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Blastocystis sp. เป็นโปรโตซัวในลาํไส้ของมนุษยแ์ละสัตวท่ี์พบได้ทัว่โลก การติดเช้ืออาจทาํให้เกิด
อาการทางระบบทางเดินอาหารท่ีหลากหลาย  ผูติ้ดเช้ือส่วนมากไม่ปรากฎอาการของโรค  จากการท่ีโปรโตซัว
ชนิดน้ีไม่ก่อให้เกิดอาการร้ายแรงในผูติ้ดเช้ือ ทาํให้เป็นท่ีละเลยของผูติ้ดเช้ือในการรับการรักษาท่ีถูกตอ้ง  ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัไดมี้รายงานการตรวจพบผูติ้ดเช้ือ Blastocystis sp. มากข้ึนเร่ือยๆ ในปัจจุบนัน้ี  จึงอาจมีความเป็นไป
ไดว้า่มีการแพร่กระจายของเช้ือ Blastocystis sp. ออกไปอยา่งรวดเร็ว  การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พือ่ศึกษาหายนี
ด้ือยาของเช้ือเพื่อศึกษาการระบาดของเช้ือท่ีด้ือยาในประเทศไทยต่อไป  โดยไดท้าํการสาํรวจสุ่มเก็บอุจจาระจาก
นกัเรียนทั้งหมด 1,909 ราย ใน 7 จงัหวดัใน 6 ภาคของประเทศไทย จากนั้นตรวจวินิจฉัยโรคปรสิตในลาํไส้ ดว้ย
วิ ธี  simple smear วิ ธี  formalin ethyl-acetate concentration วิ ธี  Boeck and Drbohlav's Locke-Egg-Serum (LES) 
medium culture และวิธี Harada mori culture พบผูติ้ดเช้ือปรสิตในลาํไส้ทั้ งส้ินจาํนวน 713 ราย (37.3%)  โดย
ปรสิตท่ีมีอตัราความชุกสูงท่ีสุดคือ Blastocystis sp. (33.1%)   นอกจากน้ี ยงัพบวา่อตัราการติดเช้ือปรสิตในแต่ละ
ภาคยงัแตกต่างกนัไป อาจเน่ืองมากจากลกัษณะภูมิประเทศ นิเวศน์วิทยา สุขลกัษณะ วฒันธรรม รวมถึง ปัจจยั
สังคมและเศรษฐกิจ  วิธีการวินิจฉัยท่ีมีประสิทธิภาพเป็นเคร่ืองมือท่ีสําคญัในการสํารวจโรคปรสิตในลาํไส ้
การศึกษาน้ีจึงไดท้าํการเปรียบเทียบความไวในการวินิจฉยัโรคโปรโตซวัดว้ยวิธี simple smear วิธี formalin ethyl-
acetate concentration  และวิธี LES culture  พบว่าวิธี LES medium culture ให้ผลการวินิจฉัยดีท่ีสุด (83.1%) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการตรวจดว้ยวิธี concentration (27.9%) และวิธี simple smear  (29.0%) โดยมีผูติ้ดเช้ือถึง 53.6% 
สามารถตรวจวินิจฉัยไดโ้ดยวิธี LES medium culture เท่านั้น แสดงใหเ้ห็นว่าการวินิจฉัยดว้ยวิธี simple smear ไม่
เพยีงพอต่อการตรวจคดักรองการติดเช้ือโปรโตซวัในลาํไส้  นอกจากน้ี ผูว้จิยัยงัไดพ้ฒันาวธีิการวินิจฉยัการติดเช้ือ 
Blastocystis sp. ด้วยวิ ธี  Polymerase chain reaction (PCR) โดยการ เพิ่ ม จํานวน ส่วนของยีน  small-subunit 
ribosomal DNA (SSU rDNA)  ซ่ึงพบว่าสามารถเพิ่มความไว ในการวินิจฉัยโรคได ้(20.6%)  เม่ือเปรียบเทียบกบั
การตรวจดว้ยวิธี simple smear (2.7%) และวิธี concentration (5.7%)   เพื่อพฒันาสายพนัธ์ุด้ือยาของ  Blastocystis 
sp. ในหอ้งปฏิบติัการ  ผูว้จิยัไดท้าํการพฒันาระบบการเพาะเล้ียงเช้ือและทดสอบความไวต่อยา metronidazole ของ 
Blastocystis sp. โดยเปรียบเทียบในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ ได้แก่ Jone’s medium (JM), Locke egg serum 
medium (LES),  LB Broth,  IMDM, และ RPMI โดยพบวา่เช้ือเจริญเติบโตเพิ่มจาํนวนไดดี้ท่ีสุดใน  LES medium 
แต่ทาํให้เช้ือเกาะกลุ่มกนัจนไม่สามารถนบัจาํนวนไดจึ้งไม่เหมาะสมกบัการทดสอบความไวต่อยา ส่วน RPMI 
เป็นอาหารเล้ียงท่ีเหมาะสมกบัการทดสอบความไวของยามากท่ีสุด จากนั้นผูว้ิจยัไดค้ดัเลือกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กลไกการด้ือของยา ไดแ้ก่ ยีน ferredoxin (Fd) และไดท้าํการออกแบบ primer จากยีนโนมของ Blastocystis sp. 
Singapore isolate B (subtype 7) อย่างไรก็ตาม เม่ือไดท้าํการเพิ่มจาํนวนยีน ferredoxin และเปรียบเทียบลาํดบันิ
วคลีโอไทด์ของยีน Fd ท่ีไดก้บัฐานขอ้มูล กลบัมีความเหมือนกบัแบคทีเรีย Prevotella dentalis มากท่ีสุด (74% 
identity) และไม่ตรงกบัลาํดบัของนิวคลีโอไทดข์องยนี ferredoxin ของ B.hominis Singapore isolate B (subtype 7) 
เลย ซ่ึงน่าจะเกิดจากความแตกต่างของยนีโนมของเช้ือ Blastocystis sp.  ท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูลมีความแตกต่างทางสาย
พนัธ์ุกบัเช้ือท่ีพบในไทย ซ่ึงจากการศึกษาการกระจายของสายพนัธ์ุของเช้ือในประเทศไทยพบวา่สายพนัธ์ุท่ีพบใน
ประเทศไทยคือสายพนัธ์ุ 3 ดงันั้น ผูว้จิยัจึงมีแผนการศึกษายโีนมของสายพนัธ์ุ Blastocystis subtype 3 ต่อไป 

บทคดัย่อ 
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 Blastocystis sp. is one of the most common intestinal protozoa of human and animals worldwide. 
The infections can cause various gastrointestinal symptoms. Blastocystis sp. has been found in 
asymptomatic, acute symptomatic and chronic symptomatic individuals. Because Blastocystis infections do 
not cause serious symptoms, the appropriate treatments are usually ignored resulting in the parasite spread 
and drug resistance.  This study aimed to determine the drug resistance genes of the Blastocystis sp.  In this 
study, we studied intestinal parasitic infections among 1,909 school students in 16 schools in 7 provinces in 
6 regions of Thailand, including Ang Thong, Nakhonratchasima, Khonkaen, Nan, Chonburi, Kanchanaburi 
and Pathalung which is located in the Central, Northeastern, Northern, Eastern, Western, and Southern of 
Thailand. Our study showed that 37.3% of the student harbored at least one intestinal parasite. The most 
common parasites found in this study were Blastocystis sp. (33.1%). Effective diagnosis aids a better 
surveillance of the intestinal parasitic infections. The highest sensitivity for the detection of protozoa 
increases by LES medium culture (83.1%), compared to formalin-ether acetate concentration (27.9%) and 
simple smear (28.9%) technique.  Our results showed that 53.6% of the protozoan-infected patients were 
diagnosed only by the LES medium culture, but not by the simple smear and concentration techniques. Our 
data suggest that the simple smear technique is insufficiently sensitive to be used alone for screening 
parasites. We also developed Polymerase chain reaction (PCR) of small-subunit ribosomal DNA (SSU 
rDNA) for Blasocystis diagnosis. We found that PCR method could increase the sensitivity (20.6%) for 
diagnosis of Blasocystis infection compared to the simple smear (2.7%) and concentration technique (5.7%). 
We developed the culture system that sutible for metronidazole susceptibility testing for Blastocystis. We 
found that Blastocystis grow best in LES medium, but protozoa precipitation was found in this medium. 
Therefore, LES was not suitable for drug susceptibility test. RPMI was the sutitalble medium for 
metronidazole susceptibility testing for Blastocystis. Moreover, we selected ferredoxin (Fd) as the candidate 
gene for the metronidazole resistance gene study. Based on the available Blastocystis genome database, we 
designed primers and amplified Fd gene from DNA extracted from Blastocystis we collected from patient. 
DNA sequencing was performed. Unfortunately, the nucleotide sequence of Fd gene was similar to 
Prevotella dentalis bacteria(74% identity), but not similar to Blastocystis in database. This may be due to the 
difference of the Blastocystis genome. The available Blastocystis genome are B.hominis Singapore isolate B 
(subtype 7), while the Blastocystis subtype found in Thailand was subtype 3. Further studies are undertaken 
in the study of the gemone of Blastocystis Thai isolate (subtype 3). 

Abstract 
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รูปที ่12    ตาํแหน่ง ferredoxin primer  บน reffernce sequence                                          53
รูปที ่13   การเพิ่มปริมาณยนี Ferredoxin ดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR)   54 
  โดย Frd-F และ Frd-R1 
รูปที ่14   การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยนี Ferredoxin ดว้ยวิธี       55 

Polymerase chain reaction (PCR)  โดย Frd-F และ Frd-R2 
รูปที ่15   chromatograms ท่ีไดจ้าก DNA sequencing ของช้ินส่วนยนี ferredoxin   56 
รูปที ่16   ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี ferredoxin    56 
  ในฐานขอ้มูล Genbank   

สารบัญภาพ 
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 ความสําคญัและทีม่าของปัญหา 

Blastocystis hominis นั้นไม่ใช่โปรโตซวัท่ีถูกคน้พบใหม่ แต่บทบาทในการเป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคอุจจาระร่วงนั้นเป็นท่ีสนใจศึกษาในช่วงไม่ก่ีสิบปีท่ีผ่านมา โดยพบว่าก่อให้เกิดอาการ
อุจจาระร่วงได ้และยงัพบอาการอ่ืนๆ อีกหลากหลาย  แนวทางการรักษาผูต้รวจพบเช้ือ B. hominis ยงั
ไม่ชดัเจน  ผูติ้ดเช้ือบางรายหากไม่มีอาการแพทยอ์าจไม่ให้การรักษา   แต่สําหรับผูป่้วยท่ีมีอาการ
แพทยใ์ห้การรักษาโดยใชย้าปฏิชีวนะ metronidazole ซ่ึงใชรั้กษาแบคทีเรียกลุ่มแอนแอโรบิค  และ
โปรโตซวับางชนิดเช่น Giardia lamblia และ Entamoeba histolytica ซ่ึงมีการใชย้าน้ีอยา่งแพร่หลาย
มานานหลายสิบปี   ในปัจจุบนัไดมี้รายงานการด้ือยาชนิดน้ีเป็นจาํนวนมากในแบคทีเรียต่างๆ และ
ในโปรโตซัว  Giardia lamblia และ  Entamoeba histolytica โดยพบว่าเก่ี ยวข้องกับ เอนไซม ์
pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFO) และ ferredoxin (Fd)   นอกจากน้ี ยงัมีรายงานการด้ือยา 
metronidazole ในผูติ้ดเช้ือ B. hominis ในอตัราท่ีแตกต่างกนัในผูติ้ดเช้ือแต่ละประเทศ  นอกจากน้ี ยงั
ไม่มีรายงานกลไกของการด้ือยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis   คณะผูว้ิจยัจึงจะทาํการศึกษา
ความชุกของการด้ือยาของเช้ือ B. hominis ในประเทศไทย และศึกษายนีด้ือยาของ B. hominis  ซ่ึงจะ
มีประโยชน์เพื่อเป็นแนวทางในการวางแผนการรักษาผูติ้ดเช้ือ และวางแผนป้องกนัแพร่ระบาดของ
เช้ือต่อไป 
 

 

บทนํา 
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 วตัถุประสงค์ 

1)  ศึกษาความชุกของเช้ือ Blastocystis hominis ของกลุ่มตวัอยา่งประชากรนกัเรียนในแต่ละ
จงัหวดัของประเทศไทย 

2) เปรียบเทียบวธีิการตรวจวนิิฉยั simple smear formalin ether concentration technique  และ 
Drbohlav's Locke-Egg-Serum (LES) medium culture  

3)   ศึกษายนีด้ือยา metronidazole ใน Blastocystis hominis ซ่ึงจะมีประโยชน์เพื่อเป็นแนวทาง
ในการวางแผนการรักษาผูติ้ดเช้ือ และวางแผนป้องกนัแพร่ระบาดของเช้ือต่อไป  

4)    สร้างงานวิจยัระดบัลึกเพื่อเป็นแหล่งอา้งอิงในระดบันานาชาติ และประยกุตใ์ชก้บังาน
สาธารณสุขของประเทศ 

5)  สร้างนกัวิจยัรุ่นใหม่ระดบัปริญญาโท-เอกท่ีมีความรู้คู่คุณธรรม มีความชาํนาญในงานวิจยั
ระดบัลึก ซ่ึงจะเป็นทรัพยากรบุคคลท่ีมีคุณค่าแก่สังคม และประเทศชาติ และมีความพร้อม
ท่ีจะผลิตผลิตภณัฑ ์เทคโนโลยทีางการแพทยอ่ื์นๆ ต่อไปในอนาคต อนัเป็นการสนบัสนุน
การดาํเนินการตามนโยบายแห่งชาติ ในการพฒันาคนและสงัคมท่ีมีคุณธรรมและความรู้ 

6)    เจา้หนา้ท่ีสาธารณสุข อาสาสมคัร มีความรู้และเทคโนโลยท่ีีทนัสมยั สามารถเฝ้าระวงั 
ควบคุมและป้องกนัโรคไดอ้ยา่งย ัง่ยนืแทจ้ริง และสามารถประยกุตใ์ชก้บัโรคติดต่ออ่ืนได ้
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 ขอบเขตการวจัิย 

