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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งน้ีมีจุดประสงค์ คือ ศึกษาการใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่เพอริเมอเรส และวิธี Buffy 
coat smear เพ่ือตรวจหา Trypanosoma evansi (T. evansi) ในกระบือ ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกของ
ประเทศไทย การเจาะเก็บเลือดกระบือ ทําในระหว่างเดือนกรกฎาคม – ธันวาคม พ.ศ. 2559 จํานวนทั้งหมด 
80 ตัวอย่าง จากจังหวัดฉะเชิงเทรา (40 ตัว) และสระแก้ว (40 ตัว)  ตัวอย่างทั้งหมดถูกทดสอบด้วยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่เพอริเมอเรส วิธี buffy coat smear และหาค่าของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (PCV) ค่าพลาสมา
โปรตีน (PP) รวมทั้งเก็บข้อมูลลักษณะการเลี้ยงของแต่ละฟาร์ม ผลการทดสอบสรุปว่า ตัวอย่างจากจังหวัด
สระแก้ว ไม่พบเช้ือ T. evansi แต่พบเช้ือใน 2 ตัวอย่างจากจังหวัดฉะเชิงเทรา การตรวจด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส และวิธี buffy coat smear ให้ผลตรงกัน โดยมี sensitivity 100% และ specificity 100% ทั้ง
สองวิธี ความชุกของเช้ือจากตัวอย่างทั้งหมด คือ 2.5 % (2/80) ในจังหวัดฉะเชิงเทรา พบว่า มีค่าความชุกของ
โรคอยู่ที่ 5% (2/40) แต่ในจังหวัดสระแก้วตรวจไม่พบโรคนี้ ผลวิเคราะห์ลักษณะการเลี้ยง พบว่า เกษตรกร
ทั้งหมดในจังหวัดฉะเชิงเทรา และ 80% ในจังหวัดสระแก้ว เลี้ยงกระบือรวมกับสัตว์ชนิดอ่ืน นอกจากน้ียัง
พบว่า มีแมลงพาหนะในกระบือเกือบทุกตัวอย่าง (78/80) ผลค่าเฉลี่ยของ PCV ในตัวอย่างของจังหวัดสระแก้ว 
(33±2 %) มากกว่า ของจังหวัดฉะเชิงเทรา (29±5 %) ผลค่าเฉล่ีย PP ในตัวอย่างของจังหวัดฉะเชิงเทรา 
(9.2±0.8 g/dL) มากกว่า ของจังหวัดสระแก้ว (8.8±0.8 g/dL) แต่ข้อมูลลักษณะการเลี้ยง แมลงพาหะ 
ค่าเฉลี่ย PCV และ PP ไม่มีความสัมพันธ์ ต่อการพบเช้ือ T. evansi ในกระบือ 
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Abstract: The objective of this study was to study on using polymerase chain reaction (PCR) 
and Buffy coat smear method for Trypanosoma evansi detection in buffalos of eastern 
Thailand. Samples were collected from buffalo blood during July - December 2016. There 
were 80 samples; 40 samples from Chachoengsao province and the others were collected 
from Sa Kaeo province. All the samples were tested by PCR and buffy coat smear method. 
Packed cell volume (PCV) and plasma protein (PP) of samples were measured and data of 
husbandry management in each farm were recorded. Results from this study revealed that 
there was no T. evansi infection in sample from Sa Kaeo province. But, two infected samples 
of Chachoengsao province were found by both PCR and Buffy coat smear method. Therefore, 
PCR and buffy coat smear method had 100% sensitivity and 100 % specificity. The prevalence 
of all samples was 2.5% (2/80). Prevalence of Chachoengsao province was 5% (2/40) while 
the disease was not detected in Sa Kaeo province. Analysis of husbandry management showed 
that all of farmers in Chachoengsao and 80 % of farmers in Sa Kaeo province province raise 
buffalos with other animals. In addition, vector insects were found in almost all buffalos 
(78/80). The average PCV of samples in Sa Kaeo province (33±2 %) were more than those of 
Chachoengsao province (29±5 %).The average PP of Chachoengsao province (9.2±0.8 g/dL) 
were more than Sa Kaeo province (8.8±0.8 g/dL). However,data of husbandry management, 
vector insects, PCV and PP did not relate to found T. evansi infection in buffalos 
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บทนํา 
Trypanosoma evansi  เ ป็ นห น่ึ ง ใ น โ ร ค

