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รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ (ฉบับจริง) 
โครงการวิจัย (Project) 

โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ  2552     
  
ส่วนท่ี 1 สรุปผลการด าเนินงานโครงการวิจัย (Project) 
1.1 1.1  ช่ือโครงการ (ไทย)  การศกึษาความชกุและปัจจยัเส่ียงตอ่โรค cryptosporidiosis  

    และ giardiosis    จากอจุจาระโคนมในเขตภาคเหนือของประเทศไทย 
  (อังกฤษ)  Prevalence study and risk factor of cryptosporidiosis 

and giardiosis from dairy cow faces in northern of Thailand 

1.2 ลกัษณะโครงการ     เป็นโครงการวิจยัเด่ียว  
 เป็นโครงการยอ่ยในชดุโครงการวิจยั (ระบช่ืุอชดุโครงการวิจยั)   
   
1.3 ช่ือหวัหน้าโครงการ        เทวินทร์ อินป๋ันแก้ว  
1.4 หนว่ยงานหลกัรับผิดชอบ ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร์  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์   
1.5 ประเภทโครงการ  โครงการวิจยั 3 สาขา;      เกษตรศาสตร์       วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี       สงัคมศาสตร์ฯ 
 โครงการวิจยัสถาบนัเพ่ือพฒันาคณุภาพ       
 โครงการวิจยัและถ่ายทอดงานวิจยัสูป่ระชาชน 
 โครงการเสริมสร้างความเข้มแข็งด้านการวิจยั 
 โครงการวิจยัเพ่ือพฒันาหนว่ยปฏิบตักิารวิจยัเช่ียวชาญเฉพาะ (SRU) 
 โครงการวิจยัและพฒันาเพื่อเพิ่มศกัยภาพเชิงบรูณาการเพ่ือการแขง่ขนัฯ 

 โครงการวิจยัพฒันาร่วมภาครัฐและเอกชน 
1.6 ระยะเวลาด าเนินงานวิจยัตลอดโครงการ    1 ปี ตัง้แตปี่งบประมาณ 2552 ถึงปีงบประมาณ 2552  
1.7สถานท่ีด าเนินงานวิจยั/เก็บข้อมลู ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะสตัวแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์/ ฟาร์มโคนมในจงัหวดัเชียงราย เชียงใหมแ่ละล าปาง  
1.8 . งบประมาณรวมทัง้สิน้  400,000  บาท ประกอบด้วย 
    1) งบบริหารกลาง  340,000  บาท การเบกิเงิน งวดท่ี 1 เบกิแล้ว   170,000 บาท 
                งวดท่ี 2 เบกิแล้ว  170,000    บาท  งวดท่ี 3 เบกิแล้ว   บาท 
1.9 วตัถปุระสงค์โครงการวิจยั  

วัตถุประสงค์หลัก 
1.  เพ่ือตรวจหาความชกุของโรค cryptosporidiosis และ giardiosis ในโคนม  
2.  เพ่ือวิเคราะห์และค้นหาปัจจยัเส่ียงท่ีมีผลตอ่การตดิเชือ้ cryptosporidiosis และ giardiosis  

 3.  จดัท าแผนการแก้ไขปัญหาตา่ง ๆ เหลา่นีท้ัง้การด าเนินงานและแผนปฏิบตังิาน (action plan)  
                 เพ่ือแนะน าให้กบัเกษตรกรไทยและหน่วยงานท่ีเก่ียวข้อง 
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วัตถุประสงค์รอง 
1.  เพ่ือศกึษาและแยกแยะชนิดและสายพนัธุ์กรรมของเชือ้ Cryptosporidium และ Giardia ท่ี 
     ท าให้เกิดโรคในสตัว์เปรียบเทียบกบัสายพนัธุกรรมท่ีพบในสตัว์ชนิดอ่ืน ๆ  
2.  เพ่ือแยกหาสตัว์ท่ีอาจเป็นตวัเก็บกกัโรค (Reservoir hosts) 

1.10  เป้าหมายผลงานวิจยัตลอดโครงการ 
ปีท่ี  เดือนท่ี     ผลงานวิจยัท่ีคาดวา่จะได้    
1. 1-6   เก็บอจุจาระโคนมจ านวน 500 ตวัและตรวจหาเชือ้โดยวิธี DMSO modified acid fast stain for  
        Cryptosporidium spp. และ Zinc sulphate flotation for Giardia spp.และตรวจหาเชือ้ทัง้ 
       สองชนิดโดยวิธี IFAT   

 7-12 สกดั DNA จ านวน 500 ตวัอยา่งและน า DNA ท่ีได้มาท าการ screening หาเชือ้ Giardia spp. 
และ Cryptosporidium spp. และ genotyping เพ่ือแยก genotype โดยใช้วิธี sequencing 
และ PCR-RFLP ตามล าดบัและสรุปผลงานวิจยั 

1.12  สรุปผลการด าเนินงานตามวตัถปุระสงค์ 
 บรรล ุเน่ืองจากได้ข้อมลูทัง้ในสว่นความชกุ สายพนัธุกรรมของเชือ้ท่ีพบในประเทศไทยและปัจจยัเส่ียง

ท่ีเก่ียวข้องกบัการตดิเชือ้ตรงตามวตัถปุระสงค์ของโครงการ   
 บรรลบุางสว่น (ร้อยละ………….) เหตผุล   
 ไมบ่รรล ุเหตผุล   
1.13  ผลผลิต/ สิ่งท่ีได้จากการวิจยั (Outputs) (โปรดระบรุายละเอียด) 
 องค์ความรู้/ข้อมลูพืน้ฐาน ข้อมลูความชกุของเชือ้ Cryptosporidium ท่ีพบอยูท่ี่ร้อยละ 5 โดยวิธี 

modified acid fast stain ร้อยละ 7 โดยวิธี IFAT และร้อยละ 7.6 โดยวิธี PCR ตามล าดบั ในขณะท่ี
ความชกุของเชือ้ Giardia duodenalis คดิเป็นร้อยละ 7.0  โดยวิธี zinc sulphate flotation ร้อยละ 
8.0 โดยวิธี IFAT และ ร้อยละ 8.8 โดยวิธี PCR   

 สายพนัธุ์พืช/สตัว์/จลุินทรีย์  สายพนัธุกรรมของเชือ้ Cryptosporidium วา่พบทัง้ C. parvum ท่ี 
สามารถติดตอ่ถึงคนได้และ C. bovis ท่ีพบได้ในโคเทา่นัน้ สว่นเชือ้ Giardia duodenalis นัน้พบ 2 
สายพนัธุ์คือ Assemblage AI ท่ีสามารถพบในคนและ Assemblage E ท่ีพบในโคนมเทา่นัน้   

  ผลิตภณัฑ์   
 สิ่งประดษิฐ์   
 เทคโนโลยี/นวตักรรม   
 ฐานข้อมลู/ซอฟแวร์   
 คูมื่อ  
 วิดีทศัน์    

การสร้างนกัวิจยั/สนบัสนนุนิสิตปริญญาตรี คน ปริญญาโท 1    คน ปริญญาเอก    1 คน 
สนบัสนนุการศกึษาปัญหาพิเศษ            เร่ือง (ระบ)ุ             วิทยานิพนธ์             เร่ือง (ระบ)ุ   
อ่ืนๆ (ระบ)ุ    
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1.14  ผลลพัธ์/ผลส าเร็จท่ีได้/หรือคาดวา่จะได้จากการน าผลการวิจยัไปใช้ประโยชน์ (Outcomes)  
(1)  เป้าหมายการน าไปใช้ประโยชน์ (ระบกุลุม่เป้าหมายของงานวิจยัเชิงปริมาณ/คณุภาพ) 

