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The Application of Loop-Mediated Isothermal Amplification Technique 

for Epidemic Detection of Angiostrongylus cantonensis 

in Land Snails
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ABSTRACT
Angiostrongylus cantonensis is the most 

common cause of eosinophilic meningitis. 

This nematode is found in the pulmonary 

arteries of rats. The definitive hosts in nature 

are rodents, while intermediate hosts are 

several animals including snails. The aim of 

this study was to detect the epidemiology 

of A. cantonensis in land snails collected from 

Ban-Thun and Ban Mae Ka districts. A total 

of 336 land snails (H. distincta: 112 samples; 

A. fulica: 112 samples; and C. siamensis:  

112 samples) were randomly selected and 

screened for the presence of A. cantonensis 

by microscopic examination and loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP). The results 

of microscopic examination showed 61/336 

positive samples (18.15%) in which 24 (7.14%) 

and 37 (11.01%) samples were A. fulica and 

C. siamensis, respectively. None of H. distincta 

was positive for A. cantonensis. However, the 

LAMP technique showed higher sensitivity in 

detection of A. cantonensis. Using LAMP, 

87/336 samples (25.89%) were positive for 

A. cantonensis, in which 40 (11.90%), 42 

(12.50%), and 5 (1.49%) samples were  

A. fulica, C. siamensis, and H. distincta,  

respectively. So far, the LAMP technique  

allowed higher sensitivity in A. cantonensis 

detection, indicating its potential to be used 

as a tool for epidemiological investigation of 

this organism in various intermediate hosts 

which might contribute to the transmission 

of angiostrongyliasis to humans.
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บทนำ�
โรคพยาธิปอดหนูหรือโรคพยาธิหอยโข่งเกิด

จากการติดเช้ือ Angiostrongylus cantonensis  

ซ่ึงเป็นหนอนพยาธิตัวกลมท่ีมีการติดต่อและก่อโรค

ในคนได้ โดยมีหนูเป็นโฮสต์จำ�เพาะ (definitive host) 

พยาธิปอดหนูพบคร้ังแรกจากเส้นเลือดแดงปอด 

ของหนูที่มณฑลกวางตุ้ง ประเทศจีน โดย Chen  

ในปี ค.ศ. 1935 ต่อมามีรายงานพบพยาธิชนิดนี้ 

ในน้ำ�ไขสันหลังของคนเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 1945 

โดย Nomura และ Lin ได้ตรวจพบพยาธิในคนเป็น

คร้ังแรกในผู้ป่วยชาวไต้หวันท่ีมีอาการเย่ือหุ้มสมอง

อักเสบ ต่อมา Yokogawa ได้วินิจฉัยและจําแนก 

ชนิดพยาธิเป็น Haemostrongylus ratti หลังจากน้ัน

ในปี ค.ศ. 1946 Dougherty จัดพยาธิชนิดนี้อยู่ใน

สกุล Angiostrongylus และให้ชื่อวิทยาศาสตร์ว่า 

A. cantonensis จากนั้นปี ค.ศ. 1955 Mackerras 

และ Sandars ได้ทำ�การศึกษาคุณลักษณะทางชีววิทยา

ของพยาธิปอดหนูในห้องปฏิบัติการ และ Rosen 

ระบุว่า A. cantonensis เป็นสาเหตุการเกิดโรค 

เยื่อหุ้มสมองอักเสบในคน1,2 สำ�หรับในประเทศไทย

มีการรายงานพบพยาธิ A. cantonensis เป็นคร้ังแรก 

ในปี ค.ศ. 1960 และในปี ค.ศ. 1961 ในผู้ป่วย 

เย่ือหุ้มสมองอักเสบท่ีมีประวัติการรับประทานหอยโข่ง

ท่ีมีตัวอ่อนระยะติดต่อของพยาธิ การระบาดของโรคน้ี

ส่วนมากพบแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ หมู่เกาะ

แปซิฟิค อเมริกาใต้และหมู่เกาะคาริเบียน เช่น 

ประเทศไทย เวียดนาม ไต้หวัน ฟลิปิปินส ์อนิโดนเีซีย 

นิวคาลิโดเนีย ตาฮิติ ฮาวาย และตามหมู่เกาะ 

โอเช่ียนเนีย3-5 สำ�หรบัในประเทศไทยพบค่อนข้างชกุ

ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ส่วนใหญ่พบในผู้ป่วย

ท่ีเป็นเย่ือหุ้มสมองอักเสบ (eosinophilic meningitis) 

