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บทคดัย่อ 

 
การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาต าแหน่งการกระจายของทูบูลินในพยาธิใบไมต้บัออร์พิสทอร์

คิสวเิวอร์รินิดว้ยวิธีอิมมิวโนฮีสโตเคมและการแสดงออกของยีนทูบูลินดว้ยวิธีรีเวอร์สทรานส์คริปเตสโพลี

เมอร์เรสเชนรีแอคชัน่  

ผลการศึกษาพบต าแหน่งการกระจายของทูบูลิน พยาธิใบไมต้บัทั้งระยะตวัอ่อนและระยะตวัเตม็วยั

ในท่อทางเดินน ้ าดีในตบัของหนูแฮมสเตอร์โดยมีติดสีบางส่วนกบัแอนติบอดีต่ออลัฟาทูบูลินท่ีเน้ือเยื่อ

หนามปกคลุมส่วนยอ่ย เซลล์ตวัอ่อน ใยกลา้มเน้ือ ไมราซีเดียมในไข่ติดสีน ้ าตาลเขม้กบัอสุจิในอณัฑะและ

ถุงน ้าเช้ือ ส่วนแอนติบอดีต่อเบตา้ทูบูลินพบวา่แอนติบอดีจบัเป็นสีน ้ าตาลติดสีจางในเน้ือเยื่อส่วนหนามปก

คลุมส่วนยอ่ย เน้ือเยื่อตวัอ่อน ติดสีเขม้ในอสุจิในอณัฑะ ไม่ติดสีในถุงสร้างอสุจิ ท่อระบบทางเดินอาหาร 

ไข่อ่อนและต่อมวิทเทลลีน ตรวจพบการกระจายของแอนติเจนเล็กนอ้ยตามรอบท่อทางเดินน ้ าดีภายในตบั 

การแสดงออกของยีนทูบูลินของพยาธิใบไมต้บัตรวจพบในทุกในระยะของพยาธิใบไม ้มีขนาดประมาณ 

500 เบสแพร่ล าดบันิวคลีโอไทด์ซ่ึงมีความใกลเ้คียงกบัทูบูลินของพยาธิใบไมต้บัออร์พิสทอร์คิส วเิวอร์รินิ 

ร้อยละ 100 รองลงมา คือ คลอนอร์คิสไซเนนสิส ตามล าดบั  

การศึกษาน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ ทูบูลินของพยาธิใบไมต้บัพบตามอวยัสืบพนัธ์ุและอวยัวะท่ีส าคญัของพยาธิ

บริเวณส่วนท่ีส าคญัส าหรับการเคล่ือนไหว และการเคล่ือนท่ี จึงควรศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัคุณลกัษณะของ

ยนีการสร้างโปรตีนลูกผสมและการประยกุตใ์ชท้างดา้นการตรวจวินิจฉยัทางภูมิคุม้กนั  
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Abstract 
 

This study aim to localize the express sites and gene expressed of O. viverrini tubulin by the 

immunohistochemitry the reverse transcriptase-polymerase chain reaction.  

The result reveals that expressed sites found in both of juvenile and adult worm in hamster liver. -tubulin slightly expresses in sub-

tegumental tissue, stromal parenchyma, muscle fibers, miracidium in mature eggs. α-tubulin strongly 

expresses in sperm in testis and  seminal vesicle. β-tubulin slightly expresses in sub-tegument, stromal 

parenchyma, and strongly expresses in sperm in testis, but not staining of spermatogonia, gut epithelium, 

immature egg, vitelline gland. Tubulin gene was expresses in all stages of O. viverrini. PCR product size 

500 bp. The sequence was homology with O. viverrini tubulin 100% and C. sinensis 97%, respectively.  

In conclusion, this study indicates that O. viverrini tubulin is similar to that other known helminthes, 

in which tubulin was found in vital organ,  therefore, further study intend to systematically study in 

detail including a production of recombinant proteases, and their application in immunodiagnosis. 
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

ควำมส ำคัญและทีม่ำของปัญหำกำรวจัิย 

 พยาธิใบไมต้บัยงัคงเป็นปัญหาท่ีส าคญัทางด้านสาธารณสุขของประเทศไทยโดยเฉพาะภาค 

ตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงมีรายงานความชุกสูงมาโดยตลอดจากอดีตจนถึงปัจจุบนัโรคพยาธิใบไมต้บัใน

ประเทศไทยท่ีเป็นปัญหาส าคญัเกิดจากพยาธิใบไมต้บัชนิดออร์พิสทอร์คิส วิเวอร์รินิ (Sripaและคณะ, 

2010)  มีการคาดประมาณการว่า  ทั้ งประเทศมีการติดเ ช้ือพยาธิใบไม้ตับระมาณ 6 ล้านคน 

((Jongsuksuntigulและ Imsomboon, 2003; Sithithawornและคณะ 2012) ผูป่้วยติดเช้ือพยาธิชนิดน้ีโดย

เกิดจากการรับประทานอาหารท่ีปลุกไม่สุกหรือสุกๆดิบๆท่ีท ามาจากปลาเกล็ดขาวกลุ่มปลาวงศต์ะเพียร 

ซ่ึงนิยมรับประทานกนัมากตามชุมชนชนบททางภาคอีสานและภาคเหนือ (Sadun1995; Wykoffและคณะ

1966; Vichasriและคณะ 1982; Sithithawornและคณะ 1997) โรคพยาธิใบไมต้บัมีความสัมพนัธ์กบัโรค

และอาการทางระบบตบัและท่อทางเดินน ้ าดี อาทิ ท่อน ้ าดีอกัเสบ ตวัเหลือง ตบั มา้มโต น่ิวในถุงน ้ าดี 

(Harinasutaและ Vajrasthira1960; Harinasutaและคณะ 1984) จากการศึกษาในสัตวท์ดลองและขอ้มูล

ทางการระบาดวิทยา เป็นหลกัฐานท่ีค่อนขา้งชดัเจนแลว้วา่ การติดเช้ือพยาธิใบไมต้บัมีความสัมพนัธ์กบั

การเกิดมะเร็งท่อน ้ าดี (Thamavitและคณะ 1978; IARC 1994 ; Sripaและคณะ 2007) ไดมี้นกัวิจยัจ  านวน

มากไดศึ้กษาองคค์วามรู้เก่ียวกบัพยาธิใบไมต้บัชนิดน้ีมากยิ่งข้ึน ทั้งรูปร่างลกัษณะ ชีวโมเลกุล วงจรชีวิต 

การก่อโรค การรักษา การป้องกนัและควบคุม 

                 Microtubules เป็นส่วนประกอบท่ีส าคัญและมีบทบบาทหน้าท่ีในกระบวนการต่างๆของ

ส่ิงมีชีวิต เช่น cell division, cell motality, cell configuration และการขนส่งสารเข้าออกระหว่างเซลล์ 

(Desai และ Mitchison1997) microtubule เป็น heterodimer มี 2 globular subunits คือ คือ α-tubulin และ 

β-tubulin มีล าดบัยีน หน้าท่ี ลกัษณะใกล้เคียงกนัมากในส่ิงมีชีวิตต่างๆ เป็นลกัษณะ conserve region 

มากในส่ิงมีชีวิตกลุ่ม eukaryote แต่ละชนิด β-tubulin เป็นเป้าหมายท่ีส าคญัของยาก าจดัพยาธิ พวก

อนุพันธ์ของ benzimidazole (BZ) ซ่ึง BZ น้ี  จะจับโดยตรงกับ β-tubulin ท าให้เ กิดกระบวนการ 

depolymerizationของ microtubules ท าให้การท างานและกลไกต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบั microtubules ของ

พยาธิสูญเสียไป การเปล่ียนแปลงหรือการผา่เหล่าของ β-tubulin อาจจะท าให้เกิดการตอบสนองต่อการ

