
49Burapha Science Journal  Volume 10 (No. 1 - 2) January - December 2005

°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ Babesia bovis „π‡≈◊Õ¥‚§‚¥¬‡∑§π‘§æ’´’Õ“√å-Õ’‰≈´“

Detection of Babesia bovis in Cow Blood by PCR-ELISA

°≈à“«¢«—≠ »√’ ÿ¢1*  πææ√ »√“∏æ—π∏å2  ·≈–‚° ÿ¡ ®—π∑√å»‘√‘3

1¿“§«‘™“™’«‡§¡’  §≥–«‘∑¬“»“ µ√å  ¡À“«‘∑¬“≈—¬∫Ÿ√æ“  ™≈∫ÿ√’  20131
2ΩÉ“¬ª“√“ ‘µ   ∂“∫—π ÿ¢¿“æ —µ«å·Ààß™“µ‘  °√¡ª»ÿ —µ«å  °√–∑√«ß‡°…µ√·≈– À°√≥å  °√ÿß‡∑æœ 10900

3¿“§«‘™“™’«‡§¡’  §≥–·æ∑¬»“ µ√å  ¡À“«‘∑¬“≈—¬»√’π§√‘π∑√«‘‚√≤  °√ÿß‡∑æ  10110

Klaokwan Srisook1*  Nopporn Sarataphan2  and Kosum Chansiri3
1Department of Biochemistry, Faculty of Science, Burapha University, Chonburi, 20131.

2Parasitology Section, National Institute of Animal Health, Department of Livestock,

Ministry of Agriculture and Cooperatives, Bangkok, 10900.
3Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Srinakharinwirot university, Bangkok, 10110.

∫∑§—¥¬àÕ
§≥–ºŸâ«‘®—¬æ—≤π“«‘∏’°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ Babesia bovis „Àâ¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ·≈–¡’§«“¡ –¥«°„π°“√

µ√«® Õ∫‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß‰¥âª√‘¡“≥¡“°„π§√“«‡¥’¬«°—π °“√»÷°…“„π§√—Èßπ’È‰¥â∑”°“√‡æ‘Ë¡®”π«π™‘Èπ à«π¢Õß¬’π§“√å∫“‚¡Õ‘≈
øÕ ‡øµ´‘π∑’‡∏  (Carbamoyl Phosphate Synthetase II) ‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́ (Polymerase chain reaction, PCR) ·≈–
µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õº≈º≈‘µ¥â«¬«‘∏’ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) æ∫«à“‡∑§π‘§ PCR-ELISA π’È‰¡à “¡“√∂
‡æ‘Ë¡®”π«π¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ Anaplasma marginale  Trypanosoma evansi  Babesia bigemina Theileria sp. À√◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ
¢Õß‚§ „π¢≥–∑’Ëµ√«® Õ∫ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ‰¥âµË”∂÷ß 0.1 æ‘‚§°√—¡ ·≈–µ√«® Õ∫ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ B. bovis „π
‡≈◊Õ¥‚§„π√–¥—∫ 1.4x10-6% parasitemia °“√µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß®”π«π 53 µ—«Õ¬à“ß æ∫«à“¡’ 5 µ—«Õ¬à“ß
(9.4 %) ∑’Ë„Àâº≈∫«°°—∫°“√µ√«® Õ∫‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA „π¢≥–∑’Ë‰¡à¡’‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß„¥∑’Ëµ√«®æ∫‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬°“√
µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå  πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§ PCR-ELISA  “¡“√∂µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis „π‚§∑¥≈Õß‰¥âµ—Èß·µà«—π∑’Ë 4
À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ„π¢≥–∑’Ë°“√µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå “¡“√∂µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ‰¥â„π«—π∑’Ë 10 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ

§” ”§—≠ : ∫“∫’‡´’¬ ‚∫«‘   æ’´’Õ“√å  Õ’‰≈´“

Abstract
In this work, we developed a sufficiently sensitive and specific PCR-based assay for Babesia bovis.  PCR

products were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to simplify the processing of large
number of samples.  The primers were derived from Carbamoyl Phosphate Synthetase II gene sequences and
could not amplify DNA from Anaplasma marginale, Trypanosoma evansi, Babesia bigemina, Theileria sp. or cow.
The sensitivity of B. bovis DNA detection was 0.1 pg.  Furthermore, the assay detected B. bovis parasite in cow
blood down to 1.4x10-6% parasitemia.  By the PCR-ELISA method, five of fifty-three  blood samples showed
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positive reactions, while no blood samples were detected by microscopic examination.  In addition, the
PCR-ELISA could detect the infection since day 4 after inoculation, in experimental cow, before detection by
microscopic examination (day 10 after inoculation).
Keywords : Babesia bovis, PCR, ELISA

∫∑π”

‡™◊ÈÕ Babesia bovis ‡ªìπª“√“ ‘µ∑’Ë°àÕ„Àâ‡°‘¥‚√§
∫“∫’´‘‚Õ ’́  (babesiosis) ¢Õß‚§·≈–°√–∫◊Õ ‡™◊ÈÕª“√“ ‘µπ’È
Õ“»—¬Õ¬Ÿà„π‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß¢Õß‚§ ‚¥¬¡’‡ÀÁ∫‚§ (Boophilus
microplus) ‡ªìπæ“À–¢Õß‚√§ (Mahoney, 1979) Õ“°“√
¢Õß‚√§‚¥¬∑—Ë«‰ª§◊Õ‡™◊ÈÕ®–∑”„Àâ‚§À√◊Õ°√–∫◊Õ∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ¡’
ª√‘¡“≥‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ßµË”≈ß‡π◊ËÕß®“°‡™◊ÈÕÕ“»—¬·≈–·∫àßµ—«„π
‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß®÷ß∑”„Àâ‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß·µ° Õ—π‡ªìπ “‡ÀµÿÕ“°“√
‚≈À‘µ®“ß ¡’‰¢âª“π°≈“ß®π∂÷ß Ÿß ªí  “«–‡ªìπ ’·¥ß·≈–
¡’Õ“°“√¥’´à“π πÕ°®“°π’È‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß∑’Ë¡’‡™◊ÈÕ®–‡°“–°—π·≈–
Õÿ¥µ—π‡ âπ‡≈◊Õ¥ΩÕ¬µ“¡‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕµà“ßÊ ‚¥¬‡©æ“– ¡Õß´÷Ëß
¡’º≈∑”„Àâ —µ«åµ“¬‰¥â À“°‰¡à‰¥â√—∫°“√√—°…“„Àâ∑—π∑à«ß∑’ (Young
and Morzaria , 1986; Wright et al., 1989)