การศึกษาน้ีจะทาํการศึกษาความชุกของการด้ือยาของเช้ือ B. hominis ในประเทศไทย โดย
ทาํการสุ่มสาํรวจเก็บอุจจาระในพื้นท่ีต่างๆ แลว้นาํมาหาความชุกของการติดเช้ือ B. hominis โดยทาํ
การเปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉัยตัวอย่าง simple smear  concentration technique  และ LES 
จากนั้นทาํการเพาะเล้ียงเช้ือในหลอดทดลอง และทดสอบความไวเช้ือต่อยา metronidazole เพื่อศึกษา
หาความชุกของเช้ือท่ี ด้ือยา   จากนั้ นจะศึกษายีน ด้ือยาของ  B. hominis โดยนําเช้ือ ท่ี ด้ือยา 
metronidazole มาศึกษาลาํดบัเบสของยนี pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFO) และ ferredoxin 
(Fd) เปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสของเช้ือท่ีไม่ด้ือยาเพื่อหาตาํแหน่งท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุแลว้ทาํใหเ้ช้ือ B. 
hominis  ด้ือยา metronidazole 

 

 ทฤษฎ ีสมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคดิของโครงการวจัิย 

ยาปฏิชีวนะ metronidazole เป็นยาท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลาย ทั้งเพื่อรักษาการติดเช้ือแบคทีเรีย
กลุ่มแอนแอโรบิค  และโรคอุจจาระร่วงจากโปรโตซัว ซ่ึงในปัจจุบนัไดมี้รายงานการด้ือยาชนิดน้ี
เป็นจาํนวนมากในแบคทีเรียและโปรโตซวัต่างๆ   ในอดีตนั้น การติดเช้ือ B. hominis เป็นท่ีละเลย ผู ้
ติดเช้ือบางคนไม่ไดรั้บการวินิจฉยัและไม่ไดรั้บการรักษา จึงทาํให้มีการแพร่กระจายของเช้ือออกไป 
จนในปัจจุบนัมีการตรวจพบการติดเช้ือ B. hominis เป็นจาํนวนมากทัว่ประเทศ บางรายไม่เกิดอาการ
ของโรคและบางรายเกิดอุจจาระร่วง  นอกจากน้ี ยงัมีรายงานพบการไม่ตอบสนองต่อการรักษาดว้ย
ยา metronidazole จึงอาจเป็นไปไดท่ี้โปรโตซัว B. hominis ท่ีระบาดนั้นเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีการด้ือยา 
metronidazole   การศึกษาอตัราการด้ือยาของเช้ือในประเทศไทยและกลไกการด้ือยาของเช้ือจะเป็น
ประโยชน์อย่างยิ่งในวางแผนการรักษาการติดเช้ือไดอ้ย่างถูกตอ้ง และสามารถควบคุมการระบาด
ของโรคได ้ 
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 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 

ภาวะอุจจาระร่วงท่ีเกิดจากการติดเช้ือนอกจากจะมีสาเหตุจากไวรัสและแบคทีเรียแล้ว  
ปรสิตพวกโปรโตซวัท่ีมีบทบาทในการเกิดอุจจาระร่วงในอดีต เช่น Entamoeba histolytica, Giardia 
lamblia หรือท่ีเพิ่งคน้พบ เช่น Cryptosporidium species ก็มีบทบาทสําคญัในการก่อให้เกิดอุจจาระ
ร่วงอยา่งรุนแรงในผูป่้วยโรคเอดส์ นอกจากน้ียงัมีโปรโตซวัอีกชนิดหน่ึงคือ Blastocystis hominis ซ่ึง
เร่ิมมีบทบาทในการก่อให้เกิดอุจจาระร่วง Blastocystis hominis แมจ้ะเคยถูกศึกษาถึงระบาดวิทยา
และการก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพในทางเดินอาหาร แต่การบนัทึกเป็นหลกัฐานยงัเป็นท่ีถกเถียงกนัอยูถึ่ง
ความสาํคญัในการก่อใหเ้กิดโรค(1)  

Blastocystis hominis ถูกคน้พบคร้ังแรกโดย Brumpt ในปี ค.ศ. 1912 เดิมนั้นเช่ือวาเป็น cyst 
ของพวก flagellate บา้งกว็า่เป็น yeast พวก Schizosaccharomyces ท่ีไม่ก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพ 
จนกระทัง่ Zierdt และคณะ ในปี ค.ศ. 1967(2) ค.ศ. 1973(3) และ ค.ศ. 1976(4) ไดท้าํการศึกษาลกัษณะ
คุณสมบติัต่างๆ ของ B. hominis โดยการเพาะเล้ียงเช้ือในหลอดทดลอง ตลอดจนดูดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์และกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน สรุปวา่ B. hominis เป็นโปรโตซวั ซ่ึงมีคุณสมบติัต่างจาก
ยสีต ์   โดย B. hominis ไม่สามารถเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือรา ตลอดจนไม่มีการแตกหน่อและ
สร้าง mycelium ไม่มีผนงัเซลล ์ มีแต่เยือ่หุม้เซลลบ์างๆ มี pseudopod และมีความสามารถในการจบั
กินแบคทีเรียและสารอ่ืน โดยทัว่ไปเจริญไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแบคทีเรีย และการเล้ียงเช้ือใน
ภาวะพิเศษ (Axenic cultivation)(5, 6) ภาวะท่ีเป็นกลางหรือด่างเลก็นอ้ยและอุณหภูมิ 37°C จะ
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต สืบพนัธ์ุโดยการแบ่งตวั (binary fission) และ Schizogony(5) นอกจากน้ี 
B. hominis ยงัมี microchondria, Golgi apparatus และ endoplasmic reticulum ท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะ
ของโปรโตซวั เจริญเติบโตในภาวะไม่มีออกซิเจน(1, 2) มีการอยูร่่วมกนัแบบพ่ึงพาซ่ึงกนัและกนั 
(mutualism) กบัแบคทีเรีย(5, 7) ดงันั้น Zierdt จึงจดั B. hominis อยูใ่น Phylum Protozoa(7)   การศึกษา
ของ Zierdt และคณะพบวา่ B. hominis มีดว้ยกนั 3 ลกัษณะ(2, 3) ไดแ้ก่  

1) vacuolated form เป็นระยะท่ีพบไดบ่้อยท่ีสุดในอุจจาระ รูปร่างกลม ขนาดประมาณ 8-10 
ไมครอน อาจพบนิวเคลียสไดถึ้ง 4 อนั ตรงกลางเป็น vacuole ขนาดใหญ่ ซ่ึงดนันิวเคลียสและไซ
โตพลาสซึมไปชิดเยือ่หุม้เซลลเ์ช่ือวา่ vacuole น้ีไม่ไดมี้หนา้ท่ีสะสมอาหาร (เน่ืองจากยอ้มไม่ติดสี
ของแป้งและไขมนั) ในเซลลท่ี์มีอายมุากข้ึนจะพบ lipid granule ได ้ ระยะน้ีเพิ่มจาํนวนไดโ้ดยการ
แบ่งตวัแบบ binary fission อยา่งรวดเร็ว อาจะพบ slime capsule ได ้ 

2) amoeba form พบไดบ้า้งในอุจจาระ ไม่มี vacuole ขอบเขตเซลลไ์ม่สมํ่าเสมอ มีนิวเคลียส 
1-2 อนั อาจพบการยดืหดของ pseudopod แต่ไม่มีความสาํคญัต่อการเคล่ือนท่ี ระยะน้ีเพิ่มจาํนวนโดย
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การแบ่งตวัแบบ asymmetrical fission ระยะน้ีพบมากในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท้ิงไวน้านๆ และมีการ
เจริญของ B. hominis ชา้ลง  

3) granular form พบไดน้อ้ยมากทั้งในอุจจาระและการเพาะเล้ียงเช้ือ พบมากในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีเซรุ่มความเขม้ขน้สูงๆ รูปร่างกลมขนาด 10-60 ไมครอน ภายในเซลลเ์ตม็ไปดว้ย granule 
เลก็ๆ ซ่ึงแบ่งเป็น 3 ชนิด คือ (1) metabolic granules รูปร่างกลม หรือเป็นแท่ง อยูบ่ริเวณรอบๆ เซลล์
ขนาดเท่าๆ กนั พบมากขณะท่ีเซลลมี์การแตกตวั แต่ไม่พบการเจริญเป็น B. hominis (2) reproductive 
(viable) granules มีขนาดใหญ่ และเจริญใน vacuole เม่ือเซลลแ์ตกจะพบ granules เหล่าน้ีซ่ึงมีขนาด
เลก็ จนมีขนาดใหญ่เท่า B. hominis ทัว่ไป (3) lipid granules พบไดท้ั้งใน vacuole และไซโตพลา
สซึม มีขนาดต่างๆ กนั   

การศึกษาเพิ่มเติมของ Yoshikawa และคณะ ในปี 1988(8) พบวา่ membrane ของ B. hominis 
เองรวมทั้งของ organelles อ่ืนๆ จะมี intramembranous particles กระจายทัว่ไป นอกจากน้ี ยงัพบวา่ 
การแบ่งตวัจะเร่ิมแบ่งนิวเคลียสและ inner membrane ของ B. hominis ก่อน หลงัจากนั้นจึงจะมีการ
แบ่ง outer membrane ไดเ้ป็น B. hominis 2 ตวั  

การศึกษาของ Phillips และ Zierdt(9) ใน ค.ศ. 1976 โดยใหเ้ช้ือ B. hominis ทางปากและลาํไส้
แก่หนู หนูส่วนหน่ึงและเกิดการถ่ายอุจจาระเหลวเป็นนํ้ามากกวา่ 1 สปัดาห์ แต่ตรวจพบวา่มี amoeba 
forms ของ B. hominis ในเซลล ์ epithelium ของลาํไส้จาํนวนเลก็นอ้ย เม่ือเทียบกบัท่ีพบในช่องวา่
ของลาํไส ้ (lumen) อีกทั้งไม่พบปฏิกิริยาการอบัเสบท่ีชดัเจน จึงยงัไม่สามารถสรุปถึง pathogenesis 
ของ B. hominis กบัอาการแสดงของโรคท่ีเกิดข้ึนได ้นอกจากน้ี ยงัสามารถตรวจพบ B. hominis ใน
พวก nonhuman primates อ่ืนๆ ท่ีมีอาการอุจจาระร่วงไดเ้ช่นกนั(10)  

แมว้่าจะมีรายงานการตรวจพบ B. hominis สัมพนัธ์กับอาการผิดปกติของระบบทางเดิน
อาหาร(11-13) แต่จากการศึกษาของ Markell และคณะ(14)  ไดติ้ดตามตรวจอุจจาระของผูป่้วยถึง 6 คร้ัง 
พบว่ามี  27 รายจาก  148 ราย  ท่ีตรวจพบ  B. hominis ร่วมกับ  E. histolytica, D. fragilis และ  G. 
lamblia เม่ือให้ยารักษาเช้ือก่อโรคเหล่าน้ี  อาการผิดปกติของระบบทางเดินอาหารก็หายไป แต่ยงัคง
ตรวจพบ B. hominis ในอุจจาระของผูป่้วยได้อีก ผูป่้วย 5 รายจาก 148 รายท่ีตรวจพบเฉพาะ B. 
hominis ซ่ึงมีอาการอุจจาระร่วง เม่ือให้ iodoquinol ผูป่้วยยงัคงมีอาการ และตรวจพบ B. hominis   
ต่อมาทั้ง 5 รายไดรั้บการวินิจฉัยว่าเป็น irritable bowel syndrome    Markell และคณะ จึงสรุปว่า B. 
hominis ไม่ได้เป็นจุลชีพท่ีก่อให้เกิดพยาธิสภาพ แต่การตรวจพบ B. hominis ในผูป่้วยท่ีมีอาการ
ผดิปกติของระบบทางเดินอาหารนั้น น่าจะมีสาเหตุจากจุลชีพอ่ืนท่ียงัไม่สามารถตรวจพบในอุจจาระ
คร้ังแรกๆ หรือมีความผดิปกติของระบบทางเดินอาหาร  
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จากการผลการศึกษาของ Garcia และคณะ ในปี ค.ศ. 1984 มีผูป่้วย 191 ราย จาก 2,360 รายท่ี
ตรวจพบเฉพาะ B. hominis โดยมี 24 รายท่ีมีอาการตั้งแต่ปวดทอ้ง คล่ืนไส ้อาเจียน ถ่ายอุจจาระเหลว 
บางรายอาจพบวา่มีไข ้หนาวสัน่ ปวดศีรษะ ซ่ึงระยะเวลาท่ีเป็นกแ็ตกต่างกนัตั้งแต่หลายชัว่โมง ถึง 3 
ปี (เฉล่ีย 3-10 วนั)(13)  สาํหรับการศึกษาของ Sheehan และคณะ ในปี ค.ศ. 1986 ผูป่้วย 23 รายจาก 
389 ราย ท่ีพบเฉพาะ B. hominis มากกวา่ 5 ตวัต่อ high power field มี 19 ราย จาก 23 รายท่ีมีอาการ
เบ่ืออาหาร ปวดทอ้งและอุจจาระร่วง อาการท่ีมีตั้งแต่ 2 เดือนถึง 1 ปี โดยเฉล่ียประมาณ 5 เดือน(12)  
อยา่งไรกต็าม  การศึกษาน้ีตรวจพบ E. histolytica มีความสมัพนัธ์กบัการตรวจพบ B. hominis อยา่งมี
นยัสาํคญั  

การวินิจฉัยท่ีแน่นอนอาศยัการตรวจพบ B. hominis ในอุจจาระ โดยวิธี fresh smear และ 
concentration technique อาจใช้การยอ้มสี Giemsa สี Trichrome หรือ iodine เพื่อให้เห็นชัดข้ึน ใน
ผูป่้วยบางรายอาจพบ eosinophils ในเลือดเพิ่มข้ึน(15-17)  สําหรับในคนนั้น อาการแสดงต่างๆ ของ
ระบบทางเดินอาหาร เช่น อุจจาระจะมีความรุนแรงสัมพนัธ์โดยตรงกบัปริมาณของ B. hominis ท่ี
ตรวจพบในอุจจาระ(4, 12, 18)  อน่ึง เราสามารถตรวจพบ B. hominis ไดใ้นผูท่ี้ไม่มีอาการผิดปกติ  ใน
บางคร้ังกพ็บร่วมกบัจุลชีพอ่ืน(19)  Zierdt จึงแนะนาํวา่ในกรณีท่ีไม่พบจุลชีพอ่ืนท่ีเป็นสาเหตุทาํใหเ้กิด
อาการทางเดินอาหาร และตรวจพบ B. hominis มากกวา่ 5 ตวัต่อ oil immersion field (x100) จึงจะให้
การวินิจฉัยว่า B. hominis อาจเป็นสาเหตุของโรค(1, 20) และจากการทดลองของ Sheehan ไดพ้บว่า B. 
hominis ท่ีตรวจพบมากกว่า 5 ตวัต่อ high power field (x40) ก็มีความสัมพนัธ์กบัอาการและความ
รุนแรงของโรค(20)  นอกจากน้ียงัมีรายงานตรวจพบ B. hominis ในคนไข้โรค AIDS ท่ีมีอาการ
อุจจาระไดเ้ช่นกนั(21, 22)    

