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การตรวจหาเชื้อ Mycobacterium bovis โดยใช้เทคนิค in situ hybridization 
ในอวัยวะของกระบือ

ลัขณา รามริน*   นิตยา ศรีแก้วเขียว   เรขา คณิตพันธ์   เจษฎา รัตโณภาส 

บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศึกษา: Mycobacterium bovis (M. bovis) เป็นเชื้อที่ท�ำให้เกิดโรควัณโรคในโคและกระบือ (bovine 

tuberculosis) สามารถพบการติดเชื้อได้ท้ังในปศุสัตว์ สัตว์ป่า และคน ในประเทศไทยมีรายงานการเกิดโรควัณโรคในโคและ

กระบอือย่างต่อเนือ่ง อาการของโรคส่วนใหญ่เป็นแบบเรือ้รงั มกัพบรอยโรคทีเ่ป็นตุม่หนองซึง่มลีกัษณะเฉพาะเรยีกว่า tubercle 

ในปอด และต่อมน�้ำเหลือง ส�ำหรับการชันสูตรโรควัณโรคในโคและกระบือ ตามวิธีมาตรฐานคือการเพาะแยกเชื้อ แต่วิธีนี้ต้องใช้

ระยะเวลานาน และก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้ปฏิบัติงาน ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิค in situ hybridization โดยใช้ DNA 

probe ที่จ�ำเพาะมาตรวจหาเชื้อ M. bovis ในตัวอย่างอวัยวะของกระบือ

	 วิธีการ: เก็บตัวอย่างอวัยวะปอด และต่อมน�้ำเหลืองของกระบือ จ�ำนวน 28 ตัวอย่าง จากกระบือ 14 ตัว ที่ให้ผลบวกและ

ผลสงสัยต่อการตรวจด้วยวิธี tuberculin skin test และ/หรือวิธี gamma-interferon test น�ำมาเพาะแยกเชื้อและตรวจยืนยัน

เชื้อด้วยวิธี PCR จากนั้นผลิต DNA probe โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ�ำเพาะกับเชื้อ M. bovis ที่ต�ำแหน่งยีน IS6110 แล้ว

ติดฉลากด้วย biotin จากนั้นทดสอบด้วยวิธี in situ hybridization โดยเตรียมสไลด์เนื้อเยื่อ และน�ำ DNA probe ไป hybridize 

กับเนื้อเยื่อบนสไลด์ ท�ำให้เกิดสีด้วย streptavidin peroxidase และตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่าง เปรียบเทียบกับ

วิธีเพาะแยกเชื้อ 

	 ผล: วธิ ีin situ hybridization ให้ผลการทดสอบตรงกบัวธิเีพาะแยกเช้ือทกุตวัอย่าง โดยให้ผลบวกร้อยละ 53.57 (15/28) 

และผลลบร้อยละ 46.43 (13/28) ค�ำนวณค่าทางสถิติโดยใช้ chi-square ได้ค่าความไว ความจ�ำเพาะ และความถูกต้อง เท่ากับ

ร้อยละ 100 พบมีการติดเชื้อแพร่กระจายในเซลล์ pulmonary alveolar macrophage ในปอด คิดเป็นร้อยละ 57.14 (8/14) 

และเซลล์ macrophage ในต่อมน�้ำเหลือง คิดเป็นร้อยละ 50 (7/14) 

	 สรุป: เทคนิค in situ hybridization ที่ใช้ DNA probe ที่พัฒนาขึ้น สามารถน�ำมาใช้ในการตรวจหาเชื้อ M. bovis จาก

อวัยวะของกระบือ เป็นวิธีที่มีความไว ความจ�ำเพาะ มีความปลอดภัยและสามารถตรวจยืนยันการติดเชื้อทางด้านพยาธิวิทยาได้

ค�ำส�ำคัญ: Mycobacterium bovis เทคนิค in situ hybridization อวัยวะ กระบือ
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Detection of Mycobacterium bovis using in situ hybridization Technique               
in Organs of Buffaloes

Luckana Ramrin*   Nittaya Srikaewkhew   Reka Kanitpun   Jadsada Ratthanophart

Abstract
	 Backgrounds: Mycobacterium bovis (M. bovis) is a causative agent of bovine tuberculosis (bTB) that 

can infect livestock, wildlife and human. In Thailand, emergence of bTB has been continuously reported. 

The clinical signs of bTB infected hosts are mostly reported in a chronic form characterized by massive lesions 

called tubercles often find at lungs and lymph nodes. Bacteriological isolation is the gold standard test for 

bovine tuberculosis diagnosis, however; it is a time consuming and dangerous method. Here, we developed 

in situ hybridization technique coupled with M. bovis specific DNA probe to detect M. bovis in buffalo organs.