ด้านการศกึษา/เสริมการเรียนการสอน สามารถน าผลงานวิจยัไปอ้างอิงได้ว่าในประเทศไทยพบ
เชือ้นีอ้ยู่และสามารถให้ความรู้กบันิสิตได้เก่ียวกบัเชือ้นีใ้นประเทศไทย  
ด้านการเกษตร สามารถให้ความรู้กบัเกษตรกรว่าเชือ้นีพ้บได้ในฟาร์มและเมื่อมีการระวงัป้องกนั
ท่ีดีเม่ือสตัว์ไมป่่วยก็มีคณุภาพท่ีดีได้ ผลผลิตก็จะดีขึน้  
ด้านอตุสาหกรรม  
ด้านทรัพยากรธรรมชาต/ิสิ่งแวดล้อม  
ด้านคณุภาพชีวิต สขุภาพอนามยั เชือ้ท่ีพบติดถึงคนได้ก็สามารถน าผลวิจยัท่ีได้ให้ความรู้กบั
เกษตรกรหรือคนงานในฟาร์มเพ่ือจะได้มีการป้องกนัไมใ่ห้มีการติดตอ่ถึงคนได้  
ด้านเศรษฐกิจ  
ด้านสงัคม  
ด้านการท านบุ ารุงศลิป ศาสนา วฒันธรรม  
ด้านการถ่ายทอดเทคโนโลยี/ฝึกอบรมแก่กลุม่เป้าหมาย  
เสนอภาครัฐ เพ่ือใช้ก าหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ   
น าความรู้ไปวิจยั/พฒันาขัน้ตอ่ไป  
ก่อให้เกิดความร่วมมือระหว่างหนว่ยงาน/การสร้างเครือข่าย  
อ่ืนๆ (ระบ)ุ  

(2)  สรุปผลการน าผลการวิจยัไปเผยแพร่ / ถ่ายทอด ตัง้แต่เร่ิมต้นจนสิน้สุดโครงการ (ระบรุายละเอียด 
อยู่ระหวา่งด าเนินการสง่ตีพิมพ์/ตีพิมพ์แล้วในรูปแบบเอกสารอ้างอิงและแนบส าเนาเป็น
ภาคผนวกของรายงาน) 

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   
ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   
 น าเสนอในการประชมุ/สมัมนา ตา่งประเทศ 1   เร่ือง (ระบ)ุ Asian Meeting of Animal 

Medical Specialties (11-13 December 2009, Taipei, Taiwan). 
น าเสนอในการประชมุ/สมัมนา ในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ    
น าเสนอทางวิทย/ุโทรทศัน์/Website                    เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   
น าเสนอทางนิทรรศการ                                     เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    
บทความ/เอกสารสิ่งพิมพ์/วีดีทศัน์                      เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ           
ถ่ายทอด/ฝึกอบรมแก่เกษตรกร/ผู้สนใจ               เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    
ถ่ายทอดสูภ่าคเอกชน/อตุสาหกรรม/ผู้ประกอบการ (ประโยชน์เชิงพาณิชย์)       เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   
ภาครัฐน าไปใช้ก าหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ (ระบ)ุ    
มีผู้น าผลงานวิจยัไปอ้างอิง (ระบ)ุ    
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 อ่ืนๆ (ระบ)ุ     
 
1.15  การย่ืนจด         สิทธิบตัร          อนสุิทธิบตัร      ลิขสิทธ์ิ 
  มีศกัยภาพท่ีจะย่ืนจด (ระบ)ุ                  ย่ืนจดแล้ว เม่ือ  
1.16  ผลกระทบ (Impact) ท่ีเกิดจากการน าผลการวิจยัไปใช้ (ระบวุา่ก่อให้เกิดผลกระทบอยา่งไร) 
  ด้านความมัน่คง อาทิ การเมืองการปกครอง กฎหมาย การตา่งประเทศ โครงสร้างพืน้ฐาน และ

บริการโทรคมนาคม ฯลฯ (ระบ)ุ   
  ด้านการเศรษฐกิจ อาทิ การพาณิชยกรรม การเกษตรกรรม การอตุสาหกรรม การท่องเท่ียว 

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี พลงังาน ฯลฯ (ระบ)ุ   
  ด้านคณุภาพชีวิตและสงัคม ศกัยภาพของคนและการศกึษา การแพทย์และสาธารณสขุ หลกัประกนั

ความมัน่คง สวสัดกิารสงัคม วฒันธรรม จริยธรรมและคา่นิยม ฯลฯ (ระบ)ุ เน่ืองจากสายพนัธุ์ท่ีพบ
เป็นสายพนัธุ์ท่ีตดิตอ่ถึงคนได้จงึควรท่ีจะมีการน าผลท่ีได้ไปให้ความรู้กบัเกษตรกรท่ีท างานให้มี
ความระมดัระวงัเม่ือมีการสมัผสักบัสตัว์ท่ีอยูใ่นฟาร์มนัน้ๆเพ่ือป้องกนัการติดเชือ้นี  ้  
  ด้านทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม การบริการจดัการการใช้ทรัพยากรให้เกิดประโยชน์ การ
ป้องกนัการท าลาย ลดการสญูเสีย การฟืน้ฟทูรัพยากรและสิ่งแวดล้อม ฯลฯ  
  อ่ืนๆ (ระบ)ุ   

1.17  ผลการด าเนินงานวิจยัสอดคล้องกบัยทุธศาสตร์ชาต ิในด้าน   
ยทุธศาสตร์การขจดัความยากจน 
ยทุธศาสตร์การพฒันาคนและสงัคมท่ีมีคณุภาพ 
ยทุธศาสตร์การปรับโครงสร้างเศรษฐกิจให้สมดลุ และแขง่ขนัได้ 
ยทุธศาสตร์การบริหารจดัการทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม 
ยทุธศาสตร์การตา่งประเทศและเศรษฐกิจระหวา่งประเทศ 
ยทุธศาสตร์การพฒันากฎหมายและสง่เสริมการบริหารกิจการบ้านเมืองท่ีดี 
ยทุธศาสตร์การสง่เสริมประชาธิปไตยและกระบวนการประชาสงัคม 
ยทุธศาสตร์การรักษาความมัง่คงของรัฐ 
ยทุธศาสตร์การรองรับการเปล่ียนแปลงและพลวตัโลก 
อ่ืนๆ โปรดระบ ุ          

1.18 ปัญหา อปุสรรค ในการด าเนินงานวิจยัและแนวทางแก้ไข      
1.19 งานท่ีจะท าตอ่ไป/ค าชีแ้จงเพิ่มเตมิ ท าวิจยัในเขตจงัหวดัและภาคอ่ืนๆท่ีมีการเลีย้งโคนมเพ่ือดวูา่แตล่ะ
พืน้ท่ีจะมีการกระจายตวัของเชือ้นีต้า่งกนัหรือไมแ่ละเป็นสายพนัธุ์ท่ีพบเหมือนกบังานวิจยัครัง้นีห้รือไม่ 
1.20 ได้แนบ “รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ของโครงการ (Project)” ตามหวัข้อ ในส่วนที่ 2          

(หน้าถดัไป)   มาด้วยแล้ว  
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ลงช่ือ           หวัหน้าโครงการ 

(               เทวินทร์ อินป๋ันแก้ว       ) 

      6         /    3        / 58       วนั/เดือน/ปี ท่ีรายงาน
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โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ 2552  
 

โครงการวิจยัรหสั  ก-ษ(ด)42.52  
การศกึษาความชกุและปัจจยัเส่ียงตอ่โรค cryptosporidiosis และ giardiosis จากอจุจาระโคนม

ในเขตภาคเหนือของประเทศไทย 
Prevalence study and risk factor of cryptosporidiosis and giardiosis from dairy cow 

feces in northern of Thailand 
เทวินทร์ อินป๋ันแก้ว(1) สถาพร จิตตปาลพงศ์(1) นฤมล ถดัทะพงษ์(1)  รีเบคก้า โทป(2) นงนชุ ภิญโญ

ภานวุฒัน์(1) วิษณวุฒัน์ ฉิมน้อย(1) 
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บทคัดย่อ 
                                                                    