การศึกษาใน  in vitro พบว่ายาท่ี มีประสิทธิภาพดีในการฆ่ า  B. hominis คือ  emetin, 
metronidazole, furazolidone, trimethoprim sulfamethoxazole, 5-chloro-8-hydroxy-7-iodo-
quinolone (Entero-Vioform) และ  pentamidine(23)  สําหรับในคนนั้ น  ยาท่ี มีประสิทธิภาพดี  คือ 
metronidazole(24-27)  ในขนาดเดียวกบัท่ีใชรั้กษาโรคบิดมีตวัในลาํไส ้(intestinal amebiasis) คือ ผูใ้หญ่
ให้ยาขนาด 500 mg วนัละ 3 คร้ัง นาน 10 วนั  เด็กให้ยาขนาดวนัละ 35 mg/kg  โดยแบ่งให้วนัละ 3 
คร้ัง นาน 10 วนั    ในกรณีท่ีไม่ไดผ้ลอาจใช ้ketoconazole 200 mg ต่อวนั เป็นเวลา 2-4 สปัดาห์(28)   

ยา metronidazole เป็นยาท่ีมีฤทธ์ิกวา้งสามารถตา้นเช้ือโปรโตซวัไดห้ลายชนิด เช่น Giardia 
lamblia, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis รวมทั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรม
ลบท่ีเจริญเติมโตได้โดยไม่อาศยัออกซิเจน เช่น Bateroides, Clostridium, Helicobacter เป็นตน้(29)  
โดยยาจะยบัย ั้งการสังเคราะห์ DNA ของเช้ือ  ซ่ึงยาท่ีรับประทานเขา้ไปในรูป inactive form จะถูก
เปล่ียนเป็น active form ใน cytoplasm ในกรณีของการทาํลายแบคทีเรีย และโปรโตซัว Giardia 
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lamblia, Entamoeba histolytica  แ ต่ จะ ถู กแปลง เป็ น รูป  active form ใน  organelle พิ เศษ  คื อ 
hydrogenosome ในกรณีของ Trichomonas  

การใช้ยา metronidazole ก่อให้เกิดผลขา้งเคียง เช่น คล่ืนไส้ อาเจียน เบ่ืออาหาร ทอ้งร่วง 
แน่นหนา้อก ปวดทอ้ง ปวดหวั อาการแขนขาชาไม่มีแรง  นอกจากน้ียงัมีรายงานความเป็นพิษของยา 
(toxicity) เกิดข้ึน  ถา้ไดรั้บยาเมโทรนิดาโซลเกินขนาดหรือใชย้าเมโทรนิดาโซลเป็นเวลานาน เช่น 
ทาํให้เม็ดเลือดขาวตํ่า เป็นพิษต่อระบบประสาทส่วนกลาง พบอาการหูหนวกชั่วคราว หูอ้ือ การ
ทาํงานของกลา้มเน้ือไม่ประสานกัน  และการอกัเสบของเส้นประสาทตา(30, 31)  และไม่ควรใช้ยา 
metromidazole ในหญิงมีครรภ์ เพราะยาน้ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการสังเคราะห์ DNA ทาํให้พฒันาการของ
ทารกบกพร่อง (teratogenic) และพบว่าเป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogenic) ในหนู   จากขอ้จาํกดัเหล่าน้ี
แสดงถึงปัญหาในการใชย้ารักษาโปรโตซวัในลาํไส้จากยาท่ีสังเคราะห์จากสารเคมีท่ีเกิดข้ึนกบัผูใ้ช้
และต่อเช้ือโปรโตซวัในลาํไส ้

นอกจากน้ี  ยังมีรายงานการด้ือยา metronidazole เกิด ข้ึนทั้ งในแบคทีเรีย  Bateroides, 
Clostridium, Helicobacter และในโปรโตซัว G. lamblia, E. histolytica, T. vaginalis ซ่ึงมีกลไกการ
ด้ือยาท่ีแตกต่างกันไป  เช่น  ในโปรโตซัวพบว่ามีการลดการทํางานของ pyruvate:ferredoxin 
oxidoreductase (PFO) และ ferredoxin (Fd) ใน G. lamblia(32, 33)  การลดการทาํงานของ ferredoxin 
และ flavin reductase ใน E. histolytica(34)  เป็นตน้ สําหรับการด้ือยา metronidazole ของ B. hominis  
มีรายงานพบการด้ือยา metronidazole ใน B. hominis ทั้งจากการศึกษาในหลอดทดลองและในเช้ือท่ี
แยกเพาะเช้ือไดจ้ากผูป่้วย (35-38)   อยา่งไรก็ตาม การศึกษากลไกการด้ือยาของ B. hominis ยงัไม่เป็นท่ี
แน่ชดัในปัจจุบนั 
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 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
1)   ขอ้มูลการระบาดของ Blastocystis hominis ซ่ึงด้ือยา metronidazole ในประเทศไทย  
2) ขอ้มูลเชิงเปรียบเทียบวิธีการตรวจวนิิจฉยัของเช้ือปรสิตลาํไสแ้ละ เช้ือ Blastocystis 

hominis 
3)  ขอ้มูลยนีด้ือยา metronidazole ใน Blastocystis hominis ซ่ึงจะมีประโยชน์เพื่อเป็นแนวทาง

ในการรักษาและป้องกนัการแพร่กระจายของโรคต่อไป 
4)    งานวจิยัระดบัลึกเพื่อเป็นแหล่งอา้งอิงในระดบันานาชาติ และประยกุตใ์ชไ้ดก้บังาน

สาธารณสุขของประเทศ 
5)  นกัวิจยัรุ่นใหม่ระดบัปริญญาโทท่ีมีความรู้คู่คุณธรรม มีความชาํนาญในงานวิจยัระดบัลึก 

ซ่ึงจะเป็นทรัพยากรบุคคลท่ีมีคุณค่าแก่สังคม และประเทศชาติ และมีความพร้อมท่ีจะผลิต
ผลิตภัณฑ์ เทคโนโลยีทางการแพทยอ่ื์นๆ ต่อไปในอนาคต อนัเป็นการสนับสนุนการ
ดาํเนินการตามนโยบายแห่งชาติ ในการพฒันาคนและสงัคมท่ีมีคุณธรรมและความรู้ 

6)    เจา้หนา้ท่ีสาธารณสุข อาสาสมคัร มีความรู้และเทคโนโลยท่ีีทนัสมยั สามารถเฝ้าระวงั 
ควบคุมและป้องกนัโรคไดอ้ยา่งย ัง่ยนืแทจ้ริง และสามารถประยกุตใ์ชก้บัโรคติดต่ออ่ืนได ้

7)  ผลงานตีพิมพท์ั้งระดบัชาติและนานาชาติ 1-2 เร่ืองตลอดโครงการ 
8)  ผลงานวิชาการเผยแพร่ในงานประชุมวิชาการระดบัชาติและนานาชาติ 1-2 เร่ืองตลอด

โครงการ 
 หน่วยงานทีนํ่าผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 

- กระทรวงสาธารณสุขไดท้ราบขอ้มูลความชุกของ Blastocystis hominis เพื่อช่วยประเมิน
สถานการณ์การระบาดของโรค และปัญหาการด้ือยาของเช้ือ Blastocystis hominis   

-   มหาวิทยาลยัผลิตบุคลากรทางดา้นวิทยาศาสตร์การแพทย ์และสร้างองคค์วามรู้ใหม่ท่ี
เป็นแหล่งอา้งอิงระดบัชาติและนานาชาติ 
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 รูปแบบการวจัิย  (Research design) 

                 การสุ่มแบบหลายขั้นตอน (Multi-stage sampling) 
 
 การกาํหนดพืน้ที ่และ ประชากรเป้าหมาย (Target population) 

สํารวจประชากรในจังหวัดต่างๆ  ทุกภาคของประเทศไทย  ได้แก่  ภาคเหนือ  ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคตะวนัออก ภาคกลาง ภาคตะวนัตก และภาคใต้ โดยให้ได้
ตวัอยา่งเช้ือ B. hominis  จากผูป้ระชากรทั้งหมด อยา่งนอ้ย 380 ราย 
 

   โดยใชสู้ตรในการคาํนวนขนาดของประชากรตวัอยา่ง (sample size) ดงัน้ี 

สูตร n = Z/2
2 pq  =  1.962 x 0.44 x 0.56  = 379 ราย 
d2      0.052 

 (type I error) = 0.05     Z = Z0.05/2    = 1.96 (two tail) 
p  = estimated prevalence  = 44% (Taamasri et al., 2002)  

   q  = 1-p 
  d   = allowable error in estimating prevalence = 0.05 

 

เน่ืองจากการศึกษาก่อนหนา้ไดมี้รายงานการติดเช้ือปรสิตมากในเด็ก จึงไดป้ระชากรตวัอยา่ง
เป็นเด็กนกัเรียนตั้งแต่ระดบัชั้นอนุบาลถึงมธัยมศึกษา  ทั้งน้ี เน่ืองจากความชุกของโรคโดยประมาณ
คือร้อยละ 40  ดงันั้น เพ่ือให้ไดต้วัอยา่งโปรโตซวั ทั้งส้ิน 400 ตวัอยา่ง จึงตอ้งดาํเนินการเก็บตวัอยา่ง
อย่างน้อย 1,000 ตัวอย่าง และจากอตัราการได้รับการร่วมมือจากอาสาสมัครในการส่งตัวอย่าง
อุจจาระ ประมาณร้อยละ 50 จึงตอ้งทาํการสาํรวจนกัเรียนทั้งส้ิน 2,000 ราย ทัว่ประเทศ โดยแบ่งเป็น  
6 ภาค ภาคละ 350 ตวัอยา่ง  จึงไดท้าํการสาํรวจนกัเรียนทั้งส้ิน 16 โรงเรียน ดงัน้ี  

วธีิดาํเนินการวจัิย 
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ภาคเหนือ 

จงัหวดัน่าน ไดแ้ก่  โรงเรียนแสนทองวทิยา และโรงเรียนบา้นดอยต้ิว   
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 

  จงัหวดันครราชสีมา ไดแ้ก่ โรงเรียนอนุบาลค่ายสุรนารี และโรงเรียนภูเขาลาด  
จงัหวดัขอนแก่น ไดแ้ก่ โรงเรียนบา้นหนองกงุใหญ่ และโรงเรียนบา้นผกัหนาม   

ภาคกลาง 
จงัหวดัอ่างทอง  ไดแ้ก่ โรงเรียนป่าโมกขว์ทิยาภูมิ  

 ภาคตะวนัออก 

จงัหวดัชลบุรี ไดแ้ก่ โรงเรียนบา้นคลองสิบแปด และโรงเรียนสวนป่าเขาชะอางค ์ 
ภาคตะวนัตก  

จงัหวดักาญจนบุรี ไดแ้ก่ โรงเรียนหว้ยกบ และโรงเรียนบา้นใหม่พฒันา 
ภาคใต้ 

จงัหวดัพทัลุง ไดแ้ก่ โรงเรียนวดัปัณณาราม โรงเรียนอนุบาลศรีบรรพต 

  โรงเรียนวดัหวัควน โรงเรียนวดัพระเกิด และโรงเรียนวดัฝาละมี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 พื้นท่ีท่ีทาํการศึกษาในแต่ละภาคของประเทศไทย 
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 วตัถุตัวอย่างและการเกบ็รวบรวมข้อมูล (Data collection) 
- แบ่งเกบ็อุจจาระจากผูเ้ขา้ร่วมการวิจยัซ่ึงเขา้ร่วมโครงการวิจยัมาตรวจวนิิจฉยัการติด

เช้ือ Blastocystis hominis  
- เปรียบเทียบวธีิการตรวจวนิิฉยั simple smear วิธี formalin ether concentration 

technique  และวิธี Drbohlav Locke egg serum medium  (LES) culture  
- วิเคราะห์และสรุปความชุกของเช้ือ B. hominis ในตวัอยา่งนกัเรียน 
- นําอุจจาระส่วนท่ีมีเช้ือ B. hominis มาเพาะเล้ียงเช้ือ B. hominis โดยวิธี Drbohlav 

Locke egg serum medium (LES) culture 
- ทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis ในหลอดทดลอง 
- วิเคราะห์และสรุปอตัราการด้ือยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis  
- นาํเช้ือ B. hominis ท่ีแยกบริสุทธ์ิจากอาหารเล้ียงเช้ือมาสกดั DNA  
- ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) ของยนี pyruvate:ferredoxin 

oxidoreductase (PFO) และ ferredoxin (Fd)   
- วิเคราะห์ความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือท่ีด้ือยาและไม่ด้ือยา 
- จดัทาํรายงานและเผยแพร่ผลการวิจยั 
 

 
 สถานทีท่าํการทดลองและเกบ็ข้อมูล   

- หน่วยปฏิบติัการวิจยัโรคเทา้ชา้งและโรคเขตร้อน ศูนยว์ิจยั (CHULA-MRC) คณะ
แพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

- ภาควิชาปรสิตวิทยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

- พื้นท่ีภาคสนาม: จงัหวดัอ่างทอง น่าน นครราชสีมา ขอนแก่น พทัลุง  กาญจนบุรี 
ชลบุรี 
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 ขั้นตอนการดาํเนินงาน   

ขั้นที ่1  การเกบ็ตัวอย่างอุจาระนักเรียนภาคสนาม      

ดาํเนินการเก็บอุจาระตวัอยา่งของนกัเรียนในแต่ละจงัหวดัท่ีเป็นตวัแทนประชากรในแต่ละ
ภาคของประเทศไทย ในโรงเรียนท่ีให้การตอบรับการเขา้โครงการ โดยทาํการแจกกระปุกเก็บ
ตวัอยา่ง คนละ 1 กระปุก พร้อมคู่มือการเกบ็อุจาระ 

ขั้นที ่2  บันทกึประวตั ิ

 ทาํการซกัประวติัและลงบนัทึกขอ้มูลส่วนบุคคล ระบุรหสัแยกตามหอ้ง ชั้น โรงเรียน 
จงัหวดั ตามลาํดบั เพื่อใหง่้ายแก่การสืบคน้  และเพื่อเป็นส่วนประกอบในการวินิจฉยัการติดเช้ือ การ
จดัจาํแนกกลุ่มตามเพศและอาย ุตลอดจนใชใ้นการติดตามรักษาในกรณีท่ีพบการติดเช้ือ 

