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เหาโค (Cattle lice) เป็นแมลงดูดเลือดชนิดหนึ่งซึ่งเป็นสาเหตุหลักของปัญหาสุขภาพ

สัตว์ทั่วโลก หลายงานวิจัยได้เปิดเผยข้อมูลการตรวจพบเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในเหาโคและเหาโค
อาจมีศักยภาพที่สามารถท าหน้าที่เป็นพาหะน าโรคต่าง ๆ ที่สามารถติดต่อโดยเหา และการศึกษา
ชนิดของเหาโคโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาและการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในประเทศไทย
ยังไม่มีการรายงาน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในเหาโคและจ าแนก
ชนิดของเหาโคที่เก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย โดยตัวอย่างเหาโคทั้งหมด 109 ตัวอย่าง 
จะน ามาสกัดดีเอ็นเอและใช้เทคนิค PCR ศึกษาบนต าแหน่งยีน 18S rRNA ที่ได้ท าการพัฒนา
ออกแบบข้ึนเพื่อระบุชนิดของเหาโค และตรวจหาเช้ือ Bartonella spp., Acinetobacter spp. 
และ Rickettsia spp. จากนั้นน ามาวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ 
จากผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rRNA แสดงให้เห็นว่าชนิดของเหาโคในงานวิจัยนี้แบ่ง
ออก เป็ น  2 ก ลุ่ ม  คื อ  Haematopinus quadripertusus แล ะ  Haematopinus spp. ที่ มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ H. tuberculatus  และสามารถตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ทั้งยีน 
gltA และ rpoB ทั้งหมด 25 ตัวอย่างจาก 109 ตัวอย่าง (22.93%) พบทั้งในระยะไข่และตัวเต็มวัย 
เมื่อท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และศึกษาแผนภูมิวิวัฒนาการของยีน  gltA และ rpoB 
พบว่าเช้ือ Bartonella spp. ในงานวิจัยนี้มีความใกล้ชิดกับสายพันธ์ุ B. bovis งานวิจัยน้ีเป็นการ
รายงานครั้งแรกของการตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในเหาโคที่เก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของ
ประเทศไทย และท าให้ทราบถึงข้อมูลชนิดของเหาโคในประเทศไทยโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา 
ซึ่งข้อมูลเหล่านี้อาจน ามาใช้เพื่อระบุศักยภาพของเหาโคที่จะท าหน้าที่เป็นพาหะน าโรคและอาจ
ถ่ายทอดเช้ือแบคทีเรียก่อโรคเหล่าน้ีจากสัตว์มาสู่มนุษย ์ 
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Cattle lice are obligate blood-sucking parasites. The several studies have 

revealed that pathogenic bacteria could be found in cattle lice.The data about 
cattle lice identification and their pathogenic bacteria in Thailand have never been 
evaluated. In this study, we aim to determine the presence of bacterial pathogens 
and identify species of cattle lice collected from three provinces of Thailand. Total 
genomic DNA was extracted from 109 cattle louse samples and PCR of 18S rRNA 
was developed to identify the cattle louse. Moreover, PCR was used for screening 
Bartonella spp., Acinetobacter spp., and Rickettsia spp. in cattle louse samples. 
The phylogenetic tree based on the partial 18S rRNA sequences demonstrated that 
cattle lice species in this study are classified into two groups; Haematopinus 
quadripertusus and Haematopinus spp. closely related to H. tuberculatus. The 
pathogen detection revealed that Bartonella spp. DNA of gltA and rpoB were 
detected in 25 of 109 samples (22.93%) both egg and adult stages.The Bartonella 
spp. in this study  related to B. bovis. This study is the first report of the Bartonella 
spp. detected in cattle lice from 3 provinces of Thailand and to classify the species 
of cattle lice using by molecular biology techniques. This information may be used 
to determine whether the cattle lice can serve as a potential vector can be 
transmitted pathogenic bacteria from these animals to humans. 
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เกี่ยวกับเทคนิคด้านการปฏิบัติการ การวิเคราะห์ผล การเขียนรูปเล่ม รวมไปถึงการตรวจทานแก้ไข
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ก าลังใจที่ส าคัญจากบิดา มารดา รวมไปถึงญาติพี่น้องในครอบครัว คุณประโยชน์ที่เกิดจากงานวิจัยและ
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ดิฉันขอมอบแด่ผู้มีพระคุณทุกท่านที่มีส่วนร่วมในความส าเร็จของงานวิจัยน้ี 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
เหา (Lice) เป็นแมลงดูดเลือดชนิดหนึง่ โดยจัดอยู่ในอันดับ (order) Phthiraptera ซึ่งเป็น

ปรสิตภายนอกของทัง้สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมและสัตว์ปีก (1) เหาแต่ละชนิด (species) มีความจ าเพาะ
กับชนิดของโฮสต์ (host specificity) และยังมีความจ าเพาะกับอวัยวะของโฮสต์อกีด้วย (site 
specificity) เหาแบ่งออกเป็น 4 ซับออเดอร์ (suborder) ได้แก่ Amblycera, Ischnocera, 
Anoplura และ Rhynchophthirina เหาในซับออเดอร ์ Anoplura เป็นเหาดูด (sucking lice, 
anopluran) ส่วนอีก 3 ซับออเดอร์ จัดว่าเป็นเหากัด (biting lice, chewing lice และ 
mallophagan) (2) การติดเหาสามารถเกิดข้ึนได้ทั่วโลก เหาติดต่อกันได้ง่ายโดยการสมัผสั เช่น การ
ใกล้ชิดกับคนทีม่ีเหา การใช้หวี หมวก ผ้าเช็ดตัว หรือหมอนผ้าหม่ร่วมกบัคนที่มเีหา (3, 4) การถูก
รบกวนจากเหาอาการที่เห็นได้ชัดที่สุด คือ มีอาการคันและรูส้ึกระคายเคืองที่ผิวหนัง อาจสง่ผล
กระทบด้านสุขภาพกายเนื่องจากเกิดอาการคัน ผิวหนงัอักเสบ และเกาจนเกิดแผลบริเวณผิวหนงัท า
ให้สามารถเกิดการติดเช้ือแทรกซ้อนได้ (5) นอกจากเหาจะสร้างความร าคาญและเป็นพาหะน าโรคใน
คนแล้ว ยังสามารถพบได้ในสัตว์เลี้ยงและปศุสัตว์ เหาที่อาศัยอยู่บนตัวสัตว์อาจก่อให้เกิดอันตรายต่อ
สัตว์โดยตรง คือ ท าให้เกิดโรคผิวหนงัในสัตว์ ท าให้มีอาการคัน รู้สึกไมส่บายตัว และเกิดแผลบรเิวณ
ผิวหนัง หากสัตว์มีเหาอาศัยอยู่จ านวนมากอาจท าให้สัตว์มภีาวะซีดได้ และเหายังสามารถเป็นพาหะ
น าเช้ือโรคต่าง ๆ มาสู่สัตว์ได้เช่นกัน (6, 7) 
 ในประเทศไทยการท าปศุสัตว์เป็นอาชีพที่ได้รับความนิยมเปน็อย่างมากในทกุภาคทั่วประเทศ
โดย เฉพาะการเลี้ยงโคเพื่อจ าหน่ายและบริโภค การแพร่ระบาดของโรคผิวหนงัในโคยังคงเป็นปัญหา
หลักที่พบได้ทั่วประเทศ ซึ่งมสีาเหตุเกิดจากการถูกปรสิตภายนอกกัดและดูดเลอืด เช่น ไร เห็บ เหา 
เพราะสามารถติดต่อกันได้ง่ายหากมีการเลี้ยงที่ไม่ถูกต้องตามหลักสุขาภิบาลและไม่มีการควบคุม
ป้องกันโรคอย่างถูกวิธี ซึ่งจะสง่ผลกระทบต่อรายได้ของเกษตรกรผู้เลี้ยงโคและเศรษฐกิจของประเทศ 
(8) นอกจากนีก้ารติดโรคในโคอาจส่งผลเสียต่อสุขภาพของผูเ้ลี้ยง เนื่องจากอาจเป็นการติดเช้ือที่
สามารถถ่ายทอดจากสัตว์ไปสู่คน  
 เหาโค (cattle lice) สามารถพบได้บรเิวณที่มีขนยาว เช่น พู่หาง ไหล่ คอ และส่วนหน้าของ
โค จัดอยู่ในซับออเดอร์ Anoplura เป็นเหาดูด (sucking lice) เหาในซับออเดอร์นี้ส่วนใหญ่เป็นปรสิต
ภายนอกของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เหาจะดูดกินเลือดเป็นอาหารสามารถดูดเลือดได้ทัง้ระยะตัวอ่อน 
(nymph) และตัวเต็มวัย (adult) มันจะอาศัยอยู่บนโฮสต์ตลอดวงจรชีวิต โดยวงศ์ (Family) ที่
สามารถพบได้ในโค ได้แก่ วงศ์ Haematopinidae สกลุทีม่ีความส าคัญ คือ Heamatopinus spp. 
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ประกอบด้วย H. tuberculatus พบในกระบือ H. eurysternus พบในโคและกระบือ H. 
quadripertusus พบบริเวณหางของโค และอีกวงศ์หนึง่ คือ Linognathidae ประกอบด้วยชนิด 
Linognathus vituli พบบรเิวณไหล่ คอ ล าตัวของโคและ Solenopotes capillatus ในประเทศ
ไทยพบทีส่่วนหน้าของโค มีรายงานในต่างประเทศสามารถพบได้ที่บริเวณรอบปาก คอ ไหล่ หลัง และ
หาง การจ าแนกเหาโดยดูจากลักษณะสัณฐานวิทยาน้ันท าได้ยาก เนื่องจากในวงศ์เดียวกันเหาแต่ละ
ชนิดมีลักษณะที่ค่อนข้างคล้ายคลึงกัน จะมีความแตกต่างในส่วนของบริเวณที่อยู่อาศัยและลักษณะ
โครงสร้างภายนอกบางส่วนเท่านั้น (9, 10) 
 เช้ือแบคทีเรียที่กอ่โรคในโคสามารถตรวจพบได้หลายชนิดและมีความส าคัญทางการแพทย์ 
เช่น ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในโคจาก 5 ประเทศทั่วโลกโดยมีรายงาน ได้แก่ ไทย 10% 
จอรเ์จีย 57% กัวเตมาลา 20.6% เคนย่าและญี่ปุ่นไม่พบเช้ือ และเช้ือ Bartonella spp. ที่ตรวจพบ
ในโคมีรายงาน 3 สายพันธ์ุ คือ B. bovis, B. schoenbuchensis และ B. chomelii แต่ส่วนใหญ่
รายงานว่าพบสายพันธ์ุ B. bovis และมีความชุกที่แตกต่างกันไปของแต่ละประเทศ คือ สหรัฐอเมริกา 
50-89% กายอานา 70% ฝรั่งเศส 36% อิตาล ี 24% และแอฟรกิาตะวันตก 20% (11-21) ใน
การศึกษาจากประเทศโปแลนด์มีความชุกของ B.bovis ในโคที่ต่ ากว่าประเทศอื่นมาก คือ 6.8% (12) 
เช้ือ Bartonella spp. มักจะไม่ก่อให้เกิดอาการทางคลินกิในโค แต่สายพันธ์ุ B. bovis จะเกี่ยวข้อง
กับเยื่อบุหัวใจอักเสบในโค(22, 23) และมกีารศึกษาเกี่ยวกับเช้ือ Bartonella spp. พบว่าเช้ือชนิดนี้มี
สัตว์ขาปล้องเป็นพาหะน าโรค เช่น หมัดหนู หมัดแมว หมดักระต่าย โลน รวมถึงริ้นฝอยทราย (24, 
25) และมรีายงานการตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในเหาทีเ่ก็บมาจากหนูป่า และพบใน 
Rhipicephalus microplus คือ เห็บทีเ่ก็บไดจ้ากวัวในประเทศไต้หวัน (21) นอกจากนี้ยังมีแมลงที่
เกี่ยวข้อง เช่น แมลงวันกัด สายพันธ์ุ Haematobia spp. และ Stomoxys spp. จากโคใน
แคลิฟอรเ์นีย (26) และแมลง Hippobosca equina จากยุโรป (27) ซึง่เช้ือ Bartonella spp. แต่ละ
สายพันธ์ุจะกระจายอยู่ในโฮสต์และพื้นที่ทางภูมิศาสตรท์ี่มีความจ าเพาะ ซึ่งอาจมีความเกี่ยวข้องกบั
ความเสี่ยงในการถ่ายทอดเช้ือจากสัตว์สู่คน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศทีม่ีปฏิสมัพันธ์ใกล้ชิด
ระหว่างคนกบัสัตว์ (28) 
 Rickettsia spp. เป็นเช้ือแบคทีเรียก่อโรคทีส่ าคัญอีกชนิดหนึ่งทีก่ระจายอยู่ทั่วโลกแต่จ ากัด
ภูมิภาคตามเช้ือก่อโรคและสายพันธ์ุ สามารถติดต่อจากสัตว์สู่คนได้แต่ปกติจะเป็นเช้ือที่ติดต่อระหว่าง
สัตว์กับสัตว์โดยเฉพาะในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น สัตว์ฟันแทะ สุนัข แมว เป็นต้น ซึ่งมีแมลงเป็น
พาหะน าโรคที่ส าคัญ ได้แก่ เหา เห็บ หมัด และไร คนจะติดเช้ือได้โดยบงัเอญิเมื่อถูกแมลงทีม่ีเช้ือ 
(29-32) จากการศึกษาพบว่าในประเทศไทยไม่ได้มเีพียงเช้ือแบคทีเรีย Orientia tsutsugamushi ที่
ก่อโรคสครับไทฟัส (ไข้ไรป่า) ทีม่ีไรอ่อนเป็นพาหะเท่านั้น แต่ยังมีเช้ือก่อโรค Rickettsia spp. อีก
หลากหลายสายพันธ์ุทีม่ีการแพร่ระบาดก่อโรคในหลายพื้นทีข่องประเทศไทย (33, 34) ในประเทศ
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ลาวตรวจพบเช้ือ R. felis ในหมัดที่มีมากถึง 76.6% และตรวจพบเช้ือใน Boophilus spp. ซึ่งเป็น
เห็บที่เก็บจากโค (35) นอกจากนี้ยังมีรายงานการตรวจพบเช้ือ Rickettsia spp. ในเหาโคสายพันธ์ุ H. 
eurysternus และ L. vituli รวมไปถึงในเหาแพะสายพันธ์ุ L. stenopsis จากประเทศฮังการี่ (36) 
แต่ยังไม่มีรายงานการตรวจพบเช้ือจากเหาโคในประเทศไทยนอกจากนี้ยังมรีายงานการตรวจพบเช้ือ 
Acinetobacter spp. หลากหลายสายพันธ์ุในเหาล าตัวและเหาศรีษะที่เก็บจากคนที่ไรท้ี่อยู่อาศัย 
รวมไปถึงการตรวจพบในเหาศรีษะที่เกบ็จากนักเรียนในโรงเรียนต่าง ๆ ทั่วประเทศไทย ซึ่งเช้ือชนิดนี้
มีความส าคัญทางการแพทย์ คือ ก่อให้เกิด nosocomial infection ในคนได้ จึงเป็นอีกเช้ือหนึง่ที่
น่าสนใจน ามาศึกษา 
 ปัจจุบันมงีานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับอณูชีววิทยาและลักษณะทางพันธุกรรมของเหาโคในต่าง
ประ-เทศเพื่อใช้เป็นฐานข้อมลูในการศึกษาเชิงวิวัฒนาการ และเปรียบเทียบความแตกต่างล าดับนิวคลี
โอไทด์ของสายพันธ์ุเหาโคในพื้นที่ต่าง ๆ ซึ่งเหาโคในแต่ละพื้นที่อาจมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน 
โดยมีการศึกษาจากยีนในนิวเคลียสคือ ยีน 18S ribosomal RNA (28) และยีนในไมโตคอนเดรีย คือ 
ยีน Cytochrome C oxidase subunit I (COI) (37) ซึ่งในขณะที่ประเทศไทยยังไม่มีข้อมลูการศึกษา
เกี่ยวกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเหาโคทีส่ามารถใช้อ้างอิงได ้ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของเหาโคใน
ประเทศไทยอาจมีความแตกต่างจากเหาโคประเทศอื่น และสายพันธ์ุของเหาโคอาจมีความจ าเพาะต่อ
ชนิดของเช้ือแบคทีเรียที่กอ่โรคด้วย เพราะฉะนั้นการศึกษาด้านอณูชีววิทยาและการทราบข้อมลูล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของเหาโคจงึมีความส าคัญอย่างยิง่ 
 การศึกษาน้ีจงึท าการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคที่มีความส าคัญทางการแพทย์และสัตว
แพทย์ในเหาโคที่เกบ็จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย โดยตรวจหาเช้ือ Bartonella spp., 
Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเหาโคด้วยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อศึกษาความเปน็พาหะน าโรคและส ารวจความชุกของเช้ือ
แบคทีเรียในเหาโคในพื้นที่  3 จังหวัดของประเทศไทย นอกจากนี้ยังท าการศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของเหาโคโดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์เพือ่เปรียบเทียบความแตกต่างในต าแหน่งยีน 
18S rRNA และจ าแนกความหลากหลายโดยการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) เพื่อ
ศึกษาความสัมพันธ์ได้อย่างชัดเจนย่ิงข้ึน เพื่อใช้เป็นข้อมลูพื้นฐานในงานระบาดวิทยา การควบคุม 
และการป้องกันโรคให้มปีระสิทธิภาพย่ิงข้ึนในอนาคต 
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1.2 ค าถามงานวิจัย 
 1.2.1 สามารถตรวจพบเช้ือ Bartonella spp., Rickettsia spp. และ Acinetobacter 
spp. ซึ่งเป็นเช้ือแบคทเีรียกอ่โรคในเหาโคทีเ่กบ็ได้จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทยหรือไม่ 

1.2.2 เหาโคจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ล าดับนิ
วคลีโอไทด์บนต าแหนง่ยีน 18S rRNA หรือไม ่
  
1.3 วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1.3.1 เพื่อตรวจหาเช้ือ Bartonella spp., Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ใน
เหาโคทีเ่กบ็ได้จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย 

1.3.2 เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมทีล่ าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหน่งยีน 18S 
rRNA ในเหาโคที่เก็บได้จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย 
 
1.4 สมมติฐานของการวิจัย 
 1.4.1 ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp., Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ซึ่งเป็น
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคในเหาโคที่เก็บได้จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทยได ้

