidium จะไชเข้าไปภายในตวัของ

หอยแล้วเจริญเป็น sporocyst redia และ cercaria ตามลําดบั  ภายใน 3-6 สปัดาห์ cercaria จะไช

ออกมาจาก intermediate host และวา่ยอยูใ่นนํา้เป็นระยะเวลาสัน้ ๆ หลงัจากนัน้จะเกาะอยูต่ามพืช เชน่ 

ผกัแวน่ ผกับุ้ง ผกักระเฉด หรือหญ้า  เม่ือสลดัหางออกจะสร้างผนงัหุ้มลําตวัเรียกวา่ cyst กลายเป็นพยาธิ

ระยะ metacercaria ซึง่เป็นระยะตดิตอ่  เม่ือคนหรือสตัว์ท่ีเป็น specific host กินพืชนํา้ท่ีมีตวัออ่นระยะ 

metacercaria ปะปนอยูโ่ดยไมทํ่าให้สกุเสียก่อนก็จะตดิเชือ้พยาธิเข้าสูร่่างกาย cyst ของ metacercaria 
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จะถกูยอ่ยภายในกระเพาะอาหารและลําไส้เลก็สว่นต้น ทําให้ตวัออ่นพยาธิสามารถออกมาจาก cyst และ

ไชผา่นผนงัลําไส้เข้าสูช่อ่งท้อง หลงัจากนัน้จะเดนิทางไปยงัตบัผา่นเข้าสูเ่นือ้ตบัและเข้าสูท่อ่นํา้ดีเจริญไป

เป็นตวัเตม็วยัตอ่ไป (8) 

 

การควบคุมโรค 

 การควบคมุโรค Fasciolosis สามารถทําได้หลายวิธีเชน่ การใช้ยาฆา่พยาธิ การควบคมุอาหารและ

นํา้ท่ีให้สตัว์กิน ควบคมุบริเวณท่ีใช้เลีย้งสตัว์ และการทําลายหอยท่ีเป็น intermediate host ของพยาธิ  

นอกจากนีก้ารควบคมุโรคนีย้งัขึน้อยูก่นัสภาพเศรษฐกิจและการศกึษาของผู้ เลีย้งสตัว์ซึง่ยงัขาดความรู้

ความเข้าใจในการป้องกนัโรค และไมท่ราบถึงประโยชน์ท่ีจะได้รับหากสามารถป้องกนัและควบคมุโรค

พยาธิได้ ในปัจจบุนัการควบคมุโรคสว่นมากจะให้ยาฆา่พยาธิแก่สตัว์ โดยยาท่ีนยิมใช้ คือ 

Triclabendazole (6, 9) แตก่ารใช้ยาฆา่พยาธิชนดินีมี้ข้อเสีย คือเม่ือใช้ยาในระยะเวลานาน ๆ จะทําให้

ประสทิธิภาพในการควบคมุลดลงเน่ืองจากพยาธิเกิดการดือ้ยา (10) นอกจากนีก้ารใช้ยาฆา่พยาธิและการ

ใช้สารเคมีกําจดัหอยจะทําให้มีสารตกค้างอยูใ่นร่างกายของ host และมีการปนเปือ้นของสารเคมีใน

สิ่งแวดล้อม  จงึได้มีการคดิค้นวคัซีนขึน้มาเพ่ือใช้ในการควบคมุโรคพยาธิซึง่เช่ือวา่จะสามารถควบคมุโรคนี ้

ได้ในระยะยาวและมีราคาถกู (6) 

 ในปัจจบุนัมีการพฒันาความรู้เก่ียวกบัชีววิทยาภมูิคุ้มกนัของโรคพยาธิใบไม้ตบัท่ีตดิเชือ้ในสตัว์

เคีย้วเอือ้งมากขึน้ เพ่ือให้เข้าใจถึงความสมัพนัธ์ระหวา่งพยาธิใบไม้ตบักบัสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมท่ีเป็น 

Specific host วิธีการหนึง่คือการศกึษาในระดบัโมเลกลุมีจดุมุง่หมายเพ่ือพฒันาวคัซีนสําหรับใช้ในการ

ควบคมุและป้องกนัการตดิเชือ้พยาธิใบไม้ตบัและการวินิจฉยัโรค  ก่อนปี ค.ศ. 1987 ได้มีการทดลองฉีด

วคัซีนให้กบัสตัว์เลีย้งเพ่ือต้านตอ่พยาธิใบไม้ตบั F. hepatica ซึง่สกดัได้จากตวัพยาธิตามธรรมชาตแิละ

เอนไซม์ protease ท่ีปลอ่ยออกมาจากพยาธิ(11) จากผลการพิสจูน์และแสดงลกัษณะเฉพาะของโปรตีนที

สกดัได้จากพยาธิใบไม้ตบั F. hepatica ท่ีได้ทดสอบการใช้วคัซีนแล้วนี ้พบวา่สามารถลดการตดิเชือ้ได้และ

พยาธิท่ีพบจะมีขนาดเลก็ลงซึง่ให้ผลเชน่ เดียวกบัการฉีดวคัซีนให้กบัสตัว์เคีย้วเอือ้งทีต้านตอ่พยาธิใบไม้ตบั 

F. gigantica โดยใช้ metacercaria ท่ีผา่นการฉายรังสีและหนท่ีูถกูฉีดวคัซีนท่ีสกดัได้จาก metacercaria 

ของพยาธิใบไม้ตบั F. gigantica(12)  แอนตเิจนบริสทุธ์ิ 4 ชนิดท่ีสกดัได้จากพยาธิใบไม้ตบั F. gigantica 

นัน้ประกอบด้วย fatty acid binding protein (FABP), glutathione S-transferase (GST), cathepsin L 
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และ paramyosin ถกูนํามาทดสอบวคัซีนในโคพนัธุ์ Brahman-cross ในประเทศอินโดนีเซียให้ผลการ

ทดลองท่ีสามารถลดการตดิเชือ้พยาธิ F. gigantica ได้(13)  ปัจจบุนัพบโปรตีนหลายชนิดท่ีมีแนวโน้มและ

มีศกัยภาพท่ีจะเป็นวคัซีนตวัเลือก ได้แก่ 1. Fatty acid-binding protein (Fh12) พบวา่สามารถลดการตดิ

เชือ้พยาธิ S. mansoni และ F. hepatica ในหนไูด้ 31-100 % (14)  2. Glutathione S-transferase พบวา่

สามารถลดการตดิเชือ้พยาธิ F. hepatica ในแกะ 57 % (15) และในโค 41-69 % (16)    3. Cathepsin L 

พบวา่สามารถลดการตดิเชือ้พยาธิ F. hepatica ในแกะได้ 69 % (17)  4. Haemoglobin พบวา่สามารถลด

การตดิเชือ้พยาธิ F. hepatica ในโคได้ 42-69 %  5. Cathepsin L และ haemoglobin พบวา่สามารถลด

การตดิเชือ้พยาธิ F. hepatica ได้ 72 % (18). 

 

การวนิิจฉัยโรค 

 การวินจิฉยัการตดิเชือ้พยาธิ F. gigantica สามารถทําได้ทัง้วิธีทางปรสติวิทยาและวิธีทางวิทยา

ภมูิคุ้มกนั วิธีทางปรสิตวิทยาทําได้โดยการตรวจหาไขพ่ยาธิท่ีออกมากบัอจุจาระ แม้วา่จะเป็นวิธีท่ีแมน่ยําท่ี

สดุแตก็่มีปัญหาด้านความไวในการตรวจวิเคราะห์ซึง่จะเป็นการตรวจพบโรคนีใ้นชว่งท้ายของการตดิเชือ้ 

เน่ืองจากในระยะแรกของการตดิเชือ้นัน้พยาธิยงัเจริญไมเ่ตม็ท่ีจงึไมมี่ไขป่นออกมากบัอจุจาระทําให้ไม่

สามารถตรวจวินิจฉยัโดยการตรวจหาไขพ่ยาธิได้ นอกจากนีถ้้ามีการตดิเชือ้จํานวนน้อยไขพ่ยาธิก็จะมีใน

อจุจาระน้อยเชน่กนั จงึอาจต้องตรวจซํา้หลาย ๆ ครัง้เพ่ือให้ได้ผลท่ีถกูต้อง อีกทัง้ไขข่องพยาธิ F. gigantica 

ยงัมีลกัษณะคล้ายคลงึกบัไขพ่ยาธิใบไม้ชนิดอ่ืน ๆ เชน่ Fasciolopsis sp. และ Echinostoma sp.(19) เป็น

ต้น  จงึอาจทําให้ผลการวินิจฉยัผิดพลาดได้ อีกวิธีหนึง่คือวิธีทางวิทยาภมูิคุ้มกนัเป็นวิธีการตรวจหา

แอนตบิอดีตอ่พยาธิใน serum และหาแอนตเิจนของพยาธิใน serum และในอจุจาระซึง่อาจจะเป็นวิธีท่ี

สามารถตรวจวินิจฉยัโรคในระยะแรกของการตดิเชือ้ ถึงแม้วา่วิธีนีจ้ะเป็นวิธีท่ีมีผู้ ได้ศกึษากนัมากแตย่งัคง

อยูใ่นชว่งพฒันาให้มีความไว เท่ียงตรงและแมน่ยําสงู แตก็่มีข้อเสีย คือไมส่ามารถแยกผู้ ป่วยหรือสตัว์ท่ี

กําลงัตดิเชือ้กบัผู้ ป่วยหรือสตัว์ท่ีหายจากโรคได้ ดงันัน้จงึได้มีการศกึษาวิจยัเพ่ือพฒันาการตรวจหา

แอนตเิจนของพยาธิมาใช้ในการวินิจฉยัการตดิเชือ้ โดยการตรวจหาแอนตเิจนท่ีพยาธิสร้างขึน้และขบั

ออกมาจากตวัพยาธิ (excretory-secretory materials, ES) ซึง่สามารถตรวจพบได้ทัง้ใน serum (20) และ

ในอจุจาระของผู้ ป่วย (21) 
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 จากการศกึษาข้างต้นโปรตีนท่ีมีศกัยภาพเพ่ือพฒันาเป็นวคัซีน หรือ immunodiagnosis สว่นใหญ่

ถกูปลดปลอ่ยออกมาจากตวัพยาธิแล้วสามารถกระตุ้นระบบภมูคิุ้มกนัของโฮสต์ได้เป็นอยา่งดี ซึง่โปรตีน

ดงักลา่วอยูใ่นรูปของ excretory-secretory (ES) material (22, 23) ซึง่ ES antigen ดงักลา่วถกูปลอ่ย

ออกมาจากระบบอวยัวะตา่ง ๆ ของพยาธิโดยเฉพาะอยา่งย่ิงชัน้ผวิ ( tegument) และทางเดนิอาหาร 

(caeca) (24) 

 ระบบยอ่ยอาหารแบง่ออกเป็น 2 สว่น สว่นหน้าประกอบด้วย  oral sucker, pharynx และหลอด

อาหาร สว่นหลงัประกอบด้วยลําไส้ท่ีแตกแขนงจํานวนมากจนถึงท้ายสดุของลําตวั (25) เย่ือบผุิวลําไส้ของ