                         Cryptosporidium spp. และ Giardia duodenalis 
                     3 จงัหวดัของภาคเหนือ (เชียงราย เชียงใหม่   ล าปาง) 
                               500             การตรวจหาเชือ้ Cryptosporidium 
spp. โดยวิธี DMSO-modified acid fast stain, immunofluorescence antibody test 
(IFAT) และ polymerase chain reaction (PCR) ในขณะที         เชือ้ G. duodenalis 
ใช้     zinc sulphate centrifugal flotation, IFAT     PCR                 ความชกุรวม
ของการตดิเชือ้ Cryptosporidium spp. โดยวิธี DMSO-modified acid fast stain พบ 25 
ตวัอยา่ง (ร้อยละ 5) วิธี IFAT พบ 35 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7) และวิธี PCR พบ 38 ตวัอย่าง (ร้อย
ละ 7.6) จากทัง้หมด 500 ตวัอยา่งให้ผลบวกตอ่การติดเชือ้นี ้ในขณะท่ีผลการศกึษาความชกุ
รวมของการติดเชือ้ G. duodenalis ในโคนมเขตภาคเหนือของประเทศไทยคิดเป็นร้อยละ 7.0 
(35/500) จากการตรวจโดยวิธี zinc sulphate flotation ร้อยละ 8.0 (40/500) จากการตรวจ
โดยวิธี IFAT และร้อยละ 8.8 (44/500) จากการตรวจโดยวิธี PCR 
                                                                                 
Cryptosporidium และ Giardia                                          
Cryptosporidium spp. พบ 2 สายพนัธุ์คือ C. parvum และ C. bovis ในขณะท่ี G. 
duodenalis           Assemblage AI และ Assemblage E 
ค าส าคัญ: Cryptosporidium, Giardia, โคนม, ประเทศไทย, ปฏิกริยาลกูโซโ่พลีเมอเรส 
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ABSTRACT 
The aims of this study were to determine prevalence, risk factors, and genotype 

of Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis from feces of dairy cattle from the 
northern part (Chiang Rai, Chiang Mai and Lumpang provinces) of Thailand. A total 
of 500 fecal samples were collected directly from rectum and Cryptosporidium 
infection was examined by using DMSO-modified acid fast stain, 
Immunofluorescence antibody test (IFAT) and polymerase chain reaction (PCR). 
One the other hand, Giardia duodenalis infection was diagnosed by zinc sulphate 
centrifugal flotation technique, IFAT and PCR. The prevalence of Cryptosporidium 
spp. was 5% by DMSO-modified acid fast stain, 7.0% by IFAT and 7.6% by PCR 
respectively. While, G. duodenalis in dairy cows was 7% (35/500) by using zinc 
sulphate centrifugal flotation technique, 8.0% (40/500) by IFAT and 8.8% (44/500) 
by using PCR.  No significant risk factors for Cryptosporidium and Giardia infection 
in dairy cattle were found in this study. For genotype identification of 
Cryptosporidium spp. were C. parvum and C. bovis.  While, all PCR positives from 
G. duodenalis were Assemblage AI and Assemblage E in this study.  
Keywords: Cryptosporidium, Giardia, dairy cows, Thailand, PCR 
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ค าน า (Introduction) 
โรคตดิตอ่จากสตัว์สู่คนเกิดจากเชือ้ได้หลายชนิด เชน่ แบคทีเรีย ไวรัส รวมทัง้โปรโตซวับาง

ชนิดสามารถติดตอ่สู่คนได้ ในจ านวนเชือ้โปรโตซวันัน้ Cryptosporidium spp. และ Giardia 
duodenalis เป็นสาเหตสุ าคญัประการหนึง่ท่ีก่อให้เกิดอาการอจุจาระร่วงในผู้ ป่วยโดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งผู้ ป่วยท่ีมีภมูิคุ้มกนับกพร่องเชน่ผู้ ป่วยเอดส์ โดยผูป่่วยจะมีอาการอจุจาระร่วงอยา่ง
รุนแรงจนอาจท าให้เสียชีวิตได้ โดยมีรายงานการระบาดของโรค cryptosporidiosis จากการ
ปนเปือ้นในแหลง่น า้ด่ืมทัง้ในประเทศสหรัฐอเมริกา องักฤษ แคนาดา ออสเตรเลียและญ่ีปุ่ น 
มากกวา่ 25,000 ราย โดยการปนเปือ้นของเชือ้นีจ้ากสตัว์เป็นปัจจยัส าคญัของการ
แพร่กระจายของโรค รวมทัง้มีรายงานความชกุของโรค cryptosporidiosis ในโคนมของ
ประเทศไทยอีกด้วย ในสว่นของ Giardia มีรายงานการระบาดของเชือ้โปรโตซวัจากการ
ปนเปือ้นในแหลง่น า้ด่ืมทัว่โลกโดยมีเชือ้ Giardia เป็นโปรโตซวัท่ีมีระบาดมากเป็นหลกัถึงร้อย
ละ 40.6 ของพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดทัง้หมด (Karanis et al., 2007) 
Cryptosporidium spp. 

Cryptosporidium เป็นเชือ้โปรโตซวัท่ีจดัอยู่ใน Phylum Apicomplexa ระยะตา่งๆ ของ
การเจริญเติบโตเกาะอยูท่ี่ผนงัเย่ือบลุ าไส้ มีวงจรชีวิตสมบรูณ์ได้ภายในโฮสต์เดียว 

ลกัษณะของอซีูสตมี์รูปร่างกลม หรือกลมรี ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 3-5 ไมโครเมตร ผนงั
หนา ภายในอซีูสต์มี sporozoite ท่ีมีรูปร่างเรียวยาว คล้ายเสีย้วพระจนัทร์ มีขนาดประมาณ 
1.5 x 0.75 ไมโครเมตร เรียงตวัขนานกนัอยูภ่ายในอซีูสต ์ ในปัจจบุนัพบอยา่งน้อย 14 
species (ตารางท่ี 1) (Hunter and Thompson, 2005) 

Cryptosporidium สามารถจ าแนกได้เป็น 2 สายพนัธุ์คือ สายพนัธุ์คน (human 
genotype) และสายพนัธุ์สตัว์ (animal genotype) โดยสายพนัธุ์คนจะตดิตอ่ระหวา่งคนกบั
คนเทา่นัน้ สว่นสายพนัธุ์สตัว์สามารถตดิตอ่จากสตัว์สู่คน จากคนสูส่ตัว์ และจากสตัว์สูส่ตัว์ได้
ด้วย จงึท าให้เชือ้ชนิดนีมี้การระบาดได้ง่ายและรวดเร็ว ยากตอ่การป้องกนัและควบคมุ ใน
ระยะหลงันีมี้รายงานการตดิเชือ้ Cryptosporidium ในคนมากขึน้ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะโลกมี
จ านวนผู้ ป่วยด้วยโรคภมูิคุ้มกนับกพร่องเพิ่มขึน้ โดยสามารถตรวจพบเชือ้ Cryptosporidium 
spp. จ านวนร้อยละ 13.0 ของผู้ติดเชือ้ HIV ท่ีมีอาการท้องเสียในประเทศไทย 
(Saksirisampant et al., 2002) ประกอบกบัการให้ความส าคญัของโรคติดตอ่ระหว่างคนและ
สตัว์มีมากขึน้ เชือ้นีจ้งึได้รับความสนใจอยา่งแพร่หลาย  ในปัจจบุนั  
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ตารางท่ี 1. Species of Cryptosporidium. 
Species Major hosts 
Cryptosporidium muris 
Cryptosporidium parvum 
Cryptosporidium melegridis 
Cryptosporidium wrairi 
Cryptosporidium felis 
Cryptosporidium serpentis 
Cryptosporidium baileyi 
Cryptosporidium saurophilum 
Cryptosporidium galli 
Cryptosporidium andersoni 
Cryptosporidium canis 
Cryptosporidium molnari 
Cryptosporidium hominis 
Cryptosporidium suis 

rodents  
cattle & other livestock, humans 
birds 
guinea pigs 
cats 
reptiles 
poultry 
lizards 
poultry 
cattle 
dogs 
fish 
humans 
pigs 

