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บทคัดย�อ 

เชื้อ Cryptosporidium spp. และ Enterocytozoon bieneusi เป�นโปรโตซัวปรสิตฉวย
โอกาสท่ีทําให"เกิดโรคอุจจาระร'วงท่ีรุนแรงในผู"ป+วยภูมิคุ"มกันบกพร'องโดยเฉพาะผู"ท่ีติดเชื้อ HIV เชื้อท้ัง
สองชนิดนี้พบได"ท้ังคนและสัตว4หลายชนิด เชื่อว'าการติดต'อสามารถเกิดข้ึนได"ทาง fecal-oral route 
เหมือนกับโปรโตซัวชนิดอ่ืนๆ ในลําไส" และมีรายงานว'าสัตว4เป�นรังโรคท่ีทําให"เกิดการติดเชื้อในคน 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค4เพ่ือทําการศึกษาความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi 
ในสุกรด"วยเทคนิค nested-PCR ในการเพ่ิมจํานวนยีน small subunit (SSU) rRNA และทําการ
จําแนกจีโนไทปS/สปUชีย4ของเชื้อท้ังสองชนิด โดยการศึกษานี้ได"ทําการเก็บตัวอย'างมูลสุกรจํานวน 245 ตัว 
จากฟาร4มจํานวน 11 ฟาร4ม ในเขตจังหวัดชลบุรี ประเทศไทย ผลการทดลองพบความชุกของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi เท'ากับ 20.8% (51/245 ตัวอย'าง) และ 15.1% (37/245 
ตัวอย'าง) ตามลําดับ เม่ือทําการจําแนกจีโนไทปS/สปUชีย4ของเชื้อ Cryptosporidium spp. ด"วยวิธี 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) วิเคราะห4ลําดับนิวคลีโอไทปSและวิเคราะห4 
phylogenic tree ของยีน SSU rRNA พบว'า เชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีพบในสุกร เป�นเชื้อ 
Cryptosporidium spp. pig genotype II 82.4% (42/51 ตัวอย'าง) และ Cryptosporidium suis 
17.6% (9/51 ตัวอย'าง) และทําการจําแนกจีโนไทปSของเชื้อ E. bieneusi ด"วยการวิเคราะห4ลําดับนิวคลี
โอไทปS และวิเคราะห4 phylogenic tree ของยีน SSU rRNA บริเวณ Internal transcribed spacer 
(ITS) พบว'าเป�นจีโนไทปS E 78.4% (29/37 ตัวอย'าง) และจีโนไทปS F 21.6% (8/37 ตัวอย'าง) และท้ัง
สองจีโนไทปSอยู'ในกลุ'ม 1 ของจีโนไทปSท่ีสามารถติดต'อสู'คน (zoonotic potential) ผลการศึกษานี้
แสดงให"เห็นว'าสุกรอาจเป�นรังโรคของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi ในคนใน
ประเทศไทย การศึกษานี้เป�นรายงานแรกของการจําแนกจีโนไทปS/สปUชีย4ของเชื้อ Cryptosporidium 
spp. ด"วยวิธีทางอณูชีวโมเลกุลในสุกรในประเทศไทย  
 
คําสําคัญ: Cryptosporidium spp., Enterocytozoon bieneusi, สุกร, จีโนไทปS 



ABSTRACT 

Cryptosporidium spp. and Enterocytozoon bieneusi are an important 
opportunistic protozoa parasite causing the severe diarrheal diseases in 
immunocompromised individuals especially HIV-infected patients. These two protozoa 
infections appear in both human and animals. Transmission of the protozoa believed 
to be the same as for other intestinal protozoa i.e. fecal oral route.  It has been 
reported that animals may be a potential source of infection for human. This study 
were aimed to determine the prevalence of Cryptosporidium spp. and  E. bieneusi in 
pig by nested-PCR of small subunit (SSU) rRNA gene and to identify genotype/species 
of these parasite. A total of 245 fecal samples from pig in 11 farms, Chon buri province, 
Thailand were enrolled in this study. The results showed that the prevalence of 
Cryptosporidium spp. and E. bieneusi infection in pig were 20.8% (51/245 samples) and 
15.1% (37/245 samples), respectively. Genotype/species of Cryptosporidium isolates 
were identified by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), sequencing and 
phylogentic tree analysis of SSU rRNA gene. While E. bieneusi isolates were genotyped 
based on internal transcribed spacer (ITS) regions of the SSU rRNA gene by sequencing 
and phylogentic tree analysis. Among 51 Cryptosporidium spp. isolates, 
Cryptosporidium spp. pig genotype II and Cryptosporidium suis were detected in 82.4% 
(42/51 samples) and 17.6% (9/51 samples). There were two E. bieneusi genotypes in 
pig, including genotype E 78.4% (29/37 samples) and F 21.6% (8/37 samples). These 
two E. bieneusi genotypes belonged to the previously described group 1 with zoonotic 
potential.  These data suggest that pig may play a potential role in the transmission of 
Cryptosporidium spp. and E. bieneusi to human in Thailand.  This is the first report of 
genetic identification of Cryptosporidium genotype/species in pig in Thailand.  
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บทนํา 
 

Enterocytozoon bieneusi และ Cryptosporidium spp. เป
นโปรโตซัวปรสิตท่ีทําให�เกิด
โรคอุจจาระร"วงท่ีสําคัญในผู�ป'วยท่ีติดเชื้อ HIV การติดเชื้อในคนเกิดข้ึนได�หลายทาง เช"น การสัมผัส
โดยตรงกับคนท่ีติดเชื้อ (person-to-person transmission)  หรือสัตว?ท่ีติดเชื้อ (zoonotic 
transmission) การรับประทานอาหารท่ีปนเปBCอนเชื้อ (foodborne transmission) และด่ืมน้ําท่ี
ปนเปBCอนเชื้อ (waterborne transmission) (Xiao, 2010) ปMจจุบันยังไม"ทราบแน"ชัดถึงความสําคัญ
ของการติดต"อเข�าสู"โฮสต?ในทางระบาดวิทยาของโรคอุจจาระร"วงท่ีเกิดจากเชื้อท้ังสองชนิด เนื่องจาก
การตรวจวินิจฉัยในห�องปฏิบัติการไม"สามารถจําแนกแหล"งท่ีมาของเชื้อได� อย"างไรก็ตาม เม่ือไม"นานมา
นี้มีการพัฒนาวิธีทางอณูชีวโมเลกุลข้ึนมาเพ่ือทําการตรวจหาและจําแนกจีโนไทปW/สปYชีย?ของเชื้อ E. 
bieneusi และ Cryptosporidium spp. ซ่ึงวิธีนี้ได�นํามาให�ในการศึกษาด�านระบาดวิทยาของโรค
อุจจาระร"วงท่ีมีสาเหตุมาจากเชื้อดังกล"าวมากข้ึนท้ังในพ่ืนท่ีท่ีเป
นถ่ินระบาดของโรคและพ่ืนท่ีท่ัวไป ทํา
ให�เข�าใจการติดต"อของโรคท่ีเกิดจากเชื้อท้ังสองชนิดในคนมากยิ่งข้ึน  

รายงานเม่ือเร็วๆ นี้พบว"าเชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีพบท้ังในคนและสัตว?หลายชนิด      
มีอย"างน�อย 23 สปYชีย? (Fayer, 2010; Traversa, 2010)  และมีอย"างน�อย 8 สปYชีย? (C. hominis, C. 
parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis, C. muris และ C. ubiquitum) และ 7       
จีโนไทปW (C. hominis monkey, C. andersoni-like และ Cryptosporidium chip munk I, 
skunk, horse, rabbit และ pig genotype II) เก่ียวข�องกับโรคอุจจาระร"วงในคน (Kvac et al., 
2009a; Smith et al., 2006) แต"จีโนไทปW/สปYชีย?ท่ีพบบ"อยในคนได�แก" C. parvum และ C. hominis 
(Hunter & Thompson, 2005) ซ่ึง  C. hominis พบเฉพาะในคน ส"วน C. parvum พบในสัตว?เลี้ยง
หลายชนิด และเป
นสปYชีย?หลักท่ีทําให�เกิดการติดต"อจากสัตว?มาสู"คน (zoonosis) ทําให�เกิดโรค 
อุจจาระร"วงในสัตว?เลี้ยงหลายชนิด ซ่ึงส"งผลกระทบทางเศรษฐกิจ นอกจากนี้สัตว?เลี้ยงท่ีเป
นโรค 
อุจจาระร"วงยังเป
นแหล"งในการแพร"เชื้อไปยังสิ่งแวดล�อม ทําให�สัตว?ป'าและคนติดเชื้อได�  

E. bieneusi และ Encephalitozoon intestinalis เป
นเชื้อกลุ"ม microsproridia ท่ีทําให�เกิด
อาการท�องเสียท่ีพบในปMจจุบัน การติดเชื้อ microsporidia ท่ีมีรายงานในประเทศไทย พบเฉพาะ     
E. bieneusi นอกจากในคนแล�วยังพบเชื้อ E. bieneusi  ได�ในสัตว?หลายชนิด คือ หมู วัว สุนัข แมว 
ลามา ไก" และ macaque (Dengjel et al., 2001) จากการศึกษาจีโนไทปWของเชื้อโดยการ
เปรียบเทียบความแตกต"างของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ของ small-subunit rRNA 
gene พบว"ามีเชื้อ E. bieneusi บางจีโนไทปWสามารถพบได�ท้ังในคนและในสัตว? (จีโนไทปW E, D, O 
และ PigEBITS7) คณะผู�วิจัยภาควิชาปาราสิตวิทยา วิทยาลัยแพทยศาสตร?พระมงกุฎเกล�า ทําการ
ตรวจแยกจีโนไทปWของเชื้อนี้ท่ีแยกได�จากผู�ป'วยโรคเอดส? พบว"าจีโนไทปWส"วนใหญ"เป
นจีโนไทปWท่ีพบได�
ในคนและสุกร (Leelayoova et al., 2006) 
 จากการสํารวจสัตว?ในประเทศไทย พบว"ามีการติดเชื้อ  E. bieneusi  ในสุกรเป
นจํานวน 
20% และพบความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุนัข 1.5% (Inpankaew et al., 2007) 
วัวนม 0.5-13% (Jittapalapong et al., 2006; Inpankaew et al., 2010, 2009; Nuchjangreed 
et al., 2008) ดังนั้นอาจเชื่อได�ว"าการติดเชื้อท้ังสองชนิดน"าจะมีการติดต"อมาจากสัตว?ได� (zoonotic 
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transmission) ส"วนรายงานการศึกษาจีโนไทปW/สปYชีย?ของเชื้อ E. bieneusi  และ Cryptosporidium 
spp. ในสัตว?ชนิดต"างๆ มีน�อยมาก โดยตรวจพบ C. parvum ในมูลของวัวนมท่ีเลี้ยงในจังหวัดสระบุรี 
กาญจนบุรี นครปฐม (Inprankaew et al., 2009) ชลบุรี (Nuchjangreed et al., 2008) ราชบุรี 
(Inprankaew et al., 2010)  และตรวจพบ E. bieneusi  จีโนไทปW D, ETMK2, ETMK3, และ 
ETMK4 ในมูลแมวจรจัด (Mori et al., 2013) และพบจีโนไทปW O E และ H ในมูลสุกรท่ีเลี้ยงใน
จังหวัดนครปฐม (Leelayoova et al., 2009) และพบ จีโนไทปW D, จีโนไทปW EbpA (F), จีโนไทปW 
EbpC (E), จีโนไทปW H, จีโนไทปW O และจีโนไทปWใหม" 11 จีโนไทปW ได�แก" จีโนไทปW TMP1-11 ในมูล
สุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดกาญจบุรีและจังหวัดนครปฐม (Prasertbun et al. 2017) อีกท้ังในปMจจุบันยังไม"
มีการสํารวจและศึกษาจีโนไทปW/สปYชีย?ของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกร ซ่ึงเป
นสัตว?เลี้ยงท่ี
เกษตรกรนิยมเลี้ยงเพ่ือเป
นรายได�ให�เสริมให�กับครอบครัว แหล"งท่ีมีการเลี้ยงกันมากได�แก" แถบบริเวณ
ภาคกลางและภาคตะวันออก  ดังนั้นการศึกษาระดับอณูชีวโมเลกุล เพ่ือหาจีโนไทปW/สปYชีย?ของเชื้อ E. 
bieneusi  และ Cryptosporidium spp. จะมีประโยชน?อย"างยิ่ง เนื่องจากทําให�ทราบชนิดและ
จํานวนของจีโนไทปW/สปYชีย? หลักของเชื้อท่ีพบในมูลสุกร ซ่ึงสามารถนํามาอธิบายแหล"งของการติดเชื้อ
ในคนว"ามาจากสัตว?หรือไม" ประโยชน?ท่ีได�รับจากการศึกษาครั้งนี้สามารถนํามาหาทางป�องกัน   ให�
คําแนะนําในการควบคุมการติดเชื้อ และแพร"กระจายของเชื้อ E. bieneusi  และ Cryptosporidium 
spp. จากสัตว?เลี้ยงสู"สิ่งแวดล�อมต"อไป 
 
วัตถุประสงค�ของโครงการวิจัย 

เพ่ือจําแนกจีโนไทปW/สปYชีย?ของเชื้อ E. bieneusi และ Cryptosporidium spp. ในมูลสุกรท่ี
เลี้ยงในจังหวัดชลบุรี โดยใช�เทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล   

