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บทคัดย่อ: โรคเลปโตสไปโรซิสหรือโรคฉี่หนูเป็นโรคติดเชื้อจากสัตว์สู่คนที่ส าคัญโดยเฉพาะกลุ่มอาชีพเกษตรกรผู้เลี้ยง
สัตว์ กระบือปลักที่ติดเชื้อมักจะไม่แสดงอาการแต่สามารถส่งผลให้เกิดความไม่สมบูรณ์พันธุ์ได้ การศึกษาครั้งนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ที่ก่อโรคในน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือปลักจ านวน 56 ตัว ที่มี
จ าหน่ายและเกษตรใช้อยู่ทั่วไปในพื้นที่ประเทศไทยด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  (polymerase chain 
reaction; PCR) น าตัวอย่างทั้งหมดมาสกัด DNA แล้วแบ่งตัวอย่างออกเป็น 7 กลุ่ม และตรวจด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) เดี่ยว LipL32 และ 16S rRNA และ multiplex primer Ph In และ Sa ผล
การศึกษาพบว่า ไม่พบเชื้อ Leptospira spp. ในตัวอย่างทั้ง 7 กลุ่ม อย่างไรก็ตามตัวอย่างที่น ามาศึกษาเป็นน้ าเชื้อแช่
แข็งที่มีการผสมยาเพนิซิลลินและสเตร็ปโตมัยซินในสารละลายน้ าเชื้อแช่แข็ง ซึ่งยาปฏิชีวนะนี้อาจจะยังมีประสิทธิภาพ
ต่อเชื้อ Leptospira spp. ได้ หรือพ่อพันธุ์กระบือปลักมีสุขภาพดีไม่มีการติดเชื้อ Leptospira spp. ตั้งแต่ต้น 
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Abstract: Leptospirosis is an important zoonotic disease, especially for farmers and those involved 
in animal husbandry. Infected swamp buffaloes usually are asymptomatic but infertility issues may 
present themselves. This study was designed to detect pathogenic Leptospira spp. by polymerase 
chain reaction (PCR) technique in commercially available and widely used frozen semen samples 
from 56 swamp buffalo bulls in Thailand.  DNA samples were extracted and grouped into seven 
experimental group samples (eight samples per test tube). Polymerase Chain Reaction assays were 
performed using single primer LipL32 and 16S rRNA and multiplex primer Ph In and Sa. The results 
showed that Leptospira spp. was not detected in any of the seven experimental group samples. 
However, penicillin and streptomycin were added in the extenders of these frozen semen samples, 
which could have acted as antibiotics for Leptospira spp. or The buffalo bulls were healthy without 
Leptospira spp. Infection. 
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บทน้า 
โรคเลปโตสไปโรซิส (leptospirosis) เกิดจากการ

ติดเชื้อกลุ่ม genus Leptospira เป็นโรคติดต่อจากสัตว์
สู่คน (zoonosis) ที่พบได้ทั่วโลก และเป็นปัญหาส าคัญ
ด้านสาธารณสุขเนื่องจากอาการเร่ิมแรกไม่ชัดเจนแต่หาก
ปล่อยไว้สามารถเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ นอกจากนี้ยังเป็น
ปัญหาด้านเศรษฐกิจทางการปศุสัตว์ เนื่องจากเป็นเชื้อที่
แพร่กระจากได้ง่ายผ่านการสัมผัสกับปัสสาวะของสัตว์ที่

ติดเชื้อหรือผ่านทางการผสมพันธุ์ ท าให้ผลผลิตน้ านม
ลดลง แท้งลูก ส่งผลต่อคุณภาพน้ าเชื้อ และผสมติดยาก 
สัตว์หลายชนิดทั้งสัตว์เลี้ยงและสัตว์ป่าสามารถเป็นแหล่ง
รังโรคที่ปล่อยเชื้อออกมากับปัสสาวะได้ โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งสัตว์ฟันแทะ (rodent) เช่น หนู เนื่องจากโรคเลปโตส
ไปโรซิสเป็นโรคติดเชื้อซึ่งมีความซับซ้อนทั้งจากลักษณะ
ทางชีววิทยาของเชื้อ พาหะน าเชื้อ ร่วมกับธรรมชาติของ
การระบาดที่เกี่ยวข้องกับสิ่งแวดล้อมและการประกอบ
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อาชีพจึงท าให้การควบคุมป้องกันโรค ท าได้ยาก และมัก
มีอุบัติการณ์ของโรคเกิดเป็นระยะ (Uavechanichkul, 
2008) 