จบักนัระหวา่ง BZ ลดลง หรือเกิดการด้ือต่อยาและอนุพนัธ์จาก BZ (Michaela และคณะ 2002; Hotiและ
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คณะ 2003) เช่น พยาธิ  Haemochuscontorchus, Trichostrongyruscolubriformis, hookworm, Fasciola 

hepatica, F. gigantica, และ Clonorchissinensis  (Kwaและคณะ 1994; Elardและ Humbert1999; Prichard 

2001; Silvestre และ Cabaret 2002; Winterrowedและคณะ 2003; Li และคณะ 2009) นอกจากน้ีแล้ว 

tubulin เป็นเป้าหมายหลกัของการรักษาโรคมะเร็ง เกาต ์และการติดเช้ือรา (Chambers และคณะ  2010; 

Hanna 2010; Martín และคณะ 2000) มีการศึกษาท่ีผา่นมาพยายามใชคุ้ณสมบติัของ tubulin มาใชพ้ฒันา

ดา้นการตรวจวนิิจฉยัและการผลิตวคัซีน จากการทดลองของ Lubegaและคณะ (2002) รายงานวา่ tubulin 

ท่ีสกดัจาก Tripanosomabruceiน าไปฉีดหนูทดลองหลงัจากนั้นฉีดเช้ือ T. brucei, T. congolenseหรือ T. 

rhodensienseพบว่า renatured T. brucei tubulin สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการป้องกันในหนูทั้งหมดท่ี

ทดสอบ (ร้อยละ 60-80) ส่วน denatured T. brucei tubulin ให้ระดบัแอนติบอดีต ่ากวา่ นอกจากน้ีแลว้ ยงั

มีการศึกษาในปรสิตชนิดอ่ืน อาทิ Brugiapahangiพบว่าเกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน ใน

สัตวท์ดลองท่ีไดก้ารฉีดแอนติเจนของปรสิตน้ีจะมีผลต่อปรสิต กล่าวคือ อตัรารอดของตวัอ่อนระยะ 

microfilaria และตวัแก่ในระบบเลือดลดลง (Bughioและคณะ 1993) จากขอ้มูลเหล่าน้ีแสดงให้เห็นว่า 

tubulin สามารถสร้างปฏิกิรยาภูมิคุม้กนัได้ (immunogen) และคาดว่าจะเป็นเป้าหมายหน่ึงท่ีใช้ในการ

พฒันาในเร่ืองความจ าเพาะของปรสิตและคาดหวงัวา่จะพฒันาเป็นวคัซีนไดใ้นอนาคต   

                 จากรายงานการศึกษาของพยาธิชนิดอ่ืนพบวา่ tubulin เป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัของอวยัวะ

เช่น tegumental syncytium, tegument cell, cytoskeleton ของพยาธิใบไมต้บัชนิด F. hepatica (Stitt1992; 

Tansatitและคณะ 2006; Ryan 2008) tubulin ยงัพบใน tegumental cell bodies กระบวนการของไซโตพลา

สมและชั้นฐานของ tegumental syncytium ของพยาธิ F. giganticaขณะท่ีพยาธิใบไมเ้ลือดชนิด Schistoso 

mamansoni ก็พบ tubulin เป็นเส้นแนวตั้งและตดัขวางของ syncytium  (Tansatitและคณะ 2006; Ryan 

2008) มีการจ าแนก isotypeของ tubulin ของพยาธิใบไมต้บั  F. hepatica พบวา่มี α-tubulin 5isotypeและ

β-tubulin 6isotype เม่ือท าการวเิคราะห์สายพนัธ์ุและความเหมือนทางพงศาวลีกบักลุ่มพยาธิใบไมต้บั

ชนิดต่างๆ พบวา่มี α-tubulin 2isotypeและ  β-tubulin 2isotypeท่ีใกลเ้คียงกนักบัพยาธิใบไมท่ี้น ามา

เทียบเคียง (Ryan 2008). ขณะท่ีพยาธิใบไมต้บัอีกชนิด คือ C. sinensisก็มีการศึกษาเก่ียวกบัยนีชนิด β-

tubulin โดยการโคลนยนี 2 ตวั คือ CsTB1 และ CsTB3 มีขนาด 2,082 และ 1,486basepair, encoded 445 

และ 444 amino acids ทั้ง 2 โคลนมีความเหมือนกบัพยาธิใบไมก้ลุ่มอ่ืนๆ 78% และ 97% (Li และคณะ 

2009) จากขอ้มูลของ Lahaและคณะ (2007) พบ 5,000cDNAs ท่ีไดจ้ากตวัแก่ของพยาธิใบไมต้บั O. 

viverriniมี 1,932contigsมี ~14% ท่ีเป็น transcriptomeมีกลุ่มโปรตีนท่ีแสดงถึงบทบาทหนา้ท่ีการท างานท่ี
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ส าคญัของพยาธิ เช่น กระบวนการหายใจแบบไม่ใชอ้อกซิเจน การสืบพนัธ์ุ การตา้นพิษจากโฮสต ์ การ

รักษาสมดุลผวิ และการกินอาหาร นอกจากน้ีแลว้ยงัมีกลุ่ม cNSAท่ีน่าจะถอดรหสัเป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ง

กบัโครงสร้างและการเคล่ือนไหว เม่ือท าการวเิคราะห์ความเหมือนกบัพยาธิใบไมต้บัชนิดอ่ืนๆ พบวา่มี

ความใกลเ้คียงเป็นอยา่งมาก กบั C. sinensisและ S. japonicumขณะท่ี Sripaและ Kaewkes (2000) ไดศึ้กษา

ยอ้มทางดา้น immunohistochemistry พบวา่แอนติบอดียอ้มติดกบัโครงสร้างของ Opisthorchis antigens ท่ี 

tegument, muscle, digestive tract, reproductive organs และ egg  

              จากขอ้มูลขา้งตน้ จะเห็นไดว้า่ tubulin มีความส าคญัต่อพยาธิชนิดต่างๆ ขณะท่ีขอ้มูลเก่ียวกบั

พยาธิใบไมต้บัชนิด O. viverriniมีนอ้ยมาก  จึงเป็นท่ีมาของการศึกษาคุณลกัษณะของ tubulin ของพยาธิ

ใบไมต้บั O. viverriniซ่ึงจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาอ่ืนๆต่อไป 

 

วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย  

1. เพ่ือศึกษาหาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ในพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 

2. เพ่ือศึกษาหาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ของพยาธิใบไมต้บั O. viverriniใน section ตบั

ของหนูแฮมสเตอร์ท่ีไดรั้บการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั 

3. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยนี tubulin ในพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 

 

ขอบเขตของกำรวจัิย  

1. ศึกษาการกระจายต าแหน่งของ tubulin ใน section พยาธิใบไมต้บั O. viverriniดว้ยวธีิ 

immunohistochemistry โดยใช ้monoclonal antibody tubulin 

2. ศึกษาหาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ของพยาธิใบไมต้บั O. viverriniใน section ตบัของ

หนูแฮมสเตอร์ท่ีไดรั้บการติดเช้ือพยาธิใบไมต้บั ดว้ยวธีิ immunohistochemistry โดยใช ้

monoclonal antibody tubulin 

3. เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนี tubulin ในพยาธิใบไมต้บั O. viverriniโดยวธีิ reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) ซ่ึง primers ไดจ้ากการออกแบบจากสาย

รหสัของ ACCESSION: AY878696 ซ่ึงผูว้จิยัได ้submit ไวใ้น GeneBank Database วเิคราะห์

ผลท่ีไดด้ว้ย 1%agarose gel 
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กรอบแนวคิดของกำรวจัิย 

  

ศึกษาต าแหน่งการกระจายของ 
tubulin ในตวัพยาธิและเน้ือตบั 
ดว้ยวธีิimmunohistochemistry
โดยใช ้monoclonal anti-α-
tubulin และ β-tubulin 