พยาธิชนิดนี้มีโฮสต์ตัวกลาง (intermediate host) 

ในธรรมชาตไิด้หลายชนดิไดแ้ก่ หอยทากบก หอยโข่ง 

กุ้งฝอย และมีโฮสต์พาราเทนิค (paratenic host) 

หลากหลายชนิด เช่น กุ้งน้ำ�จืด กบ ลูกอ๊อด ปลาน้ำ�จืด 

ตะกวด นอกจากนียั้งมรีายงานพบตวัออ่นระยะตดิต่อ

ในสิ่งแวดล้อมได้เช่นกัน6-8 ในแถบเอเชียตะวันออก

เฉียงใต้ มีสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการดำ�รงชีวิต

ของหอยทากบก และจากการรายงานขององค์การ

อนามยัโลกในปี ค.ศ. 2015 พบว่าปัจจบัุนมปีระชากร

มากถึง 3,000 มีการติดเช้ือพยาธิชนิดน้ี ผ่านการบริโภค

อาหารท่ีทำ�จากสตัว์พาหะนำ�โรคทีไ่มผ่า่นการปรุงสกุ

หรือสุกไม่เพียงพอ รวมถึงการบริโภคพืชผักท่ีปนเป้ือน

ตวัออ่นระยะตดิต่อของพยาธทิีถู่กขับออกมาพรอ้มกับ

เมือกในขณะหอยทากบกเคลื่อนท่ีผ่านไปบนพืชผัก

เหล่านั้น5 มีการคิดค้นวิธีการวินิจฉัยพยาธิ A. can-

tonensis ในหอยหลากหลาย และวธิทีีวิ่นจิฉยัพยาธิ

ชนิดนี้ได้ดีที่สุดคือวิธีทางอณูชีววิทยา เช่น เทคนิค 

พีซีอาร์ แต่เน่ืองจากเทคนิคดังกล่าว ต้องใช้เคร่ืองมือ

ทีม่คีวามจำ�เพาะตอ่งาน มรีาคาแพงและใช้เวลานาน

ในการแสดงข้อมูลจึงเกิดการพัฒนาเป็นเทคนิค Loop-

mediated isothermal amplification (LAMP)  

ทีส่ะดวก ใช้เครือ่งมอืนอ้ย และใช้เวลาสัน้เหมาะกับ

การตรวจวินิจฉัยในภาคสนามหรือห้องปฏิบัติการ 

ที่ไม่มีเคร่ืองมือทันสมัย เพื่อให้รักษาได้ทันเวลา9-14 

ผู้วิจัยตระหนักถึงปัญหา จึงต้องการศึกษาระบาดวิทยา

ของพยาธชินดิดงักลา่วในหอยทากบกโดยประยุกต์ใช้

เทคนิค LAMP เพ่ือใช้ข้อมูลในการเฝ้าระวังและป้องกัน

การเกิดโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบ (eosinophilic  

meningitis) ท่ีเกิดจากเช้ือ A. cantonensis ในมนุษย์
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วิธีการศึกษา
จรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง

โครงการวิจัยน้ีได้รับการรับรองจากคณะกรรมการ

จรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัยพะเยา 

หนังสือรับรองเลขที่ 5901040036

การเก็บตัวอย่างหอยทากบก

การวิจัยคร้ังน้ีเป็นงานวิจัยเชิงสำ�รวจภาคตัดขวาง 

ขนาดของตัวอย่างการคำ�นวณเพือ่งานสำ�รวจและไม่

ทราบจำ�นวนประชากรจากสูตร

n ≥ Z 
2
a/2 (p)(1 – p)/e

2

โดย n = จำ�นวนตัวอย่าง, Z = 1.96, p = 0.5 และ 

e = 0.1 จึงประมาณการณ์ขนาดตัวอย่างที่ต้องเก็บ

อย่างนอ้ยชนดิละ 97 ตัวอย่าง ทำ�การสุม่เก็บตัวอย่าง

หอยทากบกท่ีบริเวณจังหวัดพะเยา ช่วงเดือนพฤษภาคม 

ถึงเดือนสิงหาคม 2561 ด้วยวิธี Quadrat sampling15 

ทำ�การบันทึกข้อมูลเบื้องต้น ได้แก่ สภาพแวดล้อม

ของแหล่งที่อยู่อาศัย และชนิดของหอยทากบกตาม

วิธีการจัดจำ�แนกจากลักษณะภายนอกของหอยทากบก

ตามวิธขีอง ธมัวงศ ์19924 โดยเตรยีมกลอ่งพลาสติก

มีฝาปิดพร้อมเจาะรูไว้ใส่ตัวอย่าง โดยใส่ 1 ตัวอย่าง 

ต่อ 1 กล่อง นำ�ใส่ลงกล่องโฟมเพ่ือนำ�ตัวอย่างไปตรวจ

ยังห้องปฏิบัติการภายใน 1-2 ช่ัวโมง และทำ�การตรวจ

หาการติดเชื้อของหอยทากบกทันที

การตรวจวินิจฉัยเชื้อ A. cantonensis จาก

ตัวอย่างหอยทากบกด้วยกล้องจุลทรรศน์

นำ�ตัวอย่างหอยทากบกที่เก็บได้ล้างด้วยน้ำ� 

ให้สะอาด แล้วใส่ในกล่องพลาสติกใสที่เจาะรูและ

เติมน้ำ�กลั่นลงไปในกล่อง 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็น

ระยะเวลา 1-2 ช่ัวโมง เพ่ือให้ได้สารคัดหล่ังชนิดเมือก

จากหอยทากบก แล้วดูดน้ำ�ในกล่องที่มีสารคัดหลั่ง

ของหอยทากบกใส่ลงในหลอด Centrifuge ขนาด 

15 มิลลิลิตร (1 ตัวอย่าง : 1 หลอด) แล้วนำ�ไป 

ป่ันตกที่ 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  

หลังจากป่ันเสร็จดูดเอาส่วนใสท้ิงให้เหลือแต่ตะกอนใส 

หลังจากนั้น ดูดตะกอนในหลอดที่ผ่านการป่ันตก  

หยดลงในสไลดท์ีม่ีสารละลาย 0.85% NaCl 1 หยด 

จากนั้นทำ�การตรวจหาเช้ือภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

ที่กำ�ลังขยาย 10X และ 40X โดยดูลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาของตัวอ่อนระยะท่ี 3 ซ่ึงบริเวณปลายหัว

ของเช้ือจะมีโครงสร้างของไคตินเป็นรูปแท่ง 1 คู่

คล้ายลูกศร บริเวณหางมีลักษณะเป็นกรวย และ

ปลายหางแหลม7

การสกัดดีเอ็นเอ

เตรียมดี เอ็นเอจากตัวอย่างหอยทากบก  

โดยการนำ�หอยทากบกใส่ภาชนะพลาสติกปิดฝา 

ภาชนะละ 1 ตัวอย่างเติมน้ำ�กล่ันปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ตั้งทิ้งไว้ 1 คืน แล้วทำ�การเก็บตัวอย่างอุจจาระและ

เมือกของหอยโดยการเติมน้ำ�กลั่นอีก 5 มิลลิลิตร  

จากนั้นกรองตะกอนด้วยผ้าขาวบาง ปรับปริมาตร 

ให้ได้ 10 มิลลิลิตร นำ�ตัวอย่างไปปั่นตกที่ความเร็ว 

4,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลานาน 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ชะล้างตะกอน

ให้ใสโดยเติม 0.85% NaCl ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

แล้วนำ�ไปป่ันตกที่ความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที  

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที 

เสร็จแล้วเทส่วนใสท้ิงแล้วดูดตะกอนตัวอย่างใส่หลอด 

microcentrifuge tube หลอดใหม่ ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร หลังจากน้ัน ทำ�การเติม chelex 100 resin 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเม็ด beads จำ�นวน 

5 เม็ด แล้วเขย่าให้เข้ากันเป็นเวลานาน 3 นาที  

หลังจากนั้นนำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

นาน 5 นาท ีแลว้เขย่าให้เข้ากันอกีครัง้เป็นเวลานาน 

3 นาที จึงนำ�ไปป่ันตกท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที 
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เม่ือป่ันเสร็จแล้วทำ�การดูดส่วนใสของดีเอ็นเอปริมาตร 

