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 ในปจจุบันมีผูปวยที่ไดรับเช้ือและเปนโรคพยาธิปากขอสูงถึง 600 ถึง 700 ลานคนทั่วโลก สามารถคํานวณเปนจํานวนป
ที่สูญเสียไปอันเนื่องมาจากการตายกอนวัยอันควรหรือจํานวนปที่สูญเสียไปจากภาวะทุพลภาพหรือเส่ือมสมรรถภาพ (DALY) 
ประมาณ 1.83 ลาน DALY ตอป พยาธิปากขอชนิด Necator americanus มีอัตราชุกและการแพรกระจายมากกวารอยละ 85 ของ
การติดเช้ือพยาธิปากขอทั่วโลก โดยการสูญเสียเลือดในลําไสจากการติดเช้ือพยาธิปากนํามาสูการเกิดโรคโลหิตจางและภาวะทุพล
โภชนาการโดยเฉพาะในเด็กซ่ึงมีผลตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการดานสติปญญา ยาฆาพยาธิปากขอเปนวิธีทีไ่ดถูกนํามาใชใน
การรักษาโรคพยาธิเปนสวนใหญอยางไรก็ตามถึงแมยาฆาพยาธิจะมีประสิทธิภาพในการกําจัดพยาธิแตกลับพบการติดเช้ือพยาธิ
ปากขอซํ้าในอัตราสูงหลังจากการรักษาภายในชวงเวลาไมก่ีเดือน ดวยสาเหตนุี้ทาํใหมีการแสวงหามาตรการอื่นเพ่ือปองกันโรค
พยาธิปากขอรวมทั้งการผลิตวัคซีน โปรตีน Ancylostoma secreted protein-2 (ASP-2) ของเช้ือพยาธิปากขอชนิด N. 
americanus มีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนสําหรับปองกันโรคพยาธิปากขอ โดยมีขอมูลยืนยันประสิทธิภาพของ
โปรตีน ASP-2 จากพยาธิปากขอซ่ึงไดมกีารศึกษาทดลองในสัตวพบวาสามารถลดจํานวนตวัออนพยาธิปากขอที่เจริญเติบโตเปน
ระยะตัวเต็มวัยไดสงผลใหจํานวนไขที่ปนออกมากับอุจจาระลดลงรวมทั้งลดการสูญเสียเลือดในลําไส โปรตีน ASP-2 จากพยาธิ
ปากขอชนิด N. americanus ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล 21.3 กิโลดาลตัน เรียกวา Na-ASP-2 จากการศึกษาพบวายีน Na-ASP-2 มี
กรดอะมิโนทั้งหมด 210 ตัวซ่ึงอางมาจาก clone cDNA โดยความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 ในระดับนิวคลีโอไทดยังไมมีการ
สํารวจจากประชากรพยาธิปากขอตามธรรมชาตมิากอนซ่ึงถาโปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนมี epitope ที่แตกตางไปจาก
โปรตีนของพยาธิปากขอในประชากรที่ติดเช้ือโดยทั่วไป อาจทําใหวัคซีนมีประสิทธิภาพลดลงซ่ึงเปนอุปสรรคในการพัฒนาวัคซีน
ปองกันโรคพยาธิปากขอ ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาโดยใชตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus ทั้งหมด 32 
ตัวอยาง(ผูที่ติดเช้ือ 1 คนตอตวัออนพยาธิ 1 ตวั) จากผูปวยทีม่ีเช้ือพยาธิปากขอจากจังหวัดตาก ราชบุรีและนครศรีธรรมราช แตละ
ตัวอยางไดมาจากการเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนเพ่ือเตรียมสกัดดีเอ็นเอและทําการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอของยีน Na-ASP-2 ใน
แตละตัวอยางโดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส (PCR) ใช Primers ที่ออกแบบมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ใน
ฐานขอมูล GenBank Database ของยีน Na-ASP-2 คือ accession number AY288089 จากการวิเคราะหผลทาง PCR พบวาใน
แตละตัวอยางมีขนาดประมาณ 2kb หรือ 2,000 bp ซ่ึงมีขนาดยาวกวา cDNA และในสวนที่เพ่ิมขึ้นมานัน้อาจเปนสวนของ intron 
โดยเมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ใน GenBank Database กับ ลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA และ genomic 
DNA จากทีไ่ดทําการศึกษาพบวายีน Na-ASP-2 ประกอบดวย exon 8 สวน และ intron 7 สวน โดยในบริเวณระหวางรอยตอ 
exon และ intron ไดเปนไปตาม GT/AG rule ซ่ึงในสวน intron พบไดในยีนจําพวกเซลลแบบยูคารีโอต และจากการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 จํานวน 32 ตัวอยาง พบความหลากหลายในสวน intron 4 สวนจากทั้งหมด 7 สวน และในสวน 
exon พบการแทนที่ของนวิคลีโอไทดเพียง 3 ตําแหนง ซ่ึงอยูใน 3 สวนจากทั้งหมด 8 สวน โดยมเีพียง 1 ตาํแหนงเทานัน้ทีท่ําให
กรดอะมิโนเปล่ียนชนิด สวน 2 ตําแหนงไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด ดังนั้นจะเห็นไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่
ไดมาจากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนของคนมีหลากหลายอยูในระดับต่ํา จากขอมูลนี้จึงนาจะเปนขอสนับสนุนในการนาํไป
เปนขอมูลพ้ืนฐานของการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพยาธิปากขอตอไปได 
 ภาควิชา ปรสิตวิทยา    ลายมือช่ือนิสิต………………………………..................  
สาขาวิชา ปรสิตวิทยาทางการแพทย   ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก…………………. 
ปการศึกษา 2554     ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม …………………. 



จ 
 

# # 5274763030 : MAJOR MEDICAL PARASITOLOGY 
KEYWORDS : Hookworm / Necator americanus / Na-ASP-2 / Vaccine candidate 

JAROENCHAI UNGCHAROENSUK : SEQUENCE ANALYSIS OF THE ANCYLOSTOMA 
SECRETED PROTEIN-2 GENE OF Necator americanus IN THAILAND. ADVISOR : PROF. 
SOMCHAI JONGWUTIWES, M.D, Ph.D, CO-ADVISOR : ASSOC. PROF. CHATURONG 
PUTAPORNTIP, Ph.D., 101 pp. 

            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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เกรียงศักดิ์ ลิมปกิตติกุล ภาควิชากุมารเวชศาสตรเขตรอน คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัย 
มหิดล ที่ไดกรุณาใหคําแนะนําและแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหมีความถูกตองและสมบูรณมาก
ยิ่งข้ึน 
 ขอขอบพระคุณ คุณอุรัสยา พัฒนวงศ คุณทวีศักดิ์ แซเตยี คุณธงชยั หงสศรีเมือง ภาค 
วิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ไดใหกําลังใจ คําแนะนําและความ
ชวยเหลือดวยดเีสมอมา 
 ขอขอบพระคุณคณาจารย และเจาหนาที่ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทานที่ไดเอ้ือเฟอสถานที่ และเคร่ืองมือตางๆ ตลอดจนความ
ชวยเหลือในการศึกษาวิจัย สุดทายนี้ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ บิดา-มารดา พี่นอง และเพื่อนๆ 
ทุกคนที่ใหกําลังใจ คําปรึกษาและใหการสนับสนุนขาพเจาในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดย
ตลอด 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
  พยาธิปากขอ (Hookworm) จัดเปนหนอนพยาธิตัวกลมในลําไส (intestinal roundworm) 
ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญที่กอใหเกิดการเจ็บปวยกบัประชากรโดยเฉพาะในเขตรอนชืน้ทั่วโลก โดย
กอใหเกิดโรคโลหิตจางเนื่องจากขาดธาตุเหล็ก การสูญเสียเลือดเร้ือรังในลําไสและเกดิภาวะทุพ
โภชนาการในผูที่ติดเชื้อ สงผลใหเกิดความเจ็บปวยและการเสียชีวิตตามมา รวมถึงยังเปนโรคที่
กอใหเกิดผลกระทบทางตรงตอสุขภาพของประชากรและทางออมตอประสิทธิภาพในการทํางาน
ซึ่งมีผลตอการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศ จากสาเหตุดงักลาวโรคพยาธิปากขอจึงจัดวาเปน
ปญหาทางดานสาธารณสุขและสุขภาพที่สําคญัอยางหนึ่งที่ตองมีการแกไข ตามที่องคการอนามัย
โลกไดใหความสําคัญกับวิธีปองกันแกไขปญหาสุขภาพของประชากรเพื่อที่จะสามารถนํามาใชเปน
สวนหนึ่งในการแกไขปญหาความยากจนทีเ่กิดข้ึนกับประชากรทั่วโลกซึ่งเปนผลมาจากความ
เจ็บปวยและความตาย เปาหมายที่นํามาแกไขที่สําคัญอยางหนึ่งคือการปองกันโรคทีเ่กิดจาการติด
เชื้อ โดยมุงเนนโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส HIV/AID มาลาเรีย และกลุมของโรคที่ถกูละเลยที่พบ
ในเขตรอน (neglected tropical diseases) ซึ่งมีทั้งการตดิเชื้อแบคทีเรียและปรสิตหลายชนิด 
(สมชาย จงวุฒิเวศย และคณะ, 2554) โดยสามารถคํานวณเปนจํานวนปที่สูญเสียไปอัน
เนื่องมาจากการตายกอนวัยอันควรหรือจํานวนปที่สูญเสียไปจากภาวะทุพลภาพหรือเส่ือม
สมรรถภาพ (disability-adjusted life year หรือ DALY) พบวาการติดเชื้อ HIV/AIDS ทําใหเกิดการ
สูญเสียประมาณ 84.5 ลาน DALY ตอป สวนโรคมาลาเรียมีการสูญเสียประมาณ 46.5 ลาน DALY 
ตอป ในขณะที่โรคติดเชื้อปรสิตรวมกันอยางเดียวโดยไมนบัโรคมาลาเรียมีการสูญเสียประมาณ 
43.5 ลาน DALY ตอป (Hotez et al., 2008 ) 
  กลุมของโรคที่ถูกละเลยที่พบในเขตรอน (neglected tropical diseases) มักเปนโรคทีเ่กิด
จากการติดเชื้อปรสิตจําพวกหนอนพยาธจิํานวน 7 โรค ไดแก โรคพยาธิไสเดือน (ascariasis) โรค
พยาธิแสมา (trichuriasis) โรคพยาธิปากขอ (hookworm disease/infection) โรคพยาธิเทาชางใน
ระบบทางเดินน้ําเหลือง (lymphatic filariasis) โรคพยาธิเทาชางทีท่ําใหตาบอดได 
(onchocerciasis) โรคพยาธิกนินี (draculiasis) และโรคพยาธิใบไมเลือด (schistosomiasis) 
(Bethony et al., 2011) โดยโรคเหลานี้มักไมทําใหผูติดเชือ้ถึงแกชีวิตแตเปนสาเหตุใหเกิดความ
เจ็บปวยเร้ือรังซึ่งอาจสงผลใหเกิดสภาวะความยากจนตามมาและยังพบวามีแนวโนมที่จะเพิ่มมาก
ข้ึนโดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา เชน เอเชยี แอฟริกา ทางแถบอเมริกากลางและอเมริกาใต 
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ซึ่งความเร้ือรังของโรคทีเ่กิดข้ึนนั้นมีผลกระทบตอสภาวะทางรางกายและจิตใจ เชน ในเด็กทําให
เกิดภาวะทุพโภชนาการซึ่งมีผลตอการเจริญเติบโตและพฒันาการดานสติปญญาในการเรียนรูต่ํา
กวาเด็กปกติทั่วไป นอกจากนี้การติดเชื้อพยาธิปากขอหรือพยาธิแสมาในปริมาณมากสงผลใหเกิด
โรคโลหิตจางตามมาได และยิ่งมีผลรุนแรงในสตรีมีครรภอาจเส่ียงตอการแทงหรือความไมสมบูรณ
ของทารกแรกเกดิ โดยพบวาการตดิเชื้อพยาธิปากขอในสตรีมีครรภทั่วโลกมีประมาณ 44 ลานคน 
(Bundy et al., 1995) นอกจากนี้การติดเชื้อปรสิตยังมีผลตอภาวะเศรษฐกจิของประเทศโดยเฉพาะ
ในกลุมผูใชแรงงานในสวนของการผลิตภาคอุตสาหกรรมสงผลใหเกิดความเจ็บปวยทางดาน
รางกายของผูใชแรงงานอันเนื่องมาจากภาวะทุพโภชนาการและโลหิตจาง ผูปวยเกิดสภาวะ
เจ็บปวยเร้ือรังจนไมสามารถทํางานไดหรือทํางานไมไดตามเปาหมายที่วางไว ดวยสาเหตุนีจ้ึงเปน
ปญหาทางดานสาธารณสุขที่สําคัญอยางยิ่งทีจ่ะตองมีการแกไขปญหาสุขภาพที่เกิดข้ึนกับ
ประชากรทั่วโลก 
 โรคพยาธิปากขอ (hookworm disease/infection) มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอ (hookworm) ซึ่งจัดเปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธติัวกลมในลําไสจดัอยูใน phylum 
Nematoda, class Rhabditea, order Strongyloidea, family Ancylostomatidae, genus 
Necator และ Ancylostoma  ทั้ง 2 genus สามารถพบไดในสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด อาทิ 
Necator americanus (Stiles, 1902) และ Ancylostoma duodenale (Dubini, 1843) พบไดใน
คน พยาธิปากขอกอใหเกิดโรคกบัคนเปนจํานวนมากและกระจายอยูทั่วโลกในปจจุบนัมีผูปวยที่
ไดรับเชื้อและเปนโรคพยาธิปากขอสูงถึง 600 ลานคนทั่วโลก (Bethony et al., 2006) โดยผูที่เปน
โรคพยาธิปากขอมักเจ็บปวยเร้ือรังมากกวาเสียชีวิต ซึ่งโรคพยาธิปากขอเปนสาเหตุหนึ่งทีท่ําใหเกิด
โรคโลหิตจางเนื่องจากการเสียเลือดจนขาดธาตเุหล็ก หากมีอาการซีดมากๆเด็กอาจจะมีปญญา
ทึบ ในผูใหญถามีอาการรุนแรงอาจทําใหเกดิอาการหัวใจวายได จากการสํารวจการระบาดของ
พยาธิปากขอพบการแพรระบาดอยางมากในเด็กที่อาศัยอยูในประเทศเขตรอน (Hotez et al., 
2003)  ผลของการเกิดโรคพยาธปิากขอในเดก็นอกจากจะทําใหขาดธาตเุหล็กแลวยังสงผลใหเกิด
การเจริญเตบิโตชา มีการพัฒนาการทีเ่ชื่องชาในดานความรูและความจํา (Lozoff et al., 1991; 
Harrison et al., 2001; Jones และ Cappello, 2004) รวมถึงทําใหเกิดโรคปญญาออนและการ
ตายในเด็ก สําหรับประเทศไทยโรคพยาธิปากขอยงัคงเปนปญหาทางดานสาธารณสุขที่สําคัญซึ่ง
ไดมีการดําเนนิงานควบคุมโรคพยาธิปากขอมาเปนเวลานาน อยางไรก็ตามอัตราการติดเชื้อและ
ความเจ็บปวยจากโรคพยาธิปากขอยงัคงมีแนวโนมลดลงไปไมมาก ในปจจบุันโรคพยาธปิากขอจึง
ไดถูกจัดอยูในงานควบคุมโรคหนอนพยาธโิดยเปนงานหนึง่ของแผนงานปองกนัและควบคุม
โรคติดตอซึ่งอยูในแผนพัฒนาการสาธารณสุขแหงชาติ ฉบับที่ 10 ของกรมควบคุมโรค กระทรวง
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สาธารณสุขโดยมีเปาหมายหาพืน้ที่และกลุมทีเ่ส่ียงตอการติดเชื้อ แกปญหาการแพรกระจายเชื้อ
โรครวมถึงการใหความรูกับชุมชน (ฐิติมา วงศาโรจน และคณะ, 2552)  
  แมวาการติดเชื้อพยาธิปากขอสามารถรักษาไดโดยการใชยาฆาพยาธิ แตหลังจากใหยา
รักษามักพบการติดเชื้อพยาธิปากขอซ้ํา (re-infection) ในอัตราสูงขณะที่อยูในชวงตดิตามการ
รักษาไมกี่เดือน (Albonico et al., 1995) จากปญหาดังกลาวทําใหมีการแสวงหามาตรการอ่ืนเพื่อ
ควบคุมโรคพยาธิปากขอรวมทัง้การพัฒนาวัคซีน จากการศึกษาในปจจุบนัพบโปรตนีที่สําคญั 3 
ชนิดที่ใชเปนองคประกอบของวัคซีนและพบวามีความสามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิ
ไปยังอวัยวะตางๆ ลดจํานวนไขที่ปนออกมากบัอุจจาระรวมถึงลดการสูญเสียเลือด ไดแก Ac (A. 
caninum ) -ASP-2, Na (N. americanus) -ASP-2, Na-GST-1 หลังจากทําการเลือกโปรตีน Na-
ASP-2 เปนองคประกอบของวัคซีนซึ่งคาดวาสามารถนําไปใชควบคุมพยาธปิากขอในคนที่อาศยัอยู
ในพื้นที่การระบาดของโรค จากการทดลองในหนูพบวาสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัชนดิ IgG 
หลังจากใหวัคซีน และสามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิปากขอไปที่ลําไส ซึ่งจากการ
ตรวจพยาธิปากขอภายในลําไสพบวามีพยาธิปากขอลดลง 30-46.2 % เม่ือเปรียบเทยีบในกลุม
ควบคุม ตอจากนั้นไดทําการศึกษาในคนระยะ Phase 1 เพื่อประเมินประสิทธิภาพความปลอดภัย
จากการทดลองในผูใหญจํานวน 36 คนที่ไมติดเชื้อพยาธปิากขอและอาศัยอยูในสหรัฐอเมริกา 
แบงกลุมใหไดรับวัคซนีจริงและวัคซีนปลอมโดยใชโปรตีน Na-ASP-2 เปนองคประกอบของวัคซีน
รวมกับ Alhydrogel ฉีดเขากลามเนื้อในวันที ่1, 56 และ 112  ของการทดลองจากนั้นไดทําการ
สังเกตจนครบ  6 เดือน  พบวาเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกันชนิด IgG เพิ่มมากข้ึนตอ Na-ASP-2 
และมีการเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอม แสดงวาสามารถปองกันความรุนแรง
ของโรคที่เกิดจากการตดิเชื้อพยาธิปากขอและคาดวาสามารถลดจํานวนพยาธิทีเ่ขาสูลําไสและ
เจริญเปนระยะตัวเต็มวัยได (Diemert et al., 2008) 
 แมวา Na-ASP-2 มีศักยภาพในการเปนองคประกอบของวัคซีนปองกันหรือลดความรุนแรง
ของโรคพยาธิปากขอ แตถาโปรตีนดงักลาวมีความหลากหลายของ epitope แตกตางกันใน
ประชากรพยาธปิากขอ ดังนัน้โปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนที่ไดมาจาก epitope ที่ตางไป
จากโปรตีนของพยาธิปากขอในประชากรที่ติดเชื้อ อาจสงผลใหการตอบสนองของระบบภูมิคุมกนั
ของคนตอวัคซีนไมมีผลในการปองกันการตดิเชื้อพยาธิปากขอ ดังนั้นการวิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 จากพยาธปิากขอชนิด N. americanus ที่พบไดในผู
ที่ติดเชื้อของประชากรทั่วไปจึงเปนประโยชนในการเปนขอมูลพื้นฐานของการพัฒนาวัคซีนสําหรับ
การควบคุมและปองกนัการติดเชื้อพยาธิปากขอตอไปในอนาคต 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 
อนุกรมวิธานของพยาธิปากขอ 
 
 พยาธิปากขอ (hookworm) เปนปรสิตจําพวกหนอนพยาธติัวกลมในลําไสจดัอยูใน  
  phylum Nematoda,  
   class Rhabditea,  
    order Strongyloidea,  
     family Ancylostomatidae,  
      genus Necator และ Ancylostoma   
  
  พยาธิปากขอทั้ง 2 genus สามารถพบไดในสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด อาท ิNecator 
americanus (Stiles, 1902) และ Ancylostoma duodenale (Dubini, 1843) พบไดในคน, 
Ancylostoma braziliense (de Faria, 1910) และ Ancylostoma ceylanicum (Looss, 1911) 
พบในแมว แตเคยมีรายงานพบ A. ceylanicum ในคนจากประเทศอินเดีย (Chowdhury และ 
Schad, 1972) และฟลิปปนส (Velasquez and Cabrera, 1968) สวน Ancylostoma caninum 
(Ercolani, 1858; Hall, 1913) เปนปรสิตที่พบในสุนัข พยาธิปากขอที่พบไดในสุนัขและแมวเม่ือ
ติดตอสูคนอาจทําใหเกิดโรค cutaneous larva migrans หรือ creeping eruption ได (Beaver et 
al., 1984)   
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วงจรชีวิตของพยาธิปากขอ 
 