ปรสิตชนิดหน่ึงที่สําคัญในประเทศเขตร้อนและกึ่งเขต
ร้อน  ปรสิตชนิดน้ีส่งผลกระทบต่อสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นํ้านมและสัตว์ป่าหลายชนิด เช้ือน้ีเป็นปรสิตในเลือด
โ ค แ ล ะ ก ร ะ บื อ ที่ เ ป็ น ส า เ ห ตุ ทํ า ใ ห้ เ กิ ด โ ร ค 
Trypanosomiasis หรือโรคเซอร่า (surra) ซึ่งทําให้
เกิดการแท้งในโคและกระบือ (ไพทูล , 2557) ทําให้
เกิดภาวะลูกตายก่อนคลอด กดภูมิคุ้มกันและลด
ประสิทธิภาพของวัคซีนบางตัว โดยเฉพาะวัคซีนโรค
คอบวม ( Hemorrhagic septicaemia) ทําให้การทํา
วัคซีนมีประสิทธิภาพลดลง จึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึง
ของการระบาดของโรคคอบวมของกระบือในปีที่ผ่าน
มา (OIE Terrestrial Manual, 2012) การก่อโรคของ 
Trypanosoma evansi  จะมีโปรตีนที่อยู่บนเย่ือหุ้ม
เ ซ ล์ ที่ เ รี ย ก ว่ า  variable surface glycoprotein 
(VGS) โดยโปรโตซัวชนิดน้ีสามารถจะเลี่ยงการเกิด
ปฎิกิริยาของภูมิคุ้มกันโดยเปลี่ยนแปลงผิวของโปรตีน
ชนิดน้ี (OIE,2012) นอกจากน้ี เช้ือ Trypanosoma 
evansi  ยังลดประสิทธิภาพของวัคซีนโรคปากเท้า
เป่ือย (Food and mouth disease)  และอหิวาห์
สุกร (Classical swine fever) (Payne et al., 1993) 
ย่ิงไปกว่าน้ันเช้ือชนิดน้ี ยังก่อให้เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจค่อนข้างสูงเพราะสามารถแพร่กระจายได้
ง่ายและรวดเร็ว ทําให้ผลผลิตตํ่า เสียค่าใช้จ่ายในการ
รักษาสัตว์ บางตัวอาจป่วยโดยแสดงอาการหรือไม่
แสดงอาการก็ได้ (Hunngerford,1990; Blezinger, 
1998) สัตว์ที่ไม่แสดงอาการอาการป่วยจะเป็นแหล่ง
รังโรค (reservoir) และสามารถแพร่กระจายโรคไป
ยังโค กระบือและสัตว์อ่ืนๆ  เช่น ม้า ช้าง เสือ สุนัข 
สุกร กวาง เป็นต้น นอกจากการเกิดโรคในประเทศ
ไ ท ย แ ล้ ว ใ น ป ร ะ เ ท ศ อิ น เ ดี ย ร า ย ง า น คน ติ ด 

Trypanosoma evansi  ซึ่งจัดเป็นโรคอุบัติใหม่ใน
ประเทศอินเ ดีย  ทั้ ง น้ี ในปัจจุ บันพบว่าจํ านวน
ประชากรกระบือลดลงและจังหวัดชลบุรีเป็นหน่ึงใน
จังหวัดที่มีประชากรกระบือลดลงจากปี พ.ศ. 2553 – 
2554 โดยลดลงมากเป็นอันดับที่ 4 ของประเทศ 
(ศูนย์สารสนเทศ กรมปศุสัตว์, 2554)  