	 Methods: Twenty-eight samples of lungs and lymph nodes from 14 buffaloes showed positive and 

suspicious results by tuberculin skin test and/or gamma-interferon test were collected for detection of              

M. bovis. The samples were cultured and confirmed by conventional PCR. For in situ hybridization test,                

M. bovis-specific biotinylated DNA probes which specified to IS6110 gene were hybridized on the prepared 

tissue slides. Streptavidin peroxidase was added for colorimetric analysis. Light field microscope was used to 

detect a color development a positive reaction. Comparison of in situ hybridization test positive samples to 

the samples positive to bacteriological isolation test was performed.

	 Results: The results of in situ hybridization method correspond to the gold standard test results that 

53.57% (15/28) and 46.43% (13/28) of the samples were positive and negative respectively. The sensitivity, 

specificity and accuracy of the tests were 100% after statistical calculation using a chi-square method. The 

percent of M. bovis infection were found in tissues derived from pulmonary alveolar macrophage cell in 

lungs and macrophage cell in lymph nodes as 57.14% (8/14) and 50% (7/14) respectively.

	 Conclusions: The in situ hybridization with M. bovis specific DNA probe developed in this study can 

be used to detect M. bovis infection in organs obtained from buffaloes. This method is specific, sensitive and 

safe, so it is enabled to use in pathology as confirmation test.
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บทน�ำ

	 Mycobacterium bovis (M. bovis) เป็นแบคทีเรีย

แกรมบวก รูปแท่ง ย้อมติดสี acid-fast ท�ำให้เกิดโรควัณโรค 

ในโคและกระบือ (bovine tuberculosis) พบได้ในปศุสัตว์ 

สัตว์ป่า และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลายชนิด เป็นโรคที่มีการ

ระบาดทั่วโลก โคและกระบือที่เป็นโรคมักพบการเกิดโรคแบบ

เรื้อรัง อาการทั่วไปที่พบได้ คือ ผอม มีไข้ ไอ หายใจล�ำบาก 

และกินอาหารลดลง ในระยะสุดท้ายสัตว์จะมีร่างกายซูบผอม

มากและระบบหายใจล้มเหลว อาจพบต่อมน�้ำเหลืองบวมโต 

(CFSPH, 2009) นอกจากนี้โรควัณโรคในโคและกระบือยังเป็น

โรคติดต่อระหว่างสัตว์และคน (OIE, 2015a) จึงจัดเป็นโรค

ส�ำคัญที่สร้างความสูญเสียทั้งระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจ 

(Cousins, 2001)

	 การตรวจวินิจฉัยโรควัณโรคในโคและกระบือ ใช้วิธี 

เพาะแยกเชือ้เป็นวธิมีาตรฐาน (gold standard) ในการชนัสูตร 

โรค แต่การเพาะแยกเช้ือมคีวามเสีย่งทีผู่ป้ฏบิตังิานอาจตดิเชือ้ได้ 

นอกจากนี้การเพาะแยกเชื้อต้องใช้เวลานานอย่างน้อย 8 

สปัดาห์ เนือ่งจากเช้ือ M. bovis เป็นแบคทเีรยีทีโ่ตช้า (fastidious 

bacteria) และจ�ำเป็นต้องใช้อาหารเลีย้งเชือ้ชนดิพเิศษเพ่ือช่วย

ในการเจริญเติบโตของเชื้อ (OIE, 2015a, 2015b) การตรวจ

วนิจิฉยัทางด้านพยาธวิทิยา เช่น การย้อมสด้ีวย hematoxylin 

และ eosin (H&E stain) (สมมาตร์, 2544) การตรวจด้วยวิธี 

Immunohistochemistry (IHC) (ตวงทอง, 2559) เป็นวิธีที่

สามารถน�ำมาใช้ในการชนัสตูรโรค โดยใช้สไลด์เนือ้เยือ่ทีร่กัษา

สภาพด้วยน�้ำยาฟอร์มาลินในการทดสอบ ท�ำให้ลดความเส่ียง

จากการสัมผัสเชื้อของผู้ปฏิบัติงาน แต่ยังมีขีดจ�ำกัดไม่สามารถ

ตรวจจ�ำแนกสายพันธุ์ของเชื้อได้

	 ปัจจบุนังานด้านชีวโมเลกุล (molecular) นยิมใช้อย่าง

กว้างขวางในหลายสาขา วิธี in situ hybridization ใช้เทคนิค

ทางด้าน molecular pathology ในการชันสูตรโรค เป็นวิธี

ตรวจหาสารพันธกุรรมของเช้ือบนสไลด์เน้ือเยือ่ และใช้ probe 

ที่มีความจ�ำเพาะกับ DNA ของเชื้อ ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง

หรือเอนไซม์ ซึ่ง DNA probe ที่ติดฉลากจะไป hybridize กับ 

DNA ที่อยู่ในเนื้อเยื่อ ท�ำให้เกิดสี เมื่อดูผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