จากรายงานของกรมปศุสัตว์ในปีพุทธศักราช 
2565 มีเกษตรกรผู้เลี้ยงกระบือในประเทศไทยจ านวน 
309,001 ราย และมีกระบือจ านวน 1,741,141 ตัว 
(DLD, 2022) แสดงให้เห็นถึงความนิยมการเลี้ยงกระบือ
ปลัก (Bubalus bubalis carabanesis) ในประเทศไทย
ที่มีมากกว่าในอดีต กระบือปลักพบได้ในหลายประเทศ 
ได้แก่ ประเทศไทย ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย อินโดนีเซีย 
เวียดนาม พม่า จีนตอนใต้ กัมพูชา และลาว เป็นต้น (Na-
Chiangmai, 2002) ในปัจจุบันกระบือไม่ได้ถูกเลี้ยงเพื่อ
ใช้ แรง งานอย่ า ง เช่ น ในอดี ต  มี การ เลี้ ย งกระบื อ
หลากหลายรูปแบบมากขึ้นทั้งเลี้ยงเพื่อขายเนื้อเป็น
อาหาร ผลิตน้ านม และเพื่อการแข่งขัน เช่น ประเพณีวิ่ง
ควาย หรือการประกวดกระบือสวยงาม เป็นต้น ท าให้
เกษตรกรมีความต้องการในการเพิ่มจ านวนกระบือ 
เทคโนโลยีการผสมเทียมจึงได้ถูกน ามาใช้ร่วมกับน้ าเชื้อ
แช่แข็งอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตามยังพบปัญหาการ
ผสมติดยากหรือความไม่สมบูรณ์พันธุ์เกิดขึ้นในการเลี้ยง
กระบือในประเทศไทยโดยการใช้เทคนิคการผสมเทียม 
(Chaikhun et al., 2010) ซึ่งสาเหตุส าคัญส่วนหนึ่งใน
หลายสาเหตุนั้นคือคุณภาพน้ าเชื้อและสุขภาพทั้งในพ่อ
และแม่พันธุ์กระบือที่ปลอดจากโรคติดต่อทางระบบ
สืบพันธุ์ที่ส าคัญ 

ในประเทศไทยข้อมูลจากกรมควบคุมโรค พบ
ผู้ป่วยโรคเลปโตสไปโรซิสเฉลี่ยปีละ 2,500 ราย เสียชีวิต 
40 ราย อาชีพของผู้ป่วยส่วนใหญ่เป็นเกษตรกร (DDC, 
2021) ผู้ป่วยจะติดได้จากการสัมผัสกับปัสสาวะของสัตว์
ที่ติดเชื้อหรือ น้ า ดิน อาหารที่ปนเปื้อนเชื้อ โดยที่เชื้อจะ
ผ่านเข้าสู่ร่างกายได้ทางบาดแผลและเยื่อเมือก เช่น ตา 
จมูก และปาก เป็นต้น หลังจากได้รับเชื้อผู้ป่วยอาจแสดง
อาการที่ไม่จ าเพาะเจาะจงได้แก่ มีไข้ ปวดหัว หนาวสั่น 
ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ ตาแดง อาเจียน และตัวเหลือง 

(jaundice) ซึ่งอาการอาจปรากฏภายใน 2 วัน จนถึง 4 
สัปดาห์ หากไม่ได้รับการรักษาอาจท าให้เยื่อหุ้มสมอง
อักเสบ (meningitis) ไตเสียหาย ตับวาย หายใจล าบาก 
และเสียชีวิตได้ (CDC, 2019) 