การวินิจฉัยโรคน้ีสามารถทําได้โดยการตรวจ
วิ นิจฉั ย เ พ่ือจํ าแนกเ ช้ือ  ( Identification of the 
agent) และก า รต ร ว จ วิ นิ จ ฉั ย ท า งซี รั่ ม วิ ท ย า 
( Serological tests) เ ช่ น  buffy coat smear 
(OIE,2012) นอกจากน้ีการตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิค
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) เป็นอีกเทคนิคหน่ึง
ที่ นิยมนํามาตรวจหาเช้ือ Trypanosoma evansi  
เน่ืองจากให้ผลที่จําเพาะเจาะจง (specificity) และมี
ความไวต่อเช้ือ (sensitivity) มากกว่าวิธีการตรวจ
เช้ือด้วยกล้องจุลทรรศน์ และซีรั่มวิทยา  เน่ืองจาก
เป็นการตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ T. evansi  
โดยตรงจากเลือดสัตว์ โดยสามารถตรวจหาสาร
พันธุกรรมได้แม้มีปริมาณเพียง 0.01- 0.001 พิโคกรัม
หรือเทียบเท่ากับการตรวจหาเช้ือปรสิตเพียง 1 ตัวต่อ
มิลลิลิตรในกระแสเลือด วิธีการทางอณูชีวโมเลกุลน้ี
นิ ย ม นํ า ม า ใ ช้  เ พ่ื อ สํ า ร ว จค ว าม ชุ ก ขอ ง เ ช้ื อ 
Trypanosoma evansi ในแง่ของการจําแนกเชื้อ 
การตรวจหาเช้ือซึ่งเป็นประโยชน์อย่างย่ิงในการเฝ้า
ระวัง ตลอดจนการป้องกันการเกิดโรคอุบัติใหม่หรือ
การกลายพันธ์ุเป็นสายพันธ์ุใหม่ของเช้ือชนิดน้ีได้อีก
ทางหน่ึง (ไพทูล ,2557)  

จาก เห ตุผลข้ า ง ต้นผู้ วิ จั ย ไ ด้ เ ล็ ง เ ห็ นถึ ง
ค ว า ม สํ า คั ญ ที่ ต้ อ ง มี ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ เ ช้ื อ 
Trypanosoma evansi ด้วยวิธี buffy coat smear 
และ เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ เพอริ เมอเรส (PCR) 
รวมท้ังศึกษาลักษณะการเลี้ยง การมีแมลงเป็นพาหะ 
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ค่าเฉลี่ยของ PCVและ PP เพ่ือเฝ้าระวังการระบาด
ของโรคจากกระบือมาสู่สัตว์ชนิดต่างๆ เช่น ม้า วัว 
สัตว์ป่า และคน เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดความสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจ และยังผลทางอ้อมเป็นอีกแนวทางหน่ึง
ในการอนุรักษ์กระบือในประเทศไทยอีกด้วย 

วัตถุประสงค์ของการวิจัยครั้งนี้เพ่ือตรวจหา
เช้ือ Trypanosoma evansi  ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่
เพอริเมอเรสและวิธี buffy coat smear 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
ตัวอย่าง 

ทําการเก็บตัวอย่างจากเส้นเลือดบริเวณคอ
ปริมาตร 3 ซีซี จากกระบือที่ เลี้ยงภายในจังหวัด
ฉะเชิงเทราจํานวน 40 ตัวจากจํานวน 10 ฟาร์ม และ
จากสระแก้วจํานวน 40 ตัวจากจํานวน 10 ฟาร์ม ใน
ระหว่างเดือนกรกฎาคม ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2559  
มาป่ันที่ด้วยแรง 3,300 g ใส่ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกว่าจะทําการทดสอบ 
การสกัดสารพันธุกรรม  

นํ า ตั วอ ย่ างที่ เ ก็ บ ไ ด้มาทํ าการส กัดสาร
พันธุกรรม (DNA extraction) โดยใช้ชุดสกัดการ
พัน ธุ กรรม  Exgene blood SV mini (Geneall®, 
Seoul,Korea)  โดยมีขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรม
พ อ สั ง เ ข ป ดั ง น้ี  เ ติ ม  Proteinase K solution 
(20mg/ml) จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในตัวอย่าง 
buffy coat 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 นาที หลังจากนั้นใส่สาร Buffer BL จํานวน 
200 ไมโครลิตร ผสมสารทั้งหมดให้เข้ากันดี หลังจาก
น้ัน นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ จากน้ันใส่ absolute 
ethanol จํานวน 200 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน  
นําตัวอย่างที่ได้ทั้งหมดมาใส่ใน SV column นําไปป่ัน

