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Extended Abstract
Entamoeba histolytica  is a parasitic protozoan that lives in the large 
intestine of humans and other primates causing amoebic dysentery or 
amoebiasis in infected people. In severe cases or immunocompromised 
people, Entamoeba histolytica leads to complications because this type of 
protozoa can cause intestinal perforation initiating liver or lung abscesses 
when protozoa spread to the brain, leading to death. The protozoa can 
contaminate the environment, water, natural water resources, and fresh 
vegetables throughout pandemic areas. This can spread due to 
consumption of contaminated food or drink and unhygienic behavior, 
especially in tropical regions with inadequate public health priorities. 
Phayao Lake is a large natural water reservoir in Phayao Province, Thailand, 
used as a water source and for agriculture, fishery, breeding of freshwater 
animals, and tourism. Farmers bring cattle to feed from the surrounding 
area. These activities support the growth of microorganisms in water 
sources, especially when temperatures increase during the summer. The 
microscope detection method is an important and standard technique for 
detection of protozoal parasites collected from clinical and environmental 
samples prior to the laboratory. This method is an easy and convenient 
technique but requires expertise to identify the type of protozoa, including 
rarely detectable mild infection. Molecular biology has been introduced to 
detect protozoal parasites. Real-time polymerase chain reaction (PCR) can 
detect Entamoeba histolytica with high sensitivity and specificity. However, 
molecular biology methods are costly and require several testing steps. The 
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technique was developed 
and used in the diagnosis of diseases by increasing the amount of DNA 
under a single temperature. It does not require a thermocycler and takes 
less time compared to other molecular biology techniques. Therefore, 
LAMP can be used in field detection of protozoal parasites. Previous 
studies have shown that the LAMP technique is more sensitive than PCR 
and nested PCR. The present study aimed to determine the prevalence of 
Entamoeba histolytica in 70 water samples from Phayao Lake and 
compared protozoal detection using a standard microscopic method and a 
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method. Prior to detection, 
water samples (5 liters per sampling point) were collected from surface 
water covering Phayao Lake.  The physical quality of water, including 
dissolved oxygen (DO), pH, conductivity and temperature, by multimeter. All 
sample collection points were marked by GPS on the Google Map 
application. Water samples were centrifuged to sediment and concentrated 
with ethyl acetate before iodine staining with glass slides under the 
microscope. For the LAMP method, the sediment of all samples was 
extracted by QIAamp DNA Mini Kit before LAMP reaction with reagents 
including 10X DNA polymerase buffer, primers
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and Ehd1-BIP), MgSO
4
, dNTPs mix, Bst DNA polymerase, RNase free water 

and templates. Data were analyzed by SPSS version 20.0 and the 
concordance of Entamoeba histolytica  detection was analyzed by Cohen’s 
Kappa-coefficient. The proportion of positive results in detecting 
Entamoeba histolytica was 30.0% (21/70). 7.1% (5/70) and 30.0% (21/70) of 
Entamoeba histolytica detections were by microscope and LAMP methods, 
respectively. The LAMP method of identifying Entamoeba histolytica was 
more sensitive and specific than the microscopic method, at 100.0% and 
75.4%, respectively. The concordance of Entamoeba histolytica detection 
was fair between the methods (Kappa coefficient = 0.30). The results of this 
study could be applied to detect protozoal contamination in water sources 
with suitable techniques in water-borne protozoal surveillance.
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บทคัดย�อ
 เอนตามีบา ฮีสโตไลติคา เป�นโปรโตซัวที่อาศัยอยู�ในลําไส�ใหญ� เป�นสาเหตุหนึ่งที่สําคัญ
ของโรคบิดมีตัว ปนเป��อนอยู�ในสิ�งแวดล�อม แหล�งนํ้า รวมถึงในแหล�งนํ้าตามธรรมชาติ ส�ง
ผลกระทบต�อท่ัวโลกโดยเฉพาะประเทศเขตร�อนทีย่งัมีการสาธารณสขุไม�ดเีพ�ยงพอ การ
ศกึษาในครัง้น้ีมวีตัถปุระสงค�เพ�อ่ตรวจหาความชกุของเอนตามีบา ฮสีโตไลติคา ในตัวอย�าง
นํ้ากว�านพะเยา รวมทั้งสิ�น 70 ตัวอย�าง ด�วยเทคนิคกล�องจ�ลทรรศน� และเทคนิค LAMP 
ผลการศึกษาพบเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ทั้งหมดร�อยละ 30 (21/70) ตรวจพบร�อยละ 
7.1 (5/70) ด�วยเทคนิคการส�องภายใต�กล�องจ�ลทรรศน� และพบร�อยละ 30 (21/70) ด�วย
เทคนิค LAMP การเปร�ยบเทียบเทคนิคการตรวจทั้ง 2 ว�ธี พบว�าเทคนิค LAMP มีความ
ไว (sensitivity) และความจําเพาะ (specificity) มากกว�าเทคนิคการตรวจหาเชื้อภายใต�
กล�องจ�ลทรรศน� ร�อยละ 100 และ 75.3 ตามลําดับ เทคนิคการตรวจทั้ง 2 ว�ธีมีความ
สอดคล�องกันในระดับพอใช� สัมประสิทธิ์แคปปา เท�ากับ 0.3 ผลการศึกษาครั้งนี้สามารถ
ใช�เป�นแนวทางในการตรวจหาการปนเป��อนของโปรโตซัวในแหล�งนํ้า ด�วยเทคนิคที่เหมาะ
สม เพ�่อเฝ�าระวังการติดต�อของโรคติดต�อจากแหล�งนํ้าต�อไป
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THJPH

ความชุกของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ในแหล�งน้ำกว�านพะเยา 
จังหวัดพะเยา ประเทศไทย
อามาณี อาบู1, กฤตปภัช ตันติอมรกุล1, สุทธิพร สมเนตร2, สุวัฒนา เกิดม�วง3,
ศักดิกร สุวรรณเจร�ญ3, ธัชพล เมธารัชกุล1 

133
Thai Journal of Public Health Vol. 52 No. 2 (May-August 2022)                  www.ph.mahidol.ac.th/thjph/



บทนํา
 เอนตามีบา ฮีสโตไลติคา (Entamoeba histolytica)  เป�นโปรโต
ซวัท่ีอาศยัอยู�ในลําไส�ใหญ�ของคนพบการปนเป��อนจากอจุจาระของ
ผู�ที่มีโปรโตซัวชนิดนี้ขับถ�ายลงสู�สิ�งแวดล�อม ทั้งในแหล�งดิน แหล�ง
นํ้าตามธรรมชาติ หร�อแม�กระทั่งผักสดที่สามารถตรวจพบได�1  
คนได�รับเอนตามีบา ฮีสโตไลติคาโดยการบร�โภคอาหาร ดื่มนํ้า ที่
มีการปนเป��อนของซสีต� ซ่ึงเป�นระยะติดต�อ2   เป�นสาเหตุหน่ึงท่ีสําคญั
ของโรคบิดมีตัวทําให�เกิดอาการอักเสบ เป�นแผลที่ลําไส�ใหญ� และ
โรคแทรกซ�อนเน่ืองจากโปรโตซวัชนิดน้ีสามารถทําให�ลําไส�เกิดการ
ทะลุ และเข�าไปยังกระแสเลือดทําให�เกิดฝ�ที่ตับ ปอด หร�อลุกลาม
ไปที่สมองจนทําให�ผู�ติดเชื้อเสียชีว�ตโดยเฉพาะคนท่ีมีภูมิคุ�มกัน
บกพร�อง3 

 จังหวัดพะเยา มีแหล�งกักเก็บนํ้าธรรมชาติขนาดใหญ� คือกว�าน
พะเยา ที่ใช�ในการอุปโภค บร�โภค การเกษตร การประมงทั้งเพาะ
พันธุ� ขยายพันธุ� แหล�งศึกษาว�จัยสัตว�นํ้าจ�ด และเป�นแหล�งท�อง
เที่ยว นอกจากนี้ยังเป�นแหล�งรองรับนํ้าตอนบนขนาดใหญ�ที่
สามารถบรรเทาการเกิดอุทกภัยบร�เวณพ�้นท่ีตอนล�างของ
กว�านพะเยาได�4 ซึ่งแหล�งนํ้าตามธรรมชาตินี้อาจเป�นแหล�งเพาะ
พันธุ�ของจ�ลินทร�ย�ต�าง ๆ  ทั้งแบคทีเร�ย   ไวรัส ปรสิต เนื่องจาก
แหล�งน้ําหลายบร�เวณมีการไหลเว�ยนช�าหร�อไม�มีการไหลเว�ยน 
ประกอบกับในฤดูร�อน นํ้าจะมีอุณหภูมิสูงข�้น ส�งผลให�ดินบร�เวณ
กว�านพะเยาแห�งเป�นดนิโคลน ทําให�เกษตรกรนิยมนําสตัว�มาเล้ียง
บร�เวณโดยรอบ และมีการถ�ายมูลลงสู�แหล�งน้ํา   ป�จจยัเหล�าน้ีเหมาะ
แก�การเป�นแหล�งสะสมของจ�ลินทร�ย�กลุ�มแบคทีเร�ยและโปรโตซัว 
เช�น คร�ปโตสปอร�เดียม และไกอาร�เดียรวมถึงเอนตามีบา ฮีสโตไล
ติคาด�วย5-6

 เทคนิคมาตรฐานในการตรวจหาเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา จาก
สิ� งแวดล�อมในห�องปฏิ บั ติการคือเทคนิคการตรวจด�วย
กล�องจ�ลทรรศน� เพราะเป�นเทคนิคที่ทําได�ง�าย ราคาถูก และ
สะดวก แต�ต�องใช�ความชํานาญในการตรวจของผู�ปฏบิติัการเพราะ
เชือ้มีขนาดเล็กมาก มีการบดบังของสิ�งปนเป��อนในสิ�งแวดล�อม รวม
ถงึหากเชือ้ในตวัอย�างท่ีสนใจมปีร�มาณน�อยอาจทําให�ไม�สามารถ
ตรวจพบได� 6-7 แต�ในป�จจ�บันได�มีการนําเทคนิคทางอณูชีวว�ทยา 
ซึ่งเป�นเทคนิคที่มีความไว และความจําเพาะสูงมาใช�ในการตรวจ
หา โดยใช�เทคนิค real-time polymerase chain reaction 
(PCR) ร�วมกับ SYBR GreenTM 8 รวมถึงเทคนิค PCR ในการ
ตรวจหาเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา9 อย�างไรก็ตามว�ธีการดังกล�าว
ก็ยงัคงมีค�าใช�จ�ายทีสู่ง และมีว�ธีการทดสอบหลายขัน้ตอน ใช�ระยะ
เวลานาน สําหรับเทคนิค loop-mediated isothermal ampli-
fication (LAMP) เป�นเทคนิคท่ีถกูพฒันา และนํามาใช�ในการตรวจ
ว�นิจฉยัโรค โดยการเพ��มปร�มาณดเีอน็เอภายใต�อณุหภมิูเดยีว ซึง่
ไม�จําเป�นต�องใช�เคร�่อง thermocycler และใช�เวลาในการทดสอบ
ไม�นานเม่ือเทียบกบัเทคนคิทางอณชูวีว�ทยาอืน่ ๆ 10  จ�งสามารถนํา
ไปใช�ในการตรวจภาคสนามเพ�อ่ช�วยในการเฝ�าระวงัการแพร�ระบาด
ของเชือ้ท่ีเป�นสาเหตุการก�อโรคได� จากงานว�จยัท่ีผ�านมามีการศกึษา
พบว�าเทคนิค  LAMP  ในการตรวจหาเชื้อโปรโตรซัวในแหล�งนํ้า
ของเชื้อคร�ปโตสปอร�เดียม และไกอาร�เดียซึ่งเป�นโปรโตซัวในลําไส�
เช�นเดียวกับเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ให�ผลการตรวจที่มีความไว 
และความจําเพาะกว�าเทคนิค PCR และ nested PCR อีกด�วย11