 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ทําการเก็บมูลสุกรในเขตจังหวัดชลบุรี จากนั้นทําการสกัด DNA และทําการจําแนกจีโนไทปW/ 
สปYชีย?ของเชื้อ E. bieneusi และ Cryptosporidium spp. ซ่ึงการจําแนกจีโนไทปWของ E. bieneusi 
ทําโดยการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ด�วยเทคนิค PCR และดูความแตกต"างของลําดับนิวคลีโอไทปW
ของยีน SSU rRNA ส"วนการจําแนกจีโนไทปW/สปYชีย?ของ Cryptosporidium spp. ทําโดยการเพ่ิม
จํานวนยีน SSU rRNA ด�วยเทคนิค PCR แล�วนํา PCR product ท่ีได�มาตัดด�วยเอนไซม?ตัดจําเพาะ 
จากนั้น run agarose gel electrophoresis เพ่ือดู banding pattern  

 
ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ"ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

เนื่องจาก E. bieneusi และ Cryptosporidium spp. บางจีโนไทปWสามารถพบได�ท้ังในคน
และสัตว? ดังนั้นจีโนไทปWเหล"านี้ท่ีพบในคนอาจได�เชื้อมาจากสัตว?ได� การศึกษาทางระบาดวิทยาในระดับ
อณูชีวโมเลกุลของเชื้อ E. bieneusi และ Cryptosporidium spp. จะทําให�ได�ข�อมูลท่ีสําคัญทาง
ระบาดวิทยา ซ่ึงจะนํามาสู"การควบคุมและป�องกันการติดเชื้อได�    อีกท้ังยังไม"มีข�อมูลทางระบาดวิทยา
ของเชื้อท้ังสองชนิดนี้ในสุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดชลบุรี 
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ประโยชน�ท่ีคาดว)าจะได"รับ  
 เม่ือทําโครงการวิจัยนี้เสร็จสมบูรณ?แล�ว (ระยะเวลาทําวิจัยต"อเนื่อง 2 ปY ของปYงบประมาณ 
2559-2560) ข�อมูลท่ีได�จากงานวิจัยปYท่ี 1 และ 2 จะเป
นข�อมูลพ้ืนฐานของเชื้อ E. bieneusi และ
Cryptosporidum spp. ในสุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดชลบุรี ประเทศไทย และนําไปใช�อธิบายแหล"งของเชื้อ
ดังกล"าวท่ีแพร"จากสัตว?สู"คน ซ่ึงจะนําไปสู"การให�คําแนะนําในการป�องกันและควบคุมการแพร"กระจาย
ของเชื้อได� และสามารถเผยแพร"ผลงานวิจัยท่ีทําเสร็จสมบูรณ?แล�ว โดยตีพิมพ?งานวิจัย เรื่อง (1) First 
report on Cryptosporidum pig genotype II and Cryptosporidium suis in pig in Chon 
buri province, Thailand  (2) Molecular Characterization of Enterocytozoon bieneusi 
from pig in Chon buri province, Eastern Thailand เพ่ือลงในวารสารระดับนานาชาติ หรือใน
รายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการ (Proceeding) ระดับชาติ 
 

 



 วิธีดําเนินการวิจัย  
 
1. ขนาดตัวอย�าง 

เพ่ือหาความชุกของการติดเชื้อ Enterocytozoon bieneusi และ Cryptosporidium spp. 
ในสุกร 

 
n  =   Z2 P (1-P) 
  d2 

โดย  P   คือ อัตราท่ีจะหา 
 d   คือ ความคลาดเคลื่อนของอัตราท่ีจะหา 
 กําหนดให0  P = 0.2 (จากความชุกของการติดเชื้อ Enterocytozoon 

bieneusi ในสุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดนครปฐมซ่ึงสําราจโดยภาควิชาปาราสิต วิทยาวิทยาลัย
แพทยศาสตร8พระมงกุฎเกล0า) 

        d  = 25% ของ P ได0 0.25 x 0.2 =  0.05 
 ความเชื่อม่ัน 95%   ได0ค?า Z = 1.96 
แทนค?า 
   n  =     (1.96) 2(0.2) (1-0.2)       =   245   ตัวอย?าง 
 
 

2. การเก็บตัวอย�างมูลสุกร  
เก็บตัวอย?างมูลสุกรท่ีสุกรถ?ายออกมาแล0ว (พ่ึงถ?าย) จํานวน 245 ตัวอย?าง จากสุกร 245 ตัว ทําการ

บันทึกเพศ อายุ และสายพันธุ8ของสุกร จากฟาร8มระบบเปHดในเขตอําเภอต?างๆ จังหวัดชลบุรี (ภาคผนวก 
ก) โดยทําการเก็บตัวอย?างจากฟาร8มละไม?เกิน 20% ของจํานวนสุกรในฟาร8ม ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1 
ซ่ึงสุกรท้ังหมดท่ีทําการศึกษาเปLนสุกรสามสายพันธุ8 (Three-breed cross) เก็บตัวอย?างละประมาณ 10 
กรัม ใส?กระปUองพลาสติกปราศจากเชื้อ และใส?ลงในกล?องกักเก็บความเย็น (∼4-10 oC) เพ่ือขนส?งมายัง
ห0องปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร8 มหาวิทยาลัยบูรพา  
 
3.  การสกัด DNA 

ทําการสกัด DNA ของเชื้อ E. bieneusi และ Cryptosporidium spp. ในมูลสุกร โดยใช0 
QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Germany) ตามข้ันตอนดังต?อไปนี้  
 3.1 ชั่งมูลสุกรแต?ละตัวอย?าง หนักประมาณ 200 มิลลิกรัม ใส?ลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 2 มิลลิลิตร แล0วใส?หลอดลงในอ?างน้ําแข็ง 

3.2 เติม InhibitEX buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอด microcenrifuge ท่ีมีมูลสุกรอยู?
จากนั้นทําให0ผสมกันด0วยเครื่อง vortex mixer นาน 1 นาที 

(0.05)2 
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3.3 นําหลอดใส?ลงในเครื่อง Mini heating dry bath incubator (Major Science, USA) ท่ี
อุณหภูมิ 95 oC เปLนเวลา 5 นาที จากนั้นผสมตัวอย?างให0เข0ากันด0วยเครื่อง vortex mixer นาน 15 
วินาที 

 
ตารางท่ี 1 จํานวนฟาร8มสุกรท่ีทําการศึกษาและสถานท่ีตั้ง 
 

 

 
 

3.4 นําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที ด0วยเครื่อง Microspin 12 (Biosan, 
Latvia) เปLนเวลา 1 นาที 

3.5 ดูดเอนไซม8 Proteinase K (20 mg/ml) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ใส?ลงในหลอด
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

3.6 ดูดส?วนใสท่ีได0จากข0อ 3.4 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส?ลงในหลอด microcentrifuge ท่ีใส?
เอนไซม8 Proteinase K แล0ว 

3.7 เติม buffer AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงไป แล0วทําให0ผสมกันด0วยเครื่อง vortex 
mixer นาน 15 วินาที 

3.8 นําหลอดไปใส?ในเครื่อง Mini heating dry bath incubator (Major Science, USA) ท่ี
อุณหภูมิ 70  oC เปLนเวลา 10 นาที 

3.9 เติม 100% Ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล0วทําให0ผสมกันด0วยเครื่อง vortex 
mixer 

3.10 ดูดสารละลาย ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใส?ลงใน QIAamp spin colum แล0วนําไปปstน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที แล0วใส? QIAamp spin colum ลงใน 
collection tube หลอดใหม?และท้ิง collection tube หลอดเก?าซ่ึงมีสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษ
กรองของ QIAamp spin colum แล0ว 

ฟาร8มท่ี สถานท่ีตั้ง จํานวนมูลสุกรท่ีเก็บ 
1 ตําบลนาเริก  อําเภอพนัสนิคม 21 ตัวอย?าง 
2 ตําบลนาเริก  อําเภอพนัสนิคม 17 ตัวอย?าง 
3 ตําบลนาเริก  อําเภอพนัสนิคม 22 ตัวอย?าง 
4 ตําบลหัวกุญแจ  อําเภอบ0านบึง 41 ตัวอย?าง 
5 ตําบลหัวถนน  อําเภอพนัสนิคม 7 ตัวอย?าง 
6 ตําบลหัวถนน  อําเภอพนัสนิคม 7 ตัวอย?าง 
7 ตําบลหัวถนน  อําเภอพนัสนิคม 13 ตัวอย?าง 
8 ตําบลหัวถนน  อําเภอพนัสนิคม 3 ตัวอย?าง 
9 ตําบลบ0านช0าง  อําเภอพนัสนิคม 60 ตัวอย?าง 
10 ตําบลหมอนนาง  อําเภอพนัสนิคม 30 ตัวอย?าง 
11 ตําบลหมอนนาง  อําเภอพนัสนิคม 24 ตัวอย?าง 
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3.11 เติม buffer AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที แล0วใส? QIAamp spin colum ลงใน collection tube หลอดใหม? 
และท้ิง collection tube หลอดเก?าซ่ึงมีสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ QIAamp spin 
colum แล0ว 

3.12 เติม buffer AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน QIAamp spin colum จากนั้นนําไป
ปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 3 นาที  

3.13 ใส? QIAamp spin colum ลงใน collection tube หลอดใหม? จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ี 
14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 3 นาที แล0วท้ิง collectiontube ซ่ึงมีสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษ
กรองของ QIAamp spin colum แล0ว 

3.14 ใส? QIAamp spin colum ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม 
buffer ATE ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงใน QIAamp spin colum จากนั้นต้ังท้ิงไว0ท่ีอุณหภูมิห0อง
เปLนเวลา 1 นาที 

3.15 นําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที ดูดสารละลาย DNA ใน
หลอด microcenrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีสกัดได0ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม? จากนั้นนําไปเก็บท่ี -20 oC เพ่ือท่ีจะใช0เปLนแม?แบบ
ในการทํา PCR 

 
4. การจําแนกจีโนไทป*/สป,ชีย.ของเช้ือ Cryptosporidium spp. 
 4.1 การเพ่ิมจํานวนยีน Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) 

 ทําการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ด0วยวิธี nested-PCR ซ่ึงประกอบด0วย primary PCR และ 
secondary PCR โดยใช0 primer ท่ีจําเพาะต?อยีนดังกล?าว (ตารางท่ี 2) (Xiao et al., 1999) และใช0 
DNA ท่ีสกัดได0เปLนแม?แบบ  

4.1.1 Primary PCR 
             (1) ทําการเตรียม PCR mixture ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 3 (ยกเว0น DNA) แล0วแบ?งใส?หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลอดละ 22 
ไมโครลิตร แล0วเติม DNA ของแต?ละตัวอย?างลงไปในแต?หลอด หลอดละ 3 ไมโครลิตร โดยปริมาตร
สุดท0ายของ PCR mixture ในแต?ละหลอด เท?ากับ 25 ไมโครลิตร  
  (2) นําหลอด PCR เข0าเครื่อง PCR (DNA thermal cycler) (Biometra®, TGradient, 
Germany) โดย PCR condition แสดงดังตารางท่ี 4 

   (3) นํา 1st PCR product ท่ีได0ไปใช0เปLน DNA แม?แบบในการทํา secondary PCR  
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ตารางท่ี 2 ลําดับนิวคลีโอไทป}ของ primer ท่ีใช0จําแนกจีโนไทป}/สป~ชีย8ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 
 

ชื่อ primer ลําดับนิวคลีโอไทป} (5’    3’) 
18SFor1 TTCT AGAGCTAATACATGCG 
18SRev1 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 
18SFor2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 
18SRev2 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

 

ตารางท่ี 3  Reagent ท่ีเปLนส?วนประกอบของ PCR mixture ของ Primary PCR สําหรับเพ่ิมจํานวน
ยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 
 

Reagent ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเข0มข0นสุดท0าย 

20 µM primer 18sF1 0.5 0.4   µM   
20 µM primer 18sR1 0.5 0.4   µM 
10x PCR buffer 2.5 1x 
10 mM dNTPs 2 200 µM (แต?ละชนิด) 
50 mM MgCl2 1.5 3   mM 
Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 1   U 
ddH2O 14.8 - 
DNA แม?แบบ 3 - 
ปริมาตรรวม 25 - 

 
 
ตารางท่ี 4 PCR condition ในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของ Primary PCR ของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (oC) เวลาท่ีใช0 จํานวนรอบ 
Initial denaturation 94 3 นาที     1 
Denaturation 94 45 วินาที  

35 Annealing 59 45 วินาที 
Extension 72 1 นาที 
Final extension 72 7 นาที 1 
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4.1.2 Secondary PCR 
(1) ทําการเตรียม PCR mixture ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดัง

รายละเอียดในตารางท่ี 5 (ยกเว0น 1st PCR product) แล0วแบ?งใส?หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
หลอดละ 49 ไมโครลิตร แล0วเติม 1st PCR product ของแต?ละตัวอย?างลงไปในแต?หลอด หลอดละ 1
ไมโครลิตร โดยปริมาตรสุดท0ายของ PCR mixture ในแต?ละหลอด เท?ากับ 50 ไมโครลิตร  
   (2) นําหลอด PCR เข0าเครื่อง PCR (DNA thermal cycler) (Biometra®, TGradient, 
Germany) โดย PCR condition แสดงดังตารางท่ี 6 
            (3) นํา 2nd PCR product ท่ีได0มาตรวจหา PCR product ซ่ึงมีขนาดของยีน SSU rRNA
เท?ากับ 825 bp ด0วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดยใช0อะกาโรสเจลความเข0มข0น 1% 

 
 

ตารางท่ี 5  Reagent ท่ีเปLนส?วนประกอบของ PCR mixture ของ Secondary PCR สําหรับเพ่ิม
จํานวนยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 

Reagent ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข0มข0นสุดท0าย 

20 µM primer 18sF2 1 0.4  µM 
20 µM primer 18sR2 1 0.4  µM 
10x PCR buffer 5 1x 
10 mM dNTPs 4 200  µM (แต?ละชนิด) 
50 mM MgCl2 1.5 1.5  mM 
Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 1  U 
ddH2O 36.3 - 
1st PCR Product                             1 - 
ปริมาตรรวม 50 - 

