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บทคัดยอ 

 วิทยานิพนธนี้ มีวัตถุประสงคในการวิจัยตรวจหาความชุกของแอนติบอดี เพื่อหาการแพร 
กระจายของเชื้อโปรโตซัว Toxoplasma   gondii  ในโคนมและสุกร ในเขตจังหวัดเชียงรายเพื่อ
ประเมินสถานการณของโรค Toxoplasmosis ที่เปนโรคสัตวสูคนที่มีความสําคัญทางดานสาธารณสุข
ในจังหวัดเชียงราย วิธีการวิจัยโดยเก็บตัวอยางเลือดของโคนม 462 ตัวอยาง และของสุกร จํานวน 
150 ตัวอยาง ใน 9 อําเภอของจังหวัดเชียงราย ตรวจดวยเทคนิค LATEX AGGLUTINATION TEST 
(LAT)  และเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction -PCR) ผลการศึกษาพบวา
ในโคนม  ใหผลบวกตอ LAT คิดเปนรอยละ 9.1 (42/462)  ขณะที่การตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ  
โพลิเมอเรส ใหผลลบทั้งหมด ในตัวอยางเลือดสุกร ซึ่งตรวจโดยวิธี LAT ใหผลบวกตอเชื้อ T. gondii  
รอยละ 12.7 (19/150)  และการตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส ใหผลลบทั้งหมด  
 สําหรับพื้นที่ที่พบตัวอยางที่ใหผลบวกในโคนม พบวาเขตอําเภอแมจัน มีความชุกสูงสุดที่  
รอยละ 20 และเขตที่ตรวจไมพบ ไดแกอําเภอแมลาวและอําเภอพญาเม็งราย โดยเมื่อคิดเปนการติดเช้ือ 
T. gondii ทั้งหมดของสุกรในจังหวัดเชียงราย พบวา เขตอําเภอแมจัน มีความชุกสูงสุดรอยละ 21.7 
(18/83) จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นถึงการแพรกระจายของเชื้อ T. gondii ในโคนมและสุกรใน
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จังหวัดเชียงราย ซ่ึงที่อาจมีผลตอสุขภาพของคนในพื้นที่ เนื่องจากสัตวทั้ง 2 ชนิด เปนสัตวที่นิยมใช
เนื้อเปนอาหาร 
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ABSTRACT 

 The objective of this thesis was to determine the seroprevalence and distribution of 
Toxoplasma gondii infection in dairy cows and swines in Chiang Rai province. Toxoplasmosis is 
the important zoonosis in Thailand since this disease has an impact on public health. This study 
was done by collecting 462 dairy cows and 150 pig blood samples from 9 districts of Chiang Rai 
province. The blood samples were tested by Latex agglutination test (LAT) and polymerase chian 
reaction (PCR). In dairy cows, 9.1% (42/462) were found positives by LAT. In swine, 12.7% 
(19/150) were seropositives.  None of these samples were found positives by PCR. 
 Mae Chan district had the highest prevalence (20%) in dairy cows while Mae lao and 
Phraya meng rai district had all negatives. In pigs, Mae Chan had the highest number of positives 
(21.7%, 18/83). Chiang Rai was endemic for T. gondii infection since most district was T. 
gondii’s seropositive. This result indicated that T. gondii infection among food animals might 
have an effect on human health in Chiang Rai. 

Keywords: Toxoplasma   gondii / PCR / Latex Agglutination Test / Dairy cows / Chiang Rai 
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 หลักการและเหตุผล 

 โรค Toxoplasmosis เกิดจากเชื้อโปรโตซัว Toxoplasma gondii ทําใหเกิดโรคในสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมหลายชนิด รวมถึงมนุษย และพบโรคในเกือบทุกภูมิภาคของโลก (Dubey & Beattie, 1988) 
โรคนี้มีความสําคัญทางดานเศรษฐกิจในดานการผลิตสัตว และมีความเกี่ยวของทางดานสาธารณสุข
เนื่องจากเปนโรคสัตวสูคนที่สําคัญโดยเฉพาะทําใหเกิดการแทงในคน และมีผลใหเกิดความผิดปกติ
ในทารก (Alford & Foft, 1969) คนอาจไดรับเชื้อจากการกินอาหารหรือน้ําที่ปนเปอน oocyst ที่ปลอย
มาจากแมว การบริโภคเนื้อสัตวที่ปรุงไมสุกที่ปนเปอน tissue cyst (Fayer, Dubey & Lindsay, 2004) 
รวมไปถึงการบริโภคน้ํานมที่ปนเปอนระยะติดตอของเชื้อ T.gondii (Dubey & Beattie, 1998; 
Pettersen, 1984; Tenter, Heckeroth & Weiss, 2000) ซ่ึงนําไปสูการเกิดโรคทั้งแบบแสดงอาการและ
ไมแสดงอาการในมนุษยได (Jira & Rosicky, 1983) 

 สุกร แพะโค และกระบือ สามารถติดเชื้อ T. gondii  จากดิน หญา ที่ปนเปอน oocyst 
(Montoya & Liesenfeld, 2004) เกิดเปน tissue cyst ในกลามเนื้อหรือปลอยระยะติดตอผานออกมา
ทางน้ํานม (Dubey & Beattie, 1998; Pettersen, 1984; Tenter et. al, 2000) เมื่อคนรับประทาน
ผลิตภัณฑจากสัตวเหลานี้โดยผานความรอนไมเพียงพอที่จะฆาเชื้อ ไดรับเชื้อเขาสูรางกาย เชื้อจะมี
การเปลี่ยนแปลงเปนระยะ tachyzoites ในลําไสเล็ก แลวไชผานเยื่อบุผนังลําไสเขาสูระบบ
ไหลเวียนโลหิตและทําใหเกิด tissue cyst ในอวัยวะตาง ๆ เชน สมอง ตา หัวใจ รก กลามเนื้อและ 
ตัวออน (Montoya & Liesenfeld, 2004) ซ่ึง cyst เหลานี้ไมทําใหเกิดความรุนแรงในคนปกติแต
กอใหเกิดอันตรายในบุคคลที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรองและในหญิงตั้งครรภ (Pinard, Leslie & 
Irvine, 2003) 
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 โรคนี้อาจทาํใหถึงเสียชีวิตไดในผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองโดยเฉพาะผูปวย HIV ระยะ
สุดทาย พบวาผูปวยรอยละ 25 เกิดภาวะ encephalitis (Luft, Brooks, Couley,  McCabe & Remington, 
1984; Lucas, Hounnou & Peacock, 1993) pneumonia และ chorioretinitis  (Cantos, Prando, Siqueira  
& Teixeira, 2000) การติดเชื้อชวงตั้งครรภระยะแรกเชื้อจะผานรกเขาสูตัวออนและอาจทาํใหเกิด
การพัฒนาที่ผิดปกติ ไดแก retinochoroiditis, hydrocephalus, convulsion และ intracerebral 
calcification (Remington, McLeod, Thulliez & Desmonts, 2001) 

 แมวมีบทบาทสําคัญในการแพรกระจายโรค Toxoplasmosis  เนื่องจากแมวเปนสัตวชนดิเดียว
ที่สามารถสราง oocyst ที่มีความทนทานออกสูสภาพแวดลอมได (Silva et al., 2001)  โดยเฉพาะ  
ในแมวอายุนอยจะมีความไวตอการติดเชื้อสูงโดยการติดเชื้อเกิดจากการกินหนูและนกที่มีเชื้อใน
ระยะ bradyzoite ที่อยูใน tissue cyst หรือจากการกิน oocyst ที่ออกมากับอุจจาระของแมวตัวอ่ืน 
(Montoya & Liesenfeld, 2004) ภายหลังการติดเชื้อ แมวจะปลอย oocyst ออกมากับอุจจาระไดนาน 
5-14 วัน ซ่ึงมคีวามทนทานและสามารถอยูในสิ่งแวดลอมไดยาวนานถึง 18 เดือน ขึ้นกับอุณหภูมิ
และความชื้น (Dubey & Beattie, 1988) นอกจากนี้ยังพบวาสัตวหลายชนิดมีบทบาทสําคัญใน        
การถายทอด oocyst ของเชื้อ T. gondii ในรปูแบบที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงในวงจรชีวิต (mechanical 
transmission) และทําใหเกิดการปนเปอนของเชื้อในสิ่งแวดลอมได เชน สุนัข (Lindsay, Dubey 
& & Blagburn, 1997) แมลงวัน แมลงสาบ และแมลงปกแข็ง (Hill & Dubey, 2002) 

 การศึกษาและสํารวจเกี่ยวกับเชื้อ T. gondii ในประเทศไทยมีการศึกษาและสํารวจเกี่ยวกับ
เชื้อ T. gondii ไมมากนัก ประชาชนขาดความรูในโรคนี้ทั้ง ๆ ที่เปนโรคติดตอจากสัตวสูคน ซ่ึงคนมี
ความเสี่ยงที่จะไดรับเชื้อจากสัตวหลายชนิด การศึกษาเพื่อประเมินสภาวะโรคในพืน้ทีจ่งึมคีวามจาํเปน
เพื่อนําไปสูการศึกษาและมาตรการควบคุมโรคตอไป 

 การตรวจวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis ทําไดหลายวิธี 
 1. การตรวจหาเชื้อ T. gondii ระยะที่เปน cyst ซ่ึงอยูในเนื้อเยื่อของอวัยวะตาง ๆ ดวยการบด
ช้ินอวัยวะใหละเอียดแลวนําน้ําจากอวัยวะนั้นฉีดเขาหนู (Hiroaki, Tuntasuwan & Triwanatham, 
2532) และดวยวิธีทางจุลพยาธิวิทยาจาก tissue section (จิรา วายุโชติ, สุพจน  เมธิยพันธ และ ฮิโรเอกิ  
นิชิกาวา, 2534) ซ่ึงวิธีดังกลาวใชเวลาหลายวันจึงจะทราบผลและหากสัตวติดเชื้อ T. gondii จํานวน
นอยก็อาจตรวจไมพบเชื้อไดเชนกัน 
 2. การตรวจโดยวิธีทางซีร่ัมวิทยา เปนการตรวจหา antibody ตอเชื้อ T. gondii ดวยวิธีตาง ๆ
ไดแก Haemagglutination test (พิบูลย ไชยอนันต, รําพึง ดิสสะมาน และเชื้อ วองสงสาร, 2512)    
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วิธีการไมซับซอนแตมีความไว (sensitivity) และความแมนยํา (specificity) ต่ํากวาวิธีอื่น ๆ วิธี 
Indirect fluorescent antibody test (นพพร ศราธพันธุ, ดรุณี ทันตสุวรรณ, ฮิโรเอกิ นิชิกา และ   
วิจิตร สุขเพสน, 2534) วิธีนี้มีความไวและความจําเพาะสูง แตขั้นตอนการทํายุงยากซับซอนอีกทั้ง
คาใชจายคอนขางสูง วิธี LAT (ดรุณี  ทันตสุวรรณ, นพพร  ศราธพันธุ, วิจิตร  สุขเพสน, ฮิโรเอกิ      
นิชิกาวา, และ อดิศร  วงศลิมสวัสดิ์, 2533) วิธีการนี้มีความไวและความจําเพาะปานกลาง ขั้นตอน
การทําไมยุงยาก คาใชจายปานกลาง แตตองนําเขาจากตางประเทศ ในปจจุบันวิธี Indirect ELISA   
มีความไวและความจําเพาะสูง วินิจฉัยไดแมนยํา วิธีการไมยุงยาก ใชเวลาทดสอบสั้น (Takahashi & 
Kenishi, 1986) และคาใชจายต่ํากวาวิธีที่ไดกลาวมาขางตน แตเปนวิธีการที่ยังตองมีการพัฒนาเพื่อ
ใชในประเทศไทยอยู ดังนั้น เพื่อพัฒนาการตรวจสอบวิธีการที่จะวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis ใหมี
ประสิทธิภาพและเหมาะสมจึงจําเปนตองหาวิธีการอื่น ๆควบคูกับวิธี Indirect ELISA หรือ LAT 
ไดแก การใชวิธีการทางอณูวิทยา โดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerese Chain Reaction) 
หรือที่รูจักกันในชื่อ PCR  
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 1.2.1 เพื่อตรวจหาระดับความชุกของแอนติบอดีตอเชื้อ T. gondii ของโคนมและสุกรใน
เขตจังหวัดเชียงราย 
 1.2.2 เพื่อศึกษาหาการแพรกระจายของเชื้อ T. gondii ของโคนมและสุกรในเขตจังหวัด
เชียงราย 
 1.2.3 เพื่อศึกษาวิธีการตรวจหาเชื้อ T. gondii ในโคนมและสุกรโดยวิธี PCR 
 1.2.4 เปรียบเทียบวิธีตรวจวินิจฉัยที่เหมาะสมและสามารถนํามาประยุกตใชไดในอนาคต 
 1.2.5 เพื่อใหทราบสถานการณของโรค Toxoplasmosis เพื่อใชในการวางแผนการควบคุม
โรคที่สามารถติดตอมาสูคนได 
 

1.3  ขอบเขตของการวิจัย 

 1.3.1 ทําการศึกษาเฉพาะในโคนม และสุกรในเขตจังหวัดเชียงราย 
 1.3.2 ใชเทคนิค PCR รวมกับ LAT ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ T. gondii 
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1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 1.4.1 ทําใหทราบสถานการณการติดเชื้อ T. gondii ในโคนมและสุกรในเขตจังหวัดเชียงราย 
 1.4.2 สามารถนําผลที่ไดมาใชในการวางแผน และปองกันการแพรกระจายการระบาดได
อยางถูกตองและทันตอเหตุการณ 
 1.4.3 ทําใหเกษตรกรผูเล้ียงโคนมและสุกรมีความรู และความเขาใจอยางถูกตองเกี่ยวกับ
โรค Toxoplasmosis และหาวิธีการปองกันไดอยางถูกตอง 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 