 พยาธิปากขอที่มีความสําคญัทางการแพทยมี 2 ชนิด คือ N. americanus และ A. 
duodenale  เปนพยาธิที่มีวงจรชีวิตสมบูรณโดยไมตองอาศัยโฮสตตัวกลาง (ดังแสดงในภาพที่ 1)  
ซึ่งมีชวงหนึ่งในวงชีวิตทีเ่จริญบนพืน้ดินจึงจัดเปน soil-transmitted helminth สวนใหญมีการติดตอ
สูคนดวยการไชเขาสูผิวหนงัโดยตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามเปนระยะติดตอ (infective 3rd 
stage larva) แลวเจริญเตบิโตเปนระยะตัวเต็มวัยในลําไสเล็กของคนหลังจากนั้นพยาธิปากขอจะ
ใชฟน (teeth) หรือแผนฟน (cutting plate) เกาะติดกบัผนงัลําไสเล็กและดูดเลือดเปนอาหาร  ตัว
เมียจะออกไขปนมากับอุจจาระเม่ือไขตกลงสูพื้นดนิไดรับความชื้นและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญเตบิโต  ตัวออนจะออกจากไขและเจริญเปนตัวออนระยะที่หนึ่ง (rhabditiform larva, L1) 
ตอมาตัวออนจะมีการลอกคราบอีก 2 คร้ัง เปนตัวออนระยะที่สอง (rhabditiform larva, L2) และ
ตัวออนระยะที่สามซึ่งเปนระยะติดตอ (filariform larva, L3) ตามลําดับ ตัวออนระยะที่สามนี้จะ
อาศัยอยูตามพื้นดนิเพื่อรอโอกาสเขาสูรางกายคนโดยการไชทะลุผิวหนงัตรงบริเวณงามเทาและ
งามมือ (Beaver et al., 1984) 
 

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

1.  สัณฐานวิทยาของไขพยาธปิากขอ (Hookworm egg)  
 ไขของพยาธิปากขอทั้ง 2 ชนิด คือ N. americanus และ A. duodenale ไมมีลักษณะ

จําเพาะทีจ่ะสามารถแยกออกจากกันได ไขพยาธิมีขนาดเฉล่ีย 60 x 40 ไมครอน มีลักษณะรูปราง
กลมรี (oval) หัวมนทายมน เปลือกบางใสไมมีสี ไมมีเยื่อหุมชั้นนอก แตมี true shell และ vitelline 
membrane หุมอยู (ดังแสดงในภาพที่ 2) ไขที่ออกมากับอุจจาระใหมๆ ภายในไขจะยังไมมีการ
พัฒนาเปนตัวออน หลังจากผานไป 2-3 ชั่วโมงภายในไขจะมีการแบงเซลลมากข้ึนและจะเจริญเปน
ตัวออน (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการฟกไขพยาธิปากขอ
ชนิด A. duodenale คือ 15-35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 20-35 องศาเซลเซียสสําหรับ N.  
americanus (ดังแสดงในตารางที่ 1) 

 

 
 

ภาพที ่2 แสดงลักษณะไขพยาธิปากขอ (http://adam.about.net/encyclopedia/Hookworm-
egg.htm) 
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2. สัณฐานวิทยาตัวออนของพยาธปิากขอระยะแรบดติอยดและฟลาริฟอรม 
(Rhabditiform larva และ Filariform larva) 

 
ตัวออนพยาธิปากขอระยะ rhabditiform larva  
  ตัวออนระยะ rhabditiform larva เปนตัวออนระยะที่ 1 และ 2 ขณะที่ออกจากไขใหมๆจะมี
ขนาดยาวประมาณ 250 - 300 ไมโครเมตร กวางประมาณ 17 ไมโครเมตร ชองปาก (buccal 
cavity) ยาวและแคบ (ดังแสดงในภาพที่ 3) สวนหลอดอาหาร (esophagus) จะมีลักษณะเปนแบบ 
rhabditiform type สวนปลายของ esophagus จะโปงออกเปน bulb และมีรอยคอดทําใหแยกออก
จาก esophagus สวนหนาได ตอจาก esophagus เปนสําไส จะไปเปดออกที ่anus ซึ่งอยูทางดาน 
ventral มักมองไมเห็น genital primodium ซึ่งเปนกลุมเซลลเล็กๆ อยูบริเวณประมาณกึ่งกลาง
ลําตัว ระหวางลําไสกับผิวของลําตัว ตัวออนระยะที ่1 จะหาอาหารกินอยูในดินประมาณ 1 - 2 วัน 
โดยกินพวกแบคทเีรียและ organic debris เปนอาหารและเม่ืออุณหภูมิเหมาะสมตอการ
เจริญเตบิโต (ดังแสดงในตารางที่ 1) พยาธิปากขอจะลอกคราบเจริญเปนตัวออนระยะที่ 2 ซึ่งยังมี
ลักษณะตางๆ เหมือนตัวออนระยะที ่1 โดยเฉพาะหลอดอาหาร ตอจากนั้นอีกประมาณ 5 - 6 วัน 
จะเจริญเติบโตและลอกคราบเปนตัวออนระยะที่ 3 ตอไป (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) 
 

 
ภาพที ่3 แสดงลักษณะชองปาก (buccal cavity) ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที ่1  
(rhabditiform larva) (www.tropicalmed.eu)                                       
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ตัวออนพยาธิปากขอระยะ filariform larva  
  ตัวออนระยะที่ 3 ของพยาธิปากขอชนิด A. duodenale มีความยาวประมาณ 600-700 
ไมครอน แต N. americanus มีความยาวประมาณ 500-600 ไมครอน ซึ่งมีขนาดเล็กกวา  ปลาย
หางมีลักษณะแหลม มีหลอดอาหาร (esophagus) เปนแบบ filariform type คือมีลักษณะยาวเรียว 
ไมมี bulb (ดังแสดงในภาพที่ 4) ตัวออนระยะนี้จะหยุดกินอาหารเนื่องจากปากปดและเปนระยะ
ติดตอ (Infective third-stage) พบอยูตามพื้นดินรอโอกาสที่จะไชเขาสูผิวหนังของคนตอไป ซึ่ง
ระยะนี้สามารถแบงแยกชนิดพยาธิปากขอทั้ง 2 ออกจากกนัไดจากลักษณะความแตกตางของ 
buccal spears รอยตอระหวางหลอดอาหารและลําไส  ลักษณะความยาวชองวางระหวางปลาย
หางและเยื่อหุมตัวรวมถึงรอยคล่ืนของเยื่อหุมตัว (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000)  
 

 
ภาพที ่4 แสดงลักษณะตัวออนพยาธปิากขอระยะที ่3 (filariform larva)  
(www. tropicalmed.eu)                                       
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ตารางท่ี 1 แสดงผลของอุณหภูมติอไขและตัวออนของพยาธปิากขอชนิด N. americanus 
และ A. Duodenale 
 
     อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) 

ผลตอไขและตัวออนของพยาธิปากขอชนิด  
N. americanus และ A. duodenale 

15 N. americanus ไมมีไขฟกออกมาแต A. duodenale สวนมากจะฟกออกมา
ใน 5 วัน 

20-27 เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของตัวออน A. duodenale 
28-32 เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของตัวออน N. americanus 
15-35 ไขของ A. duodenale สวนมากจะฟกออกมาใน 24 ชั่วโมง 
20-35 ไขของ N. americanus สวนมากจะฟกออกมาใน 24 ชั่วโมง 

40 ไขของ N. americanus สวนมากไมสามารถฟกได 
ตารางนี้ดัดแปลงจากนิมิตร มรกต และ เกตุรัตน สุขวัจน, 2546 
 

3. สัณฐานวิทยาของพยาธิปากขอระยะตัวเต็มวัย (adult hookworm) 
  ระยะตัวเต็มวัยของพยาธิปากขอสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลาโดยเฉล่ียยาวประมาณ 1 
เซนติเมตร กวาง 0.5 มิลลิเมตร ตัวแกมีลักษณะคลายเสนดายคอนขางอวนส้ัน เม่ือพยาธิยังมีชีวิต
อยูจะมีสีครีมปนเทาหรือสีขาวนวลแกมชมพทูึบ (greenish-yellow or opaque) ตลอดลําตัวและ
มองไมเห็นอวัยวะภายใน 
 
ตัวเต็มวยั N. americanus  

สวนหัวงอโคงไปดานหลังโดยมีทศิตรงกนัขามกับความโคงของลําตัวทําใหมีรูปรางลักษณะ
คลายตัวเอส (S-shape) ซึ่งจากลักษณะสวนหัวนี้สามารถใชแยกชนิดออกจากพยาธิปากขอชนิด
อ่ืนๆ ได ถาสองขยายดูที่ชองปาก (buccal cavity) จะเหน็อวัยวะที่ใชสําหรับเกาะติดกบัผนังลําไส
ซึ่งชองปากของ N. americanus จะเห็นแผนฟน cutting plate แตกตางจากฟนของ                
A. duodenale ซึ่งเปน teeth ในชองปาก (ดังแสดงในภาพที่ 5) หลอดอาหารเปนรูปทรงกระบอก 
(club-shaped) ยาวประมาณ 1/6 ของความยาวของลําตัวและลําไสจะเปนทอตรงไปสุดทีท่วาร
หนักอยูทางปลายดานหาง 
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พยาธติัวผู มีขนาดลําตัวประมาณ 6-9 x 0.3 มิลลิเมตร มีอัณฑะเปนทอขดอยูสวนกลาง
ลําตัว มีทอฉีดน้ําอสุจ ิ(ejaculatory duct) เปดรวมกนักับลําไสที ่cloaca บริเวณปลายสุดทางดาน
หาง มี dorsal ray 1 อัน แยกออกเปน 2 กิ่งตรงปลาย ปลายสุดของแตละกิ่งแตกเปน 2 แฉกเล็กๆ 
(bipartite) มี spicules 2 อันยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร ปลายของ spicule ทั้ง 2 อันรวมเขา
ดวยกัน  

พยาธติัวเมีย มีขนาดประมาณ 9-11 x 0.4 มิลลิเมตร ซึ่งใหญกวาตัวผู vulva เปดบริเวณ
เหนือจุดกึ่งกลางของลําตัวเล็กนอย anus เปดทีเ่กือบปลายหาง สวนอวัยวะสืบพันธุอยูบริเวณ 2/3 
ของสวนทายลําตัว ปลายหางเปนรูปกรวย ตัวเมียจะวางไขไดประมาณวันละ 6,000 - 20,000 ฟอง 
โดยข้ึนอยูกับปจจัยหลายประการ เชน จํานวนพยาธิที่อยูในรางกายซึง่ถามีพยาธปิากขออยูใน
รางกายเปนจํานวนมาก การออกไขจะมีจํานวนลดลงเหลือประมาณวันละ 5000 ฟอง อายุของ
พยาธิและภูมิคุมกันโรคของผูที่ไดรับเชื้อก็มีผลตอการออกไขของพยาธ ิ(ชูเกียรติ ศิริวิชยกุล และ
คณะ, 2549) 
 
ตัวเต็มวยั A. duodenale  
  สวนหัวของพยาธิอยูในแนวเดียวกนักับทิศทางการโคงของลําตัวทําใหมีลักษณะลําตัวโคง
งอคลายตัวอักษรซ ี(c-shape) มีชองปากขนาดใหญ ภายในมีฟน 2 คู (ventral teeth) ดานนอก
ใหญกวาดานใน มีหลอดอาหารยาวประมาณ 1/6 ของลําตัว 
 
  พยาธติัวผู มีขนาดประมาณ 8-11 x 0.45 มิลลิเมตร ปลายหางแผออกเปนแผน (bursa) 
มี dorsal ray 1 อัน แยกเปนกิง่ส้ันๆ 2 กิ่งตรงโคน และปลายสุดของแตละกิ่งแตกเปน 3 แฉกเล็กๆ 
(tripartite) มี spicules ขนาดเทากนั 2 อัน ยาว 1.4 – 2.9 มิลลิเมตร แตละปลายของ spicule ไม
รวมกันเหมือน spicule ของพยาธ ิN. americanus  

พยาธติัวเมีย มีขนาดประมาณ 10-13 x 0.6 มิลลิเมตร ขนาดใหญกวาตัวผูเล็กนอย 
ปลายหางแหลม มี vulva เปดทางดานทอง (ventral) บริเวณกึ่งกลางลําตัวคอนไปทางดานทาย 
สวนพยาธ ิA. duodenale ตัวเมียออกไขไดประมาณวันละ 25,000 - 30,000 ฟอง (Beaver et al., 
1984; Gilman, 2000) 
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ภาพที่ 5 แสดงลักษณะภายในของชองปากพยาธิปากขอ (www.parasiteinfo.com) 
 

                             
 ลักษณะแผนฟนของ A. duodenale  ลักษณะแผนฟนของ N. americanus 

        
  อายุขัยเฉล่ียของพยาธปิากขอชนดิ N. americanus พบวาอยูในชวงประมาณ 4-20 ป 
สวน A. duodenale นั้นพบวามีอายุขัยนอยกวาคืออยูในชวงประมาณ 5-7 ป  ซึ่งตรงกันขามกับ
ปริมาณเลือดที่พยาธิปากขอดดูในแตละวันโดยพยาธิในกลุม Ancylostoma spp. ดูดกินเลือด
มากกวาพยาธชินิด Necator โดยพยาธิปากขอชนิด N. americanus แตละตัวจะดูดกินเลือดตอ
วันประมาณ 0.03 มิลลิลิตร สวนพยาธิในกลุม Ancylostoma แตละตัวจะดูดเลือดตอวันประมาณ 
0.15-0.26 มิลลิลิตร (Beaver et al., 1984) ดังนั้นถึงแมวามีพยาธิปากขอชนดิ Ancylostoma  อยู
ในรางกายเพียง 100 ตัว ก็สามารถทําใหเกิดอาการอยางรุนแรงข้ึนได อยางไรก็ตามอาการที่
เกิดข้ึนจะสัมพนัธกับภาวะทางโภชนาการของผูปวยแตละคนและระบบภูมิคุมกันโรคของรางกาย
ในการตอตานการเจริญเติบโตของพยาธใินลําไสรวมถึงปจจัยอ่ืนๆ รวมดวย แตกลับพบวาการติด
เชื้อพยาธปิากขอจะกระตุนใหเกิดภูมิคุมกนัเพยีงเล็กนอยเทานั้น อีกทั้งพยาธิปากขอยังมีวิธีการใน
การหลบหลีกตอการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันจึงสงผลทําใหพยาธิปากขอสามารถมีชีวิตใน
รางกายได 
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การกระจายทางภูมิศาสตรและท่ีมาของการแพรกระจายเช้ือพยาธปิากขอ 
 
 โรคพยาธิปากขอพบมากในเขตรอนและเขตอบอุน (ดังแสดงในภาพที่ 6) เพราะมีอุณหภูมิ
และความชื้นทีเ่หมาะสมตอการเจริญเติบโตของพยาธปิากขอระยะตัวออนซึ่งในประเทศที่มีอากาศ
หนาวเยน็จะพบพยาธปิากขอไดนอยกวาบริเวณเขตรอน พยาธิปากขอของคนทัง้ 2 ชนิด มักพบอยู
ปะปนกนัแตพบชนิด N. americanus มากกวา A. duodenale ซึ่ง N. americanus พบเปนจํานวน
มากในประเทศที่อยูแถบเขตรอนสวน A. duodenale พบไดนอยกวา ทั้งนี้เนื่องจากไขและระยะตัว
ออนของพยาธิปากขอชนิด N. americanus มีความทนทานตออุณหภูมิที่สูงไดดกีวา A. 
duodenale (Matsusaki., 1963) ประเทศไทยมีภูมิอากาศแบบรอนชื้นซึ่งทําใหมีอัตราความชุกของ
การติดเชื้อพยาธิปากขอสูงสงผลใหเกิดปญหาทางดานสาธารณสุขและสุขภาพของประชากร
ตามมา  โดยเฉพาะในภาคใตของประเทศจะพบอัตราการติดเชื้อสูงกวาภาคอ่ืนๆ จากการสํารวจ
โดยการตรวจอุจจาระตั้งแตป พ.ศ.2494 จนถงึปจจุบนั พบวาพยาธิปากขอชุกชุมในทกุภาคสวน
ภาตใตในบางพื้นที่มีความชกุสูงสุดถึงรอยละ 49.2 (Jongsuksantikul et al., 1992) 
  การที่มีการแพรกระจายและติดเชื้อพยาธิปากขอเปนจํานวนมากมีสาเหตุสวนใหญมาจาก
คนทีเ่ปนโรคพยาธิปากขอและเปนแหลงแพรเชื้อได มีพฤตกิรรมการขับถายอุจจาระตามพืน้ดินและ
การใชสวมที่ไมถูกสุขลักษณะทําใหมีการแพรกระจายของเชื้อเปนวงกวาง การเดินไมสวมรองเทา
หรือมีอาชีพที่ตองสัมผัสกบัผิวดิน เชน อาชพีเกษตรกร ทํานา ทําไร ทําสวนทําใหมีโอกาสเส่ียงที่ตัว
ออนพยาธิปากขอระยะติดตอจะไชเขาสูผิวหนังตรงสวนทีสั่มผัสกับพื้นดนิไดงาย รวมถึงการขาด
ความรูเร่ืองสุขศึกษาในเร่ืองการปองกันโรคตดิเชื้อ นอกจากนี้สภาพแวดลอมตางๆ เชน ลักษณะ
ของดิน อุณหภูมิและปริมาณน้ําฝนก็มีสวนตอการแพรกระจายพยาธปิากขอ โดยดินที่มีลักษณะ
เปนดนิรวนปนทรายจะมีผลใหไขของพยาธิปากขอเจริญเปนระยะตัวออนไดดี และหลังจากฝนตก
จะทําใหพื้นดินมีความชื้นสูงข้ึนพบวาตัวออนพยาธิปากขอระยะ filarifrom larva จะเคล่ือนที่ไปยัง
พื้นผิวดินหรือบนยอดหญาเพื่อรอโอกาสไชเขาสูผิวหนัง แตตรงกันขามในฤดูแหงแลงตัวออนจะ
หลบอยูใตดินเพื่อหาความชืน้และถามีสภาพอากาศแหงแลงอุณหภูมิสูงข้ึนเปนเวลานานหรือมีน้ํา
ทวมขังตัวออนอาจตายได (Gilman, 2000)  
  จากขอมูลดังกลาวทําใหอัตราการแพรกระจายพยาธิปากขอสามารถพบไดมากในภาคใต
ของประเทศไทย อันเนื่องมาจากมีลักษณะส่ิงแวดลอมตางๆเอ้ืออํานวยและมีความเหมาะสมตอ
การเจริญเตบิโตของพยาธิปากขอระยะตัวออน เชน อุณหภูมิ ลักษณะของพื้นดนิ และปริมาณฝนที่
ตกลงมาเกือบตลอดป สงผลใหตัวออนของพยาธิปากขอเจริญเติบโตไดดีกวาภาคอ่ืนๆ นอกจากนี
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ประชาชนสวนใหญมีอาชพีทําสวนและไมนยิมสวมรองเทาทําใหมีความเส่ียงตอการตดิเชื้อพยาธิ
ปากขอไดงาย (Raknam et al., 2010) 
 
ภาพที ่6 แสดงการกระจายทางภูมิศาสตรของเชื้อพยาธิปากขอในคน (http://tmcr.usuhs.mil/) 

 
พยาธปิากขอชนิด Ancylostoma duodenale 

 
 
พยาธปิากขอชนิด Necator americanus 
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อาการทางคลินิค  
  อาการทางคลินิคประกอบดวย 3 ระยะ คือ ระยะที่ทําใหเกดิโรคที่ผิวหนัง ระยะที่ทําใหเกิด
โรคที่ปอดซึ่งเกิดจากพยาธิปากขอระยะตัวออน และระยะที่พยาธิตัวเต็มวัยอาศัยอยูในลําไส ดังนี ้ 
 
1. ระยะท่ีตัวออนไชทางผิวหนัง (cutaneous phase)  
  เม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 (filariform larva) ของคนไชเขาสูผิวหนังมักไมแสดง
อาการ แตถาเปนตัวออนพยาธิปากขอของสัตวเม่ือไชเขาสูผิวหนังจะกระตุนใหเกิดการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุมกนัของรางกายซึ่งเรียกวา Ground itch (ดังแสดงในภาพที่ 7) ทําใหผูที่ติดเชื้อมี
อาการคันบริเวณที่ตัวออนพยาธิไชเขาไป เกิดเปนตุมนูนแดง (erythematous papular rash) หรือ
อาจเปนตุมน้ําได อาการดังกลาวจะอยูในชวง 1-2 วันแรก หลังจากตัวออนของพยาธิไชผานผิวหนัง
และหายไปเอง โดยความรุนแรงของอาการจะข้ึนอยูกับจํานวนตัวออนพยาธิที่ไชเขาไปในรางกาย
รวมถึงอาจเกดิการติดเชื้อแบคทีเรียซ้ําซอนตามมาได นอกจากนี้จากการที่พยาธิไชไปตามผิวหนัง
ชั้น Epithelial layer เปนรอยแดงอักเสบและมีอาการคนัตามทางเดนิของพยาธิที่ไชผาน เรียกวา 
creeping eruption หรือ Cutaneous larva migrans รอยแดงนั้นอาจยังคงปรากฎอยูหลายวันซึ่ง
มักมีสาเหตุจากตัวออนของพยาธิปากขอของสัตว เชน สุนขัและแมวมากกวาของคน (Gilman, 
2000) 
 