 
ตารางท่ี 6 PCR condition ในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของ Secondary PCR ของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (oC) เวลาท่ีใช0 จํานวนรอบ 

Initial denaturation 94 3  นาที 1 

Denaturation 94 30  วินาที  
40 Annealing 58 90  วินาที 

Extension 72 2  นาที 

Final extension 72 10  นาที 1 
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4.2 อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 
4.2.1 การเตรียมอะกาโรสเจล ความเข0มข0น 1% (Agarose Molecular Biology Grade) 

(Invitrogen, USA)  
(1) ชั่งอะกาโรสจํานวน 1 กรัมใส?ลงในขวด Duran ขนาด 250 มิลลิลิตร แล0วเติม 0.5x TBE 

buffer (Vivantis, Malasia)  (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
(2) นําเข0าไมโครเวฟเพ่ือทําให0อะกาโรสละลาย ต้ังท้ิงไว0ให0สารละลายมีอุณหภูมิ 50-55oC 
(3) เติมสีย0อม SYBR® Safe in DMSO (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให0

เข0ากัน เทลงถาดเจลท่ีใส?ซ่ีหวีไว0แล0วให0ได0ความหนาท่ีเหมาะสม รอให0เจลแข็งตัวแล0วจึงดึงหวีออก 

4.2.2 การทําอิเลคโตรโฟรีซีส 
(1) นําเจลท่ีเตรียมไว0 ใส?ลงใน electrophoresis chamber (Mupid CO., LTD., Japan) 

แล0วเท 0.5x TBE buffer (Vivantis, Malasia) (ภาคผนวก ข) ให0ท?วมเจล 
(2) ผสม 2nd PCR Product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับ 5X Green GoTaq® Flexi Buffer 

(Promega, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล0วเติมสารละลายท้ังหมด 6 ไมโครลิตร ลงในหลุมของเจล 
โดยหลุมแรกเติม VC 100bp Plus DNA Ladder (0.1 µg/µl) (Vivantis, Malasia) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร 

(3) ทําการรันเจลท่ีความต?างศักย8คงท่ีท่ี 100 โวลต8 นาน 45 นาที นําไปตรวจสอบแถบของ
DNA ด0วยเครื่อง UV transilluminator (SPECTROLINE®, Model TVC-312A, USA) 

และบันทึกผลโดยการถ?ายภาพ 
4.3 DNA sequencing และการวิเคราะห8ลําดับนิวคลีโอไทด8 

4.3.1 นํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 
จํานวน 5 ตัวอย?าง ได0แก? ตัวอย?างท่ี 10, 12, 18, 24 และ 35 มาทําให0บริสุทธิ์โดยใช0 QIAquick®Gel 
Extraction kit (QIAgen, Germany) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

(1) ตัดชิ้นเจลท่ีมีแถบ DNA ขนาด 825 bp ด0วยใบมีดท่ีสะอาด 
(2) ชั่งน้ําหนักชิ้นเจล แล0วเติม buffer QC ปริมาตร 3 เท?าของน้ําหนักชิ้นเจล 
(3) นําหลอดไปใส?ในเครื่อง Mini heating dry bath incubator (Major Science, USA) 

ท่ีอุณหภูมิ 50oC เปLนเวลา 10 นาที โดยนําออกมาเขย?าทุกๆ 2-3 นาที โดยใช0เครื่อง vortex mixer 
เม่ือชิ้นเจลละลายหมดแล0วจะได0สารละลายสีเหลือง 

(4) เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท?าของน้ําหนักชิ้นเจล จากนั้นทําให0ผสมกันด0วยเครื่อง 
vortex mixer 

(5) ดูดสารละลายท้ังหมดใส?ลงใน QIAquick spin column จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที แล0วท้ิงสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ
QIAquick spin column 

(6) เติม buffer QC ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ QIAquick spin column 
ท้ิง 
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(7) เติม buffer PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที เทสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ QIAquick spin column 
ท้ิง 

(8) ใส? QIAquick spin column ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรและ
เติมน้ํากลั่นปริมาตร 30 ไมโครลิตรลงใน QIAamp spin colum จากนั้นต้ังท้ิงไว0ท่ีอุณหภูมิห0องเปLน
เวลา 1 นาที 

(9) นําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที ดูดสารละลาย DNA 
ท่ีอยู?ในหลอด microcenrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม?  

(10) นํา PCR product ท่ีทําให0บริสุทธิ์แล0วไปทําเจลอิเลคโตรโฟรีซีสโดยใช0อะกาโรสเจล 
ความเข0มข0น 1% เพ่ือตรวจดูความบริสุทธิ์ 

4.3.2 ส?งตัวอย?าง PCR product ของยีน SSU rRNA ท่ีทําให0บริสุทธิ์แล0วไปทํา DNA 
sequencing ท่ีบริษัท FirstBASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย ซ่ึงหาลําดับนิวคลีโอไทด8ท้ังสอง
ด0านของสาย DNA โดยใช0ไพร8เมอร8 18sF2 และ 18sR2 (two directional nucleotide 
sequencing)  

4.3.3 นําลําดับนิวคลีโอไทด8ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. มา
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด8ของเชื้อ Cryptosporidium spp. ใน GenBank ของฐานข0อมูล 
National Center for Biotechnology Information โดยใช0 BLAST network service เพ่ือยืนยัน
ว?าเปLนยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 

4.4 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis 
 4.4.1 ตัด DNA ด0วยเอนไซม8ตัดจําเพาะ (Restriction enzymes) 

นํา 2nd PCR product ของตัวอย?างท่ีให0ผลบวกจากการทํา PCR ของยีน SSU rRNA มาตัด
ด0วยเอนไซม8ตัดจําเพาะ 2 ชนิดคือ SspI (Promega, USA) และ VspI (Promega, USA) ซ่ึงแสดง
บัฟเฟอร8 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมและลําดับเบสท่ีเปLนตําแหน?งตัดของเอนไซม8แต?ละชนิดในตารางท่ี 7 โดย
มีวิธีการเตรียมดังนี้    

(1) เตรียม Reaction mixture สําหรับเอนไซม8ตัดจําเพาะแต?ละชนิดใส?ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดังรายละเอียดในตารางท่ี 8 (ยกเว0น 2nd PCR product) แล0ว
แบ?งใส?หลอดขนาด 0.6 มิลลิลิตร หลอดละ 10 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 2nd PCR product ของแต?ละ
ตัวอย?างลงไปในแต?หลอด หลอดละ 10 ไมโครลิตร โดยปริมาตรสุดท0ายของ Reaction mixture ของ
เอนไซม8ตัดจําเพาะแต?ละชนิดในหลอด เท?ากับ 20 ไมโครลิตร  

(2) ผสม reaction mixture ให0เข0ากัน แล0วนําหลอดไปบ?มในอ?างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 
(Water Bath) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปLนเวลา 1 ชั่วโมง 

(3) นํา PCR product ท่ีผ?านการตัดด0วยเอนไซม8ตัดจําเพาะ ไปทําอิเลคโตรโฟรีซีส โดยใช0 
อะกาโรสเจลความเข0มข0น 2% เพ่ือดูรูปแบบ RFLP และจําแนกเชื้อ Cryptosporidium ออกเปLน   
สป~ชีย8/จีโนไทป} 
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ตารางท่ี 7  ชนิดของเอนไซม8ตัดจําเพาะ สภาวะท่ีเหมาะสมและลําดับเบสท่ีเปLนตําแหน?งตัดของ
เอนไซม8ตัดจําเพาะแต?ละชนิด 
 

เอนไซม8 บัฟเฟอร8 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม (oC) ลําดับเบสท่ีเปLนตําแหน?งตัด 

SspI Buffer E 37 5’ -AAT  ATT-3’ 

VspI Buffer D 37 5’ -AT  TAAT-3’ 

 
 

ตารางท่ี 8  Reaction mixture สําหรับเอนไซม8ตัดจําเพาะ 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

4.4.2 อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 
4.4.2.1 เตรียมอะกาโรสเจลความเข0มข0น 2% (NuSieve™ 3:1 Agarose) (Lonza, 

Switzerland) 
        (1) ชั่งอะกาโรสจํานวน 2 กรัมใส?ลงในขวด Duran ขนาด 250 มิลลิลิตร แล0วเติม 0.5x 

TBE buffer (Vivantis, Malasia) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
(2) นําเข0าไมโครเวฟเพ่ือทําให0อะกาโรสละลาย ต้ังท้ิงไว0ให0สารละลายมีอุณหภูมิ 50-55 oC 
(3) เติมสีย0อม SYBR® Safe in DMSO (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมให0เข0ากัน เทลงถาดเจลท่ีใส?ซ่ีหวีไว0แล0วให0ได0ความหนาท่ีเหมาะสม รอให0เจลแข็งตัวแล0วจึงดึงหวี
ออก 

4.4.2.2 ทําอิเลคโตรโฟรีซีส 
(1) นําเจลท่ีเตรียมไว0ใส?ลงใน electrophoresis chamber (Mupid CO., LTD., Japan) 

แล0วเท 0.5x TBE buffer (Vivantis, Malasia) ให0ท?วมเจล 
         (2) ผสม PCR product ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กับ 5x Green GoTaq® Flexi 

Buffer (Promega, USA) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แล0วเติมสารละลายท้ังหมด 12 ไมโครลิตร ลงใน

Reagent ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2nd PCR product (DNA ~0.1-0.5 µg ) 10 
Nuclease-free water 7.6 
10x buffer 2 
Restriction enzyme (10 U/µl) 0.2 
BSA (10 mg/ml) 0.2 
ปริมาตรรวม 20 
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หลุมของเจลโดยหลุมแรกเติม VC 100bp Plus DNA Ladder (0.1 µg/µl) (Vivantis, Malasia) 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 

(3) ทําการรันเจลท่ีความต?างศักย8คงท่ีท่ี 100 โวลต8 นาน 1 ชั่วโมง นําไปตรวจสอบแถบ
ของ DNA ด0วยเครื่อง UV transilluminator (SPECTROLINE®, Model TVC-312A, USA) และ
บันทึกผลโดยการถ?ายภาพ 

4.5 การวิเคราะห8ลําดับนิวคลีโอไทด8และการวิเคราะห8 phylogenetic tree 
 นํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. ของตัวอย?างท่ีให0ผล
บวกจํานวน 51 ตัวอย?าง มาทําให0บริสุทธิ์โดยใช0 QIAquick®Gel Extraction kit (QIAgen, 
Germany) ดังข้ันตอนในข0อ 4.3.1 จากนั้นส?งตัวอย?าง PCR product ของยีน SSU rRNA ท่ีทําให0
บริสุทธิ์แล0วไปทํา DNA sequencing ท่ีบริษัท FirstBASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย ซ่ึงหา
ลําดับนิวคลีโอไทด8ท้ังสองด0านของสาย DNA โดยใช0ไพร8เมอร818sF2 และ 18sR2 (two directional 
nucleotide sequencing) แล0วนําลําดับนิวคลีโอไทด8ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด8ของเชื้อ Cryptosporidium spp.ใน 
GenBank ของฐานข0อมูล National Center for Biotechnology Information โดยใช0 BLAST 
network service เพ่ือยืนยันว?าเปLนยีนSSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. และทําการ
วิเคราะห8ลําดับนิวคลีโอไทป}ของยีน SSU rRNA ของ Cryptosporidium spp. แต?ละจีโนไทป} ด0วย
โปรแกรม Bioedit และศึกษาความสัมพันธ8เชิงวิวัฒนาการด0วยการวิเคราะห8 phylogenetic tree 
ด0วยโปรแกรม MEGA เวอร8ชั่น 7 โดยใช0ลําดับนิวคลีโอไปท8ของ Cryptosporidium จากการศึกษานี้
กับลําดับนิวคลีโอไทป}ของเชื้อ Cryptosporidium สป~ชีย8/จีโนไทป} ท่ีมีรายงานไว0แล0ว จํานวน 693 
bp ความเชื่อถือได0ของการสร0างกลุ?มคํานวนด0วย boothstrap method จํานวน 1000 ครั้ง 

 
5. การจําแนกจีโนไทป*ของเช้ือ Enterocytozoon bieneusi 

5.1 การเพ่ิมจํานวน DNA (DNA amplification) 
     ทําการเพ่ิมจํานวนยีน  SSU rRNA ด0วยวิธี nested-PCR ซ่ึงประกอบด0วย primary PCR และ 
secondary PCR โดยใช0 primer ท่ีจําเพาะต?อยีนดังกล?าว (ตารางท่ี 9) (Katzwinkel-Wladarsch et 
al., 1996) และใช0 DNA ท่ีสกัดได0เปLนแม?แบบ  

5.1.1 Primary PCR 
 (1) ทําการเตรียม PCR mixture ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดัง

รายละเอียดในตารางท่ี 10 (ยกเว0น DNA) แล0วแบ?งใส?หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลอดละ 20 
ไมโครลิตร แล0วเติม DNA ของแต?ละตัวอย?างลงไปในแต?หลอด หลอดละ 5 ไมโครลิตร โดยปริมาตร
สุดท0ายของ PCR mixture ในแต?ละหลอด เท?ากับ 25 ไมโครลิตร  

(2) นําหลอด PCR เข0าเครื่อง PCR (DNA thermal cycler) (Biometra®, TGradient,  
Germany) โดย PCR condition แสดงดังตารางท่ี 11 