 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

2.1  ประวัติและถิ่นที่พบ 

 เชื้อโปรโตรซัว  Toxoplasma  gondii  พบครั้งแรกโดย Nicolle และ Manceaux ในป ค.ศ. 1908 
ในสัตวฟนแทะ Ctenodacty gondii ในแอฟริกาเหนือ ตอมาไดมีการพบเชื้อในถิ่นตาง ๆ ทั่วโลก  
เชื้อ T. gondii  มีแมวและสัตวตระกูลแมวเทานั้นที่เปนโฮสตจําเพาะ (definitive host) สวนสัตวเลือดอุน
อ่ืน ๆ รวมทั้งคน สัตวปก สัตวแทะเปนเพียงโฮสตกึ่งกลาง (intermediate host) เทานั้น 
 
2.2  การจัดหมวดหมู 

 T. gondii  จัดหมวดหมูอนุกรมวิธานไดดังนี ้
 Phylum Apicomplexa, Class Sporozoea, Subclass Coccidia, Order Eucoccidiida, Suborder 
EimeriinaHaemosporina, Genus Toxoplasma  
 

2.3  รูปรางลักษณะทางชีววิทยาของ T. gondii 

 รูปรางและลักษณะของเชื้อ T. gondii มีรูปรางคลายคันธนู หรือ crescent-shape ขนาดเล็ก
กวาง 2-3 และ ยาว 4-9 ไมโครเมตร ปลายขางหนึ่งจะกวางกวาอีกขางหนึ่งเล็กนอย มีนิวเคลียสหนึ่ง
อันอยูตรงกลางเซลลคอนมาทางปลายขางที่กวางกวาเล็กนอย หากยอมดวยสี Giemsa นิวเคลียสจะ
ติดสีแดง cytoplasm ติดสีน้ําเงิน (ภาพที่ 2.1) 
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 ภาพที่ 2.1 ลักษณะเชื้อ T. gondii ที่อยูภายนอกเซลล (ซาย) (Afarensis, 2006: Online) และ

อยูภายในเซลล macrophage (ขวา) (2005: Online) 
 

2.4  วงจรชีวติ 

 แมวและสัตวตระกูลแมว เปนโฮสตจําเพาะของเชื้อ T.gondii  ดังนั้น เชื้อ T. gondii  จะมี
ระยะการสืบพันธุแบบมีเพศ (sexual form) อยูในลําไสของแมวเทานั้น แมวที่ติดเชื้อ T. gondii จะขับ 
oocysts ออกมากับอุจจาระ ซ่ึง oocysts มีรูปรางเปนวงรีขนาด 9x13 ไมโครเมตร ตอนที่ถูกขับออก 
มาใหม ๆ จะยังไมสามารถติดตอได เนื่องจากยังเจริญไมสมบูรณ(immature oocysts) โดยจะใชเวลา
เจริญเติบโตในสิ่งแวดลอมอีก 5-10 วันจึงจะกลายเปน mature oocyst ซึ่งภายในจะมี sporocysts
อยู 2 อันและแตละ sporocyst จะมี sporozoites อยูภายใน 4 ตัว ซ่ึงระยะนี้เปนระยะติดตอ (infective 
stage) ของเชื้อ นอกจาก oocysts ยังมีเชื้อระยะอื่นที่เปนระยะติดตอ คือระยะ tachyzoites (ระยะที่
แบงตัวรวดเร็วหรือระยะactive) และ bradyzoites (ระยะที่แบงตัวชาหรือระยะพักตัว) โดยทั้ง 2 
ระยะจะอยูใน tissue cyst ที่มีผนังซีสตลอมรอบชัดเจน ซ่ึงเมื่อแมวกินอาหารหรือน้ําที่มีเชื้อระยะ
ติดตอปนเปอนเขาไปเชื้อจะบุกรุกเขาไปยังเซลลของลําไสและเจริญแบบไมมีเพศ (asexual cycle 
หรือ merogony) ได ระยะ trophozoite หลายตัวจนเต็มเซลลของโฮสต เมื่อโฮสตเซลลแตก 
trophozoites ก็จะเขาสูเซลลใหมเร่ือยๆ และตอมาจะพัฒนาเปนการสืบพันธุแบบมีเพศ โดยจะเจริญ
เปน macrogamete และ microgamete แลวผสมพันธุกันกลายเปน zygote และพัฒนาตอกลายเปน 
oocysts ปนออกมากับอุจจาระแมว เรียกการเจริญเติบโตแบบนี้วาวงจรสืบพันธุแบบใชเพศ หรือ 
gametogony หรือ sporogony ซึ่งหากคนหรือโฮสตตัวกลางไดรับ oocyst เขาไป ก็จะมีการเจริญ
แบบ merogony โดยเปลี่ยนเปน trophozoites แบงตัวอยูภายในเซลลของโฮสต อยางรวดเร็ว 
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(tachyzoites stage) จากนั้นจะหยุดแบงตัวและเขาสูระยะพัก (bradyzoites stage) เกิดการสรางซีสต 
ผนังของซีสต (ภาพที่ 2.2) จะถูกสรางขึ้นทั้งจากสวนของโฮสตและสวนของพยาธิ โดยปกติระยะ
ซีสตจะพบไดในเซลลทุกชนิดที่มีนิวเคลียส แตโดยมากมักพบซีสตอยูในกลามเนื้อหัวใจหรือใน
สมองโดยปกติระยะซีสตของเชื้อ T. gondii จะมีขนาดไมเกิน 100 ไมโครเมตร และภายในซีสตจะ
ไมมีผนังกั้นแบงเหมือนซีสตของ Sarcocystis spp. ที่มี septa หลายอันกั้นแบงซีสตออกเปนสวน ๆ 
(compartment) และจะมีขนาดใหญกวาซีสต บางอันอาจมีขนาดใหญถึง 5 เซนติเมตร เชื้อ T. gondii 
จะไมสามารถเจริญครบวงจรชีวิตไดในโฮสตกึ่งกลางทั้งหลาย จะมีเพียงระยะซีสตเทานั้นที่อยูใน
ตัวตลอดชีวิตและยังไมมียาชนิดใดที่สามารถทําลายซีสตออกจากรางกายได โดยปกติซีสตจะไมมี
อันตรายตอโฮสตเวนแตโฮสตมีสภาพของภูมิคุมกันโรคต่ําลงจะทําให bradyzoites ที่อยูในระยะพักตวั 
เปล่ียนแปลงเปนระยะ tachyzoites มีการแบงตัวเร็วขึ้นและกอใหเกิดอาการของโรครุนแรงขึ้น 
 

 

ท่ีมา: International Journal for Parasitology.  1998 (28), p.1020. 

ภาพที่ 2.2  วงจรชีวิตของเชือ้ T. gondii ในแมว  
 

T. gondii จะไมสามารถเจริญจนครบวงจรชิวิตไดในโฮสตตัวกลางทั้งหลาย ดังนั้นจะมีเพียง
ระยะซีสตเทานั้นที่อยูในตัวตลอดชีวิตและยังไมมียาชนิดใดที่สามารถกําจัดซีสตออกจากรางกายได 
โดยปกติซีสตจะไมมีอันตรายตอโฮสต ยกเวนวาเมื่อใดที่ภูมิคุมกันของโฮสตต่ําลง bradyzoites ที่อยู
ในระยะฟกตัวจะกลายเปนระยะที่มีการแบงตัวเร็วขึ้นและกอใหเกิดอาการของโรครุนแรงขึ้นเชน
โรค toxoplasmic encephalitis ในคนไขโรคเอดส เปนตน 
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2.5 การกอโรค 

 เชื้อ T. gondii ทําใหเกิดโรค Toxoplasmosis ในสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมหลายชนิด รวมถึง
มนุษย ดังนั้นโรค Toxoplasmosis จึงจัดเปนโรคหนึ่งที่มีความสําคัญทางดานสาธารณสุขอยางมาก 
เชื้อนี้มีรายงานพบในสัตวตาง ๆ ทั่วโลก ปจจุบันเปนที่ยอมรับวา แมวหรือสัตวปาในตระกูลแมว 
โดยเฉพาะ Genus Lynx  เปนโฮสตถาวรของเชื้อ T. gondii การเจริญของเชื้อ T. gondii  ใน epithelial cell 
ของลําไสเล็กของโฮสตถาวร จะผลิต Toxoplasma oocyst ปะปนออกมากับอุจจาระ ซึ่งเปนระยะ 
sexual stage ของเชื้อ T.  gondii  จะเกิดใน epithelial cell ของลําไสเล็กของแมวหรือสัตวในตระกูล
แมวเทานั้น สัตวอื่นจะไมพบ (Nancy, Frenkel & Dubey, 1972) Toxoplasma oocyst ที่ปะปน
ออกมากับอุจจาระหากอยูในสภาวะที่เหมาะสมอาจมีชีวิตอยูไดนานถึง 410 วัน (Solih & Swell, 1972)  
คนและสัตวติดโรคนี้ไดโดยการกินน้ําและอาหารที่มีการปนเปอน oocyst ของ T. gondii  หรือติดมา
แตกําเนิด (Plant, Richardson & Moyle, 1974)  ในคน (Peterson et al., 1974) รายงานวาเจาของแมว
มีโอกาสติดโรค Toxoplasmosis ไดมากกวาคนจําพวกอื่น เจาของแมวหรือผูเล้ียงแมวไวในบานควร
เพิ่มความระมัดระวังการติดโรคนี้แกสมาชิกในครอบครัว โดยเฉพาะหญิงที่กําลังตั้งครรภ เนื่องจาก
มีรายงานวาโรคนี้ทําใหเกิดการแทง (Kimball et al., 1971) หรือในทารกแรกเกิดจะตายหรือสมอง
พิการ (Alford & Foft, 1969)  (ภาพที่ 2.3) โรค Toxoplasmosis ไมมีลักษณะอาการเฉพาะของโรค   
ทําใหยากในการจําแนกจากการติดเชื้ออ่ืน ๆ จึงทําใหไมสามารถวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis โดยใช
อาการทางคลินิคแตอยางเดียว จําเปนตองอาศัยการตรวจอื่น ๆ มาประกอบการวินิจฉัยโรค 
Toxoplasmosis โดยสามารถทําไดหลายวิธีทั้งทางดานซีร่ัมวิทยา หรือดานพยาธิวิทยา การตรวจทาง
พยาธิวิทยาจะรวมไปถึงตรวจจากชิ้นเนื้อที่ตัดออกมา (biopsy) เม็ดเลือดขาว น้ําไขสันหลัง  
หรือการแยกเลี้ยงเชื้อ T. gondii  ในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือในสัตวทดลอง สวนการตรวจหาเชื้อ T.  gondii  
จากตอมน้ําเหลืองทําไดยากมาก ถึงแมวาเชื่อกันวาลักษณะพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อนั้น จะมีลักษณะ 
เฉพาะเมื่อมีเชื้ออยู  แตก็มีขอโตแยงวาการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพนั้นไมสามารถบอกได
ชัดเจนและไมเฉพาะตอการติดเชื้อชนิดใดชนิดหนึ่ง  อีกทั้งเมื่อแมวติดโรคนี้แลว จะยังคงมีเชื้ออยู
ตลอดชีวิต เนื่องจากภูมิคุมกันไมสามารถกําจัดเชื้อไดอยางสมบูรณ และยังไมมียาที่สามารถฆาเชื้อ
ในระยะที่อยูในเนื้อเยื่อได  ดังนั้น  ดวยเหตุนี้ การตรวจวินิจฉัยทางภูมิคุมกันวิทยาเชน  ELISA และ  
Latex  Agglutination  Test จึงมีสวนชวยในการยืนยันการติดโรคที่สามารถใหผลที่แนนอนกวาวิธี
อ่ืนที่ใชกันอยู แตยังมีผลงานวิจัยของ Langgoni, Das Dores , Silva, Pezerico, Castro and Da Silva 
(2006) ไดดําเนินการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ T. gondii ในตัวอยางเลือดของหนูทดลองที่มี
การติดเชื้อ ซ่ึงสามารถชวยใหการวินิจฉัยโรคในการติดเชื้อแบบเฉียบพลันไดอยางรวดเร็ว 
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ที่มา: http://www.medscape.com/viewarticle/472409_2  

 
ภาพที ่2.3  วงจรชีวิตของเชือ้  T.  gondii  

2.6 การติดตอของโรค 

 โรค Toxoplasmosis ถายทอดได 4 ทาง คือ 
 2.6.1  โดยการกิน oocysts ระยะติดตอที่ปนเปอนอยูในสภาพแวดลอมหรือใน เนื้อ นม และ
น้ํา oocysts นีจ้ะมาจากสัตวเพียงชนดิเดยีว คือ สัตวในตระกูลแมว 
 2.6.2  โดยการกิน เนื้อเยื่อที่มีซีสตที่ภายในมีระยะ bradyzoites อยู โดยซีสตจะอยูภายใน
เนื้อ หรือเครื่องในของสัตวทีเ่ปนโฮสตกึ่งกลางที่นํามากินโดยไมไดทําใหสุกพอที่จะฆาเชื้อนี้ได 
 2.6.3  โดยผานทางรก ในขณะที่แมตั้งทอง โดยระยะ tachyzoites จะผานจากแมเขาไปสูลูก
โดยตรง โดยจะเขาไปอยูและทําใหเกิดซีสตที่สมอง  หรือตา ทําใหเกิดความผิดปกติแรกคลอด ซ่ึง
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การติดเชื้อขณะตั้งครรภออน โอกาสที่เชื้อจะผานไปติดลูกได แตนอยกวาการติดเชื้อขณะครรภแก 
ทําใหเกิดการแทง ตายคลอด มีความผิดปกติแตกําเนิด เชน ปญญาออน หัวบาตร (hydrocephalus) 
(ภาพที่ 2.4) มีหินปูนเกาะที่เนื้อสมอง (abnormal cerebral calcification) จอตาอักเสบ ตับอักเสบ 
กลามเนื้อหัวใจอักเสบ ปอดอักเสบ ตับโต มามโต ผ่ืนตามตัว หรือบางครั้งอาจไมพบอาการใด เมื่อ
แรกคลอดทั้งที่มีการติดเชื้อ แตอาการตาง ๆ จะปรากฏในวัยหนุมสาวซึ่งทําใหจอตาอักเสบ ในที่สุด
ทําใหตาบอด  
 2.6.4  โดยผานทางน้ํานม โดยระยะ tachyzoites จะออกมากับน้ํานมของแม เมื่อลูกกินนมก็
จะไดรับเชื้อเขาไปแตกรณีนี้จะไมทําอันตรายกับลูกไดมากเทากับการผานทางรก 
 