1.4.2 เหาโคที่เก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนต าแหนง่ยีน 18S rRNA 
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1.5 กรอบแนวความคิดการวิจัย  
ส่วนท่ี 1 การศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของเหาโค 
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ส่วนท่ี 2 การตรวจหาเช้ือแบคทเีรียกอ่โรคจากตัวอย่างดเีอน็เอเหาโค 
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1.6 ค าส าคัญ 
 Cattle louse 
 Bartonella spp. 
 gltA gene 
 rpoB gene 
 18S rRNA gene 
 Thailand 
 
1.7 ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 
 1.7.1 Haematopinus คือ สกุลของแมลงในอันดับยอ่ย Anoplura ซึ่งเป็นเหาดูด 
Haematopinus เป็นสกุลเดียวที่อยู่ในวงศ์ Haematopinidae รู้จักกันโดยทั่วไปว่าเป็นเหาในสัตว์
เท้ากีบ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นชนิดทีม่ีความส าคัญทางสัตวแพทย์และเป็นกลุ่มเหาที่อันตรายทีสุ่ดในปรสิต
ภายนอกของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมพื้นเมืองและสัตว์เลี้ยงลูกดว้ยนมขนาดใหญ่จ านวนมาก รวมทัง้โค ม้า 
ลา กระบือ ละมั่ง ม้าลาย กวาง และอูฐ   
 1.7.2 Bartonella spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบในกลุม่ Alpha-proteobacteria สามารถ
พบได้ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลายประเภทรวมถึงคนด้วย นอกจากนี้ยังพบได้ในสัตว์เลี้ยงและสัตว์ป่า
หลายชนิด Bartonella spp. แต่ละสายพันธ์ุมีความจ าเพาะกับสัตว์กักเกบ็โรคที่แตกต่างกัน ซึ่งหลาย
สายพันธ์ุสามารถติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ (Zoonosis) สัตว์ที่เป็น reservoir มักติดเช้ือแบบไม่แสดง
อาการหรือมีอาการป่วยเล็กน้อย แต่จะพบอาการรุนแรงมากขึ้นในสัตว์ที่เป็นโฮสตส์ุดท้าย ซึ่งเมื่อรับ
เช้ือแล้วจะไมส่ามารถแพรเ่ช้ือให้แกส่ัตว์อื่น การติดต่อ Bartonella spp. ระหว่าง reservoir host 
กับ accidental host อาศัยพาหะจ าพวกสัตว์ขาเป็นปล้อง (arthropod vector) เช่น หมัดหนู หมัด
แมว หมัดกระต่าย โลน แมลงวันเหลืองในแกะ Melophagus ovinus (sheep ked) รวมทั้งริ้นฝอย
ทราย ซึ่งเช้ือ Bartonella spp. แต่ละชนิดท าให้เกิดโรคและอาการทางคลินิกแตกต่างกัน 
 1.7.3 18S rRNA gene หรอื 18S ribosomal RNA gene เป็นส่วนหนึง่ของ ribosomal 
RNA ซึ่ง S ใน 18S แสดงถึงหน่วย Svedberg และ 18S rRNA เป็นโครงสร้าง RNA ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบขนาดเล็กของ eukaryotic cytoplasmic ribosomes นอกจากนี้ยังเป็นส่วนประกอบ
พื้นฐานของเซลล์ยูคาริโอททัง้หมด ข้อมูลล าดับเบสจากยีน 18S rRNA ถูกน ามาใช้กันอย่างแพรห่ลาย
ในการวิเคราะห์ทางโมเลกลุเพื่อศึกษาวิวัฒนาการของสิง่มีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งในสัตว์ที่มีกระดูกสัน
หลงัเนื่องจากมีอัตราของวิวัฒนาการช้าจงึท าให้สามารถศึกษาความแตกต่างทางวิวัฒนาการในอดีต
จนถึงปจัจบุัน 
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 1.7.4 Phylogenetic tree เป็นการศึกษาเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยการสร้างแผนภูมิต้นไม้
หรือ evolutionary tree เพื่อวิเคราะห์ถึงการเปลี่ยนแปลงของยีนหรือโปรตีนที่ก่อใหเ้กิดความ
แตกต่างของสิง่มีชีวิตที่แตกแขนงออกไปจากสิง่มีชีวิตชนิดเดียวกัน โดยในการศึกษาจะน าข้อมลูของ
สิ่งมีชีวิตที่มอียู่ในปัจจุบันศึกษาย้อนกลบัไปหาที่มาและความสัมพันธ์ทีเ่คยมีในอดีต นอกจากนี้อาจท า
ให้ทราบสาเหตุของการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่ท าให้สิง่มีชีวิตบางชนิดสูญพันธ์ุไป หรือสิ่งมีชีวิต
หนึ่งถูกเปลี่ยนไปเป็นสิง่มีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง ซึง่ความรูเ้หล่าน้ีมปีระโยชน์ส าหรบัการรักษาโรคทาง
พันธุกรรม และการปรับปรุงพันธ์ุของพืชและสัตว์เพื่อให้พืชหรือสัตว์มียีนในรปูแบบที่เราต้องการได้ 
 
1.8 ประโยชน์ที่ได้รับ  
 1.8.1 สามารถอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหาโคเพื่อการจ าแนกชนิดของเหา
โคที่สามารถพบในโคได ้
 1.8.2 การตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย Bartonella spp. ในเหาโค สามารถใช้เป็นข้อมูลเพื่อการ
ควบคุมโรคและการป้องกันโรคได ้
 1.8.3 สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลเกี่ยวกับเหาโคและแบคทีเรยีก่อโรคในเหาโคที่พบในพื้นที่ 3 
จังหวัดของประเทศไทยเพื่อใช้ประโยชน์ในการท างานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องต่อไป 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 ลักษณะท่ัวไปของเหาโค (Cattle lice) 
 อาณาจักร (Kingdom): Animalia  

ไฟลัม (Phylum): Arthropoda  
ช้ัน (Class): Insecta  

อันดับ (Order): Phthiraptera 
อันดับย่อย (Suborder): Anoplura 

วงศ์ (Family): Haematopinidae 
        Linognathidae 
สกุล (Genus): Haematopinus 

        Linognathus 
        Solenopotes 

 เหาโคจัดอยู่ในอันดับ (order) Phthiraptera อันดับย่อย (suborder) Anoplura เป็นเหาดูด 
(sucking lice) ส่วนใหญเ่ป็นปรสิตภายนอกของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (1) และจะดูดกินเลือดเป็น
อาหารสามารถดูดเลือดได้ทัง้ระยะตัวอ่อน (nymph) และตัวเต็มวัย (adult) มันจะอาศัยอยู่บนโฮสต์
ตลอดวงจรชีวิต เหาโคพบในวงศ์ Haematopinidae และวงศ์ Linognathidae มีหลายชนิดทั่วโลก 
ซึ่งแต่ละชนิดมีความจ าเพาะต่อการเกิดโรคและลักษณะภูมปิระเทศที่แตกต่างกัน เหาโคสามารถพบ
ในบริเวณทีม่ีขนยาว เช่น บริเวณใบหน้า ไหล่ คอ และพูห่าง มักพบในลูกโคและโคที่มสีุขภาพไม่ดี 
วงศ์ Haematopinidae เหาที่อยู่ในวงศ์นี้เป็นเหาดูดที่ไม่มตีา แต่จะมี ocular point ยื่นออกมาสกุล
ที่ส าคัญทางการแพทย์และสัตวแพทย์ คือ Haematopinus spp. ประกอบด้วย H. tuberculatus 
H. eurysternus และ H. quadripertusus นอกจากนี้ยังมีเหาโคที่จัดอยู่ในวงศ์ Linognathidae มี
ชนิดที่ส าคัญ ได้แก่ Linognathus vituli และ Solenopotes capillatus เหาในวงศ์นี้ไม่มีตาและไม่
มี ocular point ซึ่งการจ าแนกเหาโดยดูจากลกัษณะสณัฐานวิทยาน้ันท าได้ยาก เนื่องจากในวงศ์
เดียวกันเหาแตล่ะชนิดมีลกัษณะที่ค่อนข้างคล้ายคลึงกัน จะมีความแตกต่างในส่วนของบริเวณที่อยู่
อาศัยและลกัษณะโครงสร้างภายนอกบางส่วนเท่านั้น (2, 9, 10) 
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2.2 วงจรชีวิตและสัณฐานวิทยาของเหาโค 
       เหาโคจัดเป็นแมลงที่มีขนาดเล็กล าตัวยาวประมาณ 1-4 มิลลิเมตร ตัวแบน (flat body) 
มีหนวด 2 เส้น มีขา 3 คู่ ซึ่งมีลักษณะพเิศษที่ใช้เกาะขนไดด้ีโดยมีเลบ็ (claw) ไว้ยึดเส้นขน ลักษณะ
ปากเป็นแบบเจาะดูด เหาแต่ละชนิด (species) มีความจ าเพาะกับชนิดของโฮสต์ (host specificity) 
และยังมีความจ าเพาะกับอวัยวะของโฮสตอ์ีกด้วย (site specificity) เหาจะอาศัยอยู่บนตัวโฮสต์
ตลอดเวลาไม่ว่าจะในระยะใดของวงจรชีวิตก็ตามถ้าเหาอยู่นอกตัวโฮสตจ์ะมีชีวิตอยู่ได้ไม่นานก็จะตาย
และเหาสามารถผสมพันธ์ุได้ตลอดเวลา (2, 9) 

 2.2.1 วงจรชีวิตของเหาโค 
          วงจรชีวิตของเหาโคแบ่งเป็น 3 ระยะ คือ ระยะไข่ ระยะตัวอ่อน และระยะตัว
เต็มวัย มีวงจรชีวิตทีส่มบรูณ์เมื่ออยู่ในสภาวะเหมาะสมนานประมาณ 18 วัน เหาโคเพศเมียทีผ่่านการ
ผสมพันธ์ุแล้วจะวางไข่ภายใน 18-48 ช่ัวโมง และวางไข่วันละ 1 ฟอง โดยปล่อยสารคล้ายกาวเหนียว
เพื่อให้ยึดติดกบัโคนเส้นขนใกลก้ับผิวหนังจากนั้นประมาณ 1-2 สัปดาห์ ตัวอ่อนจะฟักออกจากไข่ 
จากนั้นตัวอ่อนแต่ละตัวจะมีการลอกคราบ3 ครั้ง ซึ่งการลอกคราบ 3 ครั้งจะใช้เวลาประมาณ 10 วัน 
(ข้ึนอยู่กับความสมบรูณ์ของอากาศโดยรอบและอุณหภูมิของผิวหนงั) และจะพัฒนาต่อเป็นระยะตัว
เต็มวัย ซึ่งวงจรชีวิตของเหาโคมีช่วงเวลาระหว่าง 4-5สัปดาห์และเหาโคจะมีชีวิตอยู่ประมาณ 42 วัน 
เหาโคเพศเมียสามารถวางไข่ได้ถึง 50 ฟองในตลอดช่วงชีวิตของมัน (38) 

 
รูปที ่ 1 วงจรชีวิตของเหาโค 

(ที่มา:  https://www.bimectin.com/disease-information-cdn/cattle/lice) 
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 2.2.2 ระยะไข่ (egg หรือ nit) 
          เหาโคเพศเมียที่ไดร้ับการผสมพันธ์ุแล้วจะวางไข่วันละ 1 ฟอง โดยปลอ่ยสาร
คล้ายกาวเหนียวซึง่เป็นโปรตีนประเภทเคอร์ราตินเพื่อให้ไข่ยึดติดกับโคนเส้นขนใกล้กบัผิวหนัง 
ลักษณะของไข่เหาจะมีเปลือกแข็งและมีความมันวาว มีฝาเปิด (operculum) ซึ่งเป็นทางออกของตัว
อ่อนและถ่ายเทอากาศ ไข่ 1 ใบจะมีตัวอ่อน 1 ตัว มีขนาดประมาณ 0.8-1 มิลลิเมตร ลักษณะทรงรี
ยาว สีของไข่เหาจะมีสีขาวขุ่นปนเทา หรือน้ าตาลออ่น จะสามารถเห็นได้ชัดเมื่อติดอยู่กบัเส้นขน 
   

 2.2.3 ระยะตัวอ่อนหรือตัวกลางวัย (nymph) 
          หลังจากเหาเพศเมียวางไข่ประมาณ 1-2 สัปดาห์ ตัวอ่อนจะฟักออกจากไข่ 
จากนั้นตัวอ่อนแต่ละตัวจะมีการลอกคราบ 3 ครั้ง ซึ่งการลอกคราบ 3 ครั้งจะใช้เวลาประมาณ 10 วัน 
(ข้ึนอยู่กับความสมบรูณ์ของอากาศโดยรอบและอุณหภูมิของผิวหนงั) หลงัการฟักออกจากไข่ตัวอ่อน
จะสามารถดูดกินเลือดจากโฮสต์ได้ทันทรีะยะตัวอ่อนจะมกีารเจริญของระบบสบืพันธ์ุที่ยังไมส่มบูรณ์
ซึ่งจะยังไมส่ามารถแยกเพศได้ ตัวอ่อนระยะที่ 1 จะมีขนาดเล็กและอยู่นิง่ไม่ค่อยมีการเคลื่อนที ่
จากนั้นพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะที่ 2 และ 3 ซึ่งจะมลี าตัวขนาดใหญ่ข้ึนตามล าดับ สามารถเคลื่อนย้าย
ไปสู่โฮสตต์ัวอื่นได้จากการสมัผสัอย่างใกล้ชิด 
 

 2.2.4 ระยะตัวเตม็วัย (adult) 
                    เหาระยะตัวเตม็วัยจะมรีะบบสืบพันธ์ุทีส่มบรูณ์แล้วจึงสามารถแยกเพศผู้เพศ
เมียได้ เหาเพศผูจ้ะมีขนาดล าตัวเล็กกว่าเพศเมีย เหาแต่ละชนิดมีขนาดแตกต่างกันล าตัวจะมีลักษณะ
ยาวและแบนจากบนลงล่าง (dorsal-ventrally flattened) ยาวประมาณ 0.5-10 มิลลเิมตร โดยแบ่ง
ออกเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้อง บางสกลุมีตาแต่เหาโคจัดอยู่ในสกลุที่ไมม่ีตา 
หนวดมีขนาดสั้น จ านวน 3-5 ปลอ้ง เหาโคจะมีปากแบบดดู (stylet-like mouthpart) สามารถหด
เข้าไปอยู่ในถุงที่อยูบ่รเิวณหัว (stylet sac) ปากจะโผลอ่อกมาก็ต่อเมื่อจะใช้งานเท่านั้น ส่วนอก
แบ่งเป็นปล้องไม่ชัดเจน บนอกปลอ้งทีส่อง (mesothorax) มีรูเปิดของระบบหายใจ (spiracle) หนึ่งคู่ 
ส่วนท้องแบ่งออกเป็น 7 ปล้อง แต่ละปลอ้งมรีูหายใจหนึง่คู่เช่นกันยกเว้นปล้องสุดท้ายไม่มรีูหายใจ 
ส าหรับขาของเหาจะยื่นออกมาจากปล้องอกแต่ละปลอ้ง ขามีขนาดค่อนข้างใหญ่ปลายขาของเหาโคมี
เลบ็จ านวน 1 เล็บ (claw) โดยจะพัฒนาเป็น tibiotarsal claw ซึ่งใช้ช่วยในการยึดเกาะกบัเส้นขน
ของโฮสต์ ส าตัวของเหาโคจะปกคลมุไปด้วยขน (seta) บางชนิดด้านข้างของปล้องท้องแต่ละปลอ้งจะ
มี paratergal plate ปกคลุมอยู่ นอกจากนี้ด้านล่างของล าตัวเหาจะมีโครงสร้างแข็ง (sclerotized 
plate) ช่วยป้องกันอวัยวะสบืพันธ์ุเพศผู้ (genitalia) ส่วนในเพศเมียมีโครงสร้างทีเ่รียกว่า gonopod 
ที่ช่วยในการวางไข่ เหาโคจะมสีีเทาด า หรือน้ าตาล ระยะตัวอ่อนอาจมสีีเทาขาวได้และเมื่อดูดกิน
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เลือดล าตัวจะมสีีแดง เหาไมส่ามารถกระโดดหรอืบินได้จะเคลื่อนที่อย่างช้า ๆ ไต่ไปตามเส้นขน เหาจะ
อาศัยอยู่บนตัวโฮสต์ตลอดเวลาไม่ว่าจะในระยะใดของวงจรชีวิตก็ตามถ้าเหาอยู่นอกตัวโฮสต์จะมีชีวิต
อยู่ได้ไม่นานก็จะตายและเหาสามารถผสมพันธ์ุได้ตลอดเวลา (9, 39) 
 ความแตกต่างของเหาโคเพศผู้และเพศเมียในระยะตัวเตม็วัยโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา
จะเปรียบเทียบที่ขนาดล าตัว ซึ่งเพศผูจ้ะมีขนาดเล็กกว่าเพศเมีย ขาคู่หน้าของเพศผูจ้ะมีขนาดใหญ่
กว่าเพศเมียเพื่อใช้ในการเกาะเพศเมียช่วงการผสมพันธ์ุ และบริเวณส่วนปลายของปลอ้งทอ้งเพศผู้
บริเวณปลายทอ้งจะมน บางครั้งพบรยางค์ของอวัยวะสืบพันธ์ุยื่นคล้ายเข็มมาบริเวณปลาย 
(aedeagus) เพศเมียบริเวณปลายท้องมgีonopod 1 คู่ ลักษณะคล้ายรูปอักษรดบัเบิ้ลยู (W shape) 
เรียกว่า bilobe 
 
2.3 เหาโคท่ีมีความส าคัญทางการแพทย ์
      Haematopinus tuberculatus มีช่ือสามัญว่า buffalo louse เหาชนิดนี้พบในกระบอื 
โค อูฐ จามรี อาจจะสังเกตเห็นเหาชนิดนี้ได้ยากบนตัวกระบือเนื่องจากมีสทีี่ค่อนข้างใกล้เคียงกัน แต่
ส าหรับระยะไข่อาจสังเกตได้ง่ายกว่า ส่วนของ thoracic sternal plate มีรูปร่างเกือบเป็นรปู
สี่เหลี่ยมผืนผ้าและไมม่ี antero-median projection มีขนยื่นออกมาจากบริเวณ paratergal plate 
ส่วน sternal pit อยู่ที่ด้านนอกของ thoracic sternal plate 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที ่ 2 ลักษณะของเหากระบือ Haematopinus tuberculatus 
ที่มา: http://www.ces.csiro.au/aicn/system/c_4051.htm 
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 Haematopinus eurysternus เป็นชนิดที่สามารถพบได้บนตัวของโคและกระบือ มีช่ือ
สามัญว่า Short nose cattle louse ลักษณะของ thoracic sternal plate มีส่วนด้านยาวมากกว่า
ส่วนด้านกว้างและมี anteromedian projection ที่ค่อนข้างมน ส่วน sternal pit อยู่ที่ด้านนอกของ 
thoracic sternal plate 