Cryptosporidium สามารถติดตอ่ได้ทางอาหารและน า้ด่ืมโดยมีการปนเปือ้นของเชือ้นี ้
เชือ้ชนิดนีมี้การเจริญและแบง่ตวัทัง้ระยะมีเพศ (sexual stage) และไมมี่เพศ (asexual 
stage) ในล าไส้เล็กของคนหรือสตัว์ป่วยซึง่จะท าให้คนหรือสตัว์นัน้ๆมีอาการท้องร่วงเป็นน า้ 
(watery diarrhea) (Ortega-Mora et al., 1999) มีไข้ ปวดท้อง อาการท้องเสียคงอยู่ประมาณ 
5-8 วนั สตัว์ท่ีมีรายงานการเกิดโรคมากท่ีสดุได้แก่ โค (Jellison et al., 2002)   ซึง่โรคนีจ้ะพบ
ได้มากในผู้ ป่วยภมูิคุ้มกนับกพร่องและสตัว์อายนุ้อยๆหรือในระยะคลอดท่ีมีภาวะเครียด 
(Forney et al., 1999) ท าให้คนหรือสตัว์เหล่านีแ้สดงอาการท่ีรุนแรงกวา่ปกติและเน่ืองจาก
ปัจจบุนัยงัไมมี่ยาชนิดใดท่ีใช้รักษาได้ผลดีตอ่เชือ้นีท้ัง้ในคนและสตัว์ เน่ืองจากเชือ้ชนิดนีมี้
คณุสมบตัติา่งจากเชือ้โปรโตซวัท่ีอาศยัในเนือ้เย่ืออ่ืนๆ คือ ตวัเชือ้อาศยัอยูภ่ายในเซลล์แตอ่ยู่
นอกเย่ือหุ้มเซลล์ (Sharma and Bhutani, 1988) ท าให้การออกฤทธ์ิของยาเป็นไปได้ยากการ
รักษาไมไ่ด้ผลดีเทา่ท่ีควร 

การวินิจฉยัโรค cryptosporidiosis ท าได้โดยตรวจหาอซีูสตใ์นอจุจาระซึง่มีหลายวิธีได้แก่ 
การตรวจภายใต้กล้องจลุทรรศน์ด้วยวิธี floatation และ wet mount examination วิธีย้อมสี 
acid-fast เชน่ย้อมสี carbol-fuchsin เป็นต้น การใช้วิธีทางซีร่ัมวิทยา เช่น วิธี 
immunofluorescence assay ท่ีใช้ monoclonal antibody และวิธี enzyme immunoassay 
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เป็นต้น  ในปัจจบุนัการใช้เทคนิคทางอณชีูวโมเลกลุก็เป็นทางเลือกท่ีใช้กนัแพร่หลายซึ่งให้ผลดี
และแมน่ย าเป็นนา่เช่ือถือจงึควรท่ีจะมีการศกึษาเชือ้นีใ้นประเทศไทยเพ่ือให้ได้ข้อมลูของเชือ้นี ้
ทัง้ด้านของ การติดตอ่ อบุตัิการณ์การรวมทัง้ด้านระบาดวิทยาของโรคนีด้้วย 

ในตา่งประเทศได้มีการศกึษาเก่ียวกบัการติดเชือ้นีก้นัอย่างกว้างขวาง (Qkhuysen and 
Chappell, 2002) รวมทัง้การศกึษาทางด้านระบาดวิทยาของเชือ้นีด้้วยโดยพบวา่สายพนัธุ์
สตัว์ท่ีตดิตอ่จากสตัว์สูค่นและจากคนสูส่ตัว์และจากสตัว์สูส่ตัว์นัน้ส่วนใหญ่มกัจะเป็น 
Cryptosporidium parvum ซึง่พบสว่นใหญ่ในโค รวมทัง้ในโคนมด้วยโดย (O’ Handley et 
al., 1999) ได้ท าการศกึษาการติดเชือ้ Cryptosporidium ในลกูโคนมโดยพบว่าการตดิเชือ้นี ้
ในลกูโคท าให้ลกูโคมีอาการท้องเสียและเป็นปัจจยัหลกัท่ีท าให้เกิดการท้องเสียในช่วง
ประมาณเดือนแรกของการได้รับเชือ้นีใ้นลกูโค แตห่ลงัจากนัน้ลกูโคจะไมมี่อาการท้องเสีย 
อยา่งไรก็ตามพบว่าโคยงัมีการปลอ่ยระยะอซีูสต์ของเชือ้นีอ้ยูท่ าให้โคมีความส าคญัท่ีอาจจะ
เป็นสตัว์รังโรค (reservoir host) ในการถ่ายทอดเชือ้นีสู้ส่ตัว์หรือสู่คนได้  

แตส่ าหรับในประเทศไทยยงัมีผู้ท าการศกึษากนัน้อยมาก ท าให้ข้อมลูเก่ียวกบัระบาด
วิทยาของโรค วงจรชีวิต สตัว์รังโรค (reservoir host) ฤดกูาลระบาด ตลอดทัง้สายพนัธุ์ของเชือ้
ท่ีมีอยูใ่นประเทศไทยยงัไมช่ดัเจน โดยส่วนใหญ่จะเป็นการศกึษาในผู้ ป่วยท่ีภมูิคุ้มกนับกพร่อง 
โดยเฉพาะผู้ ป่วยเอดส์ (Saksirisampant et al., 2002) ได้รายงานความชกุของโรค 
cryptosporidiosis ในผู้ ป่วยเอดส์โดยท าการเก็บอจุจาระผู้ ป่วยจ านวนท่ีมีอาการท้องเสีย
จ านวน 156 คน ในโรงพยาบาลบ าราศนราดรู ซึง่พบวา่ความชกุในประชากรกลุม่นีคื้อร้อยละ 
12.8 สว่นอตัราการติดโรคในประชากรในภาคตา่งๆทัง้ในกลุม่คนท่ีปกตหิรือมีการใกล้ชิดกบั
สตัว์ยงัไมมี่ผู้ท าการศกึษาอย่างจริงจงัรวมถึงอตัราการตดิโรคในสตัว์ด้วย  

      Giardia duodenalis 
  ปัจจบุนั G. duodenalis เป็นพยาธิโปรโตซวัท่ีอาศยัในล าไส้เล็กของคนและสตัว์เลีย้งลกู

ด้วยนมชนิดอ่ืนๆรวมทัง้ในโคนมด้วย โดยท่ีชีพจกัรของโปรโตซวัชนิดนีจ้ะประกอบด้วย 2 ระยะ
คือ ระยะโทรโพซอยท์และระยะซีสต์ โดยท่ีระยะโทรโพซอยท์เป็นระยะท่ีจะติดตอ่และเพิ่ม
จ านวนในตวัโฮสต์ ขณะท่ีระยะซีสตจ์ะเปล่ียนแปลงมาจากระยะโทรโพซอยท์โดยมีการสร้าง
ผนงัหุ้มไว้เพ่ือทนทานกบัสภาพแวดล้อมภายนอกเพ่ือออกจากตวัโฮสต์และถ่ายทอดเชือ้ตอ่ไป 