ขั้นที ่3  การตรวจหาเช้ือโปรโตซัวในลาํไส้ด้วยวธิิทางปรสิตวทิยา 

 นาํอุจาระตวัอยา่งทาํการตรวจหาเช้ือโปรโตซวัในลาํไสด้ว้ยวิธีทางปรสิตวิทยา คือวิธี simple 
smear และ formalin ether concentration technique ส่องดูภายใตจุ้ลทรรศน์เพื่อแยกจาํนวนการ
ติดเช้ือและจาํแนกชนิดของโปรโตซวัในลาํไสใ้นอุจาระตวัอยา่ง บนัทึกผล 

ขั้นที ่4  การเปรียบเทยีบวธีิการตวจวนิิจฉัยเช้ือ B.hominis 

 นาํตวัอยา่งอุจาระมาตรวจวนิิจฉยัเช้ือ B.hominis ดว้ยวิธี simple smear  formalin ether 
concentration technique  และ LES culture ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ บนัทึกผล 

ขั้นที ่5  การรวบและวเิคราะห์ข้อมูลเพ่ือศึกษาความชุกของเช้ือ B. hominis   

 นาํขอ้มูลการตรวจวนิิจฉยัพบเช้ือ B. hominis ท่ีมีมาทาํการวิเคราะห์ทางคอมพิวเตอร์ โดยใช ้  
chi-squared  ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งผลการตรวจวิเคราะห์ต่างๆ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

ขั้นที ่6  ทดสอบความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis ในหลอดทดลอง 

 นําตัวอย่างอุจจาระจากผูติ้ดเช้ือมาทาํการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ ได้แก่  
Locke egg serum medium ( LES) , Jone’s medium ( JM), LB Broth, IMDM broth, RPMI broth, 
IMDM agar plate และ RPMI agar plate   ทดสอบความไวต่อยา metronidazole โดยใชค้วามเขม้ขน้
ของยาตั้ งแ ต่  0 μg/ml, 10μg/ml, 20μg/ml, 50μg/ml, 75μg/ml, 100μg/ml,  200μg/ml ตามลําดับ      
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ทาํการนบัจาํนวนเช้ือภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 7 วนั โดยใหค้วามเขม้ขน้ยาท่ี 
0 μg/ml เป็นหลอดควบคุม วิเคราะห์และสรุปความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis ใน
หลอดทดลอง 

ขั้นที ่7  สกดั DNA ของเช้ือ B. hominis ที่แยกบริสุทธ์ิจากอาหารเลีย้งเช้ือ 

 ทาํการสกดั DNA ของ Blastocystis sp. ท่ีเล้ียงเพิ่มจาํนวนในหลอดทดลอง โดยใชชุ้ดสกดั 
DNA ของ Favor Prep stool DNA Isolation Mini kit (FavorGen Biotech Corporation, Taiwan) แลว้
เกบ็ดีเอน็เอไวท่ี้ –20 °C เพื่อใชใ้นการทาํ PCR ต่อไป  

ขั้นที ่8 เพิม่จํานวนยนี ferredoxin โดยวธีิ PCR 

ในปฏิกิริยา PCR ท่ีมีปริมาณสุทธิ 50 μl ซ่ึงประกอบดว้ย 1x PCR buffer, 3mM MgCl2, 
0.2mM dNTP, 1U Taq DNA polymerase (Fermentas, USA), 40μg/ml BSA , 0.4μM ของ primer F 
และ R และตวัอยางดีเอน็เอ 200 ng โดยเพิ่มจาํนวนดีเอน็เอ 35 รอบดงัน้ี denaturation 95 °C 30 
วินาที annealing 50 °C 30 วินาที extension 72 °C 30 วินาที โดยใช ้ pre-heating denaturation ท่ี
อุณหภูมิ 95 °C 4 นาที และ complete extension 72 °C 5 นาที จากนั้นตรวจสอบ PCR product ขนาด 
587 bp โดยใช ้2% agarose gel กบั 1 kb DNA ladder (Fermentas, USA) เป็นเวลา 30 นาที แลว้ยอ้ม
ดว้ย ethidium bromide อ่านผลภายใตแ้สง UV (BioLabs, USA)   

ขั้นที ่9 ศึกษาลาํดับนิวคลโีอไทด์ (DNA sequencing) 

ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) ของยนี ferredoxin (Fd)  และวิเคราะห์ความ
แตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือท่ีด้ือยาและไม่ด้ือยา 

ขั้นที ่10 จัดทาํรายงานและเผยแพร่ผลการวจัิย 
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  ความชุกของโรคปรสิตในลาํไส้ในเดก็นักเรียนทัว่ประเทศไทย 

การศึกษาน้ีไดด้าํเนินการสุ่มเก็บอุจจาระจากเด็กนกัเรียนชั้นเตรียมอนุบาลถึงชั้นมธัยมศึกษา
ตอนปลาย มีอายรุะหว่าง 1-23 ปี* จาํนวน 1,909 ราย ท่ีอาศยัอยูใ่น 7 จงัหวดัใน 6 ภูมิภาคของประเทศ
ไทย ไดแ้ก่ ภาคเหนือ (จงัหวดัน่าน) ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (จงัหวดันครราชสีมาและขอนแก่น)  
ภาคตะวนัออก (จงัหวดัชลบุรี) ภาคกลาง (จงัหวดัอ่างทอง) ภาคตะวนัตก (จงัหวดักาญจนบุรี) และ
ภาคใต  ้(จงัหวดัพทัลุง)  จากนั้ นทาํการตรวจอุจจาระจากตวัอย่างท่ีเก็บได้เพื่อตรวจหาปรสิตใน
อุจจาระด้วยวิธี simple smear วิธี formalin ethyl acetate concentration วิธี Drbohlav's Locke-Egg-
Serum (LES) medium culture วิธี Harada mori culture และวิธี agar plate culture  พบผูติ้ดเช้ือปรสิต
ในลาํไส้ทั้ งส้ินจาํนวน 713 ราย  คิดเป็นอัตราร้อยละ 37.3  (ตารางท่ี 1) โดยไม่มีความแตกต่าง
ระหว่างอตัราการติดเช้ือในเพศชายและเพศหญิง   (P > 0.05)  เม่ือจาํแนกอตัราการติดเช้ือโดยแบ่ง
ตามระดบัชั้นของนกัเรียน พบว่าอตัราการติดเช้ือสูงท่ีสุดในนกัเรียนชั้นประถมศึกษาท่ีมีอายรุะหว่าง 
7-12 ปี โดยพบอตัราการติดเช้ือสูงถึงร้อยละ 46.5  

 ตารางที ่1    ความชุกของการติดเช้ือปรสิตในกลุ่มนกัเรียน โดยแยกตามเพศและอาย ุ
* Significantly difference among the age group 13-23 between male and female (P < 0.05) 

                                                 
* เน่ืองจากโรงเรียนบางแห่งเป็นโรงเรียนขยายโอกาสสาํหรับนกัเรียนไทย-กะเหร่ียง จึงมีนกัเรียนท่ีมีอายมุากกวา่
เกณฑร์วมอยูใ่นชั้นเรียนดว้ย 

Age 
N  

(Male: Female:Unknown) 
No. of positive 

(Male: Female: Unknown) 
% prevalence 

(Male: Female: Unknown) 

1-6 
278 

(145:133:0) 
79 

(43: 36:0) 
28.4 

(29.7: 27.1:0) 

7-12 
1,193 

(551:642:0) 
555 

(261:294:0) 
46.5 

(47.4: 45.8:0) 

13-23 
403 

(207: 196:0) 
71 

(29: 42:0)* 
17.6 

(14.0: 21.4:0)* 

Unknown 
35 

(0:0:35) 
8 

(0:0:8) 
22.9 

(0:0:22.9) 

Total 
1,909 

(903: 971: 35) 
713 

(333: 372: 8) 
37.3 

(36.9: 38.3: 22.9) 

ผลการวจัิย 
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 ความชุกและชนิดของปรสิตชนิดต่างๆ ที่ตรวจพบในเด็กนักเรียนทั่ว
ประเทศไทย 

จากการสาํรวจการติดเช้ือปรสิตในลาํไสข้องนกัเรียน 1,909 ราย พบผูติ้ดเช้ือจาํนวน 
731 ราย (37.3%) นั้น เม่ือจาํแนกชนิดของปรสิตท่ีตรวจพบนั้นพบว่าตรวจพบโปรโตซวั B. hominis  
มากท่ีสุด โดยพบในอาสาสมคัรจาํนวน 631 ราย คิดเป็นอตัราการติดเช้ือถึง 33.1% นอกจากน้ียงั
ตรวจพบโปรโตซัว G. duodenalis จาํนวน 81 ราย (4.2%) พยาธิไส้เดือน (A. lumbricoides) จาํนวน 
69 ราย (3.6%) พยาธิปากขอ (hookworm) จาํนวน 30 ราย (1.6%) โปรโตซัว Entamoeba histolytica 
จํานวน  14 ราย  (0.7%) พยาธิแส้ม้า  (T. trichiura) จํานวน  10 ราย  (0.5%) พยาธิ เข็มหมุด  (E. 
vermicularis) จาํนวน 10 ราย (0.5%) พยาธิเส้นด้าย (S. stercoralis)  จาํนวน 7 ราย (0.4%) พยาธิ
ใบไมใ้นลาํไส้ขนาดเล็ก (minute intestinal flukes) จาํนวน 4 ราย (0.2%) และพยาธิตวัตืด (Taenia 
sp.) จาํนวน 1 ราย (0.1%)  

 เม่ือจาํแนกออกเป็นจงัหวดัต่างๆ พบว่าจงัหวดักาญจนบุรีมีอตัราการติดเช้ือสูงสุด 
ถึง 83.1% โดยพบผูติ้ดเช้ือถึง 222 ราย จากจาํนวนนักเรียนทั้ งหมด 267 ราย ตามดว้ยจงัหวดัน่าน 
(54.6%) ขอนแก่น (43.6%) พัทลุง (41.0%)  ชลบุรี (23.9%)  อ่างทอง (14.5%) และนครราชสีมา 
(0.5%) ตามลาํดบั อย่างไรก็ตาม B. hominis ยงัคงเป็นปรสิตท่ีตรวจพบมากท่ีสุดในทุกจงัหวดัท่ีทาํ
การสาํรวจ (ตารางท่ี 2) 

ตารางที ่2  ความชุกของการติดเช้ือปรสิตของนกัเรียน จาํแนกตามชนิดของเช้ือในแต่ละจงัหวดั 

Province 
in Thailand 

N 

No. of 
positive 

Identified parasites (%) 

(%) Bh Eh Tt Gl Hw Mn Al Ss Ev Tn 

Ang Thong 330 48(14.5) 26 6 0 14 8 0 1 0 0 0 
Nakhonratchasima 188 1(0.5) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Nan 240 131(54.6) 105 2 0 7 2 0 63 1 2 0 
Kanchanaburi 267 222(83.1) 220 6 4 45 7 0 4 2 2 0 
KhonKaen 188 82(43.6) 80 0 0 2 0 0 0 1 0 0 
Pathalung 366 150(41.0) 145 0 2 5 4 0 0 1 1 0 
Chonburi 330 79(23.9) 54 0 4 8 9 4 1 2 5 1 
Total 1,909 713(37.3) 631(33.1) 14(0.7) 10(0.5) 81(4.2) 30(1.6) 4(0.2) 69(3.6) 7(0.4) 10(0.5) 1(0.1) 

[Bh = Blastocystis hominis; Eh = Entamoeba histolytica; Tt = Trichuris trichiura; Gl = Giardia duodenalis, Hw = Hookworms; Mn 
= Minute intestinal flukes; Al = Ascaris lumbricoides; Ss = Strongyloides stercoralis; Ev = Enterobius vermicularis; Tn = Taenia 
sp.] 
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 การตดิเช้ือร่วมกนัของปรสิตหลายชนิด  

จากการศึกษาการติดเช้ือร่วมกันของปรสิตในนักเรียนจํานวน  1,909 ราย พบ
นกัเรียนท่ีมีการติดเช้ือปรสิตจาํนวน 713 ราย หากจาํแนกตามลกัษณะการติดเช้ือร่วมกนัจะ
พบว่า single infection จํานวน  592 ราย  คิดเป็น  83.0% และ  ลักษณะ  Mixed infections 
จาํนวน 121 ราย คิดเป็น 17.0% โดยเป็นแบบ 2 Infections มากท่ีสุด คือ 105 ราย คิดเป็น 
86.8% ในกลุ่มน้ี อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ และจากเปรียบเทียบการตรวจวินิจฉยัดว้ยวิธีทาง
ปรสิตวิทยาพบว่าวิธี Formalin ether concentration ตรวจได้ 284 ตัวอย่าง คิดเป็น 39.8% 
และ วิธี Simple smear ตรวจได ้266 ตวัอยา่ง คิดเป็น 37.3% 

 

 

ตารางที ่3  ลกัษณะการติดเช้ือร่วมกนัของเช้ือปรสิตในนกัเรียนจาํนวน 1,909 ราย 
จาํแนกดว้ยการตรวจวนิิจฉยัทางปรสิตวิทยา 

Infection type 
No. of positive (%) 

Total Simple smear 
Formalin ether 
concentration 

Single infection 592(83.0) 233(39.4) 248(41.9) 

Mixed infections 121(17.0) 33(27.0) 36(29.5) 
      2 infections 105(86.8)* 30(28.3) 2(1.9) 
      3 infections 14(11.5) 3(21.4) 2(14.3) 

      4 infections 2(1.6) 0 0 

Total 713 266(37.3%) 284(39.8%) 

* P < 0.05 
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 การเปรียบเทียบความไวในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือโปรโตซัวด้วย
เทคนิคทางปรสิตวทิยา  

จากตวัอย่างอุจจาระทั้งหมด 1,909 ตวัอยา่ง สามารถทาํการตรวจวินิจฉัย ทั้ง  3 วิธี
คือ  วิ ธี  Simple smear วิ ธี  Formalin ether concentration และ  วิ ธี  LES culture ได้ทั้ ง ส้ิน
จาํนวน 1,001 ราย  เป็นตวัอย่างจากเด็กนักเรียนในจงัหวดั จาํแนกได ้5 จงัหวดั คือ น่าน 
กาญจนบุรี ขอนแก่น ชลบุรี และพทัลุง  ซ่ึงจากการเปรียบเทียบความไวในการวินิจฉยัพบว่า
วิธี Formalin ether concentration  ใหค้วามไวในการวินิจฉยัไม่แตกต่างจากวิธี simple smear 
ในขณะท่ีวิธี   LES culture สามารถเพ่ิมความไวในการวินิจฉัยได ้โดยตรวจพบไดสู้งท่ีสุด
คือ  482 ตัวอย่าง  คิด เป็น  83.1% ซ่ึ งมากกว่าวิ ธี  simple smear และวิ ธี  Formalin ether 
concentration ถึง 3 เท่า (ตารางท่ี 4)   

