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Abstract

	 Backgrounds : Cryptosporidium spp. are protozoan parasites that cause a diarrheal disease in 
humans and animals, especially Cryptosporidium parvum that is the most frequently reported zoonotic 
species. Cryptosporidium oocysts are shed in feces of infected cattles and can be transmitted to 
other hosts by  fecal-oral route. Microscopic examination on Modified Ziehl Neelsen (MZN) stained 
fecal smear, the conventional diagnostic method, has many limitations as it is incapable of discriminating 
Cryptosporidium species and skilled personnel is required. Another limitation is that the sensitivity is 
potentially low. Additionally, discontinuous sucrose gradient technique has been implemented to 
harvest the oocysts, and therefore, increases the opportunity for microscopic oocyst detection. Recently, 
molecular technique such as nested polymerase chain reaction (nested PCR), which is highly sensitive 
and specific diagnostic method, was established. The objective of this study was to apply discontinuous 
sucrose gradient technique and nested PCR on Cryptosporidium spp. diagnosis in bovine fecal samples.
	 Methods : One-hundred and nine fecal samples of young calves and buffaloes less than 6 months 
of age or at any ages with diarrhea, were processed by microscopic examination using MZN stained fecal 
smears and discontinuous sucrose gradient techniques. Then, nested PCR targeting Cryptosporidium 
small subunit ribosomal RNA, was performed in all the fecal samples and microscopically positive samples 
by discontinuous sucrose gradient, after that the amplified fragments were subjected to DNA sequencing 
for species identification. Sensitivity and specificity of nested PCR were also determined.
	 Results : The positive microscopic results were found in MZN stained fecal smears examination 
and discontinuous sucrose gradient technique at 1 and 9 samples, respectively. The nested PCR results 
were positive for all 9 purified Cryptosporidium oocyst samples and 8 fecal samples, which showed 
a significant difference in proportion of positive results compared with conventional staining method 
(p < 0.05). The nucleotide sequences were 98-100% identical with C. parvum (N=1), C. bovis (N=6) and 
C. ryanae (N=4). For the sensitivity test, the lower detection limit of nested PCR was 50 oocysts/ml. 
Furthermore, Specificity tests revealed that no amplified products were observed when testing with 
other protozoan parasites DNA.
	 Conclusions : Nested PCR is considered as an accurate, sensitive and specific tool for detection 

of Cryptosporidium spp. which appears to be a suitable alternative diagnostic method.
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บทคัดย่อ

ที่มาของการศึกษา: เชื้อ Cryptosporidium spp. เป็น

เชื้อโปรโตซัวที่เป็นสาเหตุของโรคท้องร่วงในคนและสัตว์ 

โดยเฉพาะ Cryptosporidium parvum ซึง่เป็น species ท่ี

ตดิต่อระหว่างสตัว์และคน โดย oocysts ของเชือ้จะถูกปล่อย

ออกมากบัอุจจาระของโคและกระบือที่ติดเชื้อ และติดต่อ

ไปยังคนหรือสัตว์อื่นผ่านการกิน การตรวจวินิจฉัยวิธี

ดั้งเดิมโดยการตรวจอุจจาระป้ายสไลด์ย้อมสี modified 

Ziehl-Neelsen (MZN) มีข้อจ�ำกัดคือ ไม่สามารถจ�ำแนก 

species ของเช้ือ ต้องอาศัยความช�ำนาญในการตรวจ และ

มีความไวในการตรวจต�่ำ นอกจากนี้วิธี discontinuous 

sucrose gradient เป็นเทคนิคที่มีการพัฒนาเพื่อใช้ใน 

การเกบ็แยก oocysts ของเชือ้ออกจากตัวอย่างอจุจาระ ซ่ึง

จะช่วยเพิม่โอกาสการตรวจพบ oocysts ด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

ในปัจจบุนัเทคนคิทางชวีโมเลกลุ เช่น nested polymerase 

chain reaction (nested PCR) เป็นเทคนิคที่มีความไว

และความจ�ำเพาะมากกว่าวธิด้ัีงเดิม อกีทัง้สามารถจ�ำแนก 

species ของเชือ้ได้ เมือ่ใช้ร่วมกับเทคนคิ DNA sequencing 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย

เชื้อ Cryptosporidium spp. ในตัวอย่างอุจจาระโคและ

กระบอื โดยการใช้เทคนคิ discontinuous sucrose gradient 

ร่วมกับ nested PCR

วิธีการ: ตัวอย่างอุจจาระลูกโคและกระบือ อายุไม่เกิน              

6 เดอืน หรอือายุเกนิ 6 เดอืนทีม่ปีระวตัท้ิองร่วง จ�ำนวน 109 

ตวัอย่าง น�ำมาตรวจวนิจิฉยัด้วยกล้องจลุทรรศน์โดยวธิย้ีอมสี 

อุจจาระป้ายสไลด์ด้วยสี MZN และวิธี discontinuous           

sucrose gradient จากน้ันน�ำ oocysts ทีแ่ยกได้จากวธิี 

discontinuous sucrose gradient และตวัอย่างอุจจาระ

ทั้งหมดมาสกัด DNA แล้วน�ำมาท�ำปฏกิิรยิา nested PCR 

โดยใช้ ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อ small subunit ribosomal              