  G. duodenalis สามารถติดตอ่ได้ทางอาหารและน า้ด่ืมโดยมีการปนเปือ้นของเชือ้นี ้ เชือ้
ชนิดนีมี้การเจริญและแบง่ตวัทัง้ระยะมีเพศ (sexual stage) และไมมี่เพศ (asexual stage) ใน
ล าไส้เล็กของคนหรือสตัว์ป่วยซึง่จะท าให้คนหรือสตัว์นัน้ๆมีอาการท้องร่วงเป็นน า้ (watery 
diarrhea) ซึง่โรคนีจ้ะพบได้มากในผู้ ป่วยภมูิคุ้มกนับกพร่องและสตัว์อายนุ้อยๆหรือในระยะ
คลอดท่ีมีภาวะเครียดท าให้คนหรือสตัว์เหลา่นีแ้สดงอาการท่ีรุนแรงกว่าปกตไิด้ 
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  ในชว่งเร่ิมต้นของศตวรรษท่ี 20 การศกึษาถึง taxonomy ของเชือ้ Giardia ในระดบัสาย
พนัธุ์คอ่นข้างท่ีจะยุง่ยากและซบัซ้อน ซึง่สว่นใหญ่มกัจะแยกตามโฮสต์เทา่นัน้ จนถึงปี ค.ศ. 
1951 Filice ได้อธิบายและจ าแนกสายพนัธุ์ของเชือ้ Giardia ไว้ 3 สายพนัธุ์คือ G. 
duodenalis ท่ีพบได้ในคน สตัว์เลีย้ง และปศสุตัว์ G. agilis ซึง่พบได้ในพวกสตัว์คร่ึงบกคร่ึง
น า้ และ G. muris ซึง่พบได้ในหน ู และมีรายงานเพิ่มเตมิอีก 2 สายพนัธุ์ท่ีพบได้ในนก 
(Thompson et al., 2000) (ตารางท่ี 2) 
ตารางท่ี 2. Recognized species in the genus Giardia. 
Species Host Morphological characteristics 
G. duodenalis 
 
 
G. agilis 
 
G. muris 
 
G. psittaci 
 
 
G. ardeae 

wide range of domestic 
and wild mammals 
including humans 
amphibians 
 
rodents 
 
birds 
 
 
birds 

pear-shaped trophozoites with claw-
shaped median bodies 
 
long, narrow trophozoites with club-
shaped median bodies 
rounded trophozoites with small 
round median bodies 
pear-shaped trophozoites, with no 
ventrolateral flange. claw-shaped 
median bodies 
rounded trophozoites, with prominent 
notch in ventral disc and rudimentary 
caudal flagellum. round-oval to claw 
shaped median bodies 

อย่างไรก็ตามในปัจจุบัน การใช้เทคนิคทางด้านโมเลกุล  ในการศึกษาถึง taxonomy 
โครงสร้างประชากร รวมทัง้ความเป็นไปได้ท่ีสายพนัธุ์สตัว์สามารถติดตอ่ถึงคนได้  มีการศกึษากนั
อย่างกว้างขวาง โดยพบว่าลกัษณะรูปร่างของเชือ้ G. duodenalis และทางด้านพนัธุกรรมจะมี
ลกัษณะคล้ายกนั  (Thompson et al., 2000) โดย Giardia isolates ท่ีพบในคนจะสามารถพบได้
ในกลุ่มพนัธุกรรมหลกั 2 กลุ่มหรือท่ีเรียกว่า Assemblage และยงัสามารถแบง่เป็นกลุ่มย่อยได้อีก 
โดย Assemblage A กลุ่มท่ี 1 สามารถพบได้ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมหลายชนิดรวมทัง้โคนมและ
คน (Mayrhofer et al., 1995) ส่วน Assemblage A กลุ่มท่ี 2 มกัพบในสายพนัธุ์คนและสนุขั 
(Traub et al., 2004) กลุ่มตอ่มาคือ Assemblage B เป็นสายพนัธุ์ท่ีพบในคนเป็นหลกัแตอ่าจพบ
ได้ในสนุขัด้วย (Monis et al., 1996; Monis et al., 1998) ส่วนสายพนัธุ์อ่ืนๆท่ีพบได้จะเป็นสาย
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พนัธุ์ ท่ีจ าเพาะต่อโฮสต์นัน้ๆและไม่ติดต่อถึงคน เช่น กลุ่มAssemblage C/D เป็นสายพันธุ์ ท่ี
จ าเพาะในสุนัข, กลุ่มAssemblage E เป็นสายพนัธุ์ ท่ีจ าเพาะในสัตว์ทางด้านปศสุัตว์เช่น โค 
กระบือ เป็นต้น และ กลุ่มAssemblage F เป็นสายพนัธุ์ท่ีจ าเพาะในแมว   ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
(Olsen et al., 2004). 
ตารางท่ี 3. Genotypic groupings of G. duodenalis. 
Assemblage (genotypic grouping) Host range 
Assemblage A (group I) 
Assemblage A (group II) 
Assemblage B (group III) 
Assemblage B (group IV) 
Assemblage C/D 
Assemblage E 
Assemblage F 

humans and other mammals; zoonotic 
mainly humans, dogs; zoonotic 
humans and other mammals; zoonotic 
humans 
dogs 
livestock 
cats 

ซึ่งจากข้อมูลดังกล่าวท าให้มีความเป็นไปได้ท่ีโคนมจะสามารถเป็นแหล่ง รังโรค 
giardiosis และอาจจะสามารถท่ีจะถ่ายทอดเชือ้นีไ้ปสู่คนหากมีการสมัผสัเชือ้นีท้ัง้โดยทางตรง
และทางอ้อม โดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้ ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่องหรือเด็กท่ีอยู่โดยรอบบริเวณฟาร์ม
รวมทัง้คนงานในฟาร์มโคนมและเจ้าของฟาร์มด้วย 

ในปัจจบุนัหลายๆประเทศในทวีป ยโุรป อเมริกา ออสเตรเลียและเอเชียได้ให้ความส าคญั
ถึงโรค giardiosis ท่ีสามารถติดตอ่ถึงคนได้ (Hopkin et al. 1997; Capelli et al. 2003; Sulaiman 
et al. 2003; Traub et al. 2004) และยงัมีการศกึษาและพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัยท่ีแม่นย าใน
การตรวจหาเชือ้ชนิดนี ้อย่างไรก็ตามในประเทศไทยยังมีการศึกษาเก่ียวกับเชือ้นีค้่อยข้างน้อย
โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้อมลูในสตัว์โดยส่วนใหญ่จะเป็นข้อมลูในคน จึงจ าเป็นท่ีจะต้องท าการศกึษา
ในสตัว์ซึ่งสามารถท่ีจะเป็นแหล่งรังโรคและเน่ืองจากในประเทศไทยมีรายงานโรค giardiosis ใน
สตัว์น้อยมากท าให้ไม่สามารถทราบได้ว่ามีความเป็นไปได้มากน้อยเพียงใดท่ีโรคนีใ้นคนติดตอ่มา
จากสตัว์ ดงันัน้จึงน่าจะมีการศกึษาควบคูก่นัไปทัง้ในคนและในสตัว์ เพ่ือท่ีจะได้ข้อมลูทางระบาด
วิทยาของโรคนีใ้นประเทศไทย 
ความส าคัญทางด้านสาธารณสุข 

มีรายงานการติดเชือ้ Cryptosporidium และ Giardia อยา่งกว้างขวางทัว่โลกโดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในผู้ ป่วยท่ีมีภมูิคุ้มกนับกพร่องรวมทัง้ในเด็กเล็ก โดยมีรายงานความชกุของโรค 
cryptosporidiosis ในผู้ ป่วยเอดส์โดยท าการเก็บอจุจาระผู้ ป่วยจ านวนท่ีมีอาการท้องเสียจ านวน 
156 คน ในโรงพยาบาลบ าราศนราดรู ซึง่พบวา่ความชกุในประชากรกลุม่นีคื้อร้อยละ 12.8  สว่น
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อตัราการตดิโรคในประชากรในภาคตา่งๆทัง้ในกลุม่คนท่ีปกติหรือมีการใกล้ชิดกบัสตัว์ยงัไมมี่ผู้ท า
การศกึษาอยา่งจริงจงัรวมถึงอตัราการตดิโรคในสตัว์ด้วย 