 

ตารางที ่4 การศึกษาเปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉยัเช้ือโปรโตซวั 

Province N 
No. of 

positive (%) 

No. of positive 

simple 
smear 

concentration LES 

Nan 240 108 (45.0) 38 34 85 

Kanchanaburi 267 222 (83.1) 72 87 198 

Khonkaen 188 82 (43.6) 26 17 61 

Chonburi 116 35 (30.2) 2 10 24 

Pathalung 190 133 (70.0) 30 14 114 

Total 1,001 580 (57.9) 168 (29.0) 162 (27.9) 482 (83.1) 
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  จากการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการวินิจฉยัทั้ง 3 วิธี จะพบวา่ มีผูติ้ดเช้ือเพียง 49 ราย 
(8.4%) จาก 580 ราย ท่ีตรวจพบโปรโตซวัไดท้ั้ง 3 วิธี โดยมีจาํนวน 103 ราย (17.8%) ท่ีตรวจพบได้
โดยวิธี concentration แต่ตรวจไม่พบโดยวธีิ simple smear  ทั้งน้ี เป็นท่ีน่าสนใจวา่มีผูติ้ดเช้ือถึง 311 
ราย (53.6%) ท่ีไม่สามารถตรวจพบไดด้ว้ยวิธี simple smear และวิธี formalin ether concentration  

 

 

Sim  

(29.0%) 

 
 

รูปที ่2  Venn diagram  แสดงจาํนวนผูต้รวจพบเช้ือโปรโตซวั ดว้ยวิธี simple smear (Sim),  
formalin ethyl acetate concentration (Con), และ 

Boeck and Drbohlav's Locke-Egg Serum (LES) medium culture 
 
 

Con 
(27.9%) 

N = 1,001 

LES  
(83.1%) 

311 

58 
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 การเปรียบเทียบความไวในการตรวจวินิจฉัยโรคติดเช้ือ Blastocystis sp. 
ด้วยเทคนิคทางอณูชีววทิยา  

จากตวัอย่างอุจจาระทั้งหมด 1,909 ตวัอยา่ง สามารถทาํการตรวจวินิจฉัย ทั้ง  3 วิธี
คือ วิธี Simple smear วิธี Formalin ether concentration และ วิธี  PCR ไดท้ั้งส้ินจาํนวน 330 ราย  เป็น
ตวัอยา่งจากเด็กนกัเรียนในจงัหวดัอ่างทอง เป็นนกัเรียนชาย 179 ราย (54.24%) นกัเรียนหญิงจาํนวน 
151 ราย (45.76%) อายรุะหว่าง 12-22 ปี เม่ือตรวจอุจจาระดว้ยวิธี simple smear พบ Blastocystis sp. 
จาํนวน 9 ราย (2.73%) เป็นนกัเรียนชาย 4 ราย (1.21%) นกัเรียนหญิง 5 ราย (1.52%) เม่ือตรวจดว้ยวิธี 
formalin ethyl-acetate concentration พบ Blastocystis sp. จาํนวน 19 ราย (5.76%) เป็นนักเรียนชาย 
12 ราย (3.64%) นกัเรียนหญิง 7 ราย (2.12%) และเม่ือตรวจดว้ยวิธี PCR ตรวจพบ Blastocystis sp. 68 
ราย (20.61%) เป็นนกัเรียนชาย 33 ราย (10.0%) นกัเรียนหญิง 35 ราย (10.61%) (ตารางท่ี 5) โดยรวม
พบผูติ้ดเช้ือ Blastocystis sp. ทั้งส้ินจาํนวน 85 ราย (25.76%) และมีถึง 58 ราย (68.24 %) ท่ีตรวจไม่
พบดว้ยวิธี simple smear และ วิธี formalin ethyl-acetate concentration (รูปท่ี 4) 

 
 

ตารางที่ 5 การเปรียบเทียบความไวในการวินิจฉัยการติดเช้ือ Blastocystis sp. ดว้ยวิธี simple smear 
(sim) วิธี formalin ethyl-acetate concentration (con) และวิธี PCR 
 

Sex N 
No. of positive (%) 

Total 
sim con PCR 

Male 179 (54.2%) 4 (1.2%) 12 (3.6%) 33 (10.0%) 43 (13.0%) 
Female 151 (45.8%) 5 (1.5%) 7 (2.1%) 35 (10.6%) 42 (12.7%) 

Total 330 (100%) 9 (2.7%) 19 (5.7%) 68 (20.6%) 85 (25.7%) 
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รูปที่ 3 ผลการตรวจหา SSU rDNA ของ Blastocystis sp. ดว้ยวิธี Polymerase chain reaction 
(PCR),  Lane M : 1 kb DNA ladder; Lane 1- 3  ดี เอ็น เอจากตัวอย่างจากนัก เรียน ; P : 
Positive control; N : Negative control  
 
 

 
 
รูปที่ 4 Venn diagram แสดงจาํนวนผูต้รวจพบเช้ือ Blastocystis sp. โดยวิธี simple smear 
(Sim) วิธีformalin ethyl-acetate concentration technique (Con) และ วิธี PCR, N คือ จาํนวน
ตวัอยา่งทั้งหมด 
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 ศึกษาความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis  ในหลอดทดลอง 

 1. ทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis  ในหลอดทดลองด้วยอาหาร
เลีย้งเช้ือ Locke egg serum medium (LES) 
 คดัเลือกตวัอยา่งอุจจาระจากผูติ้ดเช้ือมาทดสอบจาํนวน 5 ราย ไดแ้ก่ AS 15, AS 53, PK 32, 
AS 26, AS 79 เพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐาน  คือ LES เพื่อทดสอบความไวต่อยา 
metronidazole โดยใช้ความเข้มข้นของยาตั้ งแต่  0 μg/ml, 10μg/ml, 20μg/ml, 50μg/ml, 75μg/ml, 
100μg/ml ตามลาํดับ ทาํการนับจาํนวนเช้ือภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 96 
ชัว่โมง โดยใหค้วามเขม้ขน้ยาท่ี 0 μg/ml เป็นหลอดควบคุม 
 
ตารางที ่6  ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. As 15  

 

  ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 15) 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

24 ช่ัวโมง 120 62 143 256 92 1526 
48 ช่ัวโมง 403 16 46 786 85 86 
72 ช่ัวโมง 496 24 4 6 26 9 
96 ช่ัวโมง 1640 513 2 2 1 1 



 30

ตารางที ่7  ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. As 53  
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 53) 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

24 hr 209 96 156 242 13 93 
48 hr 337 47 9 96 5 13 
72 hr 3490 28 13 7 1 1 
96 hr 1940 77 34 406 5 0 
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ตารางที ่8  ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. PK 32  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.PK 32) 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

24 hr 373 85 223 102 45 123 
48 hr 95 35 1350 35 56 37 
72 hr 5 72 84 47 6 1973 
96 hr 5 6 3 13 0 156 
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ตารางที ่9  ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. AS26 
 

 

 
 

ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 26) 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

24 hr 53 49 93 145 59 67 
48 hr 273 12 159 13 90 5 
72 hr 129 26 0 88 3 9 
96 hr 467 253 112 670 123 27 
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ตารางที ่10  ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. AS79 
 

 

 
 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 79) 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

24 hr 795 357 22 34 73 32 
48 hr 354 5 13 672 42 37 
72 hr 1700 48 69 1 0 0 
96 hr 1829 1437 485 22 11 8 
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 จากผลการทดสอบความไวของยาจะเห็นไดว้่า จาํนวนเช้ือ Blastocystis ท่ีนบัไดจ้ะแตกต่าง
กนัมากในผูป่้วยแต่ละราย นอกจากน้ี การปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของยา กลบัไม่พบแนวโน้มของ
จาํนวนเช้ือท่ีลดลงตามระดบัความเขม้ขน้ของยาท่ีเพิ่มข้ึน  ซ่ึงจากการสังเกตของผูว้ิจยัพบว่ามีการ
เกาะกลุ่มกนัของเช้ือ Blastocystis  เป็นจาํนวนมาก  จึงทาํให้พบเช้ือ Blastocystis ในปริมาณท่ีมาก
และนบัไดย้าก ซ่ึงสันนิษฐานว่าอาจจะเป็นเช้ือ Blastocystis  ท่ีตายแลว้ภายหลงัการไดรั้บยา จึงไดน้าํ
เช้ือมาทดสอบดูเซลลเ์ป็นเซลลต์าย ดว้ยการยอ้มสี trypan blue ปรากฏว่าเช้ือไม่ติดสีของ trypan blue 
แสดงให้เห็นว่าเช้ือท่ีนบัเป็นเช้ือท่ียงัไม่ตาย จึงสันนิษฐานว่าการเกาะกลุ่มกนัของเช้ือน่าจะมีสาเหตุ
มาจากการท่ีมีแป้งขา้วจา้วเป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ และเช้ือชอบกินแป้งเป็นอาหารทาํให้
เกิดการแบ่งตวัอยา่งรวดเร็วและเกิดการเกาะกลุ่มข้ึน  ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการปรับเปล่ียนสูตรอาหารเล้ียง
เช้ือ โดยไม่เติมแป้งขา้วจา้วลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่5   การเกาะกลุ่มกนัของ Blastocystis sp.  ในอาหารเล้ียงเช้ือ Locke egg serum medium (LES) 

40 X 

40 X 
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2.  ทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. ในหลอดทดลองด้วยอาหาร
เลีย้งเช้ือ Locke egg serum medium (LES) โดยไม่ใส่แป้งข้าวจ้าวในอาหารเลีย้งเช้ือ 

 
 เลือกตวัอยา่งจากการทดสอบคร้ังท่ี 1 มาจาํนวน 3 ราย ไดแ้ก่ AS 53, PK 32, AS 79 โดยใช้
ความเขม้ขน้ของยา metronidazole  ตั้งแต่ 0 μg/ml, 25μg/ml, 50μg/ml, 75μg/ml, 100μg/ml นบัเช้ือ
ทุกๆ 24 hr ดูปริมาณท่ีเช้ือสามารถเจริญเติบโตรอดชีวิตได ้ 
 
 

ตารางที ่11   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. AS53 ใน LES 
ท่ีไม่มีแป้งขา้วจา้ว 

 

 
 

 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 53) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

0 hr 190 190 190 190 190 
24 hr 27 7 6 6 2 
48 hr 16 12 32 21 74 
72 hr 0 2 0 0 0 
96 hr 122 5 1 2 0 
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ตารางที ่12   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. PK 32 
ใน LES ท่ีไม่มีแป้งขา้วจา้ว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.PK 32) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

0 hr 53 53 53 53 53 
24 hr 64 8 3 5 0 
48 hr 5 8 0 2 3 
72 hr 3 0 0 0 0 
96 hr 9 1 1 0 0 
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ตารางที ่13   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. AS 79 
ใน LES ท่ีไม่มีแป้งขา้วจา้ว 

 
 

 
จากผลการทดสอบความไวของยา metronidazole ในผูติ้ดเช้ือทั้ง 3 ราย พบวา่ เม่ือไม่มีแป้ง

ในอาหารเล้ียงเช้ือ เช้ือ Blastocystis sp. ลดจาํนวนลงอยา่งรวดเร็วหรือตายเกือบหมด ภายใน 24 
ชัว่โมง ทาํใหไ้ม่สามารถแปรผลได ้ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการศึกษาเปรียบเทียบหาอาหารเล้ียงเช้ือชนิดใหม่ 
ท่ีสามารถเล้ียงเช้ือได ้โดยไม่ทาํใหเ้ช้ือเกาะกลุ่มกนั  
 
 
 
 
 
 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.AS 79) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 

0 hr 115 115 115 115 115 
24 hr 3 2 2 3 0 
48 hr 434 7 12 9 4 
72 hr 257 3 0 2 0 
96 hr 224 1 3 2 1 
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3.  ทดสอบการเปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเช้ือ Blastocystis sp.  ชนิด Jone’s medium (JM) 
Locke egg serum medium (LES) และ LB Broth 
  
 เลือกตวัอย่างมาจาํนวน 5 ราย ไดแ้ก่ No.62, No.82, No.96, No.115, No.116 เล้ียงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ  Blastocystis sp. ชนิด  Jone’s medium (JM), Locke egg serum medium (LES) และ  LB 
Broth นบัเช้ือทุกๆ 24 hr ดูปริมาณเช้ือท่ีสามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจาํนวนได ้(คาํนวณหาค่าเฉล่ีย) 
แสดงดงัตาราง 
 

ตารางที ่14  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเช้ือ Blastocystis sp ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆ  
 

 ชนิดอาหาร 

LES JM LB 

24 hr 142.2 135.6 103.2 
48 hr 273.6 229.6 54 
72 hr 405 128.4 39.4 
96 hr 396 131.4 53.8 
110hr 257.6 104.2 3.2 
134hr 109 31.4 1 
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จากการเปรียบเทียบชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือชนิด Locke egg serum 
medium (LES) สามารถเล้ียงเช้ือ Blastocystis sp. ไดดี้ท่ีสุด  โดยเช้ือสามารถเพ่ิมจาํนวนเช้ือไดม้าก 
และนานถึง 72 ชัว่โมง ก่อนท่ีจาํนวนเช้ือจะค่อยๆ ลดลง  ในขณะท่ีอาหารชนิด Jone’s medium (JM) 
ทาํให้เช้ือเพิ่มปริมาณไดน้อ้ยกว่า และมีจาํนวนมากท่ีสุดท่ี 48 ชัว่โมง  ส่วนการใช ้LB Broth แมเ้ช้ือ
จะสามารถเล้ียงเช้ือได้ แต่ก็ไม่สามารถทาํให้เช้ือเจริญเติบโตเพิ่มจาํนวนได้  ทาํให้เช้ือค่อยๆ ลด
จาํนวนลงและตายทั้งหมด ท่ี 110 ชั ่วโมง  

 แมว้่าอาหารชนิด Locke egg serum medium (LES) จะเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดีเหมาะแก่การ
เพิ่มปริมาณเช้ือให้มีปริมาณมาก แต่ทาํให้เช้ือเกิดการเกาะกลุ่มกนั เช้ือไม่กระจายทัว่เท่ากนัภายใน
อาหารเล้ียงเช้ือ การดูดเช้ือมานบัจาํนวนแต่ละคร้ังจึงนบัจาํนวนไดย้าก และไดจ้าํนวนท่ีแตกต่างกนั 
จึงไม่เหมาะสมกบัการศึกษาการด้ือยาของเช้ือ   อาหารชนิด Jone’s medium (JM) จึงเหมาะสมท่ีจะ
ใช้เป็นอาหารเพื่อท่ีจะทดสอบความไวต่อยาของเช้ือมากกว่าผูว้ิจยัจึงเรียกอาหาร JM เป็นอาหาร
สาํหรับในการศึกษาต่อไป  
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4. ทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ B. hominis ในหลอดทดลองด้วยอาหารเลีย้ง
เช้ือ Jone’s medium 
 

 จากการทดสอบเปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือ อาหารเล้ียงเช้ือชนิด Jone’s medium ไดผ้ลดีกวา่
จึงทาํการทดสอบความไวยา เลือกตัวอย่างมาจาํนวน 3 ราย ได้แก่ No.16, No.55, No.88 เล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ ชนิด Jone’s medium (JM) โดยใชค้วามเขม้ขน้ของยา metronidazole  ตั้งแต่ 0 μg/ml, 
25μg/ml, 50μg/ml, 75μg/ml, 100μg/ml นับเช้ือทุกๆ 24 hr ดูปริมาณท่ีเช้ือสามารถเจริญเติบโตรอด
ชีวิตได ้
 
ตารางที ่15   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. 88 

ใน Jone’s medium (JM) 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวิตของเช้ือ BH  (No.88) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 200 μg/ml 

0  hr 220 220 220 220 220 220 
24 hr 36 2 6 0 12 4 
48 hr 248 4 6 3 0 0 
72 hr 235 15 4 3 1 0 
96 hr 312 142 2 1 2 0 
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ตารางที ่16   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. 55 
ใน Jone’s medium (JM) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.55) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 200 μg/ml 

0  hr 198 198 198 198 198 198 
24 hr 309 18 7 18 19 2 
48 hr 138 9 13 4 12 2 
72 hr 160 3 7 4 4 0 
96 hr 108 1 1 2 12 0 
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ตารางที ่17   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ No. 16 
ใน Jone’s medium (JM) 

 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวติของเช้ือ BH  (No.16) 

0 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 200 μg/ml 

0  hr 206 206 206 206 206 206 
24 hr 175 16 18 4 20 4 
48 hr 397 6 2 5 2 2 
72 hr 298 0 3 0 1 0 
96 hr 290 8 4 4 1 0 

 

 
 
จากการทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. ในหลอดทดลองด้วย

อาหารเล้ียงเช้ือ Jone’s medium  พบว่าเช้ือ Blastocystis sp.  ตายหมดอย่างรวดเร็วใน 24 ชัว่โมงใน
ทุกความเขม้ขน้ของยา  นอกจากน้ียงัพบว่า ในหลอดควบคุมซ่ึงไม่มียา metronidazole ให้ผลการ
เจริญเติบโตของเช้ือแตกต่างกนั  จึงทาํใหไ้ม่สามารถสรุปผลความไวของยาไดแ้น่ชดั  ผูว้ิจยัจึงพฒันา
วิธีการทดสอบความไวของยาในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด agar แทน เพื่อทดสอบความไวยาโดยดู clear 
zone รอบแผน่ยา    
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5. ทดสอบอาหารเลีย้งเช้ือแบบแข็ง (agar plate) เปรียบเทียบกับอาหารแบบเหลว (broth)   
โดยใช้อาหารชนิด IMDM กบัอาหารชนิด RPMI 

 
 5.1  ทดสอบการเจริญเติบโตของเช้ือ Blastocystis sp.  บนอาหารเล้ียงเช้ือแบบ agar plate 
โดยใช้อาหารชนิด  IMDM เทียบกับอาหารชนิด  RPMI  ท่ีผสมยาย ับย ั้ งแบคทีเรีย  Ampicillin 
Kanamycin Chloramphenicol และรวมทั้ง 3 นิด  เพื่อศึกษาว่าอาหารชนิดใดท่ีเช้ือ Blastocystis sp.  
สามารถเจริญเติบโตและกระจายตวัไดดี้ท่ีสุด โดยมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียปนเป้ือนน้อยท่ีสุด เพ่ือ
นําไปมาทดสอบความไวต่อยา metronidazole โดยดูบริเวณ  clear zone ท่ียาสามารถยบัย ั้ งการ
เจริญเติบโตของเช้ือไดต่้อไป     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่6   การเพาะเล้ียงเช้ือ Blastocystis sp.  ในอาหารเล้ียงเช้ือแบบแขง็ ชนิด IMDM และ RPMI  
 

จากการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือแบบ agar plate โดยใชอ้าหารชนิด IMDM เทียบกบัอาหาร
ชนิด RPMI  พบว่าไม่สามารถบอกไดว้่าอาหารชนิดใดทาํให้เช้ือเจริญเติบโตไดดี้กว่ากนั  เน่ืองจาก
เช้ือ Blastocystis sp.  เจริญเติบโตเพ่ิมจาํนวนในอาหารทั้ง 2 ชนิดไดน้้อยมาก และไม่กระจายตวัทัว่
ทั้ง plate  อีกทั้งยงัพบเช้ือแบคทีเรียปนเป้ือนเจริญเติบโตเป็นจาํนวนมาก อาจะเป็นสาเหตุให้เช้ือ
แบคทีเรียแยง่การเจริญเติบโตของ เช้ือ Blastocystis sp.   

อาหารเล้ียงเช้ือแบบ Agar plate ชนิด RPMI อาหารเล้ียงเช้ือแบบ Agar plate ชนิด IMDM 
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5.2 ทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือแบบ broth โดยใช้อาหารชนิด IMDM เปรียบเทียบกับอาหาร
ชนิด RPMI ท่ีผสมยายบัย ั้งแบคทีเรีย Ampicillin Kanamycin  Chloramphenicol และรวมทั้ง 3 ชนิด
ว่าอาหารชนิดใดท่ีเช้ือ Blastocystis sp.  สามารถเจริญเติบโตแบ่งตวัเพิ่มจาํนวน และกระจายตวัไดดี้
ท่ีสุด โดยมีปริมาณแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนนอ้ยท่ีสุด เพื่อสามารถนาํไปวดัหาค่าความเขม้ขน้ของยาใน
ระดบัตํ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Blastocystis sp. (minimum inhibitory concentration; 
MIC) ต่อไป 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที ่7   การเพาะเล้ียงเช้ือ Blastocystis sp.  ในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว ชนิด IMDM และ RPMI  
 

ผลการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือแบบ broth โดยใชอ้าหารชนิด IMDM เทียบกบัอาหารชนิด 
RPMI ว่าอาหารชนิดใดท่ีเช้ือ Blastocystis sp.  ผลปรากฏว่าอาหารเล้ียงเช้ือชนิด IMDM เล้ียงเช้ือ 
Blastocystis sp. ไดดี้กว่าอาหารชนิด RPMI  โดยอาหารชนิด IMDM สามารถเล้ียงเช้ือได ้3.13x106 
cell/ml และอาหารชนิด RPMI เล้ียงเช้ือได ้2.92x106 cell/ml  แต่อยา่งไรก็ตาม อาหารชนิด IMDM มี
ปริมาณแบคทีเรียเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนดว้ยมากกว่าปริมาณในอาหารชนิด RPMI   ดงันั้น อาหารเล้ียง
เช้ือ RPMI  จึงเหมาะแก่การนาํมาทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. 
 

Chloramphenicol Kana Ampicillin Amp+Kana+Cho Chloramphenicol Ampicillin Kana Amp+Kana+Cho 

อาหารเล้ียงเช้ือแบบ Agar plate ชนิด RPMI อาหารเล้ียงเช้ือแบบ Agar plate ชนิด IMDM 
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6. ทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. ในอาหารเลีย้งเช้ือ RPMI  

 จากการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือแบบแขง็ (agar plate) เทียบกบัอาหารแบบเหลว (broth) โดย
ใชอ้าหารชนิด IMDM กบัอาหารชนิด RPMI พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือแบบ broth ชนิด RPMI เหมาะสม
ในการทดสอบยามากกว่าชนิด IMDM จึงทาํการทดสอบความไวต่อยา metronidazole โดยเลือก
ตวัอย่างผูติ้ดเช้ือมา  1 ราย เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ RPMI  โดยใชค้วามเขม้ขน้ของยา metronidazole  
ตั้ ง แ ต่  0 μg/ml, 10μg/ml, 20μg/ml 25μg/ml, 50μg/ml, 75μg/ml, 100μg/ml แ ล ะ  200μg/ml นั บ
จาํนวนเช้ือทุกๆ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ดูปริมาณเช้ือท่ีสามารถเจริญเติบโตรอดชีวิตไดจ้าก
การยอ้มสี trypan blue เพื่อนาํหาค่าความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ (MIC) 

จากการทดสอบความไวยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแบบ 
broth ชนิด RPMI เพ่ือดูปริมาณท่ีเช้ือสามารถเจริญเติบโตรอดชีวิตได ้ผลปรากฏว่าไม่สามารถนาํไป
วดัหาค่าความเขม้ขน้ของยาในระดบัตํ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Blastocystis sp. ได ้  
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ตารางที ่17   ความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. จากผูติ้ดเช้ือ  
ใน RPMI 

 ตารางแสดงผลการรอดชีวิตของเช้ือ BH 

0 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml 25 μg/ml 50 μg/ml 75 μg/ml 100 μg/ml 200 μg/ml 

0 hr 40 40 40 40 40 40 40 40 
24 hr 4.5 10 60 8 9.8 6.3 8.8 2.5 
48 hr 62 9 11 11 18 5.8 5.8 1.7 
72 hr 34 11 6 8 9.8 6.3 8.8 3.7 
96 hr 13 3.2 3.7 2.7 2.7 1.7 2.2 0.7 
120 hr 6.7 2 1.7 8.7 2 1.2 1 0.5 
144 hr 3.5 11 1.5 2.7 1 1.7 0.2 0 
168 hr 8 13 2.5 4.2 3 1.2 0.7 0 
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7. การสํารวจหาผู้ติดเช้ือ Blastocystis sp. ทีมี่การด้ือยา metronidazole  

 จากการพัฒนาระบบเพ่ือพัฒนาการทดสอบความไวต่อยา metronidazole ของเช้ือ 
Blastocysits sp. ในหลอดทดลอง เพื่อหาค่า MIC และสร้าง Blastocystis sp. สายพนัธ์ุด้ือยาในหลอด
ทดลอง พบว่าการใชเ้ทคนิคท่ีใชก้บัแบคทีเรียไม่สามารถพฒันาสร้าง Blastocystis sp. สายพนัธ์ุด้ือยา
ในหลอดทดลองได้เหมือนกับแบคทีเรีย  ผู ้วิจัยจึงได้รวบรวมตัวอย่างเพ่ิมเติมจากผู ้ติดเช้ือ 
Blastocystis sp. ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ท่ีมีอาการทางคลินิค รวมทั้งส้ิน 25 ราย 
พบผูติ้ดเช้ือท่ีไม่ตอบสนองต่อการรักษาดว้ยยา metronidazole ซ่ึงสงสัยว่ามีการด้ือยาจาํนวน 3 ราย 
จึงไดท้าํการเพาะเล้ียงเช้ือและสกดั DNA จากผูติ้ดเช้ือทั้ง 25 รายเก็บไวท่ี้ -20 °C เพื่อศึกษาลาํดับ
นิวคลิโอไทด์ของยีน ferredoxin เปรียบเทียบกนัระหว่างเช้ือ Blastocystis sp. ท่ีด้ือยาและไม่ด้ือยา
ต่อไป  

 นอกจากน้ีผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างการด้ือยา methonidazole กบัสายพนัธ์ุ
ของเช้ือ Blastocystis sp. พบว่าเช้ือ Blastocystis sp. ท่ีไม่ด้ือยามี subtype 2 จาํนวน 1 รายจากทั้งหมด 
23 ราย และเป็น subtype 3 จาํนวน 22 ราย ในขณะท่ีเช้ือ Blastocystis sp. ท่ีด้ือยา เป็น subtype 3 
ทั้งหมด โดยไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติของสายพนัธ์ุในระหว่างกลุ่มเช้ือด้ือยาและ
ไม่ด้ือยา (P>0.05)  ดงันั้น จึงไม่พบความสัมพนัธ์ระหว่างการด้ือยา methonidazole กบัสายพนัธ์ุของ
เช้ือ Blastocystis sp. 
 

ตารางที ่18   สายพนัธ์ุของเช้ือ Blastocystis sp. ท่ีแยกไดจ้ากผูติ้ดเช้ือ Blastocystis sp.  
ท่ีตอบสนองและไม่ตอบสนองต่อการรักษาดว้ยยา metronidazole  

 

กลุ่มผู้ป่วย 
Subtype ของ Blastocystis sp. 

รวม 
Subtype 1 Subtype 2 Subtype 3 

ตอบสนองต่อยา 0  1  22  23 
ไม่ตอบสนองต่อยา 0  0 2 2 

รวม 0 1 24 25 
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 ศึกษายนีดือ้ยา metronidazole ใน Blastocystis hominis 
  ทําการศึกษาฐานข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ ของเช้ือ B. hominis  จาก National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) จากการเผยแพร่ข้อมูลของ Wincker,P. ในปี 2010 
จากโครงการ “whole genome shotgun sequencing project” โดยเป็นฐานขอ้มูล genomic DNA ของ 
B. hominis เพื่อทาํการศึกษาในระดบัโมเลกุล (Molecular) ไดดี้ยิ่งข้ึน โดย  B. hominis (Taxonomy 
ID: 12968)  มากจากสาย Singapore isolate B (subtype 7) ซ่ึงจดัเป็น B. hominis เป็นส่ิงมีชีวิตในกลุ่ม 
Stramenopile เช่นเดียวกบั algae และ diatom [1]  โดย B. hominis  น้ีมีความยาวของลาํดบันิวคลีโอ
ไทด ์18.8 Mb (รูปท่ี 8) 
          

 