RNA และจ�ำแนก species ของเชื้อด้วยเทคนิค DNA 

sequencing ท�ำการเปรยีบเทยีบวธิ ีทดสอบความไว และ

ความจ�ำเพาะของเทคนิค nested PCR

ผล: ตรวจพบ oocysts ของเชื้อจากอุจจาระป้ายสไลด์

ย้อมสี MZN และวิธี discontinuous sucrose gradient 

ที่ 1 และ 9 ตัวอย่าง ตามล�ำดับ โดย purified oocysts 

ที่แยกได้ทั้ง 9 ตัวอย่าง ให้ผลบวกในการท�ำปฏิกิริยา 

nested PCR และสามารถแยก species ได้ทั้งหมด                 

ในขณะท่ี DNA ท่ีสกัดจากอุจจาระโดยตรงพบว่า ให้ผลบวก

จ�ำนวน 8 ตัวอย่าง และสามารถแยก species ของเชื้อได้

เช่นเดียวกัน โดยพบสัดส่วนของการตรวจพบผลบวกของ

วิธี nested PCR แตกต่างจากวิธีตรวจอุจจาระป้ายสไลด์

ย้อมสี MZN อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ข้อมูล

ล�ำดบัสารพนัธกุรรมท่ีได้พบว่ามคีวามคล้ายคลงึ (98-100%) 

กบัเชือ้ C. parvum (N=1), C. bovis (N=6) และ C. ryanae 

(N=4) โดยพบความไวของเทคนิค nested PCR ที่ 50 

oocysts/ml และมคีวามจ�ำเพาะของเทคนคิโดยไม่ให้ผลบวก

กับเชื้อโปรโตซัวอื่น

สรุป: Nested PCR เป็นเทคนิคที่มีความถูกต้องแม่นย�ำ          

มีความไว และความจ�ำเพาะ เหมาะส�ำหรับที่จะน�ำมาใช้

เป็นทางเลอืกในการตรวจวนิจิฉยัเชือ้ Cryptosporidium 

spp. ได้อย่างมีประสิทธิภาพ

ค�ำส�ำคัญ: คริปโตสปอริดิโอซิส,  โคและกระบือ,                          

discontinuous sucrose gradient, nested PCR

บทน�ำ

	 Cryptosporidiosis เป็นโรคตดิต่อระหว่างสตัว์และ

คนท่ีส�ำคัญ และก่อให้เกดิปัญหาท่ัวโลก สาเหตเุกดิจากเชือ้

โปรโตซัว Cryptosporidium spp. ซ่ึงจัดอยู่ในไฟลัม 

Apicomplexa ก่อให้เกดิอาการท้องร่วงในคนและสตัว์ และ

เป็นหนึง่ในเชือ้ปรสติฉวยโอกาสทีส่�ำคญัในผูป่้วยทีม่ภีาวะ

ภมูคุ้ิมกันบกพร่อง โดยเฉพาะผูป่้วยโรคเอดส์ (นมิติร และคม, 

2554) การติดต่อโรคนี้ในสัตว์และคน เกิดจากการกิน

อาหารและน�ำ้ท่ีมกีารปนเป้ือน oocysts ของเช้ือ (Ramirez 

et al., 2004) oocysts ของเช้ือนีม้ขีนาดประมาณ 4 - 6 µm 

มผีนงัหนา ภายในม ี sporozoite จ�ำนวน 4 เซลล์ เมือ่ถกู

ปล่อยออกมากบัอจุจาระจะมชีีวติอยูใ่นสิง่แวดล้อมได้นาน 

(นิมิตร และคม, 2554) เชื้อ Cryptosporidium spp. ที่

พบในโค กระบอืมท้ัีงหมด 4 ชนดิ ได้แก่ C. parvum, C. bovis, 

C. ryanae และ C. andersoni โดย C. parvum เป็น 

species ท่ีติดต่อระหว่างสัตว์และคน และมักก่อให้เกิด

อาการท้องร่วงในลกูโค กระบืออายนุ้อยกว่า 6 สปัดาห์ แต่

หากเกิดการตดิเช้ือในโคอายมุากกว่า 6 สปัดาห์ สตัว์จะปล่อย 

oocysts ออกมากบัอจุจาระได้โดยทีไ่ม่พบอาการทางคลินกิ 

(Thomson et al., 2017) ส่วนในผูป่้วยโรคเอดส์ species 



3ปีที่ 13 ฉบับที่ 3

ทีม่กัมรีายงานตรวจพบ คือ C. hominis และ C. parvum 

ในประเทศไทยมรีายงานความชกุของโรคนีใ้นผูป่้วยโรคเอดส์

อยูใ่นช่วงระหว่าง 8.8 - 34.4% (Iqbal et al., 2012) โดย

มรีายงานการศกึษาก่อนหน้าน้ีทีต่รวจพบ C. parvum จาก

อจุจาระโค และอุจจาระผูป่้วยโรคเอดส์ โดยใช้วธิ ีnested 

PCR ร่วมกับ DNA sequencing (Nuchjangreed et al., 

2008) นอกจากน้ีมีการศึกษาในโคนมในเขตภาคเหนือ       

พบความชุกของโรคที่ 7.6% โดยตรวจพบ C. parvum 

และ C. bovis จากอุจจาระโดยวิธี polymerase chain 

reaction (PCR) (Inpankaew, 2017) ในปัจจุบันยังไม่มี

ยาที่มีประสิทธิภาพในการรักษาเชื้อน้ีท้ังในสัตว์และคน 

การควบคมุและป้องกนัโรคอาศัยการจัดการและสขุาภบิาล

ทีด่ ี(Thomson et al., 2017)