เหว่ียงที่ด้วยแรง 13,500 g นาน 1 นาที หลังจากน้ัน
ทําการทิ้งของเหลวที่อยู่ก้นหลอดทิ้ง และนํา column 
ที่มีสารพันธุกรรมติดอยู่ที่แผ่นกรอง (filter) มาทําการ
ใส่สาร buffer BW จํานวน 600 ไมโครลิตร นําไปป่ัน
เหว่ียงด้วยความเร็วและเวลาเท่าเดิม นํา column ที่มี
สารพันธุกรรมติดอยู่มาทําการใส่สาร buffer TW 
จํานวน 700 ไมโครลิตร และนําไปป่ันด้วยความเร็ว
และเวลาเท่าเดิม จากน้ันทําการป่ันเหว่ียงด้วยแรง 
13,500 g เป็นเวลา 1 นาทีเพ่ือทําให้แผ่นกรองใน
คอลั่มแห้ง ในขั้นตอนสุดท้ายทําการละลายสาร
พันธุกรรมที่กรองได้ด้วยสาร  buffer AE จํานวน 50 
ไมโครลิตร ใส่ลงในcolumnต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 
5 นาทีแล้วนําไปป่ันที่ความเร็ว 13,500 g เป็นเวลา 1 
นาที ก็จะได้สารพันธุกรรมที่ต้องการ  

ทําการวัดความเข้มข้นของสารพันธุกรรมที่สกัด
ได้ด้วยเคร่ืองสเปกโทรมิเตอร์(spectrophotometer 
NanoDropTM2000c, MA,USA) โดยใช้ค่าการดูดกลืน
แสงที่  A260/A280 ratio และทําการเจือจางสาร
พันธุกรรมที่สกัดได้ให้มีความเข้มข้น อยู่ระหว่าง 1.5 – 
2.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือใช้สําหรับปฏิกิริยาพอลิ
เมอเรสในขั้นต่อไป 
ปฏิกิริยาพอลิเมอเรส 

นําตัวอย่างสารพันธุกรรมที่สกัดได้จะถูกมาทํา
การเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิ เมอเรสในเครื่ อง เ พ่ิมปริมาณสารพัน ธุกรรม 
(NyxTechnix, USA) ในการศึกษาเพ่ือตรวจหาสาร
พันธุกรรมของเช้ือ Trypanosoma evansi  ในครั้งน้ี
ทางคณะผู้ศึกษาได้ใช้ไพรเมอร์  TBR1/2 ตามวิธีการ
ของ Masiga และคณะ (1992) โดยมีลําดับเบสดังน้ี  
Forward primer GAATATTAAACAATGCGCAG  
Reward primer CCATTTATTAGCTTTGTTGC   
ขนาดของPCR  product เท่ากับ 164 bp 



กมลพร ปัญจะ และคณะ / สตัวแพทย์มหานครสาร. 2561. 13(2): 161-170. 

165 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ทําการทดสอบใน
แต่ละตัวอย่างจะมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร ประกอบด้วย
สารละลายตัวอย่างที่ได้จากการสกัดสารพันธุกรรม
จํานวน 2 ไมโครลิตร สารละลาย Gotaq ® Green  
master mix (promeca, WI, USA) จํ า น ว น  10 
ไมโครลิตร forward primer และ reverse primer 
(ความ เข้ มข้ น  10 μM/μL) จํ านวนอย่ า งละ  2 
ไมโครลิตร และนํ้ากลั่นจํานวน 4 ไมโครลิตร โดย
อุณหภูมิและเวลาสําหรับทําปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์
เรสในการศึกษาครั้งน้ีมีรายละเอียดดังต่อไปน้ี ขั้นตอน
การ เตรี ยมการทํ า ง านของ เอนไซม์  taq DNA 
polymerase ที่ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 วินาที 
ตามด้วยขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมซึ่ง
ประกอบด้วย 1) การแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคู่ออกจาก
กัน (DNA denaturation) อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 30 วินาที 2) การจับของไพร์เมอร์กับสายดีเอ็นเอ 
(Anealing) ที่ 60 องศาเซลเซียส เวลา 60 วินาที 3) 
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพร์เมอร์ 
(Extension) ที่ 72 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที โดย
ขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมขั้นตอนน้ีจะ
ปรับต้ังให้เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมน้ีทําซ้ําเป็น
จํานวน 30 รอบ และขั้นตอนสุดท้ายที่ 72 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 120 วินาที เพ่ือทําให้การสังเคราะห์
สายดีเอ็นเอเกิดอย่างสมบูรณ์ 