600 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube 

หลอดใหม่ แล้วนำ�ไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เพื่อรอการตรวจสอบดีเอ็นเอ

การตรวจวินิจฉัยเชื้อ A. cantonensis จาก

ตัวอย่างหอยทากบกด้วยเทคนิค LAMP

นำ�ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากหอย H. distincta,  

A. fulica และ C. siamensis ไปตรวจหาความจำ�เพาะ

ต่อเช้ือ A. cantonensis ด้วยเทคนิค LAMP โดยใช้

ชุดไพรเมอร์ (primer) จากการศึกษาก่อนหน้านี้12 

(ตารางท่ี 1) ส่วนผสมและความเข้มข้นของสารละลาย

ต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2 ในปริมาตรทั้งหมด 

25 ไมโครลิตร โดยใช้จีโนมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA) 

ของเชื้อ A. cantonensis ที่ได้มาจากพยาธิตัวเมีย

ตัวเต็มวัยที่แยกได้จากปอดหนู เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ 

(DNA template) ในตัวอยา่งควบคุมบวก (Positive 

control) และใช้น้ำ�กล่ันแทนจีโนมิคดีเอ็นเอในตัวอย่าง

ควบคุมลบ (Negative control) จากนั้น นำ�ไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที แล้ว

วิเคราะห์ผลด้วยวิธี Gel electrophoresis

Table 1	Sequences of LAMP primers for the amplification of the first internal transcribed 

spacer (ITS-1) of nuclear from Angiostrongylus cantonensis

Primer Length (nt) Sequence (5′–3′)

F3
B3
FIP (F1c + F2)
BIP (B1c + B2)
loop-F
loop-B

19
18
41
44
20
19

CCACCACAAAACACAAACA
GTGTTGAGCTCTAACGGT
CTCATCATCAACCACCCACCCCTAGCATCATCTACGTCGTC
AGAAACCACCAACACATATACACGTATACCACCAACTTTAGCGA
GGGTGGTGATGTAGTAGCTA
TCACCTAGTGTATGATGGT

Table 2 The components of LAMP reaction

Components Final volume = 25 µl Final concentration
10X ThermoPol Buffer	

MgSO4 (100 mM)

dNTP Mix (10 mM)

FIP/BIP Primers (25X)

F3/B3 Primers (25X)

LoopF/B Primers (25X)

Bettain

Bst DNAPolymerase

DNA Sample

Nuclease-free Water

2.5 

1.5

3.5

1

1

1

3

1

2

To 25 µl

1X 

6 mM

1.4 mM each

1.6 µM

0.2 µM

0.4 µM

320 U/ml

0.01 ng
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การวิเคราะห์ผล LAMP โดยวิธี Gel elec-

trophoresis

นำ� LAMP product ท่ีได้จากข้ันตอนก่อนหน้าน้ี

ผสมกับ Loading buffer ในอัตราส่วน Lamp 

product:Loading buffer เท่ากับ 1: 5 โหลดลงบน 

2% agarose gel แล้วแยกด้วยกระแสไฟฟ้าที่ม ี

ค่าความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที 

ตรวจสอบและบันทึกผลด้วยเครื่อง Gel documen-

tation system (BIRAD, Gel DocTM XR+) เพื่อ

สังเกตยีนที่เพิ่มจำ�นวนได้ซ่ึงจะแสดงผลเป็นแถบดี

เอ็นเอหลายๆ ขนาด โดยเปรียบเทียบกับตัวอย่าง

ควบคุมบวก (Positive control)

ผลการศึกษา
ชนิดของหอยทากบกและข้อมูล

จากการสุ่มเก็บตัวอย่างหอยทากบกด้วยวิธี 

Quadrat sampling จำ�นวนทั้งสิ้น 336 ตัวอย่าง

จากจังหวัดพะเยาใน 2 พื้นที่ ได้แก่ ตำ�บลบ้านตุ่น 

และตำ�บลบ้านแม่กา ระหว่างเดือนพฤษภาคมถึง

เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2561 พบหอยทากบกทั้งหมด 

3 ชนิด ได้แก่ H. distincta (112 ตัวอย่าง), A. fulica 

(112 ตัวอย่าง) และ C. siamensis (112 ตัวอย่าง) 