	 การตรวจวินจิฉยัโรค Cryptosporidiosis มหีลายวธิี 

ได้แก่ การตรวจหาเชือ้โดยตรง การตรวจทางอมิมโูนวนิจิฉยั 

และการตรวจด้วยเทคนคิทางชวีโมเลกลุ (OIE, 2016) การ

ตรวจหาเชือ้โดยตรง ท�ำโดยการตรวจหา oocysts ของเช้ือ

ภายในอจุจาระด้วยกล้องจุลทรรศน์ เช่น การตรวจอจุจาระ

ป้ายสไลด์ย้อมสีพิเศษ เช่น modified Ziehl-Neelsen 

(MZN) และการตรวจอจุจาระแบบเข้มข้น เช่น วธิลีอยตวั 

เป็นต้น วธิกีารตรวจวนิจิฉยัแบบดัง้เดมิโดยการตรวจอจุจาระ

ป้ายสไลด์ย้อมส ีMZN นั้นมีข้อจ�ำกัดคือ มีความไวในการ

ตรวจต�่ำ ต้องอาศัยความช�ำนาญในการส่องตรวจ และไม่

สามารถจ�ำแนก species ของเชื้อที่ตรวจพบได้ เนื่องจาก 

oocysts มรูีปร่าง และขนาดทีใ่กล้เคยีงกนัในแต่ละ species 

(OIE, 2016) ในปัจจุบันมีการน�ำเทคนิคทางชีวโมเลกุล         

ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อมาใช้ในการวินิจฉัย 

และใช้การตรวจหายีนเป้าหมายทีแ่ตกต่างกนั ในการตรวจ

วินิจฉัยเชื้อนี้ในอุจจาระโคมีรายงานว่าเทคนิค nested 

polymerase chain reaction (nested PCR) โดยใช้ 

primer ที่จ�ำเพาะกับยีน Small subunit ribosomal 

RNA (SSUrRNA) เป็นวธิกีารตรวจวนิจิฉยัทีม่คีวามไว และ

ความจ�ำเพาะมากกว่าวธิกีารตรวจหา oocysts ด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ (Bhat et al., 2014) อีกทั้งยีนในต�ำแหน่งนี้มี

บริเวณที่มีล�ำดับสารพันธุกรรมที่แตกต่างกันในแต่ละ 

species จึงสามารถใช้จ�ำแนก species ของเช้ือด้วย

เทคนิค DNA sequencing ได้ (Xiao et al., 1999) 

นอกจากนี้มีรายงานถึงวิธีการ discontinuous sucrose 

gradient ซึง่เป็นเทคนคิทีม่กีารพฒันาเพือ่ใช้ในการเก็บแยก 

oocysts ของเชือ้ออกจากตวัอย่างอจุจาระ โดยมวัีตถปุระสงค์ 

เพือ่น�ำ oocysts ไปใช้ทดลองต่อ หรอืน�ำไปเพาะเลี้ยงใน

ห้องปฏิบัติการ (Arrowood and Sterling, 1987) ซ่ึง 

oocysts ท่ีแยกได้จะมคีวามบรสิทุธ์ิ มคีวามเข้มข้นท่ีสงูขึน้ 

ซึ่งช่วยเพิ่มโอกาสการตรวจพบด้วยกล้องจุลทรรศน์แม้ใน

กรณีท่ีมี oocysts จ�ำนวนน้อยในอุจจาระ และท�ำให้ได้ 

purified oocysts ที่เหมาะสมในการน�ำมาสกัดสาร

พันธุกรรม เนื่องจากลดสิ่งปนเปื้อนอื่นๆในอุจจาระที่อาจ

จะยับยั้งกระบวนการ PCR ได้ (Schrader et al., 2012) 

การศกึษานีม้วีตัถุประสงค์เพ่ือพฒันาวธิกีารตรวจวนิจิฉยัเชือ้ 

Cryptosporidium spp. ในตวัอย่างอจุจาระโค และกระบือ 

โดยใช้เทคนคิ discontinuous sucrose gradient เพือ่แยก 

oocysts ร่วมกับ nested PCR เพื่อให้ได้วิธีการที่มีความ

ถูกต้องแม่นย�ำ มคีวามไว และความจ�ำเพาะ ตลอดจนน�ำไปสู่

การแยก species ของเชือ้ได้ด้วยเทคนคิ DNA sequencing

อุปกรณ์และวิธีการ

ตัวอย่างอุจจาระ

	 อจุจาระลกูโค และกระบือ อายไุม่เกนิ 6 เดอืน หรอื

อายุเกิน 6 เดือนแต่มีประวัติท้องร่วงร่วมด้วยจากจังหวัด

สระบุร ีอุทัยธาน ีขอนแก่น และนครราชสมีาท่ีส่งมาชันสตูร

โรคท่ีกลุม่ปรสติวทิยา สถาบันสขุภาพสตัว์แห่งชาต ิและเก็บ

ตัวอย่างจากในพื้นที่ในช่วงระหว่างปี พ.ศ. 2558 - 2559 

จ�ำนวน 109 ตัวอย่าง เก็บรักษาตัวอย่างอุจจาระใน 2.5% 

K
2
Cr

2
O

7 
ในอัตราส่วน 1:1 ที่อุณหภูมิ 4 °C (Chen et al., 

2007)

การตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์

	 วิธีตรวจอุจจาระป้ายสไลด์ย้อมสี modified 

Ziehl- Neelsen (MZN) โดยการป้ายอจุจาระบนสไลด์ ตรึง 

และย้อมส ีMZN ตามวธิกีารของ Ash and Orihel (1987) 

จากน้ันตรวจหา oocysts ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง

สว่างที่ก�ำลังขยาย 400 - 1,000 เท่า

	 วธิ ีdiscontinuous sucrose gradient โดยการ 

เตรยีมสารละลายน�้ำตาลซูโครสเข้มข้น (sucrose stock 

solution) ท่ีความถ่วงจ�ำเพาะ 1.18 (น�ำ้ตาลซูโครส 500 g 

ในน�้ำกลั่น 650 ml) จากนั้นเตรียมสารละลายซูโครส A 

และสารละลายซูโครส B โดยใช้ stock solution ผสมกับ
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น�้ำกลั่น ในอัตราส่วน 1:1 ให้ได้สารละลายซูโครส A ที่มี