ตัวอย่างที่ได้จากการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรสจะถูกนํามาตรวจหาขนาดของสารพันธุกรรม
เป้าหมายด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
โดย  ใ ช้  agarose gel (Invitrogen , CA , USA) ใน
สารละลาย Tris borate (TBE) buffer (90 mM Tris, 
90 mM boric acid and 2 mM EDTA, pH 8) แล้ว
นําไปผ่านกระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์เป็นเวลา 50 นาที 
จากน้ันนํา agarose gel ไปแช่ในสารละลายร้อยละ 5 

ของเอธิเดียมโบรไมด์ (Promega, WI, USA) นาน 15 
นาที แล้วแช่ต่อในนํ้าสะอาดนาน 10 นาที ทําการอ่าน
ผลด้วยเครื่อง Gel Documentation System (Witeg, 
Wertheim, Germany)   
การตรวจหา Trypanosoma evansi ด้วยวิธีการ 
Buffy coat smear 

นํ า ตั ว อ ย่ า ง  buffy coat ไ ป ต ร ว จ ห า 
Trypanosoma evansi ด้ วย  วิ ธี ก าร  Buffy coat 
smear สามารถเตรียมได้โดยใช้ capillary tube ดูด
เลือดมาประมาณค่อน tube นําไป ป่ัน โดยใช้แรง
เหว่ียงที่ 15,00 g  นาน 5 นาที ต่อมาใช้ใบเลื่อยตัด 
capillary tube ตรงใต้บริเวณรอยต่อช้ัน buffy coat 
และช้ันเม็ดเลือดแดงเคาะช้ัน Buffy coat บน  slide 
ใช้ cover slip smear ให้บางรอให้ฟิล์ม Buffy coat 
แห้ง ทิ้งไว้ 5 นาทีต่อมาหยดสี Wright’s stain  ให้
ท่วมฟิล์ม Buffy coat ทิ้งไว้ 5 นาที แล้วใส่นํ้ากลั่นลง
ไปเล็กน้อย ผสมให้เข้ากันกับสี  Wright’s stain โดย
ใช้ลูกยางเป่าเบา ๆ ให้เข้ากันทิ้งไว้ 5 นาที ล้างด้วย
นํ้าประปา เช็ดด้านหลัง slide  ให้สะอาด รอให้แห้ง
นําไปตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย X100 (oil 
immersion len) 

 
ผลการศึกษา 

จากตัวอย่างเลือดกระบือทั้งหมด 80 ตัวอย่าง 
จังหวัดฉะเชิงเทรา 40 ตัวอย่าง และจังหวัดสระแก้ว 
40 ตัวอย่าง โดยสุ่มตัวอย่างด้วยวิธี simple random 
ตรวจพบเ ช้ือ  Trypanosoma evansi ทั้ งหมด 2 
ตัวอย่าง ในพ้ืนที่ภาคตะวันออก โดยศึกษาระหว่าง
ช่วงเดือนระหว่างเดือนมีนาคม – กันยายน พ.ศ. 
2559 ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ตารางแสดงผลการตรวจ Trypanosoma evansi ด้วยวิธีการ Buffy coat smear และปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 ตัวอย่าง

ทั้งหมด 
ผลลบจากการทดสอบ ผลบวกจากการทดสอบ 

Buffy coat smear PCR Buffy coat smear PCR 
สระแก้ว 40 40 40 0 0 
ฉะเชิงเทรา 40 38 38 2 2 