 
ภาพที่ 7 แสดงการไชเขาสูผิวหนังของตัวออนพยาธิปากขอ (http://scienceblogs.com) 
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2. ระยะท่ีตัวออนไชผานปอด (pulmonary phase)  
  หลังจากตัวออนของพยาธิไชผานผิวหนังพยาธจิะเขาไปยังระบบไหลเวียนโลหิตของ
รางกาย จากนั้นจะไชทะลุหลอดเลือดฝอยเขาสูถุงลมปอดตอไปยังจนถึงลําคอ ผูปวยในระยะนี้สวน
ใหญมักไมแสดงอาการ แตอาจพบการไอ หอบ เจ็บคอและหลอดลมอักเสบได อาการดังกลาวมัก
หายไดเองภายใน 7 วัน แตถามีการติดเชื้อที่รุนแรงผูปวยจะมีอาการของภาวะปอดอักเสบและ
ตรวจพบเม็ดเลือดขาว eosinophil ในเลือดสูง (Gilman, 2000) 
 
3. ระยะท่ีตัวเต็มวยัอาศยัในลําไส (intestinal phase)  
  พยาธิปากขอระยะนี้สามารถทําใหกอโรคไดรุนแรงมากโดยผูที่ไดรับเชื้อจะมีอาการสูญเสีย
เลือดจากการที่พยาธปิากขอใชปากกัดเพื่อเกาะติดกบัเยื่อบุผนังลําไสและดูดเลือดมาเปนอาหาร 
ซึ่งตรงตําแหนงที่พยาธิปากขอเกาะจะทําใหเกดิเปนแผลเนื่องมาจากการฉีกขาดรวมทั้งพยาธิ
ปากขอจะมีการเปล่ียนตําแหนงที่เกาะอยางตอเนื่องทําใหลําไสเปนแผลและมีเลือดไหลซึมออกมา  
โดยสวนใหญพยาธปิากขอจะอาศัยบริเวณสวนตนของลําไสเล็กแตถามีการตดิเชื้ออยางรุนแรงอาจ
พบพยาธิไดที่ลําไสใหญ ซึ่งผูที่ติดเชื้อมีพยาธิอยูเปนจํานวนมากการสูญเสียเลือดในแตละวันกจ็ะ
มากตามไปดวย ในระยะแรกผูปวยจะมีอาการคล่ืนไส อาเจียน ปวดทอง จุกเสียดแนนทอง ทองเสีย 
ถายดําหรือเปนมูกเลือด ออนเพลียและอาการเบื่ออาหารตามมารวมไปถึงการตรวจพบ 
eosinophilia และในระยะเร้ือรังเม่ือผูติดเชื้อมีการสูญเสียเลือดเปนจํานวนมากจะเกิดภาวะโลหิต
จางแบบขาดธาตเุหล็ก (Iron deficiency anemia) ทําใหมีอาการซีด เหนื่อยงาย ใจส่ัน หัวใจเตน
เร็ว ออนเพลีย เปนลม อาจมีอาการกระสับกระสาย ตรวจพบหัวใจโต ระดับฮีโมโกลบินในเลือดลด
ต่ําลงและยังตรวจพบเม็ดเลือดแดงมีลักษณะแบบ hypochromic microcytic anemia ซึ่งมีสีซีดลง
และขนาดเล็กลง (Gilman, 2000) 
  ภาวะโลหิตจางของผูที่ปวยเปนโรคพยาธิปากขอพบวามีปจจัยหลายสาเหตุ เชน จํานวน
และชนิดของพยาธปิากขอที่อยูในรางกาย  ระยะเวลาของการติดเชื้อ อายุและเพศของผูทีเ่ปนโรค
พยาธิปากขอ ปริมาณธาตเุหล็กที่สะสมไวในรางกาย ความตองการของรางกายในการใชธาตุเหล็ก
และปริมาณธาตุเหล็กในอาหารที่ไดรับในแตละวัน ปริมาณธาตุเหล็กที่สูญเสียจากรางกายซึ่ง
เกิดข้ึนจากการที่เลือดออกในตําแหนงที่พยาธิปากขอเกาะอยูบนลําไสและปริมาณธาตเุหล็กที่จะ
เขาไปทดแทนการสูญเสียเลือดทีเ่กิดข้ึนใหกับรางกายในแตละวัน รวมถึงการติดเชื้อซ้ําแลวซ้ําอีก
ภายหลังการรักษาของผูทีป่วยเปนโรคพยาธปิากขอ นอกจากจะพบการสูญเสียเลือดแลวยังพบวามี
การสูญเสียโปรตีนทําใหปริมาณอัลบูมินในกระแสเลือดต่าํ (hypoalbuminemia) รวมไปถึงทําให
การดูดซึมของลําไสเกดิความผิดปกติสงผลใหเกิดภาวะทพุโภชนาการข้ึนไดทําใหมีอาการหนาบวม 
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ขาบวม จากการศึกษาของ ธาน ีรักนามและคณะไดทําการศึกษาภาวะโภชนาการของเดก็นักเรียน
ชั้นประถมศึกษาอาย ุ7-11 ป จํานวน 214 คน ในอําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จากที่
เคยตรวจพบเชื้อหนอนพยาธปิากขอระดับรุนแรงปานกลางและรุนแรงมากในป 2548 พบวา เดก็
นักเรียนจํานวน 122 คน หรือคิดเปนรอยละ 57 มีการติดเชื้อหนอนพยาธิปากขอระดับรุนแรงปาน
กลาง โดยมีคาเฉล่ียจํานวนไขพยาธิที่ตรวจพบตออุจจาระ 1 กรัม เทากับ 3,878 ฟอง และเด็ก
นักเรียน 92 คน อยูในระดับรุนแรงมาก จํานวนไขพยาธิตออุจจาะ 1 กรัม เทากับ 14,347 ฟอง ซึ่ง
ทั้ง 2 กลุมเปนเพศชายมากกวาเพศหญงิและสวนมากมีอาย ุ11 ป ซึ่งจากผลการศกึษาพบวาเด็ก
นักเรียนทีต่ิดเชื้อพยาธิปากขอระดับรุนแรงปานกลางและรุนแรงมากมีน้ําหนักตามอายตุ่ํากวา
เกณฑรอยละ 22.1 และ 29.3 มีสวนสูงต่ํากวาเกณฑอาย ุรอยละ 30.3 และ 39.1จากขอมูล
ดังกลาวไดแสดงถึงการขาดสารอาหารอาจเนื่องมาจากการติดเชื้อพยาธิปากขอแลวไมมีการ
ปองกันรักษาอยางถูกวิธีรวมถึงการขาดความรูในเร่ืองพยาธิปากขอ ดังนั้นจึงควรมีการใหความรู
ทางดานสุขศึกษาและดูแลดานการโภชนาการ จะเหน็ไดวาโรคพยาธิปากขอยังคงเปนปญหา
ทางดานสาธารณสุขทีสํ่าคัญของประเทศไทยจึงควรไดรับการแกไขปญหา (Raknam et al., 2010) 
 
พยาธกิาํเนิดหรือกลไกทางชีวเคมีของพยาธปิากขอ 
  

1. การไชผานผิวหนัง (skin penetration) ของพยาธิปากขอระยะตัวออน 
 โดยปกติผิวหนังของรางกายจะมีการปองกันตัวเองจากส่ิงแวดลอมและเชื้อโรคไมใหเขาสู
รางกายไดเม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 (filariform larva) ไชเขาสูผิวหนังและพยายาม
เคล่ือนที่ไปตามผิวหนังของรางกายจะพบกับ hyaluronic acid ซึ่งเปนสารประกอบของผิวหนังชัน้ 
dermis ตัวออนของพยาธิระยะนี้มีการกระตุนระบบเมตาโบลิซึมในตัวและมีการสรางเอ็นไซม 
hyaluronidase เพื่อยอย hyaluronic acid ในระหวางทีเ่คล่ือนตัวผาน keratinocyte ในชั้นผิวหนัง
สงผลใหตัวออนพยาธิระยะที่ 3 สามารถทีจ่ะเคล่ือนที่ผานระหวาง epidermal keratinocyte และ 
ground substance ของชั้น dermis ไดงาย ซึ่งเอ็นไซม hyaluronidase จะปลอยออกมารวมกับ 
protease โดยพบวาในระหวางการไชผานผิวหนังตัวออนพยาธิปากขอจะปลอยสารจําพวก 
secreted protein ตางๆ เพื่อชวยใหตัวออนพยาธิปากขอสามารถเขาสูรางกายไดงายและสามารถ
หลีกเล่ียงการตอบสนองทางภูมิคุมกนัทําใหไมสามารถกําจัดพยาธิไดซึ่งสารที่พบมากที่สุดคือ 
metalloprotease (MTP-1) และ Ancylostoma-secreted proteins (ASPs) ประกอบดวย ASP-1 
และ ASP-2 (Hotez et al., 2003) 
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2.พยาธิระยะตัวเตม็วัยในลาํไส 
 เม่ือตัวออนพยาธิปากขอระยะที่ 3 เจริญเปนระยะตัวเต็มวัยในลําไสเล็กจะมีการยึดเกาะ
กับเยื่อบุผนังลําไสโดยใชฟนหรือแผนฟนและดูดเลือดมาเปนอาหาร พยาธิปากขอจะมีการสรางสาร
ปองกันการแข็งตัวของเลือดข้ึนมาหลายชนิด เชน การสราง anticoagulant peptide (ACAP-1) ซึ่ง
ทําหนาทีเ่ปนสารยับยัง้ปจจัยที่มีสวนชวยทําใหเลือดเกิดการแข็งตัว (coagulation factor Xa) ทํา
ใหพยาธปิากขอระยะตัวเต็มวัยสามารถดดูเลือดผานผนังลําไสไดงายข้ึน (Cappello et al., 1996 
และ Harrison et al., 2001) นอกจากนี้ยังพบวาพยาธิปากขอระยะตัวเต็มวัยจะสรางสารยบัยั้งการ
ทํางานของเกล็ดเลือดที ่เรียกวา hookworm platelet inhibitor (HPI) โดยมีหนาทีย่ับยัง้การจับกลุม
และรวมกลุมกันของเกล็ดเลือด รวมถึงมีการลดลงของ platelet dense granule สงผลทําใหเกล็ด
เลือดไมสามารถทําหนาที่ตอไปได (Del Valle et al., 2003; Jones and Cappello, 2004) ดังนั้น
เม่ือสารทั้ง 2 ชนิด (สารปองกันการแข็งตัวของเลือดกับสารยับยั้งการทํางานของเกล็ดเลือด)ทํางาน
รวมกันจะทําใหพยาธิปากขอสามารถดดูเลือดจากเยือ่บุผนังลําไสไดงาย (Jones and Cappello, 
2004) จากการศกึษาพบวาในระยะตัวเต็มวัยพยาธิปากขอจะปลอย protease ออกมาเพื่อชวยใน
การยอยสลายฮีโมโกลบินโดยเอนไซม hemoglobinases หลายชนิด ซึ่งไดแก aspartic protease 
(APR1) ประกอบดวย APR-1 และ APR-2, cysteine protease (CP3) และ metalloprotease 
(MEP1) (Williamson et al., 2004; Jones and Cappello, 2004) โดยเอนไซม aspartic protease 
จะเปนเอนไซมลําดับแรกที่ใชในการยอยสลายและยังพบวามีประสิทธิภาพในการยอยสูง สวน
เอนไซม (CP3) สามารถพบไดในบริเวณทางเดินอาหารของพยาธิปากขอ (Williamson et al., 
2004) และ metalloprotease สามารถสังเคราะหไดจากในลําไส ซึ่งยังไมเปนทีท่ราบแนชัดเกี่ยวกบั
กลไกในการทํางานของเอนไซมกลุมนี ้แตอยางไรก็ตามพยาธิปากขอจะใชเอนไซมในกลุมนี้เพื่อ
ยอยสลายโปรตีนที่ไดจากผูที่ติดเชื้อเพื่อมาเปนอาหาร (Jones and Cappello, 2004)  
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การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอพยาธิปากขอ 
 
 โดยทั่วไปพบวาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันจากการติดเชื้อพยาธิปากขอจะ
ตอบสนองแบบ cellular response เปนการตอบสนองของ cytokines ที่อาศัย T helper type 2 
(Th2) เปนหลัก รางกายจะตอตานและกําจัดพยาธิจากการทํางานของ Th2 lymphocyte โดยการ
หล่ัง IL-4, IL-5,  IL-13 และ IgE และมีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อซ้ํา รวมถึงระดับของ 
IFN-γ จะสูงเพิ่มมากข้ึนซึ่งมีความสามารถในการลดความหนาแนนของการติดเชื้อพยาธิปากขอได
แตไมมีผลในการยบัยั้งการตดิเชื้อพยาธิซ้ําที่จะเกิดข้ึน และการตอบสนองของแอนติบอดีภายหลัง
การติดเชื้อพยาธิปากขอจะพบวามีแอนติบอดชีนิด IgM ในสัปดาหที่ 6 และในสัปดาหที่ 8 จะพบ
แอนติบอดีชนดิ IgG ซึ่งแอนติบอดีชนิด IgE จะเกิดข้ึนอยางชาๆ (Hotez et al., 2004; 
Jongwutiwes et al., 1999; Ogilvie et al., 1978; Maxwell et al., 1987) ผูที่ติดเชื้อพยาธปิากขอ
ชนิด N.americanus จะมีระดบัของ IgE และ IgG ที่ตอบสนองจําเพาะตอพยาธิสูงข้ึนซึ่ง
แอนติบอดีชนดิ IgG4 สามารถแสดงถึงการติดเชื้อพยาธิปากขอในรางกายได เม่ือมีการตอบสนอง
แอนติบอดีรวมกับการกระตุนของ IL-5 จึงนําไปสูการเกิดเซลลเม็ดเลือดขาวชนดิ eosinophilia 
เพิ่มข้ึน ทัง้นี้อาจเกิดข้ึนเฉพาะที่หรือทั่วรางกาย (Loukas et al., 2005; Bethony et al., 2005) 
จากการศึกษาเกี่ยวกับการตอบสนองแบบ cellular response และการหล่ังไซโตไคน (cytokine) 
จากเดก็ในกลุมที่ไดรับยารักษาโรคหลังจากการติดเชื้อพยาธิปากขอชนิด N. americanus 
เปรียบเทยีบกบัเดก็ในกลุมที่ไมมีการตดิเชื้อพยาธิปากขอ พบวารางกายของเดก็ในกลุมที่ผานการ
รักษาการโรคพยาธิปากขอมีความสามารถของระบบภูมิคุมกันที่มาตอตานแอนติเจนจากพยาธิ
ปากขอไดลดลง รวมถึงการผลิตไซโตไคนจาก Th1 (IL-12 และ IFN- γ) และ Th2 (IL-5 และ IL-
13) มีระดับลดลงแตพบวารางกายจะผลิต IL-10 เพิ่มมากข้ึน สันนฐิานวารางกายของผูทีต่ิดเชื้อ
พยาธิปากขอชนิด N.americanus ตองใช IL-10 ในการตอบสนองตอการอักเสบและจาก
การศึกษาพบวาระดบัของ IL-10 จะสูงข้ึนในชวงการตดิพยาธิปากขอแบบเร้ือรัง นอกจากนี้ยัง
พบวาคนที่ไดรับการตรวจพบไขพยาธปิากขอในอุจจาระจากพื้นทีท่ี่มีการระบาดพยาธิปากขอมี
ระดับของ TNF-α สูงข้ึน (Geiger et al., 2004; Loukas et al., 2005)  
  พยาธิปากขอปลอยสารที่สามารถไปควบคุมและเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิการทํางานของ
ระบบภูมิคุมกันได เรียกสารชนิดนี้วา excretory-secretory (ES) product ทําใหระบบภูมิคุมกนัที่
เกี่ยวของกบัการทําลายพยาธิไมสามารถกําจัดพยาธิไดทําใหพยาธิมีชีวิตอยูภายในรางกายไดเปน
เวลานานหลายป และจากการศึกษาพบวาพยาธิปากขอสามารถเปล่ียนแปลงระบบภูมิคุมกันโดย
อาจไปเกี่ยวของกบัการเพิม่จํานวนของเซลลเม็ดเลือดขาว lymphocytes ชนิด Th2 และ IL-4 แลว
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สงผลทําใหเปนปญหากับผูที่ปวยเปนโรคพยาธิปากขอและรักษาจนหายพบวาสวนใหญระบบ
ภูมิคุมกันมีประสิทธิภาพนอยลงในการทีจ่ะชวยปองกนัการติดเชื้อพยาธิปากขอที่อาจจะเกิดข้ึนซ้ํา
ได (Hotez et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบวาพยาธิมีการเจริญเติบโตในชวงวงจรชีวิตไดหลายระยะ
ซึ่งในแตระยะจะมี antigen ที่อยูบนผิวของพยาธิแตกตางกันออกไปสงผลใหระบบภูมิคุมกนัของผู
ที่ติดเชื้อซึ่งถูกกระตุนสรางข้ึนมาจากระยะกอนไมสามารถกําจัดพยาธทิีเ่จริญไปยังระยะอ่ืนได  
 
การวินิจฉัยโรคพยาธปิากขอ 
  
  การวินิจฉัยการติดเชื้อพยาธิปากขอตองอาศัยประวัติผูปวยวาไดสัมผัสกับดินบริเวณที่
สงสัยวามีตัวออนของพยาธิปากขอและอาการ การตรวจพบทางคลินกิ ทั้งนี้การสงตรวจทาง
หองปฏิบัติการ ไดแก  

1. ตรวจหาไขพยาธใินอุจจาระสด ถาตรวจอุจจาระโดยวิธธีรรมดา (direct smear) แลวไม
พบไขพยาธจิึงสงตรวจอุจจาระดวยวิธ ีconcentration เชน formalin-ether concentration หรือ 
ethyl-acetate sedimentation ซึ่งจะใหความไวในการตรวจมากกวา และถาตองการทราบความ
รุนแรงของโรคที่เกดิจากการติดเชื้อสามารถทําไดโดยการตรวจหาจํานวนไขพยาธิตออุจจาระ 1 
กรัม ดวยวิธ ีStoll dilution egg count และ Kato thick smear ทําไดโดยการเก็บอุจจาระของผูปวย
มาชั่งน้ําหนักอุจจาระแลวนับจํานวนไขในอุจจาระจากนั้นคํานวณหาจํานวนตัวพยาธิที่อยูใน
รางกายผูปวยซึ่งวิธีนี้ควรทําภายใน 24 ชั่วโมงหลังจากเกบ็อุจจาระมาจากผูปวย จากการตรวจดวย
วิธีนี้จะทําใหทราบปริมาณความหนาแนนของการติดเชื้อซึง่มีความสัมพันธกบัความรุนแรงของการ
ติดเชื้อพยาธิปากขอ (ดังแสดงในตารางที่ 2) นอกจากนี้ยังทําใหทราบสาเหตุวาโรคหรืออาการที่
เกิดข้ึนในผูปวยมาจากการติดเชื้อพยาธหิรือไม (Gilman, 2000) 
 
ตารางที่ 2 แสดงการแบงระดับความรุนแรงของโรคพยาธปิากขอจากตรวจอุจจาระดวยวิธ ีStoll 
dilution egg count และ Kato thick smear ตามการแบงขององคการอนามัยโลก (WHO, 1978) 
 
ระดับความรุนแรง จํานวนไขพยาธิท่ีตรวจ

พบตออุจจาระ 1 กรัม 
จํานวนตัวพยาธิท่ีอยูใน

รางกาย 

ต่ํา นอยกวา 2,000 ฟอง 50 หรือนอยกวา 
ปานกลาง 2,000-7,000 ฟอง 51-200 

สูง มากกวา 7,000 ฟอง มากกวา 200 
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2. ในกรณีทีเ่กบ็อุจจาระไวหลายวันหรือมากกวา 24 ชั่วโมง ตัวออนของพยาธิปากขอจะ
ฟกออกจากไขจึงตองตรวจหาระยะตัวออนในอุจจาระและตองแยกออกจากระยะตัวออนของพยาธิ
เสนดาย (Strongyloides stercolaris) ซึ่งมีลักษณะคลายกันโดยตัวออนพยาธิปากขอระยะนี้จะมี 
genital primordium ขนาดเล็กกวาแต buccal cavity มีขนาดยาวกวา (Beaver et al., 1984) 