 
รูปที ่ 3 ลักษณะของเหาโค Haematopinus eurysternus 

ที่มา: http://www.zoologie.frasma.cz/mmp%200214%20sestinozi 
/%C5%A1estinoz%C3%AD%20web.html 

 
 Haematopinus quadripertusus เหาชนิดนี้มักพบบริเวณพู่หางของโค มีช่ือสามัญ คือ 
tail louse ซึ่งพบไดเ้สมอในประเทศไทย ลักษณะของ thoracic sternal plate มีส่วนด้านยาว
มากกว่าส่วนด้านกว้างและมี anteromedian projection ที่ค่อนข้างแหลม ส่วน sternal pit อยู่ที่
ด้านนอกของ thoracic sternal plate 

 
รูปที ่ 4 ลักษณะของเหาโค Haematopinus quadripertusus 

ที่มา: http://dailyparasite.blogspot.com/2010/07/july-29-haematopinus-
quadripertusus.html 
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 Linognathus vituli มีช่ือสามัญ คือ long-nosed cattle louse พบบรเิวณไหล่ คอ และ
ล าตัวของโคล าตัวมีความยาวประมาณ 2 มิลลเิมตร ไม่มีตาและไม่มี ocular point ขาคู่ที่ 2 และคู่ที่ 
3 มีขนาดใหญ่กว่าขาคู่ที่ 1 ปลายขามีเลบ็ที่ทู่ (claw) ไม่มี thoracic sternal plate หรือถ้ามีก็ยัง
เจริญไม่ดี ไม่มี paratergal plate และไม่มี abdominal tubercle เหาชนิดนี้สามารถก่อให้เกิด
อันตรายต่อโคที่อายุน้อย ส าหรับโคอายุมากนั้นอาจกระทบต่อผลผลิตได้ 

รูปที ่ 5 ลักษณะของเหาโค Linognathus vituli 
ที่มา: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Linognathus-vituli-louse.JPG 

  
Solenopotes capillatus เหาชนิดนี้มีช่ือสามัญว่า little blue cattle louse ในประเทศ

ไทยสามารถพบเหาชนิดนี้ที่บริเวณใบหน้าของโค ในต่างประเทศมรีายงานว่าพบที่บริเวณรอบปาก คอ 
ไหล่ หลงัและหาง ท าใหโ้คเกิดอาการคันและระคายเคืองซึง่เหาชนิดนี้มีขนาดล าตัวประมาณ 1.2-1.5 
มิลลิเมตร เป็นเหาทีม่ีขนาดเลก็ทีสุ่ดของเหาโค ไม่มีตาและไม่มี ocular point ขาคู่ที่ 2 และคู่ที่ 3 มี
ขนาดใหญ่กว่าขาคู่ที่ 1 ปลายขามีเลบ็ที่ทู่ (claw) มี thoracic sternal plate ที่เห็นชัด มี 
abdominal tubercle ยื่นออกมาเล็กนอ้ย 

รูปที ่ 6 ลักษณะของเหาโค Solenopotes capillatus 
ที่มา: https://www.studyblue.com/notes/note/n/large-animal-lice/deck/1378319 
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2.4 การเป็นพาหะน าเชื้อโรคของแมลงดูดเลือดในโค 
 โรคที่เกิดกับโคบางชนิดสามารถติดได้กับสัตว์อื่น ๆ เช่น กระบอื สุกร รวมถึงบางชนิด
สามารถแพร่เช้ือโรคมาสู่คนได้ เช่น โรคแอนแทรกซ์ หากไม่มีการปอ้งกันอาจท าให้เกิดการแพร่
ระบาด และติดต่อสู่คนได้ง่ายในการเลี้ยงโคทีเ่ป็นอุตสาหกรรมนั้น นอกจากจ าเป็นต้องมีการเลี้ยงดูดี 
อาหารดี สายพันธ์ุดีแล้ว ยังต้องมกีารป้องกันรักษาโรคที่ดอีีกด้วย เพราะสัตว์ทีม่ีสุขภาพไมส่มบรูณ์
ย่อมใหผ้ลิตผลสูงไม่ได้ โรคทีร่้ายแรงในโค ได้แก่ โรคปากและเท้าเปือ่ย โรคคอบวม โรคแอนแทรกซ์ 
โรคบรูเซลโลซสี หรือโรคแทง้ติดต่อ โรคแบลคเลก วัณโรค นอกจากนี้ยังมีพยาธิอีกหลายชนิดที่เป็น
ศัตรูต่อสุขภาพโค ทั้งยังมีแมลงต่าง ๆ ที่ท าอันตรายโคได้โดยตรง และเป็นพาหะแพรเ่ช้ือโรคอกีด้วย 
เช่น เหบ็ เหา เหลือบ แมลงวันบางชนิด การป้องกันไม่ให้เกิดโรคพยาธิและแมลงพาหะน าโรคเป็น
สิ่งจ าเป็นที่สุด เพราะอาจส่งผลกระทบด้านผลผลิตและอาจจะเป็นโรคติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ 
 

1. โรคไข้เหบ็ 
สาเหตุเกิดจากเช้ือพยาธิทีอ่าศัยอยู่ในเหบ็โค เมือ่โคถูกเห็บที่มีเช้ือดูดเลือดเช้ือจะปนกับ
น้ าลายเข้าสูเ่ส้นเลอืดและเช้ือจะไปเพิม่จ านวนในเลือดท าลายเม็ดเลือดแดง โรคนี้มัก
ระบาดในช่วงต้นฤดูฝนทีม่ีแมลงดูดเลือดชุกชุม 

2. โรคไข้ขาแข็ง 
     เกิดจากเช้ือไวรัส ทีเ่ข้าสูร่่างกายโคโดยแมลงดูดเลือด 
3. โรคแอนแทรกซ ์

เป็นโรคที่เกิดมาจากเช้ือแบคทเีรียเข้าสูร่่างกายสัตว์ทางบาดแผลซึง่อาจเกิดจากการถูก
แมลงดูดเลือดกัดแล้วคัน เกาจนเกิดแผล หรือการกินอาหารที่มีเช้ือปนเปือ้นโรคนีจ้ัดเป็น
โรคอันตรายที่สามารถติดต่อเข้าสู่คนได้โดยการสมัผสัเลือดของสัตว์ทีป่่วยตายหรือกิน
เนื้อโคสกุ ๆ ดิบๆ 

4. โรคปรสิตภายนอก 
เกิดจากมีแมลงดูดเลือดกัด เช่น เห็บ เหา ท าใหส้ัตว์ร าคาญคันกินอาหารน้อยลงมีกลิ่น
เหม็นอาจจะเกิดแผลจากการเกาและติดเช้ือหนองหรือมีแมลงวันมาไข่เป็นหนอนพยาธิ
ภายในท าให้สัตว์ซูบผอมและมีขนหยาบ 

 
2.5 การเป็นพาหะน าเชื้อโรคของเหาในมนษุย ์
      เหาในมนุษย ์(Pediculus humanus) จะมีรปูร่างคล้ายกับเหาในสกลุ Haematopinus 
ที่พบในสัตว์ แต่เหาสกุลนีจ้ะมีตาและมี Paratergal plate แบ่งเป็น 3 ชนิดหลักๆ ตามบริเวณที่อาศัย
บนร่างกายมนุษย์ คือ เหาศีรษะ (P. humanus capitis) อาศัยอยู่บนศีรษะของมนุษย์ เหาล าตัว (P. 
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humanus corporis) พบบริเวณเส้นขนบนร่างกายของมนุษย์หรือบนเสือ้ผ้าทีส่วมใส่ และโลน 
(Pubis louse) จะอาศัยอยู่ตามเส้นขนทีอ่วัยวะสืบพันธ์ุ (9) 
 จากรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการเป็นพาหะน าเช้ือโรคของเหาพบว่า เหาสามารถเป็นพาหะ
น าเช้ือโรคได้หลายชนิด เช่น เหาตัว (P. humanus corporis) เป็นพาหะน าเช้ือได้ 3 ชนิด คือ 1. 
Rickettsia prowazekii เป็นสาเหตุของโรค epidemic typhus 2. เช้ือ Bartonella quintana 
เป็นสาเหตุของโรค trench fever 3. เช้ือ Borrelia recurrentis ซึ่งเป็นสาเหตสุ าคัญของโรค louse-
borne relapsing fever (40) นอกจากเหาตัวแล้วยังพบว่าเหาศีรษะมีความสามารถในการเป็นพาหะ
น าเช้ือโรคได้ เช่น เช้ือ B. quintana ซึ่งมีรายงานการตรวจพบครั้งแรกในเด็กที่อาศัยอยู่ในชุมชน
แออัดประเทศเนปาล (41) และตรวจพบเช้ือในไข่เหาทีเ่ก็บจากบุคคลไร้บ้านในประเทศฝรั่งเศส (42, 
43) ปัจจบุันมรีายงานการตรวจพบเช้ือ Acinetobacter spp. ในแมลงดูดเลือด เช่น แมลงวัน 
(tsetse fly) ริ้นฝอยทราย ยุง หมัด เหบ็ และเหา (37) ซึ่งมีหลายงานวิจัยรายงานว่าตรวจพบเช้ือ A. 
baumannii ในเหาตัวและเหาศีรษะ (44) ในประเทศไทยมรีายงานการตรวจพบเช้ือ A. baumannii, 
A. radioresistens และ A. schindleri เป็นครั้งแรกในเหาศีรษะของเด็กนกัเรียนจากหลายจงัหวัดทั่ว
ประเทศ (45) ซึง่เช้ือ A. baumannii มีความส าคัญทางการแพทย์ก่อใหเ้กิดโรค nosocomial 
infection ท าให้เกิดอาการไดห้ลายลักษณะ เช่น อาการปอดบวม เยื้อหุม้สมองอกัเสบ หรือเยือ้หุ้ม
หัวใจอักเสบ 
 
 
2.6 เชื้อแบคทีเรียก่อโรคท่ีมีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะ 
      โรคติดต่อหรือโรคติดเช้ือเกิดจากเช้ือโรคซึง่เป็นสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ซึง่มีความแตกต่างกัน
ทั้งขนาด รูปร่างลกัษณะ ความรุนแรงในการท าใหเ้กิดอาการของโรค รวมทั้งการแพร่กระจายจากที่
หนึ่งไปสู่อีกที่หนึง่ เช้ือแบคทีเรียเป็นจลุินทรีย์หรือเช้ือโรคที่จัดอยู่ในจ าพวกพืชเซลลเ์ดียว มีการ
เจริญเตบิโต การกินอาหาร ขับถ่ายของเสียแบบเดียวกับพืช ขยายพันธ์ุโดยการแบ่งตัวเป็นเช้ือโรคทีม่ี
ขนาดเล็กมากจนไมส่ามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าต้องดูด้วยกล้องจลุทรรศน์ทีม่ีก าลงัขยายประมาณ 
1,500 เท่า 

 จากการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือแบคทเีรียก่อโรค พบว่ามีแมลงหรอืสัตว์ขาปล้องเป็นพาหะน าโรคที่ 
ส าคัญหลายชนิด เช่น โรคลัยม์ (Lyme disease) มีเห็บกวาง (Deer Tick) เป็นพาหะซึง่เกิดจากเช้ือ
แบคทีเรีย Borrelia spp. และ B. burgdorferi sensu lato, โรคบาร์โทเนลโลสิส (Bartonellosis) 
มีหมัด (Fleas) เหาล าตัว (Body Louse) ริ้นฝอยทราย (Sand Fly) เห็บ (Tick) และยุง (Mosquito) 
เป็นพาหะ โดยเกิดจากการติดเช้ือแบคทเีรีย Bartonella spp. และโรคไข้ริคเก็ตเซีย (Rickettsial 
Fever) มีหมัดและเห็บเป็นพาหะ เกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย Rickettsia spp. นอกจากนี้ยัง
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รายงานการตรวจพบเช้ือ Acinetobacter spp. ในแมลงดดูเลือด เช่น แมลงวันกัด (tsetse flies) ริ้น
ฝอยทาย ยุง หมัด เห็บ และเหา ซึ่งมหีลายงานวิจัยรายงานว่าตรวจพบเช้ือ A. baumannii ในเหาตัว
และเหาศีรษะ เป็นต้น (44-47) 

ในงานวิจัยน้ีสนใจศึกษาเกี่ยวกับการตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. และ Rickettsia spp. 
ในเหาโคเนือ่งจากเป็นเช้ือทีม่ีรายงานว่าสามารถกอ่โรคในคน (41-43) และเป็นแบคทเีรียชนิดแกรม
ลบ ซึ่งการรกัษาจะยากกว่าแบคทีเรียแกรมบวกเพราะมักดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ และมีโอกาสที่เช้ือจะแพร่
ไปในกระแสเลือด เกิดภาวะช็อกตามมาได้ เช้ือ Bartonella spp. เป็นแบคทีเรียที่มรีูปร่างเป็นแทง่ 
ซึ่งแบคทเีรียรูปร่างนีม้ักท าใหเ้กิดโรคในทางเดินอาหาร ทางเดินปัสสาวะ ไต ถุงน้ าดี และไส้ติ่ง (โรคไส้
ติ่งอักเสบ) นอกจากนี้เช้ือทัง้ 2 ชนิดยังมีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะน าโรค เช่น เหา เหบ็ หมัด ซึ่งเหา
สามารถติดได้ง่ายโดยการสัมผสัอย่างใกล้ชิด โดยผู้ทีเ่ลี้ยงโคต้องมีความใกล้ชิดกบัโคเป็นประจ าทุกวัน
จึงมีความเสี่ยงที่จะถูกเหากัด และเหาโคอาจเป็นพาหะน าโรคที่ติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ 
 

2.6.1 Bartonella spp. 
 เป็นแบคทเีรียแกรมลบในกลุม่ Alpha-proteobacteria รูปร่างเป็นแท่ง ขนาดประมาณ 1-
1.7 umสามารถพบได้ในสัตว์เลี้ยงลกูด้วยนมหลายประเภทรวมถึงคนด้วย นอกจากนี้ยังพบได้ในสัตว์
เลี้ยงและสัตว์ป่าหลายชนิด Bartonella spp. แต่ละสายพนัธ์ุมีความจ าเพาะกบัสัตว์ทีเ่ป็น reservoir 
ที่แตกต่างกัน ซึ่งหลายสายพันธ์ุสามารถติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ (Zoonosis) สัตว์ที่เป็น reservoir มัก
ติดเช้ือแบบไม่แสดงอาการหรือมอีาการป่วยเล็กน้อย แต่จะพบอาการรุนแรงมากขึ้นในสัตว์ที่เป็นโฮสต์
สุดท้าย ซึง่เมือ่รบัเช้ือแล้วจะไมส่ามารถแพร่เช้ือให้แก่สัตว์อืน่ การติดต่อ Bartonella spp. ระหว่าง 
reservoir host กับ accidental host อาศัยพาหะจ าพวกสัตว์ขาเป็นปล้อง (arthropod vector) 
เช่น หมัดหนู หมัดแมว หมัดกระต่าย โลน แมลงวันเหลืองในแกะ Melophagus ovinus (sheep 
ked) รวมทั้งริ้นฝอยทราย Bartonella spp. แต่ละชนิดท าให้เกิดโรคและอาการทางคลินิกแตกต่าง
กันไป เช่น เช้ือ B. bacilliformis ท าให้เกิดโรค oraya fever เช้ือ B. quintana เป็นสาเหตุของโรค
ไข้กลับ (trench fever) เช้ือ B. hensalae จะแสดงอาการของโรคไข้แมวข่วน cat-scratch disease 
(CSD) และเช้ือ B. bovis เป็นชนิดที่มีโคเป็น reservoir host  
 มีรายงานการตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในโคจาก 5 ประเทศทั่วโลกโดยมรีายงานที่พบ 
ได้แก่ ไทย 10% จอร์เจีย 57% กัวเตมาลา 20.6% เคนย่าและญี่ปุ่นไม่พบเช้ือและเช้ือ Bartonella 
spp. ที่ตรวจพบในโคมีรายงาน 3 สายพันธ์ุ คือ B. bovis, B. schoenbuchensis และ B. chomelii 
แต่ส่วนใหญ่รายงานว่าพบสายพันธ์ุ B. bovis และมีความชุกที่แตกต่างกันไปของแต่ละประเทศคือ 
สหรัฐอเมรกิา 50-89% กายอานา 70% ฝรั่งเศส 36% อิตาล ี24% และแอฟรกิาตะวันตก 20% ใน
การศึกษาจากประเทศโปแลนด์มีความชุกของ B. bovis ในโคที่ต่ ากว่าประเทศอื่นมาก คือ 6.8% เช้ือ 
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Bartonella spp. มักจะไม่ก่อให้เกิดอาการทางคลินกิในโค แต่สายพันธ์ุ B. bovis จะเกี่ยวข้องกบัเยือ่
บุหัวใจอกัเสบในโค (11-21) และมกีารศึกษาเกี่ยวกับเช้ือ Bartonella spp. พบว่าเช้ือชนิดนี้มีสัตว์ขา
ปล้องเป็นพาหะน าโรค เช่น หมัดหนู หมัดแมว หมัดกระต่าย โลน รวมถึงริ้นฝอยทราย และมรีายงาน
การตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในเหาที่เกบ็มาจากหนูป่า และพบใน Rhipicephalus 
microplus คือเห็บที่เก็บได้จากวัวในประเทศไต้หวัน นอกจากนี้ยังมีแมลงทีเ่กี่ยวข้อง เช่น แมลงวัน
กัดสายพันธ์ุ Haematobia spp. และ Stomoxys spp. จากโคในแคลฟิอรเ์นีย และแมลง 
Hippobosca equina จากยุโรป ซึ่งเช้ือ Bartonella spp. แต่ละสายพันธ์ุจะกระจายอยู่ในโฮสต์
และพื้นทีท่างภูมิศาสตร์ที่มีความจ าเพาะ ซึง่อาจมีความเกี่ยวข้องกบัความเสี่ยงในการถ่ายทอดเช้ือ
จากสัตว์สู่คนโดย เฉพาะอย่างยิง่ในประเทศที่มปีฏิสัมพันธ์ใกล้ชิดระหว่างคนกับสัตว์ (21, 26, 28) 
 