 ดังน้ันผู�ว�จยัจ�งสนใจศกึษาหาความชกุของเอนตามีบาฮสีโตไล
ติคาในแหล�งนํ้ากว�านพะเยา   จังหวัดพะเยา    เนื่องจากมีสภาพ

แวดล�อม ทีเ่อือ้ต�อการตรวจพบเชือ้โดยเปร�ยบเทียบเทคนิคตรวจ
ภายใต�  กล�องจ�ลทรรศน� และเทคนิค LAMP  เพ�่อเป�นแนวทางใน
การป�องกันและควบคุมเชื้อ และหาว�ธีการที่เหมาะสมในการตรวจ
หาเชื้อในสิ�งแวดล�อมต�อไป

ว�ธีการศึกษา
 การศกึษารปูแบบเชงิสํารวจแบบภาคตัดขวาง  (cross-sectional 
study) เพ�่อดําเนินการศึกษาหาการแพร�กระจายของเชื้อเอนตา
มีบา ฮีสโตไลติคา บร�เวณรอบแหล�งนํ้ากว�านพะเยา จังหวัดพะเยา 
ประเทศไทย และมีการเปร�ยบเทียบเทคนิคการตรวจด�วยเทคนิค
ตรวจภายใต�กล�องจ�ลทรรศน�ซ่ึงเป�นเทคนิคมาตรฐานในห�อง
ปฏิบัติการ และเทคนิค LAMP ซึ่งเป�นเทคนิคทางด�านอณูชีวว�ทยา
ท่ีสามารถนําไปประยุกต�ใช�ในการตรวจภาคสนามได� โดยการเกบ็
ตัวอย�างดําเนินการตั้งแต�เดือนเมษายนถึงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 
2562 งานว�จยัน้ีได�รบัการพ�จารณาให�ได�รบัการยกเว�นจร�ยธรรม
การว�จยัจากหน�วยพ�จารณาจร�ยธรรมการว�จยัในมนุษย�  กองบร�หาร
งานว�จัย   มหาว�ทยาลัยพะเยา เนื่องจากดําเนินการและการเก็บ
ตัวอย�างจากแหล�งนํ้าในสิ�งแวดล�อม
 การคํานวณกลุ�มตัวอย�าง
 การศึกษาในครั้งนี้ได�ทําการเก็บตัวอย�างน้ําเพ�่อทําการศึกษา
การปนเป��อนเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา บร�เวณรอบแหล�งนํ้ากว�าน
พะเยา จังหวัดพะเยา ประเทศไทย ใช�ว�ธีการคํานวณบร�เวณพ�้นที่
เก็บตัวอย�างในการศึกษาครั้งน้ีโดยใช�สูตรหาความชุกแบบไม�

โดย      n = จํานวนตัวอย�างนํ้า บร�เวณรอบแหล�งนํ้ากว�านพะเยา
   α = ความคลาดเคลือ่นจากการสรปุคณุลักษณะพ�น้ท่ีเก็บ
ตัวอย�างนํ้า จากค�าสถิติตัวอย�าง
    Z = Confidence coefficient ระดับความเชื่อมั่นที่
กําหนด 90% (1-∞) 
  P = สัดส�วนอุบัติการณ�การตรวจพบจากงานว�จัยอ�างอิงของ
เชื้อเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา มีค�าเท�ากับ 34% คิดเป�น 0.34 1

 Q = 1-P = (0.66)
  e = ค�าของการยอมรับการตรวจผิดพลาดได� ±10 ตัวอย�าง
จาก 100 ตัวอย�าง = 0.1

 ผลการคํานวณตามสูตรขนาดพ�น้ท่ีเก็บตวัอย�างนํ้า บร�เวณรอบ
แหล�งน้ํากว�านพะเยา ในงานว�จยัคร้ังน้ีได�จํานวนพ�น้ท่ีเก็บตัวอย�าง
นํ้า ที่ศึกษาการปนเป��อนของเชื้อเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ทั้งหมด
ประมาณ 62 ตัวอย�าง แต�เนื่องจากยังไม�ครอบคลุมพ�้นที่บร�เวณ
รอบแหล�งนํ้ากว�านพะเยา จังหวัดพะเยา ทั้งหมด งานว�จัยนี้จ�งได�
เพ��มพ�้นที่เก็บตัวอย�างให�ครอบคลุมมากยิ�งข�้น จ�งได�เลือกเก็บ
ตัวอย�างนํ้าเพ�่อทําการศึกษาว�จัยครั้งนี้ 70 ตัวอย�าง 