«‘∏’°“√µ√«®«‘π‘®©—¬‡™◊ÈÕ B. bovis „πªí®®ÿ∫—π¡’À≈“¬«‘∏’
‡™àπ °“√µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ‡ªìπ°“√µ√«®‡™◊ÈÕ„π
‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß∫π·ºàπ‡≈◊Õ¥¬âÕ¡¥â«¬ ’ Giemsa À√◊Õ ’ Wright
‡ªìπ«‘∏’∑’Ëßà“¬·µàµâÕßÕ“»—¬ºŸâ∑’Ë™”π“≠·≈–¡’ª√– ∫°“√≥å Ÿß
„π°“√·¬°‡™◊ÈÕ B. bovis ÕÕ°®“°‡™◊ÈÕ B. bigemina ´÷Ëß¡’
≈—°…≥–„°≈â‡§’¬ß°—π¡“° (Bishop and Adams, 1973) °“√µ√«®
∑“ß´’‚√‚≈®‘§Õ≈Õ“»—¬°“√®—∫∑’Ë®”‡æ“–¢Õß·Õπµ‘∫Õ¥’°—∫
·Õπµ‘‡®π ‡™àπ «‘∏’ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant
Assay) ∂Ÿ°π”¡“„™â„π°“√µ√«®À“ B. bovis „π‚§ (Kung and
Goodger , 1990; Boonchit et al., 2002)  «‘∏’‡À≈à“π’È¡’
ª√–‚¬™πå ”À√—∫·¬°™π‘¥¢Õß Babesia „π —µ«å·µà≈–µ—«´÷Ëß
„™â„π°“√»÷°…“¥â“π√–∫“¥«‘∑¬“·µà‰¡à “¡“√∂ ∫Õ°‰¥â«à“
‡ªìπ°“√ —¡º— ‡™◊ÈÕ„πÕ¥’µ À√◊Õ„πªí®®ÿ∫—π °“√µ√«®‚¥¬„™â
ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√  (Polymerase Chain Reaction;
PCR) ‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“–∂Ÿ°π”¡“„™â„π°“√
µ√«® Õ∫ª“√“ ‘µ™π‘¥µà“ßÊ (Farimal et al., 1992; Wuyts
et al., 1994) ·µà‡∑§π‘§ PCR ¡’¢âÕ®”°—¥§◊Õ°“√«‘‡§√“–Àåº≈
¥â«¬Õ–°“‚√ ‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’  (Agarose Gel Electro-
phoresis) ´÷ËßµâÕß¬âÕ¡¥â«¬ ethidium bromide ·≈– àÕß¥Ÿ

¥â«¬¿“¬„µâ· ßÕ—≈µ√“‰«‚Õ‡≈µ ∑”„ÀâºŸâªØ‘∫—µ‘µâÕß —¡º— °—∫
ethidium bromide ∑’Ë‡ªìπ “√∑’Ë°àÕ„Àâ‡°‘¥°“√ºà“‡À≈à“ ·≈–
· ßÕ—≈µ√“‰«‚Õ‡≈µ ÷́Ëß°àÕ„Àâ‡°‘¥¡–‡√Áß‰¥â ªí®®ÿ∫—π‰¥â¡’°“√π”
‡∑§π‘§ PCR-ELISA ¡“„™â„π°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕª“√“ ‘µ™π‘¥µà“ßÊ
‡™àπ Anaplasma marginale (Gale et al., 1996) Leishma-
nia (Pinero et al., 1999) Trypanosoma evansi (Chansiri
et al., 2002) ‡∑§π‘§ PCR-ELISA ‡ªìπ‡∑§π‘§∑’Ë¡’§«“¡‰«
·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß ‚¥¬°“√µ‘¥©≈“°™‘Èπ¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë®”‡æ“–µàÕ
‡™◊ÈÕπ—Èπ¥â«¬ “√‡§¡’∑’Ë‰¡à‡ªìπÕ—πµ√“¬ ‡™àπ Digoxigenin (DIG-
11-dUTP) ‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√  ®“°π—Èπµ‘¥µ“¡
¥’‡ÕÁπ‡Õ™‘Èπ∑’Ë®”‡æ“–‚¥¬°“√π”¡“‰Œ∫√‘‰¥´å°—∫‰æ√‡¡Õ√å∑’Ëµ‘¥
¥â«¬ “√ biotin (internal primer) ÷́Ëß¡’≈”¥—∫‡∫ §Ÿà ¡°—∫
≈”¥—∫‡∫ „π™‘Èπ¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“° PCR ®“°π—Èππ”‰ª®—∫°—∫ “√
streptavidin ∑’Ë‡§≈◊Õ∫‰«â∫π microtiter plate ·≈–∑”„Àâ‡°‘¥
 ’µàÕ‰ª °“√µ√«®À“‡™◊ÈÕµà“ßÊ ‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA  “¡“√∂
∑”‰¥âÀ≈“¬µ—«Õ¬à“ß„π‡«≈“‡¥’¬«°—π ∑”„Àâ°“√µ√«®‡™◊ÈÕ∑”‰¥âßà“¬
√«¥‡√Á«·≈–ª√–À¬—¥‡«≈“ ∑—ÈßºŸâµ√«® Õ∫‰¡àµâÕß —¡º— °—∫
· ßÕ—≈µ√“‰«‚Õ‡≈µ ·≈– ethidium bromide

‚√§∑’Ë‡°‘¥®“°‡™◊ÈÕ B. bovis π’È¡’§«“¡√ÿπ·√ß·≈–∑”„Àâ
‡°‘¥°“√ Ÿ≠‡ ’¬∑“ß‡»√…∞°‘® ‚¥¬‡©æ“–Õÿµ “À°√√¡°“√
º≈‘µπÈ”π¡·≈–‡π◊ÈÕ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√∫√‘‚¿§ ‡π◊ËÕß®“°‚§·≈–
°√–∫◊Õ∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕπ’Èº≈‘µπÈ”π¡·≈–‡π◊ÈÕ∑’Ë¡’§ÿ≥¿“æµË”°«à“¡“µ√“
∞“π·≈–¬—ßÕ“®∑”„ÀâæàÕ·¡àæ—π∏ÿå∑’Ëπ”‡¢â“¡“®“°µà“ßª√–‡∑»
´÷Ëß¡’√“§“·æßµ“¬‰¥â ¥—ßπ—Èπ°“√æ—≤π“À“«‘∏’°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ
B. bovis „Àâ¡’§«“¡‰«·≈–§«“¡®”‡æ“– Ÿß  –¥«° ª√–À¬—¥
‡«≈“ ·≈–ª≈Õ¥¿—¬ ¡’§«“¡®”‡ªìπ ”À√—∫°“√°“√µ√«® Õ∫
‡™◊ÈÕ„π‡≈◊Õ¥¢Õß —µ«å „π¢≥–∑’Ë¡’ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕπâÕ¬ÊÀ√◊Õ„π —µ«å
∑’Ë‡ªìπæ“À–¢Õß‚√§‡æ◊ËÕªÑÕß°—π·≈–≈¥§«“¡‡ ’¬À“¬®“°‚√§
¥—ß°≈à“« ß“π«‘®—¬π’È¡’«—µ∂ÿª√– ß§å‡æ◊ËÕæ—≤π“«‘∏’°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ
B. bovis ‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA ÷́Ëß‡ªìπ«‘∏’∑’Ë¡’§«“¡‰«·≈–
§«“¡®”‡æ“– Ÿß
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«— ¥ÿÕÿª°√≥å·≈–«‘∏’°“√