  (3) นํา 1st PCR product ท่ีได0ไปใช0เปLน DNA แม?แบบในการทํา secondary PCR  
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5.1.2 Secondary PCR 
     (1) ทําการเตรียม PCR mixture ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 12 (ยกเว0น 1st PCR product) แล0วแบ?งใส?หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
หลอดละ 24.5 ไมโครลิตร แล0วเติม 1st PCR product ของแต?ละตัวอย?างลงไปในแต?หลอด หลอดละ 
0.5 ไมโครลิตร โดยปริมาตรสุดท0ายของ PCR mixture ในแต?ละหลอด เท?ากับ 25 ไมโครลิตร  
 (2) นําหลอด PCR เข0าเครื่อง PCR (DNA thermal cycler) (Biometra®, TGradient, 
Germany) โดย PCR condition แสดงดังตารางท่ี 13 
            (3) นํา 2nd PCR product ท่ีได0มาตรวจหา PCR product ซ่ึงมีขนาดของยีน SSU rRNA 
เท?ากับ∼530 bp ด0วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส โดยใช0อะกาโรสเจลความเข0มข0น 1% 

5.2 อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส 
5.2.1 การเตรียมอะกาโรสเจล ความเข0มข0น 1% (Agarose Molecular Biology Grade) 

(Invitrogen, USA) 
(1) ชั่งอะกาโรสจํานวน 1 กรัมใส?ลงในขวด Duran ขนาด 250 มิลลิลิตร แล0วเติม 0.5x TBE 

buffer (Vivantis, Malasia) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
(2) นําเข0าไมโครเวฟเพ่ือทําให0อะกาโรสละลาย ต้ังท้ิงไว0ให0สารละลายมีอุณหภูมิ 50-55oC 
(3) เติมสีย0อม SYBR® Safe in DMSO (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให0

เข0ากัน เทลงถาดเจลท่ีใส?ซ่ีหวีไว0แล0วให0ได0ความหนาท่ีเหมาะสม รอให0เจลแข็งตัวแล0วจึงดึงหวีออก 
5.2.2 การทําอิเลคโตรโฟรีซีส 
(1) นําเจลท่ีเตรียมไว0ใส?ลงใน electrophoresis chamber (Mupid CO., LTD., Japan) 

แล0วเท 0.5x TBE buffer (Vivantis, Malasia) ให0ท?วมเจล 
(2) ผสม 2nd PCR Product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับ 5X Green GoTaq® Flexi Buffer 

(Promega, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตรแล0วเติมสารละลายท้ังหมด 6 ไมโครลิตร ลงในหลุมของเจล 
โดยหลุมแรกเติม VC 100bp Plus DNA Ladder (0.1 µg/µl) (Vivantis, Malasia)  ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร 

(3) ทําการรันเจลท่ีความต?างศักย8คงท่ีท่ี 100 โวลต8 นาน 45 นาที นําไปตรวจสอบแถบของ
DNA ด0วยเครื่อง UV transilluminator (SPECTROLINE®, Model TVC-312A, USA) และบันทึกผล
โดยการถ?ายภาพ 

 
ตารางท่ี 9 ลําดับนิวคลีโอไทป}ของ primer ท่ีใช0จําแนกจีโนไทป}ของเชื้อ E. bieneusi 

 
 
 
 
 
 

 

ชื่อ primer ลําดับนิวคลีโอไทป} (5’    3’) 
MSP-1 TGA ATG (G,T)GT CCC TGT 
MSP-2B GTT CAT TCG CAC TAC T 
MSP-3 GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G)(C,T) TAT 
MSP-4B CA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG AG 
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ตารางท่ี 10  Reagent ท่ีเปLนส?วนประกอบของ PCR mixture ของ Primary PCR สําหรับเพ่ิม
จํานวนยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi 
 

Reagent ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเข0มข0นสุดท0าย 

20 µM primer MSP-1 0.5 0.4   µM   
20 µM primer MSP-2B 0.5 0.4   µM 
10x PCR buffer 2.5 1x 
10 mM dNTPs 2 200 µM (แต?ละชนิด) 
50 mM MgCl2 1 2   mM 
Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 1   U 
ddH2O 15.3 - 
DNA แม?แบบ 3 - 
ปริมาตรรวม 25 - 

 
 
 
 
ตารางท่ี 11 PCR condition ในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของ Primary PCR ของเชื้อ  
E. bieneusi 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (oC) เวลาท่ีใช0 จํานวนรอบ 
Initial denaturation 95 10 นาที     1 
Denaturation 94 30 วินาที  

35 Annealing 58 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final extension 72 10 นาที 1 
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ตารางท่ี 12  Reagent ท่ีเปLนส?วนประกอบของ PCR mixture ของ Secondary PCR สําหรับเพ่ิม
จํานวนยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi 
 

Reagent ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข0มข0นสุดท0าย 

20 µM primer MSP-3 0.5 0.4  µM 
20 µM primer MSP-4B 0.5 0.4  µM 
10x PCR buffer 2.5 1x 
10 mM dNTPs 2 200  µM (แต?ละชนิด) 
50 mM MgCl2 1 2  mM 
Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 1  U 
ddH2O 17.8 - 
1st PCR Product                             0.5 - 
ปริมาตรรวม 25 - 

 
 
ตารางท่ี 13 PCR condition ในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของ Secondary PCR ของเชื้อ 
E. bieneusi 
 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (oC) เวลาท่ีใช0 จํานวนรอบ 

Initial denaturation 95 10  นาที 1 

Denaturation 94 30  วินาที  
35 Annealing 58 30  วินาที 

Extension 72 30  วินาที 

Final extension 72 10  นาที 1 
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5.3 DNA sequencing และการวิเคราะห8ลําดับนิวคลีโอไทด8เพ่ือยืนยันว?าเปLนยีน SSU rRNA 
ของเชื้อ E. bieneusi 

5.3.1 นํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi จํานวน 5 ตัวอย?าง 
ได0แก? ตัวอย?างท่ี 79, 81, 83, 88 และ 89 มาทําให0บริสุทธิ์โดยใช0 QIAquick®Gel Extraction kit 
(QIAgen, Germany) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 

(1) ตัดชิ้นเจลท่ีมีแถบ DNA ขนาด 530 bp ด0วยใบมีดท่ีสะอาด 
(2) ชั่งน้ําหนักชิ้นเจล แล0วเติม buffer QC ปริมาตร 3 เท?าของน้ําหนักชิ้นเจล 
(3) นําหลอดไปใส?ในเครื่อง Mini heating dry bath incubator (Major Science, USA) 

ท่ีอุณหภูมิ 50oC เปLนเวลา 10 นาที โดยนําออกมาเขย?าทุกๆ 2-3 นาที ด0วยเครื่อง vortex mixer เม่ือ
ชิ้นเจลละลายหมดแล0วจะได0สารละลายสีเหลือง 

(4) เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท?าของน้ําหนักชิ้นเจล จากนั้นทําให0ผสมกันด0วยเครื่อง 
vortex mixer 

(5) ดูดสารละลายท้ังหมดใส?ลงใน QIAquick spin column จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที แล0วท้ิงสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ
QIAquick spin column 

(6) เติม buffer QC ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ QIAquick spin column 

(7) เติม buffer PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 
รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที ท้ิงสารละลายท่ีไหลผ?านกระดาษกรองของ QIAquick spin column 

(8) ใส? QIAquick spin column ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ
เติมน้ํากลั่นปริมาตร 30 ไมโครลิตรลงใน QIAamp spin colum จากนั้นต้ังท้ิงไว0ท่ีอุณหภูมิห0องเปLน
เวลา 1 นาที 

(9) นําไปปstนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต?อนาที เปLนเวลา 1 นาที ดูดสารละลาย DNA 
ท่ีอยู?ในหลอด microcenrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม?  

(10) นํา PCR product ท่ีทําให0บริสุทธิ์แล0วไปทําเจลอิเลคโตรโฟรีซีสโดยใช0อะกาโรสเจล 
ความเข0มข0น 1% เพ่ือตรวจดูความบริสุทธิ์ 

5.3.2 ส?งตัวอย?าง PCR product ของยีน SSU rRNA ท่ีทําให0บริสุทธิ์แล0วไปทํา DNA 
sequencing ท่ีบริษัท FirstBASE Laboratories ประเทศมาเลเซีย ซ่ึงหาลําดับนิวคลีโอไทด8ท้ังสอง
ด0านของสาย DNA โดยใช0ไพร8เมอร8 MSP-3 และ MSP-4B (two directional nucleotide 
sequencing)  

5.3.3 นําลําดับนิวคลีโอไทด8ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi มาเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทด8ของเชื้อ E. bieneusi ใน GenBank ของฐานข0อมูล National Center for 
Biotechnology Information โดยใช0 BLAST network service เพ่ือยืนยันว?าเปLนยีน SSU rRNA 
ของเชื้อ E. bieneusi 
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5.4  DNA sequencing การวิเคราะห8ลําดับนิวคลีโอไทด8และ phylogenetic tree  
   นํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi ของตัวอย?างท่ีให0ผลบวกจํานวน 
37 ตัวอย?าง มาทําให0บริสุทธิ์โดยใช0 QIAquick®Gel Extraction kit (QIAgen, Germany) ดังข้ันตอน
ในข0อ 5.3.1 และ 5.3.2 แล0วนําลําดับนิวคลีโอไทด8ของยีน SSU rRNA บริเวณ Internal transcribed 
spacer (ITS) ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทป}จํานวน 243 bp. มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด8ของเชื้อ 
E. bieneusi จีโนไทป}ต?างๆ ใน GenBank ของฐานข0อมูล National Center for Biotechnology 
Information และศึกษาความสัมพันธ8เชิงวิวัฒนาการด0วยการวิเคราะห8 phylogenetic tree ด0วย
โปรแกรม MEGA เวอร8ชั่น 7 โดยใช0ลําดับนิวคลีโอไปท8บริเวณ ITS ของเชื้อ E. bieneusi จาก
การศึกษานี้จํานวน 37 ตัวอย?าง กับลําดับนิวคลีโอไทป}ของจีโนไทป}ท่ีมีรายงานไว0แล0ว  ความเชื่อถือได0
ของการสร0างกลุ?มคํานวนด0วย boothstrap method จํานวน 1000 ครั้ง 

 
 



825 bp 

ผลการวิจัย 
 

1. ความชุกของเช้ือ Cryptosporidium spp. ในมูลสุกร 
 เม่ือทําการตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกร โดยนํา DNA ของเชื้อท่ีสกัดได$จาก
มูลสุกรจํานวน 245 ตัวอย*าง มาใช$เป,น DNA แม*แบบในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของเชื้อ
Cryptosporidium spp. ด$วยวิธี nested-PCR พบว*าตัวอย*างจํานวน 51 ตัวอย*าง (20.8%) ให$
ผลบวกจากการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA (ภาคผนวก ค) ซ่ึง PCR product ของยีนดังกล*าว มีขนาด
เท*ากับ 825 bp ดังภาพท่ี 1 เม่ือนํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium 
spp. จํานวน 5 ตัวอย*าง มาทําให$บริสุทธิ์แล$วส*งตัวอย*างดังกล*าวไปทํา DNA sequencing เพ่ือหา
ลําดับนิวคลีโอไทดP ผลของการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดPของท้ัง 5 ตัวอย*าง ซ่ึงมีจํานวนลําดับ   
นิวคลีโอไทดP 820 bp กับลําดับนิวคลีโอทPท่ีอยู*ในฐานข$อมูล GenBank พบว*าลําดับนิวคลีโอไทดPของ
ท้ัง 5 ตัวอย*าง มีความเหมือน (identity) 99-100% ระหว*างยีน SSU rRNA ในการศึกษานี้กับยีน 
SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในฐานข$อมูล GenBank (ตารางท่ี 14 และภาพท่ี 2) 
 การศึกษานี้ตรวจพบเชื้อ Cryptosporidium spp. จากสุกรในฟารPมจํานวน 10 ฟารPม ยกเว$น
ฟารPมท่ี 3 ซ่ึงฟารPมท่ีพบความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรมากท่ีสุดคือ ฟารPมท่ี 4 
(46.3%) ดังแสดงในตารางท่ี 15 
 เม่ือพิจารณาความชุกของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรแต*ละช*วงอายุ (ตาราง
ท่ี 16) พบว*าสุกรอายุ >2-4 เดือน (45.10%) และ >4-6 เดือน (41.48%) มีความชุกของการติดเชื้อสูง 
อีกท้ังไม*พบการติดเชื้อในสุกรในช*วงอายุ >8 เดือน  
 เม่ือพิจารณาความชุกของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรเพศผู$และเมีย พบว*า
สุกรเพศเมีย (62.75%) มีความชุกของการติดเชื้อสูงกว*าเพศผู$ (37.25%) (ตารางท่ี 17) 
 
 
 

 
ภาพท่ี 1 ขนาดของ PCR productของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. 