= 61.54
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 การเก็บตัวอย�างนํ้า และว�ธีการเตร�ยมตัวอย�าง
 ทําการเก็บตัวอย�างน้ําเพ�่อทําการศึกษาการปนเป��อนเอนตา
มีบา ฮีสโตไลติคา บร�เวณร�มตลิ�งกว�านพะเยา จังหวัดพะเยา 
ประเทศไทย (Figure 1) ทําการว�เคราะห�ลักษณะคุณภาพนํ้าเบื้อง
ต�นทางกายภาพ ประกอบด�วยการว�เคราะห�อุณหภูมิ 
(Temperature) ค�าความเป�นกรด-ด�าง (pH) ปร�มาณค�าออกซเิจน
ที่ละลายในแหล�งนํ้าพ�้นที่เก็บตัวอย�าง (Dissolved oxygen: DO) 
และค�าการนําไฟฟ�า (Conductivity) โดยใช�เคร�่องมือการ
ว�เคราะห�นํ้าในพ�้นที่เก็บตัวอย�างแบบพกพา Multimeter 
(PCD650)

 เทคนิคการตรวจด�วยกล�องจ�ลทรรศน�
 การตรวจหาเอนตามีบา    ฮสีโตไลติคา โดยทําการเตร�ยมตัวอย�าง
นํ้าให�เข�มข�นด�วยเทคนิคการตกตะกอนด�วยเอทิลอะซิเตท โดย
การนําตัวอย�างนํ้ากรองผ�านผ�าก�อส 2 ชั้น ขนาดรูประมาณ 400 
ไมโครเมตร ใส�ในหลอดเซนตร�ฟ�วส�ขนาด 15 มิลลิลิตร ให�ได�
ปร�มาตร 7 มิลลิลิตร เติมเอทิลอะซิเตท 3 มิลลิลิตร ป�ดฝาและ
ทําการเขย�าด�วยมือให�ส�วนผสมรวมกันเป�นเนื้อเดียวประมาณ 1 
นาที นํามาป��นเหว�่ยงที่ความเร็ว 3000 rpm เป�นเวลา 1 นาที 
ตัวอย�างจะแยกออกเป�นชั้น เทส�วนบนทิ�ง ให�เหลือตะกอนด�านล�าง
เพ�่อนําไปหยดบนสไลด�และทําการย�อมสีชั่วคราว (Temporary 
stain) ตรวจหาเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ด�วยกล�องจ�ลทรรศน�
ยืนยัน 5 ซํ้าของแต�ละตัวอย�างนํ้าโดยผู�ว�จัยที่มีประสบการณ� การ
ย�อมสีเพ�่อตรวจหาเชื้อใช�เทคนิคการย�อมสีชั่วคราว โดยทําการ
หยดลูกอล�ไอโอดีน (Lugol’s iodine) 2 หยดลงบนแผ�นสไลด�ห�าง
กันประมาณ 1 เซนติเมตร และใช�หลอดหยดเพ�่อดูดตะกอน 1 หยด 
ลงบร�เวณที่ได�ทําการหยดลูกอล�ไอโอดีนไว�แล�วก�อนหน�า ทําการ
ผสมให� เข�ากันป�ดด�วยแผ�นป�ดสไลด�และนําไปส�องภายใต�
กล�องจ�ลทรรศน�ทันทีเพ�่อป�องกันสไลด�แห�ง

Figure 1  Study sites for detection of Entamoeba histolytica in water samples from Phayao Lake, Phayao 
Province, Thailand.

 การตรวจหาเชื้อด�วยเทคนิค LAMP
 ทําการแช�แข็งและหลอมละลายตะกอนตัวอย�าง 6 รอบ แช�แข็งที่
อุณหภูมิตํ่ากว�าติดลบ100 องศาเซลเซียส โดยใช�นํ้าแข็งแห�งผสม
เอทานอลร�อยละ 90 เป�นเวลา 10 นาที หลอมละลายตะกอนที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ในอ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิเป�นเวลา 
10 นาที สลับขั้นตอนระหว�างแช�แข็ง และหลอมละลายตะกอนจน
ครบ 6 รอบเพ�่อทําให�ผนังเซลล�ของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคาระยะ
ซีสต�แตก หลังจากนั้นป��นเหว�่ยงด�วยความเร็ว 8,000 rpm เป�น
เวลา 3 นาที ดูดส�วนใสทิ�ง ขั้นตอนสุดท�ายในขั้นตอนการสกัด
ดเีอน็เอ ใช�ตะกอน 200 ไมโครลิตรเพ�อ่ทําการสกัดดเีอน็เอด�วยชดุ
สกัดสําเร็จรูป QIAamp DNA Mini Kit ดีเอ็นเอตัวอย�างที่สกัดได� 
จะเก็บรักษาที่อุณหภูมิติดลบ 20 องศาเซลเซียสตลอดการศึกษา
ว�จัย
 นําดีเอ็นเอตัวอย�างมาตรวจหาการปนเป��อนเอนตามีบา  ฮีสโต
ไลติคา ด�วยเทคนิค LAMP โดยใช�ส�วนผสมของสารเคมีต�าง ๆ 
ปร�มาตรรวม 25 ไมโครลิตร ดังนี้ 10X DNA polymerase 
buffer ปร�มาตร 2.5 ไมโครลิตร, 2 ไพรเมอร�คู�นอก Ehd1-F3 
(5’-AAAGATAATACTTGAG ACGATCC) และ Ehd1-B3 
(5’-TCGTTATCCGTTATAATCTTGG)