ศึกษาต าแหน่งการกระจายของ 
tubulin ในตวัพยาธิดว้ยวธีิ 

immunohistochemistry โดยใช ้
monoclonal anti-α-tubulin 

และ β-tubulin 

ศึกษาการแสดงออกของยนี  
tubulinในตวัพยาธิ 

ดว้ยวธีิ RT-PCR โดยใช ้primers 
ท่ีออกแบบจาก AY878696 

พยาธิใบไมต้บัO. viverriniระยะmetacercaria 
ท่ีไดจ้ากปลาตามธรรมชาติ 

น ามาติดเช้ือในหนูแฮมเสตอร์โดยป้อนทางปากและเล้ียงใน
หอ้งทดลองระยะเวลา 1,2,3สัปดาห์และ 2 เดือนแลว้น ามาเก็บ

เอาพยาธิ 

เก็บตบัหนูแฮมเสตอร์ท่ีมีพยาธิ
ใบไมต้บัดองไวใ้น formalin  

เก็บพยาธิใบไมต้บัระยะตวัอ่อน
จากตบัหนูแฮมเสตอร์ 

เก็บพยาธิใบไมต้บัจากตบัหนู
แฮมเสตอร์ 
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ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับจำกกำรวจัิย 

 เป็นข้อมูลพื้นฐานส าหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน tubulin ของพยาธิใบไมต้บัซ่ึงจะ

น าไปสู่การศึกษาความเป็นไปไดข้องการสร้างการตรวจวนิิจฉยัทางภูมิคุม้กนัวทิยา การผลิตวคัซีน หรือ

ยาต่อไป 
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บทที ่2 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
 

                การศึกษาวจิยัคุณลกัษณะของ tubulin ของพยาธิใบไมต้บัชนิด O. viverrini แบ่งออกเป็น 2 การ 

ศึกษาหลกัคือ การหาต าแหน่งการกระจายดว้ยวธีิการทาง histochemistry และศึกษาการแสดงออกของ

ยนี tubulin ในตวัพยาธิใบไมต้บัดว้ยวธีิการทางชีวโมเลกุล คือ Reverse-transcriptase-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) มีล าดบัขั้นตอนดงัน้ี 

รูปแบบกำรศึกษำ 

 เป็นการศึกษาเชิงทดลองทางหอ้งปฏิบติัการ (Laboratory experimental study) 

สถำนทีท่ ำกำรศึกษำ 

1. แก่งละวา้ บา้นหนองนางขวญั อ าเภอบา้นไผ ่จงัหวดัขอนแก่น เป็นพื้นท่ีซ้ือปลาเกล็ดขาวกลุ่ม

วงศต์ะเพียร ส าหรับน ามาบดเก็บเอาระยะติดต่อ metecercaria  

2. ห้องปฏิบติัการโรคเขตร้อน ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

ส าหรับกระบวนการคดัเลือกเก็บเอาระยะติดต่อพยาธิใบไมต้บั O. viverrini ดว้ยวิธี pepsin-HCl 

digestion, dissecting and collecting-steriomicroscope  

3. ห้องปฏิบติัการพยาธิชีววิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา และหน่วยสัตวท์ดลอง คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น ส าหรับศึกษาการกระจายต าแหน่งของ tubulin ใน section พยาธิใบไมต้บั 

O. viverrini และ section ตับของหนูแฮมสเตอร์ท่ีได้รับการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ ด้วยวิธี 

immunohistochemistry และศึกษาการแสดงออกของยีน tubulin ในพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 

โดยวธีิ reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

4. ห้องปฏิบติัการวิจยัปรสิตวิทยา หน่วยวิจยัโรคปรสิต ส านกัวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทค

โนโลยสุรนารี ส าหรับศึกษาการกระจายต าแหน่งของ tubulin ใน section พยาธิใบไมต้บั O. 

viverrini และ section ตับของหนูแฮมสเตอร์ท่ีได้รับการติดเช้ือพยาธิใบไม้ตับ ด้วยวิธี  

immunohistochemistry 

กำรเตรียมตัวอ่อนและตัวแก่พยำธิใบไม้ตับ O. viverrini 

 น าระยะติดต่อ (metacercaria) ท่ีได้จากการบดย่อยปลาจ าพวกปลาวงศ์ตะเพียรจากแหล่งน ้ า

ธรรมชาติ มาป้อนทางปากหนูแฮมสเตอร์ (Golden Syrian hamster) ขนาด 50 metaceriae ต่อหนูแฮม
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สเตอร์ 1 ตวั ดว้ยวธีิ gastric intubation จ านวนหนู 10 ตวั เล้ียงหนูเป็นระยะเวลา 1, 2 และ 3 สัปดาห์ อยา่ง

ละ 2 ตวั แลว้น ามาเก็บระยะตวัอ่อนของพยาธิใบไมต้บั และเล้ียงอีกกลุ่มท่ีเหลือเป็นระยะเวลา 2 เดือน 

ส าหรับเก็บตวัแก่ของพยาธิใบไมต้บัและตบัของหนูแฮมสเตอร์ ส าหรับขั้นตอนการเก็บพยาธิจากหนู 

โดยน าหนูม าท าให้สลบดว้ย ether จากนั้นน ามา dissect เก็บเอาตบัและท่อทางเดินน ้ าดีส าหรับฉีกเอา

พยาธิ โดยดุภายใตก้ลอ้ง steriomicroscope น าตบับางส่วนไปใช้ส าหรับดองเพื่อศึกษาการกระจายของ 

tubulin ส่วนตวัพยาธิน าไปลา้งดว้ยน ้าเกลือความเขม้ขน้ 85% 

กำรเตรียม section พยำธิใบไม้ตับ O. viverrini และตับหนูแฮมสเตอร์ 

 น าพยาธิใบไมต้บั O. viverrini ตวัอ่อน ตวัแก่ และตบัหนูแฮมสเตอร์ มาดองดว้ย 10% formalin 

buffer จากนั้นน ามาผา่นกระบวนการเตรียมช้ินเน้ือดว้ยเคร่ืองอตัโนมติั ดงัไดอะแกรม 

 
Fixation 

(formalin) 
Dehydration 

(ethanol) 
Clearing 
(xylene) 

Infiltration 
(xylene/paraffin) 

Embedding 
(paraffin) 

Sectioning 
(microtome) 

Mounting 
(glass slide) 

Rehydration Removal of 
paraffin 

Staining 
(H&E) 

Right microscopy 
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กำรศึกษำต ำแหน่งของ tubulin ใน section พยำธิใบไม้ตับ O. viverrini และตับหนูแฮมสเตอร์ 

 น าสไลด์ section พยาธิใบไมต้บั O. viverrini ตวัอ่อน ตวัแก่ในตบัหนูแฮมสเตอร์ มาศึกษาดว้ย

วิธี  immunohistochemistry หรือ immunoperxidase detection ดัง น้ี น าสไลดื section ของแต่ละชนิด 

deparafinized โดยกระบวนการ hydration จากนั้นน ามา treat ดว้ย 3% H2O2 ในน ้ าประปา ประมาณ 30 

นาที เพื่อท าลายพวก endogenous peroxidase เติม 10 mM citric acid, pH 6.0 ให้ท่วม น าสไลด์เข้า 

microwave oven ใช้เวลา 5 นาทีต่อรอบ ท่ี 700 W จ านวน 3 คร้ัง น ามาวางให้หายร้อนท่ีอุณหภูมิห้อง 

แลว้ block พวก non-specific staining ดว้ย 2.5% normal blocking serum ประมาณ 10 นาที แลว้น าไปบ่ม

ดว้ย mouse monoclonal anti-α-tubulin หรือ  β-tubulin ท่ี 37 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิห้องประมาณ 