°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥‚§·≈–°√–∫◊Õ
∑”°“√‡°Á∫‡≈◊Õ¥®“°‡ âπ‡≈◊Õ¥¥”∑’Ë§Õ¢Õß‚§®“°ø“√å¡

„π®—ßÀ«—¥™≈∫ÿ√’  √–∫ÿ√’ ∫ÿ√’√—¡¬å °“≠®π∫ÿ√’ ª√–®«∫§’√’¢—π∏å
 ß¢≈“ ·≈–π√“∏‘«“  √–À«à“ß‡¥◊Õπ°—π¬“¬π æ.».2542 ∂÷ß
‡¥◊Õπ¡’π“§¡ æ.».2543 ®”π«π 53 µ—«Õ¬à“ß ‚¥¬º ¡‡≈◊Õ¥
µ—«Õ¬à“ßº ¡°—∫ “√°—π‡≈◊Õ¥·¢Áß EDTA ·≈– °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ
®“°‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß®”π«π 50 ‰¡‚§√≈‘µ√‚¥¬„™â™ÿ¥ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ
Insta Gene Whole Blood Kit (Bio-Rad)

‰æ√‡¡Õ√å
‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„™â∑—ÈßÀ¡¥ÕÕ°·∫∫‚¥¬„™â‚ª√·°√¡ OLIGO

version 4.0 ®“°≈”¥—∫‡∫ ¢Õß¬’π ”À√—∫‡Õπ‰´¡å §“√å∫“‚¡Õ‘≈
øÕ ‡øµ´‘π∑’‡∏  [Carbamoyl Phosphate Synthetase II
(CPS II)] ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis (Chansiri and Bagnara, 1995)
‚¥¬‰æ√‡¡Õ√å Bb1 (5' TTTGGTATTTGTCTTGGTCAT 3';
≈”¥—∫‡∫ ∑’Ë 2738-2758) ·≈– Bb2 (5' ACCACTGTAGTCA
AACTCACC 3'; ≈”¥—∫‡∫ ∑’Ë 3178-3190)  à«π‰æ√‡¡Õ√å Bb3
(5' TGTGTTGATTTGCGTACTTCT 3'; ≈”¥—∫‡∫ ∑’Ë 2831-
2851) µ‘¥©≈“°¥â«¬ “√‰∫‚Õµ‘π (biotin) ∑’Ë¥â“π 5' ·≈–¡’
≈”¥—∫‡∫ ∑’Ë®—∫§Ÿà ¡°—∫º≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‰æ√‡¡Õ√å Bb1 ·≈–
Bb2 ‰¥â

°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬
ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́‚æ≈’‡¡Õ‡√ 

π”¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ¡“∑”ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́‚æ≈’
‡¡Õ‡√  ‚¥¬°“√‡µ‘¡ à«πª√–°Õ∫µà“ßÊ „Àâ¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ
 ÿ¥∑â“¬¥—ßπ’È ∫—ø‡øÕ√å [10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å   Tris-HCl, pH 8.3, 50
¡‘≈≈‘‚¡≈“√å   KCl, 0.01% (πÈ”Àπ—°µàÕª√‘¡“µ√) ‡®≈“µ‘π, 1.5
¡‘≈≈‘‚¡≈“√å MgCl

2
] dATP  dGTP  dCTP µ—«≈– 200

‰¡‚§√‚¡≈“√å  dTTP 190 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ·≈– digoxigenin-
11-dUTP 10 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ‰æ√‡¡Õ√å Bb1 ·≈– Bb2 µ—«≈–
0.2 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ·≈– ‡Õπ‰´¡å Taq Polymerase (Promega)
2 ¬Ÿπ‘µ ®“°π—Èπª√—∫ª√‘¡“µ√„Àâ‡ªìπ 50 ‰¡‚§√≈‘µ√ ¥â«¬πÈ”
°≈—Ëπª√“»®“°‡™◊ÈÕ ·≈â«π”‰ª∑”ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√ „π
‡§√◊ËÕß§«∫§ÿ¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘Õ—µ‚π¡—µ‘ (DNA Thermal Cycler; Perkin
Elmer 9600) „π ¿“«–¥—ßπ’È ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 95 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 7 π“∑’ ®”π«π1 √Õ∫ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 95 Õß»“‡´≈‡´’¬ 
‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 50 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“
30 «‘π“∑’ ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘72 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’
®”π«π 35 √Õ∫ ·≈–∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 72 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“
10 π“∑’ ®”π«π 1 √Õ∫ ®“°π—Èππ”º≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â‰ª
«‘‡§√“–Àå¥â«¬Õ–°“‚√  ‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’́ ’ ‡¢â¡¢âπ 1 ‡ªÕ√å‡´Áπµå
À√◊Õ¥â«¬«‘∏’ ELISA

°“√«‘‡§√“–Àåº≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’ ELISA
«‘‡§√“–Àåº≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ¥â«¬«‘∏’ ELISA ‚¥¬„™â PCR-