3. วิธีการเพาะเล้ียงไขใหเจริญเปนระยะตัวออน เชน Harada-Mori’s culture method / 
filter paper culture และ charcoal culture วิธีนี้คือการเพาะเชื้อบนกระดาษกรองซึ่งกระดาษกรอง
ที่ใชเปรียบเหมือนดนิที่มีลักษณะชื้นเพื่อใหไขพยาธิสามารถเจริญเติบโตการเพาะเชื้อ วิธีนี้ทําให
สามารถแยกชนิดตัวออนวาเปนชนิด Necator หรือชนิด Ancylostoma โดยดูจากลักษณะของตัว
ออนในระยะ filariform larva พยาธิทั้งสองชนดินีจ้ะแตกตางกันที่ความยาวลําตัว ลักษณะรูปราง
ของหลอดอาหารและปลายหาง และลายของปลอกหุมตัว (Beaver et al., 1984) 
4.วิธีการตรวจหาตัวออนของพยาธิปากขอซึง่มีประสิทธิภาพและนิยมใชกนัอยางแพรหลายคือ 
agar place culture method   วิธีนี้ทําไดโดยการนําอุจจาระสดปริมาณ 1-2 กรัมมาวางไวบน
อาหารเล้ียงเชื้อทีเ่ปนวุนจากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 3-5 วัน สามารถตรวจหา
พยาธิโดยการดจูากลักษณะทางเดนิบนวุนซึ่งพยาธิปากขอและพยาธิเสนดายจะมีทางเดนิที่
แตกตางกันและวิธกีารนี้มีประสิทธิภาพในการตรวจหาพยาธิดีกวาวิธี filter paper culture 
(Jongwutiwes et al., 1999) 
5. การตรวจโดยวิธทีางอิมมูนวิทยา เชน การตรวจโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) วิธนีี้สามารถนํามาใชแยกชนิดของพยาธิปากขอระหวาง N. americanus 
และ A. duodenale ไดดวยซึ่งเปนวิธีที่มีความแมนยําและละเอียดสูงกวาวิธีอ่ืนๆแตยังไมนิยม
นํามาใชในทางปฏิบัติเนื่องจากมีคาใชจายสูง 
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การรักษาโรคพยาธปิากขอ 
  
  การรักษาผูปวยที่มีการติดเชื้อพยาธปิากขอ ไดแก การรักษาตามอาการและการใหยา
กําจัดพยาธ ิ(Gilman, 2000) 
1. การรักษาตามอาการ เชน ในผูปวยที่มีอาการออนเพลียอาจจําเปนตองบํารุงรางกายใหผูปวย
แข็งแรงดีข้ึนเสียกอนจงึจะใหยาถายพยาธ ิโดยการใหอาหารที่มีโปรตีนสูงและใหวิตามินที่มีธาตุ
เหล็ก นอกจากนีใ้นกรณทีี่ผูปวยมีอาการซีดมากๆ อาจจําเปนที่ตองมีการใหเลือด  
2. การรักษาโดยการใหยาถายพยาธ ิไดแก  
Albendazole เปนยาในกลุม benzimidazole ที่ใชในการรักษาโรคติดเชื้อพยาธิปากขอ โดยให
ขนาด 200 มก. ทานคร้ังเดียวใหไดในผูที่อายตุั้งแต 2 ปข้ึนไป  
Mebendazole (Fugacar) เนื่องจากยามีประสิทธิภาพในการรักษาไมดีเทาการใหยา 
Albendazole และมีรายงานวามีการดื้อยาของ N. americanus ในแถบอัฟริกา โดยยา 1 เม็ดมี 
100 มิลลิกรัม ทานยา 1 เม็ด วันละ 2 คร้ัง นาน 3 วัน และในเด็กอาย ุ3 ปข้ึนไป ใหทานยาขนาด
เทากับขนาดยาในผูใหญ แตยังไมแนะนําใหใชในหญิงตั้งครรภ 
Pyrantel pamoate (combantrin) สามารถกําจัดพยาธปิากขอชนิด A. duodenale ไดดีกวา N. 
americanus โดยยา 1 เม็ดมี 125 มิลลิกรัม ใหขนาด 10 มิลลิกรัมตอน้ําหนกัตัว 1 กิโลกรัม ทานยา
เพียงคร้ังเดยีว  
 
การปองกัน  
การปองกันการแพรกระจายของพยาธิโดยการรักษาความสะอาดสวนบุคคลเปนส่ิงที่สําคัญที่สุด 
ซึ่งทําไดดังนี ้ 
1.หลีกเล่ียงการเดนิเทาเปลาบริเวณพืน้ดินที่คาดวามีตัวออนระยะติดตอของพยาธิปากขออยู  
2. การจัดการเกีย่วกับสุขาภิบาล โดยการสรางและสงเสริมการใชสวมที่ถกูสุขลักษณะ และไมควร
นําอุจจาระไปรดผัก  
3. ใหยาถายพยาธิแกผูปวยที่วินจิฉัยวาเปนโรคพยาธิปากขอ หรือถาสํารวจพบวาบริเวณใดที่มี
ผูปวยเปนจํานวนมากอาจพจิารณา ใหการรักษาแบบหมู (Mass Treatment) คือ การใหทกุคนใน
ทองถิ่นนัน้รับประทานยาถายพยาธ ิ 
4. ใหความรูและสุขศึกษาแกผูปวย นักเรียน และผูนําชุมชนตามพื้นที่ตางๆ เพื่อใหทราบและเขาใจ
ถึงวงชีวิตของพยาธปิากขอ วิธีการติดตอ วิธีการปองกันโรครวมถึงวิธีการรักษาที่ถูกตองและ
เหมาะสม 
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วัคซีนปองกันโรคพยาธปิากขอ 
 
 ปญหาทีเ่กดิข้ึนหลังจากใหยารักษาผูติดเชื้อพยาธปิากขอโดยใชยาเพยีงอยางเดียวนัน้อาจ
ไมประสบผลสําเร็จ เนื่องจากพบการตดิเชื้อซ้ําในอัตราสูงในชวงไมกีเ่ดือนหลังจากใหการรักษา 
จากปญหาดังกลาวจึงมีการพัฒนาผลิตวัคซนีโดยมีเปาหมายที่จะทําใหตัวออนพยาธิปากขอระยะ
ติดตอลดนอยลง การเร่ิมตนผลิตวัคซนี (Human Hookworm Vaccine Initiative, HHVI) ของ
สถาบัน Sabin Vaccine ไดทําการเร่ิมตนผลิตวัคซนีตอตานพยาธิปากขอโดยมีจุดประสงคเพื่อลด
ความรุนแรงของการติดเชื้อพยาธิ (Hotez et al., 2003) แอนติเจนทีป่ลอยออกมาจากตัวออนพยาธิ
ปากขอระยะที่สามในชวงที่บุกรุกเขาไปในรางกายของโฮสต คือ cysteine-rich secretory  
proteins (CRISPs) ซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีความสัมพนัธตอการเกดิโรคและจัดอยูใน 
pathogenesis-related  protein (PRP) superfamily ทั้งนี้โปรตีนในกลุม PRP superfamily มีแนว
โนวที่จะสามารถนํามาผลิตเปนวัคซนี (Henriksen et al., 2001)  
 การศึกษาคร้ังแรกของการผลิตวัคซนีเร่ิมทดลองโดยการเล้ียงตัวออนพยาธิปากขอระยะที่
สามชนิด Ancylostoma caninum ซึ่งเปนระยะติดตอ โดยจําลองสภาวะแวดลอมใหคลายกับการ
บุกรุกเขาไปในเนื้อเยื่อของโฮสต พยาธจิะเจริญเปนระยะทีพ่ัฒนามากข้ึนคือมีการกินอาหาร
หลังจากไดรับการกระตุนดวยเซร่ัมของสุนัขที่ถูกกรองอยางละเอียดและ S-methylated 
glutathione พบวาโปรตีนสวนมากทีพ่ยาธิปากขอปลอยออกมา (excretory/secretory products) 
หลังจากการไดรับการกระตุนดังกลาวพบโปรตีนที่สําคัญ 3 ชนดิ คือ  metalloprotease และโปรตีน 
2 ชนิดซึ่งเปนโปรตีนที่จัดอยูใน  pathogenesis-related protein (PRP) superfamily เรียกวา 
Ancylostoma-secreted protein (ASPs) เปนโปรตนีใน subfamily ของ PRP superfamily 
ประกอบดวย ASP-1และ ASP-2 โดยไมทราบหนาที่ทีช่ัดเจนแตพบวา ASP มีความสําคัญตอการ
ดํารงชีวิตของพยาธิปากขอขณะเขาไปอาศัยอยูในรางกายของโฮสตโดยอาจทําหนาทีเ่กี่ยวกับการ
ปรับสภาวะของตัวออนจากการเจริญในธรรมชาติเขาสูสภาวะการเจริญแบบปรสิตในรางกาย  
(Hotez et al., 2003) โปรตีนทัง้สามชนดิที่ปลอยออกมานีส้ามารถนํามาผลิต recombinant 
protein ไดหลายชนดิ เชน โปรตีน 2 ตัวคือ Ac-SAA-1 และ Ac-16 พบวามีความเปนไปไดที่จะ
นํามาเปนองคประกอบของการผลิตเปนวัคซนี จากการทดลองในสุนัขไดใชโปรตนี Ac-16 เปน
องคประกอบของวัคซนีพบวาไขพยาธิที่ปนออกมากับอุจจาระมีจํานวนลดลงและชวยลดการ
สูญเสียเลือด (Diemert et al., 2008)  
 จากความสําเร็จในระยะแรกของการผลิตวัคซีนจากการนาํสารคัดหล่ังที่ปลอยออกมาจาก
ตัวออนพยาธิปากขอ A. caninum ระยะที่สามมาผลิตวัคซีนและนําไปทดลองในสัตวพบวา
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สามารถยับยั้งการเคล่ือนที่ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามได ตอมาจึงมีเปาหมายทีจ่ะผลิต
วัคซีนมาใชกบัคนโดยไดทําศึกษากับพยาธิปากขอของคนชนิด N. americanus เนื่องจากพบการ
ระบาดของผูติดเชื้อพยาธิปากขอชนิด N. americanus ในคนมากกวาพยาธปิากขอชนิดอ่ืนๆ 
(Diemert et al., 2008) โดยโปรตีนที่ปลอยออกมาจากตัวออนพยาธิปากขอชนดิ N. americanus 
ระยะที่สาม (Na-ASP-2) ขณะเขาไปในโฮสตไดถูกนํามาวิเคราะหและทําใหเปนวัคซีนเพื่อนํามาใช
กับประชากรที่ติดเชื้อซึ่งทําใหเกิดการกระตุนระบบภูมิคุมกันของโรคสําหรับปองกนัและควบคมุการ
ติดเชื้อพยาธิปากขอในคนและนําไปใชทดลองทาง clinical trials (Bethony et al., 2008)  จาก
การศึกษาพบโปรตีนชนิดหนึ่ง ซึง่มีน้ําหนักโมเลกุล 21.3 กิโลดาลตัน เรียกวา Necator 
americanus Ancylostoma secreted protein-2 (Na-ASP-2) เปนสารที่ตัวออนพยาธิปากขอ N. 
americanus   ระยะที่สามปลอยออกมาหลังจากเขาไปในรางกายของโฮสตมีศักยภาพในการเปน
องคประกอบของวัคซนีปองกันการติดเชื้อพยาธปิากขอ เนือ่งจากโปรตีนดงักลาวสามารถกระตุน
ระบบภูมิคุมกันเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิปากขอได (Goud et al., 2005) ซึ่งมีขอมูลยืนยนั
ประสิทธิภาพของโปรตีน ASP-2 จากการศกึษาทดลองในสัตวพบวาสุนัขที่ไดรับวัคซีนที่มี
องคประกอบของ Ac-ASP-2 ที่ปลอยออกมาจากตัวออนพยาธิปากขอ A. caninum  ระยะที่สาม
สามารถกระตุนใหเกิดการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันได นอกจากนั้นเม่ือนํา recombinant 
protein ASP-2 ของ A. caninum หรือ A. ceylanicum นํามาใชเปนองคประกอบของวัคซนีในสุนัข
และหน ูhamsters ตามลําดับพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันชนดิ IgG จําเพาะตอ
แอนติเจนและสามารถทําลายตัวออนพยาธิปากขอระยะทีส่ามที่ยังมีชีวิตอยูไดเปนจํานวนมากทํา
ใหสามารถลดจํานวนพยาธิปากขอทีเ่จริญเติบโตเปนระยะตัวเต็มวัย ดังนั้นจึงทําใหจํานวนไขที่ปน
ออกมากับอุจจาระจึงลดลงรวมทั้งลดการสูญเสียเลือดเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  และจาก
การศึกษาในประชากรของประเทศบราซิลและจนีซึ่งมีการระบาดของการติดเชื้อพยาธิปากขอ
จํานวนมากพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ ASP-2 ซึ่งมีความสัมพันธกบัการลด
ความเส่ียงของการติดเชื้อพยาธิปากขอ (Diemert et al., 2008) ดังนั้นจากผลการทดลองที่
ทําการศึกษาดงักลาวนําไปสูการผลิตวัคซีนเพื่อมาใชกับคนจากโปรตนี Na-ASP-2 ของตัวออน
พยาธิปากขอชนิด N. americanus  ระยะที่สาม และมีการนําโปรตีนดังกลาวมาเปนองคประกอบ
สําหรับผลิตเปนวัคซีนซึง่ไดรับการพัฒนาเพื่อนํามาใชกบัประชากรที่อาศยัอยูในพื้นทีก่ารระบาด
ของโรคพยาธิปากขอ รวมถึงเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาระบบภูมิคุมกันของคน โดยนําไปทํา
การทดสอบวัคซนีในสัตวทดลองเพื่อทดสอบประสิทธิภาพของวัคซีน 
 จึงมีการศึกษาโครงสรางของโปรตีน Na-ASP-2 ประกอบดวยดาน N-terminal loop และ
ดาน cysteine-rich C terminus ซึ่งมีโครงสรางแบบ 3 ชั้นในลักษณะของ αβα sandwich 
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ประกอบดวยแผน β sheet แบบขนานทิศตรงขามกนัอยูตรงกลางระหวางเกลียว α ทั้งสองที่มีทิศ
เดียวกนั ซึ่งลักษณะโครงสรางนี้มีความคลายคลึงกับโครงสรางของ CC-chemokines โดย Na-
ASP-2 ในฐานขอมูล GenBank Database คือ accession number AY288089 (Asojo et al., 
2005) พบวามีเพียง 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทานั้น ดังนั้นปจจุบนัจึงไมทราบวาโปรตีนดังกลาวมี
ความหลากหลายในลําดบักรดอะมิโนหรือไม 
 โดยมีการศึกษาลําดบักรดอะมิโนของยนี Ay (A. ceylanicum) -ASP-2 ที่ไดจากการโคลน
ยีนและเปรียบเทียบกับโปรตีน ASP-2 ของตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามที่อยูในสปชีสอ่ืน พบวา 
Ay-ASP-2 มีความคลายคลึงกนัของลําดับกรดอะมิโนรอยละ 83 เม่ือเปรียบเทียบกับ Ac-ASP-2 
และ Ad-ASP-2 และรอยละ 61 เม่ือเปรียบเทียบกับ Na-ASP-2 (Goud et al., 2004)  สําหรับ
การศึกษาลําดับกรดอะมิโนของยนี Na-ASP-2 เปรียบเทียบกับโมเลกุล ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ในจนีัส Ancylostoma ชนิดตางๆ พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกันประมาณรอยละ 58-65 
(Goud et al., 2005) 

จากการทดลองในหนูพบวาโปรตนี Na-ASP-2 ที่ตัวออนพยาธิปากขอ N.americanus 
ระยะที่สามปลอยออกมาสามารถผลิตเปนโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) ในยีสต Pichia 
pastoris ได จากการทดสอบทางระบบภูมิคุมกนัในหนู hamster (Mesocricetus auratus) โดย
แบงกลุมการทดลองเปน 3 กลุม หนใูนกลุมที่ 1 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 25 ug รวมกับ 
Adjuvant ชนิด ASO3 ซึ่งมี monophosphoryl lipid A และ oil (squalene)-in-water emulsion 
เปนองคประกอบ กลุมที่ 2 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 25 ug รวมกับ Adjuvant ชนิด 
Alhydrogel และกลุมที่ 3 ไดรับการฉีด rNa-ASP-2 ปริมาณ 50 ug รวมกับ Alhydrogel โดยฉีดเขา
ไปที่ใตผิวหนังในวันที่ 1 และฉีดเพิ่มข้ึน 2 เทาในวันที่ 14 และวันที่ 28 โดยเปรียบเทียบกับหนูใน
กลุมควบคุมที่ไดฉีด Adjuvant เขาไปเพียงอยางเดยีว หลังจากฉีดวัคซีนเข็มสุดทาย 1 สัปดาห หนู
ในแตละกลุมไดรับการฉีดตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามเขาไปภายใตผิวหนังบริเวณกลางทองใน
ปริมาณเทากันทุกตัว และใน 25-28 วันหลังจากนั้นทําการตรวจหาพยาธปิากขอระยะตัวเต็มวัยใน
ลําไสพบวาหนูในกลุม 1 และ 3 ที่ไดรับวัคซีนมีจํานวนพยาธิปากขอนอยกวากลุมควบคุมรอยละ 
39.7 และ 30.0 ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยางมีนัยสําคญั ( P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับหนใูน
กลุมทีไ่ดรับ Adjuvant เพียงอยางเดยีว แตหนใูนกลุมที่ 2 มีจํานวนพยาธิปากขอนอยกวากลุม
ควบคุมรอยละ 46.2 ซึ่งแตกตางกนัอยางไมมีนัยสําคญั (P>0.05) จากผลการศึกษาดังกลาวแสดง
วาวัคซีน recombinant  Na-ASP-2 สามารถยับยั้งหรือทําลายตัวออนระยะติดตอของพยาธิปากขอ
ได (Xiao et al ., 2007; Goud et al.,  2005; Fujiwara., 2005) 
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หลังจากนั้นไดมีการศกึษาวัคซีน recombinant  Na-ASP-2 ในคนระยะ Phase 1 เพื่อ
ศึกษาการกระตุนระบบภูมิคุมกันของ Na-ASP-2 รวมกับ Alhydrogel ในผูใหญที่มีสุขภาพรางกาย
สมบูรณและไมติดเชื้อพยาธิปากขอในสหรัฐอเมริกาจํานวน  36 คน แบงออกเปน 3 กลุม โดย 9 คน
ในแตละกลุมไดรับวัคซนีจริงและสวนอีก 3 คนในแตละกลุมไดรับวัคซีนปลอมซึ่งเปนตัวควบคุม 
การทดลองเปนแบบ double-blind ซึ่งอาสาสมัครและผูใหวัคซีนไมทราบวาวัคซีนที่ไดรับของจริง
หรือปลอม จากการวิจยันี้ไดใช โปรตีน Na-ASP-2 เปนสวนประกอบของวัคซนีและแบงความ
เขมขนของ Na-ASP-2 เปน  3 ขนาดแตกตางกัน (10, 50, และ 100  ug) รวมกับ Alhydrogel 
ปริมาณ 1.5 mg ฉีดเขาไปภายใตกลามเนื้อในวันที่ 1, 56 และ 112  ของการทดลอง จากนัน้ทําการ
เก็บขอมูลจนครบ  6 เดือนหลังจากฉีดวัคซีนคร้ังสุดทาย พบวาระบบภูมิคุมกัน IgG เพิ่มมากข้ึนตอ 
Na-ASP-2 เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอมจากการตรวจดวยดวยวิธี ELISA และเพิ่ม
มากข้ึนสูงสุดหลังจากฉีดวัคซนีเข็มที่ 3 ไป 2 สัปดาห นอกจากนีย้ังตรวจพบ IgG subclasses ชนดิ 
IgG1 และ IgG4 ในกลุมที่ไดรับวัคซีนจริงซึง่ตรวจไมพบในกลุมที่ไดรับวัคซีนปลอมและตรวจไมพบ 
IgM และ IgA หลังจากนัน้ยังคงตรวจพบ IgG ตอ Na-ASP-2 ในวันที่ 336 หลังจากไดรับวัคซีน 
(Diemert et al., 2008; Bethony et al., 2008)  
 จากการศึกษาดังกลาวไดแสดงวายนี Na-ASP-2 มีศักยภาพในการนําไปเปนองคประกอบ
ของวัคซีนควบคุมการติดเชื้อพยาธปิากขอชนดิ N. americanus ในคน อยางไรก็ตามในปจจุบันยัง
ไมมีขอมูลเกี่ยวกับความหลากหลายของ Na-ASP-2 จากประชากรพยาธปิากขอในธรรมชาติ ซึง่ถา
โปรตีนทีเ่ปนองคประกอบของวัคซนีมี epitopes ที่ตางไปจากโปรตีนของพยาธิปากขอในประชากร
ที่ติดเชื้อโดยทั่วไป ซึ่งอาจสงผลใหวัคซีนมีประสิทธิภาพลดลงหรือใชไมไดผล ดังนั้นจึงตองมีการ
วิเคราะหความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 ของพยาธิปากขอชนดิ 
N.americanus ที่พบในประชากรที่ติดเชื้อพยาธิปากขอจริงในธรรมชาติ ซึ่งขอมูลทีไ่ดนอกจากจะ
สามารถนํามาใชเปนขอมูลพื้นฐานของการผลิตวัคซนีสําหรับใชปองกันผูตดิเชื้อพยาธิปากขอแลว 
การทราบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนี Na-ASP-2 ยังมีประโยชนในดานการศึกษา
พันธุกรรมประชากรและวิวัฒนาการของพยาธปิากขออีกดวย 
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บทท่ี  3 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
รูปแบบการวิจัย (research design) 
 เปนการศึกษาเชิงพรรณนา   (Descriptive study) 
 