 

 ภาพที ่2.4  การติดตอของเชื้อ T. gondii  จากแมสูลูกขณะตั้งครรภ ทําใหเกิดพยาธิสภาพใน
ลูกที่คลอดออกมา (Hydrocephalus) (ชูเกียรติ  ศิริวิชยกุล, ศรชัย หลูอารียสุวรรณ 
และ ประยงค  ระดมยศ, 2549, หนา 462) 

 

2.7 การตรวจวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis  

 เนื่องจากโรค Toxoplasmosis เปนโรคที่ไมมีอาการและอาการที่แสดงอยางเฉพาะเจาะจง 
และอาการของโรคที่แสดงออกโดยเฉพาะในคน จะมีความแตกตางกัน ดังนั้นการวินิจฉัยโรคในคน
จะใชวิธีตรวจยืนยันผลการตรวจทางหองปฏิบัติการเปนหลัก โดยเฉพาะกลุมคนที่มีภูมิคุมกัน
บกพรอง วิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการเพื่อวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis มีหลายวิธี 
 2.7.1  การหาภูมิคุมกันตอเชื้อ T. gondii  โดยวิธีการตรวจทางน้ําเหลือง ซ่ึงเปนวิธีที่นิยม
และไดผลดีและมีวิธีการตรวจอยูหลายวิธีไมวาจะเปนวิธี dry test, direct agglutination test, 
fluorescent antibody test, enzyme-linked immunosorbent assay, latex agglutination test, indirect 
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haemagglutination assay ซ่ึงวิธีการตรวจจะมีความไวและความจําเพาะคอนขางสูงและใกลเคียงกัน 
และหลายวิธีปจจุบันมีชุดตรวจสําเร็จจําหนาย (commercial test kits) วิธีที่นิยมปจจุบันมากที่สุดคือ 
ELISA (IgG, IgM) รองลงมาเปนวิธี indirect haemagglutination, latex agglutination  และ 
immunofluorescence ตามลําดับ (Sukthana, Chintana , Supathanapong, Siripanth, Lekkla & 
Chiabchalard, 2001) ไดศึกษาวิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการในประชากรไทย โดยเปรียบเทียบ    
การตรวจดวยวิธี Latex Agglutination และ Indirect Immunofluorescence กับวิธี Sabin-Feldman 
dye test พบวาความไวของวิธี Latex Agglutination ดีมากแตความแมนยําและ positive predictive 
value ไมสูงนัก สวนการตรวจดวยวิธี Indirect Immunofluorescence มีความจําเพาะสูงมีความไว
ปานกลาง นอกจากนี้การแยกหาเชื้อโดยการหา Toxoplasma nucleic acid โดยนําสารละลาย น้ําคร่ํา 
น้ําลางหลอดลม น้ําไขสันหลัง เนื้อเยื่อตาง ๆ มาผานกระบวนการ Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ใหผลเร็วและแมนยํา แตมีขอระวังคือการปนเปอนของสิ่งสงตรวจ ซ่ึงการตรวจโดยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส เปนวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ T. gondii จากอุจจาระหรือ
จากเนื้อเยื่อสัตวที่สงสัย เปนวิธีใหมที่นํามาใชในการตรวจที่มีประสิทธิภาพสูงและสามารถใชใน
การตรวจทางระบาดวิทยาไดดวยเทคนิค PCR มีขอจํากัดตรงที่ราคาแพง ทําใหการใชไมแพรหลาย
มากนัก และ องคประกอบและภาวะตาง ๆ ที่เกี่ยวของในการทํา PCR มาตรฐานประสิทธิผล 
(Efficacy) ของการทํา PCR สามารถวัดไดจาก 3 ปจจัย คือ ความจําเพาะ (Specificity) ประสิทธิภาพ 
(Efficiency) หรือผลผลิตที่ได (Yield) และความถูกตอง (Accuracy) การทํา PCR ที่มีความจําเพาะ
สูงมากจะทําใหได PCR product เกิดขึ้นจากสวนของแมพิมพที่จําเพาะเทานั้น ในขณะที่การทํา PCR 
ที่มีประสิทธิภาพสูง จะทําใหได PCR product ในปริมาณที่สูงกวา โดยใชจํานวนรอบการทํานอยกวา 
สวนการทํา PCR ที่มีความถูกตองแมนยําสูง ก็จะทําใหได PCR product ที่มีความถูกตองในลําดับ
เบสสูง หรือผิดพลาดนอยมาก  องคประกอบและสภาวะตาง ๆ จํานวนมากที่มีผลกระทบตอปจจัย
ในการทํา PCR มาตรฐานและกระทบตอปจจัยทั้งสามขางตน การปรับองคประกอบและภาวะตาง ๆ 
ของปฏิกิริยา PCR เพื่อใหไดความจําเพาะหรือความถูกตองแมนยําสูงสุด มักจะมีผลใหผลิตผลที่ได
ลดลง ดังนั้น ในการทํา PCR ระบบใดระบบหนึ่ง จําเปนอยางยิ่งที่จะทราบวา ปจจัยใดเปนปจจัยที่
สําคัญที่สุดของงาน PCR นั้น แลวจึงปรับองคประกอบและภาวะตาง ๆ ใหเหมาะสมสอดคลองทีสุ่ด 
องคประกอบและภาวะตางๆ ที่สําคัญ ที่มีผลตอประสิทธิผลของการทํา PCR ไดแก DNA Template, 
Primers, thermostable DNA polymerases, บัฟเฟอรสําหรับการทํา PCR, ความเขมขนของMgCl2, 
Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs), โปรแกรมอุณหภูมิในการทํา PCR โดยในปจจุบันมีวิธีการ
ใหมในการเพิ่มปริมาณ DNA template ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณไดใชเวลาไมนานก็สามารถไดปริมาณ
ของ DNA มากพอและงายตอการตรวจหาการติดเชื้อของโรค โดยเทคนิคที่จะใชในการตรวจหาเชื้อ 
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T.  gondii ไดแก คือ LAMP ซ่ึงวิธีนี้เปนวิธี amplification โดยใชเอนไซมชนิดเดียวและ 4 Primer 
ภายใตอุณหภูมิที่เทากันซึ่งมีความไวและความจําเพาะสูงมาก เมื่อ ป 2552 ไชยนิรันตร และคณะ ได
มีการเปรียบเทียบวิธีการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ T. gondii ในโคนมในประเทศไทย โดยใชตัวอยาง
เลือดโคนม จํานวน 50 ตัวอยางที่ใหทั้งผลบวกและผลลบจากการตรวจโดยวิธี Indirect Fluorescence 
Antibody Test (IFAT) เปรียบเทียบกับ Enzyme Linked Immuunosorbent (ELISA), Latex 
Agglutination Test (LAT), PCR และ Loop Mediated Isothermal Amplification Test (LAMP)    
ผลปรากฏวาเทคนิค PCR ใหความจําเพาะสูงสุด รอยละ 100 สําหรับสถานการณการรายงานความชุก
ของโรค T. gondii ที่มีการรายงานที่พบวามีรายงานความชุกของโรคในชวงระยะเวลาหนึ่งกับอีก
ชวงระยะเวลาหนึ่งมีความแตกตางกัน อันเนื่องมาจากการใชวิธีหรือเครื่องมือที่ใชในการตรวจหา
ความชุกของการติดเชื้อที่แตกตางกัน ซ่ึงในปจจุบันก็ยังไมมีวิธีการใดที่ดีที่สุดแตวิธี IFAT ถือวา
เปนวิธีมาตรฐานที่ยังเปนวิธีการที่เปนที่ยอมรับโดยทั่วไปอยู    
         2.7.2  การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ T. gondii โดยวิธี Latex Agglutination Test วิธีนี้เปน
วิธีที่นิยมใชในการตรวจวินิจฉัยทางระบาดวิทยา เนื่องจากตรวจไดคร้ังละจํานวนมาก และไมตอง
ใชประสบการณความชํานาญพิเศษในการตรวจ ชุดตรวจหาแอนติบอดีของเชื้อ T. gondii ใน
ทองตลาด การอานผลจากการจัดเรียงตัวหรือจับตัวของ  Latex particles โดยการอานผลจะให
ผลบวก (cut off point) เมื่อระดับแอนติบอดีมากกวาหรือเทากับ 1 : 64 นอกจาก latex test แลวยังมี 
Toxo-Screen DA (Biomerieux) ซ่ึงเปนปฏิกิริยา agglutination  เชนกัน (ภาพที่ 2.5) แตใหผลบวกที่
แอนติบอดีไตเตอร 1 :40  สรุปก็คือการใชแอนติบอดี เคลือบกับ Latex particles ถามีแอนติเจน จะทํา
ปฏิกิริยา agglutinate กับ Latex particles กับลักษณะที่ทางบริษัทผูผลิตกําหนด 
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ภาพที่ 2.5  ลักษณะการเกดิ agglutination ในเทคนิค LAT  

 ลักษณะของ latex  particle ถาจับตัวกันแนนและมีลักษณะเปนวงกลมเล็ก ใหถือวาเปนผลลบ 
(อาจดูเปรียบเทียบกับ negative  control  serum) ถา latex  particle ในหลุม มีการจับตัวกันอยาง
หลวม ๆ กระจายตัวเล็กนอยถึงมาก ใหอานผล +1 ถึง +4  (ภาพที่ 2.6)  เกณฑการตัดสินในการอาน
ผลแอนติบอดีไตเตอร ใหดู serum  diluent สุดทายที่ใหผลบวก ในการทดลองนี้ถาแอนติบอดีไตเตอร
มากกวาหรือเทากับ 1:64  ถือวาใหผลบวก  แตถาต่ํากวา 1:64  ถือวาเปนลบ 

 
 
 

ภาพที่ 2.6  การอานผลของการจับตัวกนัของ latex particle เกิด agglutination ในแตละระดับ   
 
 ในการตรวจวินิจฉัยโรค Toxoplasmosis โดยการทําปฏิกิริยาจะตองทิ้งขามคืนและ
เปรียบเทียบการจัดเรียงตัวของ latex particles ไมมีขายและตองนําเขาจากตางประเทศ ทําใหมี

1:2048 
1:1024 
1:512 
1:256 
1:128 
1:64 
1:32 
1:16 

 

     1     1     2     2    3     3    4     4    5     5    6     6 ตัวอยางที ่

ความเขมขน 

      ++++              +++                  ++                   +                     -   
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ขอจํากัดที่จะตองทําการตรวจครั้งละหลาย ๆ ตัวอยางเพื่อประหยัดคาใชจายในการตรวจ ตัวอยาง
ของชุดการตรวจไดแก Latex agglutination test  "Eiken" (ประเทศญี่ปุน) 
 

2.8  การศึกษาโรค Toxoplasmosis ในประเทศไทย 
 
 จากการศึกษาที่ผานมาในประเทศไทยตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันพบวาโรค Toxoplasmosis 
ในคนและสัตวในประเทศไทยมีการสํารวจครั้งแรก ตั้งแตป 1963  โดยทดสอบในคนและเด็กปกติ
จํานวน 61 ราย โดยวิธี skin test พบวาใหผลลบเมื่อแมวเปนสัตวที่นําโรค Toxoplasmosis 
เจาของแมวจึงมีความเสี่ยงในการติดโรคมากกวาคนในกลุมอื่น ๆ ขอแนะนําสําหรับเจาของสัตว คือ 
การนําแมวไปตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ T. gondii เพื่อตรวจหาแมวที่อาจเปนพาหะของโรค ซ่ึงอาจ
มีความจําเปนโดยเฉพาะผูหญิงที่ตั้งทอง การตรวจหา oocysts จากอุจจาระอาจจะไมใชวิธีที่เหมาะสม
ในการตรวจวินิจฉัยโรคนี้ เนื่องจากแมวสวนใหญจะปลอย oocysts สวนใหญเพียง 1-2 วัน ในชวง 
1-3 สัปดาห หลังจากนั้นจะมีเพียง oocysts จํานวนนอยในแตละวัน ซ่ึงคงจะเปนการยากที่จะตรวจ
อุจจาระของแมวทุกวันจนกวาจะพบเนื่องจากแตละระยะของโรค มีการปลอย oocysts ออกมาไม
แนนอนวิธีปองกันที่ดีที่สามารถแนะนําเจาของสัตวทั่ว ๆ ไป คือ การเก็บอุจจาระแมวทุกวัน การใช 
cat litter boxes และทําความสะอาดเปนประจําดวยน้ํารอนหรือผงซักฟอก เจาของควรใสถุงมือเปน
ประจําในขณะที่ทําความสะอาด ผูหญิงที่ตั้งทอง หรือผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรอง ไมควรจะสัมผัส
แมวหรืออยูรวมกับแมว เพื่อปองกันความเสี่ยงตอการติดโรค  นอกจากนี้ไมควรสัมผัสเนื้อสุกรสด 
หรือถาจําเปนตองสัมผัสตองลางมือใหสะอาดทุกครั้งกอนรับประทานอาหาร หรือสัมผัสอาหาร  
อ่ืน ๆ ไมควรรับประทานนมดิบ หรือ อาหารที่ไมไดผานขบวนการทําใหสุกอยางสมบูรณ 
 การปองกันการติดโรคในแมว ทําไดโดยการเปลี่ยนจากอาหารสดมาเปนอาหารเม็ด หรือ
อาหารกระปอง เพื่อปองกันการปนเปอนของ oocysts ในอาหาร ควรควบคุมสภาพแวดลอมให
สะอาดไมสกปรกหรือรก ซ่ึงอาจเปนที่อยูของ แมลงสาบหรือหนู เนื่องจากอาจเปนพาหะของโรค
มาสูแมวได  นอกจากนี้การควบคุมแมวใหอยูในบานไมออกไปทองเที่ยวยามวิกาล เปนสิ่งจําเปน
เนื่องจากแมวอาจติดโรคในชวงที่ไปรวมตัวกันอยูเปนจํานวนมาก ๆ ได โดยที่เจาของไมทราบ และ
ไมไดสังเกต และอาจนําโรคหลายชนิดมาสูคนในที่สุด 
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ตารางที่ 2.1  การศึกษาเกีย่วกบัโรค Toxoplasmosis ในประเทศไทย 
 