พยาธิ F. gignatica ประกอบด้วยเซลล์รูปร่างคล้ายพีระมดิ ภายในไซโตพลาสซมึมี RER และ zymogen 

granules จํานวนมาก (25) ซึง่ zymogen granules เหลา่นีจ้ะถกูปลอ่ยออกมาจากตวัพยาธิในรูปของ ES 

material (26)  ซึง่จากการศกึษาพบวา่ ES materials นีป้ระกอบด้วยเอนไซม์ 4 กลุม่ ได้แก่ serine, 

cysteine, metallo และ aspartic protease (27)  เอนไซม์ protease เหลา่นีมี้ความสําคญัในการดํารงชีวิต

ของพยาธิเน่ืองจากพยาธิใช้เอนไซม์ protease ในการยอ่ยอาหาร ยอ่ยเนือ้เย่ือของโฮสต์ในขณะ migration 

นอกจากนีพ้บวา่พยาธิยงัใช้เอนไซม์ protease ในการหลบหลีกการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัของ host 

อีกด้วย ซึง่เอนไซม์ท่ีพบมากท่ีสดุใน ES material คือ กลุม่ cysteine protease (28) 

 

ระบบปกคลุมร่างกาย (Tegument) 

 ชัน้ผิว ( Tegument) เป็นอวยัวะท่ีสมัผสักบัเนือ้เย่ือและ body fluids ของ host ซึง่ถกูปกคลมุด้วย 

spines จํานวนมาก ยกเว้นบริเวณของ oral sucker  ventral sucker และ excretory pore ชัน้ของ 

tegument มีลกัษณะเป็น syncytium เช่ือมตอ่กบัตวัเซลล์ด้วย cytoplasmic process ของเซลล์ 

tegument ซึง่ตัง้อยูใ่กล้กบั parenchyma ใต้ชัน้ peripheral muscle  ผิวของ tegument จะมีลกัษณะยน่ 

ซึง่เกิดจาก transverse fold สลบักบั groove (29)  ชัน้ผิวเป็นโครงสร้างท่ีมีความสําคญัซึง่มีหน้าท่ีตา่ง ๆ 

ได้แก่ สงัเคราะห์และหลัง่สารตา่ง ๆ มาเคลือบผวิทัว่ร่างกายของพยาธิ ดดูซมึอาหาร osmoregulation 

ป้องกนัการถกูยอ่ยโดย enzyme ในระบบทางเดนิอาหารของ host และสาร surfactant ของนํา้ดี ป้องกนั

พยาธิจากระบบภมูคิุ้มกนัของ host และรับความรู้สกึ (29) อยา่งไรก็ตามโครงสร้างพืน้ฐานของ tegument 

จะแตกตา่งกนัไปในแตล่ะระยะของการเจริญเตบิโต (30) 
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 การศกึษา ultrastructure ของ tegument ใน F. gigantica  ตวัเตม็วยั (31) พบวา่มีลกัษณะ

พืน้ฐานท่ีคล้ายคลงึกบั tegument ใน F. hepatica ซึง่สามารถแบง่เป็น 4 ชัน้  ชัน้ท่ี 1 ประกอบด้วย 

microfold หรือ ridge และ pits ซึง่ถกูคลมุด้วย trilaminate membrane หนาประมาณ 8  nm. surface 

membrane ถกูคลมุด้วย glycocalyx ซึง่ประกอบด้วย 2 ชัน้คือ inner dense homogeneous layer หนา

ประมาณ 9-14 nm และ outer fibrillar layer หนาประมาณ 50-280 nm ภายใน cytoplasmic syncytium 

ของ tegument ประกอบด้วย densely-packed microtrabecular network และ granule ลกัษณะกลม 

(G1) ขนาด 90x180 nm. และ granule ท่ีมีลกัษณะคล้าย disc (G2) ขนาดประมาณ 40x250 nm    G1 มี 

matrix เป็นลกัษณะ dense ruthenium-red positive matrix ซึง่มี glycocalyx สะสมอยูภ่ายใน สว่น G2 

จะมี matrix ใส     glycocalyx ภายใน G1 จะถกู exocytose และเคลือบอยูบ่ริเวณสว่นนอกของ 

tegument สว่น G2 จะทําหน้าท่ีหลกัในการสร้าง surface membrane    tegument ชัน้ท่ี 2 คอ่นข้างแคบ

ซึง่มี G1 และ G2 สะสมอยูจํ่านวนมาก รวมทัง้ lysosome     ชัน้ท่ี 3 เป็นชัน้ท่ีกว้างท่ีสดุประกอบด้วย 

mitochondria จํานวนมาก ปริมาณ G1 และ G2 ลดลง   ชัน้ท่ี 4 อยูล่า่งสดุตดิกบั basal lamina  

cytoplasm ในชัน้นีมี้ลกัษณะหลวมและมีการพบั ( infolding) ของ basal plasma memebrane จํานวน

มาก รวมทัง้พบ mitochondria G1 และ G2 เชน่กนั เซลล์ tegument ท่ีอยูใ่ต้ชัน้กล้ามเนือ้จะสง่ process 

ขึน้ไประหวา่งชัน้กล้ามเนือ้และเช่ือมรวมกบั tegumental syncytium ในชัน้ท่ี 4 ซึง่เซลล์ tegument จะสง่ 

granules G1 G2 ไปยงั tegument โดยอาศยั microtubules ภายในเซลล์ (31) 

 เซลล์ tegument เรียงตวัเป็นแถวอยูใ่ต้กล้ามเนือ้ ภายใน cytoplasm ประกอบด้วย mitochondria   

RER   polysome และ Golgi complex เซลล์ tegument ในพยาธิ F. hepatica ตวัเตม็วยัมี 2 ชนิดด้วยกนั

คือเซลล์ T1 และ T2 โดยจะพบกลุม่เซลล์ชนิด T1 มากกวา่ T2 คดิเป็นสดัสว่น T1:T2 ประมาณ 4:1   เซลล์

ชนิด T1 มี nucleus ขนาดใหญ่และเห็นได้ชดัเจน     มี mitochondria เป็นจํานวนมาก พบ RER และ 

Golgi complexes ซึง่มีหน้าท่ีในการสร้าง secretory bodies จงึเห็นได้วา่เซลล์ชนิด T1 เป็น active 

secretory cell เซลล์ชนิด T2 มีลกัษณะใกล้เคียงกบัเซลล์ชนิด T1 แตมี่ปริมาณ RER Golgi complex และ 

mitochondria น้อยกวา่แตมี่ secretory bodies ในปริมาณท่ีมากกวา่เซลล์ชนิด T1 เก็บสะสมอยูใ่น 

cytoplasm (32) สว่นเซลล์ tegument ของพยาธิ F. gigantica พบวา่มีเพียงหนึง่ชนิดเทา่นัน้ซึง่สามารถ

สร้าง G1 และ G2 granule ได้ภายในเซลล์เดียวกนั (31) 
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 ชัน้ผวิของพยาธิ F. gigantica ตวัออ่นระยะ newly excysted juvenile ปกคลุม่ด้วยหนามปลาย

เด่ียวทัว่ร่างกาย ชัน้ผวิมีความหนาประมาณ 1-1.5 ไมครอน สามารถแบง่ได้เป็น 2 ชัน้ยอ่ย คือสว่นนอกมี

ลกัษณะของ invagination ของผวิ สว่นชัน้ภายในมีความกว้างมากกวา่ ซึง่ภายในประกอบด้วย granules 

จํานวนมากและ mitochondria  โดย granules ภายในชัน้ผวิสามารถแบง่ได้ 2 ชนิด คือ G0 และ G2  ซึง่

คาดวา่ G0 เป็น granule ท่ีทําหน้าท่ีในการหลัง่สารท่ีเป็น glycocalyx ในขณะท่ี G2 ทําหน้าท่ีในการสร้าง 

membrane ให้ชัน้ผวิ เม่ือพยาธิมีการพฒันาเพิม่มากขึน้ พบวา่มี granule ชนิด G1 เกิดขึน้ในขณะท่ี G0 มี

ปริมาณลดลงและหายไปในท่ีสดุ โดย G1 เร่ิมปรากฏเม่ือพยาธิเข้าไปอยูใ่นเนือ้ตบั (1 สปัดาห์หลงัจากการ

ตดิเชือ้) ซึง่ G1 นีจ้ะทําหน้าท่ีในการหลัง่ glycocalyx แทน G0  ในขณะนี ้ G2 ก็มีปริมาณเพิม่มากขึน้

เชน่กนั เน่ืองจากพยาธิจะถกูโจมตีโดยระบบภมูคิุ้มกนัของโฮสต์ พยาธิจําเป็นจะต้องมีการสลดัผวิออก

ตลอดเวลาเพ่ือป้องกนัการจบัของเมด็เลือดขาวบริเวณชัน้ผวิ ซึง่การสลดั membrane ของชัน้ผวิดงักลา่ว

จะทํางานร่วมกบัการสลดั glycocalyx ของชัน้ผิวเชน่กนั ในขณะเดียวกนัขณะท่ีพยาธิตวัออ่นชอนไชไป

ตามเนือ้เย่ือตา่ง ๆ ของโฮสต์นัน้ พยาธิก็จะมีการปลอ่ย protease enzymes ออกมาจากทางเดนิอาหาร 

เพ่ือใช้ในการยอ่ยเนือ้เย่ือของโฮสต์เพ่ือใช้เป็นอาหาร เพ่ือชอนไชไปตามสว่นตา่ง ๆ และเพ่ือทําลายระบบ

ภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ (30) 

 นอกจากนีพ้บวา่ tegument ของพยาธิ F. hepatica มีเอนไซม์สะสมอยูภ่ายในมากมายได้แก่ acid 

phosphatase, Na+/K+-ATPase, esterase, peroxidase, cytochrome oxidase และ succinic 

dehydrogenase(33-38) activity ของเอนไซม์ acid phosphatase จะพบในบริเวณ syncytium 

โดยเฉพาะอยา่งย่ิงบริเวณ apical plasma membrane และยงัพบเอนไซม์ภายใน tegument ทางด้าน 

dorsal มากกวา่ด้าน ventral(37, 39) activity ของเอนไซม์ Na+/K+-ATPase จะพบในบริเวณ 

invagination ของ apical plasma membrane และ infoldings ของ basal plasma membrane ซึ่ งเป็น

ตวับง่ชีถึ้งการเกิด ion pump ของ tegument membranes โดยจะพบ Na+/K+-ATPase ด้าน ventral 

มากกวา่ dorsal tegument (36, 38) 

 จากการศกึษาพบวา่ tegument ในแตล่ะบริเวณของพยาธิมีลกัษณะท่ีแตกตา่งทัง้ทางด้านรูปร่าง 

ลกัษณะการกระจายของ spine และการกระจายของเอนไซม์ acid phosphatase และ Na+/K+-ATPase 

ดงัได้กลา่วแล้วข้างต้น sensory receptor ใน tegument ก็พบวา่มีการกระจายท่ีแตกตา่งกนัไปในแตล่ะ

บริเวณเชน่กนั นอกจากนีพ้บวา่ tegument ก็มีการตอบสนองตอ่ anthelmintic induce damage ซึง่
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แตกตา่งกนัไปในแตล่ะบริเวณ แสดงให้เห็นวา่ tegument ในแตล่ะสว่นของร่างกายพยาธิมีหน้าท่ีท่ี

แตกตา่งกนัไปซึง่ต้องมีการศกึษาในรายละเอียดตอ่ไป (32)  

 