Lane M คือ100bp DNA marker 
Lane 1-3 คือ PCR product ขนาด 825 bp 

M        1        2         
bp 

1000 
900 
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ตารางท่ี 14 ผลการเปรียบเทียบข$อมูลลําดับนิวคลีโอไทดPยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium 
spp. กับฐานข$อมูล GenBank 
 

ตัวอย*างท่ี  Identity Coverage Description of the maximum similarity 
10 99% 94% Cryptosporidium sp. pig genotype II isolate ZJ-25 18S 

ribosomal RNA gene, partial sequence  
Sequence ID: KX964622.1 

12 99% 94% Cryptosporidium sp. pig genotype II isolate ZJ-25 18S 
ribosomal RNA gene, partial sequence  
Sequence ID: KX964622.1 

18 100% 93% Cryptosporidium suis isolate HLJ-P9-2 18S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
Sequence ID: KC481228.1 

24 99% 95% Cryptosporidium sp. pig genotype II isolate QP19 18S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: JQ936508.1 

35 100% 95% Cryptosporidium sp. pig genotype II gene for 18S ribosomal 
RNA, partial sequence, isolate: E-1217-01 
Sequence ID: AB449825.1 

 
 
 
ตารางท่ี 15 ความชุกของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi ในสุกรของแต*ละฟารPม 
 

ฟารPมท่ี จํานวนสุกรท่ีนํามา
ศึกษา  

จํานวนสุกรท่ีติดเชื้อ 
Cryptosporidium spp. (%) 

จํานวนสุกรท่ีติดเชื้อ 
E. bieneusi  (%) 

1 21  4 (19.0) 1 (4.8) 
2 17  3 (17.6) 5 (29.4) 
3 22  1 (4.5) 2 (9.1) 
4 41  19 (46.3) 13 (31.7) 
5 7 3 (42.9) 0 
6 7  1 (14.3) 0 
7 13 1 (7.7) 1 (7.7) 
8 3 0 0 
9 60 7 (11.7) 7 (11.7) 
10 30 8 (26.7) 4 (13.3) 
11 24 4 (16.7) 4 (16.7) 
รวม 245 51 (20.8) 37 (15.1) 
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Sequences producing significant alignments: 
 

 
 
 
 
ภาพท่ี 2 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดPของตัวอย*างท่ี 10 กับลําดับนิวคลีโอไทดPท่ีอยู*ใน
ฐานข$อมูล GenBank มีความเหมือน (identity) 99% กับยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium 
spp. (accession numbers: KX964622.1, KU668897.1, KU668895.1 และ KU668894.1) 
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ตารางท่ี 16 ความชุกของการติดเชื้อCryptosporidium spp. และ E. bieneusi ในสุกรแต*ละช*วงอายุ 
 
อายุของสุกร สุกรท่ีติดเชื้อ Cryptosporidium spp. สุกรท่ีติดเชื้อ E. bieneusi 

จํานวนสุกร (ตัว) ความชุก (%) จํานวนสุกร (ตัว) ความชุก (%) 
<2 เดือน 6 11.76 1 2.70 
>2-4 เดือน 23 45.10 19 51.35 
>4-6 เดือน 21 41.18 16 43.25 
>6-8 เดือน 1 1.96 0 0 
>8-12เดือน 0 0 0 0 
>1 ปt 0 0 1 2.70 

 
 
 
ตารางท่ี 17 ความชุกของการติดเชื้อCryptosporidium spp. และ E. bieneusi ในสุกรเพศผู$และเมีย 
 
เพศของสุกร สุกรท่ีติดเชื้อ Cryptosporidium spp. สุกรท่ีติดเชื้อ E. bieneusi 

จํานวนสุกร (ตัว) ความชุก (%) จํานวนสุกร (ตัว) ความชุก (%) 
ผู$ 19 37.25 14 37.84 

เมีย 32 62.75 23 62.16 
 
 
 
2. ความชุกของเช้ือ Enterocytozoon bieneusi ในมูลสุกร 
 เม่ือทําการตรวจหาเชื้อ E. bieneusi ในมูลสุกร โดยนํา DNA ของเชื้อท่ีสกัดได$จากมูลสุกร
จํานวน 245 ตัวอย*าง มาใช$เป,น DNA แม*แบบในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ส*วน ITS ของเชื้อ    
E. bieneusi ด$วยวิธี nested-PCR พบว*าตัวอย*างจํานวน 37 ตัวอย*าง (15.1%) ให$ผลบวกจากการ
เพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA (ภาคผนวก ค) ซ่ึง PCR product ของยีนดังกล*าว มีขนาดเท*ากับ 530 bp 
ดังภาพท่ี 3 เม่ือนํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi จํานวน 5 ตัวอย*าง มา
ทําให$บริสุทธิ์แล$วส*งตัวอย*างดังกล*าวไปทํา DNA sequencing เพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทดP ผลของการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดPของท้ัง 5 ตัวอย*าง ซ่ึงมีจํานวนนิวคลีโอไทดP 520 bp กับลําดับนิวคลี-
โอไทดP ท่ีอยู*ในฐานข$อมูล GenBank พบว*าลําดับนิวคลีโอไทดPของท้ัง 5 ตัวอย*าง มีความเหมือน 
(identity) 98-99% ระหว*างยีน SSU rRNA ในการศึกษานี้กับยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi. 
ในฐานข$อมูล GenBank (ตารางท่ี 18 และภาพท่ี 4) 
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 ผลการทดลองนี้ตรวจพบเชื้อ E. bieneusi จากมูลสุกรในฟารPมจํานวน 8 ฟารPม ยกเว$นฟารPม
ท่ี 5, 6 และ 8 ซ่ึงฟารPมท่ีพบความชุกมากท่ีสุดคือ ฟารPมท่ี 4 (31.7%) ดังแสดงในตารางท่ี 15 
 เม่ือพิจารณาความชุกของการติดเชื้อ E. bieneusi ในสุกรแต*ละช*วงอายุ (ตารางท่ี 16) พบว*า
สุกรอายุ >2-4 เดือน (51.35%) มีความชุกของการติดเชื้อสูงท่ีสุด รองลงมาคือ >4-6 เดือน (43.25%) 
ส*วนช*วงอายุ <2 เดือน และ >1 ปt ความชุกของการติดเชื้อตํ่า คือ 2.70% และไม*พบการติดเชื้อใน
สุกรในช*วงอายุ >6-8 เดือน และ >8-12 เดือน 
 เม่ือพิจารณาความชุกของการติดเชื้อ E. bieneusi ในสุกรเพศผู$และเมีย พบว*าสุกรเพศเมีย 
(62.16%) มีความชุกของการติดเชื้อสูงกว*าเพศผู$ (37.84%) (ตารางท่ี 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3 ขนาดของ PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi 
  Lane M คือ100bp DNA marker 

 Lane 1-3 คือ PCR product ขนาด 530 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  M        1         2        bp 

530 bp 600 
500 
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ตารางท่ี 18 ผลการเปรียบเทียบข$อมูลลําดับนิวคลีโอไทดPยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi กับ
ฐานข$อมูล GenBank 
 

ตัวอย*างท่ี  Identity Coverage Description of the maximum similarity 
79 98% 88% Enterocytozoon bieneusi genotype F small subunit 

ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 
spacer, complete sequence; and large subunit ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: AF135833.1 

81 99% 94% Enterocytozoon bieneusi small subunit ribosomal RNA 
gene and intergenic spacer, complete sequence; and large 
subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: AF023245.1 

83 99% 90% Enterocytozoon bieneusi genotype E small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 
spacer, complete sequence; and large subunit ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: AF135832.1 

88 99% 94% Enterocytozoon bieneusi genotype E small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 
spacer, complete sequence; and large subunit ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: AF135832.1 

89 99% 92% Enterocytozoon bieneusi genes for small subunit 
ribosomal RNA and internal transcribed spacer 1, partial 
sequence, note: genotype: E1 
Sequence ID: AB897499.1 
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Sequences producing significant alignments: 

 

ภาพท่ี 4 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดPของตัวอย*างท่ี 81 กับลําดับนิวคลีโอไทดPท่ีอยู*ใน
ฐานข$อมูล GenBank มีความเหมือน (identity) 99% กับยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi 
(accession numbers: AF023245.1, AF135832.1, AF135832.1 และ AF267141.1) 
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3. จีโนไทป4/สป6ชีย7ของเช้ือ Cryptosporidium spp. ท่ีพบในมูลสุกร จากการจําแนกด<วย 
วิธี RFLP 

เม่ือนํา PCR product ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp จํานวน 51
ตัวอย*าง มาตัดด$วยเอนไซมPตัดจําเพาะ 2 ชนิดคือ SspI และ VspI แล$วนําไปทําอะกาโรสเจลอิเลคโตร-
โฟรีซีสเพ่ือดูรูปแบบ RFLP และจําแนกเชื้อ Cryptosporidium ออกเป,นสปtชียP/จีโนไทปz พบว*า
ตัวอย*างจํานวน 42 ตัวอย*าง (82.4%) เป,น Cryptosporidium spp. pig genotype II ส*วนตัวอย*าง
จํานวน 9 ตัวอย*าง (17.6%) เป,น Cryptosporidium suis (ตารางท่ี 19) โดยตรวจพบเชื้อท้ังสองชนิด
ในสุกรจากฟารPมท่ี 1, 4, 9, 10 และ 11 ซ่ึงพบความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. pig 
genotype II สูงกว*า C. suis ส*วนสุกรจากฟารPมท่ี 2, 3, 5, 6 และ 7 ตรวจพบเฉพาะเชื้อ 
Cryptosporidium spp. pig genotype II 

รูปแบบ RFLP ของเชื้อ Cryptosporidium spp. pig genotype II แสดงดังภาพท่ี 2 โดย
PCR product ของยีน SSU rRNA ท่ีตัดด$วยเอนไซมP SspI ได$ DNA 4 ชิ้น ขนาด 413 bp, 268 bp, 
103 bp และ 19 bp และ PCR product ท่ีตัดด$วย VspI ได$ DNA 2 ชิ้น ขนาด 589 bp และ 104 
bpส*วนรูปแบบ RFLP ของเชื้อ C. suis พบว*าเม่ือตัด PCR productของยีน SSU rRNA ด$วยเอนไซมP 
SspI ได$ DNA 4 ชิ้น ขนาด 453 bp, 379 bp, 11 bp และ 9 bp ส*วน PCR product ท่ีตัดด$วย VspI 
ได$ DNA 2 ชิ้น ขนาด 603 bp และ 104 bp (ภาพท่ี 5) 

 
 
 

ตารางท่ี 19 จีโนไทปz/สปtชียPของเชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีพบในสุกรในแต*ละฟารPม 
 

ฟารPมท่ี จีโนไทปz/สปtชียPของเชื้อ Cryptosporidium spp. 
Cryptosporidium spp. pig genotype II (%) Cryptosporidium suis (%) 

1 3 (75) 1 (25) 
2 3 (100) 0 
3 1 (100) 0 
4 16 (84.2) 3 (15.8) 
5 3 (100) 0 
6 1 (100) 0 
7 1 (100) 0 
8 0 0 
9 6 (85.7) 1 (14.3) 
10 5 (62.5) 3 (37.5) 
11 3 (75) 1 (1) 
รวม 42 (82.4) 9 (17.6) 
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ภาพท่ี 5 รูปแบบ RFLP ของเชื้อ Cryptosporidium spp. pig genotype II (Lane 1-2) และ   
C. suis (Lane 3-4) ท่ีพบในมูลสุกร 

Lane M คือ 100bp DNA marker 
Lane 1, 3 คือ PCR product ท่ีตัดด$วยเอนไซมPตัดจําเพาะ SspI 
Lane 2, 4 คือ PCR product ท่ีตัดด$วยเอนไซมPตัดจําเพาะ VspI 
 

 
 
 
4. วิเคราะห7ลําดับนิวคลีโอไทป4ของยีน SSU rRNA ของเช้ือ Cryptosporidium spp.  

เม่ือนํา PCR product (825 bp) ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. จาก
ตัวอย*างท่ีให$ผลบวกจํานวน 51 ตัวอย*าง มาทําให$บริสุทธิ์แล$วส*งตัวอย*างดังกล*าวไปทํา DNA 
sequencing และทําการวิเคราะหPลําดับนิวคลีโอไทดPเพ่ือจําแนกจีโนไทปz/สปtชียPและทําการวิเคราะหP 
phylogenetic tree ให$ผลดังภาพท่ี 6 พบว*า ลําดับนิวคลีโอไทปzมีความเหมือน (identity) 95-100% 
กับไอโซเลทของ Cryptosporidium spp. pig genotype II (GU254170) และ  Cryptosporidium 
suis (AF108861) ท่ีแยกได$จากสุกรท่ีมีอยู*ใน Genbank และนิวคลีโอไทปzของยีน SSU rRNA ของเชื้อ
จํานวน 42 ตัวอย*าง (82.4%) อยู*ในกลุ*มของ Cryptosporidium spp. pig genotype II และ 9 
ตัวอย*าง (17.6%) อยู*ในกลุ*มของ Cryptosporidium suis 

 
 
 
 
 
 

 

M       1     2     3      4 bp 

500 

1000

100 
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ภาพท่ี 6  Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลิโอไทปzของยีน SSU rRNA ของ Cryptosporidium 
spp. ท่ีแยกได$จากมูลสุกรในการศึกษานี้กับจีโนไปทP/สปtชียP ท่ีอยู*ใน GenBank (693 bp) จากการ
วิเคราะหPด$วยโปรแกรมMEGA เวอรPชั่น 7 
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5. จําแนกจีโนไทป4ของ E. bieneusi จากการวิเคราะห7ลําดับนิวคลีโอไทป4ของบริเวณ ITS ของยีน 
SSU rRNA จํานวน 243 bp  

เม่ือนํา PCR product (530 bp) ของยีน SSU rRNA ของเชื้อ E. bieneusi จากตัวอย*างท่ี
ให$ผลบวกจํานวน 37 ตัวอย*าง มาทําให$บริสุทธิ์แล$วส*งตัวอย*างดังกล*าวไปทํา DNA sequencing และ
ทําการวิเคราะหPลําดับนิวคลีโอไทดPบริเวณ ITS ของยีน SSU rRNA (243 bp) เพ่ือจําแนกจีโนไทปz 
พบว*าเป,นจีโนไทปz E จํานวน 29 (78.4%) ตัวอย*าง และจีโนไทปz F และ 8 (21.6%) ตัวอย*าง ดังแสดง
ในตารางท่ี 20 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดPของบริเวณ ITS ของยีน SSU rRNA (243 bp) มานําการ
วิเคราะหP phylogenetic tree พบว*าอยู*ในกลุ*มท่ีก*อโรคในคน (human pathogenic group) และ
เป,นกลุ*ม zoonotic potential หรือเรียกว*า กลุ*ม 1 (group 1) โดยมี 8 ตัวอย*าง (21.6%) อยู*ในกลุ*ม
ย*อย (subgroup) 1e ส*วน 29 ตัวอย*าง (78.4%) อยู*ในกลุ*มย*อย (subgroup) 1d แสดงดังภาพท่ี 7 
 
 
ตารางท่ี 20 จีโนไทปzเชื้อ E. bieneusi ท่ีพบในสุกรในแต*ละฟารPม 
 

ฟารPมท่ี จีโนไทปzของเชื้อ E. bieneusi 
จีโนไทปz E (%) จีโนไทป4 F (%) 