จะสามารถเห็นการติดเชื้อแพร่กระจายภายในเซลล์ (Bishop, 

2010) นอกจากนี้ Rodriguez-Nunez et al. (2012) ได้น�ำ

เทคนคิดงักล่าวมาใช้ตรวจโรควณัโรคจากตวัอย่างต่อมน�ำ้เหลือง

ของคน จงึท�ำให้ผูว้จิยัมคีวามสนใจทีจ่ะน�ำเทคนคินีม้าประยกุต์

ใช้ในการตรวจหาเชื้อในงานด้านปศุสัตว์

	 การศึกษาครั้งนี้มีจุดประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิค in situ 

hybridization ที่ใช้ DNA probe ติดฉลากด้วยเอนไซม์ biotin 

ทีผ่ลิตขึน้ มาตรวจหาเชือ้ M. bovis ในตวัอย่างอวยัวะของกระบอื

ที่ตรึงด้วยน�้ำยาฟอร์มาลินเปรียบเทียบกับวิธีเพาะแยกเชื้อ

อุปกรณ์และวิธีการ

ตัวอย่างทดสอบและตัวอย่างควบคุม

	 ตวัอย่างปอด และต่อมน�ำ้เหลืองของกระบอื จ�ำนวน 28 

ตัวอย่าง จากกระบือ 14 ตัว ในปี พ.ศ. 2559 ที่ให้ผลบวกและ

ผลสงสยัต่อการตรวจด้วยวธิ ีtuberculin skin test (TST) ตาม

วิธีการทดสอบของ OIE (2015a) และ/หรือวิธี gamma-                 

interferon test (IFN-γ) ตามวิธีของชุดทดสอบ BOVIGAM® 

Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test kit for 

Cattle (Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland) ตรวจ

ดูลักษณะรอยโรค เช่น การเกิดตุ่มหนอง แบ่งตัวอย่างแช่เย็น

เพื่อเพาะแยกเชื้อ และเก็บในสารละลายนิวทรอลบัฟเฟอร์

ฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 10% ส�ำหรับตรวจด้วยวิธี in situ 

hybridization โดยมตีวัอย่างควบคมุบวก เป็นตวัอย่างสตัว์ป่วยตาย 

ที่มีรอยโรคและให้ผลเพาะแยกเชื้อเป็นบวก และตัวอย่าง

ควบคุมลบ เป็นตัวอย่างสัตว์ปกติที่ไม่มีรอยโรคและให้ผล            

เพาะแยกเชื้อเป็นลบ

การเพาะแยกเชื้อ

	 น�ำตวัอย่างประมาณ 5-10 กรมั ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

nutrient broth ทีม่ ี0.004% ของ phenol red บดให้ละเอยีด

ด้วยเครือ่ง stomacher ตัง้ทิง้ไว้จนเนือ้เยือ่ตกตะกอน หลังจากนัน้

น�ำส่วนของ supernatant มา 3 มิลลิลิตร เติมด้วย Hexa 

decylpyridinium chloride (HPC) ความเข้มข้น 0.15% 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที หลังจากนั้นน�ำมาปั่นที่

ความเร็ว 1,650xg เป็นเวลา 30 นาที น�ำส่วนของ sediment 

รวมกับส่วนของ supernatant ปรมิาตร 1 มิลลลิติร ผสมรวมกัน 

แล้วใช้ sterile cotton swab ป้ายลงบนอาหารเล้ียงเชือ้ Herrold 

egg yolk medium (HEY) จ�ำนวน 3 หลอด และอาหาร 

Lowenstein-Jensen medium (LJ) จ�ำนวน 2 หลอด น�ำไปบ่ม 

ทีอ่ณุหภูม ิ37 องศาเซลเซียส นานอย่างน้อย 8 สัปดาห์ น�ำโคโลนี

ทีส่งสัยมา subculture (Payeur et al., 1993) และตรวจยนืยนั

เชื้อด้วยวิธี PCR
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การตรวจยืนยันเชื้อด้วยวิธี PCR

	 สกัด DNA จากโคโลนีที่สงสัยตามวิธีของชุดสกัด 

QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Germany) ตรวจยืนยัน

เชื้อด้วยวิธี multiplex PCR (Del Portillo et al., 1996) โดย

ใช้ไพรเมอร์ที่มีล�ำดับเบสดังน้ี ไพรเมอร์คู่ท่ี 1 (5’-CGACGG-

GTCTGACGGCCAAACTCATC-3’ และ 5’-CTTGCTCGGTG-

GCCGGTTTTTCAGC-3’) มี PCR product ขนาด 999 bp 

ไพรเมอร์คู่ที่ 2 (5’-ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC-3’ 