รูปที ่8 : รายละเอียดของ Blastocystis hominis whole genome shotgun sequencing project 
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 จากฐานขอ้มูลสามารถทราบตาํแหน่งและนิวคลีโอไทดข์อง Ferredoxin  gene ซ่ึงเป็นยีนด้ือ
ยา Metronidazloe ยีนแรกท่ีเราสนใจ คือตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 828169 ถึง 828758 จากนิวคลีโอ
ไทดท์ั้งหมด โดย Ferredoxin น้ีประกอบดว้ย Coding sequence 5 exons จาํนวน 153 amino acid (รูป
ท่ี  9 ) โดย  F erred o x in  จัด อ ยู่ ใน  2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain ( รูป ท่ี  10) ซ่ึ ง มี
ความสาํคญัในกระบวนการถ่ายทอดอิเลค็ตรอน (electron transfer processes) ในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต 
 โดยทําหน้าท่ี เป็นตัวรับอิเล็คตรอน  (electron carrier) ในกระบวนการสังเคราะห์แสง 
(photosynthesis) นอกจากน้ียงัทาํหนา้ท่ีเป็นตวัร่วมในปฎิกิริยารีดอกซ์ (redox reaction) ในกระบวณ
การเมตตาบอลิสึม (metabolism) ต่างๆภายในเซลล ์
 จากพ้ืนฐานความรู้ดงักล่าวทาํให้นักวิจยัสนใจศึกษาหาความสัมพนัธ์ของ ferredoxin น้ีต่อ
การด้ือยา metronidazole ท่ีใช้รักษาในผูป่้วยท่ีติดเช้ือ anaerobic microorganisms  โดยกลไกการ
เปล่ียนแปลง metronidazole ท่ี เข้าสู่เซลล์เป้าหมายและถูกเปล่ียนให้อยู่ในรูป active form โดย
โมเลกุลของยาจะเป็นตวัให้อิเล็คตรอน (reducing agent) จากหมู่ไนโตรเจน (Nitro group) โดยมี 
ferredoxin เป็นตัวรับอิเล็คตรอน (electron carrier) (รูปท่ี 11)   กระบวนการถ่ายทอดอิเล็คตรอน 
(electron transport chain) น้ีเกิดภายใน mitochondria บริเวณ hydrogenosome  โดยยา metronidazole 
จะออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือโดยการทาํลายสายดีเอน็เอ (strand DNA breakage) ของเช้ือ [2][3] 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่9 : Ferredoxin จดัอยูใ่น 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain 
(ท่ีมา NCBI>protein>BLAST) 



 50

 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่10 : โครงสร้างสามมิติของ Ferredoxin   

(ท่ีมา  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi) 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที ่11 :  การเปล่ียนแปลงโมเลกลุของยา metronidazole ใหอ้ยูใ่นรูป active form 
(ท่ีมา Land, K.M. และคณะ, 1999) 

  
 จากการศึกษาการด้ือยา metronidazole ในเช้ือ  Trichomonas vaginalis  ของ  Quon DV และ
คณะในปี 1992 ด้วยวิธี  nuclear run-on assays พบว่า ferredoxin gene transcription ลดลง 40-65% 
ในสายพนัธ์ุด้ือยา (resistant strains) และเม่ือทาํการศึกษาต่อพบว่าความผิดปกติของนิวคลีโอไทด ์
(nucleotide) ทางปลาย 5’ ของ resistant strains โดยพบ point mutations 2 ตาํแหน่งคือ -178 และ -
239  ซ่ึงเป็นบริเวณเร่ิมต้นของ DNA transcription [4] ดังนั้ นหาก DNA มีความผิดปกติท่ีบริเวณ
ดงักล่าวอาจส่งผลให้กระบวณการ transcription ของ ferredoxin ลดลง ดงันั้นผูว้ิจยัจึงมีความสนใจ
ศึกษาความสมัพนัธ์ของยนี ferredoxin ต่อการด้ือยา metronidazole ในเช้ือ B. hominis 
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 ศึกษาลาํดบันิวคลโีอไทด์ของยนี ferredoxin (Fd)  ใน Blastocystis sp. 
 

จากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง B. hominis ใน NCBI database ผูว้ิจยัไดท้าํการศึกษาและ
ออกแบบ primer ท่ีจาํเพาะกบัยนี ferredoxin ของเช้ือ  B. hominis ดว้ย  NCBI/Primer-Blast  program  
ดงัภาพท่ี 12  บริเวณสีชมพคืูอตาํแหน่งของ primer ต่างๆ  ท่ีแสดงบนลาํดบันิวคลีโอไทดอ์า้งอิง 
(refference sequence) ของ B.hominis Singapore isolate B (subtype 7) โดยออกแบบ forward primer 
(primer Frd-F) ยอ้นไกลข้ึนมาจากปลาย 5’ ไป 420 base  ใหค้รอบคลุมบริเวณท่ีเป็น transcription 
d o m a i n ดว้ย (บริเวณสีเหลือง)  เพื่อใหส้ามารถตรวจวดัความผดิปกติของนิวคลีโอไทดท่ี์มีผลต่อ
กระบวณการ transcription ทั้งบริเวณ encoding และ non-encoding protein และออกแบบ reverse 
primer (primer Frd-R1) ใหค้รอบคลุมจนหมด exon 5 โดย PCR product ท่ีไดจ้ะมีขนาด 1056 bp  

จากความพยายามเพิ่มจาํนวน ยีน ferredoxin แบบเต็มยีนน้ีหลายคร้ัง ผูว้ิจยัสามารถเพ่ิม
จาํนวนยีนดงักล่าวไดจ้ากผูติ้ดเช้ือเพียง 1 ราย (รูปท่ี 13) แต่พบ band ท่ีบางและไม่บริสุทธ์ิ  แมผู้ว้ิจยั
ได้พยายามเพิ่มจํานวนซํ้ า (re-amplification)  กลับไม่สามารถเพ่ิมจํานวนยีนดังกล่าวได้อีก  
นอกจากน้ี  จากการพยายามเพิ่มจาํนวนในผูติ้ดเช้ือรายอ่ืนๆ โดยใช ้DNA ท่ีไดท้ั้งจากการสกดัจาก
อุจจาระสด   DNA ท่ีสกดัจากเช้ือ B.hominis ท่ีเพ่ิมจาํนวนในการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LES 
รวมถึงเช้ือ B. hominis ท่ีไดจ้ากการแยกบริสุทธ์ิโดยวิธี Ficoll hypaque gradient centifugation ก็ไม่
สามารถเพ่ิมจาํนวนยีน ferredoxin แบบเต็มยีนได ้(รูปท่ี 13) อาจเน่ืองมากจากการเพ่ิมจาํนวนสาร
พนัธุกรรมจาก DNA ท่ีสกดัจากอุจจาระมกัจะมี PCR inhibitor ปนเป้ือน นอกจากน้ีในขั้นตอนการ
สกัด DNA จากอุจจาระจะมีการใช้ glass bead เพื่อแยกเช้ือออกจากกากอุจจาระจึงมีโอกาสท่ี 
genomic DNA จะแตกหักเสียหายได้ง่าย  ทําให้ genomic DNA ท่ีได้มีคุณภาพดีไม่เพียงพอ ไม่
สามารถเพ่ิมจาํนวนสารพนัธุกรรมท่ีมีขนาดใหญ่ได ้นอกจากน้ี ยีน ferredoxin เป็นยีนท่ีเป็น single 
copy gene ทาํให้ยากต่อการเพิ่มจาํนวนในสภาวะจาํกดัเช่นน้ี แมจ้ะพยายามปรับสภาวะของ PCR 
หลายคร้ัง รวมทั้งการเติม BSA เพ่ือเพิ่มความสามารถของ PCR แลว้ก็ยงัไม่สามารถเพ่ิมจาํนวนยีน 
ferredoxin ได ้หรือสันนิษฐานวา่ primer ท่ีออกแบบมาจากยโีนมของ B.hominis Singapore isolate B 
(subtype 7) ไม่สามารถจบักบั Blastocystis ท่ีพบในประเทศไทยได ้ 

ผูว้ิจยัจึงได้ออกแบบ reverse primer เพิ่มอีก 1 เส้น (primer Frd-R1) อยู่ในบริเวณ exon 2 
(รูปท่ี 12) เพ่ือให้ได ้PCR product ขนาด 587 bp ซ่ึงเป็นขนาดท่ีง่ายต่อการเพ่ิมจาํนวนโดยวิธี PCR  
โดยภายหลงัการเพ่ิมจาํนวนช้ินส่วนยีนดังกล่าว พบ PCR product ขนาด 886 bp เป็น single band 
อยา่งชดัเจน (รูปท่ี 14) แมว้า่ขนาดท่ีพบจะไม่ตรงใช่ขนาดท่ีคาดการณ์ไวก้ต็าม แต่เน่ืองจาก primer ท่ี
ใชไ้ดอ้อกแบบมาจากเช้ือ B.hominis Singapore isolate B (subtype 7) ซ่ึงอาจจะมีความแตกต่างกนั
กบั Blastocystis sp. ในประเทศไทย ผูว้ิจยัจึงทาํการสกดั DNA จาก agarose gel จากนั้นส่งตรวจสอบ
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ลาํดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) (รูปท่ี 15)  และนําลาํดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ferredoxin 
(Fd) มาวิเคราะห์โดยทําการ blast sequence ในฐานข้อมูล Genbank ของ NCBI เพื่อเทียบลําดับ 
sequence ท่ีไดก้บัของยนี ferredoxin (Fd) ในฐานขอ้มูล อยา่งไรก็ตาม พบว่าลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ได้
กลบัมีความเหมือนกบัแบคทีเรีย Prevotella dentalis มากท่ีสุด (74% identity) และไม่ตรงกบัลาํดบั
ของนิวคลีโอไทดข์องยีน ferredoxin ของ B.hominis Singapore isolate B (subtype 7) เลย  (รูปท่ี 16)  
ซ่ึงทาํให้ยืนยนัไดว้่าน่าจะมีความแตกต่างของยีโนมของเช้ือ Blastocystis sp. ท่ีอยู่ในฐานขอ้มูลซ่ึง
เป็น B.hominis Singapore isolate B (subtype 7) กบัสายพนัธ์ุของเช้ือ Blastocystis sp.  ท่ีพบในไทย 
ซ่ึงจากการศึกษาของผูว้ิจยัในการศึกษาการกระจายของสายพนัธ์ุของเช้ือ Blastocystis sp. ทัว่ประเทศ
พบว่าสายพนัธ์ุท่ีพบในประเทศไทยคือสายพนัธ์ุ 3 ดงันั้น ผูว้ิจยัจึงมีแผนการศึกษายีโนมของสาย
พนัธ์ุ Blastocystis subtype 3 ต่อไป 
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รูปที ่12: ตาํแหน่ง ferredoxin primer  บน reffernce sequence  

[Blastocystis hominis, Singapore isolate B (sub-type 7)] 

 

ตารางที ่19  primer ทีจํ่าเพาะกบัยนี ferredoxin ของเช้ือ  B. hominis 

Primer Name Oligonucleotide (5' to3') 

Frd-F 5’- GGC TCA CTC CCC TTC TCT TGC -3’ 

Frd-R1 5’ – GGC GCC TAT GTT GGG TAT GTG -3’ 

Frd-R2 5’- CGG GTT CTG CCT TCA CTG TC -3’ 
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รูปที ่13   การเพิ่มปริมาณยนี Ferredoxin ดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) 

โดย Frd-F และ Frd-R1 primer 
Lane M : 1 kb DNA ladder; N: Negative control;   
Lane 1- 6  DNA จากตัวอย่างอุจจาระของผู ้ติดเช้ือ  Blastocystis sp. ซ่ึง
สามารถเพ่ิมจาํนวน small subunit ribosomal DNA (SSU rDNA)ได ้ 

M       N         1         2        3         4        5 

M       N         1         2        3         4        5 

M       N       1       2        3       4       5       6 
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รูปที ่14   การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยนี Ferredoxin  
ดว้ยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดย Frd-F และ Frd-R2 
Lane M : 1 kb DNA ladder; Lane 1- 2  DNA จากตวัอยา่งอุจจาระ 
ของผูติ้ดเช้ือ Blastocystis sp.; N: Negative control  

 
 

     M                 1                 2                  N 
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รูปที ่15   chromatograms ท่ีไดจ้าก DNA sequencing ของช้ินส่วนยนี Ferredoxin  
 
 
 

 
 

รูปที ่16   ผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี ferredoxin  
ในฐานขอ้มูล Genbank   
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จากการสํารวจสุ่มตรวจโรคปรสิตในลาํไส้ในเด็กนักเรียนทัว่ประเทศไทยจาํนวน 1,909 ราย 
พบว่ามีอตัราการติดเช้ือสูงถึง 37.3% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาต่างๆ ท่ีพบการติดเช้ือปรสิตในลาํไสใ้น
เด็กเป็นจํานวนมาก 4.24-47.1% (Saksirisampant et al., 2003; 2004; 2006; Matthy et al., 2011) โดย
จากการศึกษาน้ี พบว่าปรสิตท่ีตรวจพบมากท่ีสุด คือ Blastocystis sp. (33.1%) ซ่ึงแตกต่างจากรายงาน
ต่างๆ ท่ีรายงานพบพยาธิไส้เดือน (16-49%) พยาธิปากขอ (22-38%) พยาธิเส้นดา้ย (4-33%) พยาธิใบไม้
ในตบั (12-24%) ในขณะท่ี Blastocystis sp. พยาธิแส้มา้ และโปรโตซัว พบไดใ้นความชุกท่ีน้อยกว่า   
นอกจากน้ี การศึกษาน้ียงัพบวา่อตัราความชุกของการติดเช้ือปรสิตในลาํไสช้นิดต่างๆ ยงัแตกต่างกนัไป
ในภูมิภาคต่างๆ ของประเทศ ซ่ึงอาจเกิดจากลักษณะทางภูมิภาค เช้ือชาติ วัฒนธรรม ตลอดจน
สุขอนามยัของประชากรในแต่ละภูมิภาค   

การสาํรวจโรคปรสิตลาํไส้ในเด็กนกัเรียนในจงัหวดักาญจนบุรีซ่ึงเป็นจงัหวดัท่ีตรวจพบปรสิต
ในลาํไส้สูงท่ีสุดถึง 83.1% พบโปรโตซัว Blastocystis sp. (82.4%) และ G. lamblia (16.8%) ซ่ึงเป็น
ปรสิตท่ีมีการติดต่อเหมือนกนัคือติดต่อจากการด่ืมนํ้ าท่ีปนเป้ือนระยะติดต่ออยู่   ทั้งน้ี เน่ืองจากเด็ก
นกัเรียนในจงัหวดักาญจนบุรีส่วนมากเป็นชาวไทย-กะเหร่ียง และชาวพม่า  ซ่ึงมีความรู้ทางสุขอนามยั
นอ้ย นอกจากน้ีจากการสาํรวจพื้นท่ียงัพบว่า นํ้ าด่ืมท่ีโรงเรียนและครัวเรือนใชเ้ป็นนํ้ าประปาภูเขา ซ่ึง
เป็นแหล่งปนเป้ือนท่ีสาํคญัของปรสิตระยะติดต่อทั้งสองชนิด  