ป รายละเอียดของการศึกษา ผลของการศึกษา ผูศึกษาวิจัย 
พ.ศ. 2506 ทดสอบทางผิวหนังในคนไทย 61 ราย พบวาใหผลลบ

ทั้งหมด 
อานนท ประทตั
สุนทรสาร 

พ.ศ. 2508 ตรวจหาการตดิเชื้อ T. gondii ในตับหนู 
(Rattus rattus) จากเขาใหญ  
จ.นครราชสีมา 

พบเชื้อ T. gondii  
ในสัตว (หน)ู เปนครั้ง
แรก 

วิชัย สังฆสุวรรณ  

พ.ศ. 2510 สํารวจการติดเชื้อในหม ู พบเชื้อ T. gondii  2 
strains ในหม ู

วิชัย  สังฆสุวรรณ 

พ.ศ. 2510 สํารวจคนในโรงฆาสัตวในกรุงเทพฯ 
256 คน โดยวธีิ IHA 

ใหผลบวก 1.5% วิชัย  สังฆสุวรรณ 

พ.ศ. 2512 สํารวจโรคในสุกรที่บางเขนและ 
ทับกวาง 

ไมระบุจํานวนที่พบ พิบูลย และคณะ 

พ.ศ. 2519 ศึกษาการตดิเชื้อในคนโดยการตรวจทาง
น้ําเหลือง (immunoluorescent antibody 
test, FAT) 

พบวารอยละ 15 ของ
ประชากรที่ศึกษา 4 
กลุมใหผลบวกตอเชื้อ 
T. gondii 

เดชา ตันไพจติร 
และคณะ 

พ.ศ. 2523 ตรวจผาพิสูจนผูปวยที่เสยีชีวิต จํานวน 
3 ราย โดย liver biopsy  

พบ Toxoplasmosis  
ที่ตับ 

สุขุม บุญยรัตเวช 
และคณะ 

พ.ศ. 2522 สํารวจโรค Toxoplasmosis ในแมว 
ในภาคกลางของประเทศไทย 

พบวาแมวในภาค
กลางเปนโรค 45% 

กระแสร และคณะ 

พ.ศ. 2522 ทดสอบโรคในสุนัขที่กองควบคุมโรค
สัตวดินแดง จาํนวน 100 ตัวโดยวิธี IHA 

พบวาใหผลบวก 12% กระแสร และคณะ 

พ.ศ. 2522 รายงานการตรวจโรคในกระบือปลักใน
ประเทศไทย โดยวิธี IHA 

พบวาใหผลบวก 9.4% ภิรมย และคณะ 

พ.ศ.2523 รายงานโรคระบาด Toxoplasmosis ใน
สุกรอําเภอรอนพิบูล และอําเภอทุงสง 
จังหวดันครศรธีรรมราช 

ไมระบุจํานวนที่พบ ประชา และคณะ 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) 
 

ป รายละเอียดของการศึกษา ผลของการศึกษา ผูศึกษาวิจัย 
พ.ศ. 2524 ทําการวิจยัโรค Toxoplasmosis ใน

แมวเขตกรุงเทพฯที่มารักษาที่
โรงพยาบาลสตัวมหาวทิยาลัย 
เกษตรศาสตร โดยวิธี IHA 40 ตัวอยาง  

พบวาใหผลบวก 57.5% ภิรมย และคณะ 

พ.ศ. 2532 สํารวจโรค Toxoplasmosis ในสุนัข 
แมว และคน โดยวิธี LAT 

พบวา สุนัขใหผลบวก 
6.6% แมว ใหผลบวก 3.5% 
คนใหผลลบทั้งหมด 

Hiroaki  และคณะ 
 

พ.ศ. 2533 สํารวจโรค Toxoplasmosisในสุกร
ในประเทศไทย 71 ฟารม ใน 14 
จังหวดั 1066 ตัวอยาง 

พบวาใหผลบวก 15.1% ดรุณี และคณะ 

พ.ศ. 2541 ศึกษาสตรีตั้งครรภในประเทศไทย 
จํานวน 1,200 คน โดยการตรวจหา 
IgG ตอเชื้อ T. gondii ในกระแสเลือด 
ดวยวิธี Sabin-Feldman Dye Test 

พบวา มีอัตราความชุกของ
โรคอยูที่ 13.2% 

จินตนา และคณะ 

พ.ศ. 2542 ศึกษาความชกุของโรคในโคนมใน
เขตภาคกลาง จํานวน 119 ตัว  

พบวาใหผลบวก 4 ตัว  
คิดเปน 3.4% 

Suteeraparp และ
คณะ 

พ.ศ. 2543 ศึกษาความชกุของโรคในคน พบวา ความชกุประมาณ 
1.2-4.6%   

Maruyama 

พ.ศ. 2544 ศึกษาความชกุของโรค T. gondii  
ในชาง 

พบวา ความชกุของโรค 
25.6% 

Tuntasuvan และ
คณะ 

พ.ศ.2546 มีการสํารวจการติดเชื้อ T. gondii  
ในชาวจีนอพยพ ที่อยูในชนเผาอาขา 
เยาและประชาชนชาวฮั่น แนวชาว
แดนของจังหวดัเชียงราย ซ่ึงเปน
จังหวดัชายแดนภาคเหนือสุดของ
ประเทศไทย โดยใชวิธี LAT  

พบวา มีการตดิเชื้อใน 
ชาวอาขา 9.1% 

Kwung และคณะ  
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) 
 

ป รายละเอียดของการศึกษา ผลของการศึกษา ผูศึกษาวิจัย 
พ.ศ.2547 ศึกษาความเปนไปไดในการผลิต

สุกรปลอดเชื้อโรคติดคน 
Toxoplasmosisในฟารม โดยวิธี 
LAT และ ELISA 

พบวา วิธี LAT ใหความชุก 
7% 
วิธี ELISA ใหความชุก 0.2% 

เลิศรัก และคณะ 

พ.ศ.2548 ศึกษาความชกุของโรค
Toxoplasmosisในแพะในพืน้ที่
จังหวดัสตูล จาํนวน631 ตัวโดยวิธี 
LAT 

พบวาใหผลบวก 176 ตัว คิด
เปน 27.9%  

สถาพร และคณะ 

พ.ศ.2549 ศึกษาความชกุของโรค T. gondii ใน
สัตวปาตระกูลแมวและเสือใน
ประเทศไทย จาํนวน 136 ตัว 

พบวา ใหผลบวก 21 ตัว คิด
เปน 15.4% 

Thiangtum และ
คณะ 

พ.ศ.2551 สํารวจแมว จํานวน 592 ตัวและสุนัข
จรจัด จํานวน 472 ตัวในเขต
กรุงเทพมหานคร โดยวิธี LAT 

พบวาแมวใหผลบวก 65 ตัว 
สุนัขใหผลบวก 40 ตัว 

สถาพร และคณะ 

พ.ศ.2551 การศึกษาปจจยัเสี่ยงตอการเกิดโรค 
Toxoplasmosis ในโคนมเขตภาค
ตะวนัตก จํานวน 300 ตัว 60 ฟารม
โดยวิธี LAT 

พบวาใหผลบวก 21 ตัวอยาง 
คิดเปนความชกุ 7%  

พิพัฒน และคณะ 

พ.ศ.2551 ศึกษาความชกุของแอนติบอดีตอการ
ติดเชื้อ T. gondii ในสุกรจากโรงฆา
สัตวทางภาคเหนือของประเทศไทย 
เก็บตัวอยางซร่ัีมสุกร 141 ตัวอยาง 
จากโรงฆาสัตวในจังหวัดสุโขทัย 
ลําพูน พิษณุโลก เชียงใหม และ
เชียงราย โดยวธีิ LAT  

พบวาใหผลบวก 11 ตัวอยาง 
คิดเปนความชกุ 7.8% 

สมัคร และคณะ 
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2.9 ความหมายของ ความชกุ (prevalence) 

 ภาวิน ผดุงเทศ (2550) ใหความหมายของความชุกวา เปนสัดสวนของสัตวปวยในประชากร
ที่มีความเสี่ยงที่จะเกิดโรค ซ่ึงสัดสวนดังกลาวสามารถใชประโยชนเพื่อประมาณจํานวนสัตวที่มี
อาการปวยอยูทั้งหมด เพื่อการจัดการ ออกแบบการศึกษาวิจัย การควบคุมโรคในระยะยาว และ      
การประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบ นอกจากนี้ ความชุกยังมีคาเทากับความนาจะเปนที่สัตว
ตัวหนึ่ง ที่ถูกเลือกโดยการสุมจากประชากรที่มีความเสี่ยงตอการเกิดโรคจะปวยเปนโรคอยู ระดับ
ความชุกขึ้นอยูกับระยะเวลาปวยของสัตวตัวนั้น จึงไมเหมาะสมที่จะใชในการศึกษาสาเหตุของโรค 
แตเหมาะสําหรับการประเมินผลของมาตรการจัดการสุขภาพในฝูงสัตว ความชุกยังสามารถใชใน
การศึกษาโรคที่ไมสามารถระบุเวลาเร่ิมตนของการปวยได โดยเฉพาะโรคที่เปนมาตั้งแตแรกเกิด 
(congenital disease) จะทําไดเฉพาะสัตวที่แสดงอาการปวยแลวเทานั้น 

 ความชุก อาจแบงได 2 แบบ คือ 
 1. Point Prevalence คือ สัดสวนของสัตวปวย ณ จุดเวลาหนึ่ง 
 2. Period Prevalence คือ สัดสวนของสัตวปวยในชวงเวลาหนึ่ง 

  ความชุก = จํานวนสัตวปวย/จํานวนสัตวทัง้หมด 

 การกําหนดจํานวนตวัอยาง สําหรับการสํารวจความชกุของโรคหรือลักษณะประชากร อาจ
ดําเนินการได 2 ระดับขึ้นกับวัตถุประสงคของการศึกษา ไดแก 
  1. การสาํรวจความชุกของโรคในระดับตัวสัตว (animal level prevalence) คือการใชจํานวน
ตัวสัตวที่ปวยหารดวยจํานวนสัตวทั้งหมดในประชากรเปาหมายซึ่งอาจหมายถึงจํานวนสัตวทั้งหมด
ในฟารม หมูบาน หรือประเทศ  
  2. ความชุกของโรคในระดับฟารม (farm level prevalence) คือการใชจํานวนฟารมหรือ
หนวยอื่น ๆ อาทิ หมูบาน ตําบล ที่พบสัตวปวยหารดวยจํานวนฟารมหรือหนวยอื่น ทั้งหมดที่
ทําการศึกษา ทั้งนี้ในแตละฟารมหรือหนวยอ่ืนๆ ที่พบสัตวปวย หมายถึงมีความชุกระดับตัวสัตว
ภายในฟารมหรือหนวยอ่ืน ๆ (within farm prevalence) นั้น มากกวา 0%ขึ้นไป หรือตรวจพบสัตว
ปวยตั้งแต 1 ตัวขึ้นไป การคํานวณจํานวนตัวอยางสําหรับความชุกระดับตัวสัตวหรือระดับฟารมนั้น 
ใชวิธีการหรือสูตรสําหรับคํานวณเหมือนกัน แตกตางกันเพียงหนวยที่ทําการศึกษา อยางไรก็ตาม 
การสํารวจความชุกในระดับฟารมนั้น จะตองทําการคํานวณจํานวนตัวอยางที่จะตรวจในแตละ
ฟารมหรือหนวยอ่ืนๆ ใหเพียงพอสําหรับการตรวจหาโรคในฟารมหรือหนวยอ่ืน ๆ ดวย 
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 ตัวอยาง 
           1. ในฟารมโคนมที่มีโคนม 600 ตัว ที่ความชุกของโรคในฟารมประมาณ 90 % หากตองการ
สํารวจความชุกระดับตัวสัตวภายในฟารมที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %และความคาดเคลื่อนจากความ
ชุกจริงไมเกิด 5% จะตองใชตัวอยางจํานวน 113 ตัว แตหากงบประมาณเพียงพอสําหรับการตรวจ
ตัวอยางเพียง 20 ตัว ความชุกที่วัดไดอาจมีความคาดเคลื่อนจากความชุกจริง 12.9% 
 2.  ในฟารมโคนมที่มีโคนม 600 ตัว ที่ความชุกของโรคในฟารมประมาณ 90 % หากตองการ
ตรวจหาโรคภายในฟารมที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %จะตองใชตัวอยางจํานวน 2 ตัว จึงจะสามารถ
ตรวจพบโคนมปวยอยางนอย 1 ตัว แตหากงบประมาณเพียงพอสําหรับการตรวจตัวอยางเพียง 1 ตัว
ในฟารม ระดับความเชื่อมั่นที่จะตรวจพบโคนมในฟารมจะลดลงเหลือเพียง 80.5% 
 3.  ในจังหวัดเชียงรายมีฟารมโคนม ประมาณ 5,000 ฟารม ที่ความชุกของโรคระดับฟารม
ประมาณ 10 % หากตองการสํารวจความชุกของโรคระดับฟารมในจังหวัดเชียงรายที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 % และความคาดเคลื่อนจากความชุกจริงไมเกิด 5% จะตองใชตัวอยางจํานวน 139 ฟารม
แตหากงบประมาณเพียงพอสําหรับการตรวจตัวอยางเพียง 100 ฟารม ความชุกที่วัดไดอาจมีความ
คาดเคลื่อนจากความชุกจริง 5.8 % ทั้งนี้ในแตละฟารมควรเก็บตัวอยางจากโคนมอยางนอย 2 ตัว 
หากความชุกในฟารมเทากับ 90 % รวมจํานวนตัวอยางที่ตองตรวจทั้งสิ้น 139x2 เทากับ 278 ตัวอยาง 
  4. ในจังหวัดเชียงรายมีโคนม รวมทั้งหมดประมาณ 75,000 ตัว ที่ความชุกของโรคใน
ประชากร ประมาณ 90 % หากตองการสํารวจความชุกระดับตัวสัตวในจังหวัดเชียงราย ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 % และความคาดเคลื่อนจากความชุกจริงไมเกิด 5% จะตองใชตัวอยางจํานวน 139 ตัว 
แตหากงบประมาณเพียงพอสําหรับการตรวจตัวอยางเพียง 100 ตัว ความชุกที่วัดไดอาจมีความคาด
เคลื่อนจากความชุกจริง 5.4%  