และ 5’- TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA-3’) ม ีPCR 

product ขนาด 543 bp ปฏิกริยิารวม จ�ำนวน 25 ไมโครลิตร 

ประกอบด้วย 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl, 

200 µM dNTP, forward และ reverse primers อย่างละ          

1 µM, 0.5U taq polymerase (Takara, Japan) และ DNA 

template 3 ไมโครลิตร น�ำเข้าเครื่อง My Cycler™ Thermal 

cycler (Bio-Rad, USA) ตามโปรแกรมดังนี้ initial denature 

95 องศาเซลเซียส 8 นาที ตามด้วย denaturation 94 องศา

เซลเซียส 1 นาที annealing 71 องศาเซลเซียส นาน 1.5 นาที 

และ extension ที ่72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาท ีจ�ำนวน 30 รอบ 

และ final extension ที ่72 องศาเซลเซียส นาน 8 นาท ีแล้วน�ำ 

PCR product ผ่านกระแสไฟฟ้าใน 1.5% agarose ที่ 100 

volt นาน 25 นาที ย้อมเจลด้วย SYBR Safe™ DNA gel stain 

(Invitrogen, USA) อ่านด้วยเครือ่ง Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad, 

USA) เชื้อ M. bovis จะให้ PCR product ขนาด 543 bp และ 

999 bp

การทดสอบด้วยวิธี in situ hybridization

	 ผลิต DNA probe โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีความ

จ�ำเพาะกบั DNA ของเช้ือ M. bovis ของโคกระบอื ทีต่�ำแหน่งยนี 

IS6110 ซึ่งใช้ไพรเมอร์ที่มีล�ำดับเบสดังนี ้INS1 (5’-CGTGAG-

GGCATCGAGGTGGC-3’ และ INS2 (5’-GCGTAGGCGTCG-

GTGACAAA-3’) น�ำมาทดสอบด้วยวิธี PCR ปริมาตรรวม 25 

ไมโครลิตร โดยใช้ nuclease-free water 11 ไมโครลิตร, 10x 

buffer 2.5 ไมโครลติร, 200 µM dNTP, forward และ reverse 

primers อย่างละ 0.8 µM, 0.5U taq polymerase (Takara, 

Japan) และ DNA template 5 ไมโครลิตร น�ำเข้าเครื่อง My 

Cycler™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) โดยใช้โปรแกรม

ดังนี้ initial denature 94 องศาเซลเซียส 2 นาที ตามด้วย 

denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing 

60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาที จ�ำนวน 30 รอบ และ final extension 

72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เสร็จแล้วน�ำ PCR product 

ผ่านกระแสไฟฟ้าใน 1.5% agarose ที่ 100 volt นาน 25 นาที 

อ่านด้วยเครื่อง Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad, USA) จะได้ PCR 

product ขนาด 245 bp (Phom et al., 2016) ตัดเจลตรง

ต�ำแหน่งที่มี PCR product น�ำมาท�ำให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดสกัด

ส�ำเรจ็รปู QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) 

จากน้ันติดฉลาก DNA กับเอนไซม์ biotin ซ่ึงใช้ชุดส�ำเร็จรูป 

Biotin PCR Labeling Core Kit (Jena Bioscience, Germany) 

โดยมีการท�ำ PCR reaction ดังนี้ 10x PCR labeling buffer 

2 ไมโครลติร, biotin PCR labeling mix 2 ไมโครลติร, forward 

และ reverse primer อย่างละ 0.4 µM, DNA template (PCR 

product) 5 ไมโครลิตร, 0.5U taq polymerase และ nuclease- 

free water 8.5 ไมโครลิตร ปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร  

น�ำเข้าเครื่อง My Cycler™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) 

ตามโปรแกรมเดมิ ท�ำการวเิคราะห์ PCR product และ probe 

โดยผ่านกระแสไฟฟ้าใน 1% agarose ที ่100 volt นาน 20 นาที 

น�ำ PCR product มาท�ำให้บริสุทธ์ิ โดยใช้ชุดสกัดส�ำเร็จรูป 

QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) วัด

ความเข้มข้นของ DNA ด้วยเครือ่ง BioSpectrometer (Eppen-

dorf, Germany) แล้วจึงน�ำ biotinylated labeling probe 

ที่ได้มาใช้ในขั้นตอนต่อไป

	 เตรยีมสไลด์เนือ้เยือ่ โดยน�ำปอดและต่อมน�ำ้เหลอืงทีแ่ช่

ในสารละลายบฟัเฟอร์ฟอร์มาลิน ความเข้มข้น 10% มาตดัแต่ง 

(Trimming) เข้าสูก่ระบวนการดงึน�ำ้ออกจากเนือ้เยือ่แล้วแทนที่

ด้วยพาราฟิน (Tissue processing) ฝังเน้ือเยื่อในพาราฟิน 

(Tissue embedding) น�ำบล็อคพาราฟินทีฝั่งเนือ้เยือ่ของกระบอื 

ตดัด้วย microtome ให้ได้สไลด์เนือ้เยือ่มขีนาดหนา 2-6 ไมครอน 

วางบนสไลด์แก้วชนิดมีประจุบวก

	 ทดสอบด้วยวิธี in situ hybridization โดยน�ำสไลด์

เนื้อเยื่อ บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

แล้วน�ำไปผ่านขัน้ตอนการขจดัพาราฟินออก (deparaffinization) 