กระบือที่ ติด เชื้ อส่ วนใหญ่มักไม่แสดอาการ
(subclinical) แต่มีรายงานการตรวจพบเชื้อLeptospira 
spp.  ไ ด้ จ า ก เ ลื อ ด  ( Wongpanit et al. , 2012; 
Suwancharoen et al. , 2013; Chadsuthi et al. , 
2017) อวัยวะจากระบบปัสสาวะและระบบสืบพันธุ์ 
(Guedes et al., 2020) และปัสสาวะ (Suwancharoen 
et al., 2016; Chadsuthi et al., 2018) นอกจากนี้เชื้อ 
Leptospira spp. สามารถมีชีวิตอยู่ในอุณหภูมิเยือกแข็ง 
(freezing temperature) ที่ใช้ในกระบวนการท าน้ าเชื้อ
แช่ แ ข็ ง  ( cryopreservation)  ไ ด้  ( Perumal et al. , 
2013; Givens, 2018; Philip et al., 2018; Loureiro 
and Lilenbaum, 2020) นอกจากการตรวจโรคและ
สุขภาพพ่อพันธุ์ประจ าปีแล้ว เพื่อป้องกันไม่ให้สัตว์เพศ
เมียติดเชื้อจากการผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งที่อาจมี
เชื้อ Leptospira spp. ในกระบวนการท าน้ าเชื้อแช่แข็ง
จึงจ าเป็นที่จะต้องใส่ยาปฏิชีวนะลงในสารละลายน้ าเชื้อ 
( extender)  เ ช่ น  GTLS ( gentamycin tylosin 
lincomycin และ spectinomycin)  (Andrabi et al. , 
2016; Ansari et al., 2017) หรือ SP (streptomycin 
และ penicillin) (Andrabi et al., 2016) เป็นต้น  

อย่างไรก็ตามในประเทศไทยยังไม่เคยมีรายงาน
การวิจัยที่ เกี่ยวข้องกับการตรวจหาเชื้อ Leptospira 
spp. ในน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือปลักซึ่งถือเป็น
โรคติดต่อส าคัญทางระบบสืบพันธุ์ส่งผลกระทบต่อความ
สมบูรณ์พันธุ์ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อ
ตรวจหาการปนเปื้อนเชื้อ Leptospira spp. ที่ก่อโรคใน
น้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือปลักที่มีจ าหน่ายและ
เกษตรกรใช้อยู่ในปัจจุบันด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
วิธีการเก็บตัวอย่าง 

ท าการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์
กระบือปลักที่มีจ าหน่ายในประเทศไทย 56 ตัวอย่าง โดย
เก็บรักษาในถังเก็บน้ าเชื้อที่มีไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -
196 องศาเซลเซียส ส าหรับการเคลื่อนย้ายไปยัง
ห้องปฏิบัติการ 
การสกัด DNA 

น าน้ าเชื้อแช่แข็งละลายในน้ าอุณหภูมิ 37 – 38 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ตัดหลอดน้ าเชื้อแช่
แข็งใส่น้ าเชื้อแช่แข็งหลังละลายลงในหลอดไมโครเซ็นติ
ฟิวก ์สกัด DNA ด้วยชุดสกัด QIAamp® DNA Micro Kit 
(QIAGEN, เยอรมนี) ใช้ตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร ใส่ 
buffer ATL 100 ไมโคลิตร proteinase K 10 ไมโครลิตร 
และ buffer AL 100 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปใส่เครื่อง
อุ่นหลอดทดลองที่ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ใส่เอทานอล 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (15 - 25 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 นาที  ใช้ปิเปตต์ดูดสาร
ทั้งหมดย้ายไปใส่ใน QIAamp MinElute column แล้ว
น าไปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที เปลี่ยน collection tube เป็นอัน
ใหม่ เติม buffer AW1 500 ไมโครลิตร น าเข้าเครื่องปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที เปลี่ยน collection tube เป็นอันใหม่ เติม buffer 
AW2 500 ไมโครลิตร น าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 8000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที  เปลี่ยน 
collection tube เป็นอันใหม่ อีกครั้ง จากนั้นน า เข้า
เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที 
เ ป็ น เ ว ล า  3  น า ที  เ พื่ อ ท า ใ ห้  เ ยื่ อ  silica ( silica 
membrane) แห้ง ย้าย column ไปใส่หลอดไมโครเซ็น
ติฟิวก์อันใหม่แล้วเติม Buffer AE 500 ไมโครลิตร ตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แล้วน าเข้าเครื่องปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 