ความถ่วงจ�ำเพาะ 1.09 และ 1:3 ให้ได้สารละลายซโูครส B 

ที่มีความถ่วงจ�ำเพาะ 1.045 ตามล�ำดับ เติมสารละลาย

ซโูครส B (ความถ่วงจ�ำเพาะ 1.045) 15 ml ลงใน centrifuge 

tube จากนั้น เติมสารละลายซูโครส A 15 ml โดยปล่อย

สารที่ก้นหลอด สารละลาย B จะแยกชั้นขึน้มาอยูด้่านบน

ของสารละลาย A  เตมิอจุจาระทีผ่่านการกรองและป่ันล้างใน 

0.2% Tween 20 ปรมิาตร 5 ml แล้ว ลงไปชัน้บนสดุ น�ำไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,000 x g เวลา 30 นาที โดย

ดดัแปลงจากวธิกีารของ Arrowood and Sterling (1987) 

จากน้ันดดู oocyst suspension ทีเ่ป็นชัน้สขีาวตรงกลาง

ระหว่างสารละลายซโูครส A และ B มาป่ันล้างใน distilled 

water (DW) 3 รอบ จากนั้นน�ำมาตรวจหา oocysts ด้วย

กล้องจลุทรรศน์ชนดิแสงสว่างทีก่�ำลงัขยาย 400 - 1,000 เท่า

การตรวจวินิจฉัยเชื้อด้วยเทคนิค nested PCR

	 การสกัด DNA น�ำ Cryptosporidium spp. 

oocysts ที่แยกได้จากวิธี discontinuous sucrose       

gradient และอุจจาระทั้งหมด 109 ตัวอย่างมาแช่แข็ง 

(freeze) ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196°C นาน 2 

นาที และท�ำให้ละลาย (thaw) ที่อุณหภูมิ 100°C นาน 2 

นาที รวม 3 รอบ เพื่อให้ผนัง oocysts แตก จากนั้นสกัด 

DNA จาก oocysts ด้วย Dneasy® Blood and Tissue 

Kit (Qiagen) และสกัด DNA จากอุจจาระด้วย QIAamp® 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen) โดยดัดแปลงขั้นตอนจาก

บริษัทผู้ผลิตโดยใช้การบ่มตัวอย่างใน lysis buffer ท่ี

อุณหภูมิ 56°C ข้ามคืน (Adamska et al., 2011) เก็บ 

DNA ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20°C

	 เทคนิค nested PCR ใช้ primer ที่จ�ำเพาะกับ

ยีน small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) ของ

เชื้อโดยดัดแปลงสวนผสม และอุณหภูมิจากวิธีการของ 

Xiao et al. (1999) โดยในรอบแรกส่วนผสม 25 µl 

ประกอบด้วย 10x PCR buffer, 3 mM MgCl
2
, 200 µM 

ของ each dNTP, 5 pmol ของ Forward primer (5’- 

TTCTAGAGCTAATACATGCG -3’) และ Reverse primer 

(5’- CCCTAATCCTTCGAAACAGGA -3’), 2.5U HotStarTaq® 

DNA Polymerase (Qiagen) และ DNA 2 µl โดยจะได้

ผลติภัณฑ์ PCR ทีม่ขีนาด 1,325 bp ในรอบท่ีสองส่วนผสม 

25 µl จะเหมือนในรอบแรก ยกเว้นไม่ใส่ 3 mM MgCl
2
 

และใช้ 5 pmol ของ Forward primer (5’- GGAAGG-

GTTGTATTTATTAGATAAAG -3’) และ Reverse primer 

(5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA -3’) และใช้

ผลิตภัณฑ์ PCR จากรอบแรก 1 µl เป็น DNA template 

ในการเพิม่ปรมิาณ DNA ท้ังสองรอบ ใช้สภาวะอณุหภมู ิดงันี้ 

95°C 15 นาที และ 94°C 45 วินาท,ี 58°C 45 วินาท,ี 72°C  

1 นาที รวม 40 รอบ และ 72°C 10 นาที น�ำผลิตภัณฑ์ 

PCR ทีไ่ด้มาผ่านกระบวนการ electrophoresis ใน 1.5% 

agarose โดยจะได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มีขนาดประมาณ  

830 bp

การจ�ำแนก species ของเชือ้ Cryptosporidium spp. 

โดยใช้เทคนิค DNA sequencing

	 ตัดแถบผลิตภัณฑ์ PCR ออกจาก gel น�ำมาผ่าน

กระบวนการท�ำให้ DNA มคีวามบรสิทุธิด้์วย GenepHlowTM 

Gel/PCR Cleanup Kit (Geneaid) จากนั้นศึกษาล�ำดับ

สารพันธุกรรมด้วยเทคนิค BigDye Terminator DNA 

Cycle Sequencing น�ำข้อมลูล�ำดบัสารพนัธกุรรมทีไ่ด้มา

ศึกษาโดยใช้โปรแกรม ClustalW multiple alignment 

of BioEdit (Thompson et al., 1994) แล้วน�ำมาเปรยีบเทยีบ

กับข้อมูลใน GenBank เพื่อบ่งชี้ species ของเชื้อโดยใช้ 

Basic local alignment search tool (BLAST) (Altschul 

et al., 1990)

การทดสอบความไว และความจ�ำเพาะของเทคนิค 

nested PCR

	 ทดสอบความไวของเทคนิค nested PCR โดยใช้ 

C. parvum oocysts ที่แยกได้จากวิธี discontinuous 

sucrose gradient น�ำมานับจ�ำนวน oocysts ด้วย     

Haemacytometer ตามวิธกีารของ Smith et al. (2003) 