วัตถุประสงค (objectives) 
 เพื่อศึกษาและสํารวจความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน Na-ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ชนิด Necator americanus ที่พบในประเทศไทย 
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
 ประชากรเปาหมาย (target population) คือพยาธิปากขอที่พบในอุจจาระผูที่ติดเชื้อจากแหลง
ชุมชนในภาคตะวันตกและภาคใตของประเทศไทย 

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอรเรส (polymerase chain reaction) เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ
เฉพาะสวนอยางจําเพาะในหลอดทดลอง โดยอาศัยเอนไซมจําเพาะเปนตัวเรงการเกิดปฏิกิริยา ภายใต
สภาวะที่เหมาะสม 

 
ขนาดของตัวอยาง (Sample size) 
 เนื่องจากการศึกษาคร้ังนีเ้ปนการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธกุรรมของยีน Na-ASP-2 
ของพยาธิปากขอชนดิ Necator americanus ที่พบในประเทศไทยเปนคร้ังแรก ดงันั้นคาดวาจะใชตัว
ออนพยาธิจากตัวอยางอุจจาระผูทีต่ิดเชื้อไมต่ํากวา 30 ตัวอยาง ตัวอยางละ 1 ตัวซึ่งเปนจํานวนที่
ยอมรับในการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 
 
 
 
 
 
 

 



27 
 
เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 
เคร่ืองมือ 
 เคร่ืองปนความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิและเวลาได  

(high speed refrigerated microcentrifuge, Tomy) 
  กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) OLYMPUS รุน BX51 
 เคร่ืองปนความเร็วสูงขนาดเล็ก                

เคร่ืองชั่งน้ําหนกัละเอียดอานคาไดทศนิยม 4 ตําแหนง (Bosh) 
 ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส (Hitachi) 
 ตูเย็น -20 องศาเซลเซยีส (Puffer Hubbard) 
   ตูเย็น -40 องศาเซลเซยีส (Haier) 
 ตูเย็น -80 องศาเซลเซยีส (Forma Scientific) 
 ไมโครปเปตตอัตโนมัติ (automatic adjustable micropipette) ขนาด 10, 100  และ 

1,000 ไมโครลิตร 
 เคร่ือง laminar flow  
 กลองจุลทรรศน (Olympus) 
 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธกุรรมในหลอดทดลองซึ่งสามารถควบคุมอุณหภูมิและเวลา  

อัตโนมัติ (PCR cycle, Automatic thermal cycler,Takara) 
  เคร่ืองแยกแถบดีเอ็นเอโดยกระแสไฟฟา (Mupid-II) 
  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (Cyberscan 500) 
  เคร่ืองอานผลแถบดเีอ็นเอจากเจล (Bio Rad) 
 ตูปลอดเชื้อ (Nunre) 
 ตูเล้ียงเชื้อพรอมเคร่ืองเขยา (Taitec) 
 ตูอบสําหรับเพาะเชื้อ (P-Selecta) 
 ตูอบแหง (Memmert) 
  หมอนึ่งปลอดเชื้อภายใตความดันและอุณหภูมิสูง (Hirayama) 
  หนากากกันแสงอุลตราไวโอเลต 
  แหลงกําเนิดแสงอุลตราไวโอเลต 
 เคร่ืองยิงกระแสไฟฟา (E.coli pulser)      

 นาฬิกาจับเวลา         



28 
 

 อางน้ําปรับอุณหภูมิ (Memmert)       
 เคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Bio Rad)      
 เคร่ืองไมโครเวฟ                                                                                                                         
 เคร่ืองใหความรอน (Hot plate)                                                                                                                                                               
 เคร่ือง incubate                                                                                                                                            
 Hematocytometer                                                                                                             
 Vortex mixer (Scientific Industries)  

วัสดุอุปกรณ                             
เพลทเล้ียงเชื้อ 
 กระปุกสําหรับเกบ็อุจจาระ 
ไมจิ้มฟน 
 ไมสําหรับตักอุจจาระ 
กระดาษ filter paper สําหรับเล้ียงพยาธ ิ
กระจกสไลด ขนาด 2.5 x 75 เซนตเิมตร      
 กระจกปดสไลด (cover slip)                     
กระบอกตวง ขนาด 10, 50, 100 และ 1000 มิลลิลิตร                                             
หลอดทดลองสําหรับปนเหว่ียง (microcentrifuge tube) ขนาด 0.1, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดหยดสาร (dropper) 
กลองโฟมใสน้ําแข็ง                      
กระดาษติดฉลาก                          
กลองพลาสติก                 
ขวดสําหรับใสสารเคมี                  
ถุงมือยาง (Latex gloves)                 
ถุงพลาสติก                    
ที่วางหลอดทดลอง สําหรับหลอดขนาด 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร           
แทงแกวสําหรับคนสาร                 
บีกเกอร ขนาด 10, 50, 100, 200, 500, 1000 มิลลิลิตร   
พาราฟลม (Parafilm)   
กระดาษชั่งสาร 
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ชอนตักสาร                                    
ผากอซ                                                                                                                        
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. สารเคมีที่เปน 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. การเกบ็ตัวอยางอุจจาระ  
         
  การศึกษาคร้ังนี้ไดเกบ็ตัวอยางอุจจาระนักเรียนจากโรงเรียนไมกะพงและโรงเรียนบาน       
ปรอผาโด อําเภออุมผาง จังหวัดตาก  และโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จังหวัดราชบุรี   
รวมถึงเก็บอุจจาระจากชุมชน อําเภอทาศาลา จงัหวัดนครศรีธรรมราช โดยไมมีขอจํากัดเร่ืองเพศ
และอายุ  
 ข้ันตอนการเก็บอุจจาระนักเรียนเร่ิมจากเก็บอุจจาระสดลงในกระปกุสําหรับเก็บอุจจาระ
โดยแยกใสกระปุกละตัวอยาง พรอมทั้งบันทึกประวัติ ซึ่งประกอบดวย ชื่อ-สกุล เพศ อายุ และชั้น
เรียน จากนั้นแบงอุจจาระสดสวนหนึ่งจากกระปกุตัวอยางอุจจาระผสมกับ 10% formaldehyde 
ดวยอัตราสวนประมาณ 1:1 โดยปริมาตรแลวคนใหเขากันเพื่อรักษาสภาพของเชื้อปรสิตใน
อุจจาระ นําอุจจาระที่ผสมเขากันดีแลวใสอีกกระปกุหนึง่เขียนสัญลักษณใหตรงกับชือ่ตัวอยางปด
ฝาใหแนนสนิทเก็บไวที่อุณหภูมิหอง โดยอุจจาระสวนนี้จะใชสําหรับวิธีการตรวจหาเชื้อปรสิต
ข้ันตนดวยกลองจุลทรรศน  แบงอุจจาระอีกสวนหนึ่งเก็บใสหลอด tube ขนาด 1.5 มิลิลิตร โดยคง
สภาพอุจจาระสดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ตลอดระยะเวลาระหวางนํากลับหองปฏิบัติการ 
เม่ือถึงหองปฏิบัติการแลวนําไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในกระบวนการ
ทางอณูชีววิทยา สวนอุจจาระทีเ่หลืออยูปดฝาใหแนนสนทิโดยเก็บไวสําหรับนํามาเพาะเล้ียงให
เปนพยาธิปากขอระยะตัวออนในกรณีที่ผลการตรวจดวยกลองจุลทรรศนใหผลบวก ซึ่งกระปุกเก็บ
ตัวอยางอุจจาระที่รับมานั้นไดทําการปดฝากระปุกใหแนนสนิท ไมปลอยวางทิ้งไวกลางแดดเปน
เวลานาน และนํามาเพาะเล้ียงหลังจากตรวจพบไขพยาธปิากขอในทนัท ี
 

2. การตรวจอุจจาระดวยวิธ ีSimple smear และ Formalin-ether concentration 
technique 

 
2.1  วิธ ีSimple smear 

                    2.1.1 หยดน้ํากล่ัน 1 หยด ตรงกลางแผนสไลดที่สะอาด 
                     2.1.2 ใชไมเข่ียเนื้ออุจจาระโดยเฉพาะตรงทีมี่ลักษณะเปนมูกเลือดใหไดเนื้อ
อุจจาระประมาณ 1-2 มิลลิกรัมหรือขนาดเทาหัวไมขีดไฟ   
                         2.1.3 นําอุจจาระที่เข่ียติดไมข้ึนมาผสมกบัน้ํากล่ันที่หยดไวบนแผนสไลด จน
อุจจาระละลายในน้ํากล่ันสมํ่าเสมอ แลวจงึปดดวย coverslip โดยไมใหมีฟองอากาศ 
                    2.1.4 นําแผนสไลดไปตรวจหาไขพยาธิปากขอดวยกลองจุลทรรศน 
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  2.2  วิธี Formalin-ether concentration technique 
     2.2.1 ผสมอุจจาระใน 10% formalin ใหทั่วแลวกรองผานผากอซสองชั้นซึ่งเปยก
น้ํา ลงในหลอดแกวสําหรับปนความจุ 15 มิลลิลิตร ใหไดสวนผสมของอุจจาระกับ 10% formalin 
ประมาณ 10 มิลลิลิตร 
         2.2.2 เติม diethyl ether ลงไป 3 มิลลิลิตร อุดปากหลอดดวยจุกใหแนนแลวเขยา
อยางแรงเปนเวลา 1-2 นาที 
         2.2.3 นําหลอดแกวใสในเคร่ืองปน แลวปนโดยใชความเร็ว 2,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 5 นาท ี
         2.2.4 นําหลอดแกวที่ปนออกจากเคร่ืองปน ใชไมเล็กๆ เข่ียกากอุจจาระที่ติดอยูชั้น
บน จากนั้นรินสวนสารละลายสวนบนทิ้งชาๆ 
         2.2.5 ใช capillary pipette ดูดผสมสวนของตะกอนทีเ่หลือในกนหลอดแกวใหเขา
กัน จากนั้นดดูตะกอนนี้ไปตรวจหาไขพยาธิปากขอดวยกลองจุลทรรศนโดยใชวิธี Simple smear 
ขอ 2.1 
  

3. การเพาะเลี้ยงพยาธ ิ
             3.1 นําไขพยาธิปากขอทีไ่ดจากอุจจาระผูปวยมาเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออน

ดวยวิธี Polyethylene tube culture โดยการนําอุจจาระที่ positive มาปายทาที่กระดาษกรอง 
  3.2 ใสน้ํากล่ันในถุง polyethylene ปริมาณ 1 ใน 4 ของถงุแลวใสกระดาษกรองที่

ปายอุจจาระ ลงในถงุ polyethylene ใหอยูเหนือน้ํากล่ันข้ึนมาเล็กนอยโดยไมใหอุจจาระที่ปายโดน
น้ํากล่ัน 

  3.3 นําถุง polyethylene ที่ใสกระดาษกรองมาแขวนไวที่ stand ไมรูปตัวทีทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 4-7 วัน 
  3.4 ตรวจสอบการเจริญเติบโตของพยาธิดวยกลอง inverted microscope และ
ทําการแยกตัวออนพยาธิปากขอระยะที่สามชนดิ Necator americanus ออกจาก Ancylostoma 
duodenale โดยใชรูปรางทางสัณฐานวิทยาของตัวออนพยาธิปากขอซึ่ง N. americanus มีขนาด
ส้ันและอวนกวาเล็กนอย มี mouth spear และ sheath ที่หุมรอบตัวมีลักษณะเปนรอยยนขีดขวาง 
(transverse striation) เห็นชัดกวา 

 3.5 นําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนที่ไดใส microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 1 คน จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร PBS (PH 7.4) 
100 ไมโครลิตร แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
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4. การเตรียมตัวอยางตวัพยาธเิพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
                 4.1  นําหลอดที่ใสตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนจากผูที่ติดเชื้อ 1 คนตอตัวออน 1 

ตัวมาปนลางดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี
    4.2 ดูดสวนใสทิ้งใหเหลือในหลอดประมาณ 80 ไมโครลิตร 
    4.3 เติมสารละลายบัฟเฟอร PBS  500 ไมโครลิตร 
    4.4 ทําการปนลางตัวพยาธิดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 

5 นาที 
    4.5 ทําซ้ําขอ 4.2-4.4 จํานวน 2 คร้ัง เพื่อทําการปนลางพยาธ ิ
   4.6 ดูดสวนใสทิ้งใหเหลือในหลอดประมาณ 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติม Lysis 

Solution TLS 5 ไมโครลิตร จากชุดสกัดดีเอ็นเอ  
                 4.7 ทําการบดตัวพยาธิใหแตกโดยใชแทงพลาสติกสําหรับบด 

4.8 ดูดเกบ็ตัวพยาธทิี่บดจนแตกแลวไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อสกัดดีเอ็น
เอ 

 
5. การสกัดดีเอ็นเอ และ อารเอ็นเอ 

 
5.1 การสกดัดเีอ็นเอ (DNA extraction) 

  5.1.1 ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอของ Analytik Jena โดยนําตัวอยางที่
เก็บไวมาเติมสารละลายบัฟเฟอร PBS 50 ไมโครลิตร จากนั้นเติม Lysis Solution TLS 250 ไมโครลิตร 
และเติม proteinase K 25 ไมโครลิตร สําหรับยอยโปรตีนจากเนื้อเยื่อพยาธิ  
  5.1.2 ทําการเขยาดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 5 วินาที แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 50  

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 5.1.3 เติม Binding Solution TBS 75 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองเขยา 

vortex เปนเวลา 10 วินาที แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 
นาท ี

 5.1.4 ดูดสวนใสใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5  มิลลิลิตร จากนั้นเติม
เอทานอล (70%) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั  
              5.1.5 นํา Spin Filter ใสบน Receiver Tube และดูดสารละลายที่ไดใสลงใน Spin 
Filter แลวนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนัน้นํา Spin 
Filter ถายใส Receiver tube หลอดใหม 
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                         5.1.6 เติม Washing Solution HS ปริมาณ 500   ไมโครลิตร นําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที แลวเปล่ียน Receiver tube หลอดใหม    
                         5.1.7 เติม Washing Solution MS 700 ไมโครลิตร แลวปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 1 นาที จากนัน้นํา Spin Filter ถายใส Receiver tube หลอดใหม นําไป
ปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 14,000  รอบตอนาทีเปนเวลา 2 นาท ี

            5.1.8 นํา spin Filter ใสใน Elution tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 
ปริมาณ 30 ไมโครลิตร แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที เพื่อทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก 
spin Filter                                       
  5.1.9 นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จากนั้น
ดูดดีเอ็นเอที่สกดัไดใสไวใน microcentrifuge tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
5.2 การสกดัอารเอ็นเอ (RNA extraction) สําหรับทํา reverse transcription 
  5.2.1 นําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 

1 คน ใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี RNA Later 100 ไมโครลิตรและใช
แทงพลาสติกบดพยาธิใหละเอียด หลังจากนัน้ทําการสกัด RNA โดยใชชุดสกดัของ QIAGEN จากการ
นํามาเติมบัฟเฟอร RLT 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและตั้งทิ้งไวประมาณ 20-40 วินาท ี

   5.2.2 นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ี
   5.2.3 เติม ethanol 70 % 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
   5.2.4 ดูดสารละลายที่ไดใสใน RNeasy spin column ที่มี collection tube นําไปปน

ดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาท ีจากนั้นนํา RNeasy spin column 
ถายใส collection tube หลอดใหม 

  5.2.5 ทําการลางดวยบัฟเฟอร RW1 700 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที นํา RNeasy spin column ถายใส collection 
tube หลอดใหม 

  5.2.6 ทําการลางดวยบัฟเฟอร RPR 500 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปน
ความเร็วสูง 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาที 

  5.2.7 เติมบัฟเฟอร RPR 500 ไมโครลิตร และนําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  
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  5.2.8 นํา RNeasy spin column ถายใส collection tube หลอดใหมและนําไปปน
ดวยเคร่ืองปนความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาท ี

  5.2.9 นํา RNeasy spin column มาใสไวในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม แลวเติม RNase-free water 30 ไมโครลิตร นําไปปนดวยเคร่ืองปนความเร็วสูง 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 

  5.2.10 ดูดสารละลาย mRNA ที่สกัดไดใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม แลวนําไปใชเปน template สําหรับทํา reverse transcription ตอไปหรือไปเก็บไว
ที่อุณหภูมิ – 20    องศาเซลเซยีส 

 
6. การสังเคราะห cDNA จาก mRNA (cDNA synthesis) 

ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA โดยใชชดุ TaKaRa cDNA Synthesis kit โดยเตรียม
องคประกอบในการทําปฎิกิริยาเพื่อสังเคราะห cDNA โดยกําหนดปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร ใน
หลอด microtube ซึ่งประกอบดวย 

 6.1 Oligo dT-Adaptor primer ความเขมขน 2.5 pmol ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
 6.2 dNTP Mixture ความเขมขน 10 มิลลิโมล ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
 6.3 10X RT buffer ความเขมขน 20 pmol ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
  6.4 MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  6.5 AMV Reverse Transcriptase XL ความเขมขน 5 ยูนติตอไมโครลิตร ปริมาตร 
0.5 ไมโครลิตร 
  6.6 RNase Inhibitor ความเขมขน 40 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 
  6.7 Template RNA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  6.8 RNase free dH2O ปริมาตร 2.75 ไมโครลิตร 
ผสม mixture ในหลอด microtube ใหเขากนัแลวนําไปเขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลา

อัตโนมัติ ซึ่งประกอบดวยอุณหภูมิ 30, 42, 99 และ 5 องศาเซลเซียสและบมในแตละอุณหภูมิเปนเวลา 
10, 30, 5, 5 นาที ตามลําดับเม่ือครบเวลานํามาแชบนน้ําแข็งทันท ี
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     7.  การออกแบบ oligonucleotides สําหรับใชเปน PCR Primer 
            นําขอมูลดเีอ็นเอของยีน Na-ASP-2 ที่ไดมาจาก GenBank Database accesses number  
AY 288089 เพื่อเปนดเีอ็นเอตนแบบในการออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรคํานวณ
จากสูตรอุณหภูมิหลอมตัว (Melting temperature, Tm) ของ primer  
           
             Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T)        
 
 
โดยคํานึงถึงขอกําหนดดังตอไปนี ้                    
   1. ความยาวของ primer มีความยาวประมาณ 20-30 นิวคลีโอไทด และมีองคประกอบเบส
ชนิด guanine และ cytosine ประมาณรอยละ 50-60        
 2. หลีกเล่ียงการใช primer ที่มีลักษณะการเรียงตัวของเบสซ้ําๆกัน 
 3. ในสวนบริเวณปลาย 3’ ของ primer ไมมีลําดับเบสที่เปน complementary กัน เพื่อ
ปองกันการจับคูกนัเองของ primer (primer-dimer)       
 4. การเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของ primer แตละสวนไมมีลําดับเบสที่เหมือนกันเม่ืออาน
จากทิศทาง 5’ ไปทาง 3’ และ 3’ ไปทาง 5’ เพื่อปองกนัปลาย 3’ งอมาจับกับ primer สายเดียวกนัเกิด
เปนโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure)   
 5. คา Tm ของ Forward primer และ Reverse primer ใกลเคียงกันและอยูในชวง 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 แสดงตําแหนงของ primer ตางๆ ของยีน Na-ASP-2 ในรูปของ genomic DNA ที่ใชในทํา 
PCR และในข้ันตอนการหาลําดับเบส 

 

3
/
UTR 

     R0 
R1       

5
/
UTR 

F0 
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NMASP2F0 : 5’-GAAAATCACAATGATGTCTTCTATCAC-3’ 
  (ตรงกับตําแหนงเบสในชวงเร่ิมตน(5

/
UTR) ถึงตําแหนงที่ 17 ของยีน Na-ASP-2) 

NMASP2F1 : 5’-GTCTTCTATCACATGTTTGG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 6-25 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F2 : 5’-ATGTTTGGTTCTTCTCTCGATTG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 96-120 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F3 : 5’-GCCAAGGATGGAGCTGGTGGA-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 606-626 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2F4 : 5’-AACCAAAGGAAAGGATTGG-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1321-1339 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R0 : 5’-GCTGGCATCATGTTTATTTGAATATTAAAG -3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1969 ถึงตําแหนงที่ 1995 ซึ่งอยูหลัง stop codon (3

/
UTR) ของยีน 

Na-ASP-2) 
NMASP2R1 : 5’-TTAAAGCAACTACAGATCACTAC-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1949 ถึงตําแหนงที่ 1971 ซึ่งอยูหลัง stop codon (3

/
UTR) ของยีน 

Na-ASP-2) 
NMASP2R2 : 5’-CCTATTCTAACGTTTGCTTTAGTCGT-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 773-798 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R3 : 5’- CAACCTGAAGATTTTCGAATTAAA-3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 426-449 ของยีน Na-ASP-2) 
NMASP2R4 : 5’-GCTTGCAAAATTATTAAGTTAGAC -3’ 
(ตรงกับตําแหนงเบสที่ 1399-1422 ของยีน Na-ASP-2) 
 