 ทําการเก็บตัวอย�างนํ้าที่ผิวนํ้า พ�้นที่ละ 20 ลิตร โดยทําการเก็บ
ใส�ขวดพลาสติกใสที่ปราศจากเชื้อ นําตัวอย�างนํ้ามาทดสอบหา
การปนเป��อนเชื้อเอนตามีบา ฮีสโตไลติคาภายในระยะเวลาไม�เกิน 
2 ชั่วโมง ที่ห�องปฏิบัติการสาขาจ�ลชีวว�ทยาและปรสิตว�ทยา คณะ
ว�ทยาศาสตร�การแพทย� มหาว�ทยาลัยพะเยา โดยนําตัวอย�างนํ้า
ที่เก็บมาได�นํามาป��นเหว�่ยงเพ�่อทําการตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 
8,000 rpm เป�นเวลา 10 นาที  หลังจากนั้นเทส�วนใสด�านบนทิ�ง
เหลอืตะกอนด�านล�างทีค่าดว�าจะพบการปนเป��อนเอนตามีบา ฮสีโต
ไลติคา ปร�มาณ 1 มิลลิลิตร บรรจ�ไว�ในหลอดไมโครเซนติฟ�วส�
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว�ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ�่อ
นํามาใช�ในการตรวจว�เคราะห�ขั้นต�อไป
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และ 2 ไพรเมอร�คู�ใน Eh1-FIP (5’-GCATCCTAACTCACTTA 
GAATGTCAAGTACAAAATGGCCAATTCATTC) และ
Ehd1-BIP (5’-CACGACAATTGTAGAAC ACACAGT-
TCCTCGATACTACCAACTGAT) ปร�มาตรชนิดละ 1 
ไมโครลิตร10, 100 mM MgSO

4
 ปร�มาตร 1.5 ไมโครลิตร 

dNTPs mix (10mM each) ปร�มาตร 3.5 ไมโครลิตร เอนไซม� 
Bst DNA polymerase ปร�มาตร 2 ไมโครลิตร นํ้ากลั่นที่ผ�านการ
ทําลายเอนไซม� RNase ปร�มาตร 8.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอ
ตัวอย�าง 5 ไมโครลิตร    หลังจากน้ันผสมสารท้ังหมดในหลอดไมโคร
เซนตร�ฟ�วส�ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทําการเพ��มปร�มาณสาร
พันธุกรรมในหลอดโดยใส�ลงในอ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) ตั้งอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส 120 นาที จากนั้นปรับความ
ร�อนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 1 นาที ตรวจสอบผลที่ได�โดย
สังเกตจากความข��นของสารละลายในหลอดทดลองเปร�ยบเทียบกับ
ผลควบคมุ และทําการตรวจสอบทางห�องปฏบัิติการด�วยว�ธอีเิล็ก
โทรโฟร�ซีส (Electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (Agarose Gel) ที่
ความเข�มข�นร�อยละ  3   ควบคุมผลบวกโดยใช�ตัวอย�างเชื้อเอนตา
มีบา ฮีสโตไลติคา จากตัวอย�างสิ�งแวดล�อมที่เทียบลําดับเบสจาก
ฐานข�อมูลNCBIและควบคุมผลลบด�วยตัวอย�างน้ํากล่ันท่ี
ปราศจากเชื้อ
 การว�เคราะห�ข�อมูลทางสถิติ
 การว�เคราะห�ข�อมูลทางสถติเิชงิพรรณนา เพ�อ่คํานวณหาค�าร�อย
ละ  ค�าเฉลี่ยโดยใช�โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS version 20.0 เปร�ยบ
เทียบความไว ความจําเพาะของเทคนิคการตรวจหาเอนตามีบา 
ฮีสโตไลติคาและหาความสอดคล�องกันของว�ธีการตรวจด�วย
กล�องจ�ลทรรศน�กับเทคนิค LAMP ด�วยสัมประสิทธิ์แคปปา 
(Cohen’s Kappa-coefficient)

ผลการศึกษา
 คุณลักษณะแหล�งนํ้าทางกายภาพของกว�านพะเยา
 ตัวอย�างแหล�งน้ําท่ีทําการเก็บตัวอย�างบร�เวณรอบกว�านพะเยา 
จังหวัดพะเยา  ผลการตรวจว�เคราะห�คุณภาพนํ้าด�วยเคร�่องมือ
การว�เคราะห�นํ้าในพ�้นที่เก็บตัวอย�างแบบพกพา Multimeter 
(PCD650) พบว�าอุณหภูมิเฉลี่ยเท�ากับ 30.2 องศาเซลเซียส ค�า
พ�เอชเฉลี่ยเท�ากับ 8.5 ค�าการนําไฟฟ�าเฉลี่ยเท�ากับ 165.2 ไมโคร
ซีเมนส�ต�อเซนติเมตร และค�าปร�มาณออกซิเจนที่จ�ลชีพใช�ในการ
ย�อยสลายสารอินทร�ย�ในนํ้า เท�ากับ 2.2  มิลลิกรัมต�อลิตร จัดอยู�
ในระดับคุณภาพนํ้า (WQI) ประเภทที่ 3 คือพอใช�12