เพือ่หาความเข้มข้นของ oocysts/ml แล้วปรบัความเข้มข้น

ให้ได้ 1 x 104 oocysts/ml จากนั้นน�ำมา dilute เพื่อให้

ได้ความเข้มข้นของ oocyst suspension ในระดับต่างๆ 

ได้แก่ 1 x 104, 5 x 103, 1 x 103, 500, 100, 50, 10, 5 

และ 1 oocyst/ml จากนั้นน�ำมาสกัดสารพันธุกรรม และ

ทดสอบด้วยปฏิกิริยา nested PCR ส�ำหรับการทดสอบ

ความจ�ำเพาะของเทคนิค nested PCR โดยการทดสอบ

การท�ำปฏกิริิยากับตวัอย่าง DNA ของเชือ้โปรโตซวัในทาง

เดินอาหารอื่น ๆ ได้แก่ Giardia spp. รวมทั้งโปรโตซัวใน
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ไฟลัม Apicomplexa ได้แก่ Babesia bigemina,              

Theileria spp., Plasmodium gallinaceum, Toxoplasma 

gondii และ Neospora spp. และใช้ distilled water เป็น 

negative control

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

	 ใช้การวิเคราะห์ข้อมูลสถิติเชิงพรรณนา และ

วเิคราะห์เปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างวธิกีารวนิจิฉยั

โดยใช้ McNemar’s Chi-square test (p < 0.05) โดย

ใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป SAS version 9.0 (SAS Institute 

Inc., Cary, NC, USA.)

ผลและวิจารณ์

	 ผลการตรวจหา Cryptosporidium spp. oocysts 

ด้วยกล้องจลุทรรศน์จากอจุจาระลกูโคและกระบอื จ�ำนวน

ทั้งสิ้น 109 ตัวอย่างนั้น ตรวจพบ oocysts ของเชื้อจาก

อจุจาระป้ายสไลด์ย้อมส ีMZN 1 ตัวอย่าง (1/109, 0.92%) 

(ภาพที ่1) ในขณะทีว่ธิ ีdiscontinuous sucrose gradient 

ภาพที่ 3 แสดง C. parvum oocysts ที่แยกได้จากวิธี discontinuous 
sucrose gradient ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงสว่างที่กำ�ลังขยาย 

1,000 เท่า รูปร่าง oocysts มีลักษณะกลม หรือรีเล็กน้อย ขนาด 4 - 6 µm 
ภายในม ีsporozoites 4 เซลล์ (ลูกศร)

ภาพที่ 1 แสดง C. parvum oocyst ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด                
แสงสว่างท่ีกำ�ลังขยาย 1,000 เท่า เม่ือย้อมด้วยสี MZN รูปร่าง oocyst มี
ลักษณะกลม หรือรีเล็กน้อย ขนาด 4 - 6 µm ภายในมี sporozoites             
4 เซลล์ ติดสีชมพูเข้ม ในขณะที่พื้นหลังติดสีเขียว (ลูกศร)

ภาพที ่2 แสดงการแยก C. parvum oocysts โดยใช้วธิ ีdiscontinuous 
sucrose gradient พบ purified oocysts ที่แยกเป็นช้ันสีขาวขุ่น                
ตรงกลางระหว่างสารละลายน�้ำตาลซูโครสความถ่วงจ�ำเพาะ 1.09           
(ด้านล่าง) และ 1.045 (ด้านบน) (ลูกศร)

ตรวจพบ 9 ตัวอย่าง (9/109, 8.26%) (ภาพที่ 2 และ 3) 

โดย purified oocysts ที่แยกได้ทั้ง 9 ตัวอย่าง ให้ผลบวก

ต่อการท�ำปฏกิิรยิา nested PCR และสามารถแยก species 

ของเชือ้โดยใช้เทคนิค DNA sequencing ได้ทัง้ 9 ตวัอย่าง 

(9/109, 8.26%) ในขณะท่ี DNA ท่ีสกัดจากอุจจาระ

โดยตรงพบว่า ให้ผลบวกจ�ำนวน 8 ตัวอย่าง (8/109, 

7.34%) และสามารถแยก species ของเช้ือได้เช่นเดยีวกนั 

(ตารางที่ 1) ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อ Cryptosporidium 

spp. มีขนาดประมาณ 830 bp (ภาพที่ 4)  โดยผลการ

ตรวจวินิจฉัยโดยวิธี nested PCR ทั้งการใช้ DNA ที่สกัด

จาก purified oocysts (N=9) และการใช้ DNA ที่สกัด

จากอุจจาระโดยตรง (N=8) นั้น พบว่าให้ผลการตรวจที่

แตกต่างกับวิธี MZN (N=1) อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ 

McNemar’s χ2 = 8.00; p = 0.0078 และ McNemar’s 

χ2 = 7.00; p = 0.0156 ตามล�ำดับ แต่ผลการตรวจด้วย

วิธี nested PCR ระหว่างการใช้ DNA ที่สกัดโดย 2 วิธี  

ดังกล่าว พบว่าไม่แตกต่างกันที่ McNemar’s χ2 = 0.20; 

p = 1.00

5.00 µm
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	 จากผลการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่าวิธี 

discontinuous sucrose gradient ตรวจพบ oocysts 

(N=9) ได้มากกว่าวิธีตรวจจากอุจจาระป้ายสไลด์ย้อมสี 

MZN (N=1) แม้ว่าวิธีการย้อมสี MZN จะเป็นวิธีย้อมสี

พิเศษที่ใช้ในการวินิจฉัยเชื้อ Cryptosporidium spp. ซึ่ง

เป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว เหมาะแก่การตรวจคัดกรองในกรณี