1 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย 10 mMPBS, pH 7.5 เวลา 10 นาที จ  านวน 3 คร้ัง เสร็จแลว้น ามาเติม biotinylated 

secondary antibody แ ล ะ  streptavidin-HRP solution (Sigma) แ ล้ ว น า ไ ป  developed ใ น  0 . 0 3% 

diaminobenzidine tetrahrochloride (DAB)/0 . 1 %  H2 O2  solution (Vector Laboratories,Inc.) แ ล ะ 

couterstaining ดว้ย Mayer hematoxilin ตามดว้ยกระบวนการ dehydration, mount เสร็จแลว้น าไปดูดว้ย

กลอ้งจุลทรรศน์ ส าหรับ negative controls ท าเหมือนกนัทุกขั้นตอน ยกเวน้ตอนลง primary antibodies 

สไลด์น าไปบ่มดว้ย normal mouse serum แทน การแปลค่าท่ีเกิดข้ึน ติดสีน ้ าตาลหมายถึงบริเวณท่ีมีการ

กระจายของ tubulin ถา้ไม่มีสีแสดงวา่ไม่มีการกระจายของ tubulin  

กำรศึกษำกำรแสดงออกของยนี tubulin ในพยำธิใบไม้ตับ O. viverrini  

1. น าพยาธิใบไมต้บั O. viverrini ระยะ metacercaria, juvenile (สัปดาห์ท่ี 1, 2,3), adult, egg มาสกดั 

cDNA โดยมีล าดับขั้นตอน ดังน้ี ล้างด้วย PBS 3 คร้ัง จากนั้นน ามาผสมด้วย 1.0 ml Trizol 

reagent (Life Technoloies) ต่อ 50-100 mg ของตัวอย่างแต่ละชนิด บดให้ละเอียดด้วยเคร่ือง 

homogenizer (Governor)  

2. น ามาป่ันเอา RNA pellet (dissolved in RNAase free water) น าตวัอย่างแต่ละชนิดมาสังเคราะห์

เ ส้น  first strand cDNA โดยใช้  SUPERSCRIPT II reverse transcriptase enzyme (Invitrogen) 

ดงัน้ี เติม 1.0 μl ของ E. coli RNAase H ลงในตวัอย่าง RNA ของพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 

ระยะต่างๆ แลว้บ่มไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 20 นาที  

3. การตรวจหา stage specific ของยีน tubulin ของพยาธิใบไม้ตับด้วยวิธี reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (RT-PCR) น า  cDNA ของพยา ธิ ใบไม้ตับ  O. viverrini ระยะ 

metacercaria, juvenile (สัปดาห์ท่ี 1,2,3), adult, egg มาเป็น template ส าหรับท า RT-PCR โดยใช ้
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Ov-TB primers ท่ี มีความจ าเพาะ ได้จากการออกแบบจากยีน tubulin จาก ACCESSION 

NUMBER: AY878696 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY878696 )  ประกอบด้วย 

forward primer 5`ATG CGT GAG ATT GTA CAT CTT 3`, reverse primer 5` AGG ATA TTC 

CGA AAT TTC 3` มีผลผลิตประมาณ 500 bp โดยมี cycle ดงัน้ี เพิ่มปริมาณ DNA ดว้ย 30 รอบ 

denatured 1 นาที ท่ี 94 องศาเซลเซียส annealing 1 นาที ท่ี 55 องศาเซลเซียส extension  1 นาที 

ท่ี 72 องศาเซลเซียส น า pcr product มาวิเคราะห์ด้วย 1% agarose gel และส่วนหน่ึงน าไปท า 

DNA sequencing ดว้ยวธีิการ The dideoxy method ตามของ Sanger และคณะ (1977) โดยเคร่ือง 

automated DNA sequencer (ABI, model 373A) ผลท่ีไดน้ ามาวิเคราะห์ sequence analysis หาค่า 

homology กบั DNA database โดยใช ้BLAST algorithm  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),GeneBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GeneBank) 
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บทที ่3 

ผลกำรวเิครำะห์ข้อมูล  

 

ผลกำรศึกษำต ำแหน่งของ tubulin ใน section พยำธิใบไม้ตับ O. viverrini และตับหนูแฮมเตอร์ 

    ผลการศึกษาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ด้วยวิ ธี  immunohistochemistry โดยใช้  

monoclonal anti-α-tubulin และ β-tubulin เม่ือน ามาดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า พบว่า

แอนติบอดีจบัเป็นสีน ้ าตาลใน section ของพยาธิใบไมต้บัทั้งระยะตวัอ่อน  และระยะตวัเต็มวยัในท่อ

ทางเดินน ้ าดีในตบัของหนูแฮมสเตอร์โดยมีติดสีบางส่วนท่ีกระจายเขาไปในท่อทางเดินน ้ าดีและเน้ือตบั

บริเวณใกลเ้คียง ทั้งแอนติบอดีจาก anti-α-tubulin และ β-tubulin เม่ือเทียบกบัสไลดเ์ปรียบเทียบท่ีไม่ติด

สีอะไรเลย  ดังภาพ ท่ี  1 monoclonal anti-α-tubulin ติดสีน ้ าตาลกับ  sub-tegumental tissue, stromal 

parenchyma, muscle fibers, และ miracidium ใน mature eggs (1A, 1B) monoclonal anti-α-tubulin ติดสี

น ้าตาลเขม้กบั sperm ใน testis และ seminal vesicle (ภาพท่ี 2) แต่ไม่ติดสี spermatogonia, gut epithelium, 

immature egg, tegument, vitelline glands (ภาพท่ี 1A,2D) 
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ภำพที่ 1 ผลการยอ้มดว้ยวิธี Immunohistochemistry โดยใช้ monoclonal anti-α-tubulin ในสไลด์ พยาธิ

ใบไมต้บั O. viverrini, A, B; negative control, C, D; monoclonal anti-α-tubulin ติดสีน ้ าเงินเขม้กบั sub-

tegumental tissue, stromal parechyma, muscle, และ sperms (s) ใน testis (Tt) (Figure C, D) 
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ภำพที ่2 ผลการยอ้มดว้ยวธีิ Immunohistochemistry โดยใช ้monoclonal anti-α-tubulin ในสไลด ์section 

พยาธิใบไมต้บั O. viverrini, พบติดสีน ำ้ตำลเข้มใน sub-tegumental tissue, stromal parenchyma, muscle 

fiber, sperms  ใน testis (Tt) (ภาพ A) และ seminal vesicle (SV) (ภาพ B), และ miracidium ใน mature 

egg (e) (ภาพ B). ไม่ติดส่ีใน spermatogonia (Sg) (ภาพ A), gut epithelium (g) (ภาพ C), immature egg 

(e) (ภาพ C), tegument (t) และ vitellineglands (v) (ภาพ D) 
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ภำพที่  3 ผลการศึกษาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ด้วยวิ ธี  immunohistochemistry โดยใช้ 

monoclonal anti-β-tubulin ในพยาธิใบไมต้บัระยะตวัอ่อนและระยตวัเตม็วยัในท่อทางเดินน ้าดี 

ในตบัของหนูแฮมสเตอร์ ไม่ติดสีเลย A; negative control ไม่ติดสี ขณะท่ี monoclonal anti-β-tubulin ติด

สีท่ี sub-tegumental tissue, stromal parechyma, muscle fibers, และ sperms (s) ใน testis (B, C) ไม่ติดสี 

spermatogonia (Sg) (ภาพ C), gut epithelium (g) (ภาพ D), immature egg (e) (ภาพ D), tegument (t) และ 

vitelline glands (v) (ภาพ D) 
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กำรศึกษำกำรแสดงออกของยนี tubulin ในพยำธิใบไม้ตับ O. viverrini  

 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน  tubulin ของพยาธิ ใบไม้ตับ  O. viverrini ในระยะ 

metacercaria, juvenile (สัปดาห์ ท่ี  1,2,3), adult, egg ด้วยวิ ธี  reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR) พบวา่ PCR products ของ tubulin พยาธิใบไมต้บัสามารถตรวจพบในทุกระยะ ซ่ึงมี

ขนาดประมาณ 500 bp ดงัภาพท่ี 4 เม่ือน า PCR products ไปวเิคราะห์ sequence analysis หาค่า homology 