 การปนเป��อนของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ในแหล�งนํ้ากว�าน
พะเยา
 ผลการศึกษาพบการปนเป��อนของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา 
บร�เวณรอบกว�านพะเยา จังหวัดพะเยาจากจํานวนทั้งหมด 70 
ตัวอย�าง ตรวจพบ 5 ตัวอย�าง (ร�อยละ 7.1) ด�วยเทคนิคการตรวจ
หาด�วยกล�องจ�ลทรรศน� และเทคนิค LAMP จากการสังเกตความ
ข��นด�วยตาเปล�าพบว�าให�ผลบวก 10 ตัวอย�าง (ร�อยละ 14.3) และ
จากการถ�ายภาพด�วยเคร�่องถ�ายภาพและว�เคราะห�ผลเจลให�ผล
บวก 21 ตัวอย�าง (ร�อยละ 30) โดยเฉพาะเทคนิค LAMP สามารถ
ตรวจหาเอนตามีบา   ฮีสโตไลติคาได�เพ��มข�้นอีก 16 ตัวอย�าง ใน
ขณะทีเ่ทคนคิการตรวจด�วยกล�องจ�ลทรรศน�ไม�สามารถตรวจพบ
ได� (Table 1)
 การเปร�ยบเทียบเทคนิคการตรวจด�วยกล�องจ�ลทรรศน� และ
เทคนิค LAMP ที่ใช�ในการตรวจการปนเป��อนของเอนตามีบา  ฮีส
โตไลติคา พบว�าเทคนิค LAMP มีความไว ร�อยละ 100 และความ
จําเพาะ ร�อยละ 75.3 มากกว�าเทคนิคการตรวจด�วย
กล�องจ�ลทรรศน� (Table 1) ผลการศึกษาความสอดคล�องกันใน
เทคนิคการตรวจหาเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา พบว�า มีความ
สอดคล�องกันระดับพอใช� ที่ค�าสัมประสิทธิ์แคปปาเท�ากับ 0.3 
(Table 1)

Table 1 Comparison between LAMP and microscopic technique in identifying Entamoeba histolytica 

Microscopic                   LAMP                   n (%)

Negative                      Positive                   0(0.0)
Positive                       Negative                   16(22.9)
Negative                      Negative                    49(0.0)
Positive                       Positive                   5(7.1)
Total                                                                                                   70 (100.0)
 
Concordance of results (%)                                                                                            77.14
Kappa coefficient                                                                                                  0.30
Sensitivity % (95% CI)                                                                                100 (47.82 to 100)
Specificity % (95% CI)                                                                           75.38 (63.13 to 85.23)
Positive likelihood ratio (95% CI)                                                                           4.06 (2.65 to 6.22)
Negative likelihood ratio (95% CI)                                                                                          0.00
Conclusion                                      Strength of agreement considered to be fair

Kappa coefficient; Strength of agreement (<0.00 poor, 0.00-0.20 slight, 0.21-0.40 fair, 0.41-0.60 moderate, 0.60-0.80 good, 0.81-1.00 almost 

perfect); CI, confidence interval
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อภิปรายผล
 เอนตามีบา  ฮสีโตไลติคา เป�นเชือ้โปรโตซวัในลําไส� ติดต�อจากการ
รับประทานอาหารหร�อดื่มนํ้าที่มีเชื้ออะมีบา   ซึ่งเป�นสัตว�เซลล�
เดยีว หร�อโปรโตซวั ท่ีติดต�อจากการปนเป��อนมากับอจุจาระผู�ป�วย
ท่ีมเีชือ้ทําให�เกิดอาการอกัเสบของลําไส�ใหญ� หร�อท่ีทําให�เกิดอาการ
อักเสบบร�เวณเชื้อฝ�งตัวอยู� เช�น ตับ ปอด สมอง  เอนตามีบา ฮีสโต
ไลติคา พบการติดเชื้อได�โดยการดูแลสุขาภิบาลไม�สะอาดทําให�มี
การปนเป��อนจากการขบัถ�ายสู�สิ�งแวดล�อม ในดนิและแหล�งน้ําตาม
ธรรมชาติ ได�แก� ลําธาร ลําคลอง หนองนํ้า บึง ทะเลสาบนํ้าจ�ด
12-13    โดยเฉพาะแหล�งนํ้าบร�เวณรอบกว�านพะเยาที่เอื้อต�อการปน
เป��อนของเชื้อสู�สิ�งแวดล�อม
 จากการศึกษาแหล�งนํ้าโดยรอบกว�านพะเยา    จังหวัดพะเยา 
พบว�าพ�้นที่แหล�งนํ้ากว�านพะเยาส�วนใหญ�มีการประกอบอาชีพ
เกษตรกรรม เลีย้งสัตว� พ�้นทีท่�องเที่ยวมกีิจกรรมสนัทนาการ และ
มีพ�้นที่อยู�อาศัย (Fig. 1) มาตรฐานคุณภาพแหล�งนํ้า จัดอยู�ใน
มาตรฐานแหล�งนํ้าระดับ 3 คุณภาพพอใช� โดยให�ผลตรงกับการ
รายงานของสํานกังานสิ�งแวดล�อมภาคท่ี 2 ลําปาง ประจําไตรมาส
ที่ 4 เดือนกรกฎาคม ถึงเดือนธันวาคม   พ.ศ. 2561 ได�ทําการ
ตรวจวัดคุณภาพนํ้ากว�านพะเยา รายงานว�าจัดอยู�ในมาตรฐาน
แหล�งน้ําประเภทท่ี 3 คอืพอใช�12 จากผลการศกึษาตรวจพบเอนตา
มีบา ฮีสโตไลติคา ร�อยละ 30 สอดคล�องกับการศึกษาที่ผ�านมาได�
ทําการสํารวจเอนตามีบา ฮสีโตไลตคิา จากแหล�งน้ําโดยมกีารวดั
คณุภาพน้ําทัง้ทางกายภาพและทางฟ�สิกส�พบว�า สามารถตรวจ
พบการปนเป��อนสงูในแหล�งนํ้าผวิดนิทีมี่คณุภาพระดบั 3 ข�น้ไป อกี
ท้ังยังตรวจพบสูงท่ีสุดในบร�เวณใกล�กับแหล�งท่ีอยู�อาศัยอย�าง
แออัด ร�อยละ 41.413