นาที น าส่วน column ทิ้งจะได้ DNA อยู่ในหลอดไมโคร
เซ็นติฟิวก์ 

น า วั ค ซี น  Leptospira Canicola-
Icterohaemorrhagiae Bacterin ( Boehringer 
Ingelheim, สหรัฐอเมริกา) มาสกัด DNA ด้วยวิธีเดียวกนั 
เพื่อน ามาเป็นตัวควบคุมบวก 

น าตัวอย่าง DNA ตัวอย่างละ 1 ไมโครลิตร มา
รวมกันได้ 7 หลอด หลอดละ 8 ตัวอย่าง DNA ดังที่แสดง
ในตารางที่ 1 
ไพรเมอร์ (primer) ที่ใช้ในการตรวจสอบ 

ในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกใช้ไพรเมอร์ที่เคยมี
รายงานการใช้และตรวจพบเชื้อ Leptospira spp. ดังที่
แสดงในตารางที่ 2 ไพรเมอร์ LipL32 สามารถตรวจหา
ยีน LipL32 ของเชื้อก่อโรค Leptospira spp. แต่ไพร
เมอร์ 16S rRNA สามารถตรวจหาได้ทั้ งเชื้อก่อโรค 
Leptospira spp.  แ ล ะ เ ชื้ อ  Leptospira spp.  ที่ ไ ม่
ก่อให้เกิดโรคได้ (Vital-Brazil et al., 2010) ในส่วนของ 
multiplex primer Ph In และ  Sa เป็น  primer ที่ ใ ช้
ร่วมกันแล้วสามารถตรวจหาเชื้อก่อโรค ไม่ก่อโรค และ
เชื้อที่ยังไม่มีรายงานการก่อโรคได้ (Pui et al., 2015) 
 
ตารางที่ 1 แสดงตัวอย่าง DNA ของตัวอย่างทั้งหมดที่ได้
จากการสกัด DNA เพื่อไปตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR 

DNA จากน้้าเชื้อ 
แช่แข็ง 

ตัวอย่างส้าหรับทดสอบ 
PCR 

Buff 1 - 8 1 

Buff 9 - 16 2 

Buff 17 – 24 3 

Buff 25 – 32 4 

Buff 33 – 40 5 

Buff 41 – 48 6 

Buff 49 - 56 7 
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การท้า PCR 
แบ่งเป็น 3 กลุ่มตัวอย่าง คือ ตัวอย่างที่ใช้ไพร

เมอร์ LipL32 ตัวอย่างที่ใช้ไพรเมอร์ 16S rRNA และ
ตัวอย่างที่ใช้ primer Ph In และ Sa  

แต่ละปฏิกิริยาจะมีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร 
เตรียมใส่ในหลอด PCR ส าหรับไพรเมอร์ LipL32 และ
ไพรเมอร ์16S rRNA ใส่น้ าส าหรับท า PCR 8.2 ไมโครลิตร 
Quick TaqTM HS DyeMix ( Toyobo, ญี่ ปุ่ น )  1 0 
ไมโครลิตร forward และ reverse primer เส้นละ 0.4 
ไมโครลิตร และตัวอย่าง DNA ที่เตรียมไว้ 1 ไมโครลิตร 
แต่ในส่วนของ primer Ph In และ Sa จะใส่น้ าส าหรบัท า 
PCR 7 . 8  ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  Quick TaqTM HS DyeMix 
(Toyobo, ญี่ปุ่น) 10 ไมโครลิตร forward และ reverse 
primer ของแต่ละ primer เส้นละ 0.2 ไมโครลิตร และ
ตัวอย่าง DNA ที่เตรียมไว้ 1 ไมโครลิตร  

น าตัวอย่างใส่ในเครื่อง PCR แต่ระรอบของ PCR 
(PCR cycle) ประกอบด้วยขั้นตอน denaturation ที่ 95 
องศาเซลเซียส 3 นาที ตามด้วย 95 องศาเซลเซียส 30 
วินาที annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ตามด้วย 72 
องศาเซลเซียส 5 นาที 

แสดงผลด้ วยวิ ธี เจล อิ เล็ ก โทรโฟรี ซิ ส  ( gel 
electrophoresis)  แ ล ะ อ่ า น ผ ล ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  UVP 
GelMaxTM Imager (ANALYTIK, สหรัฐอเมริกา) 
 