กบั DNA database พบวา่มีความใกลเ้คียงกบั tubulin ของพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 100% รองลงมา คือ 

C. sinensis 97% ตามล าดบั (ภาพท่ี 5, 6) 

 

 
 

ภำพที่ 4 แสดงผลการแสดงออกของยีน Ov-tubulin โดยใช้ specific PCR primers ดงัน้ี forward primer 

5`ATG CGT GAG ATT GTA CAT CTT 3`, reverse primer 5` AGG ATA TTC CGA AAT TTC 3`, 

MW; molecular weight, MC; ระยะติดต่อ, W1, W2, W3; ตวัอ่อนสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3, A;  

ตวัเตม็วยัหรือตวัแก่, E; ระยะไข่, P; positive control 
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atgcgtgaga ttgtacatct tcaagccggt cagtgtggaa accaaatcgg agcaaaattc tgggaggtaa tttctgatga acacggcatc 

gacccaaccg gcacttatca cggcgattcc gatttacaac tagagcgtat taacgtttat tacaatgaag caaccggtgg taagtatgtt 

ccacgagcaa tcctggtgga tttggaacct ggtaccatgg acagcgtccg agctggccct tttgggcaac tattccgccc cgataatttc 

acttttggac aaagtggggc cgggaataac tgggccaaag gacattacac ggaaggcgct gaactagttg attccgtttt ggatgtggtt 

cgaaaggagg cagaatcgtg cgattgtctt caaggattcc agcttactca ttcccttggt ggtgggaccg gatcaggcat gggaacgctc 

ttgatctcga aaattcgtga agaatatcct gatcggatta tgagtacttt aggatattct tcacgaattt c  

 

ภำพที่ 5 แสดงผลการหาล าดบันิวคลีโอไทด ์ของ Ov-tubulin โดยใช ้specific PCR primers ดงัน้ี forward 

primer 5`ATG CGT GAG ATT GTA CAT CTT 3`, reverse primer 5` AGG ATA TTC CGA AAT TTC 

3` สีเขียวคือ forward prime สีเหลืองคือ reverse primer  

 

 

 
 

ภำพที ่6 แสดงวเิคาะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Ov-tubulin หาค่า homology กบั DNA database  

โดยใช ้BLAST algorith 
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บทที ่ 4 

อภิปรำยและสรุปผลกำรศึกษำ 

 

อภิปรำยผล  

     Tubulins เป็นเป้าหมายของการรักษาโรคมะเร็ง เกา้ต์ โรคท่ีเกิดจากเช้ือรา รวมถึงหนอนพยาธิ 

เช่น ยาผลิตพนัธ์ colchicines ท่ีใชรั้กษาโรคเกา้ต ์ยาตวัน้ีจะจบักบั tubulin และยบัย ั้งกระบวนการฟอร์ม

ตวัของ microtubule การจบัตวักบัการเคล่ือนท่ีของเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil ท าให้ลดกระบวนการ

อกัเสบ ยาชนิดอ่ืน Griseofulvin เป็นยารักษาเช้ือรา มีกลไกโดยเป้าหมายท่ีกระบวนการฟอร์มตวัของ 

microtubule และยงัสามารถประยุกตใ์นการรักษามะเร็งไดด้ว้ย (Martín และคณะ 2000; Chambers และ

คณะ 2010; Hanna และคณะ 2010) tubulin จดัเป็นหน่ึงในแฟมิลีของ  globular protein ตวัท่ีส าคญัคือ α-

tubulin และ β-tubulin เก่ียวข้องกบักระบวนการสร้างหรือฟอร์มตวั microtubules องค์ประกอบของ 

microtubules จะมีลกัษณะ dimers ของ α- และ β-tubulin ซ่ึง tubulin น้ี จะมีลกัษณะท่ีจ าเพาะของส่ิง

ชีวิตจ าพวกยูคาริ การฟอร์มตวัของ microtubules ส่วนของ dimers ของ α- และ β-tubulin จะจบักับ 

GTP เป็นกลุ่มก้อนเข้ากับส่วนปลายของ microtubules ไปเร่ือยจนได้เป็น microtubule protofilament 

ส าหรับพร้อมการท างานต่างๆ (Desai และคณะ 1997) 

    อวยัวะของปรสิตหลายชนิดมี tubulins เป็นส่วนประกอบของโครงสร้าง เช่น muscle fibers, 

tegument, tegumental syncytium, tegumental cell bodies, seminal receptacles, seminal vesicles, and 

testes (Stitt และคณะ 1992; Iomini และ Justine 1997; Tansatit และคณะ2006; Ryan และคณะ 2008; Li 

และคณะ; 2009) งานวิจยัน้ีได้แสดงให้เห็นว่าพยาธิใบไม้ตับชนิด O. viverrini มีส่วนประกอบของ 

tubulin ทุกระยะ และมีบางส่วนท่ีแพร่กระจายไปยงัรอบเน้ือเยือ่ท่อทางเดินน ้ าดีภายในตบั องคป์ระกอบ

ท่ีค้นพบน้ีมีลักษณะใกล้เคียงกับงานวิจัยอ่ืนท่ีมีการศึกษามา อาทิ พยาธิใบไม้ล าไส้ขนาดกลาง 

Echinostoma caproni และอสุจิของ Pseudodactylogyrus ซ่ึงใช้ในกระบวนการเก่ียวกบัระบบสืบพนัธ์ุ  

(Iomini และ Justine 1997;  Mollaret และ Justine 1997) ส่ิงมีชีวิตจ าพวกยูคาริโอตมีหลักฐานค่อนขา้ง

ชัด เจนว่า  tubulins เ ก่ี ยวข้องกับ  spermatocytes, spermatids ระหว่า ง  mammalian spermatogenesis 

(Moreno และ Schatten  2000; Kierszenbaum 2002; Kato และคณะ 2004) และกระบวนการ mature 

spermatozoa (Draber และคณะ 1991; Dvorakova และคณะ 2001; Peknicova และคณะ 2001) ส่ิงมีชีวิต

กลุ่มยูคาริโอตส่วนใหญ่มีจ านวนและการแสดงออกของ isotypes ของ - และ -tubulin ซ่ึงเกิดจาก
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กระบวนการหลงั post-translational modifications เป็นอยา่งมาก (Ludueña 1998) ท าให้ยากต่อการบอก

ความสัมพนัธ์ของบทบาทการท างานท่ีแตกต่างกนัของแต่ละ - และ -tubulin isotypes เหล่าน้ีมีผลต่อ

การท าใหเ้กิดโครงสร้างและหนา้ท่ีของ structure and function ท่ีหลากหลาย (Kierszenbaum 2002)  

     รายงานวิจยัน้ีพบว่าแอนติบอดีต่อ - และ -tubulin แสดงให้เห็นการกระจายต าแหน่งของ 

tubulin  sub-tegument, stromal parenchyma ของพยาธิใบไมต้บั O. viverrini เหมือนกบังานวิจยัท่ีศึกษา

ในพยาธิใบไมต้บักลุ่ม Fasciola spp. ซ่ึงพบว่า tegument มีบทบาทหน้าท่ีส าคญัในการสร้างและรักษา

ความสมดุลของเซลล์ รวมถึงการดูดซึมสารอาหารจากโฮสต์ การก าจดัของเสียออกจากร่างกาย ความ

ความสมดุลของอิออน ป้องกันการตอบสนองภูมิคุ้มกันของโฮสต์ (Fairweather และ  Boray 1999) 

นอกจากน้ีแลว้ มีรายงานการศึกษาท่ีช้ีชดัไดว้่า tegument เป็นแหล่งใหญ่ของแอนติเจนในการกระตุน้

ระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต์ (Hanna และ Trudgett 1983; Sobhon และ Apinhasmit 1996) พยาธิใบไมต้บั

ชนิด F. hepatica พบtubulins ท่ี tegumental syncytium, tegumental cell bodies, และ cytoplasmic เช่ือม