Tegument-surface associated antigens 

 Tegumental-associated antigens เป็นแอนตเิจนหลกัท่ีปลดปลอ่ยออกมาจากพยาธิตวัแบน 

จากการศกึษา tegumental antigens ของพยาธิ Schistosoma japonicum และ S. mekongi  ด้วยวิธี 

western immunoblotting พบวา่มีแถบโปรตีนเดน่ประมาณ 15-20 แถบ ซึง่มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 26-

205 kDa (40, 41) ในขณะท่ี S. masoni  มีแถบโปรตีนเดน่ท่ีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 97, 86, 68, 50 และ 

38 kDa(42) ซึง่เช่ือวา่โปรตีนเหลา่นีเ้ป็นโปรตีนท่ีมาจากชัน้ผิวหรือสมัพนัธ์กบัชัน้ผิวของพยาธิ การศกึษา 

specific โปรตีนของพยาธิใบไม้เลือดพบวา่ พบ phosphoglycerate kinase (SmPGK) ในสว่นตา่ง ๆ ของ 

S. mansoni รวมถึงชัน้ผวิ โดย SmPGK นีจ้ะถกูปลดปลอ่ยออกมาจากชัน้ผวิของพยาธิเข้าสูก่ระแสเลือด

ของสตัว์ท่ีตดิเชือ้รวมถึงมนษุย์(43) โดย SmPGK นีส้ามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้เป็นอยา่งดี

และไมมี่ผล cross reaction กบั PGK ของโฮสต์(43) นอกจากนีมี้การศกึษาพบโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 22  

kDa บริเวณชัน้ผิวของ S. japonicum (Sj22) โดยจากการศกึษาการฉีด cDNA ของ Sj22 ในสตัว์ทดลอง

พบวา่สามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ดีเชน่กนั(44)  มีการตรวจพบโปรตีน 20.8  kDa ในชัน้ผิว

ของ S. mansoni ระยะ sporocyst และ            ตวัเตม็วยั(45 , 46) ซึง่ rSm20.8 สามารถทําปฏิกิริยากบั 

serum ของคนและกระตา่ยท่ี immunized ด้วย irradiated cercariae (46)  นอกจากนีพ้บวา่ polyclonal 

antibodies ท่ีต้านตอ่ Sm20.8 สามารถตรวจพบ Sm20.8 ในทกุระยะของการพฒันาของพยาธิ และจาก

การศกึษา in vitro killing โดยใช้ IgG fraction พบวา่สามารถฆา่พยาธิ schistosomules ของ S. mansoni 

ได้ 34% โดยอาศยัการทํางานร่วมกบั complement (46) และจากการ immunize สตัว์ทดลองด้วย cDNA 

ของ Sm20.8 พบวา่สามารถลดการตดิเชือ้ได้ประมาณ 30% หลงัจากการตดิเชือ้ด้วย cercariae(46)  จาก

การศกึษาโดยการ screening cDNA libraries ของ S. mansoni โดยใช้ polyclonal antibodies ท่ีต้านตอ่ 

tegument ของ schistosomules พบ 30S โปรตีนซึง่สามารถตรวจพบได้ใน serum ของสตัว์ท่ีตดิเชือ้ด้วย 

irradiated cercariae(47)  

 การศกึษาในพยาธิ F. hepatica ตวัเตม็วยัพบวา่ major antigen มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 64-

52, 38-24, 17, 15, 13 และ 12  kDa  ท่ีโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 160  kDa พบได้เฉพาะใน
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ระยะแรกของการตดิเชือ้เทา่นัน้ สว่นโปรตีนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุน้อยสามารถพบได้ในชว่งท้ายของการตดิ

เชือ้(48)  ในขณะท่ี ES fraction ของ F. gigantica ประกอบด้วยโปรตีนท่ีสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั

ของ host ได้ดีมีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 66, 64, 58, 54, 27 และ 26 kDa (49, 50) ซึง่เช่ือวา่ 66, 64, 58 

และ 54  kDa เป็นโปรตีนท่ีหลัง่มาจากชัน้ผิว ในขณะท่ี 27 และ 26  kDa หลัง่มาจากทางเดนิอาหาร (51 , 

52)   จากการศกึษา tegumental antigens ของ F. gigantica โดยใช้ monoclonal antibodies พบวา่

โปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 66(51) และ 28.5  kDa(53) เป็นโปรตีนท่ีตรวจพบได้เฉพาะท่ีชัน้ผิวเทา่นัน้  เช่ือวา่ 

tegumental membrane antigens  เป็นโปรตีนท่ีมีความจําเพาะภายใน species คอ่นข้างมาก ซึง่เป็น

โปรตีนท่ีมีคณุสมบตัใินการนําไปพฒันาเป็นวคัซีนหรือใช้ในการวินิจฉยัโรคพยาธิด้วยวิธี 

immunodiagnosis ตอ่ไปในอนาคต  

 จากการศกึษาโดยการนําซีรัมของววัท่ีตดิเชือ้พยาธิ F. gigantica ในธรรมชาต ิ( Cow’s infected 

serum, CIS) มาทําปฏิกิริยากบั tegument antigen (TA) ของพยาธิตวัเตม็วยัด้วยวิธี western 

immunoblotting พบวา่แถบโปรตีนของ TA ท่ีสามารถทําปฏิกิริยากบั CIS คอ่นข้างเข้มคือท่ีนํา้หนกั

โมเลกลุ 16, 21 , 29, 33 และ 52  kDa ซึง่แถบโปรตีนดงักลา่วสามารถพบได้ในระยะ miracidium ตวัออ่น

อาย ุ14 สปัดาห์ และ crude extract ของพยาธิระยะตวัเตม็วยั นอกจากนีจ้ากการนําแอนตเิจนท่ี 21  kDa 

มาฉีดให้หนเูพ่ือผลิต polyclonal antibody เมือ่นํา polyclonal antibody ดงักลา่วมาศกึษาพบวา่ สามารถ

ตรวจพบโปรตีน 21  kDa ได้ใน excretory secretory antigen ของพยาธิตวัเตม็วยัอีกด้วย และ crude 

extract ของพยาธิระยะ miracidium ตวัออ่นอาย ุ14 สปัดาห์ และพยาธิระยะตวัเตม็วยั  จากการศกึษา

ข้างต้นแสดงให้เห็นวา่ โปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21  kDa นา่จะถกูคดัหลัง่จากตวัพยาธิและสามารถกระตุ้น

ระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ดี(54) 

 

Immunodiagnosis 

 แอนตเิจนท่ีนิยมนํามาศกึษา immunodiagnosis ในปัจจบุนัได้แก่ ES product ของพยาธิ 

เน่ืองจากเป็นแอนตเิจนท่ีหลัง่ออกมาจากตวัพยาธิ และสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้เป็น

อยา่งดี จากการศกึษา circulating antibodies ใน serum ของผู้ ป่วยด้วยวิธี ELISA โดยใช้ ES product 

สามารถตรวจพบ antibodies ได้ในปริมาณท่ีแตกตา่งจากกลุม่ควบคมุอยา่งชดัเจน (55) และจากการ

ตรวจวินิจฉยั human fasciolosis โดยใช้ ES product ของ F. hepatica ด้วยวิธี ELISA พบวา่มี 
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sensitivity และ specificity 100%(56, 57)  ในขณะท่ีการตรวจด้วยวิธี indirect haemaglutination test 

(IHAT) มี sensitivity และ specificity ท่ีต่ํากวา่วิธี ELISA(57)   ES product ของพยาธิ Fasciola มี

องค์ประกอบหลกัคือเอนไซม์ในกลุม่  protease โดยเฉพาะ cysteine protease เอนไซม์ในกลุม่นีท่ี้มีการ

นํามาศกึษากนัมากได้แก่ cathepsin (Cat) L, B  การศกึษา diagnosis ด้วย ELISA โดยใช้ recombinant 

Cat L ในการตรวจหาแอนตบิอดีใน serum ของแกะและโคท่ีตดิเชือ้ในธรรมชาต ิให้ sensitivity 99.1 และ 

100% ในแกะและโค ตามลําดบั ในขณะท่ี sensitivity ของการตรวจหาแอนตบิอดีใน serum ของแกะและ

โคท่ีตดิเชือ้ในห้องทดลองมีคา่ประมาณ 98.5% ในโค และ 96.5% ในแกะ  ซึง่สามารถตรวจพบแอนตบิอดี

ใน serum ของโคและแกะประมาณสปัดาห์ท่ี 5 และ 7 หลงัจากการตดิเชือ้ตามลําดบั ซึง่เป็นระยะก่อนการ

ตรวจพบไขพ่ยาธิในอจุจาระของสตัว์ โดยยงัคงตรวจพบแอนตบิอดีใน serum ของสตัว์จนถึงสปัดาห์ท่ี 23 

หลงัจากการตดิเชือ้ ซึง่ให้ผลใกล้เคียงกบัการตรวจหาแอนตบิอดีโดยใช้ rFhcat Lใน serum ของสตัว์ท่ีตดิ

เชือ้พยาธิ F. gigantica คือพบแอนตบิอดีได้ในสปัดาห์ท่ี 5-20 หลงัจากการตดิเชือ้ (58)   

 การศกึษาในพยาธิ F. gigantica พบวา่การวินฉิยัการตดิเชือ้ด้วยวิธี ELISA โดยตรวจหา

แอนตบิอดีของ somatic antigen เปรียบเทียบกบั cysteine protease (CP) พบวา่ specificity ของการใช้ 

CP มีประมาณ 98.4% ซึง่สงูกวา่การใช้ somatic antigen (96.9%) (59)  มีการศกึษานํา purified protein 

มาศกึษา immunodiagnosis เม่ือให้ได้ sensitivity ท่ีเพิม่มากขึน้ โดยการนํา rcat L 1 มาทํา cystatin 

capture ELISA โดยใช้ serum ของผู้ ป่วยท่ีตดิเชือ้ F. gigantica 13 คน ตดิเชือ้พยาธิชนิดอ่ืน ๆ 209 คน 

ป่วยเป็นโรค cholangiocarcinoma 32 คนและคนปกต ิ42 คน  พบวา่มี sensitivity, specificity, 

accuracy และ positive และ negative values ของวิธีการตรวจสอบประมาณ 100% , 99.3%, 99.3%, 

86.7% และ 100% ตามลําดบั โดย IgG4-ELISA ให้ผลการตรวจได้สงูสดุ (60) โดยการใช้ specific 

epitope ของ rcat L1 ดงักลา่ว ( DKIDWRESGYVTEVKDQGNC และ DKIDWRESGYVTELKDQGNC) 

ในการตรวจการตดิเชือ้ พบวา่ให้ sensitivity, specificity, accuracy และ positive และ negative values 

ประมาณ 100%, 97.3%, 97.5%, 61.9% และ 100%  ตามลําดบั(61) มีการนํา purified protein ชนิดอ่ืน 

ๆ จาก ES product มาศกึษา immunodiagnosis เชน่กนั  นําโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 49.5  kDa มา

ตรวจหา circulating antibodies ตอ่โปรตีนชนิดนีด้้วยวิธี enzyme-linked immunoelectro-transfer blot 