การสาํรวจโรคปรสิตลาํไสใ้นเด็กนกัเรียนในภาคเหนือ พบวา่ มีอตัราการติดเช้ือปรสิตในลาํไส้
สูงถึง 54.6%  ซ่ึงไม่แตกต่างจากรายงานก่อนหน้าน้ี (48.9-53.7%) (Garavelli et al., 1988, Piangjai et 
al., 2003) โดยนอกจากพบอตัราการติดเช้ือ Blastocystis sp. (43.8%) สูงแลว้ ยงัพบอตัราการติดเช้ือ
พยาธิไส้เดือนอีกดว้ย (26.3%)  ทั้งน้ีเด็กนกัเรียนในจงัหวดัน่านเป็นเด็กชาวไทย-กะเหร่ียงใชน้ํ้ าประปา
ภูเขาเช่นเดียวกบัเด็กในจงัหวดักาญจนบุรี นอกจากน้ีจากการสาํรวจพ้ืนท่ีอาศยัของเด็กนกัเรียนพบว่าท่ี
อยู่อาศยัไม่มีห้องสุขา จึงอาจเป็นแหล่งแพร่กระจายของพยาธิไส้เดือน   อย่างไรก็ตาม จากการสังเกต
พบว่าเด็กนักเรียนส่วนมากไม่มีรองเทา้ใส่ แต่กลบัพบการติดเช้ือพยาธิปากขอน้อยเพียง 0.8% อาจ
เน่ืองมาจากการสํารวจดาํเนินในระหว่างหน้าหนาว สภาพดินแห้งไม่เหมาะกบัการเจริญเติบโตของ
พยาธิปากขอซ่ึงอยูอ่าศยัตามพื้นดิน  

สําหรับการสํารวจโรคปรสิตในเด็กนักเรียนในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดท้าํการสํารวจ 2 
จงัหวดั คือ จงัหวดันครราชสีมา และจงัหวดัขอนแก่น ซ่ึงพบว่ามีอตัราความชุกท่ีแตกต่างกนั โดยพบ
การติดเช้ือปรสิตในลาํไส้ในเด็กนกัเรียนจงัหวดัขอนแก่น (43.6%) มากกว่าจงัหวดันครราชสีมา (0.5%)  
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมากจากสุขอนามยัส่ิงแวดลอ้มและสถานะของครอบครัวท่ีแตกต่างกนัของโรงเรียนทั้ง
สอง โดยจากแบบสอบถามพบว่านกัเรียนในจงัหวดันครราชสีมาอยูใ่นครอบครัวขา้ราชการทหารและ

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
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ครู อีกทั้งโรงอาหารของโรงเรียนมีสุขอนามยัท่ีดี แตกต่างจากนกัเรียนในจงัหวดัขอนแก่นซ่ึงส่วนมาก
ครอบครัวประกอบอาชีพเกษตรกรรม โรงเรียนอยู่ในถ่ินทุรกนัดาร และโรงอาหารมีสุขอนามยัท่ีไม่ดี 
จากผลการศึกษาน้ี แสดงให้เห็นว่าการให้ความรู้และการศึกษาแก่ประชาชนให้เขา้ใจถึงอนัตรายจาก
โรคปรสิต ตลอดจนให้ความรู้ดา้นสุขอนามยัและส่ิงแวดลอ้มยงัคงเป็นส่ิงท่ีจาํเป็นสาํหรับการป้องกนั
โรคปรสิตได ้

จากการเปรียบเทียบความไวในการวินิจฉัยการติดเช้ือ Blastocystis sp. ในตวัอย่างอุจจาระทั้ง 
330 รายพบว่าวิธี simple smear ให้ผลบวกเพียง 2.73% ในขณะท่ีการตรวจด้วยวิธี formalin ethyl-
acetate concentration สามารถเพิ่มความไวในการตรวจวินิจฉัยได้มากกว่า 2 เท่า โดยให้ผลบวกถึง 
5.76% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาต่างๆ ซ่ึงพบว่าการตรวจดว้ยวิธี เขม้ขน้ให้ความไวในการวินิจฉยัการ
ติดเช้ือ Blastocystis sp. ไดม้ากกวา่ simple smear ถึง 3 เท่า (Nuchprayoon et al., 2009) ทั้งน้ีเน่ืองจากวิธี 
simple smear เป็นการป้ายอุจจาระปริมาณนอ้ยลงบนสไลด์ ซ่ึงหากมีจาํนวนเช้ือนอ้ยอาจทาํให้ป้ายไม่
โดนเช้ือ ส่วนวิธี  formalin ethyl-acetate concentration เป็นเทคนิคท่ีใชป้ริมาณอุจจาระมากข้ึน เพื่อเพิ่ม
ความไวในการวินิจฉัย เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี simple smear แต่ก็ยงัมีขอ้จาํกดัสําหรับการวินิจฉัยเช้ือ
โปรโตซวั เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีจะตอ้งป่ันใหเ้ช้ือตกตะกอนดงันั้นเช้ือโปรโตซวับางระยะท่ีมีผนงัเซลลบ์าง
ก็จะแตกไดง่้าย  สาํหรับวิธี PCR ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีมีความไวและความจาํเพราะสูง ใหผ้ลบวกถึง 20.61% 
ซ่ึงให้ความไวในการวินิจฉัยสูงกว่าวิธี simple smear ถึง 10 เท่า สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Roberts 
(2011) ท่ีพบวา่วิธี PCR ใหค้วามไวในการวินิจฉยัไดดี้ข้ึน 2 เท่า แต่อยา่งไรกต็ามบางการศึกษาพบวา่วิธี 
PCR จากตัวอย่างอุจจาระมีความไวในการพบเช้ือเท่ากับวิธี Direct microscopy โดย Santos (2013) 
กล่าวว่า primer มีท่ีใชอ้าจอยูใ่นช่วงท่ีมีความหลายหลากของแต่ละ subtype นอกจากน้ีจากการศึกษาน้ี
พบว่าผูติ้ดเช้ือถึง 85% ไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธี simple smear และวิธี formalin ethyl-acetate 
concentration แสดงให้เห็นว่าวิธี simple smear และวิธี formalin ethyl-acetate concentration ท่ีใช้ใน
ห้องปฏิบติัการทัว่ไป อาจไม่เพียงพอกบัการศึกษาเพ่ือประเมินสถานการณ์ท่ีแทจ้ริงของการติดเช้ือ 
Blastocystis sp. ได ้

ถึงแมว้่าวิธี PCR มีความไวกว่าทั้งสองวิธีท่ีกล่าวมาแต่ยงัพบว่ามีบางตวัอยา่งท่ีตรวจพบในวิธี 
simple smear และวิธี formalin ethyl-acetate concentration แต่ไม่สามารถพบ  Blastocystis sp. ในวิธี 
PCR ได้ ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากรูปร่างบางระยะของเช้ือมีผลในต่อการทาํ PCR โดยการศึกษาของ Kuk 
(2012) พบวา่ Giardia ระยะ trophozoites ใหผ้ล PCR ลบ แต่กลบัพบวา่ใหผ้ลบวกในตวัอยา่งท่ีพบระยะ 
cyst หรืออีกสาเหตุอาจเกิดจากในอุจจาระมี inhibitor ท่ีเป็นตวัขดัขวางการทาํงานของเอนไซม์จึงไม่
สามารถเพ่ิมจาํนวนดีเอ็นเอได ้(Abbaszadegan et al., 2007) อย่างไรก็ตามการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า
วิธีการวินิจฉัยด้วยวิธีทางปรสิตวิทยาอาจมีความไวไม่เพียงพอสําหรับการวินิจฉัยโรค  ซ่ึงจากการ
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สาํรวจความชุกท่ีแทจ้ริงของโรคปรสิตดว้ยวิธีการวินิจฉยัท่ีมีความไวสูงพบวา่ Blastocystis sp. เป็นโปร
โตซวัมีอตัราการติดเช้ือสูงมากในทุกๆ ภูมิภาคของประเทศ อาจเน่ืองมาจากการละเลยในการรักษาโรค
ท่ีถูกตอ้ง ทาํให้เช้ือมีการด้ือยาและแพร่กระจายไปอย่าง  แมว้่าจะมีรายงานการไม่ตอบสนองต่อยา 
metronidazole ในผูติ้ดเช้ือ Blastocystis sp.  แต่ยงัไม่มีการศึกษาใดท่ีสมารถอธิบายถึงกลไกการเกิดการ
ด้ือยาในเช้ือ Blastocystis sp.  

เน่ืองจากในปัจจุบันย ังไม่มีวิธีมาตรฐานในการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ  (drug 
susceptibility test) ของเช้ือโปรโตซัว ผูว้ิจยัจึงได้ทาํการพฒันาระบบการเพาะเล้ียงเช้ือและทดสอบ
ความไวต่อยา metronidazole ของ Blastocystis sp. เพ่ือหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC) 
และพฒันาสายพนัธ์ุด้ือยาของ  Blastocystis sp. ในห้องปฏิบติัการ  โดยเปรียบเทียบในอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิดต่างๆ  ได้แก่  Jone’s medium (JM), Locke egg serum medium (LES),  LB Broth,  IMDM, และ 
RPMI โดยพบว่าเช้ือเจริญเติบโตเพิ่มจาํนวนไดดี้ท่ีสุดใน  LES medium แต่ทาํใหเ้ช้ือเกาะกลุ่มกนัจนไม่
สามารถนับจาํนวนได้จึงไม่เหมาะสมกับการทดสอบความไวต่อยา ส่วน RPMI เป็นอาหารเล้ียงท่ี
เหมาะสมกบัการทดสอบความไวของยามากท่ีสุด  อยา่งไรก็ตาม จากการทดลองเล้ียงและเหน่ียวนาํให้
เช้ือ Blastocystis sp. เกิดการด้ือยาพบวา่มีความลาํบากในการทาํการทดลองเน่ืองจากเช้ือค่อนขา้งมีความ
หลากหลายในรูปร่างและในแต่ละระยะของเช้ือมีผลต่อการทดลองแตกต่างกนั ในแต่ละความเขม้ขน้
ของยา metronidazole ทาํใหไ้ม่สามารถเหน่ียวนาํใหเ้กิดสายพนัธ์ุด้ือยาของเช้ือไดใ้นหอ้งปฏิบติัการ 

จากการคดัเลือกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับกลไกการด้ือของยา  วิเคราะห์และศึกษาอตัราการด้ือยา 
metronidazole ของเช้ือ Blastocystis sp. ในประเทศ ไดมุ่้งสนใจไปท่ียนี ferredoxin (Fd) เน่ืองจากเช่ือว่า
มีความเก่ียวขอ้งกบักลไกการด้ือยา และไดท้าํการออกแบบ primer จากยีนโนมของ Blastocystis sp. 
Singapore isolate B (subtype 7) อยา่งไรก็ตาม เม่ือไดท้าํการเพิ่มจาํนวนยนี ferredoxin และเปรียบเทียบ
ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน Fd ท่ีไดก้บัฐานขอ้มูล กลบัมีความเหมือนกบัแบคทีเรีย Prevotella dentalis 
มากท่ีสุด (74% identity) และไม่ตรงกับลาํดับของนิวคลีโอไทด์ของยีน ferredoxin ของ B.hominis 
Singapore isolate B (subtype 7) เลย ซ่ึงน่าจะเกิดจากความแตกต่างของยนีโนมของเช้ือ Blastocystis sp.  
ท่ีอยูใ่นฐานขอ้มูลมีความแตกต่างทางสายพนัธ์ุกบัเช้ือท่ีพบในไทย ซ่ึงจากการศึกษาการกระจายของสาย
พนัธ์ุของเช้ือในประเทศไทยพบว่าสายพันธ์ุท่ีพบในประเทศไทยคือสายพันธ์ุ 3 ดังนั้ น ผูว้ิจัยจึงมี
แผนการศึกษายโีนมของสายพนัธ์ุ Blastocystis subtype 3 ต่อไป  โดยผลจากการโครงการวิจยัน้ีสามารถ
เตรียมผลิตผลงานตีพิมพ์ได้ทั้ งส้ินจํานวน  2 เร่ือง ได้แก่ 1) High prevalence of intestinal parasitic 
infections among school-age children in Thailand: a comparative study  แ ล ะ  2) Comparison the 
sensitivity for detection of Blastocystis hominis by Simple smear method Formalin-Ethyl Acetate 
Concentration Technique and Polymerase chain reaction methods 
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7.  ประสบการณ์ทีเ่กีย่วข้องกบังานวจัิยทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน
การทาํวจัิยว่าเป็นผู้อาํนวยการแผนงานวจัิย หัวหน้าโครงการวจัิย หรือผู้ร่วมวจัิยในแต่ละ
ข้อเสนอการวจัิย เป็นต้น  
6.1 ผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั 
     - 
6.2  หวัหนา้โครงการวิจยั 

6.2.1 “Early detection of bancroftian filariasis in children and young individuals using 
IgG4 assays” (หวัหนา้โครงการ) 

6.2.2 “การวินิจฉยัโรคเทา้ชา้งท่ีเกิดจากเช้ือ  Wuchereria bancrofti  ในระยะแรกเร่ิมโดย
วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรสและการตรวจทางนํ้าเลือง”  (หวัหนา้โครงการ) 

6.2.3 “Polymerase chain reaction-based detection of Wuchereria bancrofti in Culex 
quinquefasciatus”  (หวัหนา้โครงการ) 

6.2.4 “บทบาทของโวลบาเกียในการเกิดพยาธิสภาพผลขา้งเคียงต่อยารักษาโรคเทา้ชา้ง 
(The role of Wolbachia in the pathogenesis of chemotherapy-induced adverse 
reactions in lymphatic filariasis)” (หวัหนา้โครงการ) 

6.2.5 “การศึกษาเปรียบเทียบสายพนัธ์ุของเช้ือพยาธิโรคเทา้ชา้ง Wuchereria bancrofti 
ในคนไทยและแรงงานอพยพ (Study and differentiation of Wuchereria bancrofti 
strains in Thais and migrant workers)”  (หวัหนา้โครงการ) 

6.2.6 “ความสมัพนัธ์ของแอนติบอดี IgG ชนิดต่างๆ ท่ีจาํเพาะต่อโปรตีน Wolbachia 
surface protein (WSP) ในผูป่้วยโรคเทา้ชา้ง (Association between specific anti-
WSP IgG subclasses and clinical manifestation in lymphatic filariasis patients)” 
(หวัหนา้โครงการ) 

6.2.7 “ผลของยาDoxycycline ในการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษาและลดอาการขา้งเคียง
ของยา Diethylcarbamazine (DEC) ในการรักษาผูป่้วยโรคเทา้ชา้ง (Effects of 
doxycycline on increasing of efficacy and decreasing of adverse drug reactions 
from treatment of lymphatic filariasis patients with Diethylcarbamazine (DEC))” 
(หวัหนา้โครงการ) 

6.2.8 “ผลของยาปฏิชีวนะต่อเช้ือ Wolbachia spp. เพื่อนาํไปใชใ้นการรักษาโรคเทา้ชา้ง 
(Effects of antimicrobial agents against Wolbachia spp. for treatment of 
filariasis)” (ผูร่้วมวิจยั) 
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