2.6.2 Rickettsia spp. 
 เป็นจลุินทรียห์รือเช้ือโรคทีม่ีขนาดเล็กกว่าเช้ือแบคทีเรียแต่ใหญ่กว่าเช้ือไวรสัมสีภาพกึ่ง
แบคทีเรียกึ่งไวรสั คือมีรปูร่างได้หลายอย่างคล้ายแบคทีเรียแต่ต้องอาศัยเจริญเติบโตในเซลล์ ทีม่ีชีวิต
จะย้อมติดสีแกรมลบ รปูร่างกึ่งกลมกึ่งรี (coccobacillary forms) เช้ือ Rickettsia spp. สามารถ
มองเห็นได้ด้วยกล้องจลุทรรศน์ มักอาศัยอยู่ร่วมกบัสิง่มีชีวิตชนิดอื่นซึ่งเป็นพาหะของโรค เช่น เห็บ 
เหา หมัด เป็นต้น (29-32) สามารถพบได้ทุกทวีปทั่วโลกและการแสดงออกของโรคที่แตกต่างกันไป
ตามการติดเช้ือ แบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม spotted fever ได้แก่ โรค Rocky mountain spotted 
fever (RMSF), โรค Rickettsial pox และโรค Boutonneuse fever กลุ่ม typhus ได้แก่ โรค 
Louse-borne (epidemic) typhus, โรค Brill-Zinsser disease (เช่น relapsing louse-borne 
typhus) และ murine (endemic or flea-borne) typhus และกลุ่ม scrub typhus อาการที่
ส าคัญของคนที่ติดเช้ือโรคชนิดนี้ คือ มีไข้สูง มีผื่นแดงตามตัว พบรอยแมลงกัดทีผ่ิวหนังเป็นแผลขอบ
ยกสีแดง มสีะเก็ดสีด าตรงกลาง เรียกว่า eschar ซึ่งเช้ือ Rickettsia spp. อาศัยอยู่ในสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมและสัตว์ฟันแทะ เช่น หนบู้าน หนูนา กระรอก (29-34) โรคติดเช้ือ Rickettsia spp. ที่มี
รายงานในประเทศไทย ได้แก่ โรค scrub typhus, โรค murine typhus และ โรคในกลุ่ม spotted 
fever (48) หากไม่ได้รับการรักษาอาจมีอาการแทรกซ้อนรุนแรงถึงแก่ชีวิต อาทิ ภาวะติดเช้ือใน
กระแสโลหิต ตับวาย ไตวาย ปอดอักเสบ เยื่อหุ้มสมองอักเสบ เนื่องจากเช้ือก่อพยาธิสภาพท าให้
หลอดเลอืดอักเสบ (Vasculitis) ได้ทั่วร่างกาย ทั้งนี้ความรุนแรงของโรคข้ึนอยู่กับชนิดสายพันธ์ุของ
เช้ือก่อโรค สภาพร่างกายของผู้ติดเช้ือและการรักษา (49) 
 Rickettsia spp. เป็นสาเหตุของโรคหลายชนิด รวมถึงกลุ่มของไข้รากสาดใหญ่และโรคไข้
พุพอง ซึ่งพบได้ในเขตภูมิศาสตร์ทีห่ลากหลาย โดยมีสายพันธ์ุที่เกี่ยวข้องกัน ดังนี้  

 โรคไข้รากสาดใหญ่ชนิดระบาด (Rickettsia prowazekii) — ทั่วโลก 
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 โรคไข้รากสาดใหญจ่ากหนู (Rickettsia typhi) — ทั่วโลก 
 โรคไข้พุพองเทือกเขาร็อคกี้ (Rickettsia rickettsii) — ซีกโลกตะวันตก 
 โรคไข้เหบ็กัดแอฟริกัน (Rickettsia africae) — แอฟริกาใต ้
 โรคไข้รากสาดใหญจ่ากเห็บไซบีเรีย (Rickettsia sibirica) — ไซบีเรีย มองโกเลีย จีนตอนใต ้
 โรคไข้เมดิเตอร์เรเนียน (Rickettsia conorii) — ประเทศแถบเมดิเตอรเ์รเนียน แอฟริกา 

เอเชียตะวันตกเฉียงใต้ อินเดีย 
 โรคไข้รากสาดใหญจ่ากเห็บออสเตรเลีย (Rickettsia australis) — ออสเตรเลีย 
 โรคไข้พุพองจากหมัด (Rickettsia felis) — อเมริกาเหนือและใต้ ยุโรปตอนใต้ ออสเตรเลีย 
 โรคไข้พุพองตะวันออก (Rickettsia japonica) — ญี่ปุ่น 
 โรคริคเก็ตเซียลพอกซ์ (Rickettsia akari) — สหรัฐอเมริกา รัสเซีย ยูเครน แอฟรกิาใต้ 

เกาหลี และกลุ่มประเทศบอลข่าน 
 

 ในประเทศไทยเช้ือ Rickettsia spp. ก่อปัญหาโรคระบาดในทหารหลายครั้ง เกิดการสูญเสีย
ก าลังพลมากเมือ่ปี พ.ศ. 2545 มีรายงานการระบาดของโรคในกลุ่มก าลงัพลทหารที่กลับจากการฝึก
ภาคสนาม ในพื้นที่ อ.บ่อทอง จ.ชลบุรี การสอบสวนโรคพบร่องรอยการติดเช้ือโรคไข้สครับไทฟสัใน
น้ าเหลืองของทหารทีเ่ข้าฝึกภาคสนาม ร้อยละ 9.8 การสืบสวนวงจรการติดเช้ือที่เกี่ยวข้องกับแมลงขา
ปล้องดูดเลือดทีเ่ป็นพาหะน าโรค และสัตว์ฟันแทะที่จะมบีทบาทเปน็สัตว์รงัโรค พบว่าในพื้นทีฝ่ึก
ภาคสนามดังกล่าวมีสัตว์ฟันแทะที่ติดเช้ือก่อโรคไข้ไรป่า ถึงร้อยละ 46.4 ซึ่งเป็นอัตราการติดเช้ือทีสู่ง
และพบแมลงขาปลอ้งดูดเลือด คือ ตัวไรอ่อน (Chigger) สายพันธ์ุที่ศึกษาทราบแล้วว่าเป็นพาหะน า
โรคการส ารวจของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์การแพทย์ทหาร (สวพท.) ในปี 2547-2550 พบเช้ือก่อโรค 
Rickettsia spp. หลายสายพันธ์ุที่แพร่ระบาดในพื้นทีป่ฏิบัติการทางทหารตามแนวชายแดนหลาย
แห่งในประเทศไทย ได้แก่ พื้นที่ชายแดนไทย-เมียนมาร์ ในเขตจังหวัดเชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน ตาก 
กาญจนบุรี เพชรบรุี ชุมพร และพื้นที่ชายแดนไทยกัมพูชา ในเขตจังหวัดสุรินทร์ ศรสีะเกษ และ
ปราจีนบุรี รวมไปถึงพื้นที่อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ ซึ่งเป็นพื้นที่ป่าติดต่อกบัชายแดนไทยกัมพูชาตอน
เหนือ (33, 34) นอกจากนี้ยังมีรายงานการตรวจพบเช้ือ Rickettsia spp. ในเหาโคสายพันธ์ุ H. 
eurysternus และ L. vituli รวมไปถึงในเหาแพะสายพันธ์ุ L. stenopsis จากประเทศฮังการี่ (36) 

 
2.6.3 Acinetobacter spp. 

 เช้ือ Acinetobacter spp. จัดเป็นแบคทเีรียแกรมลบ รูปร่างทรงแทง่ ที่มีความส าคัญมาก
ข้ึนในฐานะที่เป็นเช้ือก่อโรคในโรงพยาบาลที่พบได้บ่อยข้ึนและมักเป็นเช้ือที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลาย
ชนิด Acinetobacter spp. เป็นสาเหตุของโรคปอดบวม (pneumonia) ชนิด ventilator-
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associated ที่พบบ่อยทีสุ่ดในหอผู้ป่วยหนัก (Intensive Care Unit, ICU; Intermediate Care 
Unit) ของโรงพยาบาล (50) นอกจากนี้ยังมรีายงานการพบเช้ือนี้มากข้ึนในหลาย ๆ ประเทศ โดยส่วน
ใหญ่เป็นการติดเช้ือในโรงพยาบาล แม้ว่าจะมรีายงานการตดิเช้ือ Acinetobacter จากชุมชน แต่ก็ไม่
มากนักเมื่อเทียบกบัการติดเช้ือในโรงพยาบาล ความส าคัญของ Acinetobacter spp. คือ เช้ือเหล่าน้ี
มักจะดื้อต่อยาปฏิชีวนะพร้อม ๆ กันหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งการดื้อต่อยาในกลุ่ม 
Carbapenems โดยเช้ือที่ดื้อต่อ Carbapenems มักจะดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดในเวลาเดียวกัน 
ท าให้มีความยากล าบากในการเลือกใช้ยาปฏิชีวนะในการรักษาภาวะติดเช้ือ Acinetobacter spp. 
ซึ่งเช้ือ Acinetobacter Baumannii เป็นสายพันธ์ุที่พบบอ่ยที่สุด โดยพบมากถึง 80% ของการติด
เช้ือ Acinetobacter ทั้งหมดในสหรัฐอเมริกา อ้างอิงจากศูนย์ป้องกันและควบคุมโรค (Centers for 
Disease Control and Prevention – CDC) (51) 
  ความเสี่ยงต่อการติดเช้ือ Acinetobacter spp. ซึ่ง CDC ได้กล่าวว่าคนที่มีสุขภาพแข็งแรงมี
ความเสี่ยงในการติดเช้ือชนิดนี้ต่ ามาก ปจัจัยดังตอ่ไปนี้จะเพิ่มความเสี่ยงในการติดเช้ือสายพันธ์ุนี้มาก
ข้ึน ได้แก่ มีภูมิคุ้มกันอ่อนแอ, เป็นโรคปอดเรื้อรัง, เป็นเบาหวาน, นอนโรงพยาบาลนาน ๆ, มีความ
เจ็บป่วยที่ต้องใช้เครื่องช่วยหายใจ, มีแผลเปิดที่ต้องรกัษาในโรงพยาบาล และต้องได้รบัการรักษาที่
ต้องใช้เครื่องมือทางการแพทย์ เช่น สายสวนปสัสาวะ ซึ่งเช้ือกลุ่มนี้ติดต่อโดยการสัมผัสเช้ือผ่านพื้นผิว
สิ่งของ หรือผิวหนงัของผู้ป่วยที่ปนเปือ้นเช้ือ Acinetobacter Baumannii  
 อาการของการติดเช้ือ Acinetobacter spp. เช้ือนี้เป็นเช้ือฉวยโอกาสทีส่ามารถท าให้เกิด
โรคได้หลายโรคและหลายอาการ โดยโรคทีส่ามารถเกิดข้ึนจากการติดเช้ือชนิดนี้ประกอบด้วย ปอด
อักเสบ, การติดเช้ือในกระแสเลอืด, เยื่อหุ้มสมองอักเสบ, การติดเช้ือที่แผลหรือแผลผ่าตัด การติดเช้ือ
ในทางเดินปสัสาวะ ซึ่งรวมถึงการติดเช้ือแบคทเีรียข้ันรุนแรงทีเ่รียกว่า necrotizing fasciitis การ
รักษาการติดเช้ือ Acinetobacter Baumannii และเช้ือสายพันธ์ุที่ดื้อยา CDC ได้กล่าวว่าเช้ือกลุม่ 
Acinetobacter ซึ่งรวมถงึเช้ือ Acinetobacter Baumannii เป็นปัญหาทางสาธารณสุขที่รุนแรง
เนื่องจากเช้ือกลุ่มนีม้ักมกีารดื้อต่อยาหลายตัว โดยพบว่าเช้ือกลุ่ม Acinetobacter ถึง  63% เป็นสาย
พันธ์ุที่ดื้อต่อยาหลายชนิด มีรายงานในวารสาร Clinical Microbiology Reviews ได้กล่าวว่า ในช่วง
ก่อนยุคปี 1970 เช้ือกลุ่มนี้สามารถรักษาได้ด้วยยาปฏิชีวนะหลายชนิด เช่น กลุ่ม aminoglycosides, 
beta-lactams และ tetracyclines แต่ในปัจจบุัน เช้ือ Acinetobacter Baumannii บางสายพันธ์ุ
เกิดการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้ในล าดับแรก ๆ และกลุ่ม carbapenems ที่มักใช้เป็นล าดับสุดท้าย 
การรกัษาการติดเช้ือ Acinetobacter Baumannii จึงมักต้องใช้การทดสอบการดื้อยาของเช้ือที่ดูว่า
ยาตัวไหนยังสามารถรักษาการติดเช้ือดังกล่าวได้อย่างมปีระสิทธิภาพ ในผู้ป่วยบางรายยาในกลุ่ม 
sulbactam และ polymyxin ยังคงสามารถใช้รักษาการตดิเช้ือ Acinetobacter Baumannii ที่มี
การดื้อต่อยาตัวอื่น ๆ ได ้(52) 
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2.7 การติดเชื้อแบคทีเรียท่ีมีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะและการก่อโรคในมนษุย์ 

 
รูปที ่ 7 วงจรการติดต่อแพร่เช้ือโรคจากเหบ็ 

ที่มา: https://kathleenhalme.com/explore/fever-clipart-non-infectious-disease/ 
 

 โรคติดต่อจากสัตว์สู่คน (Zoonosis) คือโรคของสัตว์ที่สามารถติดต่อมายังคนได้ ซึ่งรวมถึง
สัตว์เลี้ยง สัตว์บ้าน และสัตว์ป่า เช่น นก หมู สุนัข แมว โคกระบือเป็นต้น อาจมสีัตว์ที่เป็นพาหะน า
โรคหรือติดจากการสัมผัสสารคัดหลัง่ การสัมผัสบาดแผล หรือจากการรบัประทานเนื้อสัตว์ที่ติดโรค
โดยเฉพาะติดเช้ือโรคจากสัตว์เลี้ยงทีม่ีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะ เช่น เห็บ หมัด เหา และผูเ้ลี้ยงต้องมี
ความใกล้ชิดกับสัตว์เลี้ยงเป็นประจ า ย่อมมีความเสี่ยงสงูทีจ่ะถูกแมลงที่เป็นพาหะกัดมีอาการคัน และ
เกาท าใหเ้กิดบาดแผล อาจท าให้ได้รับเช้ือโรคเข้าสู่ร่างกายได้ 
 

 2.7.1 การติดเชื้อ Bartonella spp. และการก่อโรค 
 Bartonellosis เป็นกลุ่มโรคติดเช้ือทีเ่กิดจากแบคทเีรีย Bartonella spp. ประกอบด้วย
แบคทีเรียอย่างน้อย 22 ชนิด ซึง่ส่วนใหญ่จะติดต่อโดยมีแมลงดูดเลือดเป็นพาหะ ได้แก่ หมัด เหา 
และริ้นฝอยทรายเช้ือ Bartonella spp. สามารถติดได้ในทั้งในสัตว์เลี้ยงในประเทศและสัตว์ป่าโดย
พาหะเหล่าน้ี มกีลุม่เช้ือ Bartonella spp. อย่างน้อย 14 ชนิดที่คนมีส่วนเกี่ยวข้องในโรคที่สามารถ
ติดต่อจากสัตว์สู่คนได้ (zoonotic disease) โรคเหล่าน้ีจะตดิไปยังคนได้จากสัตว์เลี้ยงที่มีความใกล้ชิด
กับคน ซึ่งมีแมลงดูดเลอืดที่เป็นพาหะอาศัยอยู่ โดยปกตจิะมีร่องรอยการถูกกัดจากแมลงหรือติดเช้ือ
ทางบาดแผลบรเิวณผิวหนัง (53) 
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รูปที ่ 8 วงจรการติดเช้ือ Bartonella spp. 

ที่มา: Siamer S, Dehio C. New insights into the role of Bartonella effector proteins in 
pathogenesis. Current opinion in microbiology. 2015;23:80-5. 

 
 วงจรการติดเช้ือทีพ่บโดยทั่วไปของเช้ือ Bartonella spp. จากรปูที่ 8 แสดงใหเ้ห็นถึงการติด
เช้ือใน reservoir host กับเช้ือ Bartonella spp. ซึ่งจะถูกส่งต่อโดยแมลงดูดเลอืดที่เป็นพาหะ เช้ือที่
อยู่ในผนังล าไส้ของแมลงจะถูกขบัออกมาพรอ้มกบัมลูของแมลง จากนั้นเช้ือจะเข้าสู่ร่างกายโดยผ่าน
ทางบาดแผลบรเิวณผิว หนังโดยจะเข้าไปที่ผิวหนังช้ัน dermis และเคลื่อนย้ายไปที่ผนงัหลอดเลือด 
และถูกขนสง่ไปยังเยื่อบุภายในของหลอดเลือดฝอย โดยที่เช้ือแบคทีเรียจะยงัคงอยู่ภายในเซลล์เตรียม
เข้าสู่กระแสเลอืด  จากนั้นเช้ือจะเข้าสู่เม็ดเลอืดแดงและมีการเพิ่มจ านวนแบบจ ากัดอยู่ภายในเม็ด
เลือดแดง ซึ่งเช้ือจะยงัคงอยู่ภายในหลอดเลือดจน กว่าจะถูกส่งออกไปโดยแมลงดูดเลือดที่เป็นพาหะ 
(54) 
  โรคที่เกิดจากเช้ือ Bartonella spp. ได้แก่ เช้ือ B. bacilliformis ท าให้เกิดโรค oraya 
fever เช้ือ B. quintana เป็นสาเหตุของโรคไข้กลับ (trench fever) และเช้ือ B. hensalae จะแสดง
อาการของ cat-scratch disease (CSD) โรคไข้แมวข่วน นอกจากนีเ้ช้ือ Bartonella spp. ยังมีส่วน
เกี่ยวข้องกบัโรคผิวหนัง ความผิดปกติของหลอดเลือดฝอยในตับ (peliosis hepatis) เยื่อบุหัวใจ
อักเสบ (endocarditis) จอประสาทตาอกัเสบ (neuroretinis) ภาวะที่มีแบคทีเรียในกระแสเลือด 
(bacteremia) และมีความผิดปกติของสมอง (encephalopathy) การศึกษาจ านวนมากได้มีการ
ตรวจสุขภาพทางคลินิกในคนพบว่ามีผลการตรวจทางน้ าเหลืองวิทยาเป็นบวกต่อเช้ือนี้ ส าหรับการติด
เช้ือที่ไม่รุนแรงมกัมีแนวโน้มทีจ่ะหายเองได้โดยไม่มีการรกัษา (self-limiting) ส่วนในคนที่มีภูมิคุ้มกัน
บกพรอ่ง เช่น ผู้ป่วยโรคมะเร็ง ผู้ป่วยที่ได้รับการปลูกถ่ายอวัยวะ ผู้ป่วยที่ติดเช้ือ HIV/AIDS มักมี
แนวโน้มที่จะเป็นโรคทีร่้ายแรงและอันตรายถึงชีวิต (55) 
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2.7.2 การติดเชื้อ Rickettsia spp. และการก่อโรค 

 
รูปที ่ 9 วงจรการติดต่อแพร่เช้ือ Rickettsia spp. 