กบั surface syncytium (Stitt และคณะ 1992) ส่วนพยาธิใบไมต้บั F. gigantica ก็พบวา่ microtubules และ 

actin filaments เหล่าน้ีมีองค์ประกอบของ tubulin และพบใน  tegumental cells และกระบวนต่างๆของ 

syncytium (Tansatit และคณะ 2006) ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน tubulin ของพยาธิใบไมต้บั O. 

viverrini พบในทุกระยะ เม่ือน าไปวิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่ามีความใกลเ้คียงกบั tubulin ของ

พยาธิใบไมต้บั O. viverrini และ C. sinensis ตามล าดบั จากการศึกษาการแสดงออกของยีน tubulin ใน

พยาธิใบไม้ตบัชนิด และ C. sinensis ซ่ึงในการศึกษาน้ีได้ศึกษา full-length พบว่ามี tubulin 2 เส้นคือ 

CsTB1 and CsTB3 cDNA โดยมีขนาด 2,082 และ 1,486 bp, encoded 445 and 444 amino acids ตามล าดบั 

และไดมี้ความพยายามท่ีจะน าไปสู่การศึกษาบทบาทหน้าท่ีและการตรวจวินิจฉัยต่อไป (Li และคณะ; 

2009) 

         จากการศึกษาน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ บริเวณท่ีมีการกระจายของ tubulin ของพยาธิใบไมต้บั O. viverrini 

มีการกระจายตามอวยัวะท่ีมีความส าคญัต่อการด ารงชีวิตของพยาธิใบไมต้บั ซ่ึงมีลกัษณะใกลเ้คียงกบั

กลุ่มพยาธิใบไมอ่ื้นๆท่ีเป็นอนัตรายต่อมนุษย ์   
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สรุปผลกำรวจัิย  

ผลการศึกษาต าแหน่งการกระจายของ tubulin ด้วยวิ ธี  immunohistochemistry โดยใช้  

monoclonal anti-α-tubulin และ β-tubulin เม่ือน ามาดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า พบว่า

แอนติบอดีจบัเป็นสีน ้ าตาลใน section ของพยาธิใบไมต้บัทั้งระยะตวัอ่อน  และระยะตวัเต็มวยัในท่อ

ทางเดินน ้ าดีในตบัของหนูแฮมสเตอร์โดยมีติดสีบางส่วนท่ี monoclonal anti-α-tubulin ติดสีน ้ าตาลกบั 

sub-tegumental tissue, stromal parenchyma, muscle fibers, และ  miracidium ใน mature eggs ขณะ ท่ี  

monoclonal anti-α-tubulin ติด สีน ้ าตาล เข้มกับ  sperm ใน testis และ  seminal vesicle แ ต่ไม่ ติด สี  

spermatogonia, gut epithelium, immature egg, tegument, vitelline glands ส่วน  monoclonal β-tubulin 

พบวา่แอนติบอดีจบัเป็นสีน ้าตาลติดสีจางๆ ในเน้ือเยื่อส่วน sub-tegument, stromal parenchyma ติดสีเขม้

ใน sperm ใน testis ไม่ติดสีใน spermatogonia, gut epithelium, immature egg, tegument หรือ vitelline 

glands จะพบการกระจายของแอนติเจนเล็กนอ้ยตามรอบท่อทางเดินน ้าดีภายในตบั  

 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน  tubulin ของพยาธิใบไม้ตับ  O. viverrini ในระยะ 

metacercaria, juvenile (สัปดาห์ ท่ี  1,2,3), adult, egg ด้วยวิ ธี  reverse transcriptase polymerase chain 

reaction พบว่า PCR products ของ tubulin พยาธิใบไมต้บัสามารถตรวจพบในพยาธิใบไมต้บัทุกระยะ 

ซ่ึงมีขนาดประมาณ 500 bp ล าดับนิวคลีโอไทด์มีความใกล้เคียงกับ tubulin ของพยาธิใบไม้ตับ  O. 

viverrini 100% รองลงมา คือ C. sisnensi 97% ตามล าดบั  

 

ข้อเสนอแนะ  

การศึกษาคร้ังน้ี มีจุดเด่นคือการตรวจพบ tubulin ทั้งดว้ยวธีิการทาง  Immunohistochemistry 

และ RT-PCR และเม่ือน าผลไปทดสอบทางชีวเวชสารก็มีความใกลเ้คียงกบัพยาธิใบไมต้บั O. viverrini, 

และ C. sisnensi ผลท่ีไดน้ี้ นบัเป็นจุดเร่ิมตน้ของขอ้มูลพื้นฐานส าหรับการศึกษา tubulin พยาธิใบไมต้บั

ชนิดน้ี ขอ้เสนอแนะส าหรับการศึกษาคร้ังต่อไป ควรจะศึกษาการท า gene expression เพื่อใหไ้ดโ้ปรตีน

ท่ีสร้างมาจากยนี tubulin ของพยาธิใบไมต้บั และน าไปดูคุณลกัษณะทางชีวโมลเลกุล ชีวเคมี รวมถึงการ

พฒันาการตรวจทางดา้น immunodiagnosis ต่อ 
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ประชุมวชิำกำรระดับชำต ิ

1. ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์รัตนา รุจิรกุล สรญา แกว้พิทูลย.์ การสร้างสมการพยากรณ์ความเส่ียงต่อ

การต่อการเกิดโรคพยาธิใบไมต้บัในจงัหวดัสุรินทร์. การประชุมวชิาการประจ าปี 2557 จดัโดย 

ส านักวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านักหลกัประกนัสุขภาพถว้น

หน้า เขต 9 นครราชสีมา และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 

2557 ณ สุรสัมมนาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

2. สรญา แกว้พิทูลย ์ณฏัฐวฒิุ แกว้พิทูลย ์รัตนา รุจิรกุล. ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกิดโรคพยาธิใบไมต้บั

ในจงัหวดัสุรินทร์โดยการวิเคราะห์ถดถอยพหุคูณแบบขั้นตอน. การประชุมวิชาการประจ าปี 

2557 จดัโดย ส านกัวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนั

สุขภาพถ้วนหน้า เขต 9 นครราชสีมา และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 

พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

3. รัตนา รุจิรกุล สรญา แกว้พิทูลย ์ณฏัฐวฒิุ แกว้พิทูลย.์ การวิเคราะห์หาพื้นที่เส่ียงต่อการเกิดโรค

พยาธิใบไมต้บัในจงัหวดัสุรินทร์โดยการประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์. การประชุม

วิชาการประจ าปี 2557 จดัโดย ส านักวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั 

ส านักหลกัประกันสุขภาพถ้วนหน้า เขต 9 นครราชสีมา และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดั

นครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

4. มณัฑนา สบายใจ วิภาดา  กรุยกระโทก ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. การใช้สารเคมีก าจดั

ศตัรูพืชของเกษตรกรผูป้ลูกดอกมะลิ หมู่บ้านหัวท านบ  ต าบลธารปราสาท อ าเภอโนนสูง 
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จังหวดันครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 จัดโดย ส านักวิชาแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้นหน้า เขต 9 นครราชสีมา 

และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

5. กรรณิการ์ ชัยบุรัม  พนิดา ประเสริฐสังข์ ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. การปฏิบติัตวัในการ

ป้องกนัมะเร็งปากมดลูกของสตรีท่ีมีช่วงอายุ  30 - 60 ปี ในหมู่บา้นโนนเสลา ต าบลกุดน้อย 

อ าเภอสีคิ้ว  จงัหวดันครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 ส านกัวิชาแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารีร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถ้วนหน้า เขต 9 นครราชสีมา 

และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

6. กรรณิการ์ ทนสันเทียะ ธีระ ผนักลาง ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. การปฏิบติัตวัในการออก