 ส่วน giardiosis มีรายงานในสถานเลีย้งเด็กอ่อนว่าเกิดมีการ outbreak ของเชือ้นีอ้ยู ่
(Thompson, 2000) ในประเทศไทยมีรายงานความชุกของเชือ้นีใ้นคนอยู่ท่ีร้อยละ 5.3- 16.4 
(Waikagul et al. 2002; Nuchprayoon et al. 2002; Sirivichayakul et al. 2003) แตย่งัไม่มี
รายงานความชกุของทัง้สองโรคนีใ้นโคนมของประเทศไทย อย่างไรก็ตามจากการค้นคว้าข้อมลูใน
หลายๆประเทศพบว่านัน้สายพันธุ์ของเชือ้ทัง้สองท่ีพบในโคนมนัน้มีสายพันธุ์ ท่ีพบในคนด้วย 
ดงันัน้โคนมมีโอกาสท่ีสามารถเป็นแหล่งรังโรคและถ่ายทอดเชือ้มาสู่คนได้จากการสมัผสัเชือ้ท่ีปน
ออกมากบัอจุจาระของโคท่ีป่วยทัง้โดยโดยตรงและทางอ้อมโดยเฉพาะอย่างยิ่งในฟาร์มโคนมท่ีไม่
มีการจดัการภายในฟาร์มท่ีดีอาจจะท าให้คนงานหรือเจ้าของฟาร์มมีโอกาสท่ีจะสมัผสัและติดเชือ้
นีไ้ด้ซึ่งท าให้มีความส าคญัทางด้านสาธารณสขุในแง่ของการเป็นโรคสตัว์สู่คนได้ การลดปริมาณ
ของโรคในโคอาจเป็นหนทางหนึ่งท่ีจะลดอตัราการเกิดโรคในคนด้วย ปัจจบุนัประเทศไทยยงัขาด
ข้อมูลความชุกของโรคนีใ้นโคนม ท าให้ขาดความรู้เบือ้งต้นท่ีจะใช้พิจารณาถึงโอกาสท่ีเชือ้นีจ้ะ
แพร่จากโคนมมาสูค่น  

โดย                                                                                
พนัธุ์    Cryptosporidium spp. และ Giardia duodenalis                      3 จงัหวดั
ของภาคเหนือ (เชียงราย เชียงใหม ่  ล าปาง) 

อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and Methods) 
1. การคัดเลือกโคนม 

ท าการสุม่คดัเลือกโคนมจ านวน 500 ตวั โดยจะท าการเก็บตวัอยา่ง 3 จงัหวดั คือ จงัหวดั 
เชียงราย เชียงใหม่ และ ล าปาง โดยการคดัเลือกฟาร์มจะเป็นการสุม่แบบไมเ่จาะจง 
(stratified random sampling procedure)  

2. การเก็บตัวอย่างอุจจาระของโคนม 
ท าการเก็บตวัอยา่งอจุจาระโคนมในเขตจงัหวดั เชียงราย เชียงใหม ่ และ ล าปาง จ านวน 
500   ตวั โดยตารางสรุปการเก็บตวัอย่างดงันี ้

จังหวัด จ านวน (ตัวอย่าง) 
เชียงราย (29 ฟาร์ม) 250 
เชียงใหม ่(8 ฟาร์ม) 150 
ล าปาง (5 ฟาร์ม) 100 
รวม (42 ฟาร์ม) 500 
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3. ท าการกรอกแบบสอบถาม เพ่ือเก็บข้อมลูในฟาร์มเพ่ือน าไปใช้ในการวิเคราะห์ปัจจยั
เส่ียงท่ีจะมีผลตอ่การเกิดโรค cryptosporidiosis และ giardiosis ในโคนม 

4. ท าการตรวจหาเชือ้ Cryptosporidium โดยวิธี DMSO-modified acid-fast stain มีขัน้ตอน
ดงันี ้
1) ท าการเสมียร์อจุจาระบางๆลงบนสไลด์จากนัน้ปล่อยให้แห้ง  
2) ท าการ fix สไลด์ใน absolute methanol 5-10 วินาที  
3) ย้อมด้วย carbol-fuchsin-DMSO 5 นาที  
4) ล้างด้วยน า้สะอาด  
5) ท าการ decolorized และ counterstain ใน malachite green 1-2 นาที  
6) ล้างด้วยน า้สะอาด เสร็จแล้วปลอ่ยให้แห้ง  
7) จุม่สไลด์ลงใน absolute alcohol 2 ครัง้ 
8) จุม่สไลด์ลงใน xylene 2 ครัง้  
9) mount สไลด์  
10) น าไปตรวจหาเชือ้ด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

5. ท าการตรวจหาเชือ้ Giardia โดยวิธี Zinc Sulfate floatation โดยมีขัน้ตอนดงันี ้

1) อจุจาระ 1 กรัมใสล่งในบีกเกอร์ จากนัน้เทน า้กลัน่ลงไปประมาณ 10 -15 มล. คน
สารละลายอจุจาระให้เข้ากนั 

2) กรองสารละลายอจุจาระท่ีได้ผา่นตะแกรงกรองหรือผ้าก๊อซแล้วเทสารละลายท่ี
กรองได้ลงใน centrifuge tube ขนาด 15 มล. จ านวน 10 มล. 

3) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที เม่ือครบก าหนดน าหลอด
ออกจากเคร่ืองป่ันเหว่ียงแล้วเทสว่นใสด้านบนทิง้ 

4) เตมิสารละลาย zinc sulfate ลงไปในหลอดประมาณคร่ึงหนึง่จากนัน้ท าการคนให้
ตะกอนผสมกนัดีกบัสารละลาย zinc sulfate แล้วเตมิสารละลายให้ถึง 10 มล. 

5) น าไปป่ันท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที 
6) ใช้ wire loop แตะท่ีผิวด้านบนของหลอดแล้วน ามาแตะลงบนสไลด์ประมาณ 7-8 

ครัง้ 
7) ปิดทบัด้วย cover slip 
8) น าไปตรวจหาเชือ้ด้วยกล้องจลุทรรศน์ 
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6. ท าการตรวจหาเชือ้ Cryptosporiduim และ Giardia โดยวิธี immunofluorescence 
antibody test (IFAT) (O’Hanley et al., 1999) 
1) น าอจุจาระประมาณ 1 กรัม ท าการ purified ซีสตแ์ละอซีูสตโ์ดยวิธี Sucrose 

flotation 
2) น าตะกอนท่ีได้หยดลงบนสไลด์จ านวน 15 µl และทิง้ให้แห้งท่ีอณุหภมูิ 37oC เป็น

เวลา 30นาที แล้วท าการ fix สไลด์ด้วย acetone เป็นเวลา 1 นาที ทิง้ให้แห้ง 
3) หยด Giardia หรือ Cryptosporidium-specific fluorescein isothiocyanant-

labeled monoclonal antibody ลงบนสไลด์จ านวน 1-2 หยด 
4) incubated สไลดท่ี์อณุหภมูิ 37oC เป็นเวลา 45 นาที จากนัน้ล้างด้วย PBS และ

ปลอ่ยให้แห้งจากนัน้ท าการ mount สไลด์ด้วย fluorescent antibody mounting 
fluid และปิดด้วย cover slip 

5) น าสไลด์ท่ีได้ไปตรวจด้วยกล้องจลุทรรศน์ fluorescence ท่ีก าลงัขยาย 100X และ 
6) 400X ตามล าดบั 

7. ท าการสกัด DNA ของเชือ้จากอุจจาระ 
ท าการสกดั DNA ของเชือ้นีโ้ดยตรงจากอจุจาระโดยใช้ QIAamp stool DNA Extraction 
Kit 

8. ท า PCR เพื่อแยก genotype 
8.1 ท า PCR เพื่อแยก genotype ของเชือ้ Cryptosporidium spp. 
โดยใช้วิธี PCR-RFLP ตามวิธีของ Xiao และคณะ, 1999 โดยเป็น nested PCR ใน
ต าแหนง่ small-subunit rRNA gene ซึง่จะแยกเป็น 
primary PCR ซึง่จะใช้ primer คือ 
F1 (AL1687) 5’-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3’ 
R1 (AL3417) 5’-CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3’ 
 โดย PCR product จะมีขนาด 1,325 bp และ PCR mixture ประกอบด้วย 