(EITB), counter electrophoresis (CIEP) และ ELISA พบวา่วิธี ELISA ให้ผลการตรวจท่ีดีท่ีสดุคือ 

sensitivity 91.4%, specificity 92.3%, accuracy 91.8%, negative predictive value 88.9% และ 

positive predictive value 94.1% (62)   สว่นโปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 26-28  kDa circulating antigens 
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ของ F. gigantica ซึง่เป็นโปรตีนท่ีผลิตมาจาก gut และชัน้ผวิของพยาธิตวัเตม็วยั ภายในโมเลกลุ

ประกอบด้วยสว่นท่ีเป็น hydrophilic ประมาณ 47.5%  hydrophobic ประมาณ 29.3% และจากการทํา 

dot-ELISA เพ่ือตรวจหา circulating 26-28 kDa ใน serum ของโค 9 ตวัซึง่ตดิเชือ้ด้วย F. gigantica โดย

มีกลุม่ควบคมุจํานวน 27 ตวั ด้วย polyclonal antibody ท่ีต้านตอ่ 26-28 kDa  ให้ sensitivity 100% (63) 

ในขณะท่ีการนํา 28  kDa cystein protease มาตรวจหาแอนตบิอดีใน serum ของแกะด้วยวิธี ELISA, 

western blotting และ Dipstick-ELISA ซึง่ตดิเชือ้ F. gigantica ในห้องทดลอง พบวา่ให้ sensitivity 

100% ซึง่สามารถตรวจพบแอนตบิอดีด้วยวิธี western blotting ได้ตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 2 หลงัจากการตดิเชือ้ 

ซึง่พบพยาธิภายในสตัว์ทดลองจํานวน 38 ตวั ในขณะท่ีสตัว์ทดลองท่ีพบพยาธิในตบัจํานวน 3-8 ตวันัน้

สามารถตรวจพบแอนตบิอดีตอ่ 28  kDa ประมาณสปัดาห์ท่ี 10 th หลงัจากการตดิเชือ้(64)  อยา่งไรก็ตาม

จากการศกึษาของ El-Kerdany และคณะ(65) พบวา่ tegumental antigen ของพยาธิ F. giganitca 

สามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของโฮสต์ได้ดีกวา่ ES หรือ somatic extract หลงัจากการศกึษาด้วยวิธี 

ELISA immunohistochemical staining และ CIEP     จากการศกึษาท่ีผา่นมาทัง้หมดแสดงให้เหน็วา่มี

การนําแอนตเิจนของชัน้ผวิมาศกึษา immuodiagnosis กนัคอ่นข้างน้อย Viyanant และคณะ ทําการผลิต 

monoclonal antibody ตอ่ circulating 66 kDa tegumental antigen ของ F. gigantica แล้วนํามา

ตรวจหาโปรตีน 66  kDa ใน serum ของสตัว์ท่ีตดิเชือ้ในธรรมชาตด้ิวยวิธี sandwich ELISA โดยการ coat 

microtiter plate ด้วย monoclonal antibody และ probe ด้วย polyclonal rabbit sera anti 66 kDa 

พบวา่ให้ sensitivity ประมาณ 86.6-100 % ซึง่สามารถตรวจพบได้ตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 1- 32 ของการตดิเชือ้ใน

ธรรมชาต ิ(51)  
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บทท่ี 3 

วิธีดาํเนินการศึกษาค้นคว้า 

1. การเก็บตัวอย่างพยาธิ F. gigantica 

1.1 ระยะไข่ (eggs) 

 เก็บไขพ่ยาธิจาก F. gigantica ตวัเตม็วยัและนํา้ดีของววัท่ีมีการตดิเชือ้พยาธิ F. gigantica โดยนํา

ตวัเตม็วยัของพยาธิ  F. gigantica และนํา้ดีของววัท่ีได้จากโรงฆา่สตัว์มาล้างในสารละลาย normal saline 

เพ่ือให้พยาธิปลอ่ยไขอ่อกมาและตัง้ทิง้ไว้จนไขพ่ยาธิตกตะกอน แล้วล้างด้วยสารละลาย normal saline 

จนกวา่สารละลาย normal saline ใส จากนัน้นําไปกระตุ้นการเจริญเตบิโตด้วยแสงจนกวา่ตรวจพบตวัออ่น

ระยะ miracidium เจริญอยูภ่ายในไข ่และมีการฟักออกจากไขบ่างสว่น แล้วล้างไขด้่วย normal saline 

หลาย ๆ ครัง้ จากนัน้นําไป centrifuge แล้วนําไปทําการทดลองตอ่ไป 

 

1.2 ระยะตัวอ่อนอายุ 4 สัปดาห์ (4 week-old juvenile)  

 พยาธิระยะตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ได้จากคณุปิยวฒัน์ ดริุยานนท์ โดยมีวิธีการเก็บตวัอยา่งพยาธิตวั

ออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ พอสรุปได้ดงันี ้ป้อนตวัออ่นระยะ metacercaria ของพยาธิ F. gigantica จํานวน 20 

ตวั ผสมกบั normal saline 0.5 ml ให้กบัหน ู mice เพศผู้  อาย ุ8 สปัดาห์ ด้วย feeding tube วนัท่ี 28 

หลงัจากการ infection ทําการสลบหนดู้วย diethyl ether แล้วเก็บตวัออ่นของพยาธิจากตบั ล้างด้วย 

normal saline นําไปทําการทดลองตอ่ไป 

 

1.3 ระยะตวัเตม็วัย (adults) 

 เก็บพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วยัจากทอ่นํา้ดีและถงุนํา้ดีของววัท่ีถกูฆา่จากโรงฆา่สตัว์ จากนัน้

นําพยาธิมาล้างเพ่ือให้เลือดและนํา้ดีออกจากตวัพยาธิด้วย normal saline หลาย ๆ ครัง้ หลงัจากนัน้ทํา

การแยกพยาธิออกเป็น 2 กลุม่ โดยกลุม่ท่ี 1 นําพยาธิระยะ embryonated egg และระยะตวัเตม็วยัเก็บใน

ไนโตรเจนเหลว แล้วนําไปเตรียมเป็น whole body antigen  ตอ่ไป กลุม่ท่ี 2 นําพยาธิระยะ embryonated 

egg  ตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ และตวัเตม็วยัไป fix ด้วย 4% paraformaldehyde + 0.5% glutaraldehyde 
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ใน 0.1 M phosphate buffer saline (PBS) ท่ี 4๐C นาน 4 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย 0.1  M PBS 3 ครัง้ ครัง้ละ 

5 นาที และนําไปศกึษาด้วยวิธี immunoperoxidase ตอ่ไป 

 

2. การศึกษาตาํแหน่งและการกระจายของ tegumental antigen ด้วยวิธี immunoperoxidase 

 นําพยาธิ F. gigantica ระยะไข ่ตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ และตวัเตม็วยั ท่ี fixed ด้วย 4%  

paraformaldehyde และ 0.5 % gultaradehyde แล้ว มา dehydrate โดยแชใ่น 70%, 80%, 95% ethyl 

alcohol ขัน้ตอนละ 1 ชัว่โมง ตามลําดบั และแชใ่น 100%  ethyl alcohol 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที clearing 

ด้วย xylene 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาที แล้ว infiltrate ด้วย xylene : paraffin ในอตัราสว่น 1:1 และ pure 

paraffin ขัน้ตอนละ 30 นาที ตามลําดบั จากนัน้ฝังพยาธิในพาราฟีนด้วยเคร่ือง tissue embedding 

(Tissue-Tek


TECTM) นํา block พาราฟีนมาตดัด้วยเคร่ือง rotary microtome (Accu-cut


SRMTM) หนา

ประมาณ 5 ไมครอน นํา section ของพยาธิวางบนสไลด์ท่ีเคลือบด้วย 1% gelatin-chromalum ตากสไลด์

ท่ีอณุหภมูิ 45 ๐C นาน 12 ชัว่โมง   นํา section ของพยาธิ F. gigantica มา rehydrate โดยแชใ่น xylene 2 

ครัง้ แล้วแชใ่น 100%, 95%, 80%, 70% ethyl alcohol และนํา้กลัน่ขัน้ตอนละ 5 นาที จากนัน้แช ่ section 

ใน 3% H2O2 ในนํา้กลัน่ นาน 30 นาที เพ่ือทําลาย endogenous peroxidase แล้วล้างด้วย 0.1M PBS 3 

ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที   แล้วนํา section ไปต้มใน 10 mM citrate buffer 2 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที ปลอ่ยทิง้ไว้ให้

อณุหภมูลิดลงเทา่กบัอณุหภมูห้ิอง แล้วล้างด้วย PBS 3 ครัง้   incubate ด้วย 0.1%  glycine ใน 0.1  M 

PBS นาน 30 นาที และ 1%  BSA นาน 30 นาที เพ่ือ block nonspecific binding หลงัจากนัน้ incubate 

section ใน primary antibody (rat sera) ซึง่ละลายใน 0.1 M PBS-T + 1%BSA ด้วยอตัราสว่น 1:10,000 

นาน 2 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย PBS-T 3 ครัง้ หลงัจากนัน้ incubate section ใน secondary antibody (HRP- 

conjugated goat anti rat IgG) ด้วยอตัราสว่น 1:1,000 นาน 1 ชัว่โมง แล้วล้างด้วย PBS-T 3 ครัง้ จากนัน้ 

incubate section ใน aminoethyl carbazole substrate (AEC substrate kit, Zymed) นาน 10 นาที ในท่ี

มืด แล้วล้างด้วยนํา้กลัน่ นําสไลด์มา counterstain ด้วยสี Mayer’s hematoxylin นาน 30 วินาที ล้างสีออก

ด้วยนํา้ประปา นํา section มา mounting ด้วย 90% buffered-glycerol แล้วนําไปศกึษาและถ่ายภาพด้วย

กล้องจลุทรรศน์ Olympus BX51  
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

 

1. การศึกษาตาํแหน่งและการกระจายของ tegumental antigen ด้วยวิธี immuno- peroxidase 

1. Preimmunize rat sera 

 จากการย้อมกลุม่ control โดยใช้ preimmunize rat sera เป็น primary antibody พบวา่ในอวยัวะ

สว่นใหญ่ไมป่รากฏ positive reaction (ภาพท่ี 1) ยกเว้นบริเวณ luminal projection ของ bladder (ภาพท่ี 

1C) นอกจากนีย้งัพบ positive reaction ใน spermatozoa ภายใน  testis (ภาพท่ี 1D) และบริเวณขอบ

ของ oocyte ภายใน ovary (ภาพท่ี 1E)   

 

2. Total tegumental antigen (TA) 

2.1 ระยะ unembryonated egg  

 พบ positive reaction ของ total TA มีลกัษณะสีส้มเข้มมากบริเวณเปลือกไข ่(ภาพท่ี 2 A-C) เม่ือ

ศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction สีส้มจาง ๆ กระจายอยูภ่ายใน vitelline cell ภายในไข ่

(ภาพท่ี 2C) 

 

2.2 ระยะ embryonated egg 

 พบ positive reaction ของ total TA มีลกัษณะเป็นจดุสีส้มเข้มบนเปลือกไข ่(ภาพท่ี 4-21  D) เม่ือ

ศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction สีส้มเข้มบริเวณขอบนอกของ miracidium (ภาพท่ี 2E) 
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2.3 ระยะตัวอ่อนอายุ 4 สัปดาห์ 

 พยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ พบ positive reaction ของ total TA ภายใน tegument, 

parenchyma, ventral sucker, pharynx, caecum และ bladder (ภาพท่ี 2 F, G) เม่ือศกึษาด้วย