 ผลการศกึษาการปนเป��อนในแหล�งน้ําบร�เวณรอบกว�านพะเยา 
จังหวัดพะเยา พบความชุกของเอนตามีบา   ฮีสโตไลติคา ด�วย
เทคนิคการตรวจหาเชือ้ด�วยกล�องจ�ลทรรศน�ตรวจพบ 5 ตัวอย�าง 
(ร�อยละ 7.1) และที่สําคัญ คือการตรวจด�วยเทคนิค LAMP จาก
การถ�ายภาพด�วยเคร�อ่งถ�ายภาพและว�เคราะห�ผลเจลพบมากถงึ 
21 ตัวอย�าง (ร�อยละ 30) ซ่ึงพบว�ามีอตัราความชกุสูงกว�างานว�จยั
ท่ีผ�านมาจากการสํารวจชมุชนท่ีทําการเกษตรเมอืงฮานัม ประเทศ
เว�ยดนาม14 ที่พบร�อยละ 5.7 และงานว�จัยที่สํารวจในโรงพยาบาล
ชุมชนนายานซา  ประเทศรวันดา15 ที่พบร�อยละ 15.9 รวมถึงใน
ประเทศไทย ในการสํารวจตัวอย�างอุจจาระประชาชนบร�เวณ
ชายแดนไทย-พม�า ที่ตรวจพบเพ�ยงร�อยละ 7.616 ในขณะที่การ
สํารวจที่เมืองอาบิล ประเทศอิรัก12 พบสูงถึงร�อยละ 41.4 ในการ
ศึกษาครั้งนี้มีการตรวจพบอัตราความชุกที่สูง อาจเนื่องมาจาก
ว�ธกีารตรวจและป�จจยัท่ีแตกต�างกันเช�นสภาพแวดล�อม ภมิูประเทศ
ในการสํารวจ กิจกรรมทางนํ้า ชุมชนบร�เวณโดยรอบ รวมถึงการ
ปนเป��อนของมูลสัตว�ที่เกษตรกรนํามาเลี้ยงรอบๆ แหล�งนํ้า17-19    
กิจกรรมเหล�านีส้�งผลต�อการแพร�กระจายเชือ้เอนตามีบา ฮสีโตไล
ติคา ในสิ�งแวดล�อมทีส่ามารถติดต�อสู�คนและสัตว�เล้ียงลูกด�วยนม
จากการรับประทานอาหารหร�อดื่มนํ้า
 การตรวจตัวอย�างสิ� งแวดล�อมด�วยเทคนิคการตรวจ
กล�องจ�ลทรรศน�เป�นเทคนิคมาตรฐานในการว�นิจฉัยโปรโตซวัรวม
ถงึเอนตามีบา ฮสีโตไลตคิา ถอืเป�นท่ีนิยมใช�    แต�อย�างไรกต็ามหาก
บุคลากรขาดการฝ�กฝนอบรมทักษะให�มีความเชี่ยวชาญอย�าง
ชํานาญในการใช�กล�องจ�ลทรรศน�ผลลัพธ�การตรวจท่ีได�อาจจะไม�
แน�นอน และผิดพลาดได�เพราะเชื้อมีขนาด รูปร�างเล็ก 