ที่มา: https://ntangakeneth.blogspot.com/2017/05/rickettsiae.html 
 วงจรในธรรมชาติของเช้ือ Rickettsia spp. จะอาศัยอยู่ภายในเซลล์ของแมลงดูดเลือด เช่น 
หมัด เหบ็ เหา โลน ไร ซึ่งถือว่าเป็นทั้ง reservoir และ vector โฮสต์ตามธรรมชาติของแมลงดูดเลือด
พบได้ในสัตว์ทั่วไป เมื่อถูกแมลงมากัดดูดกินเลือดเช้ือทีอ่ยู่ในน้ าลายหรือในมลูจะเข้าสูร่่างกายผ่าน
ทางผิวหนงั และเช้ือชนิดนี้มกีารถ่ายทอดเช้ือจากรุ่นแมไ่ปสู่รุ่นลูกผ่านทางไข่ (transovarian 
transmission) โดยส่วนใหญ่คนจะเป็นโฮสต์โดยบังเอิญ (accidental host) จะสามารถติดเช้ือได้เมื่อ
ถูกแมลงดูดเลือดที่เป็นพาหะกัดเมื่อเช้ือเข้าสู่ร่างกายจะเข้าไปที่เยื่อบผุนังเส้นเลือดฝอย แล้วมีการ
แบ่งตัวอย่างช้า ๆ ในไซโทพลาซึมประมาณ 8-12 ช่ัวโมง หากเช้ือเจรญิเติบโตได้ดีจะท าลายเซลล์และ
ระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ เช่น ท าลายผนงัเส้นเลือดฝอยในทุกอวัยวะ เกิดของเหลวคลัง่ในสมอง 
ก่อให้เกิดอาการสมองอักเสบ หรือเนือ้งอกที่เกิดจากระบบภูมิคุ้มกันท าลายเช้ือแบคทเีรีย เป็นต้น 
 อาการทีส่ าคัญของคนที่ติดเช้ือโรคกลุม่นี้ คือ มีไข้สูง หนาวสั่น เหงื่อออก คลื่นไส้ อาเจียน 
ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ มผีื่นนูนแดงตามล าตัวแขนขาร้อยละ 30 พบรอยแมลงดูดเลือดกัดที่ผิวหนังเป็น
แผลขอบยกสีแดงมสีะเก็ดสีด าตรงกลาง เรียกว่า eschar หากติดเช้ือไม่รุนแรงสามารถรักษาให้
หายขาดได้ด้วยยาปฏิชีวนะกลุ่มเตทตราไซคลิน เช้ือบางชนดิหากไม่ได้รับการรักษาอาจมีอาการแทรก
ซ้อนรุนแรงถึงแก่ชีวิต เช่น ภาวะติดเช้ือในกระแสเลือด ตบัวาย ไตวาย ปอดอักเสบ เยื่อหุ้มสมอง
อักเสบ เนื่องจากเช้ือก่อพยาธิสภาพท าใหห้ลอดเลือดอักเสบ (Vasculitis) ไดท้ั่วร่างกาย (55, 56) 

2.7.3 การติดเชื้อ Acinetobacter spp. และการก่อโรค  
 เช้ือ Acinetobacter spp. จัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบทีม่ีความส าคัญมาก พบได้ตามดินและ
แหล่งน้ าตามธรรมชาติ มักอยู่ในสถานพยาบาลเป็นเช้ือฉวยโอกาส (Opportunistic pathogen) และ
ก่อโรคติดเช้ือในโรงพยาบาล (Nosocomial infection) มักเป็นเช้ือที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด 
ความเสี่ยงต่อการติดเช้ือ Acinetobacter spp. มีปัจจัยดังต่อไปนี้ ได้แก่ มีภูมิคุ้มกันอ่อนแอ, เป็นโรค
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ปอดเรื้อรงั, เป็นเบาหวาน, นอนโรงพยาบาลนาน ๆ, มีความเจบ็ป่วยที่ต้องใช้เครื่องช่วยหายใจ, มีแผล
เปิดที่ต้องรกัษาในโรงพยาบาล และต้องได้รับการรักษาที่ต้องใช้เครื่องมือทางการแพทย์ เช่น สายสวน
ปัสสาวะ ซึ่งเช้ือกลุ่มนี้ติดต่อโดยการสัมผัสเช้ือผ่านพื้นผิวสิง่ของ หรือผิวหนังของผูป้่วยที่ปนเปือ้นเช้ือ 
Acinetobacter Baumannii มีรายงานการตรวจพบเช้ือชนิดนี้ในเหาศรีษะทีเ่กบ็จากเด็กนักเรียนใน
โรงเรียนต่าง ๆ ทั่วประเทศไทย (45) และมกีารตรวจพบเช้ือ Acinetobacter spp. ในเหาโคสายพันธ์ุ 
L. vituli และ S. capillatus จากประเทศเอธิโอเปีย (37) ซึ่งเหาโคอาจมบีทบาทส าคัญในการเป็น
แหล่งกักเก็บโรคและอาจพฒันาต่อไปเป็นพาหะน าเช้ือโรคจากสัตว์มาสู่คนได้ 
 
 2.8 การศึกษาทางอณชูีววิทยาของเหาโค 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) สามารถใช้ศึกษาได้ทั้งส่วนที่เป็นยีน (coding 
sequence) และส่วนที่ไม่ใช่ยีน (non-coding sequence) และสามารถใช้เพื่อการศึกษาการจัดเรียง
ดีเอ็นเอรวมไปถึงการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิต ซึ่งในปัจจุบันมงีานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับอณูชีววิทยาและลักษณะทางพันธุกรรมของเหา
โคในต่างประเทศเพื่อใช้เป็นฐานข้อมูลในการศึกษาเชิงวิวัฒนาการเปรียบเทียบความแตกต่างล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของสายพันธ์ุเหาโคในพื้นที่ต่าง ๆ ซึ่งเหาโคในแต่ละพื้นที่อาจมลี าดับนิวคลีโอไทด์ที่
แตกต่างกัน โดยมีการศึกษาจากยีนในนิวเคลียส คือ ยีน 18S ribosomal RNA  และยีนในไมโตคอน
เดรีย คือ ยีน Cytochrome C oxidase subunit I (COI) (28-37) ในขณะที่ประเทศไทยยังไม่มี
ข้อมูลการศึกษาเกี่ยวกบัล าดับนิวคลีโอไทด์ของเหาโคที่สามารถใช้อ้างอิงได้ 
 การศึกษาเกี่ยวกบัอณูชีววิทยาของเหาโคศึกษาบนต าแหน่งยีน 18S rRNA ในการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ เนื่องจากยีนในกลุม่ของ ribosomal DNA จัดอยู่ในกลุ่มทีอ่ยู่ใน
ต าแหน่งที่แน่นอนบนโครโมโซม โดยยีนมีลกัษณะเป็นครอบครัว (gene family) จ านวนมากและเป็น
ยีนที่มีจ านวนชุดซ้ าสงูมาก เรียงซ้ าต่อกันอยู่ในทิศทางเดียวกันตลอด (tandem repeat) เนื่องจากมี
ความต้องการผลผลิตจากยีนดังกล่าวในปริมาณสูงมาก ซึง่ ribosomal RNA (rRNA) ท าหน้าที่
เกี่ยวข้องกบัการสังเคราะห์โปรตีน ยีน rRNA ส่วนใหญ่อยูบ่นต าแหน่ง nuclear organizer region 
(NOR) บนโครโมโซมทีจ่ าเพาะและมปีรมิาณหลายร้อยถึงหลายพันชุด แต่ละชุดประกอบด้วย ยีนที่
ถอดรหสัเป็น 18s, 5.8s และ 28s rRNA จะยงัคงเป็นชุดเดมิตลอด นอกจากนี้ยังพบว่ายีนกลุ่ม rRNA 
เป็นบริเวณอนรุักษ์ (conserved genes) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงทั้งในล าดับเบสและ
ความยาวเบสเมื่อน ามาเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกนัหรือต่างชนิดกัน โดยมีความนิยมน ามาใช้
ในการศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตและการจ าแนกสิ่งมีชีวิต ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงใช้ยีน 18S rRNA ใน
การศึกษาด้านอณูวิทยาของเหาโคและใช้จ าแนกชนิดของเหาโค 
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 2.9 การศึกษาทางอณูชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียก่อโรค 
  
ตารางที ่1 แสดงการศึกษาทางอณูชีววิทยาของเช้ือ Bartonella spp.  

ยีน ชนิดของเช้ือ ตัวอย่าง Author (ref.) 

 
 
 
 

gltA 
(Citrate synthase) 

B. bovis 
 
 
 
B. schoenbuchensis 
B. henselae 
Uncultured Bartonella sp. 
 
B. chomelii 

เลือดโค  
เห็บโค 
(Haemaphysalis 
bispinosa) 
เลือดโค 
เลือดโค 
เหาโค  
(H. quadripertusus) 
เลือดโค 

Dahmani et al. (2016) 
Kho et al. (2015) 
 
 
Dahmani et al. (2016) 
Gutierrez et al. (2014) 
Gutierrez et al. (2014) 
 
Bai et al. (2013) 
 

rpoB 
(Beta subunit of 
RNA polymerase) 

B. bovis 
Uncultured Bartonella sp. 

เลือดโค 
เหาโค 
(H. quadripertusus) 

Dahmani et al. (2016) 
Gutierrez et al. (2014) 

ITS 
(Internal transcribed 

spacer) 

B. bovis 
B. chomelii 

เลือดโค Dahmani et al. (2016) 
 

ftsz 
(Filamenting 
temperature-

sensitive mutant Z) 
 

Bartonella spp. 
B. bovis 

เลือดโค Dahmani et al. (2016) 
 

16srRNA 
(16s ribosomal RNA) 
 

B. bovis 
B. schoenbuchensis 

เลือดโค Dahmani et al. (2016) 
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ตารางที ่2 แสดงการศึกษาทางอณูชีววิทยาของเช้ือ Rickettsia spp.  
ยีน ชนิดของเช้ือ ตัวอย่าง Author (ref.) 

gltA 
(Citrate synthase) 

Rickettsia spp. 
R. felis 
 

เหาโค (H. eurysternus) 
หมัดแมว  

Hornok et al. (2010) 
Hornok et al. (2018) 

23s rRNA 
(23s ribosomal RNA) 

R. helvetica เหาโค (Linognathus vituli) 
 

Hornok et al. (2010) 

ompA 
(Outer membrane 

protein A) 

R. felis หมัดแมว Hornok et al. (2018) 

 
จากข้อมลูที่มรีายงานการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Bartonella spp. 

Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ในโคและปรสิตภายนอกของโค ท าให้สนใจศึกษา
ตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในเหาโคทีเ่ก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย โดยอาศัยเทคนิค
ทางด้านอณูชีววิทยาในการตรวจเช้ือแบคทีเรียจะศึกษาที่ต าแหน่งยีน gltA และ rpoB ของเช้ือต่าง ๆ 
เนื่องจากเป็นยีนที่ใช้ตรวจเช้ือแบคทเีรียในหลายงานวิจัย ซึง่ใช้จ าแนกชนิดของเช้ือแบคทเีรียได้ดีและ
สามารถตรวจพบเช้ือได้หลากหลายสายพันธ์ุและจากนั้นจะท าการวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมด้วยแผนภูมิวิวัฒนาการเพื่อใช้เป็นฐานข้อมลูในงานวิจัยอื่นต่อไป 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินงาน 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
งานวิจัยน้ีเป็นการวิจัยเชิงพรรณนา (descriptive study) ซึ่งได้ผ่านการพจิารณาจริยธรรม

ในสัตว์และได้รับการอนมุัติให้ด าเนินการเลี้ยงและใช้สัตว์เพือ่งานทางวิทยาศาสตร์ จากคณะกรรมการ
จริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่ใบรบัรอง 005/2562 

 
3.2 กลุ่มประชากรเป้าหมาย 

 การท าวิจัยครั้งนี้ได้เกบ็ตัวอย่างเหาโคในทุกระยะ คือ ระยะไข่ ตัวกลางวัย และตัวเต็มวัย 
จากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่, เชียงราย และนครราชสีมา 
 

 3.2.1 การค านวณขนาดประชากร 
        ขนาดตัวอย่างที่น ามาใช้ในการศึกษาความผันแปรของยีน 18S rRNA ในเหาโคและการ
ตรวจหาเช้ือแบคทีเรียทีก่่อโรค ได้อาศัยข้อมูลจากการศึกษาเกี่ยวกบัเหาโคและความชุกของเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคในโคจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ซึ่งเท่ากับ 10% ขนาดของประชากรตัวอย่างที่ต้องการ
ศึกษาในครั้งนี้ค านวณได้จากสูตร ดังนี ้
 

     n = Z2α /2P(1-P) 
  e2 

                         n = 34.95 
 
 โดยจะเก็บตัวอย่างเหาโคอย่างน้อย 35 ตัวอย่าง 
ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้เก็บตัวอย่างเหาโคทั้งหมด 109 ตัวอย่าง จึงท าให้ผลการวิจัยมีความน่าเช่ือถือ 
n = ขนาดตัวอย่าง 

α = ค่าความผิดพลาดในการสรปุผลอ้างอิงจากตัวอย่างสู่ประชากร 

Z = confidence coefficient ได้จากระดับความเช่ือมั่นทีก่ าหนด (1-α) 

ก าหนดค่าความเช่ือมั่นที่ 95% หรือ α = 0.05 (Zα /2 = 1.96) 
P = ค่าสัดส่วนจากการศึกษาที่ผ่านมา 
e = ค่าความคลาดเคลื่อนสงูสุดที่ยอมรับได้ระหว่างสัดส่วนในประชากร 
ก าหนดให้ e = 0.1 (ยอมรับใหเ้กิดความคลาดเคลื่อนได้ 10 %) 
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3.3 วิธีการด าเนนิการวิจัย 
3.3.1 การเกบ็ตัวอย่างเหาโค 

 3.3.1.1 ติดต่อฟาร์มโคและเจ้าของโคเพือ่ขอความร่วมมือในการเกบ็ตัวอย่างเหาโค จากนั้น
ส่งหนังสือยินยอมให้กับเจ้าของโค หลังจากได้รับอนุญาตแล้วจึงแจกเอกสารที่อธิบายเกี่ยวกบัวิธีการ
เก็บตัวอย่างและแบบฟอร์มการกรอกข้อมูล การเก็บตัวอย่างจะท าการเก็บพื้นที่ 3 จังหวัดในประเทศ
ไทย ได้แก่ จังหวัดเชียงราย, เชียงใหม่ และนครราชสีมา 
 3.3.1.2 การเกบ็ตัวอย่างเหาโคเจ้าของโคจะช่วยท าการส ารวจดูบรเิวณพู่หาง คอ ไหล่ และ
บริเวณใบหน้าของโคว่ามีตัวเหาหรือมีไข่เหาอยู่บนเส้นขนหรอืไม่ จากนั้นเมื่อพบตัวเหาจะใช้ forceps 
คีบตัวเหาออกมา โดยจะเก็บทัง้ระยะไข่ ตัวอ่อน และตัวเต็มวัย แยกใส่หลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ml โดย 1 หลอด จะใส่เหาจากโค 1 ตัวในกรณีที่เป็นไข่เหาที่ติดอยู่กบัเส้นขนจะใช้กรรไกร
ตัดเส้นขนที่มีไข่เหาติดอยู่ใส ่microcentrifuge เช่นกัน จากนั้นบันทึกข้อมูลจ านวนเหาโคและจ านวน
ไข่ที่เก็บได้จากพื้นที่นั้น ๆ 
 3.3.1.3 เก็บตัวอย่างเหาโคใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml ที่มสีารละลาย 
70% ethanol เพื่อรกัษาสภาพของเหาโคกอ่นน าสง่ห้องปฏิบัติการหน่วยกีฏวิทยา ภาควิชาปรสิต
วิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.3.2 การจ าแนกทางสณัฐานวิทยาของเหาโค 
 น าตัวอย่างเหาโคทีเ่กบ็ได้ในระยะทีเ่ป็นตัวเหามาถ่ายภาพโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ เพื่อน าไป
ศึกษาเปรียบเทียบกบัหนงัสอืคู่มือการจ าแนกชนิดของเหา (57, 58) 

3.3.3 การสกัดดเีอ็นเอ (DNA extraction) 
 ตัวอย่างเหาโคทีเ่กบ็ใน 70% ethanol ต้องน ามาแยกใสห่ลอด microcentrifuge หลอดละ 
1 ตัว ในกรณีที่เป็นไข่เหาให้เลือกไข่ที่ตัวอ่อนยังไม่ฟักโดยแบ่งใสห่ลอด จากนั้นเตมิสาร 1X PBS 
(phosphate-buffered saline) เพื่อล้างเอา 70% ethanol ออก 
 3.3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอเหาโคโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปจาก Invisorb Spin Tissue Mini kit 
(Invitek Gmbh, ประเทศเยอรมนี) 
 1. หลังจากล้าง 70% ethanol ออกแล้ว เตมิ Lysis buffer G ปริมาตร 200 µl จากนั้นใช้
ไม้บดตัวอย่างเหาจนละเอียด แล้วเติม Lysis buffer G อีก 200 µl และ proteinase K ปริมาตร 20 
µl น าไปผสมใหเ้ข้ากันด้วยเครื่อง Vortex จากนั้นบม่ที่อุณหภูมิ 52°C ประมาณ 3-4 ช่ัวโมง  
 2. เมื่อครบเวลาน ามาปั่นแยกตะกอนด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ย้ายส่วน
ใส (supernatant) ใส่ในหลอด microcentrifuge ใหม่ จากนั้นใสส่ารละลาย Binding buffer A 
ปริมาตร 200 µl (ผสมใหเ้ข้ากันเบา ๆ) 
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 3. ย้ายใส่ในหลอดทีม่ีชุดตัวกรอง (spin filter) แล้วบ่มที่อุณหภูมิหอ้งประมาณ 1 นาที 
จากนั้นปั่นตกด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที น าส่วนใสทีป่ั่นตกทิ้ง 
 4. ใส่สารละลาย Wash buffer ปรมิาตร 550 µl แล้วปัน่ล้างด้วยความเร็ว 11,000 rpm 
เป็นเวลา 1 นาที น าส่วนใสที่ปั่นตกทิ้ง  
 5. ปั่นด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 5 นาทีเพื่อเอา Ethanol ออก 
 6. ย้ายชุดตัวกรองไปใส่ในหลอด microcentrifuge จากนั้นใส่ elution buffer ปรมิาตร 40 
µl (ท าการ prewarm elution buffer ที่อุณหภูมิ 52°C กอ่นน ามาใช้) บ่มที่อุณหภูมหิ้องประมาณ 5 
นาที จากนั้นปั่นด้วยความเร็ว 11,000 rpm 2 นาที น าชุดตัวกรองทิง้ จากนั้นเก็บตัวอย่างสารละลาย
ดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 °C ก่อนน าดีเอ็นเอไปใช้ในข้ันตอนต่อไป 
 