 200 M ของ deoxynucleoside triphosphate (dNTP) แตล่ะตวั 

 2.5 l 10X PCR buffer (Perkin Elmer, Wellesley, MA) 

 MgCl2 2.0 mM 

 Taq polymerase 1.5 U (Gibco BRL, Frederick, MD) 

 12.5 pM ของ primer แตล่ะ primer  

 PCR Grade Ultra Pure Water (Biotech International) 

  DNA 1 l 
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 PCR condition ประกอบด้วย 

     

 

 

 

 

secondary PCR ซึง่ primer ท่ีใช้คือ 
F2 (AL3032) 5’-GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3’ 
R2 (AL1598) 5’-AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A-3’ 
 โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 819-825 bp และ PCR mixture รวมถึง 
PCR condition จะเหมือนกบั Primary PCR 
หลงัจากได้ PCR product จาก secondary PCR แล้ว น า PCR product ท่ีได้มา 20 µl 
มาท าการตดัด้วยเอนไซม์ ใน mixture ท่ีประกอบด้วย Ssp 20 U หรือ Vsp 20 U และ 
restriction buffer 5 µl จากนัน้ incubate ท่ี 37 0C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น ามา run 
ใน 2% agarose gel และย้อมด้วย ethidium bromide 
8.2 ท า PCR เพื่อแยก genotype ของเชือ้ Giardia spp. 
โดยใช้วิธี PCR ตามวิธีของ Read และคณะ, 2002 โดยเป็น nested PCR ในต าแหน่ง  
small-subunit rRNA gene ซึง่จะแยกเป็น 

primary PCR ซึง่จะใช้ primer คือ 

 RH11, forward primer [5-CATCCGGTCGATCCTGCC-3] 

 RH4, reverse primer [5AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3] 
โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 130 bp และ PCR mixture ประกอบด้วย 

 200 M ของ deoxynucleoside triphosphate (dNTP) แตล่ะตวั 

 2.5 l 10X PCR buffer (Perkin Elmer, Wellesley, MA) 

 MgCl2 2.0 mM 

 Taq polymerase 1.5 U (GIBCO BRL, Frederick, MD) 

 12.5 pM ของ primer แตล่ะ primer  

 PCR Grade Ultra Pure Water (Biotech International) 

  DNA 1 l 

950C 
940C 550C 720C 720C 

150C 
5 นาที 

45 วินาที 45 วินาที 1 นาที 10 นาที 
 

35 รอบ 
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secondary PCR ซึง่ primer ท่ีใช้คือ 

 GiarF [5-GACGCTCTCCCCAAGGAC-3] 

 GiarR [5-CTGCGTCACGCTGCTCG-3] 
 โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 130 bp และ PCR mixture รวมถึง PCR 
condition จะเหมือนกบั primary PCR 
หลงัจากได้ PCR product จาก secondary PCR แล้ว น า PCR product ท่ีได้มา run ใน 
1% agarose gel และย้อมด้วย ethidium bromide ถ้าพบตวัอยา่ง positive จะท าการสง่
ตวัอยา่งนัน้ไป sequencing เพ่ือแยก genotype ตอ่ไป 

9. ขัน้ตอนและวิธีการในการวิเคราะห์ข้อมูล 
ผลท่ีได้จะน ามาวิเคราะห์และสรุปชนิดของเชือ้วา่เป็นสายพนัธุ์ใด และค านวณความชุก 
(prevalence) ของโรคด้วย อีกทัง้วิเคราะห์ uni-variate risk factor  ของความชกุของเชือ้
นีท่ี้พบในโคนม เชน่ อาย ุการจดัการฟาร์ม เป็นต้นโดยใช้โปรแกรมทางสถิต ิ 

 
ผลการวิจัย (Results) 

ความชุกของเชือ้ Giardia duodenalis และ Cryptosporidium spp. 
ความชกุรวมของการติดเชือ้ G. duodenalis ในโคนมเขตภาคเหนือของประเทศไทยคิด

เป็นร้อยละ 7.0 (35/500) จากการตรวจโดยวิธี zinc sulphate flotation ร้อยละ 8.0 
(40/500) จากการตรวจโดยวิธี IFAT และร้อยละ 8.8 (44/500) จากการตรวจโดยวิธี PCR 
โดยพบวา่จงัหวดัล าปางพบการติดเชือ้นีม้ากท่ีสดุ รองลงมาคือจงัหวดัเชียงใหมแ่ละจงัหวดั
เชียงรายตามล าดบั (ตารางท่ี 1) 

 
 
 

950C 

940C 500C 720C 720C 

150C 

5 min 

45 sec 45 sec 1 min 10 min 
 

35 cycles 
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ตารางท่ี 1 ความชุกของการตดิเชือ้ G. duodenalis ในโคนมจากการตรวจด้วยวิธี 
zinc sulphate floatation, IFAT และ PCR ตามล าดับ 

จังหวัด 

G. duodenalis 

Zinc sulphate 

flotation 
IFAT PCR 

เชียงราย 5/250 (2.0%) 5/250 (2.0%) 5/250 (2.0%) 

เชียงใหม ่ 8/150 (5.3%) 9/150 (6.0%) 9/150 (6.0%) 

ล าปาง 22/100 (22.0%) 26/100 (26.0%) 30/100 (30.0%) 

รวม 35/500 (7.0%) 40/500 (8.0%) 44/500 (8.8%) 

 
  ในขณะท่ีผลการศกึษาการตดิเชือ้ Cryptosporidium spp. โดยวิธี DMSO-modified 

acid fast stain พบ 25 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 5.0) วิธี IFAT พบ 35 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7.0) และ
วิธี PCR พบ 38 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7.6) จากทัง้หมด 500 ตวัอยา่งให้ผลบวกตอ่การติดเชือ้นี ้
ซึง่จงัหวดัท่ีพบการติดเชือ้นีม้ากท่ีสดุคือจงัหวดัเชียงราย ตามมาด้วยจงัหวดัล าปางและ
จงัหวดัเชียงใหมพ่บการติดเชือ้นีน้้อยท่ีสดุ (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางท่ี 2 ความชุกของการตดิเชือ้ Cryptosporidium spp. ในโคนมจากการตรวจ

ด้วยวิธี DMSO-modified acid fast stain, IFAT และ PCR ตามล าดับ 

จังหวัด 

Cryptosporidium spp. 

DMSO-modified 

acid fast stain 
IFAT PCR 

เชียงราย 10/250 (4.0%) 19/250 (7.6%) 22/250 (8.8%) 

เชียงใหม ่ 6/150 (4.0%) 7/150 (4.7%) 7/150 (4.7%) 

ล าปาง 9/100 (9.0%) 9/100 (9.0%) 9/100 (9.0%) 

รวม 25/500 (5.0%) 35/500 (7.0%) 38/500 (7.6%) 

 อยา่งไรก็ตามพบการตดิเชือ้ร่วม (Mix infection) จ านวน 4 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 0.8) โดย
พบในจงัหวดัล าปาง 2 ตวัอยา่ง จงัหวดัเชียงราย 1 ตวัอยา่งและจงัหวดัเชียงใหม ่1 ตวัอยา่ง
ตามล าดบั 
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ผลการวิเคราะห์ปัจจัยเส่ียงท่ีเก่ียวข้องต่อการตดิเชือ้ Giardia duodenalis และ 
Cryptosporidium spp. 