โดยในข้ันตอนการทํา PCR จะใช NMASP2F0 และ NMASP2R0 สวนในข้ันตอนการหา

ลําดับนิวคลีโอไทด (sequencing) จะใช primer ทั้ง 8 แบบ ดังแสดงในรูปที่ 8 
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 8.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยปฏกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส 
 8.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยการนําดีเอ็นเอที่สกัดไวมาใชเปน

แมแบบสําหรับทําพซีีอาร โดยมีองคประกอบในการดําเนนิปฏิกิริยาประกอบดวยดเีอ็นเอที่สกัดไว 2 
ไมโครลิตร ,forward และ reverse primer ความเขมขน 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 เพื่อใชเปนเอ็นไซมเรงปฏิกิริยา และน้ํากล่ัน 14.04 ไมโครลิตร  
   8.2 นําหลอดที่มีสวนผสมของการทํา PCR เขาเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและเวลา
อัตโนมัติซึ่งประกอบดวยข้ันตอนการทําใหดเีอ็นเอแยกสายกอนปฎิกิริยา PCR ที่อุณหภูมิ 94  องศา
เซลเซียส 1 นาที และเร่ิมปฎิกิริยา PCR ซึ่งประกอบดวยข้ันตอนการแยกสายดเีอ็นเอแมแบบที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 0.30 นาที การจับของ primer กับดีเอ็นเอตนแบบที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส 0.30 นาท ีและการสรางดีเอ็นเอสายใหมทีอุ่ณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส 2 นาท ีโดย
ปฏิกิริยาทั้งหมดทําซ้ํากันจนครบ 38 รอบ และข้ันตอนการสังเคราะหสายดีเอ็นเอใหสมบูรณในรอบ
สุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  
 

9.  การตรวจผลติผลพีซีอารโดยวิธี gel electrophoresis 
              9.1 เตรียมอะกาโรสเจลทีมี่ความเขมขนรอยละ 1  ใน 1X TBE ปริมาณ 100 

มิลลิลิตร ภายหลังจากการหลอมเจลดวยความรอนแลวปลอยใหแข็งตัวในถาดเตรียมเจล แลวจึง
นําเจลมาใสใน electrophoresis chamber  
      9.2 นําผลิตผลพีซีอารที่เตรียมไว 5  ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร 
หยอดลงในหลุมของ 1% อะกาโรสเจล ซึ่งใช  Hind III เปนดีเอ็นเอสําหรับบอกขนาด (DNA 
marker) เพื่อใชเปรียบเทียบกับขนาดของผลิตผลพีซีอาร    
   9.3 เดินกระแสไฟฟาภายใตกระแสขนาด 100  โวลต เปนเวลา 30 นาที หลังจาก
นั้นนําอะกาโรสเจลไปยอมดเีอ็นเอดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาท ี
   9.4 นําไปดูการเรืองแสงของดีเอ็นเอ ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายภาพไว
เพื่อวัดขนาดของแถบดเีอ็นเอผลิตผล โดยเปรียบเทยีบกับแถบดีเอ็นเอบอกขนาด 
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 10.  sequence analysis 

นําผลิตผลพีซีอารทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAamp PCR purification kit มีวิธีดังนี ้
10.1 ใส 5 เทาของ PB buffer ตอปริมาตร 1 เทา PCR product และทําใหเขากัน 

ดูดทั้งหมดใสใน QIAquick spin column ปน 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส 1 นาที ทิง้
สวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column ไป และใสกลับทีเ่ดมิ   
    10.2 เติม PE buffer ปริมาตร 750 ใน column และปน 13,000 รอบตอนาที ที่ 4
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสวนใสที่อยูในหลอดขางลาง column และใสหลอดกลับทีเ่ดิม 
                        10.3 ปนให column แหงที่ 13,000 รอบตอนาท ีที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที จากนั้นทิ้งหลอดที่อยูดานลาง column ไป นําหลอด 1.5 มิลลิลิตรมาใสแทน  
                        10.4 เติม EB buffer 30 ไมโครลิตร ตรงกลาง membrane ของ column ตั้งทิ้งไว
ประมาณ 5 นาที และนําไปปน 13,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี
 
  จากนัน้นํามาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 โดยใชชุด ABI 
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit  โดยการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทด (nucleotide sequence) ของดีเอ็นเอในปจจบุนัจะนยิมใชเคร่ืองหาลําดับดเีอ็นเอแบบ
อัตโนมัติ (Automated sequencer) ซึ่งสามารถทําไดในเวลาอันรวดเร็วจากการคนพบของ Sanger 
et al. (1997) เรียกวาวิธ ีSanger Method มีหลักการคลายกับการทํา PCR (polymerase chian 
reaction) โดยอาศัยการเพิ่มปริมาณDNA ในหลอดทดลอง แตมีการยับยั้งการสังเคราะหสาย DNA 
ที่ตําแหนงของ base (A, C, G หรือ T) ตางๆอยางจําเพาะเจาะจง ในปฏิกิริยาจะเตรียมคลายกบั 
PCR ตามปกติ จะแยกทําทั้งหมด 4 หลอดโดยมีการเติมสารเคมี primer, DNA polymerase และ 
ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) ทั้ง 4 ชนิด แยกใสลงไปในแตละหลอด เพื่อใหมีการ
สังเคราะหดเีอ็นเอเสนใหมจากการใชดเีอ็นเอที่ตองการหาลําดับนิวคลีโอไทดเปนตนแบบ และมี
การถูก labelled ดวยสาร fluorescent เพื่อใหเกิดความสะดวกตอการอานผลดวยเคร่ือง 
automated DNA sequencer ผลลัพธที่ไดคือ ชิ้นสวนสาย DNA ที่มีขนาดส้ันยาวแตกตางกนั เม่ือ
นําสาย DNA ไปแยกขนาดในสนามกระแสไฟฟา (polyacrylamide gel electrophoresis) จะ
สามารถแปลผลดวยการทํา Autoradiography และอานผลไดจากฟลม X-ray โดยใชเคร่ือง 
automated DNA sequencer จะไดรูปแบบของสาย DNA ที่มีการเรียงลําดบัตามขนาดความยาว 
ซึ่งมีความสัมพันธกับรหัสพันธุกรรมบนสาย DNA ขอมูลที่ไดคือสายรหัสพันธุกรรมของนิวคลีโอไทด 
(nucleotide) A, C, G, T หรือ N โดยสายรหัสพนัธุกรรม DNA หรือลําดับนิวคลีโอไทดอาจจะเปน
สวนที่มีการสรางโปรตีนหรือเปนสวนที่ไมไดมีการสรางโปรตีนก็ได โดยข้ึนอยูกับชิ้นสวน DNA ที่
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นํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดถาชิ้นสวน DNA เปน genomic DNA ก็จะพบทั้งในสวนของ exon และ 
intron แตถาหากนําเอา RNA หรือ cDNA มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดกจ็ะพบเฉพาะในสวน
ของ exon เทานั้น ซึ่งประกอบดวยรหัสพันธุกรรม (genetic code) ที่กําหนดการสรางกรดอะมิโน 
 
การวเิคราะหขอมูล (data analysis) 
 ทําการวิเคราะหเรียงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W 
version 3.1 (http://www.megasoftware.net) เพื่อประเมินความหลากหลายของนิวคลีโอไทดของ
ยีน Na-ASP-2 โดยหาคา nucleotide polymorphism และประเมินอัตราแทนที่ของนิวคลีโอไทดที่
ทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด (nonsynonymous substitution) และที่ไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน
ชนิด (synonymous substitution) ซึ่งใชโปรแกรมการวิเคราะห MEGA หรือโปรแกรมอ่ืนที่
เทียบเคยีงกนั 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 
ผลการตรวจหาเช้ือปรสติในอุจจาระภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 ตัวอยางอุจจาระทีใ่ชในการศกึษาคร้ังนี้ถูกเกบ็รวบรวมไดจากนกัเรียนในจังหวัดตาก 
จังหวัดราชบุรี ชุมชนจังหวัดนครศรีธรรมราชและจากผูปวยที่ติดเชื้อซึ่งตรวจพบพยาธิปากขอใน
โรงพยาบาลจุฬา (ดังแสดงในตารางที่ 3) โดยในเดือนกันยายน พ.ศ. 2553 ไดทําการเก็บตัวอยาง
อุจจาระจากชมุชน อําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวนทัง้หมด 44 คน เปนเพศชาย 17 
คน เพศหญิง 27 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-80 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยวิธ ีSimple smear และ Formalin-ether concentration technique พบพยาธิ
ปากขอใหผลบวก 13 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 29.55 นอกจากนีย้ังตรวจพบปรสิตอ่ืน ๆ ทั้งในกลุม
ของหนอนพยาธิตัวกลมและโปรโตซัว 
  ในปเดียวกนัเดือนพฤศจิกายนไดทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากนกัเรียนโรงเรียนไมกะพง 
อําเภออุมผาง จังหวัดตาก พบวานักเรียนสงตรวจอุจจาระจํานวน 57 คน เปนนักเรียนชาย 31 คน 
นักเรียนหญิง 26 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-15 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนพบพยาธปิากขอใหผลบวก 15 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 26.31 นอกจากนี้ยังไดทําการ
เก็บตัวอยางอุจจาระจากนกัเรียนโรงเรียนบานปรอผาโด อ.อุมผาง จ.ตาก พบวานักเรียนสงตรวจ
อุจจาระจํานวน 25 คน เปนนักเรียนชาย 12 คน นักเรียนหญิง 13 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 8-12 
ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลองจุลทรรศนพบพยาธิปากขอใหผลบวก 9 ตัวอยางคิดเปน
รอยละ 36    
  ในเดือนกุมภาพันธ พ.ศ.2554 ไดทําการเก็บตัวอยางอุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนสินแร
สยาม อําเภอสวนผ้ึง จังหวัดราชบุรี พบวานักเรียนสงอุจจาระจํานวน 65 คน เปนนักเรียนชาย 41 
คน นักเรียนหญิง 24 คน ภายในชวงอายุตั้งแต 7-15 ป จากการตรวจหาเชื้อปรสิตภายใตกลอง
จุลทรรศนพบพยาธปิากขอใหผลบวก 6 ตัวอยางคิด เปนรอยละ 9.23  
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ตารางที่ 3 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมประชากรที่ไดสงตรวจอุจจาระและผลการตรวจปรสิตดวยวิธ ี
Simple smear และ Formalin-ether concentration technique 
 

            ขอมูล              
 

รร.         
ไมกะพง 

รร.                 
บานปรอผาโด 

รร. สินแรสยาม ชุมชน อ.ทาศาลา    
จ.นครศรีธรรมราช 

เพศ ชาย 
(จํานวนคน) 

31 12 41 17 

 หญิง
(จํานวนคน) 

26 13 24 27 

 รวม 57 25 65 44 
ชวงอายุ 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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ผลการเพาะเลี้ยงพยาธปิากขอระยะตัวออน 
   

  นําตัวอยางอุจจาระที่ใหผลบวกจากการตรวจอุจจาระดวยวิธ ีSimple smear และ 
Formalin-ether concentration technique มาทําการเพาะเล้ียงโดยการนําไขพยาธิปากขอที่ได
จากอุจจาระผูปวยมาเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนดวยวิธี Polyethylene tube culture  อุณหภูมิ 
25-30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 5-8 วัน และตรวจสอบการเจริญเติบโตของพยาธิดวยกลอง 
inverted microscope จากนัน้ทําการแยกตัวออนพยาธปิากขอระยะที่สามชนิด Necator 
americanus ออกจาก Ancylostoma duodenale (ดังแสดงในภาพที่ 9) โดยใชรูปรางทางสัณฐาน
วิทยาของตัวออนพยาธิปากขอซึง่ N. americanus มีขนาดส้ันและอวนกวาเล็กนอย มี mouth 
spear เหน็ชัดกวา A. duodenale sheath ที่หุมลําตัวมีลักษณะเปนรอยยนขีดขวาง (transverse 
striation) มองเหน็ชัดเจนและลักษณะความยาวชองวางระหวางปลายหางและเยื่อหุมตัวรวมถึง
ทางตอนปลายหางของ N. americanus จะมีลักษณะกางออกเปนมุมกวางและปลายสุดของหาง
จะแหลม แต A. duodenale ที่ปลายหางจะเรียวแหลมและไมกากออกเปนมุมกวางเหมือน N. 
americanus (Beaver et al., 1984; Gilman, 2000) หลังจากนําตัวอยางอุจจาระทีใ่หผลบวกจาก
การตรวจพบไขพยาธิปากขอมาทําการเพาะเล้ียงพบวาตัวอยางอุจจาระจากชุมชน อําเภอทาศาลา 
จังหวัดนครศรีธรรมราชที่ตรวจพบพยาธิปากขอใหผลบวก 13 ตัวอยาง สามารถเล้ียงไขพยาธิ
ปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus ไดจํานวน 8 ตัวอยาง (ดังแสดงในตารางที่ 4) 
ตัวอยางอุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนไมกะพง อําเภออุมผาง จังหวัดตากใหผลบวก 15 ตัวอยาง 
สามารถเล้ียงไขพยาธิปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus   จํานวน 13 ตัวอยาง ตัวอยาง
อุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนบานปรอผาโด อ.อุมผาง จ.ตาก ใหผลบวก 9 ตัวอยางและสามารถ
เล้ียงไขพยาธิปากขอเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus ไดจํานวน 6 ตัวอยาง และตัวอยาง
อุจจาระจากนักเรียนโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จงัหวัดราชบุรี พบพยาธิปากขอใหผลบวก 
6 ตัวอยาง สามารถเล้ียงไขพยาธิปากขอจนเปนระยะตัวออนชนิด N. americanus จํานวน 5 
ตัวอยาง 

ตัวอยางอุจจาระที่ตรวจพบพยาธิปากขอแตไมสามารถเพาะเล้ียงใหเปนระยะตัวออนไดนั้น
เนื่องมาจากไขพยาธิปากขออาจสัมผัสกบัความรอนในชวงระหวางการขนสงทําใหพยาธิปากขอไม
สามารถฟกออกมาจากไขได หลังจากไดตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนแลวทําการแยกตัวออน
พยาธิปากขอที่ไดใส microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 ตัวตอผูที่ติดเชื้อ 1 
คน เพื่อเตรียมสกดัดีเอ็นเอ 
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ภาพที ่9 แสดงลักษณะระยะตัวออนพยาธิปากขอชนิด A. duodenale (ซาย) และ N. americanus 
(ขวา) ที่มา (Komiya, 1985) 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลการเพาะเล้ียงพยาธิปากขอ 
 

                                
            ขอมูล      
 

รร.         
ไมกะพง 

รร.                 
บานปรอผาโด 

รร.      
สินแรสยาม 

ชุมชน อ.ทาศาลา    
จ.นครศรีธรรมราช 

ผลการตรวจเช้ือปรสิตให
ผลบวก Hookworm 

15 9 6 13 

ผลการเพาะเล้ียงไดตัว
ออนพยาธิปากขอชนิด 

N. americanus    

13 6 5 8 

 
 
 
 

 



45 
 
ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 จาก genomic DNA โดยอาศยัปฏกิิริยา
ลูกโซโพลเีมอรเรส 

 ข้ันตอนแรกไดนําตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. americanus ซึ่งไดมาจากผู
ที่ติดเชื้อในจังหวัดตางๆ ตัวอยางละ 1 ตัว ใสในหลอดทดลองและทําการสกัดดเีอ็นเอจากนัน้ทํา
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรสจากวิธ ีPCR ใช 
Primer NMASP2F0 และ NMASP2R0 ที่ออกแบบมาจากฐานขอมูล GenBank Database ของ
ยีน Na-ASP-2  คือ accession number AY288089 และทําการวิเคราะหผลผลิต PCR โดย
ตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis ซึ่งใช agarose gel ความ
เขมขนรอยละ 1 และเปรียบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ Hind III พบวาผลผลิต 
PCR ของตัวอยางพยาธิปากขอที่นํามาวิเคราะหในระยะเร่ิมตนมีขนาดประมาณ 2,000 bp ซึ่งมี
ขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน cDNA ใน GenBank Database ทําใหเกิดขอสันนิษฐาน
วาผลผลิต PCR ที่ไดเปน Fail positive หรืออาจจะเปนสวน intron ที่เพิ่มข้ึนมาเพราะไดทําการ
สกัดมาจาก genomic DNA จึงไดทําการสกัดดเีอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน Na-ASP-2 
ดวยวิธ ีPCR ทั้งหมด เม่ือตรวจสอบผลผลิต PCR พบวาผลผลิตที่นํามาวิเคราะหทั้งหมดมีขนาด
ประมาณ 2,000 bp เทากันทุกตัวอยาง(ดังแสดงในภาพที ่11) และไมพบแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 
แถบในตัวอยางเดยีวกันโดยพบวามีขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน cDNA ใน GenBank 
Database ประมาณ 1300 bp ซึ่งสวนที่เพิ่มข้ึนมาอาจจะเปนสวนของ intron จึงตองทําการ
วิเคราะหเปรียบเทยีบระหวาง genomic DNA กับ cDNA จากพยาธิปากขอระยะตัวออน เพื่อ
ยืนยนัผลยีน Na-ASP-2 ในสวน exon และ intron ของ genomic DNA  
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M       1       2       3       4       5        6 

 
 
ภาพที่ 10 แสดงผลการวิเคราะหผลผลิต PCR ของ genomic DNA ดวยวิธี agarose gel 
electrophoresis เรียงตามหมายเลข 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 คือ ตัวอยาง H1, H2, H20, H21, H22 
และ H32 ตามลําดับ; ตัวอักษร M คือ ดีเอ็นเอบอกขนาด (marker) โดยใช Hind III   
 
 
  จากการศึกษาพบวาพยาธปิากขอเปนส่ิงมีชีวิตที่มีโครงสรางเซลลแบบยูคารีโอต 
(eukaryote ) และมีเยื่อหุมนิวเคลียสทําใหหลังจากกระบวนการลอกรหัส (transcription) จะพบทั้ง
สวน exon (coding sequences) และ intron (noncoding sequence) (ดังแสดงในภาพที่ 10) 
ดังนั้นในข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอของยีน Na-ASP-2 ซึ่งมาจาก genomic DNA ของพยาธิ
ปากขอระยะตัวออนจึงมีสวน intron เพิ่มข้ึนมา แตในฐานขอมูล GenBank Database ของยีน 
Na-ASP-2 ที่ใชในการอางอิงเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดเปน Complementary DNA (cDNA) 
ซึ่งถูกสังเคราะหข้ึนจากการใช Messenger RNA (mRNA) เปนแมแบบ โดยพบวามีเพียง 1 ลําดับ
นิวคลีโอไทดเทานั้น คือ accession number AY288089 (Asojo et al., 2005) ซึ่งโมเลกุล mRNA 
ที่ไดถูกตัด intron ออกไปในกระบวนการ RNA splicing คงเหลือไวแตสวน exon เพื่อใหสามารถ
เขาสูกระบวนการแปลรหัส (translation) เปนกรดอะมิโนโปรตีน จากสาเหตดุังกลาวทําใหไมทราบ 

ขนาด 

    2027bp 
     2322bp 

   ~  2000bp 

     23130bp 
     9416bp 
     6557bp 
     4361bp 
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ขนาดและความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 จากตัวออนพยาธิปากขอระยะตัวออนชนดิ N. 
americanus ที่ประกอบดวยสวน 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 ท่ีไดจาก genomic DNA กับ cDNA 
 
  ทําการสังเคราะห mRNA ใหเปน cDNA และเพิ่มปริมาณยีน Na-ASP-2 จากนั้นนําลําดับ
นิวคลีโอไทดที่มีเฉพาะในสวน exon มาทําการวิเคราะหกบั genomic DNA เพื่อยืนยนัผลในสวน 
exon และ intron โดยการนําพยาธิปากขอระยะตัวออนมาทํากระบวนการ Reverse transcription 
จะได cDNA หลังจากนัน้นํามาทํา PCR โดยใช Primers NMASP2F0 และ NMASP2R0 ที่
จําเพาะตอยนี Na-ASP-2 พบวาโมเลกุลที่ไดจะถูกตัด intron ออกไปคงเหลือไวแตเฉพาะ exon 
เม่ือไปตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอโดยใช agarose gel ความเขมขนรอยละ 1.5 และ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดคือ Hind III และ Ladder 100 bp พบวาผลิตผลที่
นํามาวิเคราะหมีขนาดประมาณ 700 bp (ดังแสดงในภาพที่ 12) และไมพบแถบดีเอ็นเอมากกวา 1 
แถบ ซึ่งมีขนาดแตกตางจากยนี Na-ASP-2 ที่เปน genomic DNA ประมาณ 1300 bp 
                                            M       1      2        N 

 