ยิ�งไปกว�าน้ันอาจถูกบดบังจากการปนเป��อนของตัวอย�างสิ�งแวด 
ล�อมอื่นๆ ได�20   ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ได�นําตัวอย�างนํ้าบร�เวณรอบ
กว�านพะเยา จังหวัดพะเยา ที่คาดว�าจะมีการปนเป��อนเอนตามีบา 
ฮีส โตไลติคาทําการเปร�ยบเ ทียบเทคนิคการตรวจด�วย
กล�องจ�ลทรรศน�กบัเทคนิคทางอณชูวีโมเลกุลด�วยเทคนคิ LAMP 
ซึ่งผลการทดลองพบว�าการตรวจด�วยเทคนิค  LAMP ให�ผลการ
ตรวจที่สูงกว�าที่ร�อยละ 30 ซึ่งสอดคล�องกับงานว�จัยที่สํารวจหา
คร�พโตสปอร�เดียมและไกอาร�เดีย ในแหล�งนํ้ากว�านพะเยา จังหวัด
พะเยา ที่ให�ผลที่ดีกว�า11 รวมถึงผลการทดลองใกล�เคียงกับ Z 
Koloren และคณะ ในป� ค.ศ. 2011 ที่ได�ทําการตรวจเชื้อคร�พโต
สปอร�เดียม จากแม�นํ้า   นํ้าพ� และนํ้าบาดาล เปร�ยบเทียบเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล 2 เทคนิค คือ nested PCR และ เทคนิค LAMP  
พบว�า nested PCR ตรวจไม�พบเชือ้    ผลการทดลองยงัคล�ายคลึง
กับการศึกษาของ Lindemann และคณะ ในป� ค.ศ. 2016 และ 
Zeynep Koloren ในป� ค.ศ. 2013 ที่ได�ทําการตรวจเชื้อคร�พโต
สปอร�เดียมจากแหล�งนํ้าธรรมชาติ พบว�าเทคนิค  LAMP ให�ผล
บวกได�มากที่สุด แล�วมีความไวในการตรวจเชื้อมากกว�าเทคนิค 
nested PCR และเทคนิคการตรวจด�วยกล�องจ�ลทรรศน�21 รวม
ถงึข�อดท่ีีสําคญัท่ีสุดของเทคนิค LAMP ก็คอืถงึแม�ว�ากระบวนการ
ทาง PCR สามารถถูกยับยั้ง จากสารบางอย�างที่ปนเป��อนมาจาก
แหล�งนํ้าตามธรรมชาติได� โดยงานว�จัยของ Loge et al., 2002 
พบว�าเป�นสารประเภท Humic เป�นสารจากธรรมชาติ มีความ
สามารถในการยับยั้งกระบวนการ PCR โดยเข�าไปจับกับ Taq 
polymerase ทําให�ได� PCR product ลดลง ซึ่งเทคนิค LAMP 
เป�นกระบวนการท่ีไม�สามารถถูกยับย้ังจากสารจากธรรมชาติ
ได�22 ถงึแม�ว�าเทคนคิ LAMP มขี�อจํากัดเร�อ่งการอ�านผลจากความ
ข��นของสารละลายในหลอดทดลองด�วยตาเปล�าหากเชือ้มีปร�มาณ
น� อ ย มี ค� า ใ ช� จ� า ย แ ล ะ ใ ช� เ ว ล า ท่ี ม า ก ก ว� า ก า ร ต ร ว จ ด� ว ย
กล�องจ�ลทรรศน� อย�างไรก็ตามผลของเทคนิค LAMP มีความไว
และความจําเพาะมากกว�ากล�องจ�ลทรรศน�และ PCR อีกทั้งค�าใช�
จ�ายและอปุกรณ�น�อยกว�า PCR จ�งสะดวกต�อการประยุกต�ใช�ในการ
ตรวจโปรโตซัวในสิ�งแวดล�อมพ�้นที่ภาคสนามได�
 อย�างไรก็ตาม การว�นิจฉัยการปนเป��อนเอนตามีบา   ฮีสโตไลติ
คาควรทําการตรวจด�วยว�ธีมาตรฐานโดยการตรวจด�วย
กล�องจ�ลทรรศน�ควบคู�ไปกับเทคนิคขัน้สูงทางอณชูวีโมเลกุลอืน่ ๆ
 เพ�่อผลลัพธ�ที่น�าเชื่อถือ อาทิเช�น LAMP, PCR, Real-Time 
PCR รวมถึงเทคนิคทางว�ทยาภูมิคุ�มกันที่เป�นว�ธีมาตราฐานการ
ตรวจหาโปรโตซัวในสิ�งแวดล�อมของประเทศสหรัฐอเมร�กา     เช�น    
Immunofluorescence assay7  เพ�่อจะทําให�สามารถว�นิจฉัย 
ควบคุม และป�องกันโรคที่เกิดจากเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา ที่มี
ประสิทธิภาพมากยิ�งข�้น

สรุปผลการศึกษา
 จากการศึกษาว�จัยในครั้งนี้ทําให�ทราบว�าเอนตามีบา ฮีสโตไล
ติคา สามารถมีการติดต�อได�โดยการรับประทานอาหาร และนํ้าที่
ไม�ถูกสุขลักษณะในระยะซีสต�เข�าไป ซึ่งป�จจัยที่อาจมีผลต�อวงจร
ชีว�ตคอืการปนเป��อนของเชื้อในสิ�งแวดล�อม เช�นในดิน และแหล�งนํ้า
รวมถึงบร�เวณรอบแหล�งนํ้ากว�านพะเยา จังหวัดพะเยา  ที่เป�นบึง
น้ําจ�ดขนาดใหญ� มีการตัง้ถิ�นฐานบ�านเร�อนของประชาชน การเล้ียง
สัตว� และกิจกรรมสันทนาการ โดยรอบแหล�งนํ้าที่เอื้อต�อการปน
เป��อนของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคา จากการศึกษาครั้งนี้ทั้งหมด
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70 ตัวอย�างพบว�ามีการปนเป��อนของเอนตามีบา ฮีสโตไลติคาสูง
ถงึร�อยละ 30 ด�วยเทคนิคการตรวจทางอณชูวีโมเลกุลจากเทคนิค 
L A M P ซึ่ ง ต ร ว จ พ บ ไ ด� ม า ก ก ว� า เ ท ค นิ ค ก า ร ต ร ว จ ด� ว ย
กล�องจ�ลทรรศน�ที่ตรวจพบได�เพ�ยงร�อยละ 7.1 การเปร�ยบเทียบ
เทคนิคการตรวจทั้ง 2 ว�ธี แสดงให�เห็นว�าการตรวจหาเชื้อเอนตา
มีบา ฮีสโตไลติคา ด�วยเทคนิค LAMP ให�ผลบวกมากกว�า เทคนิค
การตรวจด�วยกล�องจ�ลทรรศน� และยงัมีความไวและความจําเพาะ
มากกว�าเทคนิคการตรวจหาเชื้อภายใต�กล�องจ�ลทรรศน� ร�อยละ 
100 และ 75.3 ตามลําดับ โดยที่ผลการตรวจด�วยเทคนิคทั้ง 2 ว�ธี
มีความสอดคล�องกันในระดับพอใช�  สัมประสิทธิ์แคปปา เท�ากับ 
0.3 ผลการศกึษาในครัง้น้ีจะเป�นข�อมลูให�กับหน�วยงานทีเ่กีย่วข�อง
รวมถงึการประยกุต�ใช�เทคนิค LAMP ในการตรวจภาคสนามเพ�อ่
เป�นแนวทางการวางแผนควบคุมป�องกันป�ญหาทางด�าน
สาธารณสุข และใช�เป�นข�อมูลในงานศึกษาว�จัยอื่นต�อไป
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