กําลงัขยายสงูพบวา่ positive reaction สีส้มเข้มมากบริเวณขอบนอกของ tegument และพบ positive 

reaction ลกัษณะเป็นจดุสีส้มกระจายอยูภ่ายใน syncytium (ภาพท่ี 2 H) บริเวณ caecum พบ positive 

reaction เฉพาะบริเวณ luminal projection ในขณะท่ี cytoplasm ไมป่รากฏ positive reaction (ภาพท่ี 2) 

นอกจากนีพ้บวา่ bladder ก็ปรากฏ positive reaction เชน่กนั โดยพบ positive reaction บริเวณเย่ือบขุอง 

bladder (ภาพท่ี 2J) 

   

2.4 ระยะตวัเตม็วัย 

2.4.1 ระบบปกคลุมร่างกาย 

 พบ positive reaction ของ total TA มีลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณขอบนอกของ tegument (ภาพ

ท่ี 3C) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction ลกัษณะเป็นจดุสีส้มจาง  กระจายอยูภ่ายในชัน้ 

tegument เลก็น้อย (ภาพท่ี 3 D) แตไ่มป่รากฏ reaction ใน spine ยงัปรากฏ positive reaction ภายใน 

cytoplasm และ processes บางเซลล์ของ tegument ท่ีอยูใ่ต้ชัน้กล้ามเนือ้ แตไ่มป่รากฏในนิวเคลียส 

(ภาพท่ี 3E) 

 

2.4.2 Parenchyma  

 พบ positive reaction ของ total TA ลกัษณะสีส้มเข้มภายในเซลล์ และ processes ของเซลล์สว่น

ท่ีย่ืนไปเช่ือมกบั tegument (ภาพท่ี 3 C, E) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูสามารถแบง่ตามความเข้มของสี

ได้เป็น 3 ชนิดคือ ชนิดท่ี 1 ( Pc1) จะมีสีส้มเข้มสม่ําเสมอเทา่กนัทัง้เซลล์และเข้มมากบริเวณขอบเซลล์ พบ

มากบริเวณชัน้นอกตดิกบั tegument ชนิดท่ี 2 ( Pc2) จะมีสีส้มเข้มปานกลางสม่ําเสมอเทา่กนัทัง้เซลล์และ

มีสีส้มเข้มมากบริเวณขอบเซลล์ ชนิดท่ี 3 ( Pc3) จะมีสีส้มเข้มปานกลางเทา่กบักลุม่ท่ี 2 แตบ่ริเวณสว่นท้าย
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ของเซลล์มีสีส้มเข้มและสีส้มเข้มมากบริเวณขอบของเซลล์ ทัง้เซลล์ชนิดท่ี 2 และ 3 พบกระจายอยูท่ัว่ไป

บริเวณกลางลําตวั (ภาพท่ี 3F, 3A, D) 

 

2.4.3 ระบบทางเดนิอาหาร 

 พบ positive reaction  ของ total TA ใน esophagus และ caecum (ภาพท่ี 3 B, 4A, B) เม่ือ

ศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ reaction ลกัษณะเป็นจดุสีส้มขนาดเล็กกระจายอยูใ่นเย่ือบขุอง esophagus 

สว่นภายใน caecum พบวา่มี positive reaction มีสีส้มเข้มมากบริเวณ luminal projection แตไ่มป่รากฏ 

positive reaction ใน cytoplasm (ภาพท่ี 4C) 

 

2.4.4 ระบบขับถ่าย 

 พบ positive reaction ของ total TA มีลกัษณะเป็นจดุสีส้มใน bladder (ภาพท่ี 4D, E) เม่ือศกึษา

ด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction มีลกัษณะสีส้มเข้มกระจายอยูบ่ริเวณเย่ือบขุอง bladder อยา่งไร

ก็ตามบริเวณ luminal projection จะเข้มมากท่ีสดุ แตล่ะบริเวณของเย่ือบ ุ bladder จะมีความเข้มของ 

positive reaction ไมเ่ทา่กนั (ภาพท่ี 4F) 

 

2.4.5ระบบสืบพันธ์ุ 

ระบบสืบพันธ์ุเพศเมีย 

 Ovary พบ positive reaction ของ total TA ลกัษณะสีส้มจาง ๆ กระจายอยูใ่น ovary (ภาพท่ี 5A, 

B) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction ลกัษณะสีส้มกระจายอยูร่ะหวา่งเซลล์ oocyte ระยะ

ท่ี 4 เล็กน้อย ในขณะท่ีเซลล์ oocyte ระยะอ่ืน ๆ ไมป่รากฏ positive reaction (ภาพท่ี 5C)  

 Vitelline gland พบ positive reaction ของ total TA ลกัษณะเป็นสีส้มจาง ๆ ภายใน vitelline cell 

ท่ีเจริญเตม็ท่ี (ภาพท่ี 5 D, E) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction เป็นจดุสีส้มอยูภ่ายใน 

glycogen area ภายใน cytoplasm แตไ่มป่รากฏ positive reaction ในนิวเคลียส shell globules และใน 
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vitelline cell ระยะอ่ืน ๆ (ภาพท่ี 5 F) นอกจากนัน้ยงัพบ positive reaction สีส้มจาง ๆ ใน vitelline cell ท่ี

อยูภ่ายใน vitelline duct เชน่กนั (ภาพท่ี 5G, H)  

 Uterus  พบ positive reaction ของ total TA มีลกัษณะสีส้ม 2 บริเวณ คือในเปลือกไขข่อง 

unembryonated egg และเย่ือบผุิวของ uterus (ภาพท่ี 2 A) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive 

reaction มีลกัษณะสีส้มเข้มมากบริเวณ luminal projection ของเย่ือบ ุ uterus และนอกจากนีย้งัพบ 

positive reaction สีส้มเข้มในกลุม่ของ sperm ท่ีอยูภ่ายใน uterus (ภาพท่ี 2C) 

 

ระบบสืบพันธ์ุเพศผู้ 

 Testis พบ positive reaction ของ total TA ลกัษณะสีส้มกระจายอยูท่ัว่ไปภายใน testis (ภาพท่ี 

6A) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูปรากฏ positive reaction ใน spermatid ระยะ 4 ท่ีอยูบ่ริเวณกลาง 

testis แตไ่มพ่บ positive reaction ใน spermatid ระยะอ่ืน ๆ และใน spermatocyte (ภาพท่ี 6 B, C) 

นอกจากนีย้งัปรากฏ positive reaction เข้มบริเวณ head ของ spermatozoa เชน่เดียวกนั (ภาพท่ี 6C) 

 Seminal vesicle พบ positive reaction ของ total TA ลกัษณะสีส้มกระจายอยูบ่ริเวณ luminal 

projection ของเย่ือบ ุ seminal vesicle แตไ่มพ่บ positive reaction ภายในเซลล์ของ seminal vesicle 

(ภาพท่ี 6D, E) 

 Prostate gland พบ positive reaction ของ total TA กระจายอยูท่ัว่ไปภายใน prostate gland 

(ภาพท่ี 6 D, F) เม่ือศกึษาท่ีกําลงัขยายสงูพบ positive reaction กระจายอยูบ่ริเวณด้านขอบนอกของ 

prostate gland cell แตไ่มป่รากฏภายในเซลล์ นอกจากนีย้งัพบ positive reaction สีส้มจาง ๆ บริเวณ 

luminal projection ของเย่ือบผุิว prostate duct อีกด้วย (ภาพท่ี 6F) 

 

3. 21 kDa tegumental antigen 

3.1 ระยะ unembryonated egg  
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 พบ positive reaction ของ 21  kDa TA มีลกัษณะเป็นสีส้มเข้มมากกระจายอยูบ่ริเวณเปลือกไข ่

(ภาพท่ี 7A, B) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูยงัสามารถพบ positive reaction ลกัษณะสีส้มจาง ๆ ภายใน 

vitelline cell ท่ีอยูภ่ายในไขเ่ชน่กนั (ภาพท่ี 7C)  

 

3.2 ระยะ embryonated egg 

 พบ positive reaction ของ 21  kDa TA มีลกัษณะสีส้มเข้มบริเวณ miracidiumท่ีอยูภ่ายในไข่

(ภาพท่ี 7 D, E) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูปรากฏ positive reaction เข้มบริเวณขอบนอกของ 

miracidium แตไ่มป่รากฏ reaction บนเปลือกไข ่(ภาพท่ี 7 E) 

 

3.3 ระยะตัวอ่อนอายุ 4 สัปดาห์ 

 ในระยะตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์พบ positive reaction ของ 21  kDa TA ลกัษณะสีส้มกระจายอยู่

ภายใน tegument, bladder และ parenchyma (ภาพท่ี 7 F, G) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive 

reaction ใน tegument  โดยปรากฏสม่ําเสมอทัว่ไปทัง้ชัน้ผิว ในขณะท่ี spine ให้ผลเป็น negative (ภาพท่ี 

7 H) สว่น bladder พบ positive reaction คอ่นข้างเข้มภายในเย่ือบผุิว (ภาพท่ี 7  J) นอกจากนีย้งัปรากฏ 

positive reaction สีส้มจาง ๆ กระจายอยูท่ัว่ไปภายใน parenchyma รวมถึง luminal projection ของ 

caecum ในขณะท่ี cytoplasm ให้ผล negative (ภาพท่ี 7 G, I) 

 

3.4 ระยะตวัเตม็วัย 

3.4.1 ระบบปกคลุมร่างกาย 

 พบ positive reaction ของ 21  kDa TA มีลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณ tegument (ภาพท่ี 8 C) 

เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูพบ positive reaction เป็นจดุกระจายอยูท่ัว่ไปอยา่งสม่ําเสมอภายในชัน้ 

tegument แตไ่มป่รากฏ positive reaction บน spine (ภาพท่ี 8 D) นอกจากนีภ้ายใน tegumental cell 

บางเซลล์ยงัปรากฏ positive reaction อยูภ่ายใน cytoplasm แตไ่มป่รากฏในนิวเคลียส (ภาพท่ี 8 E)  
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3.4.2 Parenchyma  

 พบ positive reaction ของ 21 kDa TA มีลกัษณะสีส้มจาง ๆ เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงู พบวา่

บริเวณขอบเซลล์และรอบ ๆ นิวเคลียสจะมีสีส้มเข้มมากกวา่ตรงกลางเซลล์ (ภาพท่ี 8 F) 

 

3.4.3 ระบบทางเดนิอาหาร 

 พบ positive reaction ทัง้ในทางเดนิอาหารสว่นต้น ซึง่ได้แก่ pharynx และทางเดนิอาหารสว่น

ปลาย ซึง่ได้แก่ caecum (ภาพท่ี 8  A, 9 A,B) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูปรากฏ positive reaction 

ลกัษณะสีส้มเข้มกระจายอยูภ่ายในเย่ือบผุวิ pharynx (ภาพท่ี 8  B) สว่นเย่ือบผุิว caecum พบสีส้มของ 

positive reaction กระจายอยูบ่ริเวณ luminal projection เพียงเลก็น้อย โดย cytoplasm และนิวเคลียส

ให้ผลเป็น negative (ภาพท่ี 9 C) 