 จากตัวอยางจะเห็นไดวาจํานวนตัวอยาง สําหรับการสํารวจความชุกของโรคที่มีวัตถุประสงค 
ตางกันนั้นไมเทากัน ผูศึกษาจึงควรกําหนดวัตถุประสงคของการศึกษาเพียงแบบใดแบบหนึ่ง เพื่อ
ลดคาใชจายในการตรวจวินิจฉัยโรค แตอยางไรก็ตาม การสรุปผลการศึกษาโดยใชจํานวนตัวอยางที่
ไมเพียงพอ อาจนําไปสูความคาดเคลื่อนของผลการศึกษาจากความจริง (Internal validity) ทําใหผล
การศึกษาไมนาเชื่อถือหรือไมเปนจริง เมื่อนําไปประยุกตใชในประชากร เชนจํานวนตัวอยาง
สําหรับการตรวจหาโรคในฟารมจะนอยกวาจํานวนตัวอยางสําหรับสํารวจความชุกของโรคมาก 
ดังนั้น หากใชจํานวนตัวอยางสําหรับตรวจหาโรคในฟารมในการประมาณความชุกของโรคจะได
คาความชุกที่คาดเคลื่อนจากความจริงมาก นอกจากนี้ ในการสํารวจความชุกของโรคระดับฟารม
นั้นจะตองเก็บตัวอยางจากแตละฟารมใหเพียงพอสําหรับการตรวจหาโรคในฟารมดวย  
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  วิธีเลือกตัวอยางสําหรับการสํารวจโรค ในการสํารวจความชุกของโรค ควรใชวิธีการเลือก
ตัวอยางแบบที่สามารถคํานวณความนาจะเปนของการถูกเลือกได (probability sampling)ทั้งนี้อาจ
เลือกใชวิธีการเลือกแบบใดแบบหนึ่งขึ้นอยูกับความเปนไปไดในการเก็บตัวอยางและเทคนิค
การเก็บรักษาและการตรวจตัวอยาง เชน การสุมอยางงาย (simple random sampling) อาจไดตัวแทน 
ที่ดีของประชากร แตอาจตองสูญเสียเวลาในการขนสงตัวอยางมาก ทําใหไดผลการตรวจที่ไม
นาเชื่อถือในภายหลัง การเลือกตัวอยางแบบกลุม (cluster sampling) อาจดําเนินการไดสะดวก 
เนื่องจากสามารถเก็บตัวอยางจํานวนมากจากแหลงเดียวกัน แตตัวอยางที่ไดอาจมีลักษณะเหมอืนกนั
มากกวาประชากรทั่วไป ทําใหคา Standard Error (SE) ที่แสดงความหลากหลายของหนวยศึกษาใน
ประชากรต่ํากวาความเปนจริง สงผลใหคาประมาณหรือผลการทดสอบสมมติฐานมีความถูกตอง
ตามความจริง (validity) ต่ํา 

 
 

 



 

บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ เคร่ืองมือและวธิีการ 

3.1 ตัวอยางสัตว 

 ในการทดลองครั้งนี้ใชตัวอยางเลือดโคนม 9 อําเภอ ในเขตจังหวัดเชียงราย ดังนี้ อําเภอเมือง 
80 ตัว อําเภอแมลาว จํานวน 30 ตัว อําเภอพาน จํานวน 65 ตัว อําเภอเทิง จํานวน 100 ตัว อําเภอ 
พญาเม็งราย จํานวน 28 ตัว อําเภอขุนตาล จํานวน 37 ตัว อําเภอแมสาย จํานวน 52 ตัว อําเภอ 
แมฟาหลวง จํานวน 35 ตัว และอําเภอแมจัน จํานวน 35 ตัว รวมทั้งสิ้น 462 ตัว และใชตัวอยางเลือด
สุกร 2 อําเภอ ดังนี้ อําเภอแมฟาหลวง จํานวน 67 ตัว อําเภอแมจัน จํานวน 83 ตัว รวมทั้งสิ้น 150 ตัว 
 
3.2 วิธีการทดลอง 

 การดําเนินการตามขั้นตอน ภาพที่ 3.1 โดยการเก็บตัวอยางเลือดโคนมและสุกรตามฟารม
ในพื้นที่ที่มีการเลี้ยงโคนม โดยวิธี aseptic technique โดยใชไซริงคขนาด 10 มิลลิลิตรติดเข็มเบอร 
18 ยาว 1 นิ้ว ใชเจาะดูดเก็บเลือดจากเสนเลือด jugular vein ของโคนม ตัวละประมาณ 7.5 มิลลิลิตร 
และใชไซริงคขนาด 10 มิลลิลิตรติดเข็มเบอร 18 ยาว 1.5 นิ้ว ใชเจาะดูดเก็บเลือดจากเสนเลือด 
jugular vein ของสุกร ตัวละประมาณ 7.5 มิลลิลิตร แบงตัวอยางเลือด  ใสลงในหลอดเก็บเลือดที่มี
สารปองกันการแข็งตัวของเลือด Citrate จํานวน 2.5 มิลลิลิตร เลือดที่เหลือใสลงในหลอดเก็บเลือด
ที่ไมมีสารปองกันการแข็งตัว นําตัวอยางที่เก็บไดทั้งหมดใสไวในกระติกที่มีน้ําแข็ง จากนั้นทําการ
สงตัวอยางเลือดที ่ไดแชเย ็นในกระติกน้ําแข็งเพื ่อสงตอมาเก็บไวย ังภาควิชาปรสิตวิทยา                   
คณะสัตวแพทยศาสตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพฯ เพื่อทําการทดสอบ
ทางหองปฏิบัติการตอไป โดยเก็บไวที่ -40 องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 3.1  แผนผังขั้นตอนการดําเนินการทดลอง 

3.3  Latex Agglutination Test 

 นําเลือดที่เก็บไวในหลอดทดลองที่ไมมีสารปองกันการแข็งตัวมาปนแยกเอาซีร่ัม โดยนํา
หลอดเลือดออกจากตูแซ – 40 องศาเซลเซียส ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาที เพื่อใหเกิด
การละลาย จากนั้นนําหลอดเลือดที่ละลายดีแลวใสลงไปในเครื่อง Centrifuge ใชความเร็วรอบที่ 500 
รอบตอนาที นาน 15 นาที นําสวนที่เปนซีร่ัมที่แยกไดหรือสวนที่อยูดานบน มาเก็บไวใน microtube 
ขนาด 2.5 มิลลิลิตร เพื่อนํามาใชตรวจหาการติดเชื้อดวยวิธี LAT หรือนําไปเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 
เพื่อเก็บไวและนํามาทดสอบในภายหลัง  ซ่ึงการใชวิธี Latex agglutination test (TOXOCHECK-

เก็บตัวอยาง 
เลือดโค 462 ตัวอยาง 
เลือดสุกร 150 ตัวอยาง 

แยกซีร่ัม 

LAT 

ผล 

เลือดใน  Citrate 

บวก (ทั้งหมด) 
ลบ   (สุม) 

สกัด DNA 

ตรวจสอบDNA 

PCR 

Agrarose gel 1% 

ผล 
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MT, Eiken ®, Japan) เพื่อหา antibody ตอการติดเชื้อ T. gondii  ดําเนินการดังนี้ นําตัวอยางซีร่ัมที่แช
แข็งมาละลายที่อุณหภูมิหอง เตรียม  96 – well microplate  โดยแตละตัวอยางของซีร่ัมจะทําซ้ํา  
(duplicate) ใช micropipette ดูด  latex agglutination buffer (Eiken®, Japan) ลงไปในแถว H  75 μl  
และหยด buffer  ลงไปในแถว C, D, E,   และ F  หลุมละ  25 μl  โดยไมตองหยด buffer ลงในหลุม 
G หยดซีร่ัมตัวอยางลงไปในหลุม H  5 μl  และทําการผสมใหเขากันจะไดความเขมขนของซีร่ัม
เทากับ  1:16  ซ่ึงหลุม H  จะใชเปน stock  solution  ดูดสารละลายที่ผสมในขอ 4  จากหลุม H มา 25 
μl ใสลงไปในหลุม G  ทําใหหลุม G มีความเขมขนของซีร่ัมเทากับ  1:16  ดวย ดูดสารละลายที่ผสม
ในขอ 4  จากหลุม H มา 25 μl ใสลงไปในหลุม F  ทําใหหลุม F ที่มีสารละลายอยูแลว 25 μl รวม
เปน 50 μl  ทําใหไดความเขมขนของซีร่ัมเทากับ  1:32 ดูดสารละลายจากหลุม F มา  25 μl  มาใสใน
หลุม E  ที่มีสารละลายอยู  25 μl  รวมเปน 50 μl ทําใหไดความเขมขนของซีร่ัมเทากับ  1:64 ดูด
สารละลายจากหลุม E มา  25 μl  มาใสในหลุม D  ที่มีสารละลายอยู  25 μl  รวมเปน 50 μl ทําใหได
ความเขมขนของซีรั่มเทากับ  1:128 ดูดสารละลายจากหลุม D มา  25 μl  มาใสในหลุม E  ที่มี
สารละลายอยู  25 μl  รวมเปน 50 μl  ทําใหไดความเขมขนของซีร่ัมเทากับ  1:256  และทําการดูด
จากหลุม E ออกมา 25 μl ทําใหหลุม E มีสารละลายอยู 25 μl ดังเดิม หยด suspension ของ T. gondii  
antigen  25 μl  ลงทุกหลุมยกเวนแถว  H  เพื่อดูผลของซีร่ัมที่ทดสอบ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ หอง 1 คืน  
โดยตองทําการปดฝา plate  เพื่อปองกันการระเหย  และอานผลในวันรุงขึ้นอานผลโดยดูลักษณะ
ของ latex  particle   ถาจับตัวกันแนนและมีลักษณะเปนวงกลมเล็ก ใหถือวาเปนผลลบ (อาจดู
เปรียบเทียบกับ negative  control  serum)  ถา  latex  particle ในหลุม  มีการจับตัวกันอยางหลวม ๆ 
กระจายตัวเล็กนอยถึงมาก  ใหอานผล +1 ถึง +4  เกณฑการตัดสินในการอานผลแอนติบอดีไตเตอร  
ใหดู serum  diluent สุดทายที่ใหผลบวก  ในการทดลองนี้ถาแอนติบอดีไตเตอรมากกวาหรือเทากับ 
1:64  ถือวาใหผลบวก  แตถาต่ํากวา 1:64  ถือวาเปนลบ 
 

3.4  การสกัด DNA  

 ในการทดลองจะใชวิธีสกัด DNA โดยวิธี Phenol Chloroform 1:1 (Boom et al., 1990) โดย
ดําเนินการดังนี้ ผสมตัวอยางเลือดที่เก็บในหลอดปองกันการแข็งตัวใน Citrate ขนาด 2.5 มิลลิลิตร 
3.2% (0.015 Molar, Sodium Citrate,  Fushino®, บริษัท ควอลิฟาย กรุป จํากัด) จํานวน 100 μl กับ 
D-solution จํานวน 500 μl เขยานาน 5 นาที เติม Chloroform 150 μl และ Phenol 150 μl เขยานาน 
10 นาที นําไป Centrifuge  ที่ 13000 รอบ นาน 5 นาที ดูดสวนใสสวนบนซึ่งมี DNAอยูใสในหลอด
ใหมขนาด 1.5 ml  นํา ไปเติม Chloroform 150 μl และ Phenol 150 μl เขยานาน 10 นาที นําไป 
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Centrifuge  ที่ 13000 รอบ นาน 5 นาที ดูดสวนใสสวนบนซึ่งมี DNAอยูใสในหลอดใหมขนาด 1.5 
ml เติม Chloroform 150 μl และ Phenol 150 μl เขยานาน 10 นาที  นําไป Centrifuge  ที่ 13000 รอบ 
นาน 5 นาที ดูดสวนใสสวนบนซึ่งมี DNA จํานวน 400 μl อยูใสในหลอดใหมขนาด 1.5 ml  เติม 
Absolute EtOH 1000 μl เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน  นําไป Centrifuge  ที่ 13000 รอบ นาน 
10 นาที  DNAอยูดานลางดูดสารละลายดานบนทิ้งไประวังDNAที่อยูดานลางตกออกไปดวย เติม 
75% ETOH จํานวน 700 μl เพื่อใหไปละลายเกลือหรือสารที่ตกคางออกจากตะกอนนานครั้งละ 5 นาที  
นําไป Centrifuge  ที่ 13000 รอบ นาน 5 นาที เติม 75% ETOH จํานวน 700 μl เพื่อใหไปละลายเกลือ
หรือสารที่ตกคางออกจากตะกอนนานครั้งละ 5 นาที นําไป Centrifuge  ที่ 13000 รอบ นาน 5 นาที 
ดูดสารละลายออกแลว Air dry DNA pellet ประมาณ 2 ช่ัวโมง เติม TE buffer pH 8.0 จํานวน 35 μl 
เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไวใชทํา PCR ตอไป 
 

