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บทคัดยอ

⌫   
       

   

การศกึษาครัง้นีเ้พือ่เปรยีบเทยีบการตรวจหาเชือ้ Anaplasma maginale, Babesia bovis และ Babesia bigemina
โดยใชวธิฟีลมเลอืดและวธิ ี PCR พรอมทัง้เปรยีบเทยีบตำแหนงของการเกบ็ตวัอยางเลอืดตอเปอรเซน็ตการตดิเชือ้
ทำการเกบ็ตวัอยางเลอืดโคจากเสนเลอืดทีค่อและโคนหางจากโคนมพนัธ ุ TMZ (75% Holstein Fresian) จำนวน
200 ตวัทีไ่มไดรบัยาฆาพยาธใินเลอืดเปนเวลา 3 เดอืน แบงตวัอยางเลอืดไปตรวจหาเชือ้ A. maginale, B. bovis
และ B. bigemina 2 วธิ ีคอื วธิฟีลมเลอืดและวธิ ีPCR ผลการศกึษาพบวา การตรวจหาเชือ้ A. maginale, B. bovis
และ B. bigemina ดวยวธิ ีPCR มคีวามถกูตองแมนยำมากกวาการตรวจดวยวธิฟีลมเลอืด (p<0.05) และไมพบความ
แตกตางของตำแหนงของการเกบ็ตวัอยางเลอืด ตอเปอรเซน็ตการตดิเชือ้ (p>0.05) ผลจากการทำ serial dilution
พบวาเทคนคิ PCR สามารถตรวจพบเชือ้ไดหาก DNA ของเชือ้ A. maginale หรอื B. bigemina ทีร่ะดบั 0.1 นาโนกรมั
ตอไมโครลติรขึน้ไป สวน B. bovis ตองม ีDNA ของเชือ้เขมขน 0.7 นาโนกรมัตอไมโครลติร

Abstract
The objectives of this research are to compare the detection of Anaplasma marginale, Babesia bovis and

Babesia bigemina by blood smearing and PCR technique; and to compare the blood-collection location with
the infection percent. All cattle used in this study have not been treated by Anti-blood parasite for at least 3
months. Blood samples from jugular vein and tail vein were investigated by blood smear and PCR technique
for A. maginale, B. bovis and B. bigemina. PCR technique has higher sensitivity and accuracy compared to
blood smear technique (p<0.05) for A. maginale, B. bovis and B. bigemina. In addition there were no
differences of infection percentage between blood collection location (p>0.05).  The result from serial dilution
showed that the least amount of DNA to detect the infection were 0.1 ng/μl for A. maginale and B. bigemina
and 0.7 ng/μl for B. bovis.

คำสำคัญ: ไขเหบ็ PCR โคนม
Keywords: Tick bond, PCR, Dairy Cattle
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บทนำ
โรคไขเหบ็เปนโรคทีเ่กดิจากเชือ้โปรโตซวั หรอื

พยาธใินเลอืด 3 ชนดิทีม่เีหบ็โค (Boophilus sp.) เปน
พาหะ ไดแก Anaplasma maginale, Babesia bovis และ
Babesia bigemina (นดิารตัน และคณะ, 2543) ซึง่เปน
โรคที่ทำใหเกิดสูญเสียรายไดของเกษตรกรอยางมาก
เนือ่งจากเชือ้ Babesia bovis จะไปทำลายเมด็เลอืดแดง
เกิด hemoglobinaria (ปสสาวะมีสีแดงเนื่องจาก
hemoglobin) โลหิตจาง และรางกายขาดออกซิเจน
ในโคนมที่เปนชนิดเฉียบพลันจะตายทันที ชนิดรุนแรง
จะทำใหสูญเสียผลผลิต น้ำนมลด และมีอาการทาง
ประสาทสวนกลางใหเห็นไดดวย ในเชื้อ Babesia
bigemina จะไมรนุแรงเทาเชือ้ Babesia bovis สวนใน
เชื้อ Anaplasma maginale จะมีทั้งรุนแรงและเรื้อรัง
อาการขัน้แรกจะซมึ เบือ่อาหาร เฉ่ือยชา ไขสงู นมลด
ฉบัพลนั น้ำหนกัลดและดซีาน อาจหมดลมหายใจโดย
งายถามกีารเคลือ่นไหวมากๆ (ประทปี และคณะ, 2534)
วิธีการปองกันสามารถทำไดโดยการใชยาฆาพยาธิ
ภายนอกหรือยาฆาเห็บ ซึ่งตองใชใหมีความเขมขนที่
ถกูตอง และจะตองกำจดัเหบ็กอนวางไข แตสำหรบัการ
เลี้ยงโคนมและสิ่งแวดลอมของประเทศไทยที่อยูใน
เขตอบอุนฝนตกชุก การกำจัดใหโคนมปราศจากเห็บ
จงึกระทำไดยาก (พนดิา, 2544) การตรวจหาโรคไขเหบ็
นัน้ทำไดโดยการยอมฟลมเลอืด แลวตรวจภายใตกลอง
จุลทรรศน ซึ่งในการตรวจพบของโรคไขเห็บ สามารถ
ตรวจพบไดยาก ถาสตัวนัน้มจีำนวนเชือ้อยนูอย หรอืสตัว
เปนพาหะ อีกทั้งสไลดไมสะอาดและการที่ขนาดของ
เกล็ดเลือดที่ติดสียอมนั้นจะมีความเหมือนกันกับโรค
ไขเห็บมาก จึงทำใหผูตรวจอาจตรวจผิดได (อัมพวัน,
2539)