ELISA detection kit (Boehringer Mannheim) π”º≈º≈‘µ
¥’‡ÕÁπ‡Õ®”π«π 10 ‰¡‚§√≈‘µ√º ¡°—∫ “√≈–≈“¬ alkaline
®”π«π 20 ‰¡‚§√≈‘µ√ ‡¢¬à“„Àâ‡¢â“°—π¥’·≈–µ—Èß∑‘Èß‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘
ÀâÕß‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’ ®“°π—Èπ‡µ‘¡ hybridization solution
´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å Bb3 ª√‘¡“≥15 æ‘‚§‚¡≈ ®”π«π 220
‰¡‚§√≈‘µ√ º ¡„Àâ‡¢â“°—π¥’·≈–ªî‡ªµ “√≈–≈“¬º ¡¢â“ßµâπ
®”π«π 200 ‰¡‚§√≈‘µ√ „ à≈ß„π microtiter plate
∑’Ë‡§≈◊Õ∫¥â«¬ streptavidin ·≈â«π”‰ª∫à¡∑’Ë 42 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 
‡ªìπ‡«≈“ 1 ™—Ë«‚¡ß æ√âÕ¡∑—Èß‡¢¬à“µ≈Õ¥‡«≈“ ‡¡◊ËÕ§√∫‡«≈“‡∑
 “√≈–≈“¬ÕÕ°®“° microtiter plate ≈â“ßÀ≈ÿ¡¥â«¬ washing
solution ®”π«π 250 ‰¡‚§√≈‘µ√ ®”π«π 3 §√—Èß ®“°π—Èπ‡µ‘¡
anti-digoxigenin-peroxidase  (250 ¡‘≈≈‘¬Ÿπ‘µ/¡‘≈≈‘≈‘µ√)
®”π«π 200 ‰¡‚§√≈‘µ√ ·≈–∫à¡∑’Ë 37 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ‡ªìπ‡«≈“
30 π“∑’ æ√âÕ¡∑—Èß‡¢¬à“  ‡ √Á®·≈â«≈â“ßÀ≈ÿ¡¥â«¬ washing
solution ®”π«π 250 ‰¡‚§√≈‘µ√ ®”π«π 3 §√—Èß ®“°π—Èπ‡µ‘¡
 “√≈–≈“¬ ABTS (2,2'-Azino-di-[3-ethybenzthiazo line
sulfonate] À≈ÿ¡≈– 200 ‰¡‚§√≈‘µ√ ·≈–‡°Á∫ microtiter plate
„π∑’Ë¡◊¥‡ªìπ‡«≈“ 30 π“∑’ ‡¡◊ËÕ§√∫‡«≈“ π”‰ª«—¥§à“°“√¥Ÿ¥
°≈◊π· ß∑’Ë 405 π“‚π‡¡µ√  ‚¥¬‡§√◊ËÕß microplate reader
(BioRad Model 3550 UV)

°“√∑¥ Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ
B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§

π”¥’‡ÕÁπ‡Õ®”π«π 10 π“‚π°√—¡ ¢Õßª“√“ ‘µ™π‘¥µà“ßÊ
§◊Õ A. marginale T. evansi  B. bigemina  Theileria sp.·≈–
¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‚§ ¡“∑¥ Õ∫ªØ‘°‘√‘¬“ PCR-ELISA



52  «“√ “√«‘∑¬“»“ µ√å∫Ÿ√æ“ ªï∑’Ë 10 (©∫—∫∑’Ë 1 - 2) ¡°√“§¡ - ∏—π«“§¡ 2548

°“√∑¥ Õ∫§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ B. bovis
„π‡≈◊Õ¥‚§

π”‡≈◊Õ¥‚§∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis ¡“‡®◊Õ®“ß¥â«¬‡≈◊Õ¥‚§
∑’Ë‰¡àµ‘¥‡™◊ÈÕ ‡æ◊ËÕ∑”°“√‡®◊Õ®“ß„Àâ¡’®”π«πª“√“ ‘µµ—Èß·µà
1.4x10-3- 1.4x10-7 ‡ªÕ√å‡´Áπµå (% parasitemia) ‚¥¬¡’
ª√‘¡“µ√√«¡¢Õß‡≈◊Õ¥‡ªìπ 50 ‰¡‚§√≈‘µ√ ®“°π—Èπ °—¥‡≈◊Õ¥
„π·µà≈–§«“¡‡¢â¡¢âπ‚¥¬™ÿ¥ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ Insta Gene Whole
Blood Kit ‡æ◊ËÕπ”‰ª∑”ªØ‘°‘√‘¬“ PCR-ELISA

°“√‡æ“–‡™◊ÈÕ B. bovis „π‚§∑’Ëµ—¥¡â“¡ (Sub-
inoculation into splenectomized calf)

‡®“–‡≈◊Õ¥≈Ÿ°‚§π¡Õ“¬ÿ 8 ‡¥◊Õπ ÷́Ëß‡≈’È¬ß‰«â„π§Õ°∑’Ë
ª≈Õ¥®“°‡ÀÁ∫‚§ ≥  ∂“∫—π ÿ¢¿“æ —µ«å·Ààß™“µ‘ °√¡ª»ÿ —µ«å
‡°…µ√°≈“ß∫“ß‡¢π ‡æ◊ËÕµ√«®À“‡™◊ÈÕª“√“ ‘µµà“ßÊ ¥â«¬
°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ·≈–µ√«®À“·Õπµ‘∫Õ¥’µàÕ‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬
«‘∏’ IFAT (Indirect Fluorescenct Antobody Test) ∑—Èßπ’È
‡æ◊ËÕ„Àâ·πà„®«à“≈Ÿ°‚§ª≈Õ¥®“°‡™◊ÈÕ B. bovis ·≈–‡™◊ÈÕª“√“ ‘µ
„π‡≈◊Õ¥™π‘¥Õ◊ËπÊ °àÕπµ—¥¡â“¡ÕÕ° À≈—ßµ—¥¡â“¡ÕÕ° Õß
 —ª¥“Àåπ”‡≈◊Õ¥´÷Ëß¡’‡™◊ÈÕ B. bovis (TS4) ‰¥â¡“®“°‚§„π
Õ”‡¿Õ∑ÿàß ß ®—ßÀ«—¥π§√»√’∏√√¡√“™ ∑’Ë¡’®”π«π‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß
∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ‡∑à“°—∫ 9 ‡ªÕ√å‡´Áπµå (% parasitemia)  π”‡≈◊Õ¥π’È
ª√‘¡“≥ 1.5 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ©’¥‡¢â“≈Ÿ°«—«∑’Ë∂Ÿ°µ—¥¡â“¡ À≈—ß®“°
©’¥‡™◊ÈÕ‡¢â“≈Ÿ°‚§·≈â«∑”°“√«—¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ‡®“–‡≈◊Õ¥‡æ◊ËÕµ√«®
À“‡™◊ÈÕ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ·≈–∑” PCR-ELISA ®π∂÷ß«—π∑’Ë
10 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ

º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥åº≈

§«“¡®”‡æ“–¢Õß°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ
B. bovis ‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA

°“√∑¥ Õ∫§«“¡®”‡æ“–¢Õß°“√µ√«®À“‡™◊ÈÕ B. bovis
‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√  ‚¥¬„™â¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 10 π“
‚π°√—¡®“°‡™◊ÈÕ∑’Ë¡—°æ∫„π‡≈◊Õ¥‚§§◊Õ A. marginale  T. evansi
B. bigemina ·≈– Theileria sp.æ∫«à“‰æ√‡¡Õ√å Bb1 ·≈–
Bb2 ‰¡à “¡“√∂‡æ‘Ë¡®”π«π¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕµà“ßÊ√«¡∑—Èß
¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‚§ ¬°‡«âπ¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°‡™◊ÈÕ B. bovis ‰¥â¥—ß· ¥ßº≈
„π√Ÿª∑’Ë 1 ‡¡◊ËÕπ”º≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“°ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́‚æ≈’
‡¡Õ‡√ π’È ¡“∑¥ Õ∫¥â«¬ªØ‘°‘√‘¬“ ELISA º≈∑’Ë‰¥â· ¥ß«à“
ªØ‘°‘√‘¬“ ELISA „Àâº≈∫«°°—∫‡™◊ÈÕ B. bovis ‡∑à“π—Èπ (µ“√“ß∑’Ë 1)

º≈ PCR-ELISA

‚§ -

B. bigemina -

Theileria sp -

A. marginale -

T. evansi -

B. bovis +

µ“√“ß∑’Ë 1 º≈°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕª“√“ ‘µµà“ßÊ ¥â«¬‡∑§π‘§

 PCR-ELISA

¥’‡ÕÁπ‡Õ

M 1 2 3 4 5 6

453 bp

➤

√Ÿª∑’Ë 1 §«“¡®”‡æ“–¢Õß°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬
ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́‚æ≈’‡¡Õ‡√ ¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å Bb1 ·≈– Bb2
¥—ß· ¥ß„πº≈°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬«‘∏’Õ–°“‚√  ‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√
‚ø√’´’  M : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“µ√∞“π (100 bp DNA ladder);
land 1 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‚§ ; lane 2 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ
B. bigemina ; lane 3 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ Theileria sp;
lane 4 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ A. marginale ; lane 5 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ
¢Õß‡™◊ÈÕ T. evansi ; lane 6 : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis

°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å Bb1
·≈– Bb2 ́ ÷Ëß‡ªìπ‰æ√‡¡Õ√å∑’ËÕÕ°·∫∫®“°≈”¥—∫‡∫ ¢Õß¬’π CPS
II ‰¥âº≈º≈‘µ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ª√–¡“≥ 453 §Ÿà‡∫  ®“°º≈∑’Ë‰¥â
· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“‰æ√‡¡Õ√å Bb1 ·≈– Bb2 ‡ªìπ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’
§«“¡®”‡æ“–µàÕ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis  ‰æ√‡¡Õ√å§Ÿàπ’È‰¡à
 “¡“√∂®—∫°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õßª“√“ ‘µ™π‘¥µà“ßÊ ∑’Ë¡—°æ∫„π‡≈◊Õ¥
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‡™àπ B. bigemina, A. marginale, T. evansi ·≈– Theileria
sp. ¬°‡«âπ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß B. bovis ¥—ßπ—Èπ°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å Bb1
·≈– Bb2  “¡“√∂À≈’°‡≈’Ë¬ß°“√‡°‘¥º≈∫«°ª≈Õ¡®“°
ªØ‘°‘√‘¬“¢â“¡ (cross-hybridization) ∑’Ë‡°‘¥®“°°“√∑’Ë‰æ√‡¡Õ√å
®—∫°—∫∫√‘‡«≥∑’Ë‰¡à„™à‡ªÑ“À¡“¬∑’Ë·∑â®√‘ß πÕ°®“°π’È„π°“√∑”
PCR-ELISA π’È®–¡’‰æ√‡¡Õ√å Bb3 ∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ §Ÿà ¡°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ
º≈º≈‘µ∑’Ë‰¥â∑”„Àâ‡æ‘Ë¡§«“¡®”‡æ“–„π°“√µ√«® Õ∫„Àâ Ÿß¡“°
¬‘Ëß¢÷Èπ

§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis
‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA

‡æ◊ËÕ∑¥ Õ∫§«“¡ “¡“√∂„π°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß
‡™◊ÈÕ B. bovis ¥â«¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 1
π“‚π°√—¡ ∂÷ß 0.01 æ‘‚§°√—¡∂Ÿ°π”¡“∑”ªØ‘°‘√‘¬“ PCR-ELISA
·≈–π”¥’‡ÕÁπ‡Õº≈º≈‘µ 10 ‰¡‚§√≈‘µ√¡“«‘‡§√“–Àå¥â«¬Õ–°“‚√ 
‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’  æ∫«à“ “¡“√∂µ√«® Õ∫‰¥â∂÷ßªØ‘°‘√‘¬“
∑’Ë¡’¥’‡ÕÁπ‡Õ 10 æ‘‚§°√—¡ (√Ÿª∑’Ë 2A) ·µà‡¡◊ËÕπ”º≈º≈‘µ∑’Ë‰¥â
¡“«‘‡§√“–ÀåµàÕ¥â«¬ ELISA ¡’º≈„Àâ§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫
 Ÿß¢÷Èπª√–¡“≥ 100 ‡∑à“ §◊Õµ√«® Õ∫‰¥â∂÷ß 0.1 æ‘‚§°√—¡
(√Ÿª∑’Ë 2B) ´÷Ëß‡ªìπ®ÿ¥∑’Ë§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß¡“°°«à“§à“∑’Ë‰¥â®“°

À≈Õ¥§«∫§ÿ¡À√◊ÕÀ≈Õ¥∑’Ë‰¡à¡’¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis
®“°°“√∑¥ Õ∫§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis

„π‡≈◊Õ¥‚§∑¥≈Õß∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬‡®◊Õ®“ß¥â«¬‡≈◊Õ¥‚§
∑’Ë‰¡àµ‘¥‡™◊ÈÕ ®“°π—Èππ”‡≈◊Õ¥∑’Ë¡’ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ B. bovis µà“ßÊ°—π
·≈–‡≈◊Õ¥‚§∑’Ë‰¡àµ‘¥‡™◊ÈÕ®”π«π 50 ‰¡‚§√≈‘µ√¡“∑¥ Õ∫ PCR-
ELISA æ∫«à“°“√«‘‡§√“–Àåº≈¥â«¬Õ–°“‚√ ‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’́ ’ 
µ√«®æ∫‰¥â∑’Ë 1.4x10-4% parasitemia (√Ÿª∑’Ë 3A)  à«πº≈∑’Ë
‰¥â®“°°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬ ELISA  “¡“√∂µ√«® Õ∫‰¥â∂÷ß√–¥—∫
1.4x10-6% parasitemia (√Ÿª∑’Ë 3B) „π°“√∑¥≈Õßπ’Èª√‘¡“≥
‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß∑’Ë„™âª√–¡“≥ 6.94x106 ‡´≈≈åµàÕ‡≈◊Õ¥ 1
‰¡‚§√≈‘µ√ ÷́Ëß∑”„Àâ§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫‡∑à“°—∫‡¡Á¥
‡≈◊Õ¥·¥ß∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π10 ‡´≈≈å„π‡≈◊Õ¥ 1
‰¡‚§√≈‘µ√ ®ÿ¥ cut-off ¢Õß°“√µ√«® Õ∫°“√µ√«®‡™◊ÈÕ„π
‡≈◊Õ¥‚§π—Èπ¡’§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß¡“°°«à“ 0.09 ÷́Ëß‰¥â¡“®“°§à“
°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß¢ÕßªØ‘°‘√‘¬“ PCR-ELISA ¢Õß‡≈◊Õ¥‚§ª°µ‘
®”π«π 16 µ—« ∑’Ë‡≈’È¬ß„π§Õ°ª≈Õ¥®“°‡ÀÁ∫‚§ ≥  ∂“∫—π
 ÿ¢¿“æ —µ«å·Ààß™“µ‘ °√¡ª»ÿ —µ«å ·≈–‡ªìπ‚§∑’Ëª≈Õ¥®“°‡™◊ÈÕ
ª“√“ ‘µµà“ßÊ„π‡≈◊Õ¥‚¥¬°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ·≈–
µ√«®À“·Õπµ‘∫Õ¥’µàÕ‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬«‘∏’ IFAT
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ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß B. bovis (æ‘‚§°√—¡)

√Ÿª∑’Ë 2 §«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚´à‚æ≈’‡¡Õ‡√  · ¥ßº≈°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬ (A) «‘∏’Õ–°“‚√ 
‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’   M : ¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“µ√“∞“π (100 bp DNA ladder); lane 1 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 0 æ‘‚§°√—¡ ; lane 2 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥
1000 æ‘‚§°√—¡ ; lane 3 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 100 æ‘‚§°√—¡ ; lane 4 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 10 æ‘‚§°√—¡ ; lane 5 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 1 æ‘‚§°√—¡ ;
lane 6 : ¥’‡ÕÁπ‡Õª√‘¡“≥ 0.1 æ‘‚§°√—¡  (B) · ¥ß§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 405 π“‚π‡¡µ√®“°«‘∏’ PCR-ELISA

453 bp➤
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°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§∑¥≈Õß
πÕ°®“°π’È‰¥â∑”°“√µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis „π

‚§∑¥≈Õß ‚¥¬∑”°“√∑¥≈Õß„π≈Ÿ°‚§π¡‡æ»ºŸâ ́ ÷Ëß∂Ÿ°µ√«®‡≈◊Õ¥
¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå·≈–«‘∏’ IFAT ‡æ◊ËÕ¬◊π¬—π«à“‰¡à¡’°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ
B. bovis ®“°π—Èπ∑”°“√µ—¥¡â“¡≈Ÿ°‚§ ·≈–©’¥‡™◊ÈÕ B. bovis
·≈â«‡®“–‡≈◊Õ¥‡æ◊ËÕµ√«® Õ∫À“‡™◊ÈÕ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå·≈–
‡∑§π‘§ PCR-ELISA æ√âÕ¡∑—Èß«—¥Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√à“ß°“¬ º≈ª√“°Ø
«à“°àÕπ©’¥‡™◊ÈÕ≈Ÿ°‚§¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√à“ß°“¬‡∑à“°—∫ 38.7 Õß»“
‡´≈‡ ’́¬  ·µàÀ≈—ß®“°©’¥‡™◊ÈÕ·≈â«Õÿ≥À¿Ÿ¡‘√à“ß°“¬ Ÿß¢÷Èπ
‡ªìπ≈”¥—∫ ·≈– Ÿß∑’Ë ÿ¥∑’Ë 39.8 Õß»“‡´≈‡´’¬ „π«—π∑’Ë 10
À≈—ß©’¥‡™◊ÈÕ´÷Ëß‡ªìπ«—π∑’Ë≈Ÿ°‚§µ“¬·≈–¡’ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ Ÿß∂÷ß 3 %
parasitemia ´÷Ëß‚¥¬∑—Ë«‰ª®”π«πª“√“ ‘µ∑’Ë∑”„Àâ‡°‘¥Õ“°“√
∑“ß§≈’π‘§¢Õß‚√§∫“∫’́ ’‚Õ ’́ §◊Õ 0.01 ∂÷ß 50 % parasitemia
(McLaughlin et al., 1986)  ”À√—∫°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis
¥â«¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA π—Èπ “¡“√∂µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π
‚§∑¥≈Õß‰¥âµ—Èß·µà«—π∑’Ë 4 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ„π¢≥–∑’Ë°“√µ√«®‡≈◊Õ¥
¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå‰¡à “¡“√∂µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ‰¥â
¥—ß· ¥ßº≈„πµ“√“ß∑’Ë 2
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√Ÿª∑’Ë 3 §«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§‚¥¬ªØ‘°‘√‘¬“≈Ÿ°‚ à́‚æ≈’‡¡Õ‡√  · ¥ßº≈°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬ (A) «‘∏’Õ–°“‚√ 
‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’  lane 1: ‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π 1.4x10-3 % parasitemia; lane 2: ‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π 1.4x10-4 % parasitemia;
lane 3: ‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π 1.4x10-5 % parasitemia; lane 4: ‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π 1.4x10-6 % parasitemia; lane 5: ‡™◊ÈÕ
B. bovis ®”π«π 1.4x10-7 % parasitemia; lane 6: ‡™◊ÈÕ B. bovis ®”π«π 0 % parasitemia  (B) · ¥ß§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 405
π“‚π‡¡µ√®“°«‘∏’ PCR-ELISA

453 bp➤

2 3 4 5 5

°≈âÕß
®ÿ≈∑√√»πå

«—π∑’Ë©’¥‡™◊ÈÕ - -

«—π∑’Ë 3 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ - -

«—π∑’Ë 4 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ + -

«—π∑’Ë 5 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ + -

«—π∑’Ë 6 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ + -

«—π∑’Ë 7 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ - -

«—π∑’Ë 10 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ + +

µ“√“ß∑’Ë 2 º≈¢Õß°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§

∑¥≈Õß‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA ·≈–°“√µ√«® Õ∫

‚¥¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

‡«≈“ PCR-ELISA

14×10-3 14×10-4 14×10-5 14×10-6 14×10-7
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º≈≈∫ 53 48