ภาพที่ 12 แสดงผลการวิเคราะหเปรียบเทียบระหวางผลผลิต PCR ของ genomic DNA กับ 
cDNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis เรียงตามหมายเลข 1 และ 2 คือ ตัวอยาง 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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  หลังจากนั้นทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยการนํายีน Na-ASP-2 ที่เปน genomic 
DNA และ cDNA มาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 ชุด ABI Prism 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit จากนัน้ทําการวิเคราะหขอมูล 
(data analysis) ลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W version 3.1 
(http://www.megasoftware.net) จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่
ไดมาจากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออน พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่เปน 
genomic DNA เม่ือทําการตัดในสวน intron ออกทั้งหมดและเชื่อมเฉพาะสวน exon เขาดวยกันมี
ผลตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ที่ไดจากผลการทดลองและจากฐานขอมูล GenBank 
Database ของยีน Na-ASP-2 ที่มีเฉพาะสวน exon นอกจากนีใ้นบริเวณระหวางรอยตอ exon 
และ intron ของ genomic DNA ไดเปนไปตามกฎ GT/AG rule ดังนั้นสามารถสรุปยืนยนัไดวายีน 
Na-ASP-2  ที่เปน genomic DNA โดยอยูในชวงทีต่องการศึกษาและสามารถนํามาวิเคราะห
ขอมูลไดประกอบดวย exon จํานวน 8 สวน และ intron จํานวน 7 สวน (ดังแสดงในภาพที่ 13 และ
ภาพที่ 14) 
 
ภาพที่ 13 แสดงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี 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 แสดงตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ที่มาจาก genomic DNA ใน 
ตัวอยาง H2 
โดยมีสัญลักษณดังนี้ คือในสวนที่ GG และขีดเสนใต คือ exon สวนที่เหลือ 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 จากตวัอยางพยาธปิากขอระยะตัวออน 
  หลังจากทําการวิเคราะหผลผลิต PCR จํานวน 32 ตัวอยาง ที่เปน genomic DNA โดย
ตรวจสอบดูขนาดของดเีอ็นเอดวยวิธ ีagarose gel electrophoresis พบวาผลิตผลที่นํามา
วิเคราะหมีขนาดประมาณ 2,000 bp ดังนั้นจะเห็นไดวาตวัอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด N. 
americanus ที่ไดจากผูติดเชื้อจํานวน 32 ตัวอยางสามารถทําการเพิม่ปริมาณดเีอ็นเอของยีน Na-
ASP-2 ไดทั้งหมด (ดังแสดงในตารางที่ 5) ประกอบดวยตวัอยางจากนักเรียนโรงเรียนไมกะพงและ
โรงเรียนบานปรอผาโด อําเภออุมผาง จังหวัดตาก จํานวน 19 ตัวอยาง (H1-H19) ตัวอยางจาก
ชุมชน อําเภอทาศาลา จังหวัดนครศรีธรรมราช จํานวน 8 ตัวอยาง (H20-H27) และตัวอยางจาก
นักเรียนโรงเรียนสินแรสยาม อําเภอสวนผ้ึง จงัหวัดราชบุรี จํานวน 5 ตัวอยาง (H28-H32) จากนั้น
นํามาวิเคราะหลําดับเบสโดยใชเคร่ือง automated ABI Prism 310 ชุด ABI Prism BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit และวิเคราะหขอมูล (data analysis) โดย
ทําการวิเคราะหเรียงลําดบันิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 โดยใชโปรแกรม Clustal W version 
3.1 (http://www.megasoftware.net) เพื่อประเมินความหลากหลายของนิวคลีโอไทด 
 
ตารางที่ 5 แสดงขอมูลทั่วไปของกลุมตัวอยางที่มีผลทาง 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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ผลการวเิคราะหความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดพยาธิปากขอระยะตัวออนชนิด      
N. americanus ท่ีเปน genomic DNA 
 
1. ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 เฉพาะในสวนของ exon (ดังแสดงใน
ตารางที่ 6) และแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 บริเวณเฉพาะ exon (ดังแสดงในภาพ
ที่ 15) 

ตารางที่ 6 แสดงตัวอยางของยีน Na-ASP-2 ในตําแหนงทีเ่กิดการแทนทีใ่นลําดบันิวคลีโอไทด (ตัว
ออนพยาธ)ิ บริเวณเฉพาะ exon เทียบกบัฐานขอมูล 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 

 
 



54 
 
 ภาพที่ 15 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 บริเวณเฉพาะ exon เทียบกับฐานขอมูล 
GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งตัวอยาง H2 เปนตัวแทนลําดบันิวคลีโอ
ไทดที่พบเปนสวนมาก (N=28) ในกลุมตัวอยาง  
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (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 
                ********************************* 

 
 
 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทีส่กัดมาจากพยาธิปากขอชนิด 
N. americanus ระยะตัวออนทั้งหมด 32 ตัวอยาง เฉพาะในสวนของ exon เปรียบเทยีบกับยีน 
Na-ASP-2 จากฐานขอมูล GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งเปนตนแบบ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่คยมีการศึกษาพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดตลอดทั้งยีนยาว 753 bp โดยใน
สวนที่แปลรหัสเปนโปรตีน Open reading frame (ORF) หรือ Coding region มีความยาว 630 
bp เทียบเทากบักรดอะมิโน 210 ตัว จากการวิเคราะหในแตละสวนของยีน Na-ASP-2 พบวามี
การแทนทีน่ิวคลีโอไทด (substitution) 3 ตําแหนง ไดแก ตาํแหนงที ่109, 441, และ 486 ใน
ตําแหนงที่ 109  ซึ่งเปนสวนของ exon 3 มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T เปน A สงผลให 
codon เปล่ียนจาก TTG เปน ATG โดย codon ทั้ง 2 ชนดิเปนรหัสทีใ่ชในการสรางกรดอะมิโนตาง
ชนิดกนั ดังนั้นเม่ือมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตามลําดับดังกลาว จะทําใหเปล่ียนชนิดของกรดอะ
มิโนจาก Leucine เปน Methionine ซึ่งพบในตัวอยาง H20 และ H24 สําหรับตําแหนงที่ 441 ซึ่ง
เปนสวนของ exon 6 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A สงผลให codon เปล่ียน
จาก GGG เปน GGA แตไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (Glycine) มีจํานวน 32 ตัวอยางซึ่งพบใน
ตัวอยาง 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
ตําแหนงที่ 486 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดจาก C เปน T ทําให codon 
เปล่ียนจาก TGC เปน TGT  แตไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (Cysteine) ซึ่งพบในตัวอยาง H1 และ 
H25 และจากผลการทดลองเม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank Database ทําใหทราบวายีน 
Na-ASP-2 ที่ไดมาจากพยาธปิากขอระยะตัวออนนั้นมีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดต่ํา 
   
2. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนี Na-ASP-2 เฉพาะในแตละสวนของ intron   

ในสวนของ intron เปนสวนที่ไมมีความสําคญัในการถอดรหัสเปนโปรตีนและยังไมมี
รายงานหนาที่ทีช่ัดเจนแตอาจจะมีสวนชวยในการแปลงเปนโปรตีน และจากการวิเคราะหยนี   
Na-ASP-2 เฉพาะในสวนของ intron พบวามีการเปล่ียนแปลงแบบ substitution, insertion และ 
deletion เกดิข้ึน (ดังแสดงในภาพที่ 16 ถึง 22) โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ประกอบดวยตัวอยางที่สกัดมาจากตัวออนพยาธปิากขอชนิด N. americanus จํานวน 32 
ตัวอยาง จากการวิเคราะหแยกตามในแตละสวนของ intron ซึ่งมีทั้งหมด 7 สวนพบวา 

  
บริเวณ intron 1  

ภาพที่ 16 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 1 ที่เหมือนกันในทกุตัวอยาง โดยมีขนาดความ
ยาว 80 bp  
GTGAGTTTTATCCCAAGAACTATTTGAACAGTGGTTTAAGTAAGGTAAATTCCTCATTCAAGGAAAAG
AATATGATTTAG 
   
  บริเวณ intron 2 
 ภาพที่ 17 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 2 โดยตวัอยาง H2 เปนตัวแทนของลําดับนิวคลี
โอไทดที่เหมือนกัน (N=14) ในกลุมตัวอยาง และตัวอยาง H9 เปนตัวแทนของลําดับนิวคลีโอไทดที่
เหมือนกัน (N=17) ในกลุมตัวอยางแตพบวาตัวอยาง H25 ที่มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
เกิดข้ึนในบริเวณ intron 2 
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (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 
                ******* 

 
 โดยพบวาในตําแหนงที่ 353 (นับตําแหนงจากจุดเร่ิมตน exon) ของกลุมตัวอยาง มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดทําใหลําดบันิวคลีโอไทดถกูแบงเปน 2 กลุม คือตัวอยาง H1, H4, 
H6, H7, H8, H9, H12, H15, H18, H19, H20, H21, H22, H23, H24, H25, H27 และ H31 เปน
เบส T ตัวอยาง H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30 และ H32 
เปนเบส C และในตําแหนงที่ 428 พบวามีนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) คือ เบส T พบใน
ตัวอยาง H25  โดยในสวน intron 2 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 307 bp 
 
 บริเวณ intron 3  
ภาพที่ 18 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดที่พบในทกุตัวอยางของบริเวณในสวน intron 3 ซึ่งพบวาไมมี
การเปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดเกดิข้ึนและมีขนาดความยาว 71 bp 
GTATAATCTTCTACAGTATTGAGGAATATCATCTATATGAGCTGCACTACATTGTGAATTTCCTATTCC
AG 
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  บริเวณ intron 4 
 ภาพที่ 19 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 4 โดยตวัอยาง H2 เปนตัวแทนของกลุมตัวอยาง
ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกัน (N=18) และตัวอยาง H19 เปนตัวแทนของลําดบันิวคลีโอไทดที่
เหมือนกัน (N=13) ในกลุมตัวอยาง แตพบวาตัวอยาง H4 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
เกิดข้ึนในหลายตําแหนง 
  โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (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 
                ** 
 
 

 โดยพบวาตัวอยาง H4 มีนิวคลีโอไทดที่เปล่ียนแปลงหลายตําแหนงสงผลใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดแตกตางจากตัวอยางอ่ืนๆ คือ ตําแหนงที่ 753 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) มีการเปล่ียนแปลง
ของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที ่762 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A 
ตําแหนงที่ 764 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 771 มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 793 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
จาก A เปน G ตําแหนงที่ 802 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที ่803 มี
การเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 806 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดจาก G เปน C ตําแหนงที ่811 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน C ตําแหนงที ่
827 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ตั้งแตตําแหนงที่ 828 ถึงตําแหนงที่ 840 มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มข้ึนมา (insertion) จํานวน 13 เบส คือ CACTTCCCACGAG ตําแหนงที ่
843 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 935 มีการเปล่ียนแปลงของ     
นิวคลีโอไทดจาก A เปน G และตําแหนงที่ 941 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน T  
  ในตําแหนงที่ 1017 พบวามีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดในกลุมตัวอยางแบงแยก
ออกเปน 2 กลุม คือตัวอยาง H2, H3, H5, H7, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H16, H17, 
H26, H28, H29, H30, H31 และ H32 เปนเบส C ตัวอยาง H1, H4, H6, H8, H15, H18, H19, 
H20, H21, H22, H23, H24, H25 และ H27 เปนเบส T 
  มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวที่สุด 602 bp และลําดับนิวคลีโอไทดที่ส้ันที่สุด 589 bp 
 

บริเวณ intron 5 
 ภาพที่ 20 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดทีพ่บในสวน intron 5 ของทุกตัวอยางโดยไมพบการ
เปล่ียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนและมีขนาดความยาว 66 bp 
GTCTAACTTAATAATTTTGCAAGCAAACCACAGTTAATATTAAATAATATTCAATGATTAATTTAG 
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บริเวณ intron 6 
ภาพที่ 21 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณในสวน intron 6 โดยตัวอยาง H2 เปนตัวแทนของลําดับ
นิวคลีโอไทดที่เหมือนกนั (N=29) ในกลุมตัวอยาง ซึ่งพบในตัวอยาง 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 อยางไรก็ตามพบตัวอยางที่มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดเกิดข้ึน 
 โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (substitution) 

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

 
โดยตําแหนงที่ 1585 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) พบวาตัวอยาง H25 และ H15 มีการ

เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T และ ในตัวอยาง H25, H15 และ H1 พบวามีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดหลายตําแหนง คือ ตําแหนงที่ 1591 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอ
ไทดจาก G เปน C ตําแหนงที่ 1592 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ตําแหนงที่ 
1612 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน G ตําแหนงที่ 1627 มีการเปล่ียนแปลงของนิ
วคลีโอไทดจาก G เปน A ตําแหนงที่ 1629 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก A เปน C 
ตําแหนงที่ 1632 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก G เปน A และตําแหนงที่ 1650 มีการ
เปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทดจาก T เปน C โดยในสวน intron 6 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 
73 bp 

 
  บริเวณ intron 7 
 ภาพที่ 22 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณในสวน intron 7 โดยตัวอยาง H2 เปนตัวแทนของ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่หมือนกัน (N=19) ในกลุมตัวอยาง ซึง่พบในตัวอยาง H2, H3, H4, H5, H6, 
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30, H31 และ H32 แตพบวามี
การขาดหายไป (deletion) ของนิวคลีโอไทดเกิดข้ึนในหลายตัวอยาง 
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 โดย * คือ ตําแหนงที่มีนิวคลีโอไทดเหมือนกัน 
            คือ ตําแหนงที่พบการแทนที่ของนิวคลีโอไทด (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 
                ********** ********** 

 

ในชวงระหวางลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงที่ 1781 ถึง 1784 (นับตําแหนงจากเร่ิม exon) 
พบวามีนิวคลีโอไทดขาดหายไป (deletion) ในหลายตัวอยาง คือ  
เบส T ขาดหายไป 4 ตัวในตัวอยาง H25, H15, H1, H8, H18 และ H7  
เบส T ขาดหายไป 2 ตัวในตัวอยาง H20, H27, H23, H19, H22, H24 และ H21  
ในตําแหนงที่ 1809 พบวาตัวอยาง H25, H15, H1 และ H7 มีการเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด
จาก A เปน G โดยพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ยาวที่สุด 81 bp และลําดับนิวคลีโอไทดที่ส้ันที่สุด 
77 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



62 
 
ผลการวเิคราะหลักษณะอัลลีลท่ีพบในยีน Na-ASP-2 
 
  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทัง้หมด 32 ตัวอยาง ทั้งในสวน 
exon และ intron ของ genomic DNA พบวาเม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
สามารถแบงกลุมอัลลีลไดดังนี ้
1. เฉพาะในสวน exon เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank Database ของยีน Na-ASP-2  คือ 

accession number AY288089 เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
สามารถแบงกลุมอัลลีลเปน 4 แบบ (ดังแสดงในตารางที่ 7) 

2. เฉพาะในสวน intron เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลสามารถ
แบงกลุมอัลลีลเปน 10 แบบ (ดังแสดงในตารางที่ 7) 

3. ทั้งในสวน exon และ intron เม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลสามารถ
แบงกลุมอัลลีลเปน 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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  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ทัง้หมด 32 ตัวอยาง ทั้งในสวน 
exon และ intron ของ genomic DNA พบวาเม่ือเรียงลําดับตามลักษณะความแตกตางของอัลลีล
ทั้งหมดในสวน exon รวมกับ intron สามารถแบงกลุมอัลลีลเปน 11 แบบ (ดังแสดงในภาพที่ 23) 
มีรายละเอียดดังนี้  
  อัลลีลที่ 1 คือ H20 และ H24 โดยพบวาในตําแหนงที่ 496 ซึ่งเปนสวนของ exon 3 มีการ
แทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T เปน A และในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1783 และ 1784 เบส T ขาด
หายไป 2 ตัว 
  อัลลีลที่ 2 คือ H19, H21, H22, H23 และ H27 โดยพบวาในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 
1783 และ 1784 เบส T ขาดหายไป 2 ตัว 
  อัลลีลที่ 3 คือ H25 โดยพบวาในสวน intron 2 ตําแหนงที่ 428 มีนิวคลีโอไทดขาดหายไป 
(deletion) คือ เบส T ในสวน intron 6 ตําแหนงที่ 1585 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C ตําแหนงที่ 
1591 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C ตําแหนงที่ 
1612 มีการแสดงเบส G แทนที่เบส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 
1629 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G และ
ตําแหนงที่ 1650 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส T ในตําแหนงที่ 1685 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มี
การแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก C เปน T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที1่784 
เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 4 คือ H8 และ H18 โดยพบวาในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที่
1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว 
  อัลลีลที่ 5 คือ H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, H26, H28, H29, H30 
และ H32 โดยพบวาในลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ตําแหนงที่ 353 (นับตําแหนงจาก
จุดเร่ิมตน exon) ของบริเวณ intron 2 มีการแสดงเบส C แตกตางจากอัลลีนอ่ืนๆทีแ่สดงเบส T 
และในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส C ทําใหมีลักษณะแตกตางไปจากอัล
ลีลอ่ืนๆ 
  อัลลีลที่ 6 คือ H6 โดยพบวาในลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Na-ASP-2 ตําแหนงที่ 353 (นับ
ตําแหนงจากจุดเร่ิมตน exon) ของบริเวณ intron 2 มีการแสดงเบส T และในตําแหนงที่ 1017 ของ
บริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส T ทําใหมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางจากอัลลีลททีี่ 1 และ 2 ไม
สามารถจัดอยูในกลุมอัลลีลได 
  อัลลีลที่ 7 คือ H1 โดยพบวาในสวน intron 6 ตําแหนงที่ 1591 มีการแสดงเบส C แทนที่
เบส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนทีเ่บส C ตาํแหนงที่ 1612 มีการแสดงเบส G 
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แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G ตําแหนงที่ 1629 มีการแสดงเบส C 
แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G และตําแหนงที่ 1650 มีการแสดง
เบส C แทนทีเ่บส T ในตําแหนงที่ 1685 ซึ่งเปนสวนของ exon 7 มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก 
C เปน T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที ่1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และใน
ตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 8 คือ H9, H12 และ H31 โดยพบวาในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มี
การแสดงเบส C  
  อัลลีลที่ 9 คือ H4 โดยพบวาในสวน intron 4 มีนิวคลีโอไทดแตกตางจากอัลลีลอ่ืนๆ คือ 
ตําแหนงที่ 753 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 762 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G 
ตําแหนงที่ 764 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 771 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
ตําแหนงที่ 793 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 802 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
ตําแหนงที ่803 มีการแสดงเบส A แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 806 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส G 
ตําแหนงที ่811 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส A ตําแหนงที ่827 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส C 
ในชวงระหวางตําแหนงที่ 828 กับตําแหนงที่ 840 มีลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มข้ึนมา (insertion) 
จํานวน 13 เบส คือ CACTTCCCACGAG ตําแหนงที ่843 มีการแสดงเบส A แทนที่เบส G 
ตําแหนงที่ 935 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A และตําแหนงที่ 941 มีการแสดงเบส T แทนที่เบส 
A    
  อัลลีลที่ 10 คือ H7 โดยพบวาในตําแหนงที่ 1017 ของบริเวณ intron 4 มีการแสดงเบส C 
แทนทีเ่บส T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 1781 ถึงตําแหนงที ่1784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และ
ในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A 
  อัลลีลที่ 11 คือ H15 โดยพบวาในสวน intron 6 ตําแหนงที ่1585 มีการแสดงเบส T แทนที่
เบส C ตําแหนงที่ 1591 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส G ตําแหนงที่ 1592 มีการแสดงเบส T แทนที่
เบส C ตําแหนงที่ 1612 มีการแสดงเบส G แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1627 มีการแสดงเบส A 
แทนทีเ่บส G ตําแหนงที่ 1629 มีการแสดงเบส C แทนทีเ่บส A ตําแหนงที่ 1632 มีการแสดงเบส A 
แทนทีเ่บส G และตําแหนงที่ 1650 มีการแสดงเบส C แทนที่เบส T ในสวน intron 7 ตําแหนงที่ 
1781 ถึงตําแหนงที1่784 เบส T ขาดหายไป 4 ตัว และในตําแหนงที่ 1809 มีการแสดงเบส G 
แทนทีเ่บส A 
  จากการวิเคราะหตามลักษณะความแตกตางของอัลลีลพบวาอัลลีลที่ 5 พบไดมากที่สุด
จํานวน 14 ตัวอยางจากระยะตัวออนพยาธิปากขอ  
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ภาพที่ 23 แสดงตําแหนงของแตละอัลลีลตามลักษณะความแตกตาง 
โดย                  คือ ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน exon 
                        
                        คือ ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน intron 
                         
                        คือ ตําแหนงที่มีความแตกตางของนิวคลีโอไทด 
 
 
อัลลีลที่ 1 (N=2) โดยเปนตัวอยางจาก จ.นครศรีธรรมราช 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

อัลลีลที่ 2 (N=5) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 1 ตัวอยาง และ จ.นครศรีธรรมราช 4 ตัวอยาง 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

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

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

อัลลีลที่ 5 (N=14) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 9 ตัวอยาง จ.นครศรีธรรมราช 1 ตัวอยาง และ จ.
ราชบุรี 4 ตัวอยาง 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