ปจจุบันไดมีการนำเทคโนโลยีชีวภาพมาใช
ในการตรวจหาโรคไขเห็บ มาใชเทคนิคนี้ เรียกวา
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Figueroa et al.,
1993; Tananyutthawongese et al., 1999; Massung
and Slater., 2003; Echaide et al., 2005) ซึง่เปน
เทคนิคการเพิ่มปริมาณชิ้น DNA เฉพาะบริเวณที่

ตองการใหมีจำนวนมากขึ้นกวาเดิมหลายชุดใน
หลอดทดลอง (มนตชยั และคณะ, 2545) จงึสามารถ
ทำการตรวจหาเชือ้โรคไขเหบ็ไดจากการตรวจจาก DNA
ของเชื้อไดโดยตรง (Echaide et al., 1998) ทำให
สามารถจำแนกเชือ้ไดอยางถกูตองและแมนยำมากขึน้

วตัถปุระสงคของการวจิยั
เปรียบเทียบการตรวจหาเชื้อ Anaplasma

maginale, Babesia bovis และ Babesia bigemina โดย
ใชวิธีฟลมเลือดและวิธี PCR พรอมทั้งเปรียบเทียบ
ตำแหนงของการเก็บตัวอยางเลือดตอเปอรเซ็นต
การตดิเชือ้

วธิกีารดำเนนิการวจิยั
กลมุตวัอยางประชากรและขอมลูทีใ่ชในการศกึษา

การศกึษาครัง้นีใ้ชโคนมพนัธ ุTMZ จำนวน 200
ตวั จากสถานวีจิยัและบำรงุพนัธสุตัวลำพญากลาง อำเภอ
ลำสนธ ิจงัหวดัลพบรุ ีโดยเลอืดโคทีน่ำมาศกึษาในครัง้น้ี
ไดจากโคทีไ่มไดรบัฆาพยาธใินเลอืดเปนเวลา 3 เดอืน
คอื ตัง้แตเดอืนกรกฎาคมถงึเดอืนกนัยายน พ.ศ. 2547
ซึง่เปนชวงฤดฝูนทีม่กีารระบาดของโรคพยาธใินเลอืด
การสกดั genomic DNA ตวัอยางเลอืด

เก็บตวัอยางเลอืดโคจากเสนเลอืดทีค่อ และโคน
หางใสหลอดทดลอง test tube ขนาด 15 มลิลลิติร ทีม่ี
0.5 M EDTA อย ู1 มลิลลิติร จำนวน 10 มลิลิลติร/
ตวั และนำไปเกบ็รกัษาไวทีอ่ณุหภมู ิ 4 องศาเซลเซยีส
เพือ่สกดั genomic DNA จากวธิกีารของ มนตชยั และ
คณะ (2545) โดยนำเลือดที่ไดมาปนดวยความเร็ว
3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกเอา
เฉพาะสวนของเมด็เลอืดแดงใส micro tube ขนาด 1.5
มลิลลิติร หลอดใหมจำนวน 100 ไมโครลติร ลางตะกอน
เมด็เลอืดแดงดวย 0.9 เปอรเซน็ต NaCl 1 มลิลลิติร
ลางเซลลใหสะอาด จากนัน้นำไปปนทีค่วามเรว็ 2,500
รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีและทำซ้ำอกี 2 ครัง้ ทำการ
สกดั genomic DNA โดยชดุน้ำยาสำเรจ็รปู pure-gene
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และทำการตกตะกอน DNA ดวย iso-propanol
1 มิลลิลิตร ลางตะกอนดวย ethanal 75 เปอรเซ็นต
1 มลิลลิติร 2 รอบ ผึง่ตะกอนใหแหง จากนัน้จงึละลาย
ดวยสารละลาย DNA hydration 20-30 ไมโครลติร แลว
ตรวจหาแถบดเีอน็เอดวยวธิ ีelectrophoresis โดยใช 0.8
เปอรเซน็ต agrarose gel จากนัน้จงึตรวจสอบจากความ
เขมขนดวยเครือ่ง spectrophotometer เพือ่เจอืจางใหมี
ความเขมขน 50 นาโนกรมัตอไมโครลติร รอการใชงาน
ในขัน้ตอนตอไปทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส
การตรวจหาโรคไขเห็บดวยวิธีฟลมเลือด