ที่ตัวอย่างมีจ�ำนวนมาก แต่ต้องอาศัยความช�ำนาญของ      

ผู้ตรวจ เน่ืองจาก oocysts ของเชือ้นีม้ขีนาดเลก็ และอาจ

สบัสนกบัเชือ้รา และยสีต์ ซึง่ติดสชีมพูเช่นเดียวกนั (Vohra 

et al., 2012) ในขณะที่วิธี discontinuous sucrose 

gradient ได้น�ำมาใช้เพื่อช่วยเพิ่มโอกาสการตรวจพบ 

ตารางที่ 1  แสดงตัวอย่างอุจจาระที่ตรวจพบ Cryptosporidium spp. โดยวิธีตรวจอุจจาระป้ายสไลด์ย้อมสี MZN, discontinuous 

sucrose gradient และ nested PCR โดยการสกัดสารพันธุกรรมจาก purified oocysts และสกัดจากอุจจาระ

ลำ�ดับที่ อายุ
ประวัติ
ท้องร่วง

คะแนน
อุจจาระ*

การตรวจวินิจฉัยด้วย            
กล้องจุลทรรศน์

การตรวจวินิจฉัยด้วย
เทคนิค Nested PCR

การวิเคราะห์ด้วย            
BLAST

อุจจาระป้ายสไลด์
ย้อมสี MZN

วิธี Discontinuous 
sucrose gradient

Purified 
oocysts

อุจจาระ ผล DNA           
Sequencing

% 
Identity

1 < 1 เดือน มี 2 + + + + C. parvum 100

2 1-5 เดือน ไม่มี 0 - + + + C. bovis 99

3 1-5 เดือน ไม่มี 0 - + + + C. ryanae 100

4 4 เดือน ไม่มี 0 - + + + C. ryanae 99

5 2 เดือน ไม่มี 0 - + + + C. ryanae 99

6 4-6 เดือน ไม่มี 0 - + + + C. ryanae 99

7 2 เดือน ไม่มี 0 - + + - C. bovis 99

8 1 ปี มี 1 - + + - C. bovis 98

9 4-6 เดือน มี 2 - + + - C. bovis 99

10 1-5 เดือน ไม่มี 0 - - - + C. bovis 100

11 3-5 เดือน ไม่มี 0 - - - + C. bovis 99

หมายเหตุ *: 0 = อุจจาระปกติ มีลักษณะนิ่ม เป็นก้อน, 1 = อุจจาระกึ่งเหลว, 2 = อุจจาระค่อนข้างเหลว, 3 = อุจจาระเหลวเป็นน�้ำ

ภาพที่ 4 ผลิตภัณฑ์ PCR ของเชื้อ Cryptosporidium spp. มีขนาด
ประมาณ 830 bp; lane 1: 100 bp Marker; lane 2 - 7: Positive 
sample (2: C. parvum; 3 - 4: C. bovis; 5 - 7: C. ryanae); lane 8: 
Negative control (DW)

ภาพท่ี 5 ผลิตภัณฑ์ PCR ของเช้ือ C. parvum ในการทดสอบ sensitivity 
test; lane 1: 100 bp Marker; lane 2: C. parvum 1x104 ; lane 3: 
5x103; lane 4: 1x103; lane 5: 5x102 ; lane 6: 100; lane 7: 50; lane 
8: 10; lane 9: 5 และ lane 10: 1 oocyst/ml; lane 11: Negative 
control (DW)

oocysts ด้วยกล้องจุลทรรศน์ เนือ่งจากเป็นวิธทีีใ่ช้ในการ

เก็บแยกให้ได้เฉพาะ oocysts ของเชื้อ นอกจากนี้ในการ

ศกึษาครัง้นีใ้นขัน้ตอนการเตรยีมชัน้ของสารละลายซโูครส 

ได้ปรบัเปลีย่นความถ่วงจ�ำเพาะของสารละลายซโูครสจาก 

1.103 ท่ีก้นหลอด และ 1.064 ท่ีด้านบน ตามวธิกีารดัง้เดิม

ของ Arrowood and Sterling (1987) มาเป็นความถ่วง 

จ�ำเพาะของสารละลายซูโครส 1.09 ที่ก้นหลอด และ 

1.045 ที่ด้านบน ตามค�ำแนะน�ำของ Prof. Dr. Edward 

Robert Atwill (University of California-Davis) ซึง่การ

ใช้ความถ่วงจ�ำเพาะของสารละลายชั้นบนที่ 1.045 นั้นมี

ค่าใกล้เคียงกับความถ่วงจ�ำเพาะของ Cryptosporidium 

1       2       3       4       5      6      7       8      9     10     11    
1,500 bp

600 bp

1       2       3       4        5       6       7        8
1,500 bp

600 bp

~ 830 bp
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oocysts ซึ่งมีค่าประมาณ 1.045 - 1.05 (Stott, 2003; 

Searcy et al., 2006) จงึช่วยเพิม่โอกาสให้ oocysts แยก

ออกมาได้มากย่ิงข้ึน ซึง่สอดคล้องกบัหลกัการของวธินีี ้คือ 

โมเลกุลเมื่อถูกปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบที่เหมาะสม            

จะเกิดการเคลื่อนที่ลงมาอยู ่ ในบริเวณตัวกลางที่มี

ความถ่วงจ�ำเพาะเท่ากนักบัโมเลกลุน้ันๆ จนเกดิเป็นแถบขึน้ 

(Brakke, 1961) แต่ข้อจ�ำกัดของการตรวจด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ คือ ต้องอาศัยความช�ำนาญในการส่องตรวจ 