1 1 (3.4) 0 
2 3 (10.3) 2 (25) 
3 2 (6.9) 0 
4 9 (31.0) 4 (50) 
5 0 0 
6 0 0 
7 1 (3.4) 0 
8 0 0 
9 7 (24.1) 0 
10 3 (10.3) 1 (12.5) 
11 3 (10.3) 1 (12.5) 
รวม 29 (78.4) 8 (21.6) 
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ภาพท่ี 7 Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลิโอไทปzของบริเวณ ITS ของยีน SSU rRNA ของ E. 
bieneusi ท่ีแยกได$จากมูลสุกรในการศึกษานี้กับจีโนไปทP/สปtชียP ท่ีอยู*ใน GenBank (243 bp) จาก
การวิเคราะหPด$วยโปรแกรม MEGA เวอรPชั่น 7 



 
 

อภิปรายผลการวิจัย 

 

 Cryptosporidium spp. เป�นเชื้อโปรโตซัวปรสิต รายงานป�จจุบันพบว�าประกอบด!วย 27     
สป$ชีย&และมากกว�า 70 จีโนไปท&ท่ีสามารถทําให!เกิดการติดเชื้อในคนและสัตว&หลายชนิด ได!แก�สัตว&
เค้ียวเอ้ืองสัตว&ครึ่งบกครึ่งน้ํา และนก  เป�นสาเหตุทําให!เกิดโรคอุจจาระร�วง มีผลทําให!โฮสต&ท่ีมี
ภูมิคุ!มกันบกพร�องและสัตว&แรกเกิดเสียชีวิต (Jex et al., 2008; Tomazic et al., 2013;           
Xiao, 2010) ในบรรดาสัตว&ชนิดต�างๆ สุกรถือว�าเป�นโฮสต&กักตุน (reservoir host) ของเชื้อ 
Cryptosporidium spp. (Leoni et al., 2006) สป$ชีย&/จีโนไทปTของเชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ี
มีรายงานในสุกร ได!แก�  C. suis, C. parvum, C. muris, C. andersoni, Cryptosporidium pig 
genotype II (Kvác et al., 2013) และ Cryptosporidium mouse genotype I (Yui et al., 
2014) 
 การติดเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรเกิดทาง oral-fecal route ถึงแม!ว�าสุกรท่ีติดเชื้อ
บางตัวจะไม�แสดงอาการก็ตาม แต�สุกรท่ีมีภูมิคุ!มกันตํ่าและสุกรแรกเกิดจะมีอาการอุจจาระร�วงรุนแรง 
น้ําหนักลด และตาย (Bouzid et al., 2013; Omidian et al., 2014) มีรายงานความชุกของการติด
เชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรจากประเทศต�างๆ ท่ัวโลก โดยพบความชุกในประเทศจีน 3.3-
56.8% (Qiu et al., 2008; Zhao, 2003; Wang et al., 2010; Lin et al., 2015) ออสเตรเลีย 6.0-
22.1% (Ryan et al., 2003; Johnson et al., 2008) สเปน 22.5% (Suarez-Luengas et al., 
2007) เยอรมันนี 1.4% (Wieler et al., 2001) เดนมาร&ก 31.9-40.9% (Maddox-Hyttel et al., 
2006; Petersen et al., 2015) แคนาดา 26% (Budu-Amoako et al., 2012) สาธารณรัฐเช็ก 
16.5%-26.4% (Kvác et al., 2009b; Kvác et al., 2009c; Nemejc et al., 2012; Nemejc et 
al., 2013) สวีตเซอร&แลนด& 14.4% (Schubnell et al., 2016) เวียดนามกลาง (central Vietnam) 
14.5% (Nguyen et al., 2012)  ผลการศึกษานี้พบความชุกของ Cryptosporidium spp. ในสุกรท่ี
เลี้ยงในจังหวัดชลบุรี 20.8% สาเหตุท่ีแต�ละการศึกษาพบความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. 
ในสุกรแตกต�างกันอาจเนื่องมาจากแหล�งของตัวอย�างและจํานวนตัวอย�างท่ีนํามาศึกษา และวิธีการ
ตรวจหาเชื้อ มีผลต�อความชุกของเชื้อท่ีตรวจพบ 

 ผลของ RFLP analysis การวิเคราะห&ลําดับนิวคลีโอไทปTและการวิเคราะห& phylogenic tree
ของยีน SSU rRNA ของการศึกษานี้พบว�าเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกร เป�น 
Cryptosporidium pig genotype II (82.4%) และ C. suis (17.6%) ซ่ึงสอดคล!องกับรายงานก�อน
หน!านี้ซ่ึงตรวจพบเชื้อนี้ในสุกร (Lin et al., 2015; Nemejc et al., 2012; Budu-Amoako et al., 
2012; Petersen et al., 2015; Schubnell et al., 2016) และเป�นเชื้อท่ีพบได!บ�อยมากในสุกร
(Xiao, 2010) ถึงแม!ว�าสป$ชีย&ท่ีทําให!เกิดโรค cryptosporidiosis ในคนคือ C. parvum และ C. 
hominis (Hunter & Thompson, 2005) ซ่ึง C. hominis พบเฉพาะในคน ส�วน C. parvum พบใน
สัตว&เลี้ยงหลายชนิด และเป�นสป$ชีย&หลักท่ีทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&มาสู�คน (zoonosis) และผล
การศึกษานี้ตรวจไม�พบ C. parvum ในสุกรท่ีทําการศึกษา แต�ท้ัง C. suis และ Cryptosporidium 
pig genotype II เป�นเชื้อโรคท่ีสําคัญท่ีทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&ไปสู�คน การศึกษานี้เป�นรายงาน
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แรกของความชุกของการติดเชื้อและสป$ชีย&/จีโนไทปTของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกรใน
ประเทศไทย 
 ท่ีผ�านมามีการศึกษาเชื้อ Cryptosporidium spp. ในประชากรไทยไม�มากนัก รายงานความ
ชุกของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. ในผู!ป�วยท่ีติดเชื้อ HIV เท�ากับ 8.8-94.4% (Uga et al., 
1998; Gatei et al., 2002; Saksirisampant et al., 2002; Moolasart et al., 1995; Srisuphanunt 
et al., 2011) โดยสป$ชีย&ท่ีพบในผู!ป�วยท่ีติดเชื้อ HIV ได!แก� C. meleagridis, C. canis, C. felis และ    
C. parvum (Gatei et al., 2002; Tiangtip & Jongwutiwes, 2002; Nuchjangreed et al., 2008; 
Srisuphanunt et al., 2011) ถึงแม! C. suis จะตรวจไม�พบในประชากรไทย แต�สป$ชีย&นี้พบในผู!ป�วยท่ี
ติดเชื้อ HIV ในประเทศเปรู (Cama et al., 2007) และประเทศจีน (Wang et al., 2013) ส�วน 
Cryptosporidium pig genotype II พบในคนท่ีเป�นโรคอุจจาระร�วงคนในสาธารณรัฐเช็ก (Kvác et al., 
2009a) 
 รายงานความชุกของการติดเชื้อและสป$ชีย&/จีโนไทปTของเชื้อ Cryptosporidium spp. ใน
สัตว&หลายชนิดในประเทศไทย มีดังนี้ ความชุกในวัวท่ีเลี้ยงในจังหวัดสระบุรี กาญจนบุรีและนครปฐม 
1.3% ซ่ึงเป�น C. parvum bovine genotype (Inprankaew et al., 2009) วัวท่ีเลี้ยงในจังหวัด
ชลบุรี 9.6% (Nuchjangreed et al., 2008) ซ่ึงเป�น C. parvum วัวท่ีเลี้ยงท่ีภาคตะวันตก 15.5% 
ซ่ึงเป�น C. parvum bovine genotype (Inprankaew et al., 2010) ลิงแสมในจังหวัดลพบุรี 1% 
ซ่ึงเป�น monkey genotype และงูเลี้ยง (pet snake) 24.2% ซ่ึงเป�น C. parvum mouse 
genotype, C. serpertis และ C. muris (Yimming et al., 2016 ) 

จากข!อมูลข!างต!นจะเห็นได!เชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีพบในสุกรมีหลายสป$ชีย&/จีโนไทปT 
แต�จากการสํารวจในมูลสัตว&ชนิดต�างๆ พบว�าเชื้อ Cryptosporidium spp. บางสป$ชีย&มีความจําเพาะ
ต�อโฮสต&เพียงชนิดเดียว เช�น Cryptosporidium canis พบเฉพาะในสุนัข (Satoh et al., 2006; 
Huber et al., 2007) Cryptosporidium felis พบเฉพาะในแมว  (Xiao, 2010) 

E. bieneusi เป�นเชื้อโปรโตซัวปรสิตท่ีอยู�ในกลุ�มท่ีเรียกกันท่ัวๆ ไปว�า Microsporidium   เชื้อ
ในกลุ�มนี้ต!องอาศัยอยู�ในเซลล&โฮสต& (obligate intracellular protozoa) พบได!ท้ังในสัตว&ไม�มีกระดูกสัน
หลังและสัตว&ท่ีมีกระดูกสันหลัง โรคท่ีเกิดจากการติดเชื้อกลุ�มนี้เรียกว�าโรค microsporidiosis ซ่ึงผู!ติด
เชื้อส�วนใหญ�จะมีอาการท!องร�วงเรื้อรัง โดยมีเชื้อ E.  bieneusi เป�นสาเหตุส�วนใหญ� โรคติดเชื้อนี้สามารถ
พบได!ท่ัวโลก ความชุกของโรคพบได!ต้ังแต� 2-50% ในผู!ป�วยเอดส&ท่ีมีอาการท!องร�วงเรื้อรัง (Bryan, 
1992) จากการศึกษาในประเทศไทย พบว�า microsporidia เป�นสาเหตุของท!องเสียเรื้อรังในผู!ป�วยติด
เชื้อ HIV ถึง 33% (Wanachiwanawin et al., 1998) 
 ป�จจุบันรายงานความความชุกของการติดเชื้อ E.bieneusi ในคนและสัตว&ในประเทศไทยมีไม�
มากนัก โดยพบความชุกในเด็กกําพร!าท่ีสถานสงเคราะห& 4.1% (Leelayoova et al., 2005) ซ่ึงเป�น 
จีโนไทปT A แมวจรจัดท่ีอาศัยอยู�ในวัดในเขตภาคกลาง 31.3% (Mori et al., 2013) ซ่ึงเป�นจีโนไทปT 
D, ETMK2, ETMK3 และ ETMK4 คนเลี้ยงสุกรในจังหวัดนครปฐม 1.4% ซ่ึงเป�นจีโนไทปT A และสุกร
ท่ีเลี้ยงในจังหวัดนครปฐม 15.7% ซ่ึงเป�นจีโนไทปT O E และ H (Leelayoova et al., 2009) เม่ือเร็วๆ 
นี้ การศึกษาของ Prasertbun et al. (2017) ได!รายงานความความชุกของ E.bieneusi ในคนและ
สุกร ในจังหวัดกาญจบุรีและจังหวัดนครปฐม เท�ากับ 5.4% และ 28.1% ตามลําดับ ซ่ึงในคนพบ      