การตรวจหาโรคไขเหบ็ดวยวธิฟีลมเลอืดโดยสง
สไลดตรวจที่ศูนยวิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตอนบน) มีขั้นตอนดังนี้
นำเลอืดโคทีเ่จาะไดมาหยดลงบนสไลด และทำการ smear
เพือ่ใหเลอืดกระจายไปทัว่แผนสไลด ผึง่ใหแหง จากนัน้
นำไป fixed ดวย absolute methyl alcohol เปนเวลา
5 นาที นำสไลดยอมสี Giemsa จากนั้นนำสไลดไป
ตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศน
การตรวจหาโรคไขเหบ็ ดวยวธิ ีPCR

นำ genomic DNA ทีส่กดัได มาทำการเพิม่ชิน้สวน
DNA ของโรคไขเหบ็ ดวยวธิ ีPCR โดยใช primer ของ
A. marginale (Am01 และ Am02), B. bovis (BbF
และ BbR) และ B. bigemina (BgF และ BgR)
6 primer ซึง่มลีำดบัของ sequence ดงันี้

Am01 5’ TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA 3’
Am02 5’ TACACGTGCCCTACCGACTTA 3’
BbF   5’ TTTGGTATTTGTCTTGGTCAT 3’
BbR   5’ ACCACTGTAGTCAAACTCACC 3’
BgF   5’ TAGTTGTATTTCAGCCTCGCG 3’
BgR   5’ AACATCCAAGCAGCTAHTTAG 3’
หมายเหตุ:  H คอื เบส A หรอื C หรอื T
โดยในการทำ PCR แตละ reaction ประกอบดวย

น้ำ  reverse osmosis (RO) ผานการ autoclave
2 ครัง้ จำนวน 4.1 ไมโครลติร, DNA ทีส่กดัจากเลอืดแดง
ของโค มีความเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร
จำนวน 1 ไมโครลิตร, 50 นาโนโมล MgCl จำนวน

0.8 ไมโครลติร, 10XPCR-buffer จำนวน 1ไมโครลติร,
dNTPs (1.25 มิลลิลิตร/ไมโครลิตร) จำนวน 1
ไมโครลิตร, primer forward และ primer reverse
(5 มลิลโิมล/ ไมโครลติร)อยางละ 1 ไมโครลติร และ
Taq DNA Polymerras (5 ยนูติ/ไมโครลติร) จำนวน
0.1 ไมโครลติร โดยมวีงรอบการทำ PCR เริม่ที ่initial
denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
5 นาท ีจากนัน้ทำปฏกิริยิา 35 รอบ โดยเชือ้ A. marginale
denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ 95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
30 วนิาท ีprimer annealing ทีอ่ณุหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส
เปนเวลา 58 วนิาท ีและ primer extension ทีอ่ณุหภมูิ
72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และจบดวย
final extension ทีอ่ณุหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา
10 นาที (Echaide et al., 1998) ในสวนของเชื้อ
B. bigemina และ B. bovis  initial denaturation ที่
อณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาที จากนัน้
ทำปฏกิริยิา 35 รอบ denaturation ที ่94 องศาเซลเซยีส
45 วนิาท ีprimer annealing ที ่55 องศาเซลเซยีส 45 นาที
และ primer extension ที ่73 องศาเซลเซยีส 45 วนิาที
และจบดวย final extension ที่ 73 องศาเซลเซียส
7 นาท ี  (Tananyutthawongese et al., 1999) ดวย
เครือ่ง  themal cycle (Corbett research, Australia)