3.4.4 ระบบขับถ่าย 

 พบ positive reaction ของ 21  kDa TA ลกัษณะสีส้มเข้มมากกระจายอยูบ่ริเวณเย่ือบผุวิของ 

bladder (ภาพท่ี 9 D, E) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงู ปรากฏ positive reaction ลกัษณะสีส้มเข้มมากใน

บริเวณ luminal projection ของ bladder สว่นภายใน cytoplasm มี reaction คอ่นข้างจาง (ภาพท่ี 9 F) 

 

3.4.5 ระบบสืบพันธ์ุ 

ระบบสืบพันธ์ุเพศเมีย 

 Ovary พบ positive reaction ของ 21  kDa TA กระจายอยูภ่ายใน ovary เม่ือศกึษาด้วย

กําลงัขยายสงู (ภาพท่ี 10  A, B) ปรากฏ positive reaction มีลกัษณะสีส้มกระจายอยูข่อบเซลล์ oocyte 

โดยเฉพาะ oocyte ระยะท่ี 4 จะมีความเข้มของ positive reaction มาก (ภาพท่ี 10 C) 

 Vitelline gland พบ positive reaction ของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มกระจายอยูภ่ายใน vitelline 

cell (ภาพท่ี 4-35 D, E) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูปรากฏวา่ positive reaction มีลกัษณะสีส้มกระจาย

อยูบ่ริเวณ glycogen area ภายใน cytoplasm ของ vitelline cell ท่ีพฒันาเตม็ท่ีและมีความเข้มมากใน
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บริเวณรอบ ๆ นวิเคลียส และนอกจากนีย้งัปรากฏ reaction ใน glycogen area ของvitelline cell ท่ีอยูใ่น 

vitelline duct ด้วยเชน่กนั (ภาพท่ี 10 G, H) 

 Uterus พบ positive reaction ของ 21  kDa TA ในเย่ือบขุอง uterus โดยมีลกัษณะสีส้มเข้ม

กระจายอยูบ่ริเวณ luminal projection ของเย่ือบผุวิ นอกจากนีย้งัปรากฏ positive reaction ในเปลือกไข่

และ vitelline cell ของ unembryonated egg อีกด้วย (ภาพท่ี 7 A, B) 

 

ระบบสืบพันธ์ุเพศผู้ 

 Testis พบ positive reaction ของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มเลก็น้อยภายใน testis (ภาพท่ี 11A, 

B) เม่ือศกึษาด้วยกําลงัขยายสงูปรากฏ positive reaction บริเวณ head ของ spermatozoa และภายใน 

cytoplasm ของ spermatid ท่ีอยูภ่ายใน testis แตไ่มป่รากฏ positive reaction ภายใน spermatocyte 

(ภาพท่ี 11 C) 

 Seminal vesicle พบ positive reaction ของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มคอ่นข้างเข้มบริเวณเซลล์

เย่ือบผุิว ในขณะท่ีกลุม่เซลล์ท่ีอยูร่อบ ๆ ทอ่ seminal vesicle ไมป่รากฏ positive reaction (ภาพท่ี 11 F) 

 Prostate gland พบ positive reaction ของ 21  kDa TA ลกัษณะสีส้มบริเวณขอบของเซลล์ 

prostate แตไ่มป่รากฏ positive reaction ภายใน cytoplasm และนิวเคลียสของเซลล์ (ภาพท่ี 11  H) และ

ยงัปรากฏ positive reaction ลกัษณะสีส้มภายใน cytoplasm ของเซลล์เย่ือบผุิวของทอ่ prostate gland 

อีกด้วย (ภาพท่ี 11 G) 
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ภาพท่ี 1 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเตม็วยัในกลุม่

ควบคมุซึง่ใช้ preimmunize rat sera เป็น primary antibody แล้ว counterstain ด้วยสี 

Mayer’s haematoxylin แสดง negative staining ในเนือ้เย่ือตา่งๆ  

A  ภาพกําลงัขยายปานกลาง แสดง tegument (Te), spine (Sp) และ tegumental cell (Tc) 

B ภาพกําลงัขยายปานกลาง  แสดง caecum (Ca) 

C ภาพถ่ายกําลงัขยายปานกลาง แสดง bladder (Bl), (nu=nucleus) 

D ภาพกําลงัขยายปานกลาง  แสดง testis (Ti) 

E ภาพกําลงัขยายปานกลาง  แสดง ovary (Ov) 

F ภาพกําลงัขยายปานกลาง แสดง vitelline gland (Vi) 

G ภาพกําลงัขยายปานกลาง แสดง vitelline duct (ViD) 

H ภาพกําลงัขยายปานกลาง แสดง egg (Eg) 
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ภาพท่ี 2 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะ unembryonated 

egg (uEg), embryonated egg (Eg) และพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ ( Ju) ซึง่ใช้ rat 

sera anti total tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น primary antibody 

และ counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin  

A-C   ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) และปานกลาง ( B, C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ใน unembryonated egg (uEg) ท่ีอยูใ่น uterus (Ut) ลกัษณะเป็น

สีส้มเข้มบริเวณ eggshell (Es) และสีส้มจาง ๆ ใน vitelline cell (Vc) 

D-E  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( D) และสงู ( E) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ใน embryonated egg (Eg) ลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณเปลือกไข ่

และผิวของ miracidium (M) ภายในไข ่

F   ภาพกําลงัขยายต่ําของ oblique section พยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ แสดงตําแหนง่การ

กระจายของ total tegumental antigen ลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณขอบนอกของ 

tegument (Te) parenchyma (Pc) และบริเวณ luminal projection ของ pharynx (Ph) 

และ oral sucker (Os) 

G-H  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( G) และสงู ( H) ของ cross section ของตวัออ่นอาย ุ

 4 สปัดาห์ แสดงตําแหนง่การกระจายของ total tegumental antigen ลกัษณะสีส้มเข้ม

บริเวณขอบนอกของ tegument (Te) และภายใน cytoplasm ของ tegumental cell (Tc) 

นอกจากนีพ้บสีส้มเข้มบริเวณเซลล์เย่ือบขุอง caecum (Ca) 

I   ภาพกําลงัขยายสงูของ bladder (Bl) แสดงการกระจายของ total tegumental antigen 

ลกัษณะสีส้มเข้มบริเวณ epithelium 

J  ภาพกําลงัขยายสงู แสดงตําแหนง่การกระจายของ total tegumental antigen ลกัษณะสี

ส้มเข้มบริเวณเซลล์เย่ือบขุอง caecum (Ca) 



27 

 

 



28 

 

ภาพท่ี 3 ภาพ  immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเตม็วยัในเนือ้เย่ือ

ตา่ง ๆ ซึง่ใช้ rat sera anti total tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น 

primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin  

A ภาพกําลงัขยายต่ําของพยาธิตวัเตม็วยัตดัตามขวางบริเวณสว่นหวั แสดงการกระจายของ 

total tegumental antigen บริเวณ esophagus (Es) caecum (Ca) bladder (Bl) 

parenchyma (Pc) และ tegument (Te)  

B ภาพกําลงัขยายต่ํา แสดงการกระจายของ total tegumental antigen ลกัษณะเป็นจดุสี

ส้มใน epithelium ของ esophagus (Es)  

C-D  ภาพกําลงัขยายปานกลาง  (C) และสงู ( D) ของชัน้ผิว  (Te) แสดงการกระจายของ 

   total tegumental antigen ลกัษณะเป็นจดุสีส้มทัว่ทัง้ชัน้ผิวและมีสีเข้มท่ีสดุบริเวณ 

 ขอบนอกของชัน้ผิว  (ลกูศร) แตไ่มพ่บใน spine (Sp) (Vi=vitelline gland) 

E ภาพกําลงัขยายสงูของ tegumental cell (Tc) แสดงตําแหนง่  positive reaction ลกัษณะ

เป็นจดุสีส้มกระจายใน cytoplasm และแขนงของเซลล์ท่ีอยูใ่นชัน้กล้ามเนือ้  

F ภาพกําลงัขยายปานกลางของ parenchyma (Pc) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ลกัษณะสีส้มเข้มใน parenchyma (Pc) ซึง่มีความเข้มท่ีแตกตา่งกนั

ในแตล่ะเซลล์ 
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ภาพท่ี 4 ภาพ  immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเตม็วยัใน 

parenchyma (Pc), caecum (Ca) และ bladder (Bl) ซึง่ใช้ rat sera anti total 

tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น primary antibody และ 

counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin 

A-C  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( A, B) และสงู ( C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen บริเวณของ caecum (Ca) โดยเฉพาะบริเวณ luminal projection 

ของ epithelium (CaE) แตไ่มพ่บใน nucleus (nu), (Pc=parenchyma) 

D-F  ภาพกําลงัขยายต่ํา ( D) กําลงัขยายปานกลาง ( E) และกําลงัขยายสงู ( F) แสดงตําแหนง่

การกระจายของ total tegumental antigen ใน bladder (Bl), (Te=tegument, 

Sp=spine)  
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ภาพท่ี 5 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วยัในอวยัวะสืบพนัธุ์

เพศเมีย ซึง่ใช้ rat sera anti total tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น 

primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin 

A-C ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) ปานกลาง  (B) และสงู ( C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ลกัษณะสีส้มกระจายอยูเ่ล็กน้อยบริเวณขอบเซลล์ oocyte (Oc) 

ภายใน ovary (Ov) 

D-F ภาพกําลงัขยายต่ํา ( D) ปานกลาง ( E) และสงู ( F) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ใน vitelline gland (Vi) มีลกัษณะเป็นจดุสีส้มภายใน mature 

vitelline cell (M), (Te=tegument, Sp=spine, Bl=bladder, Ca=caecum, S=shell 

globules, It=intermediate vitelline cell) 

G-H ภาพกําลงัขยายต่ํา ( G) และสงู ( H) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total tegumental 

antigen ลกัษณะสีส้มเลก็น้อยกระจายอยูใ่น  cytoplasm ของ mature vitelline cell (M) 

ภายใน vitelline duct (ViD) 
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ภาพท่ี 6 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วยัในอวยัวะสืบพนัธุ์

เพศผู้  ซึง่ใช้ rat sera anti total tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น 

primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’s haematoxylin 

A-C  ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) ปานกลาง ( B) และสงู ( C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ใน testis (Ti) ลกัษณะเป็นแถบสีส้มเข้มมากในภายใน 

spermatozoa (Sz), (Ca=caecum, Sc=spermatocyte, St=spermatid) 

D  ภาพกําลงัขยายต่ํา แสดงการกระจายของ total tegumental antigen ลกัษณะสีส้ม

ภายใน cirrus sac (Cs), (Ut=uterus) 

E  ภาพกําลงัขยายปานกลางของ seminal vesicle แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen มีลกัษณะสีส้มเลก็น้อยบริเวณ luminal projection ของเย่ือบ ุ

seminal vesicle (SvE) 

F  ภาพกําลงัขยายปานกลางของ prostate gland (Pg) แสดงตําแหนง่การกระจายของ total 

tegumental antigen ภายใน prostate gland duct (PgD) บริเวณ luminal projection 

นอกจากนีย้งัพบสีส้มกระจายรอบ ๆ ขอบนอกของ prostate gland cell (PgC) 
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ภาพท่ี 7 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะ unembryonated 

egg (uEg), embryonated egg (Eg) และพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ ( Ju) ซึง่ใช้ rat 

sera anti 21 kDa  tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น primary 

antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’s haematoxylin  

  A-C  ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) และปานกลาง ( B, C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ 21 kDa TA 