ด้วย xylene จ�ำนวน 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที และขั้นตอนการ

คืนน�้ำ (rehydration) ด้วย 100% ethanol จ�ำนวน 3 ครั้ง 

ครั้งละ 5 นาที ตามด้วย 95% ethanol จ�ำนวน 2 ครั้ง ครั้งละ 

5 นาท ีและล้างด้วยน�ำ้กลัน่ นาน 5 นาท ีต่อจากนัน้ย่อยโปรตนี

เพ่ือเปิด epitopes บนสไลด์ด้วย proteinase K (DAKO™, 

Denmark) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้น

ล้างด้วยน�้ำกลั่น จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

แล้วน�ำสไลด์แช่ใน 0.3% H
2
O

2
 ใน methanol นาน 20 นาที 

ที่อุณหภูมิห้อง เพื่อก�ำจัด peroxidase แล้วล้างสไลด์ด้วย               
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น�ำ้กลัน่ จ�ำนวน 3 คร้ัง ครัง้ละ 5 นาท ีทีอ่ณุหภมูห้ิอง ท�ำให้สไลด์

แห้ง จากนั้นท�ำการ pre-hybridization ด้วย 100 ไมโครลิตร 

biotinylated probe (100 ng/slide) ใน hybridization 

buffer (Enzo®, USA) บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 

10 นาที ในเครื่อง Hybridizer (DAKO™, Denmark) และ 

hybridization ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 21 ชั่วโมง 

จากนั้นท�ำการ post-hybridization โดยน�ำ coverslip ออก 

ด้วย tris buffered saline ที่มี 0.05% Tween 20 (TBST) 

แล้วล้างด้วย 2x saline-sodium citrate buffer (SSC), 1x 

SSC ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และ 0.5x SSC 

ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ใน water bath 

ตามล�ำดบั บ่มสไลด์ใน TBST นาน 5 นาท ีจากนัน้บลอ็กโปรตนี

ในเนื้อเยื่อด้วย 3% normal horse serum ใน TBST นาน 10 

นาที ที่อุณหภูมิห้อง ท�ำการ detection สไลด์ โดยหยดด้วย 

streptavidin-HRP (DAKO™, Denmark) ปริมาณ 3-4 หยด 

หรือให้ท่วมเนื้อเยื่อ บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที ล้างสไลด์

ด้วย TBST จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นหยด biotin 

บ่มนาน 15 นาที ล้างด้วย TBST 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที หยด

ด้วย streptavidin-HRP ให้ท่วมเนือ้เยือ่ บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิอง นาน 

15 นาที ล้างสไลด์ด้วย TBST จ�ำนวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

แล้วหยด DAB (3, 3 -diaminobenzidine) ปริมาณ 3-4 หยด 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที เพื่อให้เกิดสี จากนั้นล้างด้วย

น�้ำกลั่น นาน 1 นาที เพื่อหยุดปฏิกิริยา แล้วล้างด้วยน�้ำกลั่น 

อกี 3 ครัง้ นานครัง้ละ 1 นาท ีเพือ่ล้าง DAB ออก ย้อมทบัสไลด์

ด้วยส ีhematoxylin นาน 20 วนิาท ีล้างด้วยน�ำ้กลัน่ แล้วหยด

ด้วย glycergel ปิดทบัสไลด์ด้วย coverslip จากนัน้น�ำไปตรวจ

ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่าง ตัวอย่างท่ีให้ผลบวกเซลล์ 

pulmonary alveolar macrophage และเซลล์ macrophage 

ในปอดและต่อมน�้ำเหลืองจะติดสีน�้ำตาล

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 เปรียบเทยีบผลการทดสอบของวธิ ีin situ hybridization 

กับวิธีมาตรฐานการเพาะแยกเชื้อ แล้วหาค่าความไว ความ

จ�ำเพาะ และความถูกต้อง ของวิธี in situ hybridization โดย

วธิ ีchi-square และใช้ระดบัความเชือ่มัน่ที ่95% (Rodriguez- 

Nunez et al., 2012) โดยใช้โปรแกรม Win Episcope 2.0

ผลและวิจารณ์
ผลการเพาะแยกเชื้อ

	 จากการเพาะแยกเชื้อปอด และต่อมน�้ำเหลือง โดย

ยืนยันเชื้อด้วยวิธี PCR จ�ำนวน 28 ตัวอย่าง พบเชื้อ M. bovis 

จ�ำนวน 15 ตัวอย่าง จากปอด 8 ตัวอย่าง และต่อมน�้ำเหลือง 7 

ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อ จ�ำนวน 13 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบโดยวิธี in situ hybridization และวิธี