3.3.4 การออกแบบ Primer เพ่ือใช้ในการเพ่ิมจ านวนยีน 18S ribosomal RNA (18S 
rRNA)  

 การศึกษายีน 18S rRNA ของเหาโคโดยออกแบบ primer แบบ Degenerate primer โดย
หาล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) เลือก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rRNA ของเหาโคแต่ละสายพันธ์ุ คือ H. quadripertusus Accession 
number KJ522491.1 Linognathus vituli Accession number AY077774.1 H. tuberculatus 
Accession number GU569180.1 H. eurysterunus Accession number HM171381.1 
จากนั้นวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment Editor Version 
7.2.6 ท าการ alignment ล าดับนิวคลโีอไทด์ทั้งหมดเพื่อเปรียบเทียบความเหมอืนของนิวคลีโอไทด์
แต่ละเส้นจากนั้นหาบริเวณทีม่ีความเหมือนกันมากทีสุ่ดสร้างเป็น forward และ reverse primer 
ขนาดประมาณ 18-30 เบส ท าการค านวณหา Tm (Melting temperature) จากเส้น primer โดย
ใช้สูตร Tm = 2(A+T) + 4(G+C) ซึ่งค่า Tm ทั้ง 2 เส้นควรอยู่ระหว่าง 55-65 °C และค่าไม่ควร
ต่างกันเกิน 5°C จากนั้นใช้โปรแกรม Oligocal เพื่อตรวจหา self-complementary และการเกิด 
Hairpin ท าการตรวจความจ าเพาะของเส้น primer ที่ออกแบบกับโปรแกรม primer-blast เพื่อ
ทดสอบว่ามีความจ าเพาะในการจับกบัยีน 18S rRNA ของเหาโคได้หรือไม่ และมีขนาดยีนเท่าไร เมื่อ
ได้ล าดับเบสแล้วจึงท าการส่งส าดับเบสของ primer ไปที่บริษัท Bioneer Corporation ประเทศ
เกาหลี โดยมีบริษัท Prime Scientific จ ากัด เป็นตัวแทนจดัส่ง เพื่อท าการสังเคราะห์ primer เพื่อใช้
ในการเพิม่จ านวนยีนในข้ันตอน PCR ต่อไป 
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ตารางที ่3 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกบัยีน 18S rRNA 
Primer Sequences (5’-3’) 
18s-F  CCGCGAAAGGCTCATTAAATCAG    
18s-R   CCTKCAATGGATACTCGTTAAATG   

                                                                             หมายเหต:ุ K แทนเบส G/T 
 

3.3.5 การเพ่ิมยีนเปา้หมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  3.3.5.1 การตรวจจ าแนกชนิดเหาโค 
 การเพิม่จ านวนช้ินส่วนนิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน 18S rRNA โดยอาศัยหลักการท างานร่วมกบั 
primer ที่จ าเพาะต่อบรเิวณ 18S rRNA การใช้สารละลายในสัดส่วนทีเ่หมาะสมและปฏิกิริยาของวิธี 
PCR ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เมื่อเสรจ็เรียบร้อยแล้วน าไปตรวจสอบดู PCR Product โดยวิธี gel 
electrophoresis 
 

ตารางที ่4 แสดงข้ันตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิม่จ านวนยีน 18S rRNA 
ข้ันตอน PCR อุณหภูม(ิ°C) เวลา(นาท)ี จ านวนรอบ(cycle) 

1.Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step    

- Denaturation 95 1  
- Annealing 58 1 35 
- Extension 72 1.30  

3. Final extension 72 7 1 
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ตารางที ่5 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน 18S rRNA 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR Buffer 2.5 
25 mM MgCl2 2.5 
2.5 mM dNTPs 2 
10 µM Primer 18s-F 0.4 
10 µM Primer 18s-R 0.4 
Taq polymerase (5U/µl) 0.2 
DNA template 2 
ddH2O 15 
รวม 25 

 
3.3.6 การตรวจหาเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในเหาโค 

  3.3.6.1 การตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในเหาโค (ยีน gltA) 
  การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียโดยใช้ดีเอ็นเอทีส่กัดจากวิธีข้างต้น โดยท าการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์ยีน gltA ซึ่งเป็น Housekeeping gene ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะ 
(Norman et al.,1995) 

ตารางที ่6 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกบัยีน gltA 
Primer Sequences (5’-3’) 

BhCS(gltA)781-F  GGGGACCAGCTCATGGTGG 
BhCS(gltA)1137-R AATGCAAAAAGAACAGTAAACA 

 

ตารางที ่7 แสดงข้ันตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิม่จ านวนยีน gltA 
ข้ันตอน PCR อุณหภูม(ิ°C) เวลา(นาท)ี จ านวนรอบ(cycle) 

1.Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step    

- Denaturation 95 30 วินาที  
- Annealing 57 30 วินาที 35 
- Extension 72 1  

3. Final extension 72 7 1 
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ตารางที ่8 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน gltA 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR Buffer 2.5 
25 mM MgCl2 2.5 
2.5 mM dNTPs 2 
10 µM Primer BhCS(gltA)781-F 0.5 
10 µM Primer BhCS(gltA)1137-R 0.5 
Taq polymerase (5U/µl) 0.2 
DNA template 5 
ddH2O 11.8 
รวม 25 

 
  3.3.6.2 การตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในเหาโค (ยีน rpoB) 
  การตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในตัวอย่างเหาโคซ้ าอกีครั้ง เพื่อเป็นการยืนยัน
ผลการวิจัยให้ถูกต้อง โดยท าการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์ยีน rpoB ซึ่งเป็น Housekeeping 
gene ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะ (Yvonne et al., 2019)  
 

ตารางที ่9 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกบัยีน rpoB 
Primer  Sequences (5’-3’) 

Barto-rpoBF  GATGTGCATCCTACGCATTATGG 
Barto-rpoBR AATGGTGCCTCAGCACGTATAAG 

 
ตารางที่ 10 แสดงข้ันตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจ านวนยีน rpoB 

ข้ันตอน PCR อุณหภูม(ิ°C) เวลา(นาท)ี จ านวนรอบ(cycle) 
1.Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step    

- Denaturation 95 30 วินาที  
- Annealing 55 30 วินาที 35 
- Extension 72 1  

3. Final extension 72 7 1 
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ตารางที ่11 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน rpoB 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR Buffer 2.5 
25 mM MgCl2 2.5 
2.5 mM dNTPs 2 
10 µM Primer Barto-rpoBF 0.5 
10 µM Primer Barto-rpoBR 0.5 
Taq polymerase (5U/µl) 0.2 
DNA template 5 
ddH2O 11.8 
รวม 25 

 
3.3.6.3 การตรวจหาเช้ือ Rickettsia spp. ในเหาโค 

  การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียโดยใช้ดีเอ็นเอโดยท าการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์
ยีน gltA ซึ่งเป็น Housekeeping gene ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะ (Rolain et 
al.,2002) 

ตารางที่ 12 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกับยีน gltA 
Primer Sequences (5’-3’) 
CS877F  GGGGGCCTGCTCACGGCGG 
CS1258R ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 

 
ตารางที ่13 แสดงข้ันตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจ านวนยีน gltA 

ข้ันตอน PCR อุณหภูม(ิ°C) เวลา(นาท)ี จ านวนรอบ(cycle) 
1.Initial denaturation 95 2 1 
2. PCR step    

- Denaturation 95 15 วินาที  
- Annealing 54  8 วินาที 40 
- Extension 72 15 วินาที  

3. Final extension 72 7 1 
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ตารางที่ 14 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน gltA 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR Buffer 2.5 
25 mM MgCl2 2.5 
2.5 mM dNTPs 2 
10 µM Primer CS877F 0.5 
10µM Primer CS1258R 0.5 
Taq polymerase (5U/µl) 0.2 
DNA template 5 
ddH2O 11.8 
รวม 25 

 
 
3.3.6.4 การตรวจหาเช้ือ Acinetobacter spp. ในเหาโค (ยีน rpoB) 

  การตรวจหาเช้ือ Acinetobacter spp. ในตัวอย่างเหาโค โดยท าการเพิ่มจ านวน
ช้ินส่วนนิวคลีโอไทด์ยีน rpoB ซึ่งเป็น Housekeeping gene ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะ 
(Kempf et al., 2012)  

ตารางที่ 15 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ที่จ าเพาะกับยีน rpoB 
Primer  Sequences (5’-3’) 
rpoB-F  TACTCATATACCGAAAAGAAACGG 
rpoB-R GGYTTACCAAGRCTATACAC 

 
ตารางที ่16 แสดงข้ันตอน PCR (Thermal cycle condition) ในการเพิ่มจ านวนยีน rpoB 

ข้ันตอน PCR อุณหภูม(ิ°C) เวลา(นาท)ี จ านวนรอบ(cycle) 
1.Initial denaturation 95 3 1 
2. PCR step    

- Denaturation 95 30 วินาที  
- Annealing 62 30 วินาที 35 
- Extension 72 1  

3. Final extension 72 7 1 
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ตารางที ่17 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนยีน rpoB 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 
10X PCR Buffer 2.5 
25 mM MgCl2 2.5 
2.5 mM dNTPs 2 
10 µM Primer rpoB-F 0.5 
10 µM Primer rpoB-R 0.5 
Taq polymerase (5U/µl) 0.2 
DNA template 5 
ddH2O 11.8 
รวม 25 

 
3.3.7 การตรวจสอบ PCR product โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Agarose gel 
electrophoresis) 

 เตรียมแผ่นเจลส าหรับใช้ในการรันดีเอ็นเอโดยใช้วุ้น Agarose ความเข้มข้น 1.5% จากนั้นน า 
PCR product ที่ผสมกับ loading buffer หยอดลงในช่องวุ้นจนครบทุกตัวอย่างหลงัจากนั้นจึงใส่ 
negative control, positive control และ DNA marker ลงในช่องวุ้นทีเ่หลือตามล าดับ รันเจลด้วย
ไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต์ ใช้เวลาประมาณ 30-40 นาที หลังจากนั้นน าเจลที่ได้ไปแช่ใน
สารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปล้างด้วยน้ าประมาณ 20 นาที และน า
เจลที่ได้เข้าเครื่องถ่ายภาพเจลด้วยรังสีอัลตร้าไวโอเลต (gel documentation) 
 

3.3.8 การเชื่อมต่อดีเอ็นเอเป้าหมายกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA ligation) 
        เป็นการเช่ือมต่อผลิตภัณฑ์ PCR เข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ เมื่อเพิ่มจ านวนยีนที่เรา
สนใจด้วยวิธี PCR แล้ว น ายีนที่สนใจมาเช่ือมกบัดีเอ็นเอพาหะ (vector) ชนิด plasmid เรียกว่า 
ข้ันตอน DNA ligation โดยใช้ pGEM®-T Easy (Promega® ประเทศสหรัฐอเมรกิา) เป็น vector ใน
ข้ันตอนการท า ligation ใช้ชุดทดสอบส าเรจ็รปูจากบริษัท Promega ประเทศสหรฐัอเมริกาเมื่อ
เตรียมสารผสมเรียบร้อยแล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C หรือวางที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เพื่อ
น าไปท าต่อในข้ันตอนถัดไปทันที โดยส่วนประกอบที่ใช้ในปฏิกิริยาแสดงดงั ตารางที่ 18 
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ตารางที ่18 ส่วนประกอบของสารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยาการเช่ือมต่อดีเอ็นเอ 
ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

2x Rapid ligation buffer  2.5 
pGEM® T easy vector (50 ng/µl)  0.5 
T4 ligase enzyme (5 U/µl)  0.5 
PCR product (50 ng/µl)  1.5 
รวม 5 

 
3.3.9 การถ่ายโอนพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเขา้สู่ competent cells ด้วยวิธี Heat shock 
(Transformation) 

 เป็นการน าพลาสมิดดเีอ็นเอลูกผสมถ่ายโอนเข้าสู่ competent cell โดยวิธีกระตุ้นด้วยความ

ร้อน (heat shock) ในที่นี้ใช้เช้ือ Escherichia coli DH5α เป็น competent cell โดยน า 
competent cell ตั้งไว้ในน้ าแข็งเพื่อใหล้ะลายประมาณ 10 นาที เมื่อละลายแล้วค่อย ๆ ดูด 
competent cell ปริมาตร 30 µl ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอลกูผสมอยู ่
แล้ววางในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที เพื่อท าให้พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเกาะที่ permeable site 
บริเวณผนังเซลล์ของ competent cell หลงัจากนั้นน าดีเอ็นเอลูกผสมถ่ายโอนเข้าสู่ competent 
cell โดยกระตุ้นด้วยความร้อน (heat shock) ที่อุณหภูมิ 42 °C เป็นเวลา 50 วินาที แล้วท าให้เย็นลง
อย่างรวดเร็วโดยการน าไปวางบนน้ าแข็ง 2 นาที เมื่อครบเวลาแล้วน าไปเตมิ SOC medium ปริมาตร 
200 µl แล้วน าไปบ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 170 rpm อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 90 นาที หลังจากนั้น
น าสารละลายมา spread บนจานเพาะเช้ือ LB agar ทีม่ีส่วนผสมของ Ampicillin 100 µg/ml, 
Isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG) 40 µl และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactoside (X-gal) 40 µl จากนั้นน าจานเพาะเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
 

3.3.10 การคัดเลือกโคลนที่มีชิน้ส่วนยีนโดยวิธี colony PCR 
 เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนของ DNA เป้าหมาย เพื่อตรวจสอบโคโลนทีี่เราเลือกว่ามี
ช้ินส่วนดี-เอ็นเอทีเ่ราสนใจแทรกอยูห่รอืไม่ โดยท าการเลือกโคโลนทีี่มสีีขาวในจานเลี้ยงเช้ือแต่ละ
ตัวอย่าง โดยเลือกประมาณ 5-10 โคโลนีต่อ 1 ตัวอย่างมาตรวจสอบด้วยวิธี Colony PCR โดยเตรียม
ส่วนประกอบในข้ันตอน PCR ซึ่งสารที่ใช้ในปฏิกิริยาและสภาวะ PCR ที่เหมาะสมใช้เหมือนในข้ันตอน
การเพิม่จ านวนยีนทีก่ล่าวแล้วข้างต้นจากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันเข่ียโคโลนีทีเ่ลือกไว้แล้วขีดลงบน plate 
ต้นแบบ (master plate) และใส่ในหลอด PCR ที่มี master mix ของ PCR อยู่ ผสมใหเ้ข้ากันแล้ว
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น าไปใส่เครือ่งท า PCR จากนั้นเมื่อท า PCR เสรจ็แล้วน ามาตรวจสอบด้วยวิธี gel electrophoresis 
ที่ความเข้มข้น 1.5 % เพื่อดูว่ามีช้ินส่วนของยีนที่เราสนใจหรือไม่ ส่วน master plate น าไปบ่มที่ 37 
°C เพื่อรอน าโคโลนทีี่ใหผ้ลที่เป็น Positive จากวิธี colony PCR ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยการ
เลี้ยงพลาสมิดจะเลี้ยงในหลอด 15 ml เริ่มจากใส่อาหารเลี้ยงเช้ือ LB ปริมาตร 7 ml. และใส่ยา 
Ampicillin ปริมาตร 7 µl จากนั้นใช้ไม้จิม้ฟันเข่ียโคโลนีที่ขีดไว้ใน master plate แล้วใส่ไม้จิ้มฟันลง
ไปในหลอดอาหารที่เตรียมไว้ น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 °C ความเร็ว 170 rpm เป็นเวลา 16-20 
ช่ัวโมง   
 

3.3.11 การสกัดพลาสมิด 
 ใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปของบริษัท Invisorb® Spin Plasmid Mini Two (Invitek Gmbh, 
ประเทศเยอรมน)ี 

 1. น าเช้ือแบคทีเรีย (E. coli strain DH5α) ที่เลี้ยงไว้ไปปั่นเหว่ียงเพือ่ตกตะกอน ด้วย
ความเร็ว 11,000 rpm เวลาประมาณ 5 นาที เทส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือทิง้  
 2. ใส่สาร Solution A ปริมาตร 250 µl และน าไป Vortex เพื่อท าการละลายตะกอนใหเ้ป็น
เนื้อเดียวกัน 
 3. ใส่สาร Solution B ปริมาตร 250 µl ผสมด้วยปิเปตดูดข้ึนลงเบาๆประมาณ 4-6 ครั้ง 
 4. ใส่สาร Solution C ปรมิาตร 250 µl ผสมโดยใช้มอืพลิกหลอดไปมาเบาๆ (invert) 
จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 11,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  
 5. ย้ายส่วนใสใส่ลงในเซตตัวกรอง (Spin filter) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิหอ้งประมาณ 1 นาที 
จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 rpm เวลา 1 นาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง 
 6. ท าการล้างตะกอนของ DNA Plasmid โดยใส่ Wash solution ปริมาตร 750 µl จากนั้น
ปั่นล้างตะกอนด้วยความเร็ว 11,000 rpm เวลา 1 นาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง  
 7. ปั่นด้วยความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพื่อเอา ethanol ออก  
 8. ย้ายตัวกรองใสล่งในหลอดelute จากนั้นใส่ elution solution ปริมาตร 40 µl ตั้งทิง้ไว้ที่
อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที เมื่อครบเวลา ปั่นด้วยความเรว็ 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  
 9. น า Plasmid DNA ไปวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop 2000 
(Thermo Scientific, USA) แบ่ง Plasmid DNA ปริมาตร 20 µl ส่งใหบ้ริษัทเพื่อส่งหาล าดับนิวคลี
โอไทด์ (Sequencing) 
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3.3.12 การหาล าดบันิวคลีโอไทด์ (Nucleotide Sequencing) 
ในงานวิจัยน้ีจะได้รบัการวิเคราะห์ข้อมลูจากบริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลี)โดยมบีริษัท 