ผลการทดลอง 
ตัวอย่างทั้งหมดไม่พบเชื้อ Leptospira spp. ดัง

แสดงในตารางที่ 3 
 

วิจารณ์ 
โรคเลปโตสไปโรซิสเป็นโรคติดต่อจากสัตว์สู่คนที่

ส าคัญโรคหนึ่งในประเทศไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับ
เกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์ที่มีความเสี่ยงสูงในการสัมผัสกับสัตว์
ป่วยที่ไม่แสดงอาการแต่สามารถแพร่เชื้อได้ กระบือเป็น
สัตว์ชนิดหนึ่งที่มักป่วยแบบไม่แสดงอาการและสามารถ
เป็นพาหะน าโรคได้ ในประเทศไทยเกษตรกรผู้เลี้ยง
กระบือมักปล่อยกระบือลงแหล่งน้ า ทั้งแหล่งน้ าตาม
ธรรมชาติและแหล่งน้ าภายในฟาร์ม นั่นเป็นอีกสาเหตุ
หนึ่งที่ท าให้กระบือติดเชื้อหรือสามารถแพร่เชื้อไปสู่
ธรรมชาติได้ โรคเลปโตสไปโรซิสยังเป็นโรคที่ส าคัญใน
กลุ่มสัตว์ปศุสัตว์เนื่องจากสามารถติดต่อไปยังระบบ
ทางเดินปัสสาวะและระบบสืบพันธุ์ ส่งผลให้เกิดการผสม 

ตารางที่ 2 แสดงไพรเมอรท์ี่ใช้ในการทดสอบ 

Primer Sequence 5’-3’ PCR product (bp) 

LipL32 F  
LipL32 R 

AAGCATTACCGCTTGTGGTG  
GAACTCCCATTTCAGCGATT  

474 

16S F 
16S R 

GAACTGAGACACGGTCCAT  
GCCTCAGCGTCAGTTTTAGG  

430 

Ph F  
Ph R  
In F  
In R  
Sa F  
Sa R 

CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT  
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT  
GGCGGCGCGTCTTAAACATG  
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT  
AGAAATTTGTGCTAATACCGAATGT  
GGCGTCGCTGCTTCAGGCTTTCG  

423 
 

331 
 

240 
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รูปที่ 1 ผลของเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสการตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ในตัวอย่างน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือ
ปลักด้วยไพรเมอร์ LipL32 ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 

 
รูปที่ 2 ผลของเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสการตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ในตัวอย่างน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือ
ปลักด้วยไพรเมอร์ 16S rRNA ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 

 
รูปที่ 3 ผลของเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสการตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ในตัวอย่างน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือ
ปลักด้วย multiplex primer Ph In และ Sa ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 
ติดยาก ผลผลิตลดลง และแท้ง เป็นต้น 

มีการศึกษาที่ ผ่ านมาที่ สามารตรวจพบเชื้อ 
Leptospira spp.  ใ น น้ า เ ชื้ อ ส ดจ าก โ ค  ( Masri et 
al.,1997; Heinemann et al., 1999; 2000; Maiolino 

et al., 2021) ม้า (Hamond et al., 2013) แพะและ
แกะ (Lilenbaum et al., 2008) ซึ่งสามารถตรวจพบได้
ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แสดงให้เห็นว่า
โรคเลปโตสไปโรซิสสามารถติดต่อได้ผ่านการสืบพันธุ์ 

500 bp 

 100 bp 

500 bp 

 100 bp 

 

 1              2              3                4               5              6              7               P               N 

  N            P            1            2            3            4             5             6           7  

500 bp 

100 bp 

  N            P            1            2            3            4             5             6           7  
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ตารางที่ 3 แสดงผลการตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. 