ก าลงักายและสมรรถภาพทางกายของผูสู้งอายุบา้นโนนตาล หมู่ท่ี 2 ต าบลบึงออ้ อ าเภอขาม

ทะเลสอ จงัหวดันครราชสีมา. การประชุมวชิาการประจ าปี 2557 จดัโดย ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้นหน้า เขต 9 นครราชสีมา 

และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

7. ธญัวรัตม ์ชยัเทวะกูล รุ่งนภา ตรัยสถิตย ์ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. ความรู้ เจตคติ และการ

ปฏิบติัของวยัรุ่นท่ีส่งผลต่อภาวะเส่ียงการตั้งครรภ์ไม่พร้อม ในโรงเรียนมธัยมศึกษาแห่งหน่ึง 

อ าเภอสีคิ้ว จังหวดันครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 จัดโดย ส านักวิช า

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้นหน้า เขต 9 

นครราชสีมา และส านกังานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมม

นาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  

8. กาญจนา บุญกอง พชัรินทร์ มุ่งแฝงกลาง ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. ความรู้และการปฏิบติั

ตวัในการป้องกนัและควบคุมโรคไขเ้ลือดออกของประชาชนบา้นใหม่หนองบวั ต าบลหลุมขา้ว 

อ าเภอโนนสูง จังหวดันครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 จัดโดย ส านักวิชา

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้นหน้า เขต 9 
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นครราชสีมา และส านกังานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมม

นาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  

9. ธญัญา ชุนรัมย ์พิราวรรณ สุทธิสน ณฏัฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. ความรู้และการปฏิบติัในการ

ป้องกนัควบคุมโรคไขเ้ลือดออกของประชาชน  หมู่  6  บา้นไร่เพลิงหลง ต าบลง้ิว อ าเภอปัก

ธงชยั จงัหวดันครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 จดัโดย ส านกัวิชาแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้นหน้า เขต 9 นครราชสีมา 

และส านักงานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

10. ดาวเรือง แสงวาโท ธิดารัตน์ เจริญศรี ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. พฤติกรรมการใช้สารเคมี

ก าจัดศัตรูพืชของผู ้ท่ี มีสารเคมีปนเป้ือนในเลือดในระดับท่ีไม่ปลอดภัยในกลุ่ม T 600: 

กรณีศึกษาชุมชนหมู่ท่ี 3 บา้นหนองตะครอง ต าบลหนองสรวง อ าเภอขามทะเลสอ จงัหวดั

นครราชสีมา. การประชุมวิชาการประจ าปี 2557 จดัโดย ส านกัวิชาแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยั

เทคโลยีสุรนารี ร่วมกบั ส านกัหลกัประกนัสุขภาพถว้น หนา้ เขต 9 นครราชสีมา และส านกังาน

สาธารณสุขจังหวดันครราชสีมา 16-17 พฤศจิกายน 2557 ณ สุรสัมมนาคาร มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยสุีรนารี 

11. ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย.์ การวิเคราะห์พื้นท่ีเส่ียงต่อโรคมาลาเรียตามแนวชายแดนไทยกมัพูชาดว้ย

การประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์. รายงานสืบเน่ืองการประชุมวิชาการสมาคม

สถาบนัการศึกษาเอกชนแห่งประเทศไทย 30 พฤษภาคม 2557 มหาวทิยาลยัวงษช์วลิตกุล 

12. รุจจิราภทัร์   พงศ์สิริปภสั ณัฏฐวุฒิ แก้วพิทูลย.์ การมีส่วนร่วมของประชาชนในการป้องกนั

ควบคุมโรคพยาธิใบไมต้บัในพื้นท่ีต าบลบา้นชวน  อ าเภอบ าเหน็จณรงค ์ จงัหวดัชยัภูมิ. รายงาน

สืบเน่ืองการประชุมวิชาการระดบัชาติ สมาคมสถาบนัการศึกษาเอกชนแห่งประเทศไทย 30 

พฤษภาคม 2557 ณ มหาวทิยาลยัวงษช์วลิตกุล 

13. ณฏัฐวฒิุ แกว้พิทูลย ์และคณะ. การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกิดโรคมาลาเรียในจงัหวดัสุรินทร์. 

งานประชุมวิชาการประจ าปี 2556 "การบูรณาการความรู้ทางการแพทยแ์ละสาธารณสุข : จาก

ทฤษฎีสู่ปฏิบติั" ในระหวา่งวนัท่ี 13-14 ธนัวาคม 2556 ณ สุรสัมนาคาร มหาวทิยาลยัเทคโนโลยี

สุรนารี จดัโดยส านักวิชาแพทย ์ม.เทคโนโลยีสุรนารี ร่วมกับส านักงานสาธารณสุขจงัหวดั

นครราชสีมา 
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14. ณัฏฐวุฒิ แก้วพิทูลย ์และคณะ. การวิเคราะห์หาพื้นท่ีเส่ียงต่อการเกิดโรคมาลาเรียในจงัหวดั

บุรีรัมย ์โดยการประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์. งานประชุมวิชาการประจ าปี 2556 

"การบูรณาการความรู้ทางการแพทยแ์ละสาธารณสุข : จากทฤษฎีสู่ปฏิบติั" วนัท่ี 13-14 ธนัวาคม 

2556 ณ สุรสัมนาคาร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จดัโดยส านกัวิชาแพทย ์ม.เทคโนโลยีสุร

นารี ร่วมกบัส านกังานสาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 

15. ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. การศึกษาการกระจายโรคมะเร็งท่อน ้ าดีในจงัหวดับุรีรัมย ์โดย

การประยุกต์ใช้ Google map. งานประชุมวิชาการประจ าปี 2556 "การบูรณาการความรู้ทาง

การแพทยแ์ละสาธารณสุข : จากทฤษฎีสู่ปฏิบติั" วนัท่ี 13-14 ธันวาคม 2556 ณ สุรสัมนาคาร 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จดัโดยส านกัวิชาแพทย ์ม.เทคโนโลยีสุรนารี ร่วมกบัส านกังาน

สาธารณสุขจงัหวดันครราชสีมา 

16. สรญาแกว้พิทูลยณ์ัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. แพทยศาสตรศึกษากบัการเตรียมความพร้อมสู่

การเปิดการคา้เสรีประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน. ใน: วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ, การประชุม

วิชาการประจ าปี “การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธันวาคม 2555. 

ส านักวิชาแพทยศาสตร์, มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพ์สกุลไทยส่ิงพิมพ์ จ  ากดั, 

นครราชสีมา หนา้ 118-121. 

17. สรญาแกว้พิทูลย ์ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. ประสิทธิผลของไฟโตเอสโตรเจนจากน ้ ามนั

เมล็ดทบัทิมในการบรรเทาอาการวยัเพศถอย. ใน: วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ, การประชุม

วิชาการประจ าปี “การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธันวาคม 2555. 

ส านักวิชาแพทยศาสตร์, มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพ์สกุลไทยส่ิงพิมพ์ จ  ากดั, 

นครราชสีมา หนา้ 150-152. 

18. Natthawut Kaewpitoon, Soraya J Kaewpitoon, et al. The Risk Areas of Malaria in Thailand. ใน: 

วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ (ผู ้รวบรวม) , การประชุมวิชาการประจ าปี “การแพทย์และ

สาธารณสุขไทย ในการก้าว สู่  AEC”. 13-14 ธันวาคม 2555. ส านักวิชาแพทยศาสตร์ , 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. โรงพิมพส์กุลไทยส่ิงพิมพ ์จ ากดั, นครราชสีมา หนา้ 205-210. 

19. Soraya J Kaewpitoon, Natthawut Kaewpitoon, Lisa M Vendermark.  Soil-Transmitted 

Helminthiasis in Schoolchildren along Mekong River Basin. ใน: วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ, 

การประชุมวิชาการประจ าปี “การแพทย์และสาธารณสุขไทย ในการก้าวสู่ AEC”. 13-14 
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ธันวาคม 2555. ส านักวิชาแพทยศาสตร์, มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพ์สกุลไทย

ส่ิงพิมพ ์จ ากดั, นครราชสีมา หนา้ 218-230. 

20. ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลยส์รญาแกว้พิทูลย ์และคณะ. ความคิดเห็นของนกัศึกษาแพทย ์มหาวิทยาลยั

เทคโนโลยีสุรนารี ต่อการออกตรวจหนอนพยาธิในล าไส้ในชุมชนของรายวิชาปรสิตวิทยาทาง

การแพทย.์ หนา้ 267. ใน: วณิช วรรณพฤกษ ์และคณะ, การประชุมวิชาการประจ าปี “การแพทย์

และสาธารณสุขไทย ในการก้าวสู่ AEC”. 13-14 ธันวาคม 2555. ส านักวิชาแพทยศาสตร์, 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. โรงพิมพส์กุลไทยส่ิงพิมพ ์จ ากดั, นครราชสีมา 

21. เพชร เสาร์ศรี ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์และคณะ. แบบจ าลองการระบาดของโรค Leptospirosis ใน

เกษตรกรของจงัหวดัอุบลราชธานีระหวา่งปี 2549-2554. ใน: วณิช วรรณพฤกษ ์และคณะ, การ

ประชุมวิชาการประจ าปี“การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธันวาคม 

2555. ส านกัวิชาแพทยศาสตร์, มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพส์กุลไทยส่ิงพิมพ ์จ ากดั

, นครราชสีมา หนา้ 268. 

22. สรญาแก้วพิทูลย์ ณัฏฐวุฒิ แก้วพิทูลย์ และคณะ. แรงจูงใจในการเข้าศึกษาต่อในหลักสูตร

แพทยศาสตรบณัฑิต มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. ใน: วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ, การ

ประชุมวิชาการประจ าปี “การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธนัวาคม 

2555. ส านกัวิชาแพทยศาสตร์, มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพส์กุลไทยส่ิงพิมพ ์จ ากดั

, นครราชสีมา หนา้ 251-256. 

23. NaponUengarporn, NatthawutKaewpitoon, Soraya Kaewpitoon, et al. Comparison of childhood 

obesity prevalence between WHO growth standards and International Obesity TaskForce 

cutoffs for young children in Northeast Thailand. ใน: วณิช วรรณพฤกษ ์และคณะ, การประชุม

วิชาการประจ าปี “การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธันวาคม 2555. 

ส านักวิชาแพทยศาสตร์, มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพ์สกุลไทยส่ิงพิมพ์ จ  ากดั, 

นครราชสีมาหนา้ 263. 

24. ศิลา โสมทอง ดาริน มัน่ยนื ณฏัฐวฒิุ แกว้พิทูลย ์และคณะ. ความสัมพนัธ์ของระดบัความรุนแรง

ของความดนัโลหิตสูงกบัประเภทของภาวะแทรกซ้อนในผูป่้วยความดนัโลหิตสูงท่ีมารับบริการ 

โรงพยาบาลปราสาท อ าเภอปราสาท จงัหวดัสุรินทร์. ใน: วณิช วรรณพฤกษ์ และคณะ, การ

ประชุมวิชาการประจ าปี “การแพทยแ์ละสาธารณสุขไทย ในการกา้วสู่ AEC”. 13-14 ธนัวาคม 
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2555. ส านกัวิชาแพทยศาสตร์, มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี. โรงพิมพส์กุลไทยส่ิงพิมพ ์จ ากดั

, นครราชสีมา หนา้ 265-266. 

25. ณัฏฐวุฒิ แกว้พิทูลย, สรญาแกว้พิทูลย ์และคณะ. การบูรณาการดา้นการเรียน วิจยั และบริการ

วิชาการในรายวิชาระดับชั้นปรีคลินิก: รายวิชาปรสิตวิทยาทางการแพทย์. ประชุมวิชาการ

แพทยศาสตรศึกษาแห่งประเทศไทย  คร้ังท่ี 13 วนัท่ี 8-9 ตุลาคม 2555 คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

26. สรญาแก้วพิทูลย์ ณัฏฐวุฒิ แก้วพิทูลย์ และคณะ. Medical Students Selection using Multiple 

Mini Interviews (MMI).ประชุมวชิาการแพทยศาสตรศึกษาแห่งประเทศไทย  คร้ังท่ี 13 วนัท่ี 8-9 

ตุลาคม 2555 คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

27. นพร อ้ึงอาภรณ์ สรญาแกว้พิทูลย ์ณัฏฐวฒิุ แกว้พิทูลย ์และคณะ. แผนท่ีภาวะโภชนาการของเด็ก

ก่อนวยัเรียนในพื้นท่ีเขตบริการรอบมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี. การประชุมวิชาการ

ระดบัชาติ“State of the Art in Global Health” จดัโดยมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ร่วมกับ

ราชวิทยาลัยเวชศาสตร์ครอบครัวแห่งประเทศไทย และ John Peter Smith hospital, Medical 

University of Texas, ประเทศสหรัฐอเมริกา ระหว่าง 13-14กุมภาพนัธ์ 2555ณ สุรสัมมนาคาร 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี หนา้ 120-129. 

28. สรญาแก้วพิทูลย์ รัตนา รุจิรกุล ณัฏฐวุฒิ แก้วพิทูลย์ และคณะ.ความสัมพนัธ์ระหว่างภาวะ

เศรษฐกิจของครอบครัวกับการดูแลผูสู้งอายุในจงัหวดันครราชสีมา ด้วยระบบสารสนเทศ

ภูมิศาสตร์. การประชุมวชิาการระดบัชาติ“State of the Art in Global Health” จดัโดยมหาวทิยาลยั

เทคโนโลยีสุรนารี ร่วมกบัราชวิทยาลยัเวชศาสตร์ครอบครัวแห่งประเทศไทย และ John Peter 

Smith hospital, Medical University of Texas, ประเทศสหรัฐอเมริกา ระหว่าง 13-14กุมภาพนัธ์ 
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ร่วมกับราชวิทยาลัยเวชศาสตร์ครอบครัวแห่งประเทศไทย และ John Peter Smith hospital, 

Medical University of Texas, ประเทศสหรัฐอเมริกา ระหวา่ง 13-14 กุมภาพนัธ์ 2555ณ สุรสัมม
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Medical Competencies: Theory to Practice. 11-14 October 2011 at Srisavarindira building, 

Faculty of Medicine Siriraj hospital, Mahidol University, Bangkok, Thailand, pp 96.  

38. Natthawut Kaewptioon, Vancin Vanapreuek, Soraya Kaewpitoon, et al. Self-assessment and 

opinion of medical students on problem based learning. The 12th Thai Medical Education 

Conference “The Commemoration of the 84th Anniversary of H.M. King Bhumibol Adulyadej”: 
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มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี ประเทศไทย 

42. Kaewpitoon N, Sripa B, Laha T, และคณะ  Stage specific of Opisthorchisviverrini cysteine 
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44. ณฎัฐวุฒิ แกว้พิทูลย ์สรญา (เจษฎาพทัยา) แกว้พิทูลย ์และคณะ.การบริโภคท่ีเส่ียงต่อการติดเช้ือ
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ประชาชนบา้นกลาง ต.โนนผึ้ง อ.วารินช าราบจ.อุบลราชธานี. ประชุมสัมมนาวิชาการป้องกนั

ควบคุมโรคแห่งชาติ ประจ าปี 2549 Synergistic Response to Global Threat ผนึกก าลงัร่วมตา้น
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Behavior of Prevention and Control of Dengue Hemorrhagic Fever of Health Science Student. 

การประชุมวชิาการ คร้ังท่ี 22 ประจ าปี 2549 ฉลองสิริราชสมบติัครบ 60 ปี การดูแลสุขภาพแบบ
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ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี/
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ส านกัวชิาแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี/
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 2012 
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