 

 

รูปที่ 1 รูปแสดงผล gel electrophoresis: ตัวอย่างที่ 1-4, 6 และตัวอย่างควบคุมลบ (negative control) 
ให้ผลลบ, ตัวอย่างที่ 5 และ ตัวอย่างควบคุมบวก (positive control) ซึ่งมีขนาดของสารพันธุกรรมเป้าหมายที่ 
164 base pair (bp) 

 
วิจารณผ์ลการทดลอง 

รายงานผลการศึกษาท้ังหมด 80 ตัวอย่าง จาก
จังหวัดฉะเชิงเทรา (40 ตัว) และ สระแก้ว (40 ตัว)  
ตัวอย่างทั้งหมดถูกทดสอบด้วย เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่
เพอริเมอเรส, วิธี buffy coat smear และหาค่าของ
เม็ดเลือดแดงอัดแน่น (PCV) ค่าพลาสมาโปรตีน (PP) 
รวมท้ังเก็บข้อมูลลักษณะการเลี้ยงของแต่ละฟาร์ม 

ผลการทดสอบสรุปว่า ตัวอย่างจากจังหวัดสระแก้ว 
ไม่พบเช้ือ T. evansi แต่พบเช้ือใน 2 ตัวอย่างจาก
จังหวัดฉะเชิงเทรา การตรวจด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรส และวิธี buffy coat smear ให้ผลตรงกัน 
โดยมี sensitivity 100% และ specificity 100% ทั้ง
สองวิธี ความชุกของเช้ือจากตัวอย่างทั้งหมด คือ 2.5 
% (2/80) ในจังหวัดฉะเชิงเทราพบว่ามีค่าความชุก 

164 bp
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รูปที่ 2 รูปภาพแสดงเช้ือ Trypanosoma evansi จากการตรวจด้วยวิธี buffy coat smear และการย้อมสี 

modify wright giemsa ทีกํ่าลังขยายขนาด 40 เท่า 
 
ของโรคอยู่ที่ 5% (2/40) แต่ในจังหวัดสระแก้วตรวจ
ไม่พบโรคน้ี ผลวิเคราะห์ลักษณะการเลี้ยง พบว่า 
สภาพการเลี้ยงของกระบือทั้งหมด 80 ตัว มีการเลี้ยง
กระเบือร่วมกับสัตว์ชนิดอ่ืน 72 ตัว แต่เป็นโรคแค่
เพียง 2 ตัว ดังน้ันแสดงว่าลักษณะการเลี้ยงรวมไม่มี
ผลต่อการเกิดโรค เมื่อวิเคราะห์ลักษณะการมีแมลง
เป็นพาหะพบว่าจากกระบือทั้งหมด 80 ตัว มีกระบือ
ที่มีแมลงเป็นพาหะท้ังหมด 78 ตัว แต่เป็นโรคเพียง 2 
ตัว ดังน้ันแสดงว่าลักษณะการมีแมลงเป็นพาหะไม่มี
ผลต่อการเกิดโรค  

อาการที่แสดงโดยทั่วไปของโรคเซอร่า มักมีไข้
สูงโดยเฉพาะในระยะเร้ือรังจะแสดงอาการโดยมีไข้
ขึ้นๆลงๆ นํ้าหนักลด ซึม ไม่กินอาหาร เกิดภาวะเลือด
จาง หรือเกิดภาวะดีซ่าน อาจพบจุดเลือดออกตาม
เย่ือเมือก ต่อมนํ้าเหลืองโต อาจมีหรือไม่มีอาการบวม
นํ้า มีรายงานว่าโรคน้ีมีการแสดงอาการทางประสาท
มักพบได้ในม้า สุนัข โค กระบือ กวาง และ หมีหิ
มาลายัน ในม้าส่วนใหญ่จะแสดงอาการทางระบบ
ประสาท เช่น เดินไม่สัมพันธ์กัน เป็นอัมพาตเริ่มจาก
สองขาหลังจนในที่สุดเกิดกล้ามเน้ือฝ่อลีบทําไห้ไม่