ใน unembryonated egg (uEg) ท่ีอยูภ่ายใน uterus ลกัษณะสีส้มเข้มบริเวณเปลือกไข ่

(Es) และสีส้มเลก็น้อยภายใน vitelline cell (Vc) 

D, E  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( D) และสงู (E) แสดงตําแหนง่การกระจายของ 21 kDa TA ใน 

embryonated egg (Eg) ลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณผิว  (Te) ของ miracidium (M) 

ภายในไข ่และสีส้มจาง ๆ ในเปลือกไข ่(Es) 

F   ภาพกําลงัขยายต่ําของ oblique section ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ แสดงตําแหนง่

การกระจายของ 21  kDa TA ลกัษณะเป็นสีส้มเข้มบริเวณชัน้ผิว  (Te) และสีส้มจาง ๆ 

ภายใน parenchyma (Pc) 

G-H  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( G) และสงู (H) ของ cross section ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 

สปัดาห์ แสดงตําแหนง่การกระจายของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มเข้มบริเวณ  tegument 

(Te) และสีส้มเล็กน้อยบริเวณเย่ือบผุิวของ caecum (Ca) และ oral sucker (Os) 

I   ภาพกําลงัขยายสงู แสดงตําแหนง่การกระจายของ 21 kDa TA ใน caecum (Ca) 

ลกัษณะสีส้มจาง ๆ บริเวณเซลล์เย่ือบผุิว (CaE) 

J  ภาพกําลงัขยายสงูของ bladder (Bl) แสดงการกระจายของ 21  kDa TA ลกัษณะสีส้ม

บริเวณเซลล์เย่ือบผุิว (BlE), (nu=nucleus) 
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ภาพท่ี 8 ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเตม็วยั ในเนือ้เย่ือ

ตา่ง ๆ ซึง่ใช้ rat sera anti 21 kDa  tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น 

primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’s haematoxylin 

A ภาพกําลงัขยายต่ําของสว่น anterior ของพยาธิตวัเตม็วยัท่ีตดัตามขวาง แสดงการ

กระจายของ 21 kDa TA ในเนือ้เย่ือตา่ง ๆ ของพยาธิ 

B ภาพกําลงัขยายปานกลางของ pharynx (Ph) แสดงการกระจายของ 21 kDa TA ลกัษณะ

สีส้มเข้มบริเวณเย่ือบขุอง pharynx (PhE) 

C, D ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( C) และสงู ( D) ของชัน้ผิว แสดงการกระจายของ 

 21 kDa TA ลกัษณะเป็นจดุสีส้มเข้มกระจายทัว่ทัง้ชัน้ผวิ (Te), (Sp=spine) 

E ภาพกําลงัขยายสงูของ tegumenta cell (Tc) แสดงการะจายของ 21 kDa TA ลกัษณะสี

ส้มกระจายอยูใ่นcytoplasm และแขนงของเซลล์ 

F ภาพกําลงัขยายปานกลางของ  parenchyma (Pc) แสดงการกระจายของ 21 kDa TA 

ลกัษณะสีส้มกระจายอยูภ่ายใน cytoplasm ของเซลล์ 
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ภาพท่ี 9 ภาพ  immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ระยะตวัเตม็วยัใน  caecum 

(Ca) และ bladder (Bl) ซึง่ใช้ rat sera anti 21 kDa tegumental antigen ของพยาธิ

ระยะตวัเตม็วยัเป็น primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin 

A-C ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) ปานกลาง (B) และสงู (C) ของ caecum (Ca) แสดงการกระจาย

ของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มเล็กน้อยบริเวณเย่ือบผุิว ( CaE), (nu=nucleus, 

Pc=parenchyma) 

D-F ภาพกําลงัขยายต่ํา ( A) ปานกลาง ( B) และสงู (C) ของ bladder (Bl) แสดงตําแหนง่การ

กระจายของ 21 kDa TA ลกัษณะสีส้มเข้มบริเวณเย่ือบผุิว  (BlE), (Te=tegument, 

Sp=spine) 
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ภาพท่ี 10  ภาพ immunoperoxidase staining ของพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วยัในอวยัวะสืบพนัธุ์

เพศเมีย ซึง่ใช้ rat sera anti 21 kDa tegumental antigen ของพยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น 

primary antibody และ counterstain ด้วยสี Mayer’ haematoxylin 

A-C ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( A, B) และสงู ( C) แสดงตําแหนง่การกระจายของ  

21 kDa TA ลกัษณะสีส้มกระจายอยูบ่ริเวณขอบเซลล์ oocyte (Oc) ภายใน ovary (Ov) 

D-F ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( A, B) และสงู (C) แสดงการกระจายของ 21 kDa TA ภายใน 

vitelline gland (Vi) ลกัษณะเป็นจดุสีส้มเข้มภายใน mature vitelline cell (M), 

(Bl=bladder, Te=tegument, Sp=spine, It=intermediate vitelline cell, S=shell 

globules) 

G, H  ภาพกําลงัขยายปานกลาง ( G) และสงู (H) แสดงการกระจายของ 21 kDa TA ลกัษณะสี

ส้มเข้มภายใน mature vitelline cell (M) ท่ีอยูภ่ายใน vitelline duct (ViD)  
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บทท่ี 5 

อภปิราย และสรุปผลการทดลอง 

 

การศึกษาตาํแหน่งและการกระจายของ tegumental antigen ด้วยวิธี Immunoperoxidase 

 จากการศกึษาตําแหนง่และการกระจายของ total tegumental antigen ของพยาธิ 

 F. gigantica ระยะตวัเตม็วยั โดยวิธี immunoperoxidase staining ซึง่ใช้ rat serum anti total TA ของ

พยาธิระยะตวัเตม็วยัเป็น primary antibody ผลจากการทดลองพบวา่พบการกระจายของ total TA บริเวณ 

tegument ซึง่มีความหนาแนน่มากบริเวณขอบนอกของ tegument สว่นภายใน syncytium และ 

tegumental cell พบการกระจายของ total TA ทัว่ไป ในขณะท่ี 21 kDa พบกระจายทัว่ไปภายใน 

tegument โดยโปรตีนท่ีพบบริเวณขอบของ tegument นา่จะมีความสมัพนัธ์อยูก่บั apical plasma 

membrane ของ tegument จากการศกึษาหน้าท่ีของ tegument พบวา่ทําหน้าท่ีหลายประการ หน้าท่ี

สําคญัประการหนึง่คือ การ absorb สารท่ีมีโมเลกลุขนาดเล็กจาก host ภายใน tegument มีเอนไซม์สะสม

อยูห่ลายชนิดได้แก่ acid phosphatase ซึง่พบมากภายใน cytoplasm โดยเฉพาะบริเวณ apical plasma 

membrane (66) และ NA+/K+-ATPase ท่ีพบบริเวณ invagination ของ apical plasma membrane และ

บริเวณ infolding ของ basal plasma membrane ซึง่ทําหน้าท่ีเป็น ion pump ท่ี tegument membrane 

ดงันัน้โปรตีนท่ีพบได้บริเวณนีน้า่จะมีหน้าท่ีสําคญั เชน่ในการขนสง่สารตา่ง ๆ ผา่น tegumental surface 

เป็น receptor protein หรือแม้กระทัง่ glycocalyx coating ซึง่สร้างมาจาก G1 granule ของ T1 

tegumental cell และไป exocytose ท่ีบริเวณฐานของ pit แล้วปลอ่ย content ซึง่เป็น glycocalyx coat 

บริเวณ external surface (24)  

 total TA และ 21 kDa TA ท่ีกระจายอยูท่ัว่ไปใน tegumental syncytium นัน้อาจจะมี

ความสมัพนัธ์อยูก่บั granule ภายใน tegument หรืออาจจะเป็น structural protein ภายใน tegument ซึง่

จากการศกึษาลกัษณะ ultrastructure ของ tegument พบวา่มีลกัษณะเป็น syncytium และมี 

cytoplasmic processes ย่ืนไปเช่ือมกบัเซลล์ tegument ซึง่อยูใ่ต้ชัน้ basal lamina และชัน้กล้ามเนือ้ 

ภายใน tegument syncytium ประกอบด้วย granule 2 ชนิด ได้แก่ G1 และ G2 กระจายอยูท่ัว่ไป  ซึง่ G1 

ทําหน้าท่ีในการผลิต glycocalyx และ exocytose ไปยงัสว่นฐานของ pit สว่น G2 ทําหน้าท่ีสร้าง surface 

membrane ซึง่หลดุลอกออกไป ( 67) รวมถึงอาจมีการขนสง่ membrane protein ซึง่ทําหน้าท่ีเก่ียวกบัการ

ขนสง่สาร receptor หรือเอนไซม์ บริเวณ apical membrane อยา่งไรก็ตามการทดลองในครัง้นีมี้การผลิต 

TA จากการ extract ชัน้ tegumental syncytium โดยการใช้ Triton-x 100 ซึง่เป็นสว่นผสมอยูใ่น  

extraction buffer ในการสลาย surface membrane ของ tegument แล้วทําให้สว่น cytoplasm ของ 

tegumental syncytium ละลายปะปนอยูใ่น extraction buffer  ซึง่รวมเรียกวา่  tegumental antigen หรือ 
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TA  ดงันัน้โปรตีนท่ีพบได้ใน TA อาจจะเป็นโปรตีนท่ีมาจากทัง้สว่นท่ีสมัพนัธ์อยูก่บั membrane และสว่นท่ี

เป็น structural protein ซึง่สามารถพบกระจายได้ทัว่ไปภายใน tegument       

 จากการศกึษา tegument ในพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ พบวา่ให้ผลคล้ายคลงึกบัท่ีพบในระยะ

ตวัเตม็วยัคือ มี total TA และ 21 kDa ปริมาณมากบริเวณ apical surface ในขณะท่ีภายในชัน้ syncytium 

พบ total TA กระจายทัว่ไป นอกจากนัน้ยงัพบ TA ของพยาธิตวัเตม็วยับริเวณขอบของตวั miracidium 

ภายในไขด้่วยเชน่กนั จากการทดลองแสดงให้เห็นวา่ TA ท่ีพบในพยาธิตวัเตม็วยัมีการผลิตตัง้แตใ่นระยะ 

miracidium และตวัออ่น หรือโปรตีนใน TA อาจจะมี epitope คล้ายคลงึกบัโปรตีนใน miracidium หรือ

พยาธิตวัออ่น เม่ือทําการศกึษาการกระจายของ total TA และ 21 kDa ในอวยัวะอ่ืน ๆ ของพยาธิ F. 

gigantica พบวา่ปรากฏ positive reaction เชน่กนั ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากโปรตีนดงักลา่วเป็นโปรตีนท่ีพบได้ทัง้

ใน tegument และอวยัวะตา่ง ๆ หรือมี epitope บนโมเลกลุคล้ายคลงึกนั  

จากผลการทดลองพบวา่ มี total TA ปริมาณมากภายใน cytoplasm และ processes ของเซลล์ 

parenchyma นอกจากนีพ้บวา่สามารถแบง่กลุม่ของ parenchyma ตามความเข้มของ reaction ของ total 

TA ได้เป็น 3 กลุม่ ได้แก่ Pc1 พบ total TA ปริมาณมากเสมอกนัทัว่ทัง้เซลล์ Pc2 พบ total TA คอ่นข้างจาง 