และไม่สามารถจ�ำแนก species ของเชื้อจากรูปร่าง

ลักษณะของ oocysts เพียงอย่างเดียว จึงต้องอาศัย

เทคนิค nested PCR มาใช้ในการจ�ำแนก species โดย

การศึกษาครั้งนี้พบว่า purified oocysts ที่แยกได้ทั้ง 9 

ตัวอย่าง ให้ผลบวกต่อปฏิกิริยา nested PCR ทุกตัวอย่าง 

ดังนั้น ตัวอย่าง purified oocysts ที่แยกได้จากวิธี           

discontinuous sucrose gradient จึงเหมาะสมที่จะ         

น�ำมาใช้สกัดสารพันธุกรรมได้

	 จากตารางที่ 1 ในจ�ำนวนตัวอย่างที่ให้ผลบวกด้วย

เทคนิค nested PCR นั้น เป็นตัวอย่าง DNA ที่สกัดจาก 

purified oocysts 9 ตัวอย่าง ในขณะที่ DNA ที่สกัดจาก

อุจจาระให้ผลบวก 8 ตัวอย่าง โดยพบว่ามี 3 ตัวอย่าง 

(ตัวอย่างหมายเลข 7, 8 และ 9) ที่ให้ผลบวกจาก DNA ที่

สกัดจาก purified oocysts ที่แยกได้เท่านั้น ซึ่งเป็นไปได้

ว่าอาจจะเกิดจากการกระจายตัวของ oocysts ภายใน

ตวัอย่างอจุจาระไม่สม�ำ่เสมอ นอกจากน้ีพบว่ามี 2 ตวัอย่าง 

(ตัวอย่างหมายเลข 10 และ 11) ที่ให้ผลบวกในตัวอย่าง 

DNA ทีส่กดัจากอจุจาระ แต่ไม่สามารถแยก oocysts โดย

วิธี discontinuous sucrose gradient ได้ อาจเนื่องมา

จากเทคนคิดงักล่าวมีหลายขัน้ตอน จึงมโีอกาสทีจ่ะสญูเสยี 

oocysts ในระหว่างกระบวนการได้ ในกรณีที่ตัวอย่าง

อจุจาระน้ันม ีoocysts จ�ำนวนน้อย (Vohra et al., 2012) 

หรืออาจเกิดจากการที่ oocysts แตกออกแต่ยังมี DNA 

หลงเหลืออยู่ภายในตัวอย่างอุจจาระ หรืออาจเกิดจาก

ตวัอย่างอจุจาระไม่ได้เก็บรกัษาใน 2.5% K
2
Cr

2
O

7 
โดยทันที 

ซึ่งการเก็บรักษาอุจจาระในสารที่ช่วยคงสภาพ oocysts 

เช่น 2.5% K
2
Cr

2
O

7  
ก็มีส่วนส�ำคัญในการป้องกันไม่ให้ 

oocysts แตก และรักษาความมีชีวิตของ oocysts ไว้ 

(Chen et al., 2007) และยังน�ำไปตรวจด้านโมเลกุล

วินิจฉัยต่อไปได้ (da Silva and Pieniazek, 2003)

	 จากการศกึษาในครัง้นีพ้บว่า วธิ ีnested PCR เป็น

เทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการตรวจวินิจฉัย เนื่องจาก      

พบสดัส่วนของการตรวจพบผลบวกทัง้การใช้ DNA ทีส่กดั

จาก purified oocysts (N=9) และการใช้ DNA ที่สกัด

จากอจุจาระโดยตรง (N=8) แตกต่างจากวธิตีรวจอจุจาระ

ป้ายสไลด์ย้อมสี MZN (N=1) อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(p<0.05) Primer ที่จ�ำเพาะกับยีน SSUrRNA ที่ใช้ในการ

ศึกษาครั้งนี้เป็นยีนท่ีมีจ�ำนวน copy number สูง และ

ประกอบด้วยต�ำแหน่งท่ีมท้ัีงบรเิวณอนรุกัษ์ท่ีเหมือนกนัใน

แต่ละ species และบริเวณที่แปรผันซึ่งแตกต่างในแต่ละ 

species (Xiao and Ryan, 2008) จงึสามารถน�ำผลติภัณฑ์ 

PCR ท่ีได้ไปวิเคราะห์หาล�ำดับสารพันธุกรรมด้วยเทคนคิ 

DNA sequencing เพือ่จ�ำแนก species ของเชือ้ได้ จากการ

ศึกษาครั้งนี้พบว่าความเข้มข้นของ oocysts น้อยที่สุดที่

สามารถตรวจพบผลบวกได้โดยวิธีนี้ คือ 50 oocysts/ml 

(รปูที ่5) ทัง้นีม้กีารศกึษาก่อนหน้านีโ้ดย Adamska et al. 

(2011) ได้ทดสอบความไวของเทคนิค nested PCR โดย

ใช้ primer ทีจ่�ำเพาะกบัยนี SSUrRNA ทดสอบในตวัอย่าง 

purified oocysts ที่ความเข้มข้น 1,000, 500, 100, 50 

และ 10 oocysts/200 µl โดยผลการศึกษาตรวจพบความไว

ที ่50 oocysts/200 µl  ซึง่ล้วนพบว่ามคีวามไวมากกว่าวิธี

ตรวจจากอจุจาระ ป้ายสไลด์ย้อมส ีMZN ซึง่มกีารรายงาน

ไว้ที่ 3 x 105 - 106 oocysts/ml ของอุจจาระ (Khurana 

et al., 2012) และจากผลการศกึษาพบว่าเทคนคิ nested 

PCR นีม้ีความจ�ำเพาะ โดยให้ผลลบต่อเช้ือ Giardia spp. 