สามารถเดินได้เป็นปกติ (Marc Desquesnes, et 
all. 2013) จากกลุ่มอาการสภาวะเลือดจางดังกล่าว
ข้างต้นจึงได้มีการตรวจหาค่า PCV และ PP เพ่ือหา
ความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรคเซอร่าพบว่า โดยสภาวะ
ปกติค่า PCV ของกระบือจะอยู่ที่ 30.25-50.8 % 
( Mahmoud R. Abd Ellah et al., 2013)  พบ ว่ า
กระบือที่มีค่า PCV ตํ่ากว่า 30 มีทั้งหมด 25 ตัว พบ
เป็นโรคเพียง 2 ตัว ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าค่า PCV ที่ตํ่า
กว่ามาตราฐานไม่ได้สัมพันธ์กับความเป็นโรค เมื่อ
วิเคราะห์ค่า PP พบว่าในสภาวะปกติค่า PP ใน
กระบืออ ยู่ที่  5.6-8.1 g/dL พบว่ากระบือที่ มี ค่ า
พลาสมาโปรตีนสูงกว่า 8.1 มีทั้งหมด 65 ตัว ดังน้ันจึง
สรุปได้ว่าค่า PP ที่สูงกว่ามาตรฐานจึงไม่ได้สัมพันธ์
กับการเป็นโรค 

การตรวจวินิจฉัยด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรส (PCR) เป็นอีกเทคนิคหน่ึงที่ นิยมนํามา
ตรวจหาเชื้ อ  Trypanosoma evansi  เ น่ืองจาก
ให้ผลที่จําเพาะเจาะจง (specificity) และมีความไว
ต่อเช้ือ (sensitivity) มากกว่าวิธีการตรวจเช้ือด้วย
กล้องจุลทรรศน์ และซีรั่มวิทยา  เน่ืองจากเป็นการ
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ตรวจหาสารพันธุกรรมของเช้ือ T. evansi  โดยตรง
จากเลือดสัตว์ โดยสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมได้
แม้มีปริมาณเพียง 0.01- 0.001 พิโคกรัมหรือ
เทียบเท่ากับการตรวจหาเช้ือปรสิตเพียง 1 ตัวต่อ
มิลลิลิตรในกระแสเลือด วิธีการทางอณูชีวโมเลกุลน้ี
นิ ย ม นํ า ม า ใ ช้  เ พ่ื อ สํ า ร ว จค ว าม ชุ ก ขอ ง เ ช้ื อ 
Trypanosoma evansi ในแง่ของการจําแนกเช้ือ 
การตรวจหาเช้ือซึ่งเป็นประโยชน์อย่างย่ิงในการเฝ้า
ระวัง ตลอดจนการป้องกันการเกิดโรคอุบัติใหม่หรือ
การกลายพันธ์ุเป็นสายพันธ์ุใหม่ของเช้ือชนิดน้ีได้อีก
ทางหน่ึง (ไพทูล ,2557) แต่จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่า
การตรวจด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และวิธี 
buffy coat smear ให้ผลตรงกัน โดยมี sensitivity 
1 0 0 %  แ ล ะ  specificity 1 0 0 %  ทั้ ง ส อ ง วิ ธี  
เน่ืองมาจาก เช้ือ T. evansi ตัวน้ีอาจจะอยู่เฉพาะท่ี
ใดที่หน่ึงในร่างกายสัตว์ ดังน้ันถ้าเจาะเลือดไปไม่พบ
จุดที่ เ ช้ืออยู่โอกาสเจอเ ช้ือก็จะน้อยลงจึงทําให้ 
sensitivity และ specificity มีค่าเท่ากัน 
 

สรุปผลการทดลอง 
จากการตรวจเช้ือ T.evansi ด้วยวิธีการของ 

buffy coat smear ให้ผลเช่นเดียวกับ วิธีการตรวจ 
PCR ลักษณะการเลี้ยงร่วมกับสัตว์อ่ืน การมีแมลง
เป็นพาหะ การที่ค่าของ PCV และ PP ไม่เป็นไปตาม
มาตราฐานน้ันไม่เก่ียวข้องกับการเป็นโรคเซอร์ร่า 
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