ผลการวิเคราะห์ปัจจยัเส่ียงทัง้อาย ุ เพศ พนัธุ์ของโคนม  การจดัการฟาร์ม ลกัษณะ
ฟาร์ม ลกัษณะโรงเรือน ลกัษณะการเลีย้งโคนม ประวตัิการถ่ายอจุจาระเหลว ลกัษณะ
ของอจุจาระ โดยไมมี่ปัจจยัเส่ียงใดๆข้างต้นท่ีมีนยัส าคญัทางสถิตติอ่การติดเชือ้ 
Cryptosporidium และ G. duodenalis ในการศกึษาครัง้นี ้ 

สายพันธ์ุของเชือ้ G. duodenalis และ Cryptosporidium spp. 
ผลการวิเคราะห์สายพนัธุ์ของเชือ้  G. duodenalis พบวา่ 34 ตวัอยา่งจากทัง้หมด 44 

ตวัอยา่งเป็น Assemblage E (ร้อยละ 77.3) ท่ีเหลือ (10 ตวัอย่าง) เป็น Assemblage AI 
(ร้อยละ 22.7) สว่นในกรณีการวิเคราะห์สายพนัธุ์ของเชือ้ Cryptosporidium spp. โดยวิธี 
PCR-RFLP พบวา่ 22 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 58.0) เป็น C. parvum และอีก 16 ตวัอยา่ง (ร้อย
ละ 42.0) จากทัง้หมด 38 ตวัอยา่งเป็น C. bovis 

วิจารณ์ผล (Discussion) 
โรค cryptosporidiosis และ giardiosis ในโคนมมีการศกึษาอยา่งกว้างขวางทัง้ใน

ประเทศแถบยโุรป อเมริกา ออสเตรเลีย รวมทัง้ในแถบเอเชีย รวมทัง้ในประเทศไทยด้วย 
โดยในการศกึษาครัง้นีพ้บวา่  ความชกุรวมของการติดเชือ้ G. duodenalis ในโคนมเขต
ภาคเหนือของประเทศไทยคิดเป็นร้อยละ 7.0 (35/500) จากการตรวจโดยวิธี zinc sulphate 
flotation ร้อยละ 8.0 (40/500) จากการตรวจโดยวิธี IFAT และร้อยละ 8.8 (44/500) จาก
การตรวจโดยวิธี PCR โดยพบว่าจงัหวดัล าปางพบการติดเชือ้นีม้ากท่ีสดุ รองลงมาคือ
จงัหวดัเชียงใหมแ่ละจงัหวดัเชียงรายตามล าดบั โดยรายงานครัง้นีพ้บความชกุต ่ากวา่ท่ีเคย
มีรายงานมาก่อนหน้านีใ้นประเทศอ่ืนๆเช่นในโคนมของแคนาดาท่ีความชกุร้อยละ 32.0 
(Budu-Amoako et al., 2012) อินเดียท่ีความชกุร้อยละ 12.2 (Khan et al., 2011) และ
มาเลเซียท่ีความชกุร้อยละ 12.5 (Muhid et al., 2012)  ในขณะท่ีผลการศกึษาการตดิเชือ้ 
Cryptosporidium spp. โดยวิธี DMSO-modified acid fast stain พบ 25 ตวัอยา่ง (ร้อย
ละ 5.0) วิธี IFAT พบ 35 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7) และวิธี PCR พบ 38 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 7.6) 
โดยจงัหวดัท่ีพบการตดิเชือ้นีม้ากท่ีสดุคือจงัหวดัเชียงราย ตามมาด้วยจงัหวดัล าปางและ
จงัหวดัเชียงใหมพ่บการติดเชือ้นีน้้อยท่ีสดุ ทัง้นีเ้ม่ือเทียบผลกบัการวิจยัในประเทศอ่ืนๆก่อน
หน้านีพ้บว่ารายงานครัง้นีพ้บการตดิเชือ้ Cryptosporidium ต ่ากวา่ในแคนาดา (Trotz et 
al., 2005) สหรัฐอเมริกา (Fayer et al., 2000) ออสเตรเลีย (Becher et al., 2004) ญ่ีปุ่ น 
(Sakai et al., 2003) และเวียดนาม (Nguyen et al., 2007) รวมทัง้ท่ีเคยมีรายงานในภาค
กลางของประเทศไทยด้วย (Nuchjangreed et al., 2008) ซึง่ผลท่ีแตกตา่งกนัอาจ
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เน่ืองมาจากวิธีการตรวจท่ีแตกตา่งกนัรวมทัง้การพบซีสต์ของเชือ้ทัง้สองชนิดจ านวนน้อยใน
อจุจาระ ซึง่ในการศกึษาครัง้นีพ้บวา่วิธี PCR ให้ผลการตรวจท่ีดีท่ีสดุเม่ือเทียบกบัวิธีอ่ืนๆ 
เชน่เดียวกบัการรายงานก่อนหน้านีท่ี้พบวา่การตรวจโดยกล้องจลุทรรศน์มกัจะให้ผลบวกท่ี
ต ่ากว่าท่ีควรจะเป็นเน่ืองจากวิธีนีค้วามไวคอ่นข้างต ่าเม่ือเทียบกบัวิธีทางซีร่ัมวิทยาหรือวิธี
ทางอณชีูวโมเลกลุ (Inpankaew et al., 2007) 

ผลการวิเคราะห์ปัจจยัเส่ียงท่ีเก่ียวข้องกบัการติดเชือ้นี ้ พบวา่ไมมี่ปัจจยัเส่ียงใดๆท่ีมี
นยัส าคญัทางสถิตติอ่การติดเชือ้ G. duodenalis ในการศกึษาครัง้นี ้ อยา่งไรก็ตาม
โดยทัว่ไปมกัจะพบเชือ้ทัง้สองชนิดในลกูโคนมเป็นหลกัซึง่มกัจะมีความสมัพนัธ์กบัการเกิด
ท้องเสียในลกูโคนมด้วย 

ผลการวิเคราะห์สายพนัธุ์ของเชือ้ Cryptosporidium spp. ในการวิจยัครัง้นีพ้บมี 2 
สายพนัธุ์คือวา่ C. bovis ซึง่สายพนัธุ์นีส้ามารถท่ีจะพบได้โคนมหรือทางด้านปศสุตัว์เทา่นัน้ 
และ C. parvum ซึง่เป็นสายพนัธุ์ท่ีสามารถพบได้ในคน ซึ่งท าให้เชือ้นีส้ามารถถ่ายทอดไปสู่
คนหรือในโคนมด้วยกนัเองซึ่งอาศยัอยูใ่นฟาร์มเดียวกนัได้มากกวา่ฟาร์มท่ีไมพ่บการตดิเชือ้ 
ในขณะท่ีการแยกสายพนัธุ์ของเชือ้ G. duodenalis โดยวิธี sequencing พบวา่เป็น 
Assemblage AI ซึง่พบได้ในคนและ Assemblage E ซึง่พบในโคนมหรือทางด้านปศสุตัว์
เทา่นัน้ท าให้เชือ้นีมี้โอกาสท่ีจะถ่ายทอดจากสตัว์สูค่น โดยเฉพาะอยา่งยิ่งคนงานในฟาร์มท่ี
สมัผสักบัสตัว์โดยตรงและจากสตัว์ท่ีอยูร่่วมกนัในฟาร์มได้ 

การศกึษาในครัง้นีพ้บความชกุของโคนมท่ีให้ผลบวกตอ่เชือ้ Cryptosporidium และ 
Giardia ในระดบัต ่า อย่างไรก็ตามสายพนัธุ์ของเชือ้ทัง้สองชนิดท่ีพบเป็นสายพนัธุ์ท่ีตดิได้ใน
คน ถึงแม้วา่โคนมจะไมแ่สดงอาการให้เห็นแตก็่สามารถเป็นตวักกัโรคท่ีส าคญัของเชือ้ได้ 
ฉะนัน้เราควรท่ีจะให้ความสนใจในการควบคมุและป้องกนัการตดิเชือ้นีท้ัง้ในคนและในสตัว์
เพ่ือไมใ่ห้มีการถ่ายทอดเชือ้นีไ้ด้ทัง้จากสตัว์สูค่นและคนสูส่ตัว์ 
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