โดยสถานท่ีท่ีพบตัวอย่างมีลักษณะเป็นดินท่ีมีความช้ืนสูง

ประกอบไปด้วยเศษซากของใบพืชท่ีมีการย่อยสลาย

เป็นส่วนใหญ่ และอยู่ในที่ร่ม มีใบไม้ใหญ่ปกคลุมดิน

อีกชั้นหนึ่ง ซึ่งหอยทากบกใช้เป็นที่หลบซ่อนตัว

ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อ A. cantonensis  

ในหอยทากบกด้วยวิธีการใช้กล้องจุลทรรศน์

ผลการตรวจวินิจฉัยเช้ือ A. cantonensis  

ในหอยทากบกจำ�นวน 336 ตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

พบตัวอย่างหอยทากบกที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ A. can-

tonensis จำ�นวน 61 ตัวอย่าง (ร้อยละ 18.15)  

โดยพบว่า หอยทากบกสายพนัธ์ุ A. fulica ให้ผลบวก 

24 ตัวอย่าง (ร้อยละ 7.14) หอยทากบกสายพันธุ์ 

C. siamensis ให้ผลบวก 37 ตัวอย่าง (ร้อยละ 11.01) 

โดยตรวจไมพ่บเช้ือ A. cantonensis ในหอยทากบก

สายพันธุ์ H. distincta (ตารางที่ 3)

Table 3	Number of positive samples for A. cantonensis detected by microscopic examination 

and LAMP technique

Land snails No. Microscopic test

n (%)

LAMP

n (%)

H. distincta

A. fulica

C. siamensis

112

112

112

-

24 (7.14)

37 (11.01)

5 (1.49)

40 (11.90)

42 (12.05)

Total 336 61 (18.15) 87 (25.89)
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ผลการตรวจวินิจฉัยเชื้อ A. cantonensis  

ในหอยทากบกด้วยเทคนิค LAMP

ผลการตรวจวินิจฉัยเช้ือ A. cantonensis  

ในหอยทากบกทั้ง 3 ชนิด จำ�นวน 336 ตัวอย่าง 

ด้วยเทคนิค LAMP (รูปท่ี 1) พบตัวอย่างหอยทากบก

ที่ให้ผลบวกต่อเชื้อ A. cantonensis จำ�นวน 87 

ตัวอย่าง (ร้อยละ 25.89) โดยพบว่า หอยทากบก

สายพันธ์ุ A. fulica ให้ผลบวก 40 ตัวอย่าง (ร้อยละ 

11.90) หอยทากบกสายพันธ์ุ C. siamensis ให้ผลบวก 

42 ตัวอย่าง (ร้อยละ 12.50) และหอยทากบกสายพันธ์ุ 

H. distincta ให้ผลบวก 5 ตัวอย่าง (ร้อยละ 1.49) 

(ตารางที่ 3)

Figure 1	 LAMP products detected by 2% agarose gel electrophoresis. M: 100 bp plus DNA 

marker (Invitrogen), P: Positive control (DNA of A. cantonensis extracted from adult 