เอ็นพี เคมีคอล ซัพพลาย จ ากัด เป็นตัวแทนในการจัดส่งตัวอย่าง 
 

3.3.13 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ 
ท าการเปรยีบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLASTN  ซึ่งจะ

แสดงค่าออกมาเป็นเปอรเ์ซ็นต์ความเหมือน(percentage identities) จากนั้นหาเปอรเ์ซ็นต์ความต่าง
ของล าดับนิวคลโีอไทด์ภายในสายพันธ์ุเดียวกัน (intraspecific divergence) และระหว่างสายพันธ์ุ 
(interspecific divergence) ในแต่ละตัวอย่างด้วยโปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 
Editor Program Version 7 โดยเลอืก sequence identity matrix จะได้ค่า % identity แล้ว
น ามาค านวณหาค่าเปอรเ์ซ็นต์ความต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ จากสูตร 
 
  เปอร์เซ็นต์ความต่าง = 100 – เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 

3.3.14 การสรา้งและวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 
 สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการโดยใช้โปรแกรมออนไลน์ IQ-TREE (http://iqtree.cibiv.univie 
.ac.at/) ซึ่งก าหนดแบบจ าลองของการแทนทีล่ าดับนิวคลีโอไทด์แบบ maximum-likelihood และใช้ 
bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ จากนั้นผลการสร้างแผนภูมิต้นไมจ้ะเปิดโดยใช้โปรแกรม 
FigTree version 1.4.4  เพื่อดูและปรับรูปแบบของแผนภูมิตามที่ต้องการ   และใช้ references 
sequences ที่เกี่ยวข้องกับแตล่ะยีนมาท าการเปรียบเทียบ เพื่อให้ตัวอย่างแยกกลุม่กันอย่างชัดเจน      
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

4.1 จ านวนตัวอย่างและพ้ืนท่ีในการเก็บตัวอยา่งเหาโคท่ีใช้ในการศึกษา 
 งานวิจัยน้ีได้ท าการเก็บตัวอย่างเหาโคจ านวนทั้งหมด 109 ตัวอย่าง แบ่งเป็นระยะไข่จ านวน 
11 ตัวอย่าง และระยะตัวเต็มวัยจ านวน 98 ตัวอย่าง โดยท าการเก็บตัวอย่างเหาโคจากพื้นที่ 3 
จังหวัดในประเทศไทย ได้แก่ จงัหวัดเชียงใหม่ จ านวน 99 ตัวอย่าง เชียงราย จ านวน 7 ตัวอย่าง และ
นครราชสีมา จ านวน 3 ตัวอย่างดังแสดงในตารางที่ 19 

ตารางที ่19 แสดงข้อมลูรหัสตัวอย่างและจ านวนเหาโคที่เกบ็ในพื้นที่ 3 จังหวัดจากประเทศไทย 

จังหวัด รหสัตัวอย่าง ระยะ 
จ านวน 
(n=109) 

เชียงใหม ่

HEE1-1, HEE1-2, HEE1-3, HEE1-4, HEE1-5, 
HEE1-6, HKE4-1, HKE4-2, HKE4-3, HKE4-4, 
HKE4-5 

ไข่ 11 

PS1-1, PS1-2, PS1-3, PS1-4, PS1-5, PS1-6, PS1-
7, PS1-8, PS1-9, PS1-10, PS2-1, PS2-2, PS2-3, 
PS2-4, PS2-5, PS2-6, PS2-7, PS2-8, PS2-9, PS2-
10, PS2-11, PS3-1, PS3-2, PS3-3, PS3-4, PS3-5, 
PS3-6, HE1-1, HE1-2, HE1-3, HE2-1, HE2-2, 
HE2-3, HE2-4, HE2-5, HE2-6, HE2-7, HE3-1, 
HE3-2, HE3-3, HE4-1, HE4-2, HE4-3, HE4-4, 
HE4-5, HE4-6, HK1-1, HK1-2, HK1-3, HK1-4, 
HK1-5, HK1-6, HK1-7, HK1-8, HK1-9, HK1-10, 
HK1-11, HK2-1, HK2-2, HK2-3, HK2-4, HK2-5, 
HK2-6, HK2-7, HK2-8, HK2-9, HK2-10, HK2-11, 
HK2-12, HK2-13, HK2-14, HK3-1, HK3-2, HK3-
3, HK3-4, HK3-5, HK3-6, HK3-7, HK3-8, HK3-9, 
HK3-10, HK3-11, HK3-12, HK4-1, HK4-2, HK4-
3, HK4-4, HK4-5 

ตัวเต็มวัย 88 

เชียงราย CR1, CR2, CR3, CR4, CR5, CR6, CR7 ตัวเต็มวัย 7 

นครราชสีมา CL1, CL2, CL3 ตัวเต็มวัย 3 
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4.2 ผลการจ าแนกชนิดของเหาโคจากสณัฐานวิทยาและการตรวจด้วยวิธีทางอณูชีววิทยา 

 4.2.1 ผลการจ าแนกชนิดของเหาโคโดยใชล้ักษณะสณัฐานวิทยา 
ตัวอย่างเหาโคจ านวนทั้งหมด 109 ตัวอย่าง ซึ่งแบ่งเปน็ ระยะไข่จ านวน 11 

ตัวอย่าง และระยะตัวเต็มวัยจ านวน 98 ตัวอย่าง โดยระยะไข่ของเหาโคนั้นไมส่ามารถจ าแนกชนิด
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ ส่วนตัวอย่างระยะตัวเต็มวัยสามารถจ าแนกชนิดจากลักษณะ
สัณฐานวิทยาได้ โดยพบว่าตัวอย่างเหาโคทัง้หมดจ านวน 98 ตัวอย่าง สามารถจ าแนกเป็นสกลุ 
(Genus) Haematopinus  ซึ่งพบว่าล าตัวของเหาโคมีลักษณะแบนจากบนลงล่าง (dorsal-
ventrally flattened) โดยแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนหัว ส่วนอก และส่วนท้อง ส่วนหัวมีหนวด 2 
เส้น ลักษณะปากเป็นแบบเจาะดูด (stylet-like mouthpart) ส่วนอกแบ่งเป็นปล้องไม่ชัดเจน บนอก
ปล้องทีส่อง (mesothorax) มีรเูปิดของระบบหายใจ (spiracle) หนึ่งคู่ ส่วนท้องแบง่ออกเป็น 7 
ปล้อง แต่ละปล้องมรีูหายใจหนึ่งคูเ่ช่นกันยกเว้นปล้องสุดท้ายไม่มีรูหายใจ มีขาจ านวน 3 คู่ ที่มีขนาด
เท่ากันทกุคู่ ส าหรบัขาของเหาจะยื่นออกจากปลอ้งอกแตล่ะปล้อง ขามีขนาดค่อนข้างใหญป่ลายขา
ของเหาโคมีเล็บที่โค้งแหลมจ านวน 1 เล็บ (claw) ต่อขา 1 ข้าง เพื่อใช้ในการยึดเกาะเส้นขนของโฮสต์ 
ล าตัวของเหาโคจะปกคลมุไปด้วยขน (seta) นอกจากนี้ด้านล่างของล าตัวเหาจะมโีครงสร้างแข็ง 
(sclerotized plate) ช่วยป้องกันอวัยวะสบืพันธ์ุเพศผู้ (genitalia) ส่วนในเพศเมียมีโครงสร้างที่
เรียกว่า gonopod 
 

 
 
 

รูปที ่ 10 แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเหาโคสกุล Haematopinus  
ที่พบในพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย 
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 4.2.2 ผลการจ าแนกชนิดของเหาโคโดยใช้เทคนิค PCR  

การศึกษาจ าแนกชนิดเหาโคด้วยเทคนิค PCR  จากตัวอย่างเหาโคจ านวนทั้งหมด 109 
ตัวอย่าง ที่เก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย โดยท าการสกัด DNA ของเหาโคโดยใช้ชุดสกัดดี
เอ็นเอส าเร็จรูป จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบรเิวณต าแหน่งยีน 18S rRNA ด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้คู่ Primer ที่ออกแบบข้ึนมาอย่างจ าเพาะต่อชนิดของเหาโค คือ Forward Primer คือ 18s-F  

5CCGCGAAAGGCTCATTAAATCAG 3 และ Reverse Primer คือ  18s-R 

5CCTKCAATGGATACTCGTTAAATG 3 จากนั้นเมื่อท าการตรวจสอบขนาดของ PCR product 
โดยใช้วิธี Gel electrophoresis เมื่อยอ้มด้วย ethidium bromide และดูภายใต้แสง UV จะพบว่า 
PCR product ของยีน 18S rRNA มีขนาดประมาณ 746 bp โดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 bp (รูปที ่11) 
 

 
 
รูปที ่ 11 ผลการตรวจสอบช้ินส่วนยีน 18S rRNA ด้วยวิธี Gel electrophoresis (1.5% agarose 
gel) ภายใต้ก าลังไฟ 100 โวลต ์
 : Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 100 bp, Lane P คือ Positive control (พลาส

มิดดีเอ็นเอของเหาโคทีม่ียีน 18S rRNA), Lane N คือ Negative control (น้ ากลั่น), Lane 1-9 คือ 

PCR product ของยีน 18S rRNA ของตัวอย่างเหาโค 
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 4.2.2.1 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยเทคนิค Colony PCR 
จากข้ันตอนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบนต าแหน่งยีน 18S rRNA โดยเทคนิค PCR และการตรวจสอบ
ผลโดยวิธี Gel electrophoresis หลงัจากนั้นจึงท าการเช่ือมต่อช้ินส่วนยีน 18S rRNA เข้ากับ 
pGEM-T easy vector โดยเรยีกว่าข้ันตอน DNA ligation จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดดเีอ็นเอ
เข้าสู่ competent cell ด้วยการใช้ความร้อน (Heat shock) และเมื่อน าไปเลี้ยงบนจานที่มีอาหาร
เลี้ยงเช้ือจะเห็นเป็น colony ของแบคทีเรียสีขาวและสีฟ้า (รูปที ่ 12) จงึท าการคัดเลือก colony สี
ขาวมาทดสอบด้วยเทคนิค colony PCR และตรวจสอบด้วยวิธี Gel electrophoresis ซึ่งจะพบผล
ของ PCR product ที่มีขนาดประมาณ 746 bp โดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 
100 bp (รูปที ่13) 
 

 
 

รูปที ่ 12 แสดงลกัษณะของ colony ของแบคทีเรียสีขาวและสฟี้าบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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รูปที ่  13 ผลการตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอโดยเทคนิค colony PCR ด้วยวิธี Gel 
electrophoresis (1.5% agarose gel) ภายใต้ก าลังไฟ 100 โวลต ์
 : Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 100 bp, Lane P คือ Positive control (พลาส

มิดดีเอ็นเอของเหาโคทีม่ียีน 18S rRNA), Lane N คือ Negative control (น้ ากลั่น), Lane 1-11 คือ 

colony PCR product ของตัวอย่างโคลนที่มีช้ินส่วนยีน 18S rRNA 

 
 4.2.2.2 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเหาโค 

เมื่อท าการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปและวัดปริมาณความเข้มข้น
ของพลาสมิดดีเอ็นเอ จากนั้นท าการส่งตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 
Macrogen (ประเทศเกาหลี) โดยมีบริษัท เอ็นพี เคมีคอล ซัพพลาย จ ากัด เป็นตัวแทนในการจัดส่ง
ตัวอย่าง และเพื่อการยืนยันความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์จะท าการส่งตัวอย่างละ 2 โคลน เมื่อ
ได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากบรษัิทที่ท าการ sequencing แล้ว จะท าการวิเคราะห์เส้นล าดับนิวคลี
โอไทด์และท าการตัดหัวและท้ายของเส้น เพื่อตัดส่วนของ insert gene และ vector ออก และพบว่า
ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ตัดแต่งแล้วของตัวอย่างเหาโคทั้งหมดจะมีขนาดความยาว 745-746 bp  
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รูปที ่ 14 แสดงผลจากข้ันตอน sequencing ในรูปของกราฟ chromatogram ยีน 18S rRNA ของ
เหาโค (แสดงผลบางส่วน) 
 

 

 

รูปที ่ 15 แสดงผล multiple sequence alignment จากล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 18S rRNA ของเหา
โค (แสดงผลบางส่วน) 
 

 4.2.2.3 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rRNA ของเหาโคกับ
ฐานข้อมลู NCBI 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ท าการตัดแต่งเรียบร้อยแล้วจะน ามาเปรียบเทียบดูความคล้ายคลึงกบั
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ต าแหน่งยีน 18S rRNA ของเหาโคบนฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้
โปรแกรม BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ซึ่งโปรแกรมจะแสดงค่าความ
เหมอืนเปน็เปอรเ์ซ็นต์ โดยพบว่าจากตัวอย่างเหาโคจ านวนทั้งหมด 109 ตัวอย่าง มีเหาโคจ านวน 98 
ตัวอย่าง (ระยะไข่จ านวน 7 ตัวอย่างและระยะตัวเต็มวัย 88 ตัวอย่าง) ที่มีความเหมือนกบัเหาโคสาย
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พันธ์ุ Haematopinus quadripertusus จากประเทศอิสราเอล (Accession no. KJ522491) ซึ่งมี
ค่าเปอรเ์ซ็นต์ความเหมอืนอยู่ระหว่าง 99.06-100% ส่วนเหาโคอีกจ านวน 11 ตัวอย่าง (ระยะไข่ 4 
ตัวอย่าง และระยะตัวเต็มวัย 7 ตัวอย่าง) มีความเหมอืนกับเหาโค Haematopinus sp. จากประเทศ
จีน (Accession no. JQ309927) โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่าง 99.46-99.87%  
 

ตารางที ่20 แสดงผลการจ าแนกชนิดของเหาโคที่เกบ็จากพืน้ที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย 

- : ไม่พบตัวอย่าง 
 4.2.2.4 ผลการขึ้นทะเบยีนขอหมายเลขล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 18S rRNA ของ
เหาโค 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rRNA ของเหาโค ได้ท าการยื่นขอหมายเลขข้ึนทะเบียน 
(accession number) ของเหาโคทกุตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ BankIt  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/) เพื่อกรอกข้อมูลและเผยแพร่ข้อมลูล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ยีน 18S rRNA ของเหาโคทีเ่ก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทยลงในฐานข้อมูลสากล NCBI 
(GenBank) โดยผลการขอหมายเลขข้ึนทะเบียนของตัวอย่างทั้งหมด 109 ตัวอย่าง คือ MK734185-
MK734293  
 

 4.2.2.5 ผลการสร้างและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Phylogenetic 
tree) ของเหาโค 

การสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากยีน 18S rRNA ของตัวอย่าง
เหาโคทั้งหมด โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ IQ-TREE (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/) ซึ่งก าหนด
แบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ maximum-likelihood และใช้ bootstrap test 
จ านวน 1,000 รอบ จากนั้นผลการสรา้งแผนภูมิต้นไม้จะเปิดโดยใช้โปรแกรม FigTree version 1.4.4  

จังหวัด 
จ านวนตัวอย่าง 

 (n) 

การจ าแนกชนิดของเหาโคโดยเทคนิค PCR 
(18S rRNA) 

H. quadripertusus (n) Haematopinus spp. (n) 

ไข ่ ตัวเต็มวัย ไข ่ ตัวเต็มวัย 

เชียงใหม่ 99 7 88 4 - 
เชียงราย 7 - - - 7 

นครราชสีมา 3 - 3 - - 

รวม 109 
7 91 4 7 

98 11 
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เพื่อดูและปรับรูปแบบของแผนภูมิตามที่ต้องการ โดยจะท าการเปรียบเทียบกับ reference 
sequence ข อ ง เ ห า โ ค ส า ย พั น ธ์ุ ต่ า ง  คื อ Haematopinus sp. (acc no. JQ309927), 
Haematopinus quadripertusus (acc no. KJ522491), Solenopotes capillatus (acc no. 
MH377327), Linognathus vituli (acc no. JX401573), Haematopinus tuberculatus (acc 
no. GU569180), Haematopinus eurysterunus (acc no. HM171381), Haematopinus suis 
(acc no. HM171379), Haematopinus pacochoeri (acc no. AF385058), Linognathoides 
marnotae (acc no. AY630465), Neohaematopinus neotomae (acc no. HM171414), 
Bovicola bovis (acc no. JX184911) และ Pediculus humanus capitis (acc no. AF139484) 

จากแผนภูมิวิวัฒนาการของเหาโคที่แสดงในภาพที่ 17 สามารถวิเคราะห์วิวัฒนาการของเหา
โคได้ว่า เมื่อเทียบตัวอย่างเหาโคทั้ง 109 ตัวอย่างกับ reference sequence ต าแหน่งยีน 18S rRNA 
ของเหาโคสายพันธ์ุต่าง ๆ สามารถแยกตัวอย่างเหาโคออกเป็น 2 กลุ่ม อย่างชัดเจน คือ กลุ่มที่ 1 มี
เหาโค 98 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุม่ Haematopinus quadripertusus (Accession no. KJ522491) 
แต่พบว่ามีเหาโค 1 ตัวอย่าง code HK2-5 แยกออกจากกลุ่มของ Haematopinus 
quadripertusus เมื่อได้ท าการเทียบเส้นล าดับนิวคลีโอไทด์กับตัวอย่างอื่นในกลุ่มเดียวกันแล้ว พบว่า
มีความแตกต่างจากตัวอย่างอื่นในบางต าแหน่งเบส และน าเข้าโปรแกรม BLASTN พบว่ามีความ
เหมอืนกับ Haematopinus quadripertusus (Accession no. KJ522491) 99.06% และกลุ่มที่ 2 
มีเหาโค 11 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุ่ม Haematopinus sp. (Accession no. JQ309927) และเหาโคใน
กลุ่มที่ 2 มีความเกี่ยวข้องใกล้ชิดกบัสายพันธ์ุ Haematopinus tuberculatus (Accession no. 
GU569180) 
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รูปที ่ 16 แสดงผลวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของเหาโคในการศึกษาครั้งนีจ้ากตัวอย่างเหาโค
ทั้งหมด 109 ตัวอย่าง โดยเทียบกับ reference sequence จากต าแหน่งยีน 18S rRNA ของเหาโค
สายพันธ์ุต่าง ๆ  
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4.3 ผลการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียก่อโรค และ ในตัวอย่างเหาโคโดยเทคนิค PCR 
ท าการตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคคือ Bartonella spp,, Rickettsia spp. และ 