3.5 การเตรียม D – solution 

 สารเคมีที่ใช Guanidine thiocyanate, Sodium citrate, Sodium lauryl sarcosine การเตรียม 
D – solution จํานวน 250 มิลลิลิตร ช่ัง Guanidine thiocyanate จํานวน 125 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร 
เติมน้ํา (DW) จํานวน 146.5 มิลลิลิตร แลวใส magnetic bar stirr ที่อุณหภูมิ ประมาณ 65 – 70   
องศาเซลเซียส จนกวาสารเคมีจะละลาย เมื่อสารเคมีละลายเปนสารละลายใส ปนตอไปสักครู แลว
จึงเติม 0.75 M sodium citrate จํานวน 8.8 มิลลิลิตร (pH 7.0) stir ตอสักครู (10 – 20 วินาที) ใช pipett 
ดูดสาร sodium citrate แลวคอย ๆ หยดลงในบีกเกอรที่ตั้งบน stirrer ไมตองปด stirrer ใส 10% 
Sodium lauryl sarcosine จํานวน 13.2 มิลลิลิตร (ใสเหมือน Sodium citrate)  จากนั้น stirr ตอประมาณ 
5 นาที เทสารละลายใสขวดปรับปริมาตรสาร ( 250 / 500 / 1000 มิลลิลิตร) แลวเติมน้ํา (Deionized) 
ใหไดปริมาตร 250 มิลลิลิตร เอาฝาขวด Adjust สารปดแลว check ขวดเบาๆ ใหสารละลายเขากัน 
เทสาร D – solution จากขวด Adjust ที่ปรับปริมาตรได 250 มิลลิลิตร มา stirr บน stirrer อีกประมาณ 
3 – 5 นาที เทสาร D – solution ที่เตรียมเสร็จเรียบรอยในขวดที่หอฟอยดเพื่อปองกันการถูกแสงเก็บ
ใหพนแสงที่อุณหภูมิ กอนใชตองเขยาขวดกอน  
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3.6 การเพิ่มชิ้น DNA ของ genomic DNA โดย PCR 

 การใชวิธีตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (PCR) ดําเนินการดังนี้ นํา DNA ที่ผานการ
ตรวจสอบคุณภาพนํามาเพิ่มปริมาณโดยวิธีPCRโดยกําหนด PCR condition ดังนี้โดยใช Primer TOX4   
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) และTOX5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT)  
ที่มีนิวคลีโอไทดคูสมกับ DNA แมแบบ เพิ่มจํานวนในเครื่อง Themocycler, Bio-Rad ยี่หอ 
MyCycler TM Thermal Cycler  PCR สําหรับเชื้อ  T. gondii สวนผสม ประกอบดวย 14.2 μl  dH2O,  
1 μl PCR buffer  (50 mmol KCl, 10 mmol Tris- HCl), 1 μl  dNTPs  (Pharmacia Biotech) 60 mM 
Tris-HCl (pH 9.0), 15 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgCl2, 0.8 μl Primer TOX4 0.5 μM, 0.8 μl Primer 
TOX5 0.5 μM,   0.2 μl TagDNA polymerase, (Invitrogen-Brazil) 1 unit, 2 μl (1 μg ) DNA 
template รวมปริมาตรทั้งสิ้น 20 μl ผสมใหเขากันจากนั้นนําเขาเครื่อง PCR โดยตั้งโปรแกรมให
ดําเนินการตามลําดับ โดยเริ่ม DNA synthesis 1 รอบที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้น PCR 
amplification 35 รอบ Denaturation 1 รอบ: 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที Annealing  1 รอบ: 55 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที Extension 1 รอบ: 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สุดทาย Final extension   
1 รอบท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ผลผลิต PCR ที่ไดมาทํา Electrophoresis ใน 1% agarose gel 
ทํา Strain ดวย Ethidium bromide 0.01% นาน 5 นาที และนํามาลางดวยน้ําสะอาด นานประมาณ 15 
นาที นํา Gel ที่ไดมาอานผลภายใต Utraviolet จะเกิด band ขนาด 529 bp ซ่ึงมีลําดับนิวคลิโอไทด 
ภาพที่ 3.2 

 

ภาพที่ 3.2  ลําดับนิวคลิโอไทดของเชื้อ T. gondii  ขนาด 529 bp ที่ไดจากการทํา PCR 
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3.7 Gel electrophoresis 

 วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี ที่ใชสําหรับ agarose gel electrophoresis มีดังนี้ Gel chamber,  
Power supply, Gel Documentation System, Bio-Rad Microwave ยี่หอ LG เครื่องชั่ง UV 
transilluminator จํานวน 1 เครื่อง PureTM  Agarose,  Bio – Rad, loading dye,  Bio-Rad  Tris-acetate 
(TAE) Bio-Rad,  Ethidium  bromide,  Invitrogen การเตรียมเจล agarose 1% ใน 6XTAE ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร นําไปผสมกับ Deionized จํานวน 9 เทาหรือ 450 มิลลิลิตร ไดปริมาตรทั้งหมด 500 
มิลลิลิตร แบงมา 100 มิลลิลิตร มาผสมใน agarose 100 มิลลิกรัม ที่เตรียมไว ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน นําไปอุนในตูไมโครเวฟ ยี่หอ LG จนละลายเปนเนื้อเดียวกัน วางทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิ
ลดลงประมาณ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นเทลงในพิมพสําหรับเตรียมเจลแลวเสียบ comb เพื่อใหเกิด
หลุมสําหรับใสสารตัวอยางทิ้งไวจน agarose แข็งตัว นําไปใสในชุด electrophoresis เติม 1 X TAE 
จนทวมผิวเจลนํา comb ออกจากเจล นําตัวอยางจาก PCR product 3 ไมโครลิตร เติม 6X loading dye 
จํานวน 2 μl และน้ํากลั่น 1 μl ผสมรวมกัน แลวนําไปหยอดในหลุมเจล ทําการแยกโดยใชกระแส 
ไฟฟา 100 โวลตผานเจลประมาณ 35-40 นาที จากนั้นนําเจลที่ไดไปแชในสารละลาย ethidium 
bromide  (0.01 mg/ml) ประมาณ 5 – 15 นาที  แลวนําไปแชในน้ํากลั่น 15 นาที เพื่อกําจัด ethidium 
bromide สวนเกินออก จากนั้นดูแถบ DNA ที่ปรากฏภายใตแสง UV 
 

 

 
 

 
 



 

บทที่ 4 

ผลและวจิารณการทดลอง 

4.1 การแยกซีรั่มจากเลือดโคนมและสุกร 

 นําเลือดโคนมและสุกร ที่เก็บในหลอดเก็บเลือดที่ไมมีสารปองกันการแข็งตัว มาปนแยก
ซีร่ัมที่อยูช้ันบน นําออกมาใสไวในหลอด Microtube ขนาด 2.5  มิลลิลิตร  เพื่อนําไปทดลองในการ
ตรวจหาเชื้อ T. gondii โดยวิธี LAT ซ่ึงไดผล ภาพที่ 4.1   
 

 

ภาพที่ 4.1  ผลใหเห็นการเกดิ agglutination ในแตละระดับโดยวิธี LAT 
 
 

1:2048 
1:1024 
1:512 
1:256 
1:128 
1:64 
1:32 
1:16 

      SCR1  SCR2   SCR3   SCR4  SCR5  SCR6 ตัวอยางที ่

ความเขมขน 
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 จากภาพจะเห็นวา เกิด Latex particles ที่ชองที่ 5 และ 6 ซ่ึงเปนชองตัวอยาง SCR 3 อธิบายผล 
ไดวา SCR 3 พบปรากฏการแตกกระจายของ latex  particle ในหลุมทั้งสองชอง ในระดับ บวกสาม  
มีการจับตัวกันอยางหลวมๆ กระจายตัวปานกลาง และเกิดการกระจายสุดทายที่ระดับความเขมขน  
1 : 512 ถือวา SCR 3 ใหผลบวกที่ระดับ 1: 512 สวนชองอื่น ๆ ไมพบวามีการจับตัวกันในแตละระดับ
ความเขมขน จึงถือวาใหผลลบ สําหรับการตรวจตัวอยางอื่นๆ ปรากฏผลตรวจซีร่ัมจากตัวอยางเลอืด
โคนม ใหผลดังตารางที่ 4.1 และผลตรวจซีร่ัมจากตัวอยางเลือดสุกร ใหผลดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่  4.1  ผลการตรวจหาเชื้อ T. gondii ในโคนมในจงัหวัดเชียงราย โดยวิธี LAT 

อําเภอ จํานวนตัวอยาง 
จํานวนที่ใหผลบวก 

1: 64 ขึ้นไป เปอรเซ็นตความชุก 

          เมือง 
          แมลาว 
          พาน 
          เทิง 
          พญาเม็งราย 
          ขุนตาล 
          แมสาย 
          แมฟาหลวง 
          แมจัน 

80 
30 
65 
100 
28 
37 
52 
35 
35 

11 
0 
3 
9 
0 
3 
3 
6 
7 

13.75 
0.00 
4.60 
9.00 
0.00 
8.10 
5.76 
17.14 
20.00 

รวม  9  อําเภอ 462 42 9.10 
                                  

 จากตารางที่ 4.1 พบวาโคนมในเขตอําเภอแมจันมีความชุกมากที่สุด คือ รอยละ 20 รองลงมา
ไดแกอําเภอแมฟาหลวง อําเภอเมือง อําเภอเทิง อําเภอขุนตาล อําเภอแมสาย และอําเภอพาน มีความชุก
รอยละ 17.14, 13.75,  9, 8.1, 5.76  และ 4.6 ตามลําดับ สวนอําเภอแมลาวและอําเภอพญาเม็งราย  
ไมพบโรค โดยเมื่อคิดเปนการติดเชื้อ T.gondii ในเขตจังหวัดเชียงราย ความชุกเฉลี่ย รอยละ 9.1 
 จากผลการทดลองโดยวิธี LAT ความชุกของเชื้อ โรค T.gondii ในโคนม จํานวน 9 อําเภอ 
จํานวนโคนม 462 ตัว พบความชุกของโรครอยละ 9.1 ซ่ึงมากกวารายงานของพิพัฒน  อรุณวิภาส, 
เทวินทร  อินปนแกว, และ สถาพร  จิตตปาลพงศ (2551) ที่พบความชุกของโรคในโคนม 60 ฟารม 
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โคนม 300 ตัวในเขตภาคตะวันตกที่หผลบวกจํานวน 21 ตัว คิดเปนความชุก รอยละ 7 และรายงาน
ของ Suteeraparp et al. (2542) ที่พบไตเตอรของเชื้อ T.gondii ในโคนมในเขตภาคกลางในโคนม 
119 ตัว ที่ใหผลบวก 4 ตัว คิดเปนความชุกรอยละ 3.4 จะเห็นไดวาการศึกษาในแตละพื้นที่ที่แตกตาง
กัน ชวงระยะเวลาที่ศึกษาที่แตกตางกัน จนถึงปจจุบัน จะพบวา ความชุกของโรค Toxoplasmosis 
ในโคนมสูงขึ้น  
 
ตารางที่  4.2  ผลการตรวจหาเชื้อ T. gondii ในสุกรในจังหวัดเชียงรายโดยวิธี LAT  

อําเภอ จํานวนตัวอยาง 
จํานวนที่ใหผลบวก 

1: 64 ขึ้นไป เปอรเซ็นตความชุก

          แมฟาหลวง 
          แมจัน 

67 
83 

1 
18 

1.49 
21.68 

รวม 2 อําเภอ 150 19 12.66 
 

 จากตารางที่ 4.2 พบวาสุกรในอําเภอแมจันมีความชุกมากที่สุด คือรอยละ 21.68 รองลงมา
อําเภอแมฟาหลวง มีความชุกรอยละ 1.49 โดยมีความชุกเฉลี่ยทั้งหมดรอยละ 12.66 
  จากการทดลองโดยวิธี LAT ความชุกของเชื้อ T.gondii ในสุกร จํานวน 2 อําเภอ จํานวน
สุกร 150 ตัว ใหผลบวกตอเชื้อ T.gondii  จํานวน 19 ตัว คิดเปนความชุกของโรครอยละ 12.66  ซ่ึง
มากกวารายงานของ เลิศรัก และคณะ, 2547 ที่พบความชุกของโรครอยละ 7 โดยวิธี LAT จะเห็นได
วาในแตละพื้นที่ที่แตกตางกันและระยะเวลาที่ศึกษาแตกตางกันพบวาความชุกของเชื้อ T.gondii   
ในสุกรสูงขึ้น 
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4.2 การสกัด DNA  

 หลังจากสกัด DNA จากเลือดของโคนมและสุกรของจังหวัดเชียงราย ดวยวิธี Phenol 
Chloroform และนํา DNA ที่ไดไปทํา gel electrophorsis จะปรากฏแถบสัญญาณของ DNA ของโคนม 
ดังแสดงในภาพที่ 4.2 และ ภาพที่ 4.3 และเลือดสุกร ดังแสดงในภาพที่ 4.4 และ ภาพที่ 4.5 พบวา 
DNA ที่สกัดไดปรากฏเปนแถบ DNA ขนาดมากกวา 2 กิโลเบส และถือไดวามี DNA อยูในเลือดที่
สกัด เพื่อที่จะนํา DNA ไปใชในการทํา PCR ได 
 
                  1    2     3     4      5      6     7     8     9     10    11   12   13    14   15  16    17 