ซึง่เป็นโปรโตซัวในทางเดนิอาหารท่ีส�ำคญั รวมท้ังโปรโตซวั

ในไฟลมั Apicomplexa ตวัอืน่ ๆ   ได้แก่ Babesia bigemina, 

Theileria spp., Plasmodium gallinaceum, Toxoplasma 

gondii และ Neospora spp. ดงันัน้เทคนคิ nested PCR 

ทีใ่ช้ในการศกึษาครัง้นี ้พบว่าให้ผลการตรวจถกูต้อง แม่นย�ำ 

มีความไว และความจ�ำเพาะ เหมาะสมที่จะน�ำมาใช้ใน     

การวินจิฉยัได้อย่างมปีระสิทธภิาพ

	 ในการศกึษาครัง้นี ้ตวัอย่างท่ีให้ผลบวกจากเทคนคิ 

nested PCR เมื่อน�ำมาศึกษาหาข้อมูลล�ำดับ สาร

พันธุกรรมท่ีได้ด้วยเทคนิค DNA sequencing และ          

เปรยีบเทยีบกบัข้อมลูใน GenBank พบว่ามคีวามคล้ายคลงึ 

(98-100%) กบัเช้ือ C. parvum, C. bovis และ C. ryanae 

จ�ำนวน 1, 6 และ 4 ตัวอย่างตามล�ำดับ (ตารางที่ 1) โดย 
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C. parvum 1 ตัวอย่างนั้น ตรวจพบจากตัวอย่างอุจจาระ

หมายเลข 1 ทีไ่ด้จากลกูโคอายนุ้อยกว่า 1 เดือน ท่ีมอีาการ

ท้องร่วง อุจจาระมลีกัษณะเหลว นอกนัน้พบเป็น C. bovis 

และ C. ryanae ที่ตรวจพบในโคที่มีอายุมากกว่า 1 เดือน

ขึน้ไปจนถงึ 1 ปี ซึง่โคเหล่านีส่้วนใหญ่ไม่มปีระวตัท้ิองร่วง 

และอุจจาระมีลักษณะปกติ พบเพียงตัวอย่างอุจจาระ

หมายเลข 8 และ 9 ซึ่งตรวจพบ C. bovis ที่มีลักษณะ

อจุจาระก่ึงเหลวจนถงึเหลว และมปีระวติัท้องร่วงร่วมด้วย 

ซึ่งผลการศึกษาที่ได้สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ท่ี

รายงานว่า C. parvum เป็น species ที่หลักที่มักก่อให้

เกิดอาการท้องร่วง โดยเฉพาะในลูกโคและกระบือที่อายุ

น้อยกว่า 6 สัปดาห์ซึ่งพบว่าเป็นช่วงอายุที่ไวต่อการติด         

C. parvum (Thomson et al., 2017) ในขณะที ่C. bovis 

สามารถพบได้ในโคทุกช่วงอายุ และก่อให้เกิดอาการ            

ท้องร่วงได้เช่นเดียวกัน แต่ลกูโคทีติ่ด C. parvum พบว่ามี

โอกาสการเกดิภาวะท้องร่วงได้มากกว่าลกูโคทีติ่ด C. bovis 

(Silverlås, 2010) ส่วน C. ryanae และ C. andersoni 

นั้นไม่ก่อให้เกิดอาการทางคลินิก และมักพบในโคอายุ

มากกว่า 6 สปัดาห์ไปแล้ว (Thomson et al., 2017) การ

ศกึษาในครัง้นีพ้บผลสอดคล้องระหว่างปัจจัยด้านอายแุละ

อาการท้องร่วงกับ species ของเชื้อที่พบ อีกทั้งหากโคมี

อาการท้องร่วง หรืออุจจาระเหลว แม้ในโคมีอายุมากกว่า 

6 สัปดาห์ไปแล้ว ก็ไม่ควรละเลยที่จะตรวจวินิจฉัยเชื้อ            

โปรโตซวัชนดินีด้้วย นอกจากนีก้ารวินิจฉยัแยกระหว่างท้ัง 4 

species ที่ตรวจพบในโค กระบือได้จึงมีประโยชน์ในการ

แยกระหว่าง C. parvum ซ่ึงเป็น species ทีก่่อโรค และตดิต่อ

ระหว่างสตัว์และคนออกจาก species ทีไ่ม่ก่อโรคได้การตรวจ

พบเชือ้ Cryptosporidium spp. รวมทัง้ C. parvum ในตัวอย่าง

อุจจาระโคในการศึกษานี้ อาจก่อให้เกิดการแพร่กระจาย

ของเชือ้ รวมทัง้อาจเกดิการถ่ายทอดเชือ้ระหว่างสตัว์และ

คน ดังนั้นการค�ำนึงถึงการควบคุมและป้องกันการติดเชื้อ

ในสัตว์และคน และการจัดการสุขาภิบาลฟาร์มที่ดีจึงเป็น

สิ่งส�ำคัญ 

สรุปผล และข้อเสนอแนะ

	 เทคนิค nested PCR ที่พัฒนาขึ้นจากการศึกษา

ในคร้ังน้ี ร่วมกับการใช้วิธี discontinuous sucrose 

gradient ในการแยกให้ได้ purified oocysts ที่มีความ

บรสิทุธิ ์และเหมาะสมทีจ่ะน�ำมาสกดั DNA สามารถน�ำมา

ใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อ Cryptosporidium spp.ที่พบในโค 

กระบอืได้ถงึในระดบั genus อกีทัง้สามารถแยก species 

เมื่อใช้ร่วมกับเทคนิค DNA sequencing โดยให้ผลการ

ทดสอบท่ีถูกต้องแม่นย�ำ มีความไว และความจ�ำเพาะ 

เหมาะส�ำหรบัทีจ่ะน�ำมาใช้เป็นวธิกีารทางเลอืกในการตรวจ

วนิจิฉยัโรค Cryptosporidiosis ได้อย่างมปีระสทิธภิาพหรอื
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