เพาะแยกเชื้อ ของปอดและต่อมน�้ำเหลือง ที่ให้ผลบวกและผลสงสัย

ต่อการตรวจด้วยวิธี tuberculin skin test (TST) และ/หรือวิธี 

gamma-  interferon test (IFN-γ) จ�ำนวน 28 ตวัอย่าง จากกระบอื 

14 ตัว

ตัวที่ ตัวอย่าง TST IFN-γ รอย
โรค

in situ               
hybridization

การเพาะ
แยกเช้ือ

1 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

S + +                  
+

+               
+

+                   
+

2 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + +         
+

+                    
+

+             
+

3 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + -          
-

-                       
-

-              
-

4 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + -             
-

-                   
-

-                
-

5 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + -          
-

-                  
-

-              
-

6 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + +           
+

+               
+

+             
+

7 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + +          
+

+              
+

+               
+

8 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

S - +           
+

+                
+

+               
+

9 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + -         
-

-               
-

-                
-

10 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + -           
-

-                      
-

-             
-

11 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + +           
+

+                  
+

+              
+

12 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ - -            
-

-                  
-

-                 
-

13 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

+ + +              
+

+                    
+

+               
+

14 ปอด               

ต่อมน�้ำเหลือง

- + +              
-

+                
-

+                
-

หมายเหตุ:   -  =  ผลลบ     S  =  ผลสงสัย     +  =  ผลบวก
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ผลการทดสอบด้วยวิธี in situ hybridization

	 จากการอ่านสไลด์เน้ือเยื่อด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ  

ส่องสว่าง จ�ำนวน 28 ตวัอย่าง พบผลบวกคดิเป็นร้อยละ 53.57 

(15/28) และผลลบร้อยละ 46.43 (13/28) เม่ือแยกเป็น                 

รายอวัยวะ พบว่าที่ปอดและต่อมน�้ำเหลืองให้ผลบวกร้อยละ 

57.14 (8/14) และ 50 (7/14) ตามล�ำดับ (ตารางที่ 1) ตัวอย่าง

ที่ให้ผลบวก พบการติดเชื้อแพร่กระจายในเซลล์ pulmonary 

alveolar macrophage ในปอด และเซลล์ macrophage            

ในต่อมน�้ำเหลือง โดยตัวอย่างควบคุมบวก และตัวอย่างที่ให้          

ผลบวก พบมกีารตดิสนี�ำ้ตาลทีต่�ำแหน่งภายในเชลล์ pulmonary 

alveolar macrophage (ลูกศรชี้) ส่วนตัวอย่างควบคุมลบ 

ตวัอย่างท่ีให้ผลลบ และตวัอย่างควบคมุบวกทีไ่ม่ใช้ biotinylated 

labeling probe แสดงดังรูปที่ 1 (A-E)

ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ

	 การตรวจหาเชื้อ M. bovis จากตัวอย่างปอด และต่อม

น�้ำเหลืองของกระบือ จ�ำนวน 28 ตัวอย่าง โดยวิธี in situ  

hybridization เปรยีบเทียบกับวธิเีพาะแยกเช้ือ พบว่าให้ผลบวก

ทั้งสองวิธี จ�ำนวน 15 ตัวอย่าง และให้ผลลบต่อการตรวจท้ัง

สองวิธ ีจ�ำนวน 13 ตัวอย่าง โดยพบว่าไม่มีตัวอย่างที่ให้ผลแตก

ต่างกันของทั้งสองวิธี สามารถค�ำนวณหาค่าความไว ความ

จ�ำเพาะ และความถูกต้อง เท่ากับร้อยละ 100

	 จากผลการตรวจหาเชื้อ M. bovis ด้วยเทคนิค in situ 

hybridization พบว่าให้ผลบวกร้อยละ 53.57 โดยพบเชื้อ              

ที่ปอดร้อยละ 57.14 และที่ต่อมน�้ำเหลืองร้อยละ 50 ซึ่ง

รูปที่ 1 วิธี in situ hybridization A. ตัวอย่างควบคุมบวก (x40) B. ตัวอย่างที่ให้ผลบวก (x40) C. ตัวอย่างควบคุมลบ (x40) D. ตัวอย่างที่ให้ผลลบ 

(x40) E. ตัวอย่างควบคุมบวกที่ไม่ใช้ biotinylated labeling probe (x40)