 
 

ภาพที่ 4.2  ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนม  

 จากภาพที่ 4.2  ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนมโดย ชองที่1 CR1 ชองที่ 2 CR2 ชองที่ 3 
CR5 ชองที่ 4 CR7 ชองที่ 5 CR8 ชองที่ 6 CR11 ชองที่ 7 CR16 ชองที่ 8 CR17 ชองที่ 9 CR18 ชองที่ 10 
CR19 ชองที่ 11 CR32 ชองที่ 12 CR35 ชองที่ 13 CR39 ชองที่ 14 CR40 ชองที่ 15 CR42 ชองที่ 16 
CR43 ชองที่ 17 Marker โดยจะพบวา ชองที่ 4, 5, 6, 7, 8, 11, และ 12 ปรากฏแถบสัญญาณขนาด
ของ DNA มากกวา 2000 bp 
 ผลที่ไดจากการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนม พบวาในบางชองไมปรากฏแถบสัญญาณ
ใหเห็น เนื่องจากปริมาณ DNA มีจํานวนนอยมากหรืออาจมีการสูญหายไปในระหวางการสกัด ซ่ึง
ในบางขั้นตอนของการสกัดตองมีการเททิ้งสารละลาย แตก็มีบางชองที่มี DNA แตมีปริมาณนอย 
ซ่ึงไมเพียงพอในการที่จะนําไปใชในการทํา PCR ได 

2000 bp 
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  1      2     3     4      5     6     7     8     9    10   11   12    13  14   15   16   17 

 
 

ภาพที่ 4.3  ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนม  

 จากภาพที่ 4.3 ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนมโดย ชองที่ 1 CR41 ชองที่ 2 CR100   
ชองที่ 3 CR220 ชองที่ 4 CR239 ชองที่ 5 CR240 ชองที่ 6 CR269 ชองที่ 7 CR290 ชองที่ 8 CR296 
ชองที่ 9 CR297 ชองที่ 10 CR299 ชองที่ 11 CR302 ชองที่ 12 CR309 ชองที่ 13 CR320 ชองที่ 14 
CR337 ชองที่ 15 CR341 ชองที่ 16 CR349 ชองที่ 17 Marker โดยจะพบวา ชองที่ 1, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, และ 16 ปรากฏแถบสัญญาณขนาดของ DNA มากกวา 2000 bp 
 ผลที่ไดจากการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดโคนม พบวาในหลายชอง ปรากฏแถบสัญญาณให
เห็นอยางชัดเจน เนื่องจากปริมาณ DNA มีจํานวนมาก แตมีบางชองที่ไมปรากฏ เนื่องจากไมมี DNA 
ซ่ึงอาจมีการสูญหายไปในระหวางการสกัด หรือมีการดูดทิ้งไปในบางขั้นตอนของการสกัด ดังนั้น 
DNA ที่ปรากฏชัดเจนนั้น สามารถนํามาเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR ได 
 
 
 
 
 
 
 
 

2000 bp 
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                    1     2     3     4     5      6     7     8      9    10   11   12   13   14   15   16   17 

 

ภาพที่ 4.4 ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดสุกร  

 จากภาพที่ 4.4 ผลการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดสุกรโดย ชองที่ 1 Marker ชองที่ 2 SCR1 
ชองที่ 3 SCR2 ชองที่ 4 SCR29 ชองที่ 5 SCR67 ชองที่ 6 SCR69 ชองที่ 7 SCR72 ชองที่ 8 SCR74 
ชองที่ 9 SCR77 ชองที่ 10 SCR86 ชองที่ 11 SCR124 ชองที่ 12 SCR125 ชองที่ 13 SCR140 ชองที่ 14 
SCR146 ชองที่ 15 SCR147 ชองที่ 16 SCR148 ชองที่ 17 SCR149 โดยจะพบวา ชองที่ 4, 5, 6, 7, 10, 
11, 12, และ 14 ปรากฏแถบสัญญาณขนาดของ DNA มากกวา 2000 bp 
 ผลที่ไดจากการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดสุกร พบวามีหลายชอง ไมปรากฏแถบสัญญาณให
เห็นหรือเห็นแตไมชัดเจน เนื่องจากปริมาณ DNA มี ปริมาณจํานวนนอยหรือไมมี DNA แตมีบาง
ชองที่ปรากฏ เนื่องจากมี DNA ในปริมาณมาก DNA ที่ปรากฏชัดเจนนั้น สามารถนํามาเพิ่มปริมาณ
โดยวิธี PCR ได 
 

 

 
 
 
 

2000 bp 
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1      2     3     4      5      6     7     8     9     10    11   12   13    14   15  16    17 

 
 

ภาพที่ 4.5  ผลการตรวจ genomic DNA ที่สกัดไดจากเลือดสุกร  

 จากภาพที่ 4.5  ผลการตรวจ genomic DNA ที่สกัดไดจากเลือดสุกรโดย ชองที่ 1 Marker 
ชองที่ 2 SCR9 ชองที่ 3 SCR10 ชองที่ 4 SCR11 ชองที่5 SCR12 ชองที่ 6 SCR13 ชองที่ 7 SCR14 
ชองที่ 8 SCR15 ชองที่ 9 SCR16 ชองที่ 10 SCR17 ชองที่ 11 SCR52 ชองที่ 12 SCR54 ชองที่ 13 
SCR55 ชองที่ 14 SCR59 ชองที่ 15 SCR73 ชองที่16 SCR75 ชองที่ 17 SCR76 โดยจะพบวา ชองที่ 
11 12 13 14 15 16 ปรากฏแถบสัญญาณขนาดของ DNA มากกวา 2000 bp 
 ผลที่ไดจากการสกัด DNA ที่ไดจากเลือดสุกร พบวา มีแถบสัญญาณปรากฏในหลายชอง 
แตแถบสัญญาณที่ปรากฏใหเห็นไมชัดเจน เนื่องจากปริมาณ DNA มี ปริมาณนอย หรือเนื่องจากไม
มี DNA ซ่ึงอาจจะมีการสูญหายไปในระหวางสกัด เพราะมีการดูดทิ้งไปในบางขั้นตอนของการสกัด 
ดังนั้น DNA ที่ปรากฏชัดเจนนั้น สามารถนํามาเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR ไดตอไป 
 
 
  

2000 bp 
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4.3 ผลของการทํา PCR  

 เมื่อนํา PCR product ของตัวอยางเลือดโคนมที่ไดมาทําการ run gel ปรากฏผลดังภาพที่ 4.6 
และภาพที่ 4.7 สําหรับ PCR product ของตัวอยางเลือดสุกร ปรากฏผลดังภาพที่ 4.8 และภาพที่ 4.9    
 
                       1    2    3     4     5     6     7     8    9    10   11  12   13  14  15    16  17 

 
 

ภาพที่ 4.6  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดโคนมดวยเทคนิค PCR  

 จากภาพที่ 4.6  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดโคนมดวยเทคนิค PCR ชองที่ 1 วาง 
ชองที่ 2 Marker ชองที่3 Negative control ชองที่4 Toxo positive control (529 bp) ชองที่ 5 CR130 
ชองที่ 6 CR80 ชองที่ 7 CR67 ชองที่ 8 CR44 ชองที่ 9 CR41 ชองที่ 10 CR35 ชองที่ 11 CR32 ชองที่ 12 
CR17 ชองที่ 13 CR16 ชองที่ 14 CR11 ชองที่ 15 CR8 ชองที่ 16 CR7 ชองที่ 17 Marker โดยจะพบวา
ชองที่ 4 ซ่ึงเปน Positive control  จะปรากฏแถบสัญญาณที่ 529 bp ชัดเจน สวนในชองอื่นไม
ปรากฏแถบสัญญาณใหเห็นแตอยางใด จึงใหผลตรวจเปนลบ 
 ผลที่ไดจากการทํา PCR เมื่อมีการนํา DNA ที่ไดจากเลือดโคนมที่ไดตรวจสอบแลววามี 
DNA อยูพบวา ไมปรากฏแถบสัญญาณในชองที่เปน DNA ของตัวอยางเลือดโคนมที่สกัดได และ
ตรวจสอบแลววามี DNA อยูแตไมปรากฏแถบแถบสัญญาณในขนาด 529 bp ใหเห็น ซ่ึงแสดงใน
เห็นวา DNA ของเชื้อ T. gondii ในเลือดที่ใชสกัด DNA แตอยางใด 
 
 
 

529 bp 

1000 bp 

500 bp 
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                     1    2     3     4    5     6     7     8     9   10   11   12   13  14   15  16   17 

 
 
 

ภาพที่ 4.7  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดโคนมดวยเทคนิค PCR  

 จากภาพที่ 4.7  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดโคนมดวยเทคนิค PCR  ชองที่ 1 
Marker  ชองที่ 2 CR239  ชองที่ 3 CR269  ชองที่ 4 CR290 ชองที่ 5 CR296 ชองที่ 6 CR297 ชองที่ 7 
CR299 ชองที่ 8 CR302 ชองที่ 9 CR309 ชองที่ 10 CR320 ชองที่ 11 CR337 ชองที่ 12 CR341 ชองที่ 13 
CR349 ชองที่ 14 Toxo positive control (529 bp) ชองที่ 15 Toxo negative control ชองที่ 16 Marker  
ชองที่ 17 (วาง) โดยพบวาชองที่ 14 ซ่ึงเปน Positive control  จะปรากฏแถบสัญญาณที่ 529 bp 
ชัดเจน ในชองที่เหลือปรากฏแถบสัญญาณบางชองแตไมปรากฏแถบที่ตรงกับ ชองที่ 14 จึงใหผล
ตรวจเปนลบ 
 ผลที่ไดจากการทํา PCR เมื่อมีการนํา DNA ที่ไดจากเลือดโคนมที่ไดตรวจสอบแลววามี 
DNA อยูพบวา ไมปรากฏแถบสัญญาณใดที่มีขนาด 529 bp ที่เปน positive control แตพบในบาง
ชองที่ปรากฏแถบสัญญาณ แตมีขนาดไมเทากับ 529 bp จึงถือวาไมพบสารพันธุกรรม ของโรค 
Toxoplasmosis 
 
 
 
 
 
 
 

529 bp 

1000 bp 

500 bp 
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 1      2     3     4     5     6     7     8     9   10   11   12   13  14   15   16  17 

 

ภาพที่ 4.8  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดสุกรดวยเทคนิค PCR  

 จากภาพที่ 4.8 ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดสุกรดวยเทคนิค PCR ชองที่ 1 Marker  
ชองที่ 2 SCR29  ชองที่ 3 SCR52  ชองที่ 4 SCR54 ชองที่ 5 SCR55 ชองที่ 6 SCR59 ชองที่ 7 SCR67 
ชองที่ 8 SCR69 ชองที่ 9 SCR72 ชองที่ 10 SCR73 ชองที่ 11 SCR75 ชองที่ 12 SCR76 ชองที่ 13 
SCR86 ชองที่ 14 Toxo positive control (529 bp)  ชองที่ 15 Toxo negative control ชองที่ 16 Marker  
ชองที่ 17 วาง  จากรูป ชองที่ 4, 11, 13 ปรากฏแถบสัญญาณแตมีขนาดของแถบสัญญาณไมตรงกับ 
529 bp จึงถือวาไมใชใหผลบวกตอเชื้อ T. gondii สวนชองที่เหลือไมปรากฏแถบสัญญาณใหเห็นแต
อยางใด จึงใหผลตรวจเปนลบ 
 ผลที่ไดจากการทํา PCR เมื่อมีการนํา DNA ที่ไดจากเลือดสุกรที่ไดตรวจสอบแลววามี 
DNA อยูพบวา ปรากฏแถบสัญญาณในบางชอง แตมีขนาดที่แตกตางกัน ซ่ึงมีขนาดไมเทากับ 529 bp 
ที่เปน positive control และ ในบางชองก็ไมปรากฏแถบสัญญาณใหเห็นแตอยางใด จึงถือวาไมพบ
เชื้อ T. gondii ในเลือดของสุกรในตัวอยางนั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

529 bp 

1000 bp 

500 bp 
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ภาพที่ 4.9  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดสุกรดวยเทคนิค PCR  

 จากภาพที่ 4.9  ผลการตรวจ DNA จากตัวอยางเลือดสุกรดวยเทคนิค PCR  ชองที่ 1 Marker  
ชองที่ 2 SCR96  ชองที่ 3 SCR100  ชองที่ 4 SCR124 ชองที่ 5 SCR125 ชองที่ 6 SCR126 ชองที่ 7 
SCR147 ชองที่ 8 SCR150 ชองที่ 9 SCR1 ชองที่ 10 SCR20 ชองที่ 11 SCR42 ชองที่ 12 SCR58 
ชองที่ 13 SCR111 ชองที่ 14 SCR120  ชองที่ 15 Toxo positive control (529 bp) ชองที่ 16 Toxo 
negative contro; ชองที่ 17 Marker จากรูปชองที่15 ซ่ึงเปน Positive control  จะปรากฏแถบสัญญาณ
ที่ 529 bp ชัดเจน ในชองที่เหลือไมปรากฏแถบสัญญาณใหเห็นแตอยางใด จึงใหผลลบทั้งหมด 
 ผลที่ไดจากการทํา PCR เมื่อมีการนํา DNA ที่ไดจากเลือดสุกร ที่ไดตรวจสอบแลววามี DNA 
อยู พบวาไมปรากฏแถบสัญญาณในชองที่เปน DNA ของตัวอยางเลือดสุกรที่สกัดได และตรวจสอบ
แลววามี DNA อยูแตไมปรากฏแถบแถบสัญญาณในขนาด 529 bp ใหเห็น ซ่ึงแสดงใหเห็นวาไมมี 
DNA ของเชื้อ T. gondii ในตัวอยางเลือดสุกรที่ใชสกัด DNA แตอยางใด 