32 
 

จีโนไทปT D, จีโนไทปT H และ จีโนไทปT PigEb10 และจีโนไทปTท่ียังไม�เคยมีรายงานมาก�อน 8 จีโนไทปT 
ได!แก� จีโนไทปT TMH1-8 ส�วนในสุกรพบ จีโนไทปT D, จีโนไทปT EbpA, จีโนไทปT EbpC, จีโนไทปT H,    
จีโนไทปT O และจีโนไทปTใหม� 11 จีโนไทปT ได!แก� จีโนไทปT TMP1-11 ผลการศึกษานี้พบความชุกของ
การติดเชื้อ E. bieneusi ในสุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดชลบุรี 15.1% ซ่ึงใกล!เคียงกับรายงานในสุกรท่ีผ�านมา
ของ Leelayoova et al. (2009)   แต�ต่ํากว�ารายงานของ Prasertbun et al. (2017) อีกท้ังความชุก
ของศึกษานี้ตํ่ากว�าการศึกษาในสุกรในประเทศอ่ืนๆ ได!แก� สุกรในประเทศบราซิล  59.3% (Fiuza et 
al., 2015) สหรัฐอเมริกา 32% (Buckholt et al., 2002) จีน 16.4-45.1% (Li et al., 2014; 
Zhang et al., 2011) สาธารณรัฐเช็ก 94% (Sak et al., 2008) สวิตเซอร&แลนด& 34.9% 
(Breitenmoser et al., 1999) ญ่ีปุ�น 33.3% (Abe & Kimata, 2010) และเยอรมันนี 32.3-66.7% 
(Reetz et al., 2009; Rinder et al., 2000) แต�ผลการศึกษานี้พบความชุกของการติดเชื้อ E. 
bieneusi ในสุกรสูงกว�าการศึกษาในสาธารณรัฐเกาหลีใต! ซ่ึงพบความชุกในสุกร 14% (Jeong et al., 
2007) เยอรมันนี 10% (Dengjel et al., 2001) สาเหตุท่ีแต�ละการศึกษาพบความชุกของเชื้อ 
E.bieneusi ในสุกรแตกต�างกันอาจเนื่องมาจากแหล�งของตัวอย�างและจํานวนตัวอย�างท่ีนํามาศึกษา 
และวิธีการตรวจหาเชื้อ มีผลต�อความชุกของเชื้อท่ีตรวจพบ 
 ป�จจุบันนักวิจัยใช!ส�วน ITS ของยีน SSU rRNA จํานวน 243 bp เป�นวิธีมาตรฐานในการ
จําแนกจีโนไทปTของเชื้อ E. bieneusi  เนื่องจากมีความแปรผันทางพันูกรรมสูงภายในสป$ชีย& (Santín 
& Fayer, 2009) จีโนไทปTของเชื้อ E. bieneusi ท่ีมีรายงานในสุกรท่ัวโลก มีประมาณ 40 จีโนไทปT 
โดยมี 13  จีโนไทปTท่ีพบในสุกรท่ีอาจทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�คน (zoonotic potential) ได!แก� 
BEB4, CAF1, D, I, O, PigEbITS7, EbpD, EbpA (F), EbpC (E), PigEbITS5, LW1, Henan-III และ 
Henan-IV (Fiuza et al., 2015) ซ่ึงเปอร&เซ็นต&การตรวจพบจีโนไปท&ท่ีทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�
คน (zoonotic genotype)  แตกต�างกันในแต�ละประเทศหรือแต�ละพ้ืนท่ีในประเทศนั้นๆ โดยมี
เปอร&เซ็นต&การตรวจพบอยู�ในช�วง 33.3%-100% การศึกษาในประเทศออสเตรเลียและสาธารณรัฐเช็ก 
พบว�าเชื้อ E. bieneusi  ท้ังหมดท่ีแยกได!จากสูกร เป�น zoonotic genotype อย�างไรก็ตามป�จจัย
เสี่ยงท่ีสุกรทําให!เกิดการติดเชื้อในคนในสาธารณรัฐเช็กสูงกว�าในออสเตรเลีย (Nemejc et al., 2014; 
Sak et al., 2008) เนื่องจากพบการติดเชื้อ E. bieneusi  ในสุกรท่ีสาธารณรัฐเช็กสูงกว�าใน
ออสเตรเลีย ดังนั้นการประเมินความเสี่ยงของการติดเชื้อ  E. bieneusi  ด!วย zoonotic genotype 
จะจําเพาะอยู�กับแต�ละพ้ืนท่ี ส�วนจีโนไทปTท่ีมีรายงานว�าทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�คนในประเทศ
ไทย ได!แก� EbpC (E), H, O และ PigEbITS7, D และ EbpA (F) (Leelayoova et al., 2009; 
Prasertbun et al., 2017) ผลการศึกษานี้พบจีโนไทปT E เป�นจีโนไทปTหลักท่ีพบในสุกร (78.4%) และ
พบจีโนไทปT F (21.6%) ส�วนการศึกษาท่ีจังหวัดกาญจนบุรีพบจีโนไทปT O เป�นจีโนไทปTหลักท่ีพบใน
สุกร (30%) รองลงมาคือ จีโนไทปT D (5%) ส�วนสุกรในจังหวัดนครปฐมพบ จีโนไทปT H (5%) มากท่ีสุด 
(Prasertbun et al., 2017) อย�างไรก็ตามจีโนไทปTท่ีทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�คน (zoonotic 
genotype)  ท่ีพบในประชากรไทยคือ จีโนไทปT D, จีโนไทปT E, จีโนไทปT O และ PigEbITS7 
(Leelayoova et al., 2006; 2009) ผลการวิเคราะห& phylogenitc tree ของการศึกษานี้พบว�าท้ัง   
จีโนไทปT E และ F อยู�ในกลุ�ม (group) 1 ซ่ึงจีโนไทปT E  อยู�ในกลุ�มย�อย (subgroup) 1d ส�วนจีโนไทปT 
F อยู�ในกลุ�มย�อย (subgroup) 1e แสดงว�ามีความเป�นไปได!ท่ีจะทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�คน 
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(zoonotic transmission) และทําให!เกิดโรคในคน ซ่ึงป�จจุบันพบว�า 94% ของลําดับนิวคลีโอไทปT
ของบริเวณ ITS ของเชื้อ E. bieneusi ท่ีมีรายงานไว!ก�อนหน!านี้อยู�ในกลุ�ม 1 และเกือบท้ังหมดเป�นจีโน
ไทปTท่ีก�อโรคในคน (human-pathogenic genotype) อยู�ในกลุ�ม (group)  1 (Thellier & Breton, 
2008; Henriques-Gil et al., 2010) ผลการศึกษานี้แสดงให!เห็นว�าสุกรมีบทบาทสําคัญในด!าน
ระบาดวิทยาของเชื้อ E. bieneusi โดยอาจเป�นโฮสต&กักตุน  
 ข!อมูลในป�จจุบันรายงานว�าจีโนไทปT F (EbpA) พบในคนจํานวนไม�มาก โดยพบการติดเชื้อใน
คนท่ีสาธารณรัฐเช็ก 10 ราย ประเทศไนจิเรีย 1 ราย จีน 2 ราย ผลการศึกษานี้พบความชุกของ        
จีโนไทปTนี้สูงในสุกร (21.6%) จีโนไทปT F ยังพบในสุกรใน 7 ประเทศจาก 11 ประเทศท่ีมีรายงานการ
ติดเชื้อ E. bieneusi ในสุกร รวมท้ังหมูป�า (Zhao et al., 2014)  ส�วนจีโนไทปT E พบในผู!ป�วยท่ีติด
เชื้อ HIV ในประเทศไทย (Leelayoova et al., 2006) ประเทศเยอรมนี (Dengjel et al., 2001) 
และประเทศสวิตเซอร&แลนด& (Breitenmoser et al., 1999) ผลการศึกษานี้พบความชุกของจีโนไทปT 
E สูงในสุกร (21.6%) นอกจากนี้ จีโนไทปT E ยังพบในสุกรในประเทศญ่ีปุ�น (Abe &  Kimata, 2010) 
และ ประเทศเยอรมนี (Reetz et al., 2009) 
 ผลการศึกษานี้พบความชุกของการติดเชื้อท้ัง Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi สูง
ท่ีสุดในสุกรช�วงอายุ >2-4 เดือน ซ่ึงสอดคล!องกับผลการศึกษาก�อนหน!านี้ของ Leelayoova et al. 
(2009) ซ่ึงรายงานความชุกของ E. bieneusi. สูงท่ีสุดในสุกรอายุ 2-4 เดือน (33.8%) และ Petersen 
et al. (2015) พบความชุกของ Cryptosporidium spp. สูงท่ีสุดในสุกรอายุ 9-14 สัปดาห& (72.2%) 
อย�างไรก็ตามมีการศึกษาพบว�าสุกรท่ีเลี้ยงในเมืองต�างๆ ทางภาคเหนือของประเทศจีน อายุ <1 เดือน 
มีอัตราการติดเชื้อ E. bieneusi (63.6%) สูงกว�าสุกรอายุ 1-2 เดือน (41.0%) และ สุกรอายุ >2 เดือน 
(26.3%) (Li et al., 2014) และมีการศึกษาในสาธารณรัฐเช็กพบว�าอัตราการติดเชื้อ E. bieneusi    
ในสุกรแต�ละช�วงอายุไม�มีความแตกต�างกัน (Sak et al., 2008) ความแตกต�างของความชุกของ       
E. bieneusi ในสุกรแต�ละช�วงอายุของแต�ละการศึกษาอาจเนื่องมาจากความหน�าแน�นของสุกรใน
ฟาร&ม สภาพแวดล!อมและระบบสุขาภิบาลของฟาร&ม ซ่ึงมีผลต�อการเพ่ิมโอกาสในการติดต�อของการติด
เชื้อ E. bieneusi ระหว�างสุกรแต�ละตัว (Zhao et al., 2014) 
  ปกติแล!วสุกรท่ีติดเชื้อ E. bieneusi จะไม�มีอาการ ดังนั้นโรค microsporidiosis ในสุกรท่ีเกิด
จากเชื้อชนิดนี้จึงไม�ได!รับความสนใจมากนัก แต�สุกรเป�นโฮสต&กักตุนท่ีสําคัญของ E. bieneusi 
เนื่องจากสุกรติดเชื้อนี้ได!ตั้งแต�อายุยังน!อยและสามารถปล�อยสปอร&ออกมากับมูลได!ตลอดชีวิต (Sak et 
al., 2008) นอกจากนี้การนํามูลสุกรมาใช!เป�นปุ�ยในการเพาะปลูกพืชผัก ทําให!เกิดการปนเป��อนเชื้อสู�
สิ่งแวดล!อม รวมท้ังลงสู�แหล�งน้ํา ทําให!เกิดการแพร�กระจายของโรคสู�คนผ�านทาง fecal-oral route
ความรู!เก่ียวกับอณูระบาดวิทยาของเชื้อ E. bieneusi ในโฮสต&แต�ละชนิดเป�นข้ันตอนท่ีสําคัญในการ
ควบคุมการติดเชื้อ E. bieneusi ในคน เพราะยังไม�มีวัคซีนในการป�องกันการติดเชื้อและยาท่ีมี
ประสิทธิภาพในการรักษาโรค microsporidiosis 
 ผลการศึกษานี้เป�นรายงานแรกของความชุกและจีโนไทปT/สป$ชีย&ของเชื้อ Cryptosporidium 
spp. ในสุกรในประเทศไทย มีความชุกเท�ากับ 20.8% ซ่ึงเป�นเชื้อ Cryptosporidium spp. pig 
genotype II และ  C. suis และพบความชุกของ E. bieneusi เท�ากับ 15.1% ซ่ึงเป�นจีโนไทปT E และ
จีโนไทปT F ท้ังยังพบว�าท้ังสองจีโนไทปTอยู�ในกลุ�ม (group) 1 ซ่ึงสามารถทําให!เกิดการติดต�อจากสัตว&สู�
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คน (zoonotic potential) แสดงให!เห็นว�าสุกรโฮสต&กักตุนท่ีสําคัญของเชื้อท้ังสองชนิด และเป�นแหล�ง
ของการติดเชื้อในคน ทําให!สามารถนํามาหาทางป�องกัน ควบคุมการติดเชื้อและแพร�กระจายของเชื้อ 
E. bieneusi  และ Cryptosporidium spp. จากสัตว&เลี้ยงสู�สิ่งแวดล!อมต�อไป 
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สรุปผลการวิจัยและข�อเสนอแนะ 
  

สรุปผลการวิจัย  
1. ความชุกของเชื้อ Cryptosporidium spp. ในสุกร เท�ากับ 20.8% (51/245 ตัวอย�าง) จากการ

ตรวจหายีน SSU rRNA ด1วยวิธี nested-PCR  
2. เชื้อ Cryptosporidium spp. ท่ีพบในสุกร เป>นเชื้อ Cryptosporidium spp. pig genotype 

II 82.4% (42/51 ตัวอย�าง) และ  Cryptosporidium suis 17.6% (9/51 ตัวอย�าง) จากการ
จําแนกด1วยวิธี RFLP การวิเคราะหMลําดับนิวคลีโอไทปP และ phylogenic tree ของยีน SSU 
rRNA 

3. ความชุกของเชื้อ Enterocytozoon bieneusi ในสุกร เท�ากับ 15.1% (37/245 ตัวอย�าง) 
จากการตรวจหายีน SSU rRNA ด1วยวิธี nested-PCR 

4. เชื้อ E. bieneusi ท่ีพบในสุกร เป>นจีโนไทปP E จํานวน  78.4% (29/37 ตัวอย�าง) และ จีโน
ไทปP F 21.6% (8/37 ตัวอย�าง) และท้ังสองจีโนไทปPอยู�ในกลุ�ม (group) 1 ซ่ึงสามารถทําให1เกิด
การติดต�อจากสัตวMสู�คน (zoonotic potential) จากการวิเคราะหMลําดับนิวคลีโอไทปPและ 
phylogenic tree ของบริเวณ ITS จํานวน 243 bp ของยีน SSU rRNA 

5. ความชุกของการติดเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E. bieneusi พบสูงท่ีสุดในสุกรช�วง
อายุ >2-4 เดือน และพบความชุกในเพศเมียสูงกว�าเพศผู1 

 
 

ข�อเสนอแนะ 
 ไม�มี 
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ผลผลิต 
 

 อยู�ในระหว�างการเขียน Manuscript เพ่ือตีพิมพMผลงานเรื่อง (1) First report on 
Cryptosporidum pig genotype II and Cryptosporidium suis in pig in Chon buri 
province, Thailand  (2) Molecular Characterization of Enterocytozoon bieneusi from 
pig in Chon buri province, Eastern Thailand เพ่ือลงในวารสารระดับนานาชาติ หรือในรายงาน
สืบเนื่องจากการประชุมวิชาการ (Proceeding) ระดับชาติ 

ข1อมูลท่ีได1จากงานวิจัยนี้เป>นข1อมูลพ้ืนฐานของเชื้อ Enterocytozoon bieneusi และ 
Cryptosporidum spp. ในสุกรท่ีเลี้ยงในจังหวัดชลบุรี ประเทศไทย และสามารถนําไปใช1อธิบาย
แหล�งของเชื้อดังกล�าวท่ีแพร�จากสัตวMสู�คน ซ่ึงจะนําไปสู�การให1คําแนะนําในการปhองกันและควบคุมการ
แพร�กระจายของเชื้อได1  
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ภาคผนวก ก 
ข
อมูลของตัวอย�างสุกรท่ีทําการศึกษา 

 
 จากการเก็บตัวอย�างมูลสุกรท่ีสุกรถ�ายออกมาแล�ว (พ่ึงถ�าย) จํานวน 245 ตัวอย�าง จากสุกร 
245 ตัว จากฟาร&มจํานวน 11 ฟาร&ม โดยได�ทําการบันทึกเพศ อายุ และสายพันธุ&ของสุกรแต�ละตัวดัง
แสดงในตารางท่ี 21 

 
ตารางท่ี 21 เพศ อายุ และสายพันธุ&ของสุกรท่ีทําการเก็บตัวอย�าง 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
1 1 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 2 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 3 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 4 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 5 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 6 ผู� 6 เดือน หมู 3 สาย 

 7 ผู� 6 เดือน หมู 3 สาย 

 8 ผู� 6 เดือน หมู 3 สาย 

 9 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 10 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 11 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 12 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 13 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 14 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 15 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 16 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 17 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 18 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 19 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 20 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 21 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