º≈∫«° 0 5 (4.9%)

µ“√“ß∑’Ë 3 º≈°“√µ√«® Õ∫‡™◊È Õ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§

µ—«Õ¬à“ß®”π«π 53 µ—«Õ¬à“ß∑’Ë‡°Á∫„π√–À«à“ß

‡¥◊Õπ°—π¬“¬π æ.».2542 ∂÷ß‡¥◊Õπ¡’π“§¡

æ.».2543 ‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA °—∫°“√

µ√«® Õ∫‚¥¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

º≈°“√∑¥≈Õß
°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

®”π«π‡≈◊Õ¥‚§µ—«Õ¬à“ß

PCR-ELISA

‡¥‘π«πÀ√◊Õ«‘Ëß™π ‘Ëßµà“ßÊ ·≈–µ“¬„π∑’Ë ÿ¥ ‡π◊ËÕß®“°
‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß∑’Ë¡’ ‡™◊ÈÕ B. bovis Õ¬Ÿà®–‰ªÕÿ¥µ—π‡ âπ‡≈◊Õ¥„π ¡Õß
(Wright et al., 1989) ¥—ßπ—Èπ°“√µ√«®æ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis
‰¥âµ—Èß·µà¬—ß¡’ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕπâÕ¬Ê ®–∑”„Àâ√—°…“ —µ«å‡À≈à“π’È‰¥â
∑—π∑à«ß∑’ ·µà¡’ —µ«å∫“ßµ—«∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ·µà¡’ª√‘¡“≥¢Õß‡™◊ÈÕ‰¡à¡“°
·≈–‰¡à¡’Õ“°“√∑“ß§≈‘π‘° ∑”„Àâ°≈“¬‡ªìπæ“À–¢Õß‚√§µàÕ‰ª
´÷Ëß‡∑§π‘§ PCR-ELISA π’È¡’§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«® Õ∫ Ÿß§◊Õ
1.4x10-6% parasitemia ÷́Ëß‡ªìπ√–¥—∫∑’ËµË”°«à“√–¥—∫¢Õß‡™◊ÈÕ
∑’Ë∑”„Àâ —µ«å‡ªìπæ“À–¢Õß‚√§§◊ÕπâÕ¬°«à“ 0.001 % para-
sitemia (Reddy and Dame, 1992) ∑—Èß¬—ß¡’§«“¡‰«¢Õß°“√
µ√«® Õ∫ Ÿß°«à“°“√«‘‡§√“–Àå¥’‡ÕÁπ‡Õº≈º≈‘µ¥â«¬Õ–°“‚√ ‡®≈
Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’ ∂÷ß 100 ‡∑à“ ·≈–ºŸâµ√«® Õ∫ ¬—ß‰¡àµâÕß
 —¡º— °—∫· ßÕ—≈µ√“‰«‚Õ‡≈µ´÷Ëß°àÕ„Àâ‡°‘¥¡–‡√ÁßÀ√◊Õ‰¡àµâÕß
 —¡º— °—∫ “√∑’Ë°àÕ„Àâ‡°‘¥°“√ºà“‡À≈à“ ‡™àπ ethidium bromide
´÷Ëß„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬Õ–°“‚√ ‡®≈Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’́ ’ ‚¥¬∑—Ë«‰ª
πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§ PCR-ELISA ¬—ß‡ªìπ«‘∏’∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√
µ√«® Õ∫‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß∑’Ë¡’®”π«π¡“°  “¡“√∂µ√«® Õ∫‰¥â
¡“°∂÷ß 96 µ—«Õ¬à“ß„π§√“«‡¥’¬« „™â‡«≈“ ª√–¡“≥ 4 ™—Ë«‚¡ß
„π¢≥–∑’Ë°“√µ√«® Õ∫¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ´÷Ëß‡ªìπ«‘∏’∑’Ë„™âÕ¬Ÿà
„πªí®®ÿ∫—ππ—Èπ¡’¢âÕ®”°—¥¢Õß‡«≈“∑’Ë„™â„π°“√µ√«® Õ∫ ºŸâ∑’Ë
™”π“≠ “¡“√∂µ√«®‰¥â‡æ’¬ß 70-80 µ—«Õ¬à“ßµàÕ«—π (Robert
et al., 1992) ·≈–ºŸâµ√«® Õ∫µâÕß‡ªìπºŸâ∑’Ë¡’§«“¡™”π“≠ Ÿß
‰¥â√—∫°“√Ωñ°Ωπ¡“Õ¬à“ß¥’‡æ◊ËÕ∑’Ë®–µ√«® Õ∫‰¥â∂Ÿ°µâÕß·≈–
·¡àπ¬”

ª°µ‘°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis „π≈Ÿ°‚§∑’Ë¡’Õ“¬ÿµË”°«à“ 1 ªï
¡’Õ—µ√“µË” ‡π◊ËÕß®“°¡’¿Ÿ¡‘µâ“π∑“π∑’Ë‰¥â√—∫®“°·¡à ∑”„Àâ¡’§«“¡
µâ“π∑“π‚√§¥’°«à“ —µ«å∑’ËÕ“¬ÿ¡“° (π‘¥“√—µπå ‰æ√§≥–Œ° ·≈–
§≥–, 2543) ¥—ßπ—ÈπµâÕß∑”°“√µ—¥¡â“¡≈Ÿ°‚§∑’Ë®–„™â»÷°…“°“√
µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§‡π◊ËÕß®“°¡â“¡‡ªìπ·À≈àß
∑”≈“¬‡¡Á¥‡≈◊Õ¥·¥ß∑’Ë¡’‡™◊ÈÕª“√“ ‘µÕ¬Ÿà ‡¡◊ËÕ∑”°“√µ—¥¡â“¡
¢Õß‚§∑¥≈Õß¡’º≈„Àâ‡™◊ÈÕ‡æ‘Ë¡®”π«π·≈–∑”„Àâ‚§‡°‘¥Õ“°“√
¢Õß‚√§∫“∫’́ ’‚Õ´’ ‡À¡◊Õπ°—∫Õ“°“√¢Õß°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π∏√√¡™“µ‘
®“°°“√∑¥≈Õßº≈ª√“°Ø«à“‡∑§π‘§ PCR-ELISA  “¡“√∂
µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ PCR-ELISA ‰¥âµ—Èß·µà«—π∑’Ë 4 À≈—ß©’¥
‡™◊ÈÕ„π¢≥–∑’Ë¬—ß‰¡à “¡“√∂µ√«®æ∫‰¥â¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå
 ”À√—∫µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥„π«—π∑’Ë 7 À≈—ß°“√©’¥‡™◊ÈÕ‰¡à “¡“√∂
µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ‰¥â∑—Èß Õß«‘∏’ Õ“®‡π◊ËÕß¡“®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß
ª√‘¡“≥¢Õß‡™◊ÈÕ®–≈¥µË”≈ß°«à“√–¥—∫§«“¡‰«¢Õß°“√µ√«®
 Õ∫‡æ√“–ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ Babesia sp.„π°√–· ‡≈◊Õ¥¡’°“√
‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¢÷ÈπÊ≈ßÊ µ≈Õ¥‡«≈“  ·µàÕ¬à“ß‰√°Áµ“¡ª√‘¡“≥
‡™◊ÈÕ„π°√–· ‡≈◊Õ¥®–‰¡à≈¥µË”≈ß‡ªìπ‡«≈“π“π (Mahoney
et al., 1973)