จากนั้นนำ PCR-Product ที่ได ตรวจหาแถบ
DNA ของเชือ้ B. bigemina, B. bovis และ A. marginale
ดวยวธิี electrophoresisโดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต
เปนเวลา 20 นาท ีดวย 2 เปอรเซน็ต agrarose gel เสรจ็
แลวจงึยอมแผนเจลดวย GelstarTM (Gelstar INC.NY)
เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้ถายภาพเกบ็ขอมลูโคทีม่เีชือ้
และไมมเีชือ้ โดยดจูากการปรากฏของแถบ DNA
การทำ serial dilution ดวยวธิี PCR ในการตรวจโรค
ไขเห็บ

นำ DNA อางองิของเชือ้ B. bigemina, B. bovis
และ A. marginale ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก
ศนูยชนัสตูรโรคสตัว บางเขน หนวยอณวูนิจิฉยั ทำการ
หาความเขมขนดวย spectrophotometer (comspec®

m350t double beam uv-visible, UK) จากนั้น
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ทำ 2 fold serial dilution โดยมสีดัสวน DNA อางองิ
1 ไมโครลติรดวยน้ำ reverse osmosis (RO) ผานการ
autoclave 2 ครัง้ 1 ไมโครลติร นำมาทำ PCR แลวตรวจ
โดยวธิี electrophoresisดวย 2 เปอรเซน็ต agrarose gel
เสร็จแลวจึงยอมแผนเจลดวย GelstarTM (Gelstar
INC.NY)
การวเิคราะหขอมลู
คำนวณเปอรเซ็นตการติดโรคไขเห็บ

นำผลทีไ่ดจากการตรวจโรคไขเหบ็ ดวยวธิฟีลม
เลอืด และวธิ ีPCR มาคำนวณเปอรเซน็ตของการตดิเชือ้
และไมตดิเชือ้ มสีตูรดงันี้

เปอรเซน็ตของการตดิเชือ้ = (จำนวนโคทีต่รวจ
พบเชือ้/จำนวนโคทัง้หมด) x 100

เปอร เซ็นตของการไมติดเชื้อ  = 100 -
เปอรเซน็ตของการตดิเชือ้
เปรยีบเทยีบวธิฟีลมเลอืด และวธิี PCR ในการตรวจ
โรคไขเห็บ

ทำการเปรยีบเทยีบผลการตรวจเชือ้ A. maginale
ดวยวธิฟีลมเลอืด และวธิ ีPCR ทดสอบ Chi-square ดวย
โปรแกรมสำเรจ็รปู Statistic Analysis System (SAS,
1985)

เปรียบเทียบตำแหนงของการเจาะเลือดในการ
ตรวจเชือ้ A. maginale ดวยวธิ ีPCR

เปรยีบเทยีบผลการตรวจเชือ้ A. maginale โดย
ใชวิธี PCR ระหวางการเจาะเลือดโคที่คอและโคนหาง
ดวยวธิ ีlogistic regression โดยมรีปูแบบโมเดลเปน

กำหนดให
 Pi = คาความนาจะเปน (probability) ของการ

ตรวจพบหรอืไมพบโรคไขเหบ็

0β  = จดุตดัแกน y  (intercep)

iβ  = คาสมัประสทิธิ ์regression ของการเจาะ
เลอืด

Xi = ตวัแปรดมัมีข่องการเจาะเลอืดเมือ่ I = 0, 1
แสดงการเจาะเลอืดทีค่อหรอืโคนหาง

εij = คาความคลาดเคลือ่น (random error term)
และนำคาสัมประสิทธิ์ที่ไดมาคำนวณความ

นาจะเปนของการตรวจพบเชือ้ทีค่อ (Pi) และโคนหาง
มสีตูรดงันี้ (Hayter, 2002)