 เมื่อทําการทดลองโดยวิธี PCR จากตัวอยาง DNA ของโคนม ใหผลการทดลอง ดังตารางที่ 4.3 
และ DNA ของสุกร ปรากฏวาใหผลการทดลอง ดังตารางที่ 4.4 

 

 

 
 

529bp 

1000 bp 

500 bp 
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ตารางที่  4.3 ผลการตรวจหาเชื้อ T. gondii ในโคนมในจังหวัดเชียงราย โดยวิธีPCR 

อําเภอ จํานวนตัวอยาง จํานวนที่ใหผลบวก เปอรเซ็นตความชุก
          เมือง 
          แมลาว 
          พาน 
          เทิง 
          พญาเม็งราย 
          ขุนตาล 
          แมสาย 
          แมฟาหลวง 
          แมจัน 

80 
30 
65 
100 
28 
37 
52 
35 
35 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

รวม  9 อําเภอ 462 0 0 
  
 จากตารางที่ 4.3 พบวาตัวอยางที่สกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณโดย วิธี PCR ใหผลลบทั้งหมด 
 ผลการทดลองโดยวิธี PCR พบวาความชุกของโรค T. gondii ในโคนมจํานวน 9 อําเภอ 
จํานวนโคนม 462 ตัว พบความชุกของโรครอยละ 0 ถือวาไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อ T. gondii 
ในเลือดของโคนมทั้ง 9 อําเภอของจังหวัดเชียงราย 
 

ตารางที่  4.4  ผลการตรวจหาเชื้อ T. gondii ในสุกรในจังหวัดเชียงราย โดยวิธี PCR 

ชนิดสตัว/อําเภอ จํานวนตัวอยาง จํานวนที่ใหผลบวก เปอรเซ็นตความชุก 
     แมฟาหลวง 
     แมจัน 

67 
83 

0 
0 

0 
0 

รวม  2 อําเภอ 150 0 0 
 

 จากตารางที่ 4.4 พบวาตัวอยางที่สกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณโดย วิธี PCRใหผลลบทั้งหมด
 ผลการทดลองโดยวิธี PCR พบวาความชุกของโรค T. gondii ในสุกร จํานวน 2 อําเภอ 
จํานวนสุกร 150 ตัว พบความชุกของโรครอยละ 0 ถือวาไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อ T. gondii   
ในเลือดของสุกรทั้ง 2 อําเภอของจงัหวัดเชียงราย 
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4.4 การเปรียบเทียบผลของการตรวจโดยวิธี LAT และวิธี PCR  

 จากผลการทลองการตรวจตวัอยางที่เก็บมาปรากฏผลดังขางตนที่แสดงมานํามาเปรียบเทียบ 
ผลทั้งผลการตรวจตัวอยางของโคนม ตามตารางที่ 4.5 และตัวอยางของสุกร ตามตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.5  ผลการเปรียบเทยีบระหวางการตรวจโดยวิธี LAT กับ PCR ในโคนม 

ผล LAT ผล PCR 
อําเภอ จํานวนตัวอยาง 

ผลบวก % Prevalence ผลบวก % Prevalence 
เมือง 80 11 13.75 0 0 
แมลาว 30 0 0 0 0 
พาน 65 3 4.6 0 0 
เทิง 100 9 9 0 0 
พญาเม็งราย 28 0 0 0 0 
ขุนตาล 37 3 8.1 0 0 
แมสาย 52 3 5.76 0 0 
แมฟาหลวง 35 6 17.14 0 0 
แมจัน 35 7 20 0 0 
รวม 9 อําเภอ 462 42 9.1 0 0 

 
 จากตารางที่ 4.5 พบวา ความชุกของการตรวจโดยวิธี LAT ในโคนม คือรอยละ 9.1 สวน
ความชุกของการตรวจโดยวิธี PCR ในโคนม คือรอยละ 0 
 ผลการเปรียบเทียบระหวางการตรวจโดยวิธี LAT และ PCR ในโคนม จํานวน 9 อําเภอ 
จํานวนโคนม 462 ตัว พบวาการตรวจโดยวิธี LAT ใหผลบวก จํานวน 42 ตัว คิดเปนรอยละ 9.1 
สวนการตรวจโดยวิธี PCR ใหผลลบทั้งหมด คิดเปนความชุกรอยละ 0 จะเห็นวา การใชวิธีการตรวจ
ที่แตกตางกัน จะทําใหผลของความชุกที่แตกตางกัน 
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ตารางที่ 4.6  ผลการเปรียบเทยีบระหวางการตรวจโดยวิธี LAT กับ PCR ในสุกร 
 

ผล LAT ผล PCR 
อําเภอ จํานวนตัวอยาง 

ผลบวก % Prevalence ผลบวก % Prevalence 
แมฟาหลวง 67 1 1.49 0 0 
แมจัน 83 18 21.68 0 0 
รวม 2 อําเภอ 150 19 12.66 0 0 

 
 

 จากตารางที่ 4.6  พบวา ความชุกของการตรวจโดยวิธี LAT ในสุกร คือรอยละ 12.66  สวน
ความชุกของการตรวจโดยวิธี PCR ในสุกร คือรอยละ 0  
 ผลการเปรียบเทียบระหวางการตรวจโดยวิธี LAT และ PCR ในสุกร จํานวน 2 อําเภอ 
จํานวนสุกร 150 ตัว พบวาการตรวจโดยวิธี LAT ใหผลบวก จํานวน 19 ตัว คิดเปนรอยละ 12.66 
และการตรวจโดยวิธี PCR ใหผลลบทั้งหมด คิดเปนความชุกรอยละ 0 จะเห็นวา การใชวิธีการตรวจ
ที่แตกตางกัน จะทําใหผลของความชุกที่แตกตางกัน ซ่ึงสอดคลองกับผลของการศึกษาของ เลิศรัก  
ศรีกิจการ, วรางคณา ไชยซาววงษ, โกษา  ปญญาโกษา, อนุชา ศิริมาลัยสุวรรณ และ ชุลีพร ศักดิ์สงาวงษ 
(2547) ที่พบวา การตรวจโดยวิธี LAT ใหคาความชุกรอยละ 7 และการตรวจโดยวิธี ELISA ใหคา
ความชุกที่รอยละ 0.2 

 ดังนั้น จะพบวาคาของความชุกที่ไดจากการศึกษา นอกจากความแตกตางของพื้นที่ความ
แตกตางของชวงระยะเวลาที่ศึกษา จะทําใหคาความชุกมีความแตกตางกันแลว วิธีการทีใ่ชในการตรวจ
ที่แตกตางกัน ผลที่ไดจะพบวามีคาของความชุกของการติดเชื้อ T. gondii ที่แตกตางกันดวย    
 

 
 



 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 ผลการศึกษา พบวาในโคนมใหผลบวกตอ LAT รอยละ 9.10 (42/462) ขณะที่การตรวจโดย
วิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส ใหผลลบทั้งหมด ในตัวอยางเลือดสุกร ซึ่งตรวจโดยวิธี LAT ใหผลบวก
ตอเชื้อ T.  gondii  รอยละ 12.66 (19/150)  และการตรวจโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส ใหผลลบ
ทั้งหมดเชนเดียวกัน สําหรับพื้นที่ที่พบตัวอยางที่ใหผลบวกในโคนม พบวาเขตอําเภอแมจัน  มีความ
ชุกสูงสุดที่รอยละ 20 (7/35) และเขตที่ตรวจไมพบตัวอยางบวก  ไดแก อําเภอแมลาว และ          
พญาเม็งราย โดยเมื่อคิดเปนการติดเช้ือ T. gondii  ทั้งหมดของโคนมในจังหวัดเชียงรายพบวา มีพื้นที่
ที่ใหผลบวก 7 อําเภอ สําหรับพื้นที่ที่พบตัวอยางที่ใหผลบวกในสุกร พบวาเขตอําเภอแมจัน มีความชุก
สูงสุดรอยละ 21.68 (18/83)  โดยเมื่อคิดเปนการติดเชื้อ T. gondii  ทั้งหมดของสุกรจังหวัดเชียงราย 
พบวามีพื้นที่ที่ใหผลบวกทั้งสองอําเภอ จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นถึงการแพรกระจายของเชื้อ    
T. gondii ในโคนมและสุกรในจังหวัดเชียงรายที่อาจมีผลตอสุขภาพของคนในพื้นที่ จากผลการวิจัย
พบวา การตรวจโดยวิธี LAT ในโคนมและสุกรในเขตจังหวัดเชียงราย ที่พบความชุกของการติดเชื้อ
ในโคนมและสุกรมากที่สุดในเขตพื้นที่อําเภอแมจัน แสดงวาในพื้นที่ที่มีความเสี่ยงของโรคที่ที่จะ
ทําใหคนในพื้นที่มีโอกาสที่จะติดโรคหรือสัมผัสเอาเชื้อ T. gondii  เขาสูรางกายไดมากกวาพื้นที่  
อ่ืน ๆ ที่มีความชุกของการติดเชื้อนอยหรือไมมีการติดเชื้อ และการตรวจโดยวิธี PCR ในโคนมและ
สุกร ในเขตจังหวัดเชียงราย ไมพบการติดเชื้อ T. gondii เนื่องจากไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อ          
T. gondii ในเลือดของตัวอยางที่ตรวจ ดังนั้นการตรวจทางซีรั่มวิทยาโดยวิธี LAT (Latex 
agglutination test) นั้น เปนวิธีการที่สะดวกรวดเร็ว เสียคาใชจายนอย ไมควรใชวิธีการทาง PCR 
รวมยืนยันผลดวย เนื่องจากใหผลที่ขัดแยงกัน เนื่องจากใหผลเปนลบทุกตัวอยาง การตรวจโดยวิธี 
LAT เปนวิธีที่เปนที่ยอมรับสามารถตรวจพบโรคอยูและแสดงใหเห็นวา โรค Toxoplasmosis ซ่ึง
เกิดจากเชื้อ Toxoplasma. gondii มีการแพรกระจายในพื้นที่จังหวัดเชียงราย ทั้งในโคนม และในสุกร  
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 นอกจากนี้  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในสัตวอ่ืน ๆ หรือดําเนินการวิจัยอยางตอเนื่องรวมทั้ง
ในคนจะทําใหทราบสถานการณการแพรระบาดของโรค หรือความชุกของโรคไดมากขึ้น สําหรับ
เทคนิค PCR สามารถนํามายืนยันผลรวมกับ LAT ไดในบางกรณีเทานั้น เนื่องจากเชื้อ T. gondii 
สวนใหญไมไดอาศัยอยูในเลือด ทําใหการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อจากเลือดเปนไปไดยาก 
ทําใหการตรวจทางซีร่ัม มีความไวตอการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ และควรเปรียบเทียบผลที่กับ  
ที่มีรายงานในอดีต เพื่อดูสถานการณของโรความีแนวโนมเพิ่มขึ้นหรือลดลงปจจัยที่อาจสงผลตอ   
การแพรกระจายตัวของโรค Toxoplasmosis ในจังหวัดเชียงรายมีอะไรบาง ที่คาดวานาจะมีสวน
เกี่ยวของ ควรเปรียบเทียบอําเภอที่มีผลของสุกรกับโคนม สอดคลองกันหรือไม 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 

 5.2.1 การตรวจโดยวิธี PCR ที่ใหผลลบทั้งสองชนิดสัตวโดยนําเลือดมาเปนตัวอยาง แสดง
ใหเห็นวา การนําตัวอยางเลือดมาตรวจทางอณูวิทยา อาจทําใหไมพบเชื้อ อาจเปนเพราะวา เชื้อ      
T. gondii สวนใหญ จะพบอยูในสมอง และเนื้อเยื่ออ่ืนๆของสัตวหลายชนิด ซ่ึงทําใหการนําเอา DNA 
จากสวนของเลือดมาตรวจทําใหมีโอกาสไมพบสารพันธุกรรมของเชื้อ T. gondii   
 5.2.2 การตรวจเพื่อหาเชื้อ T. gondii เพื่อใหทราบผลวาสัตวชนิดที่ตรวจเปนโรค 
Toxoplasmosis หรือไม เปนวิธีการตรวจเพื่อใหทราบผลในทางระบาดวิทยาหรือเพื่อใหทราบ
สถานการณการความชุกและการกระจายของโรค เปนสิ่งที่จําเปน แตหากผลการตรวจพบเราจะ
ดําเนินการกับสัตวนั้นหรือฝูงสัตวนั้นอยางไร เพื่อควบคุมหรือปองกันการแพรกระจายของโรคได
อยางมีประสิทธิภาพนั้นมีความสําคัญกวา ซ่ึงเกษตรกรผูเล้ียงสัตวในจังหวัดเชียงราย ยังไมรูจักโรค
ชนิดนี้มากนัก ตลอดจนเจาหนาที่ปศุสัตวที่ปฏิบัติงานในพื้นที่บางทานไมทราบหรือรูจักโรคนี้มากพอ 
ดังนั้น ควรมีการจัดฝกอบรมใหกับเกษตรกรผูเล้ียงสัตวและถายทอดความรูเร่ืองโรค Toxoplasmosis 
ใหกับเจาหนาที่ที่ปฏิบัติงาน เพื่อปองกันและสามารถถายทอดความรูสูเกษตรกรผูเล้ียงสัตวตอไป 
 5.2.3 ควรมีการศึกษาในเรื่องของความสัมพันธระหวางการบริโภคนมโคกับการติดเชื้อ     
T. gondii ในคน โดยเฉพาะผูปวยที่มีการติดเชื้อ HIV ในจังหวัดเชียงรายและในพื้นที่อ่ืน ๆ ที่มีการ
เล้ียงโคนมและมีการบริโภคนมสดจากโคนมกันมาก วามีความสัมพันธกันมากนอยเพียงใด หรือมี
ความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญหรือไม 
 5.2.4 ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอเนื่องในสัตวชนิดอื่นๆในอนาคตไดแกในสุนัข แมว หนู 
แพะ เปนตน 
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