Primer 
ตัวอย่าง 

LipL32 16S rRNA Ph In และ Sa 

1 N N N 

2 N N N 

3 N N N 

4 N N N 

5 N N N 

6 N N N 

7 N N N 

Negative control N N N 

Positive control P P P 

 
ถึงแม้ว่าจะใช้วิธีการผสมเทียมแต่หากใช้น้ าเชื้อสดสัตว์
เพศเมียก็มีโอกาสที่จะติดโรคได้ 

การท าน้ าเชื้อแช่แข็งร่วมกับเทคนิคการผสมเทียม
มีข้อดีคือสามารถเพิ่มจ านวนครั้งการผสมได้มากขึ้น เก็บ
ได้นาน ลดความเครียดและความเสี่ยงในการติดโรคจาก
การเคลื่อนย้ายสัตว์ แต่อย่างไรก็ตามเชื้อ Leptospira 
spp. สามารถมีชีวิตอยู่ ในอุณหภูมิ เยือกแข็งที่ ใช้ใน
กระบวนการท าน้ า เชื้อแช่แข็งได้  (Perumal et al. , 
2013; Givens, 2018; Philip et al., 2018; Loureiro 
and Lilenbaum, 2020) ในกระบวนการท าน้ าเชื้อแช่
แข็งจึงจ าเป็นที่จะต้องผสมยาปฏิชีวนะลงในสารละลาย
น้ าเชื้อเพื่อป้องการการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิด
โรคได้ 

จากผลการศึกษาครั้งนี้ไม่พบเชื้อ Leptospira 
spp. ตัวอย่างแต่พบ PCR product ในตัวควบคุมบวก
สาเหตุหนึ่ งที่ อาจส่งผลให้ไม่พบการปนเปื้อนเชื้อ
เนื่องจากมีการใส่ยาปฏิชีวนะลงในสารละลายน้ าเชื้อแช่
แข็ง ยาปฏิชีวนะที่นิยมใช้ในประเทศไทยคือ SP ซึ่งยา
เป็นยาที่สามารถจัดการกับเชื้อ Leptospira spp. ได้ 
(Philpott, 1993; Fraga et al., 2015) ดังนั้นจึงแนะน า

ให้มีการผสมยาปฏิชีวนะอย่างน้อยหนึ่งชนิดลงใน
สารละลายน้ าเชื้อส าหรับการท าน้ าเชื้อแช่แข็ง (Mughal 
et al., 2017) 

เชื้อ Leptospira spp. ที่ก่อโรคเลปโตสไปโรซิสมี
หลากหลายสายพันธุ์และวินิจฉัยได้ยากเนื่องจากมีอาการ
ที่ไม่จ าเพาะ Gloriani และคณะ (2016) กล่าวว่าการ
ตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ด้วยวิธีใดวิธีหนึ่งยังไม่
สามารถยืนยันได้ว่าสัตว์ไม่มีการติดเชื้อจริง จึงแนะน าให้
ใช้วิธีการอ่ืนเข้ามาตรวจร่วมด้วย เช่น microscopic 
agglutination test (MAT) ซึ่งเป็นวิธีที่ได้รับความนิยม
มากที่สุด อย่างไรก็ตามวิธีการนี้จ าเป็นต้องตรวจด้วย
ตัวอย่างเลือด ซึ่งบ่งบอกถึงการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน
โรคที่สัตว์ได้สร้างขึ้นหลังจากได้รับเชื้อแล้วเท่านั้นผล
การศึกษาของ Ganda และคณะ (2016) ท าการตรวจหา
เชื้อ Leptospira spp. ในน้ าเชื้อสดของพ่อพันธุ์โคด้วย
วิธี PCR พบว่ามีการตรวจพบเชื้อเมื่อมีความเข้มข้นของ 
DNA ที่ 102 – 103 แบคทีเรีย/มิลลิลิตร ข้ึนไปเท่านั้น 

ในการศึกษาครั้งต่อไปจะมีการเพิ่มปริมาณความ
เข้มข้นของ DNA จากน้ าเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กระบือ
ปลักในการตรวจตรวจหาเชื้อ Leptospira spp. ร่วมกับ
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การใช้วิธีการทดสอบอ่ืนตรวจควบคู่ไปด้วยเพื่อเพิ่ม
โอกาสในการตรวจพบและคัดกรองสัตว์ที่เป็นโรคได้มี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 

 

กิตติกรรมประกาศ 
ผู้วิจัยขอขอบคุณเกษตรกรผู้เลี้ยงพ่อพันธุ์กระบือ
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สั ตวแพทยศาสตร์  มหาวิทยาลั ย เชี ย ง ใหม่  และ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีมหานคร ส าหรับห้องปฏิบัติการ
และทุนสนับสนุนในการท าวิจัยครั้งนี้ 
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