°“√µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß
®“°°“√µ√«® Õ∫‡≈◊Õ¥‚§®”π«π 53 µ—«Õ¬à“ß ®“°

·À≈àßµà“ßÊ §◊Õ ®—ßÀ«—¥∫ÿ√’√—¡¬å  √–∫ÿ√’ °“≠®π∫ÿ√’
ª√–®«∫§’√’¢—π∏å  ß¢≈“ π√“∏‘«“  ·≈–™≈∫ÿ√’ æ∫«à“¡’‡≈◊Õ¥ 5
µ—«Õ¬à“ß (9.4 %) ∑’Ë„Àâº≈∫«° ¡’§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß¡“°°«à“ 0.09
·≈–‰¡à¡’‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß„¥‡≈¬∑’Ëµ√«®æ∫‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬°“√
µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ¥—ß· ¥ßº≈„πµ“√“ß∑’Ë 3 ‡Àµÿ∑’Ë
‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß®”π«π 5 µ—«Õ¬à“ß„Àâº≈∫«°‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-
ELISA ·µà‰¡à “¡“√∂µ√«®æ∫‡™◊ÈÕ‰¥â¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πåÕ“®
‡π◊ËÕß®“°√–¥—∫‡™◊ÈÕ„π‡≈◊Õ¥¡’ª√‘¡“≥µË”¡“°®π‰¡à “¡“√∂
µ√«®æ∫‰¥â‚¥¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå ‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß∑’Ë„Àâº≈∫«°°—∫
‡∑§π‘§ PCR-ELISA ®”π«π Õßµ—«Õ¬à“ßµ√«®æ∫‡™◊ÈÕ
B. bigemina ¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πǻ ÷ËßÕ“®¡“®“°§«“¡º‘¥æ≈“¥
„π°“√®”·π°™π‘¥¢Õß‡™◊ÈÕ B. bovis ·≈– B. bigemina ´÷Ëß
∑—Èß‡ªìπ “¬æ—π∏å∑’Ëæ∫°“√√–∫“¥„π‚§°√–∫◊Õ ·≈–¡’≈—°…≥–
§≈â“¬°—π¡“° ÷́Ëß®“°°“√»÷°…“®–‡ÀÁπ«à“°“√µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ
B. bovis ‚¥¬„™â∑§π‘§ PCR-ELISA π’È “¡“√∂≈¥°“√‡°‘¥
º≈≈∫ª≈Õ¡¢Õß°“√µ√«® Õ∫‚¥¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ B. bovis „π°√–· ‡≈◊Õ¥ —µ«å∑’Ëµ‘¥‡™◊ÈÕ®–
¡’ª√‘¡“≥§àÕπ¢â“ßµË” ·µà‡¡◊ËÕª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ„π°√–· ‡≈◊Õ¥¡“°¢÷Èπ
®–∑”„Àâ —µ«å¡’Õ“°“√∑“ßª√– “∑ ‡™àπ °—¥øíπ πÈ”≈“¬‰À≈



56  «“√ “√«‘∑¬“»“ µ√å∫Ÿ√æ“ ªï∑’Ë 10 (©∫—∫∑’Ë 1 - 2) ¡°√“§¡ - ∏—π«“§¡ 2548

 √ÿªº≈°“√∑¥≈Õß

°“√µ√«® Õ∫‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA
¥â«¬‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ ¡“®“°¬’π CPS II  “¡“√∂µ√«®
«‘‡§√“–Àå¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥âµË”∂÷ß 0.1 æ‘‚§°√—¡ ·≈–µ√«® Õ∫
ª√‘¡“≥‡™◊ÈÕ B. bovis „π‡≈◊Õ¥‚§„π√–¥—∫ 1.4x10-6%
parasitemia ®“°°“√µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ„π‡≈◊Õ¥µ—«Õ¬à“ß
®”π«π 53 µ—«Õ¬à“ß æ∫«à“¡’ 5 µ—«Õ¬à“ß∑’Ë„Àâº≈∫«°°—∫°“√
µ√«® Õ∫‚¥¬‡∑§π‘§ PCR-ELISA „π¢≥–∑’Ë‰¡à¡’‡≈◊Õ¥
µ—«Õ¬à“ß„¥∑’Ëµ√«®æ∫‡™◊ÈÕ B. bovis ‚¥¬°“√µ√«®¥â«¬
°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§ PCR-ELISA  “¡“√∂
µ√«® Õ∫°“√µ‘¥‡™◊ÈÕ B. bovis „π‚§∑¥≈Õß‰¥â‡√Á«°«à“°“√
µ√«®¥â«¬°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå

°‘µ‘°√√¡ª√–°“»

°“√»÷°…“π’È‰¥â√—∫‡ß‘πÕÿ¥Àπÿπ°“√«‘®—¬ ß∫ª√–¡“≥
·ºàπ¥‘πª√–®”ªï°“√»÷°…“ 2542 ®“°¡À“«‘∑¬“≈—¬∫Ÿ√æ“ ·≈–
ºŸâ«‘®—¬¢Õ¢Õ∫§ÿ≥ΩÉ“¬ª“√“ ‘µ«‘∑¬“  ∂“∫—π ÿ¢¿“æ —µ«å·Ààß™“µ‘
°√¡ª»ÿ —µ«å ‡°…µ√°≈“ß∫“ß‡¢π

°√–∑√«ß‡°…µ√·≈– À°√≥å „π°“√µ√«® Õ∫‡≈◊Õ¥‚§
¥â«¬«‘∏’°≈âÕß®ÿ≈∑√√»πå·≈–«‘∏’ IFAT
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