กำหนดให

0β =   คาประมาณของ intercept

iβ  =  คาประมาณของ regression coefficient
ของการเจาะเลอืดโคทีค่อหรอืทีโ่คนหางอลัลลี

 e =  exponential constant

ผลการวจิยัและวจิารณ
ผลการเปรยีบเทยีบวธิฟีลมเลอืด และวธิ ีPCR ในการ
ตรวจโรคไขเห็บ

การตรวจหาโรคไขเหบ็ในโคนมพนัธ ุTMZ ดวย
วิธีฟลมเลือด พบวาใหผลการติดเชื้อ A. maginale
1 เปอรเซน็ต ไมพบเชือ้ B. bovis และ เชือ้ B. bigemina
และการตรวจดวยวธิ ีPCR ใหผลการตดิเชือ้โคทีต่ดิเชือ้
จะพบ DNA ขนาด 345 bp (รปูที ่1), 446 bp (รปูที่
2) และ 689 bp (รูปที่ 3)ตามลำดับ โดยเชื้อ A.
maginale 58 เปอรเซ็นต เชือ้ B. bovis 1 เปอรเซน็ต
และ เชือ้ B. bigemina 1 เปอรเซน็ต ทำการทดสอบ
ดวย Chi-square จากผลการตรวจหาเชือ้ A. maginale
พบวาดวยวธิฟีลมเลอืดและวธิ ีPCR มคีวามแตกตางกนั
ทางสถติ ิ(p<0.05) แสดงตารางที ่1

ผลการตรวจเชือ้ A. maginale จากทัง้สองวธิใีห
ผลแตกตางกนัเนือ่งจากการใชวธิ ีPCR การตรวจหาเชือ้
A. maginale เปนการตรวจโดยตรงจาก DNA ถาไมมี
DNA ของเชือ้ A. maginale จะตรวจไมพบแตจากการ
ตรวจโดยใชฟลมเปนการตรวจโดยใชตาเปลาดูภายใต
กลองจุลทรรศนจึงทำใหเกิดความผิดผลาดเนื่องจาก

ln(          ) = β0+β iXi+ε ij

Pi

l - Pi

Pi = eβ0+β i/(l + eβ0+β i)
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ปจจยัตางๆ เชน สไลดไมสะอาด การทีข่นาดรปูรางของ
เกล็ดเลือดที่ติดสียอมนั้นมีความเหมือนกันกับเชื้อ A.
maginale มาก เม็ดสียอมมีขนาดใกลเคียงกับเชื้อ A.
maginale และจำนวนของเชือ้มอียปูรมิาณนอยหรอือาจ
เปนโคทีท่ีม่โีรคแฝงอยโูดยไมแสดงอาการ  จงึทำใหเกดิ
ความผิดพลาดคอนขางมากในการตรวจหาเชื้อ A.
maginale ดวยวธิฟีลมเลอืด
ผลการทำ serial dilution ดวยวธิี PCR ในการตรวจ
โรคไขเห็บ

จากการทำ serial dilution ดวยวธิ ีPCR พบวา
เชื้อ A. maginale  และเชือ้ B. bigemina สามารถที่
จะตรวจพบเชือ้ไดปรมิาณ DNA นอยมาก คอื 0.107
นาโนกรมัตอไมโครลติร (รปูที ่4) และ 0.117 นาโนกรมั
ตอไมโครลติร (รปูที ่5) ตามลำดบั แตในสวนของเชือ้
B. bovis จะตองมปีรมิาณ DNA มากกวา คอื 0.675
นาโนกรมัตอไมโครลติร (รปูที ่6)
ผลการเปรยีบเทยีบตำแหนงของการเจาะเลอืดในการ
ตรวจเชือ้ A. maginale ดวยวธิ ีPCR

การเจาะเลือดโคที่คอและที่ โคนหางจาก
โคนมพันธุ TMZ พบวาเลือดที่มาจากคอมีการติดเชื้อ
54.6 เปอรเซน็ต ในเลอืดทีม่าจากหางมกีารตดิเชือ้ 60.2
เปอรเซน็ต (ตารางที ่2) จากการทดสอบดวยวธิ ีlogistic
regression ความนาจะเปนในการตรวจเชือ้ A. maginale
ของการเจาะเลอืดทีค่อ คอื 66.67 เปอรเซน็ต และความ
นาจะเปนของการเจาะเลอืดทีห่าง คอื 70.06 เปอรเซน็ต
ผลการเปรยีบเทยีบตำแหนงการเจาะเลอืดพบวา ไมแตกตาง
กนัทางสถติิ (p>0.05)

เนื่องจากในการเจาะเลือดโคมาตรวจหาเชื้อ
A. maginale นิยมที่จะเจาะเลือดที่โคนหางหรือใบหู
เพราะการไหลเวียนของเลือดในบริเวณนี้จะไหลชาจึง
ทำใหเชื้อ A. maginale มารวมกันอยูสามารถตรวจ
พบเชือ้ A. maginale ไดงาย แตจากการทดสอบทางสถติิ
ที่ไดคาไมแตกตางกันนั้นเปนเพราะวาการตรวจหาเชื้อ
A. maginale โดยใชวธิ ี PCR ไมขึน้อยกูบัปรมิาณของ
เชื้อ A. maginale วามีมากหรือนอย ทำใหสามารถที่