สอดคล้องกับการศึกษาของอุดม และคณะ (2553) ที่กล่าวว่า

จะพบรอยโรคและให้ผลบวกทีป่อดมากทีสุ่ด ซึง่บ่งชีว่้าส่วนใหญ่

ตดิโรคในระบบทางเดนิหายใจ การศึกษาครัง้นีน้�ำตวัอย่างปอด 

และต่อมน�้ำเหลืองมาใช้ในการทดลอง เน่ืองจากที่ต�ำแหน่ง              

ดังกล่าวเป็นบริเวณที่มักพบรอยโรค และตรวจพบเช้ือ (OIE, 

2015a) จากผลการทดสอบพบว่าปอด และต่อมน�้ำเหลืองที่มี

รอยโรค สามารถตรวจพบเชื้อด้วยวิธี in situ hybridization 

และวิธีเพาะแยกเช้ือทุกตัวอย่าง ซ่ึงเป็นการยืนยันว่ารอยโรค          

ที่เห็นเป็นลักษณะตุ่มหนอง เกิดจากเชื้อ M. bovis เมื่อน�ำวิธ ี

in situ hybridization มาเปรียบเทียบกับวิธีเพาะแยกเชื้อ              

วิธี TST และวิธี IFN-γ พบว่าวิธ ีin situ hybridization ให้ผล

การทดสอบตรงกับวิธีเพาะแยกเชื้อมากกว่าอีกสองวิธี โดยจะ

เห็นได้ว่ากระบือตัวที่ 8 ที่ตรวจด้วยวิธี IFN-γ ให้ผลลบ และวิธี 

TST ให้ผลสงสัย แต่ตรวจพบเชื้อ M. bovis ด้วยการเพาะแยก

เชื้อและวิธี in situ hybridization ซ่ึงอาจเป็นผลมาจาก                

การเกิดผลลบเท็จ (false negative) ของวิธี IFN-γ เนื่องจาก

มีการตอบสนองของภูมิคุ้มกันที่ช้าท�ำให้ไม่สามารถตรวจพบ 

interferon ที่สร้างขึ้นได้ (CFSPH, 2009) ส่วนกระบือตัวที่ 14 

พบว่าให้ผลลบด้วยวิธี TST แต่ให้ผลบวกต่อวิธี IFN-γ ส่วนวิธี 

in situ hybridization และวิธีเพาะแยกเชื้อให้ผลบวกที่ปอด 

แต่ให้ผลลบทีต่่อมน�ำ้เหลือง อาจเนือ่งมาจากวธิ ีTST ไม่สามารถ

ตรวจพบโรคในระยะแรกของการติดเชื้อ (early infection) 

หรือระยะเรื้อรัง (chronic stage) โดยทั่วไปเมื่อฉีดแอนติเจน

เข้าไป สัตว์จะใช้เวลาประมาณ 3-6 สัปดาห์ ในการสร้าง

ภูมิคุ้มกัน แต่อาจเป็นไปได้ที่จะมีการตอบสนองช้า ท�ำให้                
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ไม่สามารถตรวจพบได้ (OIE, 2015a) และจากการที่ตรวจพบ

เชื้อที่ปอด แต่ไม่พบที่ต่อมน�้ำเหลือง อาจเนื่องมาจากการ              

ติดเช้ือส่วนใหญ่ของโรควัณโรคในโคและกระบือเกิดจาก               

การหายใจน�ำละอองเชื้อเข้าไป ซ่ึงอวัยวะท่ีมักพบการติดเชื้อ 

คอื ปอดและต่อมน�ำ้เหลอืง แต่ถ้าสตัว์อยูใ่นระยะเรือ้รงัอาจท�ำให้ 

ไม่สามารถพบการตดิเช้ือทีต่่อมน�ำ้เหลอืง (Dungworth, 1985) 

ซึง่สอดคล้องกบัการตรวจด้วยวธิ ีTST ทีใ่ห้ผลลบ แสดงให้เห็นว่า 

กระบือตัวที่ 14 เป็นโรคที่อยู่ในระยะเรื้อรัง ส่วนตัวอย่างอื่น ๆ  

ทีใ่ห้ผลบวกต่อวธีิ TST และวธิ ีIFN-γ แต่ให้ผลลบต่อวธิ ีin situ 

hybridization และวิธีเพาะแยกเชื้อ อาจเนื่องมาจากการเกิด

ผลบวกเทจ็ (false positive) จากปฏกิริยิาข้าม (cross reaction) 

กับเชื้อ Mycobacterium สายพันธุ์อื่นท่ีไม่ก่อโรคท่ีอยู่ใน          

สิ่งแวดล้อม และสามารถจับกับ epitope ของเชื้อ M. bovis 

ได้ (Gormley et al., 2013; OIE, 2015a) 

	 การพัฒนาวธิ ีin situ hybridization ส�ำหรบัการศกึษา

ในครั้งนี้ใช้ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกับ DNA ของเชื้อท่ีต�ำแหน่งยีน 

IS6110 โดยได้ด�ำเนนิการ nucleotide blast search จากฐาน

ข้อมลูใน Gene bank ไม่พบว่ายนีดงักล่าวมร้ีอยละ similarity 

และ identity กับเชื้อแบคทีเรียท่ีพบในกระบือและท�ำให้เกิด

ลกัษณะวิการทีเ่หมอืนกับโรควัณโรคในโคและกระบอื นอกจากนี้

เทคนิค in situ hybridization จะให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง 