และ Pc3 พบ total TA กระจายภายในเซลล์ไมส่ม่ําเสมอ ในขณะท่ี 21 kDa พบปริมาณคอ่นข้างน้อย 

แสดงให้เห็นวา่ใน parenchyma แตล่ะเซลล์มีปริมาณโปรตีนท่ีสร้างขึน้แตกตา่งกนั จากการศกึษาตําแหนง่

และการกระจายของ FABP ใน parenchyma ของ F. gigantica ตวัเตม็วยัพบวา่มีความเข้มท่ีแตกตา่งกนั 

3 ระดบัเชน่เดียวกนักบัการทดลองในครัง้นี ้( 68) นอกจากนีจ้ากการศกึษาตําแหนง่และการกระจายของ 

GST ใน พยาธิ Cotylophoron cotylophorum พบวา่ GST กระจายอยูใ่น parenchyma ซึง่สามารถแบง่ 

parenchyma ได้ 5 กลุม่ตามความเข้มของ positive reaction (69) นอกจากนีพ้บวา่ปริมาณของ  enzyme 

acid phosphatase ท่ีปรากฏภายในเซลล์ parenchyma แตล่ะเซลล์ก็แตกตา่งกนัเชน่กนั ( 66)  แสดงให้

เห็นวา่เซลล์ parenchyma แตล่ะเซลล์นัน้นา่จะมี activity ของเซลล์ท่ีแตกตา่งกนั   

 จากการศกึษาในระบบทางเดนิอาหาร พบ total TA ทัง้ในทางเดนิอาหารสว่นต้น ซึง่ได้แก่ 

esophagus และทางเดนิอาหารสว่นปลาย ซึง่ได้แก่ caecum โดยใน esophagus และ pharynx พบ total 

TA ลกัษณะเป็นจดุกระจายอยูร่ะหวา่งเซลล์กล้ามเนือ้ สว่นใน caecum พบ total TA ปริมาณมากบริเวณ 

luminal projection ของเซลล์เย่ือบผุิว ในขณะท่ีใน cytoplasm และนิวเคลียสไมพ่บ total TA สว่น 21 kDa 

พบการกระจายตวัลกัษณะคล้ายคลงึกบั  total TA   จากการศกึษาลกัษณะ ultrastructure ของเย่ือบผุิว

ของระบบทางเดนิอาหารของพยาธิ F. gigantica พบวา่มีลกัษณะแบง่ได้เป็น 2 ชนิดคือ tegumental-type 

มีลกัษณะเป็น syncytium เชน่เดียวกบั tegument ซึง่พบได้ใน oral sucker, buccal tube, pharynx, 

esophagus และสว่น anterior ของ caecum   ดงันัน้โปรตีนใน tegument ก็นา่จะพบได้ในทางเดนิอาหาร

สว่นต้นเชน่กนั ในขณะท่ี caecum สว่นใหญ่มีเย่ือบผุิวเป็นชนิด digestive-type  เย่ือบผุิวชนิดนีมี้ลกัษณะ

เดน่ คือบริเวณสว่นฐานจะเว้าเป็นรอยลกึจํานวนมาก เซลล์มีรูปร่างเป็น cuboid จนถึง columnar 
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(Sriburee, 2000) สว่นยอดมีการย่ืนของ membrane เรียกวา่ apical lamella โดยเซลล์เย่ือบผุิวแบง่ได้เป็น 

2 ชนิด ได้แก่ type 1 และ type 2 โดย type 1 cell เป็นชนิด tall columnar และ cytoplasm ย้อมตดิสี 

methylene blue เข้ม สว่น type 2 cell มีขนาดใหญ่กวา่  ภายใน cytoplasm ประกอบด้วย RER และ 

zymogen enzyme จํานวนมาก ซึง่ zymogen granule เหลา่นีจ้ะถกูหลัง่เข้าสู ่ lumen บริเวณ apical 

surface แตจ่ากการทดลองพบ TA เฉพาะบริเวณสว่นยอดของ caecal epithelial cell เทา่นัน้ ซึง่เป็น

บริเวณของ apical lamella ดงันัน้โปรตีนบริเวณดงักลา่วนา่จะมีความสมัพนัธ์อยูก่บั apical membrane 

ของ caecal epithelium  ซึง่นา่จะทําหน้าท่ีในการขนสง่สารผา่นเข้า-ออกบริเวณยอดของ  caecal 

epithelial cell 

 จากการศกึษาในระบบสืบพนัธุ์เพศเมียมีการกระจายของ total TA และ 21 kDa ในเกือบทกุ

อวยัวะ ได้แก่ vitelline gland   vitelline duct    Mehlis’ gland และ uterus  โดยภายใน vitelline gland 

จะมี total TA   และ 21 kDa ใน vitelline cell ระยะ mature เทา่นัน้ โดยมีการกระจายบริเวณ glycogen 

area ภายใน cytoplasm และมีปริมาณมากบริเวณรอบ ๆ นวิเคลียส   นอกจากนีย้งัพบการกระจายของ 

total TA จาง ๆ ใน cytoplasm ของ vitelline cell ท่ีอยูภ่ายใน vitelline duct  จากการศกึษาลกัษณะทาง 

ultrastructure ของ vitelline cell พบวา่ ภายใน cytoplasm ประกอบด้วย glycogen จํานวนมาก และพบ 

RER บริเวณรอบ ๆ นิวเคลียสและ eggshell globules ซึง่อยูใ่ต้ชัน้ cell membrane (70) โดยจากการ

ทดลองในครัง้นีบ้ริเวณท่ีพบ TA นา่จะเป็นตําแหนง่ของ RER ซึง่อาจจะเป็นโปรตีนท่ีกําลงัอยูใ่นชว่งของการ

สงัเคราะห์หรือการขนสง่ และอาจจะมีหน้าท่ีในกระบวนการสร้าง glycogen เก่ียวข้องกบักระบวนการสร้าง

ไข ่หรืออาจจะมีสว่นชว่ยในการพฒันาของ miracidium ภายในไข ่

ภายใน uterus พบวา่มีการกระจายของ total TA ใน cytoplasm ของเซลล์เย่ือบผุิว ซึง่จะมีความ

หนาแนน่มากบริเวณสว่นยอดของเซลล์   นอกจากนีย้งัพบการกระจายของ total TA ในไขร่ะยะ 

unembryonated egg ท่ีอยูภ่ายใน uterus เชน่กนั โดยพบวา่ภายในเปลือกไขมี่ reaction ปรากฏหนาแนน่

มากกวา่ภายใน vitelline cell ท่ีอยูภ่ายในไข ่ ในขณะท่ี 21 kDa TA ปรากฏใน cytoplasm ของเซลล์เย่ือบุ

ผิวของ uterus เชน่กนัและมีความหนาแนน่มากบริเวณสว่นยอดของเซลล์ นอกจากนีย้งัพบภายใน 

vitelline cell ท่ีอยูภ่ายในไขเ่ชน่เดียวกบั total TA จากการศกึษาลกัษณะ ultrastructure พบวา่ผนงัของ 

uterus บดุ้วย simple cuboidal epithelium สว่นยอดมี cytoplasm processes คล้าย lamella ขนาดใหญ่ 

และล้อมรอบด้วยเซลล์กล้ามเนือ้ และมี cytoplasm processes ของ parenchymal cell ย่ืนแทรกเข้ามา

ระหวา่งเซลล์กล้ามเนือ้เพ่ือแลกเปล่ียนสารอาหารและนํา้ภายใน uterus และพบวา่สว่น dorsal part ของ 

uterus บริเวณตรงกลางของ cytoplasm มี zymogen granule จํานวนมาก (70) ซึง่โปรตีนท่ีพบจากการ

ทดลองในครัง้นีน้า่จะมีความสมัพนัธ์อยูก่บั lamella บริเวณสว่นยอดของ uterus ซึง่อาจจะมีหน้าท่ี

เก่ียวข้องในกระบวนการพฒันาของไขท่ี่อยูภ่ายใน 
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จกการศกึษาระบบสืบพนัธุ์เพศผู้  ปรากฏการกระจายของ total TA  และ 21 kDa คอ่นข้างน้อยใน 

prostate gland และ seminal vesicle โดยโปรตีนดงักลา่วนา่จะมีสว่นเก่ียวข้องกบัการทํางานของเซลล์

เย่ือบ ุseminal vesicle หรือ prostate gland ในการกระตุ้นหรือหลัง่สารเพ่ือเป็นอาหารของ spermatozoa 

(50)  

จากการศกึษาด้วยวิธี immunofluorescence ในพยาธิ F. gigantica ตวัเตม็วยั โดยใช้ MoAb ท่ี

จําเพาะตอ่ 28.5 kDa TA เป็น primary antibody พบวา่ให้ผล positive reaction บริเวณ tegument   

tegumental cell และ processes   นอกจากนีย้งัปรากฏ 28.5  kDa บริเวณเย่ือบผุิวของ oral sucker  

caecum และในระบบสืบพนัธุ์ทัง้เพศผู้และเพศเมีย รวมถึงยงัพบในตวัออ่นพยาธิอาย ุ5 และ 7 สปัดาห์  ซึง่

มีลกัษณะของตําแหนง่ของ 28.5 kDa TA ท่ีคล้ายคลงึกนั และยงัพบ 28.5 kDa TA ใน tegument และ 

cytoplasm ของ tegumental cell ในพยาธิระยะ newly excysted juvenile อีกด้วย (53)   นอกจากนีย้งัมี

การศกึษาพบวา่  21 kDA TA ของพยาธิ F. gigantica สามารถตรวจพบได้ใน ES antigen ของพยาธิตวั

เตม็วยั ซึง่ 21 kDa TA อาจจะเป็น antigen ท่ีถกูหลัง่ออกมาจาก tegument (51, 71)   

จากผลการทดลองจะเห็นได้วา่โปรตีนท่ีนํา้หนกัโมเลกลุ 21  kDa เป็นโปรตีนจากชัน้ผิวท่ีตรวจพบ

ได้ในพยาธิตวัเตม็วยัและพยาธิในระยะต้นของการพฒันา แล้วถกูปลดปลอ่ยออกจากชัน้ผวิของพยาธิ

กลายเป็น ES antigen และสามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้นกนัของ  host ได้ดี แสดงให้เห็นวา่โปรตีนท่ีนํา้หนกั

โมเลกลุ 21 kDa นี ้เป็นโปรตีนท่ีมีศกัยภาพท่ีจะนําไปพฒันาในการตรวจวินิจฉยัโรคพยาธิด้วยวิธี  

immunodiagnosis ตอ่ไป 

 

สรุปผลการทดลอง 

1. เม่ือนํามาศกึษาด้วยวิธี immunoperoxidase พบวา่ 

Total tegumental antigen 

สามารถพบ total TA ได้ใน tegument, parenchyma, digestive tract และ reproductive tract 

ตา่ง ๆ ของพยาธิตวัเตม็วยั และใน  tegument  parenchyma และ caecum ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ 

4 สปัดาห์ รวมถึงใน miracidium   

21 kDa tegumental antigen 

พบได้ใน tegument, digestive tract และ reproductive tract ตา่ง ๆ ของพยาธิตวัเตม็วยั และใน  

tegument  และ caecum ของพยาธิตวัออ่นอาย ุ4 สปัดาห์ รวมถึงใน miracidium   
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