female), N: Negative control (Distilled water), 1-10: DNA samples extracted from 

land snails no 1-10 of A. fulica

อภิปรายผล
เชื้อ A. cantonensis หรือพยาธิปอดหนูก่อให้

เกิดโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบในคน ทั่วโลกมีรายงาน

จำ�นวนผู้ตดิเช้ือพยาธชินดินีม้ากข้ึน โดยในช่วงไมก่ี่ปี

ท่ีผ่านมามีการแพร่ระบาดของพยาธิปอดหนูในประเทศ

จนีและสหรัฐอเมรกิา คนตดิเช้ือจากการรับประทาน

หอยหรือทากที่ปรุงไม่สุก หรือจากการรับประทาน

พาราเทนิกโฮสต์และผักท่ีปนเป้ือนพยาธิระยะติดต่อ7,13 

ปัจจุบันประเทศไทยยังพบผู้ท่ีติดเช้ือพยาธิปอดหนู  

ในทุกภาคโดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉยีงเหนอืในกลุม่

ประชาชนที่ชอบรับประทานหอยน้ำ�จืดที่ปรุงไม่สุก1 

หลงัจากการกินอาหารทีม่พียาธริะยะตดิตอ่ประมาณ 

1-4 สัปดาห์ จะมีอาการปวดศีรษะ คลื่นไส้ อาเจียน 

ในรายที่มีอาการรุนแรงจะปวดศีรษะมาก คอแข็ง 

หลังแข็ง ชัก อาจเป็นอัมพาตได้ ถ้าพยาธิเข้าตา 

จะทำ�ให้ตาอักเสบ มัวและบอด และบางรายอาจ 

เสียชีวิต16 การศึกษาการติดเชื้อ A. cantonensis 

ดว้ยการตรวจภายใต้กลอ้งจลุทรรศนเ์ป็นวิธีทีน่ยิมใช้

กันอย่างแพร่หลาย แต่เน่ืองจากวิธีนีจ้ำ�เป็นต้องอาศยั

ผู้เช่ียวชาญจึงไม่เหมาะสำ�หรับห้องตรวจวินิจฉัยโรค

ทีข่าดผูเ้ช่ียวชาญ ตอ่มามกีารพฒันาเทคนคิการตรวจ

ทางด้านภมูคุ้ิมกันวิทยาซ่ึงเป็นเทคนคิท่ีมคีวามไวและ

ความจำ�เพาะสูง แต่มีต้นทุนในการตรวจท่ีสูงมาก17-19 

การศึกษาครั้งนี้จึงต้องการใช้เทคนิค LAMP ในการ
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ตรวจหาการระบาดของเช้ือ A. cantonensis  

ในหอยทากบก เนื่องจากเป็นเทคนิคที่สะดวกในการ

ทดสอบและเหมาะสำ�หรับปฏิบัติการภาคสนามได้ดี 

มคีวามจำ�เพาะและมปีระสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณ

ดีเอ็นเอได้สูงโดยใช้อุณหภูมิเดียวที่ประมาณ 60-65 

องศาเซลเซียส รวมทั้งมีความไวสูงในการตรวจจับ 

DNA โดยพบว่าเทคนิค LAMP สามารถตรวจจับ 

DNA ปริมาณน้อยๆ ได้12-14 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า

เทคนิค LAMP สามารถตรวจหาเช้ือ A. cantonensis 

ในตัวอย่างหอยทากบกได้ไวกว่าการตรวจด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ โดยพบว่าเทคนิค LAMP ให้ผลตรวจ 

ที่จำ�เพาะและมีความไวต่อเช้ือกว่าเทคนิคการตรวจ

ด้วยกลอ้งจลุทรรศน ์โดยพบตวัอย่างหอยทากบกทีใ่ห้

ผลบวกต่อเช้ือมากข้ึน กลา่วคือ หอยทากบกสายพนัธุ ์

A. fulica เพ่ิมข้ึน (ร้อยละ 4.76) หอยทากบกสายพันธ์ุ 

C. siamensis ให้ผลบวกเพิ่มขึ้น (ร้อยละ 1.49) 

และหอยทากบกสายพันธุ์ H. distincta ให้ผลบวก

เพิ่มขึ้น (ร้อยละ 1.49) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

ก่อนหน้านี้ที่ตรวจหาเชื้อ A. cantonensis ในหอย

ท่ีเป็นโฮสต์ตัวกลางในธรรมชาติโดยใช้เทคนิค LAMP13 

ซ่ึงพบว่าเทคนิค LAMP สามารถตรวจหา DNA ของ

เช้ือพยาธิปอดหนูท่ีความเข้มข้นของ DNA ได้ถึง

ระดับความเจือจางที่ 0.01 นาโนกรัม หรือสามารถ

ตรวจหาตัวอ่อนของพยาธิได้ 0.32 ตัวต่อตัวอย่างหอย 

0.1 กรัม ทีน่า่สนใจคอื งานวิจยัก่อนหนา้นีไ้ด้ทดสอบ

ความไวและความจำ�เพาะของชุดไพรเมอร์ (primers) 