2 22 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 23 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 24 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 25 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 26 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 27 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 28 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 29 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
2 30 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 31 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 32 เมีย 7 เดือน หมู 3 สาย 

 33 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 34 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 35 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 36 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 37 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 38 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

3 39 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 40 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 41 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 42 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 43 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 44 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 45 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 46 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 47 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 48 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 49 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 50 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 51 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 52 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 53 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 54 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 55 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 56 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 57 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 58 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 59 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 60 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

4 61 เมีย 5 ป: 10 เดือน หมู 3 สาย 

 62 เมีย 2 ป: 10 เดือน หมู 3 สาย 

 63 เมีย 1 ป: 5 เดือน หมู 3 สาย 

 64 เมีย 5 ป: 6 เดือน หมู 3 สาย 

 65 เมีย 2 ป: 6 เดือน หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
4 66 เมีย 1 ป: 9 เดือน หมู 3 สาย 

 67 เมีย 5 ป: 8 เดือน หมู 3 สาย 

 68 เมีย 1 ป: 9 เดือน หมู 3 สาย 

 69 เมีย 1 ป: 8 เดือน หมู 3 สาย 

 70 เมีย 1 ป: 4 เดือน หมู 3 สาย 

 71 เมีย 2ป: 10 เดือน หมู 3 สาย 

 72 เมีย 5 ป: 6 เดือน หมู 3 สาย 

 73 เมีย 2 ป: หมู 3 สาย 

 74 เมีย 5 ป: 1 เดือน หมู 3 สาย 

 75 เมีย 5 ป: 8 เดือน หมู 3 สาย 

 76 เมีย 4 ป: 7 เดือน หมู 3 สาย 

 77 เมีย 4 ป: หมู 3 สาย 

 78 ผู� 1 เดือน 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 79 เมีย 1 เดือน 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 80 เมีย 1 เดือน 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 81 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 82 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 83 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 84 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 85 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 86 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 87 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 88 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 89 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 90 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 91 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 92 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 93 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 94 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 95 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 96 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 97 ผู� 5 เดือน 1 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 98 ผู� 5 เดือน 1 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 99 ผู� 5 เดือน 1 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 100 ผู� 5 เดือน 1 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 101 เมีย 5 เดือน 1 สัปดาห& หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
5 102 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 103 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 104 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 105 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 106 ผู� 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 107 ผู� 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 108 ผู� 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

6 109 เมีย 3 สัปดาห& หมู 3 สาย 

 110 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 111 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 112 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 113 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 114 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 115 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

7 116 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 117 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 118 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 119 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 120 เมีย 3.5 เดือน หมู 3 สาย 

 121 เมีย 1.5 เดือน หมู 3 สาย 

 122 เมีย 1.5 เดือน หมู 3 สาย 

 123 ผู� 1.5 เดือน หมู 3 สาย 

 124 ผู� 1.5 เดือน หมู 3 สาย 

 125 ผู� 1.5 เดือน หมู 3 สาย 

 126 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 127 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

8 128 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 129 เมีย 7 ป: หมู 3 สาย 

 130 เมีย 7 ป: หมู 3 สาย 

 131 เมีย 7 ป: หมู 3 สาย 

9 132 เมีย 7 เดือน หมู 3 สาย 

 133 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 134 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 135 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 136 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 137 ผู� 6 เดือน หมู 3 สาย 

 138 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
9 139 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 140 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 141 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 142 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 143 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 144 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 145 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 146 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 147 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 148 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 149 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 150 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

 151 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 152 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 153 เมีย 7 เดือน หมู 3 สาย 

 154 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 155 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 156 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 157 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 158 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 159 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 160 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 161 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 162 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 163 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 164 เมีย 4 เดือน หมู 3 สาย 

 165 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 166 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 167 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 168 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 169 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 170 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 171 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 172 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 173 ผู� 7 เดือน หมู 3 สาย 

 174 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 175 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
9 176 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 177 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 178 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 179 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 180 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 181 เมีย 5 ป: 1 เดือน หมู 3 สาย 

 182 เมีย 2 ป: 5 เดือน หมู 3 สาย 

 183 เมีย 4 ป: 7 เดือน หมู 3 สาย 

 184 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 185 เมีย 1 ป: 4 เดือน หมู 3 สาย 

 186 เมีย 1 ป: 4 เดือน หมู 3 สาย 

 187 เมีย 5 ป: 11 เดือน หมู 3 สาย 

 188 เมีย 10 เดือน หมู 3 สาย 
 189 เมีย 5 ป: 1 เดือน หมู 3 สาย 

 190 เมีย 4 ป: 7เดือน หมู 3 สาย 

 191 ผู� 4 เดือน หมู 3 สาย 

10 192 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 193 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 194 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 195 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 196 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 197 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 198 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 199 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 200 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 201 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 202 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 203 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 204 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 205 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 206 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 207 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 208 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 209 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 210 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 211 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 
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ตารางท่ี 21 (ต�อ) 
 

ฟาร&มท่ี ลําดับตัวอย�าง เพศ อายุ สายพันธุ& 
10 212 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 213 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 214 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 215 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 216 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 217 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 218 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 219 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 220 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 221 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

11 222 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 223 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 224 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 225 ผู� 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 226 เมีย 2.5 เดือน หมู 3 สาย 

 227 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 228 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 229 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 230 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 231 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 232 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 233 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 234 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 235 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 236 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 

 237 ผู� 5 เดือน หมู 3 สาย 

 238 ผู� 3 เดือน หมู 3 สาย 

 239 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 240 ผู� 2 เดือน หมู 3 สาย 

 241 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 242 เมีย 2 เดือน หมู 3 สาย 

 243 เมีย 6 เดือน หมู 3 สาย 

 244 เมีย 5 เดือน หมู 3 สาย 

 245 เมีย 3 เดือน หมู 3 สาย 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมบัฟเฟอร�และ Reagent 

 
1. 0.5x Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer, pH 8.3 

สูตรของ 10x Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer, pH 8.3 มีส&วนประกอบดังนี้ 
Tris Base  890 mM 
Boric Acid  890 mM 
EDTA   20 mM 

วิธีเตรียม 
เติม 10x Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer สําเร็จรูป (Vivantis, Malasia) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 950 มิลลิลิตร จากนั้นผสมใหGเขGากัน เก็บไวGท่ีอุณหภูมิหGอง 
 

2. 10 mM dNTPs 
สูตรการเตรียม (ปริมาตร 400 ไมโครลิตร) ประกอบดGวย 

  dATP (100 mM)  10 ไมโครลิตร 
dTTP (100 mM)  10 ไมโครลิตร 
dCTP (100 mM)  10 ไมโครลิตร 
dGTP (100 mM)  10 ไมโครลิตร 

วิธีเตรียม 
ดูด dNTPs แต&ละชนิด (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) (Promega, USA) ปริมาตร10 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 360 ไมโครลิตร แลGวผสมใหGเขGากันดGวยเครื่อง vortex mixer 
เก็บไวGท่ีอุณหภูมิ -20oC 

 
3. 20 µM ไพรเมอร]  

สูตรการเตรียม (ปริมาตร100 ไมโครลิตร) ประกอบดGวย 
  ไพรเมอร] (100 µM) 20 ไมโครลิตร 
  น้ํากลั่น    80 ไมโครลิตร  

วิธีเตรียม 
ดูดไพรเมอร] (100 µM) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

แลGวผสมใหGเขGากันดGวยเครื่อง vortex mixer แลGวเก็บไวGท่ีอุณหภูมิ -20 oC 
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ภาคผนวก ค 
ผลการตรวจหาเช้ือ Cryptosporidium spp. และ Enterocytozoon bieneusi ในมูลสุกร 

 
 จากการนํา DNA ของเชื้อท่ีสกัดได�จากมูลสุกรจํานวน 245 ตัวอย$าง มาใช�เป'น DNA แม$แบบ
ในการเพ่ิมจํานวนยีน SSU rRNA ของเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E.  bieneusi ด�วยวิธี 
nested-PCR เพ่ือตรวจหาเชื้อท้ังสองชนิด และทําการจําแนกจีโนไทป>/สป@ชียA เชื้อดังกล$าวท่ีแยกได�
จากมูลสุกร ให�ผลดังตารางท่ี 22 

 
ตารางท่ี 22 ผลการตรวจหาเชื้อ Cryptosporidium spp. และ E bieneusi  ในมูลสุกรแต$ละตัวอย$าง 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

1 1 - - -  
 2 - - -  
 3 - - -  
 4 - - -  
 5 - - -  
 6 - - + E 
 7 - - -  
 8 - - -  
 9 - - -  
 10 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 11 - - -  
 12 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 13 - - -  
 14 - - -  
 15 - - -  
 16 - - -  
 17 - - -  
 18 + Cryptosporidium suis -  
 19 - - -  
 20 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 21 - - -  
2 22 - - -  
 23 - - + E 
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

2 24 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ E 

 25 - - -  
 26 - - -  
 27 - - -  
 28 - - -  
 29 - - -  
 30 - - -  
 31 - - -  
 32 - - -  
 33 - - -  
 34 - - -  
 35 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 36 - - + F 
 37 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
+ F 

 38 - - + E 
3 39 - - -  
 40 - - -  
 41 - - -  
 42 - - -  
 43 - - -  
 44 - - -  
 45 - - -  
 46 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 47 - - -  
 48 - - + E 
 49 - - -  
 50 - - -  
 51 - - -  
 52 - - -  
 53 - - -  
 54 - - -  
 55 - - -  
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

4 56 - - -  
 57 - - -  
 58 - - -  
 59 - - -  
 60 - - +  
 61 - - -  
 62 - - -  
 63 - - + E 
 64 - - -  
 65 - - -  
 66 - - -  
 67 - - -  
 68 - - -  
 69 - - -  
 70 - - -  
 71 - - -  
 72 - - -  
 73 - - -  
 74 - - -  
 75 - - -  
 76 - - -  
 77 - - -  
 78 + Cryptosporidium suis -  
 79 + Cryptosporidium suis + F 
 80 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 81 + Cryptosporidium suis + E 
 82 - - + E 
 83 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
+ E 

 84 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ E 

 85 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 86 - - -  
 87 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

4 88 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ E 

 89 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ E 

 90 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 91 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ E 

 92 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ F 

 93 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 94 - - + F 
 95 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
+ E 

 96 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 97 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

+ F 

 98 - - -  
 99 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 100 - - -  
 101 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

5 102 - - -  
 103 - - -  
 104 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 105 - - -  
 106 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 107 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 108 - - -  
6 109 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 110 - - -  
 111 - - -  
 112 - - -  
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

6 113 - - -  
 114 - - -  
 115 - - -  
7 116 - - -  
 117 - - -  
 118 - - -  
 119 - - + E 
 120 - - -  
 121 - - -  
 122 - - -  
 123 - - -  
 124 - - -  
 125 - - -  
 126 - - -  
 127 + Cryptosporidium spp. 

pig genotype II 
-  

 128 - - -  
8 129 - - -  
 130 - - -  
 131 - - -  
9 132 - - -  
 133 - - -  
 134 - - -  
 135 - - -  
 136 - - -  
 137 + Cryptosporidium spp. 

pig genotype II 
-  

 138 - - -  
 139 - - -  
 140 - - -  
 141 - - -  
 142 - - -  
 143 - - + E 
 144 - - -  
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

9 145 + Cryptosporidium spp. 
pig genotype II 

+ E 

 146 - - -  
 147 - - -  
 148 - - -  
 149 - - -  
 150 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
+ E 

 151 - - -  
 152 - - -  
 153 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 154 - - + E 
 155 - - -  
 156 - - -  
 157 - - -  
 158 - - -  
 159 - - -  
 160 - - -  
 161 - - -  
 162 - - -  
 163 - - -  
 164 - - -  
 165 - - -  
 166 - - -  
 167 - - -  
 168 - - -  
 169 - - -  
 170 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
+ E 

 171 - - -  
 172 - - -  
 173 - - -  
 174 - - + E 
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

9 175 - - -  
 176 - - -  
 177 + Cryptosporidium suis -  
 178 - - -  
 179 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 180 - - + E 
 181 - - -  
 182 - - -  
 183 - - -  
 184 - - -  
 185 - - -  
 186 - - -  
 187 - - -  
 189 - - -  
 190 - - -  
 191 - - -  

10 192 - - -  
 193 - - -  
 194 - - -  
 195 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 196 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 197 - - -  
 198 + Cryptosporidium suis -  
 199 - - + F 
 200 - - + E 
 201 - - -  
 202 - - -  
 203 - - -  
 204 - - -  
 205 - - -  
 206 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 207 - - -  
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

10 208 - - -  
 209 - - -  
 210 -  -  
 211 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 212 - - -  
 213 - - + E 
 214 - - -  
 215 - - + E 
 216 - - -  
 217 + Cryptosporidium suis -  
 218 + Cryptosporidium suis -  
 219 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 220 - - -  
 221 - - -  

11 222 - - -  
 223 - - -  
 224 - - -  
 225 - - -  
 226 - - -  
 227 - - -  
 228 - - -  
 229 - - -  
 230 - - -  
 231 - - -  
 232 - - -  
 233 - - -  
 234 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 235 + Cryptosporidium spp. pig 
genotype II 

-  

 236 - - -  
 237 - - -  
 238 + Cryptosporidium spp. pig 

genotype II 
-  

 239 - - + F 
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ตารางท่ี 22 (ต#อ) 
 

ฟารAม
ท่ี 

ลําดับ
ตัวอย$าง 

ผล PCR ของ 
Cryptosporidium 

spp. 

จีโนไทป>/สป@ชียAของ 
Cryptosporidium spp. 

ผล PCR ของ 
E.  bieneusi 

จีโนไทป>ของ 
E.  bieneusi 

11 240 - - -  
 241 - - -  
 242 + Cryptosporidium suis + E 
 243 - - + E 
 244 - - -  
 245 - - + E 
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