จะตรวจพบเชือ้ A. maginale ได ดงันัน้ในการเจาะเลอืด
โคมาตรวจหาเชือ้ A. maginale สามารถใชไดดทีัง้เลอืด
ทีเ่จาะจากคอ หรอืโคนหาง ในโคนมพนัธ ุTMZ

สรปุผลการวจิยั
วิธี PCR สามารถใชในการตรวจโรคไขเห็บใน

โคนมพันธุ TMZ ไดถูกตองแมนยำมากกวาการตรวจ
ดวยวธิฟีลมเลอืดเนือ่งจากการใชวธิ ีPCR เปนการตรวจ
จาก DNA ของเชือ้โดยตรง และแมเชือ้จะมปีรมิาณนอย
ในการตรวจหาเชือ้ A. maginale สามารถใชไดดทีัง้เลอืด
ทีเ่จาะจากคอ หรอืโคนหางและระดบัของปรมิาณ DNA
ของเชื้อตำ่สุดที่จะตรวจหาไดดวยเทคนิค PCR ไดแก
0.1 นาโนกรมัตอไมโครลติรสำหรบั A. maginale และ
B. bigemina และ 0.7 นาโนกรมัตอไมโครลติรสำหรบั
B. bovis
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 รปูที ่2 การตรวจหาเชือ้ B. bovis โดย m = maker,
p = DNA B. bovis, n = negative control
และ 1-6 = DNA โคตวัที ่1-6 ไมพบเชือ้
B. bovis

 รปูที ่1 การตรวจหาเชือ้ A. marginale โดย m =
maker, 1 = DNA A. marginale, 2 = DNA
B. bigemina, 3 = DNA B. bovis และ 4 =
DNA T. evasi

 รปูที ่3 การตรวจหาเชื้อ B. bigemina โดย
m = maker, p = DNA B. bigemina,
n = negative control, 1 - 6 = DNA โคตวัที่
1-6 ตรวจไมพบเชือ้ B. bigemina และ 7
= DNA โคตวัที ่7 ตรวจพบเชือ้ B. bigemina

 รปูที ่4 การทำ serial dilution ของเชือ้ A. marginale
ดวยวธิ ีPCR โดย m = maker, 1 = dilution
1:1, 2 = dilution 1:2, 3 = dilution 1:4,
4 = dilution 1:8, 5 = dilution 1:16,
6 = dilution 1:32, 7 = dilution 1:64 และ
8 = dilution 1:128
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รปูที ่5 การทำ serial dilution ของเชือ้ B. bovis ดวย
วธิ ีPCR โดย m = maker, 1 = dilution 1:1,
2 = dilution 1:2, 3 = dilution 1:4,
4 = dilution 1:8, 5 = dilution 1:16,
6 = dilution 1:32, และ 7 = dilution 1:64

 รปูที ่6 การทำ serial dilution ของเชือ้ B. bigemina
ดวยวธิ ีPCR โดย m = maker, 1 = dilution
1:1, 2 = dilution 1:2, 3 = dilution 1:4,
4 = dilution 1:8, 5 = dilution 1:16,
6 = dilution 1:32, และ 7 = dilution 1:64

ตารางที ่1 ผลการตรวจพบเชือ้ A. maginale, B. bovis และ B. bigemina โดยใชวธิฟีลมเลอืดและวธิ ีPCR

A. maginale B. bovis B. bigemina

จำนวน เปอรเซ็นต เปอรเซ็นต เปอรเซ็นต

ผลตรวจโดยใชวธิฟีลมเลอืด 200 1 0 0
ผลตรวจโดยใชวธิ ีPCR 200 58 1 1

วธิทีีใ่ชตรวจ

                   มเีชือ้                                   ไมมเีชือ้
จำนวน เปอรเซ็นต จำนวน เปอรเซ็นต

เจาะทีค่อ 65 54.6 54 45.4
เจาะทีโ่คนหาง 44 60.2 29 39.8

ตำแหนงที่เจาะเลือด

ตารางที ่2 ผลการตรวจเชือ้ A. maginale ของการเจาะเลอืดโคทีค่อและทีโ่คนหาง

P = 0.001

P = 0.443