ของ LAMP ในการตรวจหาเชื้อ A. cantonensis 

และพบว่ามีความไวสูงกว่าวิธีพีซีอาร์ถึง 10 เท่า  

และมีความจำ�เพาะสูงถึง 100% ท่ีระดับความเข้มข้น

ของ DNA ของเชื้อพยาธิปอดหนูเท่ากับ 1 ฟิโคกรัม 

และมีความจำ�เพาะของไพรเมอร์เท่ากับ 100%  

เมือ่ทดสอบการเกิดปฏกิิริยาข้ามกับเช้ือ A. simplex, 

T. trichiura, T. canis, T. spiralis และ A. lum-

bricoides12 จึงสามารถสรุปได้ว่า เทคนิค LAMP 

เป็นวิธีที่สามารถตรวจหาเชื้อ A. cantonensis ได้

ด้วยความไวสูง จึงเหมาะที่จะนำ�ไปใช้ในการตรวจ

เฝา้ระวงัและป้องกันการเกิดโรคเย่ือหุ้มสมองอกัเสบ

โดยเฉพาะในห้องปฏิบัติการที่ขาดเครื่องมือทันสมัย
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การประยุกต์ใช้เทคนิค Loop-Mediated Isothermal Amplification 

สำ�หรับตรวจสอบการระบาดของเชื้อ Angiostrongylus cantonensis 

ในหอยทากบก

ปัณณวิชญ์ สิริเวชวิริยะ1

บทคัดย่อ
เช้ือพยาธิปอดหนู หรือ Angiostrongylus 

cantonensis เป็นสาเหตทุีท่ำ�ให้เกิดโรคเย่ือหุ้มสมอง

อกัเสบชนิด Eosinophilic meningitis พยาธตัิวกลม

ชนิดน้ีพบในเส้นเลือดแดงในปอดของหนู มีโฮสต์จำ�เพาะ

ในธรรมชาติ ได้แก่ สัตว์ฟันแทะ ในขณะเดียวกัน 

จะมโีฮสต์ตัวกลางเป็นสตัว์ในธรรมชาตไิด้หลายชนดิ

รวมถึงหอย การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจหา

ระบาดวิทยาของเช้ือ A. cantonensis ในหอยทากบก 

โดยเก็บตวัอย่างในเขตตำ�บลบา้นตุน่และตำ�บลแมก่า 

จำ�นวนทั้งสิ้น 336 ตัวอย่าง (H. distincta; 112 

ตัวอย่าง, A. fulica; 112 ตัวอย่าง, และ C. siamensis; 

112 ตัวอย่าง) โดยการสุ่มเก็บตัวอย่าง และทำ�การ

ตรวจวินิจฉัยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และการใช้เทคนิค 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

ผลตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบตัวอย่างให้ผลบวก 

61/336 (18.15%) ตัวอย่าง โดยพบการติดเช้ือ  

24 (7.14%) และ 37 (11.01%) ตัวอย่างจากหอย

สายพันธุ์ A. fulica และ C. siamensis ตามลำ�ดับ 

และไม่พบการติดเชื้อในหอยสายพันธุ์ H. distincta 

จากการตรวจด้วยเทคนิคดังกล่าว อย่างไรก็ตาม จากผล

การตรวจด้วยเทคนิค Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) ให้ผลการตรวจที่มีความไว

ในการตรวจพบเช้ือ A. cantonensis สูงกว่า โดยพบ

การติดเช้ือ 40 (11.90%), 42 (12.50%) และ  

5 (1.49%) ตัวอย่างจากหอยสายพันธุ์ A. fulica,  

C. siamensis และ H. distincta ตามลำ�ดับ  

ผลการศึกษาครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่า เทคนิค LAMP มี 

ความไวในการตรวจสอบการติดเช้ือ A. cantonensis 

สูงกว่า จึงมีศักยภาพในการนำ�ไปใช้ในงานระบาดวิทยา 

การตรวจหาเช้ือพยาธิปอดหนูในโฮสต์ตัวกลางได้

หลากหลายชนิด ที่เป็นตัวการแพร่ระบาดของโรคสู่

มนุษย์

คำ�สำ�คัญ:	พยาธิปอดหนู หอยทากบก ระบาดวิทยา 

กล้องจุลทรรศน์ LAMP การตรวจ

THJPH 2020; 50(1): 37-46

1	สาขาวิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยพะเยา