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

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

อัลลีลที่ 8 (N=3) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 2 ตัวอยาง และ จ.ราชบุรี 1 ตัวอยาง 
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) โดยเปนตัวอยางจาก จ.ตาก 
E1 IN1 E2 IN2 E3 IN3 E4 IN4 E5 IN5 E6 IN6 E7 IN7 E8 

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

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

 
  จากการวิเคราะหยนี Na-ASP-2 ทั้งในสวนของ exon และ intron พบวาอัลลีลที่ 5 พบได
มากที่สุดจํานวน 14 ตัวอยาง  
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บทท่ี 5  

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

ปจจบุันโรคพยาธปิากขอยังคงเปนโรคติดเชื้อทีเ่ปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขและ
สุขภาพของประชากรทั่วโลกโดยเฉพาะประเทศที่มีภูมิอากาศแบบรอนชืน้ทําใหมีผูติดเชื้อปากขอ
เปนจํานวนมากและสงผลทําใหเกิดการเจบ็ปวยและเสียชวิีตตามมา สําหรับประเทศไทยพบผูทีต่ดิ
เชื้อพยาธปิากขอในบริเวณภาคใตของประเทศเปนสวนใหญเนื่องจากมีสภาพแวดลอมทีเ่หมาะสม
ตอการเจริญเตบิโตและการแพรกระจายของพยาธิปากขอ พยาธิปากขอสามารถทําใหเกิดโรคได
ตั้งแตระยะตัวออนเร่ิมไชเขาสูผิวหนังจนถึงลําไสและยังพบวามีการปลอยโปรตีนชนิดตางๆ เพื่อ
ชวยใหพยาธเิขาสูรางกายไดงายยิ่งข้ึนรวมไปถึงการมีชีวิตอยูไดเปนเวลานานหลายปโดยสามารถ
หลบเล่ียงระบบภูมิคุมกันของรางกายผูที่ติดเชื้อได พยาธปิากขอในระยะตัวเต็มวัยจะเกาะผนงั
ลําไสและดูดเลือดมาเปนอาหารจึงเปนสาเหตหุนึ่งที่ทําใหผูที่ติดเชื้อเกิดโรคโลหิตจางเนื่องจากการ
ขาดธาตุเหล็กและภาวะทพุโภชนาการข้ึนได โดยโรคนีพ้บไดทั้งในเด็กและผูใหญแตพบการแพร
ระบาดอยางมากในเดก็ (Taweethavonsawat et al., 2006) ถึงแมวาอัตราการเสียชีวิตของ
ประชากรทีต่ิดโรคพยาธปิากขอจะไมสูงมากนัก แตผลเสียตอสุขภาพและคุณภาพชีวิตของ
ประชากรโดยรวมจัดเปนอุปสรรคสําคญัตอการพัฒนาประเทศทั้งในดานแรงงาน เศรษฐกจิ และ
สังคม โดยปญหาทีเ่ปนอุปสรรคสําคญัตอการรักษาปองกนัและควบคุมโรคพยาธปิากขอ คือ การ
แพรกระจายเชื้อของผูทีเ่ปนโรค การขาดความรูของประชากรรวมถึงการติดเชื้อพยาธปิากขอซ้ํา
หลังจากที่ไดมีการรักษาไมกีเ่ดือน ถงึแมวาจะมีมาตรการปองกันและควบคมุโรคพยาธิปากขอ เชน 
การหากลุมเส่ียง พื้นที่ทีเ่ส่ียงตอการเกิดโรคพยาธิปากขอรวมถึงการใหสุขศึกษาที่ดีแกชุมชน 
มาตรการดังกลาวนั้นสามารถทีจ่ะควบคุมโรคพยาธิปากขอใหลดลงไปไดแตอยางไรก็ตามยงัคง
พบโรคพยาธิปากขออยูในระดับที่ตองมีการแกไขปญหา 

จากที่ไดทําการสํารวจและเก็บตัวอยางอุจจาระของนักเรียนในโรงเรียนและชุมชนที่อยูใน
พื้นที่ที่มีความชุกของพยาธิปากขอสูงพบวานกัเรียนและคนในชุมชนยังคงมีการติดเชื้อพยาธิ
ปากขออยูในอัตราไมสูงมากอาจเนื่องมาจากตัวอยางที่ไดสงตรวจมีจํานวนนอย โดยคิดเปนรอย
ละเฉล่ีย 26.33 ในจังหวัดตาก รอยละ 29.55 ในจังหวัดนครศรีธรรมราช และรอยละ 9.23 ใน
จังหวัดราชบุรี โดยมีคาใกลเคียงสอดคลองกบัผลการศึกษาตางๆ ซึ่งไดมีการสํารวจโดยการตรวจ
อุจจาระตั้งแตป พ.ศ.2494 จนถึงปจจุบัน พบวาพยาธิปากขอชุกชุมในทุกภาคและภาตใตในบาง
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พื้นที่มีความชุกสูงสุดถึงรอยละ 49.2 (Jongsuksantikul et al., 1992) และจากการสํารวจเดก็
นักเรียนในบางพืน้ที่ของจงัหวัดนครศรีธรรมราชและจังหวัดเชยีงใหมพบวามีอัตราการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอสูงถึงรอยละ 80 และรอยละ 26.3 ตามลําดบั นอกจากนีจ้ากการสํารวจโรคหนอนพยาธิ
ของกรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข พบความชกุของพยาธิปากขอในระดับหมูบานของ
ภาคใตสูงถึงรอยละ 38.1 ซึ่งปจจุบนัโรคพยาธิปากขอไดถกูจัดอยูในงานปองกันควบคุมโรค
หนอนพยาธิของแผนพัฒนาการสาธารณสุขแหงชาติ (ฐิตมิา วงศาโรจน และคณะ, 2552) สาเหตุ
สวนใหญที่นกัเรียนยงัคงมีปญหาการตดิเชื้อพยาธิปากขออยูอาจเนื่องมาจากการมีอุปนิสัยไมสวม
ใสรองเทาในบางเวลา เชน ชวงเวลาที่มีการเลนกีฬาในบริเวณที่เปนพืน้ดิน รวมถึงนักเรียนสวน
ใหญที่ทําการสํารวจพบวาไมมีการกินยาฆาพยาธใินชวง 1 ปที่ผานมา นอกจากนี้คนที่อาศัยอยูใน
พื้นที่มีอาชีพที่เส่ียงตอการติดเชื้อ เชน ทําสวน ทําไร และมักไมสวมรองเทาเวลาทํางานจึงทําใหตัว
ออนของพยาธิมีโอกาสไชเขาสูผิวหนังไดงายและประชากรสวนใหญยังขาดความรูเร่ืองโรคพยาธิ
รวมถึงบริเวณโรงเรียนและชุมชนมีส่ิงแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของไขและตัวออน
พยาธิ และจากการสํารวจพบวาพบผูทีต่ิดเชื้อพยาธิปากขอสวนใหญพบในเพศชายมากกวาเพศ
หญิงและสวนมากพบในเด็กอายุ 9-13 ป ซึ่งเพศชายเปนเพศที่มีการดํารงชีวิตและพฤตกิรรมตางๆ
ที่เส่ียงตอการติดเชื้อมากกวาเพศหญิง เชน เวลาเขาไปทําสวนมักไมสวมรองเทา ถายอุจจาระไม
ถูกสุขลักษณะบริเวณพืน้ดินและมีกิจกรรมตางๆที่อยูตามบริเวณพืน้ดินเปนสวนมากเชน ทํางาน
หรือเลนกฬีา ดังนั้นมาตรการอันหนึ่งทีน่าจะเพิ่มประสิทธภิาพของการควบคุมการแพรกระจายของ
โรคพยาธิปากขอไดคือการพัฒนาวัคซีนปองกันโรคพยาธปิากขอ ซึ่งวัคซีนทีด่ีและมีประสิทธิภาพ
ควรจะมีองคประกอบของเชื้อพยาธิปากขอในหลายระยะของวงจรชีวิต 
  Na-ASP-2 เปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบเปนสวนใหญในระยะที่ตัวออนพยาธิปากขอชนิด   
N. americanus ไชเขาสูผิวหนัง แมจะยังไมทราบหนาทีท่ีช่ัดเจนแตอาจมีสวนสําคัญในการให
พยาธิสามารถมีชีวิตอยูในรางกายของผูที่ติดเชื้อได จากการศึกษาทดลองพบวายีน Na-ASP-2 มี
คุณสมบัตทิี่เหมาะสมตอการนํามาใชเปนองคประกอบของวัคซีน (vaccine candidate) เนื่องจาก
โปรตีนดังกลาวสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิปากขอได (Goud et 
al., 2005) ซึ่งมีขอมูลยืนยนัประสิทธิภาพของโปรตนี ASP-2 จากการทดลองในสัตวและจาก
การศึกษาในประชากรของประเทศบราซิลและจนีซึ่งมีการระบาดของการติดเชื้อพยาธิปากขอ
จํานวนมากพบวามีการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอ ASP-2 มีความสัมพันธกับการลดความ
เส่ียงของการตดิเชื้อพยาธิปากขอ (Diemert et al., 2008) จากการศึกษาโครงสรางและลําดับนิ
วคลีโอไทดพบวาโปรตีน Na-ASP-2 ที่อยูในฐานขอมูล GenBank Database คือ accession 
number AY288089 (Asojo et al., 2005) มีเพียง 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทานั้น ดังนั้นปจจุบันจึงไม
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ทราบวาโปรตีนดังกลาวมีความหลากหลายในลําดับกรดอะมิโนหรือไม การศึกษาคร้ังนี้จึงเปน
การศึกษาคร้ังแรกโดยใชตัวอยางพยาธปิากขอจากประเทศไทย เพื่อวิเคราะหความหลากหลาย 
(variation) ของยีน Na-ASP-2 จากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนที่ 3 ที่ไดจากผูที่ติดเชื้อ
ทั่วไป พบวายีน Na-ASP-2 ในรูปแบบ genomic DNA มีสวนของ intron (noncoding 
sequence) เพิ่มข้ึนมาจากสวน exon จํานวน 7 สวน และมีขนาดความยาวประมาณ 13 kb 
สําหรับการวิเคราะหในสวน exon (coding sequences) ซึ่งเปนสวนที่มีการแปลรหัสเปนกรดอะมิ
โนหรือโปรตีนพบวาความหลากหลายของยนีดังกลาวอยูในระดับต่ํา เนื่องจากพบการเปล่ียนแปลง
ในลําดับนิวคลีโอไทดเปนแบบ point mutation เพียง 3 ตําแหนงเทานั้น เม่ือเปรียบเทียบกับยนี 
Na-ASP-2 จากฐานขอมูล GenBank Database accession number AY288089 ซึ่งเปนตนแบบ
ลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่คยมีการศึกษา และเม่ือวิเคราะหกรดอะมิโนพบวามีเพยีง 1 ตําแหนงเทานัน้
ที่ทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน (nonsynonymous) สวนอีก 2 ตําแหนงไมทําใหกรดอะมิโนเปล่ียน 
(synonymous) ซึ่งการแทนที่ในตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่มีผลตอการเปล่ียนกรดอะมิโนในสวน 
exon จากตัวอยางพยาธิปากขอระยะตัวออนทีเ่กดิข้ึนนัน้เปนการแทนที่ของนิวคลีโอไทดจาก T 
เปน A สงผลใหมีเปล่ียนชนดิของกรดอะมิโนจาก Leucine เปน Methionine โดยทั้ง 2 กรดอะมิโน
เปนกรดอะมิโนชนิดไมมีข้ัว (non-polar) และไมมีประจุ (no-charge) เหมือนกันจึงไมทําใหกรดอะ
มิโนเปล่ียนคณุสมบัติแตกตางไปจากเดิม จากการศกึษาพบวาถากรดอะมิโนมีการเปล่ียนชนิด
แตกตางไปจากเดิมซึ่งอยูในข้ัวหรือประจุเดยีวกันอาจสงผลใหเกิดความผิดปกติของโปรตีนเกดิข้ึน
นอยหรือไมเกิดข้ึนเลย แตถามีการเปล่ียนกรดอะมิโนไปเปนหมูที่มีข้ัวประจุสุทธเิปนบวกอาจสงผล
ใหความผิดปกติเกิดข้ึนมากเพราะการเปล่ียนแปลงของประจุทาํใหโครงสรางของโปรตนีเปล่ียนไป 
(สุรศักดิ์ ละลอกน้ํา และคณะ, 2552) ดังนั้นการแทนทีใ่นตําแหนงดังกลาวจึงไมมีผลทําใหยนี Na-
ASP-2 ซึ่งเปนองคประกอบของวัคซีนมี epitope ที่ตางไปจากประชากรพยาธิปากขอ และจาก
การศึกษาลําดับกรดอะมิโนของยีน Na-ASP-2 เปรียบเทียบกับโมเลกุล ASP-2 ของพยาธิปากขอ
ในจนีัส Ancylostoma ชนิดตางๆ พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายคลึงกันปานกลางประมาณรอย
ละ 58-65 เทานัน้ (Goud et al., 2005) 
  ในสวน intron ของยีน Na-ASP-2 พบวาสวนใหญในแตละบริเวณของ intron มีลําดับ     
นิวคลีโอไทดที่เหมือนกนัแตมีบางตัวอยางที่นิวคลีโอไทดมีการเปล่ียนแปลงสงผลใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดแตกตางจากตัวอยางอ่ืนๆ จากผลการศึกษาเม่ือวิเคราะหรวม exon และ intron จะพบอัลลีล
ทั้งหมด 11 รูปแบบ โดยพบทั้งการเปล่ียนแปลงแบบ substitution และ insertion/deletion ซึ่งการ
เปล่ียนแปลงแบบ substitution มี 24 ตําแหนง insertion มี 13 ตําแหนง และ deletion มี 5 
ตําแหนง โดยรูปแบบที่พบเปนสวนมากคืออัลลีนที่ 5 ซึ่งพบวามีตัวอยางที่มีลําดับนิวคลีโอไทด
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เหมือนกันมากที่สุด 14 ตัวอยาง ประกอบดวย H2, H3, H5, H10, H11, H13, H14, H16, H17, 
H26, H28, H29, H30, H32 รองลงมาคืออัลลีลที่ 2 มี 5 ตัวอยางประกอบดวย H19, H21, H22, 
H23 และ H27 และอัลลีลที่ 8 มี 3 ตัวอยาง คือ H9, H12 และ H29  ดังนัน้พอจะสรุปไดวารูปแบบ
ยีน Na-ASP-2 ที่ประกอบดวยสวน exon และ intron อาจจะเปนรูปแบบที่ 5 อยางไรก็ตาม
เนื่องจากผูทดลองใชจํานวนตัวอยางนอยอาจมีผลไมชัดเจนควรมีการเพิ่มจํานวนตัวอยางใหมาก
ข้ึนเพื่อใชยนืยันขอมูลใหแมนยํายิ่งข้ึน ซึ่งความหลากหลายที่พบในสวน intron อาจไมมีผลตอ
กระบวนการสรางโปรตนีเพราะไมใชสวนที่มีการแปลรหัสเปนกรดอะมิโน แตความหลากหลายใน 
intron อาจมีประโยชนในการเปน genetic marker เพื่อตดิตามพันธุกรรมประชากรของพยาธิ
ปากขอหรือใชศกึษาความหลากหลายของประชากรพยาธิปากขอได                                                     
  ดังนั้นจากขอมูลดังกลาวสามารถสรุปไดวาในสวน exon ของยีน Na-ASP-2 ที่สกัดมา
จากตัวออนพยาธปิากขอชนิด N. americanus ระยะ Filariform larva ในพืน้ทีท่ี่ทําการศกึษาใน
ประเทศไทยพบวามีความหลากหลายของลําดบันิวคลีโอไทดต่ํา (polymorphism) แสดงใหเห็นวา
โปรตีน Na-ASP-2 ที่เปนองคประกอบของวัคซีนมีบริเวณหรือ epitope ที่อาจใชเปน antigen 
กระตุนระบบภูมิคุมกันใหผลิตแอนติบอดีออกมาตอตานพยาธิปากขอขณะบกุรุกเขาไปในรางกาย
ได จึงไมนาจะเปนอุปสรรคของการนํามาเปนองคประกอบของวัคซีนปองกนัโรคพยาธิปากขอที่พบ
ในผูที่ตดิเชื้อทั่วไป นอกจากนีอ้าจนําโปรตีน Na-ASP-2 ไปใชรวมกบัโปรตีนชนดิอ่ืนๆเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของวัคซีนไดดยีิ่งข้ึน การพบความหลากหลายของยีน Na-ASP-2 ในการศกึษาคร้ังนี้
จึงเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคญัในการพัฒนาองคประกอบของวัคซีนเพื่อตอตานการติดเชื้อพยาธิ
ปากขอตอไป  
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ขอเสนอแนะ 

 

  1. จากการศึกษาในแงของ HLA (human leukocyte antigen system) supertypes พบ
ตัวอยางที่เกดิการแทนทีเ่หมือนกบัการแทนทีใ่นตําแหนงของยีน Na-ASP-2 ที่ไดจากการศกึษาใน
คร้ังนี้ ซึ่งมีผลทําใหกรดอะมิโนเปล่ียนชนิด โดย HLA ใน class 1 พบวาเม่ือเกิดการแทนที่มีผลทํา
ใหการตอบสนองลดลงไปจํานวนมาก โดยอาจสงผลตอ CD4+ lymphocyte เม่ือความจําเพาะกับ
ตําแหนงทีจ่ับกับ T cell epitope ลดลง แตใน class 2 เม่ือเกิดการแทนทีใ่นตําแหนงดังกลาวกลับ
มีผลทําใหการตอบสนองลดลงไปเพียงเล็กนอยจึงสงผลไมแตกตางไปจากเดิม อยางไรก็ตามการ
ตอบสนองของ HLA supertypes เม่ือเกิดการแทนทีก่รดอะมิโนเปนเพยีงการทํานายที่คาดวาจะ
เกิดข้ึนเม่ือเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตรง epitopes จึงจําเปนที่ตองทําการศกึษาใน
หลอดทดลองเพื่อทดสอบและยนืยันความถูกตองที่เกดิข้ึน 

  2. การศึกษาโดยใชจํานวนตัวอยางเชื้อพยาธิปากขอทีม่ากข้ึนอาจทําใหพบความ
หลากหลายของยนี Na-ASP-2 ไดมากยิ่งข้ึน หรือทําใหทราบขอบเขตของความหลากหลายไดดี
ข้ึนและอาจทําใหการวิเคราะหความสัมพันธระหวางลําดับนิวคลีโอไทดในแตละกลุมตัวอยางไดดี
ยิ่งข้ึน อันจะเปนประโยชนในการเขาใจกลไกทางพนัธุกรรมที่กอใหเกดิความหลากหลายดังกลาว
ตอไป           

  3. การศึกษาโดยหาองคประกอบของวัคซนีชนดิตางๆ ที่อยูในระยะการเจริญเติบโตของ
วงจรชีวิตพยาธิปากขอเม่ืออยูในรางกายของคนจะมีสวนชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการปองกัน
พยาธิปากขอไดดียิ่งข้ึน โดยโปรตีนที่เปนองคประกอบของวัคซีนไมควรมีความหลากหลายสูงมาก
จนเกินไปรวมไปถึงสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกนัของรางกายได จึงจะมีประสิทธิภาพในการ
ทําลายหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของพยาธิปากขอไดอยางสมบูรณและยังสงผลใหระบบ
ภูมิคุมกันสามารถคงอยูไดเปนระยะเวลานาน  
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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 
แสดงรหัสและตัวยอสําหรับกรดอะมิโน 

 
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. 

นําสวนผสมทั้ง 2 อยางนี้มากวนดวย magnetic stirrer จนสารละลายเปนเนื้อ
เดียวกนั ปรับ pH ดวย NaOH ใหมีคา pH = 8 และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
จากนัน้นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อ*  

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

 ปรับคา pH และปริมาตรใหเทากบั 8.3 และ 1 ลิตร จากนัน้จึงนําไปนึ่งดวยหมอ
นึ่งปลอดเชื้อเชนเดียวกนั*  
 

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. 
  ผสมใหเขากันแลวนําไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งปลอดเชื้อกอนที่จะใช * 
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การเตรียม 1 M Tris (pH 7.8)  
  Tris base           121.1 g. 
  น้ํากล่ัน               800 ml. 

 นําสวนผสมทั้ง 2 มาละลายใหเปนเนื้อเดยีวดวย magnetic stirrer จากนั้นปรับ 
pH ดวย HCl ใหมีคา pH เทากับ 7.4 และปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร โดยใชน้ํากล่ัน 
และนําไปนึ่งดวยหมอปลอดเชื้อกอนทีจ่ะนําไปใช *  
 

* ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี  
 
การเตรียม gel-loading buffers 
  bromophenol blue  0.25 g. 
  xylene cyanol FF   0.25 g. 
  glycerol in water      30 g. 

ละลายในน้ํากล่ัน โดยปรับปริมาตรใหเทากับ 1 ลิตร 
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 ภาคผนวก ง 
ขอมูลแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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 
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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 



97 
 
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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายเจริญชัย อ๊ึงเจริญสุข เกิดเม่ือวันที่ 11 มกราคม 2529 จังหวัดราชบุรี สําเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตรสุขภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย  
ธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2551 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2552 
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