แม่นย�ำ การเลือกชนิดของสารที่ติดฉลากกับ probe ก็เป็น

ปัจจยัส�ำคญั ซึง่การศกึษานีใ้ช้ biotin ในการตดิฉลากกบั DNA 

probe โดยสามารถตรวจตวัอย่างทีใ่ห้ผลบวกจรงิและผลลบจรงิ

ตรงกับวิธีเพาะแยกเชื้อ ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานทุกตัวอย่าง ให้ค่า

ความไว และค่าความจ�ำเพาะร้อยละ 100 และพบว่าการตดิฉลาก

ด้วย biotin จะอ่านผลได้ง่ายด้วยการดูการตกตะกอนของสี  

ซึ่งสามารถดูผลได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่างท่ีมีใช้ใน

ห้องปฏิบัติการทั่วไป แตกต่างกับการใช้สารเรืองแสงติดฉลาก

กบั probe เพราะต้องอ่านด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนดิฟลอูอเรสเซนต์

โดยการศึกษาของ Tantiwetrueangdet et al. (2007) ได้

ศกึษาเทคนคิ in situ hybridization ทีติ่ดฉลากด้วยฟลอูอเรสเซนต์

จากเนื้อเยื่อซึ่งฝังอยู่ในพาราฟิน พบว่ามักมีปัญหาในข้ันตอน

การนบัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์เนือ่งจากนวิเคลยีสซ้อนกนัและ

เนื้อเยื่ออาจเรืองแสงได้ด้วยตนเอง ท�ำให้ความแม่นย�ำลดลง

	 จากการศกึษาในครัง้นี ้พบว่าวธิ ีin situ hybridization 

สามารถตรวจจากตวัอย่างทีแ่ช่ในฟอร์มาลนิ ท�ำให้ลดการสมัผัส

กบัเชือ้และลดความเสีย่งในการตดิเชือ้ของผูป้ฏบิตังิาน ใช้เวลา

ในการวิเคราะห์ประมาณ 4 วัน และสามารถเห็นการแพร่

กระจายของเช้ือในเซลล์ pulmonary alveolar macrophage 

และเซลล์ macrophage ในปอดและต่อมน�้ำเหลือง ในขณะที่

วธิเีพาะแยกเช้ือมีข้อจ�ำกดัหลายประการ และใช้เวลานาน ดงัน้ัน

จงึสามารถน�ำเทคนคินี ้มาใช้ในการชนัสตูรโรควณัโรคในโคและ

กระบอืได้ อย่างไรกต็าม วธิ ีin situ hybridization เป็นเทคนคิ

ทีต้่องใช้คนในการวเิคราะห์เป็นส่วนใหญ่ ตัง้แต่ขัน้ตอนการเตรยีม

สไลด์เนือ้เยือ่ การทดสอบ และการอ่านผล ซึง่ถ้าผู้วเิคราะห์ไม่มี

ความช�ำนาญ อาจส่งผลต่อการทดสอบได้ และการศึกษาครั้งนี้

มีตัวอย่างทดสอบค่อนข้างน้อย เนื่องจากการเก็บตัวอย่างใน          

ปี 2559 มจี�ำนวนกระบอืทีต่ดิเชือ้ไม่มาก และการจะน�ำกระบอื

ไปผ่าชันสูตรซาก ต้องด�ำเนินการตรวจหลายวิธี และหลายครั้ง

จนกว่าจะแน่ใจว่าสามารถเข้าไปด�ำเนินการได้ และต้องให้เงิน

ชดเชยทีส่งู เพราะกระบอืมรีาคาค่อนข้างแพง ข้อจ�ำกดัอกีกรณี          

หนึง่เนือ่งจากเป็นกระบอืของเกษตรกร เมือ่มผีลการตรวจเบือ้งต้น

ว่าให้ผลบวก เกษตรกรจะรีบขายกระบือทิ้ง งานวิจัยครั้งนี้

เป็นการศึกษาเบือ้งต้นเพือ่พฒันาวธิกีารตรวจ ควรเพิม่ตวัอย่าง

ทดสอบให้มากกว่าน้ี เพื่อเพิ่มขีดความสามารถในการชันสูตร

โรคต่อไป

สรุปผลและข้อเสนอแนะ

	 วิธี in situ hybridization ที่พัฒนาการผลิต DNA 

probe ติดฉลากด้วย biotin ที่จ�ำเพาะกับ DNA ของเชื้อ                 

M. bovis จากตวัอย่างทีร่กัษาสภาพด้วยฟอร์มาลิน ซึง่เกบ็ได้นาน 

วิธีนี้จึงสามารถใช้ในการวินิจฉัยโรควัณโรคในโคและกระบือได้ 

มคีวามไว ความจ�ำเพาะ ใช้เวลารวดเรว็และปลอดภยัต่อผูป้ฏบิตัิ

งานมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะแยกเชื้อ ในอนาคต

สามารถน�ำวิธีนี้ไปประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยโรคอื่น ๆ ได้ต่อไป
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