Acinetobacter spp. จากตัวอย่าง DNA ของเหาโคจ านวนทั้งหมด 109 ตัวอย่าง เมื่อน ามาตรวจหา
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคโดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเช้ือแต่ละชนิด ส าหรับเช้ือ Rickettsia spp. ศึกษา
บนต าแหน่งยีน gltA ในการตรวจหาเช้ือ  Acinetobacter spp. ท าการศึกษาบนต าแหน่งยีน rpoB 
ซึ่งพบว่า ไม่สามารถตรวจพบเช้ือทั้ง 2 ชนิดนี้ในตัวอย่าง DNA ของเหาโค ส าหรับการตรวจหาเช้ือ 
Bartonella spp. จะท าการตรวจบนยีน 2 ต าแหน่ง และใช้ไพเมอร์ 2 คู่  จากต าแหน่งยีน gltA ซึ่ง
ผลของ PCR product มีขนาดประมาณ 379 bp (รูปที่ 17) และเพื่อเป็นการยืนยันผลจึงได้ท าการ
ตรวจเช้ือ Bartonella spp. บนยีนอีกหนึ่งต าแหน่ง คือยีน rpoB ซึ่งผลของ PCR product มีขนาด
ประมาณ 406 bp (รูปที่  18) โดยพบว่าเทคนิค PCRสามารถตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ใน
ตัวอย่าง DNA ของเหาโค จ านวน 25 ตัวอย่าง (ระยะไข่จ านวน 3 ตัวอย่าง และระยะตัวเต็มวัย
จ านวน 22 ตัวอย่าง) จากตัวอย่างทั้งหมด 109 ตัวอย่าง ซึ่งคิดเป็น 22.93% โดยสามารถตรวจพบ
เช้ือในตัวอย่างเดียวกันทั้ง 2 ยีน  
  

ตัวอย่าง DNA ของเหาโคที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. จ านวน 25 ตัวอย่าง สามารถพบ
เช้ือ Bartonella spp. ในเหาโคสายพันธ์ุ H. quadripertusus จ านวน 22 ตัวอย่าง จากตัวอย่างที่
ระบุว่าเป็นเหาโคสายพันธ์ุ H. quadripertusus จ านวน 98 ตัวอย่าง คิดเป็น 22.45% ซึ่งเป็น
ตัวอย่างที่เกบ็จากจังหวัดเชียงใหม่ (ระยะไข่จ านวน 2 ตัวอย่างและระยะตัวเต็มวัยจ านวน 17 
ตัวอย่าง) และจากจงัหวัดนครราชสีมา (ระยะตัวเต็มวัยจ านวน 3 ตัวอย่าง) และสามารถพบเช้ือในเหา
โคสายพันธ์ุ Haematopinus spp. จ านวน 3 ตัวอย่าง จากตัวอย่างทีร่ะบุว่าเป็นเหาโคสายพันธ์ุ 
Haematopinus spp. จ านวน 11 ตัวอย่าง คิดเป็น 27.27% โดยเป็นตัวอย่างทีเ่ก็บจากจังหวัด
เชียงใหม่ (ระยะไข่จ านวน 1 ตัวอย่าง) และจากจงัหวัดเชียงราย (ระยะตัวเต็มวัยจ านวน 2 ตัวอย่าง) 
ดังแสดงในตารางที ่21 
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ตารางที ่21 แสดงผลการตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในดีเอ็นเอเหาโคบนต าแหน่งยีน gltA และ 
rpoB โดยใช้เทคนิค PCR 

จ านวน : จ านวนตัวอย่างที่พบเช้ือ/จ านวนตัวอย่างทั้งหมดทีต่รวจ; - : ไม่พบตัวอย่าง 
 
 

 
 
รูปที ่ 17 ผลการตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในตัวอย่าง DNA ของเหาโคบนต าแหน่งยีน gltA 
โดยเทคนิค PCR 
 : Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 100 bp, Lane P คือ Positive control, Lane N 

คือ Negative control (น้ ากลั่น), Lane 1-13 คือ PCR product ของยีน gltA ของเช้ือ Bartonella 

spp. ในตัวอย่าง DNA ของเหาโค 

 

จังหวัด 
H. quadripertusus (n) Haematopinus spp. (n) 

ไข ่ ตัวเต็มวัย ไข ่ ตัวเต็มวัย 

เชียงใหม่ 2/7 17/88 1/4 - 
เชียงราย - - - 2/7 

นครราชสีมา - 3/3 - - 

รวม 
22/98 3/11 

25/109  
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รูปที ่ 18 ผลการตรวจหาเช้ือ Bartonella spp. ในตัวอย่าง DNA ของเหาโคบนต าแหน่งยีน rpoB 
โดยเทคนิค PCR 
 : Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 100 bp, Lane P คือ Positive control, Lane N 

คือ Negative control (น้ ากลั่น), Lane 1-8 คือ PCR product ของยีน rpoB ของเช้ือ Bartonella 

spp. ในตัวอย่าง DNA ของเหาโค 

 
4.3.1 การตรวจสอบโคลนของพลาสมิดดีเอ็นเอ โดยเทคนคิ Colony PCR 

จากข้ันตอนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบนต าแหน่งยีน gltA และ rpoB โดยวิธี PCR 
และการตรวจสอบผลโดยวิธี Gel electrophoresis หลงัจากนั้นจงึท าการเช่ือมตอ่ช้ินส่วนยีน gltA 
และ rpoB เข้ากับ pGEM-T easy vector โดยเรียกว่าข้ันตอน DNA ligation จากนั้นท าการถ่าย
โอนพลาสมิดดีเอ็นเอเข้าสู่ competent cell ด้วยการใช้ความร้อน (Heat shock) และเมื่อน าไปเลี้ยง
บนจานทีม่ีอาหารเลี้ยงเช้ือจะเห็นเป็น colony ของแบคทีเรียสีขาวและสฟี้า จึงท าการคัดเลือก 
colony สีขาวมาทดสอบด้วยเทคนิค colony PCR และตรวจสอบด้วยวิธี gel electrophoresis ซึ่ง
ผลของ PCR product ของยีน gltA และ rpoB มีขนาดประมาณ 379 bp และ 406 bp ตามล าดับ 
โดยเปรียบเทียบกับแถบดเีอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp 

 
4.3.2 ผลการเปรยีบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน gltA และ rpoB กับฐานข้อมูล NCBI 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ท าการตัดแต่งเรียบร้อยแล้วจากนั้นจะน ามาเปรียบเทียบดูความ
คล้ายกับข้อมลูล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. บน
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ฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLASTN ซึ่งโปรแกรมจะแสดงค่าความเหมือนเป็น
เปอร์เซ็นต์  
  พบว่าตัวอย่างเหาโคทั้งหมด 25 ตัวอย่าง (ระยะไข่จ านวน 3 ตัวอย่างและระยะตัว
เต็มวัย 22 ตัวอย่าง) ที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ซึ่งพบเช้ือในตัวอย่างเดียวกันทั้ง 2 ยีน โดยที่
ต าแหน่งยีน gltA เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลโีอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank มีความ
เหมอืนกับ Uncultured Bartonella spp. (Accession no. KJ522487) ซึ่งมีค่าเปอร์เซ็นต์ความ
เหมอืนอยู่ระหว่าง 99.21-99.74% และที่ต าแหน่งยีน rpoB มีความเหมือนกบั Uncultured 
Bartonella spp. (Accession no. KJ522489) โดยมีค่าเปอร์เซ็นต์ความเหมือนระหว่าง 99.78-
100% ซึ่งเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือ Bartonella spp. ที่ตรวจพบในเหาโคที่เก็บจากฟาร์มโคนม
ในประเทศอสิราเอล 
 

4.3.3 ผลการขึ้นทะเบียนขอหมายเลขขล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน gltA และ rpoB ของเชื้อ 
Bartonella spp. 

ส าหรับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. ได้ท า
การยื่นขอหมายเลขข้ึนทะเบียน (accession number) ทุกตัวอย่าง โดยใช้โปรนแกรมออนไลน์ 
BankIt เพื่อเผยแพร่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. ในเหา
โคที่ เก็บจากพื้นที่  3 จังหวัดของประเทศไทยลงในฐานข้อมูล NCBI (GenBank) โดยผลการขอ
หมายเลขข้ึนทะเบียนของตัวอย่างทั้งหมด คือ MK748474-MK748498 ส าหรับยีน gltA และ 
MK762880-MK762904 ส าหรับยีน rpoB  ตามล าดับ 
 

4.3.4 ผลการสรา้งและวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของเชื้อ 
Bartonella spp. ท่ีตรวจพบในตัวอย่าง DNA เหาโค 

ส าหรับการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่าง DNA 
ของเหาโคที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ทั้งยีน gltA และ rpoB โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ IQ-
TREE (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/) ซึ่งก าหนดแบบจ าลองของการแทนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์
แบบ maximum-likelihood และใช้ bootstrap test จ านวน 1,000 รอบ จากนั้นผลการสร้าง
แผนภูมิต้นไม้จะเปิดโดยใช้โปรแกรม FigTree version 1.4.4  เพื่อดูและปรับรูปแบบของแผนภูมิ
ตามที่ต้องการ โดยท าการเปรียบเทียบตัวอย่างที่ตรวจพบเช้ือในแต่ละยีนกับ reference sequence 
ของเช้ือ Bartonella spp. สายพันธ์ุต่าง ๆ  

ส า ห รั บ ต า แ ห น่ ง ยี น  gltA ได้ แ ก่  Uncultured Bartonella sp. (acc no. 
KJ522487), Bartonella melophagi (acc no. AY724769), Bartonella capreoli (acc no. 
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HM167503), Bartonella clarridgeiae (acc no. MG384320), Bartonella rochalimae (acc 
no. KU292571), Bartonella vinsonii (acc no. FJ946841), Bartonella koehlerae (acc no. 
FJ832088), Bartonella grahamii (acc no. KC633099), Bartonella quintana (acc no. 
HQ014627), Bartonella bovis (acc no. KR733183), Bartonella chomelii (acc no. 
KM215692), Bartonella henselae (acc no. KX001762) และBartonella bacilliformis (acc 
no. DQ452939) 

ส า ห รั บ ต า แ ห น่ งยี น  rpoB ได้ แ ก่  Uncultured Bartonella sp. (acc no. 
KJ5224879), Bartonella alsatica (acc no. AF165987), Bartonella bacilliformis (acc no. 
AF165988), Bartonella bovis (acc no. KF218224), Bartonella capreoli (acc no. 
MH598362), Bartonella chomelii (acc no. KM215710), Bartonella schoenbuchensis 
(acc no. AY167409), Bartonella melophagi (acc no. EF605288), Bartonella rochalimae 
(acc no. DQ676489), Bartonella clarridgeiae (acc no. HQ012586), Bartonella henselae 
(acc no. EF196806), Bartonella koehlerae (acc no. AY166580), Bartonella vinsonii 
subsp. (acc no. EF196805), Bartonella grahamii (acc no. KC633098), Bartonella 
tribocorum (acc no. MH547335), Bartonella elizabethae (acc no. JF766249) แ ล ะ 
Bartonella quintana (acc no. LC031778) 
  จากแผนภูมิวิวัฒนาการของเช้ือ Bartonella spp. ที่แสดงในรูปที่ 19 สามารถ
วิเคราะหล์ าดับวิวัฒนาการได้ว่า เมื่อเทียบตัวอย่างเหาโคที่ตรวจพบเช้ือทัง้ 25 ตัวอย่างกับ 
reference sequence ที่ต าแหน่งยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. สายพันธ์ุต่าง ๆ 
พบว่าแผนภูมิวิวัฒนาการของทั้ง 2 ยีน สามารถจัดตัวอย่างเป็น 1 กลุ่ม อย่างชัดเจน คือ ตัวอย่างเหา
โคที่ตรวจพบเช้ือทัง้ 25 ตัวอย่าง จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Uncultured Bartonella sp. ที่เป็น 
reference sequence ของแต่ละยีน และตัวอย่างทั้ง 2 ยีนมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธ์ุ 
Bartonella bovis โดยที่ต าแหน่งยีน gltA เป็นสายพันธ์ุที่ตรวจพบในเลือดโคจากประเทศมาเลเซีย 
(acc no. KR733183) และที่ต าแหนง่ยีน rpoB เป็นสายพันธ์ุที่พบในเลือดกระบอืจากประเทศไทย 
(acc no. KF218224) 
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รูปที ่ 19 แสดงผลวิเคราะห์แผนภูมิต้นไม้วิวัฒนาการของเช้ือ Bartonella spp. ที่ตรวจพบในเหาโค 
ที่ต าแหน่งยีน gltA (A) และยีน rpoB (B) โดยเทียบกบั reference sequence ของเช้ือ Bartonella 
spp. สายพันธ์ุต่าง ๆ ของแต่ละต าแหนง่ยีน 
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บทที่ 5  
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการศึกษาสืบค้นข้อมูลต่าง ๆ เกี่ยวกบัชนิดของเหาโคที่ส ารวจพบในประเทศไทยใน
ฐานข้อมูลสากลพบว่า ประเทศไทยเคยมีรายงานวิธีการจ าแนกชนิดของเหาโคจากพื้นที่ต่าง ๆ โดย
ศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนความต่างของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเหาโค ซึง่การจ าแนกชนิด
ของเหาโคโดยใช้ลักษณะสัณฐานวิทยาที่ถูกต้องและแม่นย านั้นข้ึนอยู่กับปจัจัยต่าง ๆ ทีส่ าคัญ เช่น 
ระยะของตัวอย่างเหาโค, ความสมบูรณ์ของอวัยวะต่าง ๆ ของเหาโค และประสบการณ์ความช านาญ
ของนักกีฏวิทยา ซึ่งการใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาในการจ าแนกชนิดของเหาโคในระยะตัวเต็มวัย
มักจะสามารถจ าแนกได้ง่ายกว่าและมีความถูกต้องมากกว่าเหาโคในระยะอื่น ๆ เนื่องจากเหาโคระยะ
ตัวเต็มวัยจะมลีักษณะรปูร่างและโครงสร้างของอวัยวะต่าง ๆ ที่ชัดเจน แต่การศึกษาเพื่อจ าแนก
ตัวอย่างเหาโคในระยะไข่, ระยะตัวอ่อน รวมไปถงึตัวอย่างเหาโคทีม่ีลกัษณะรูปร่างที่ไม่สมบรูณ์ นั้น
อาจไม่สามารถใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการจ าแนกได้ เนื่องจากเหาโคในระยะไข่และระยะตัว
อ่อนในแต่ละชนิดมักมลีักษณะรูปร่างภายนอกที่ค่อนข้างคลา้ยกันเป็นอย่างมากจึงท าให้ไมส่ามารถ
จ าแนกชนิดได้ นอกจากนี้การเก็บตัวอย่างเหาโคจะท าการเกบ็โดยใช้มือดงึตัวเหาออกจากบริเวณ
ผิวหนังของโค ซึ่งอาจท าให้ตัวอย่างเหาบางตัวเกิดความเสียหายบ้าง เช่น ส่วนขาหลุด หรือล าตัวกบั
ส่วนหัวแยกขาดจากกันได้ ส่งผลท าใหเ้หาโคในตัวอย่างนั้น ๆ มีลักษณะรูปร่างที่ไม่สมบรูณ์ อาจจะ
ต้องใช้ความช านาญเป็นอย่างมากในการน ามาจ าแนกชนิดหรืออาจจะไมส่ามารถจ าแนกชนิดโดยดู
จากลกัษณะสัณฐานวิทยาได้ จากที่กล่าวมาข้างต้นท าให้ทราบว่าข้อมลูการจ าแนกชนิดของเหาโคใน
ประเทศไทยมเีพียงการศึกษาโดยใช้การเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาเท่านั้น ซึ่งอาจท าให้
เกิดปญัหาและเกิดข้อจ ากัดต่าง ๆ ในการจ าแนกชนิดของเหาโคได้ เพราะเหตุน้ีจึงน าไปสู่การศึกษา
จ าแนกชนิดของเหาโคที่เก็บจากพื้นที่ต่าง ๆ ของประเทศไทยโดยใช้เทคนิคทางด้านอณูชีววิทยาใน
การวิเคราะห์ เพื่อเป็นการยืนยันความถูกต้องและใหผ้ลการจ าแนกชนิดของเหาโคที่แม่นย ายิ่งขึ้น ใน
งานวิจัยน้ีจงึได้แสดงใหเ้ห็นถึงข้ันตอนและวิธีการใช้เทคนิค PCR มาศึกษาบนต าแหน่งยีน 18S rRNA 
ของเหาโค เพื่อระบสุายพันธ์ุของเหาโคทีเ่ก็บจากพื้นที่ต่าง ๆ ในประเทศไทยที่ถูกต้องทีสุ่ด และเป็น
งานวิจัยแรกที่ใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยาในการจ าแนกชนิดของเหาโคในประเทศไทย  

ผลจากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเหาโคกับล าดับนิวคลีโอไทด์บน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่า จากตัวอย่างเหาโคทั้งหมด 109 ตัวอย่าง สามารถพบเหาโคได้ 2 สาย
พันธ์ุ คือ H. quadripertusus และ Haematopinus sp. ซึ่งการวิเคราะหผ์ลการจ าแนกชนิดเหาโค
จากแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ต าแหน่งยีน 18S 
rRNA พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเหาโคสายพันธ์ุ H. quadripertusus ที่พบในงานวิจัยน้ี มี
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ความคล้ายคลึงกบั H. quadripertusus ที่เก็บจากโคในประเทศอสิราเอล (Accession no. 
KJ522491) (28) และตัวอย่างเหาโคสายพันธ์ุ Haematopinus sp. ที่พบในงานวิจัยน้ี มีความ
คล้ายคลึงกบั Haematopinus sp. ที่เก็บจากโคในประเทศจีน (Accession no. JQ309927) (59) 
นอกจากนีเ้หาโคสายพันธ์ุ Haematopinus sp. ที่พบในงานวิจัยน้ียงัจัดอยู่ในกลุม่เดียวกับ 
reference sequence ของเหาโคสายพันธ์ุ H. tuberculatus ที่เกบ็จากโคในประเทศญี่ปุ่น 
(Accession no. GU569180) (60) ซึ่งอาจจะสามารถบ่งบอกได้ว่าเหาโคในกลุ่ม Haematopinus 
sp. ในงานวิจัยน้ีมีวิวัฒนาการทีม่ีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธ์ุ H. tuberculatus ซึ่งจากการเกบ็
ตัวอย่างในบางพื้นทีพ่บว่าเจ้าของฟาร์มได้มีการเลี้ยงโคและกระบอืไว้รวมกัน  และเหาสายพันธ์ุ H. 
tuberculatus ส่วนมากมักจะพบในกระบือมากกว่าโค แต่ก็สามารถพบในโคได้เช่นกัน ซึ่งข้อมูลของ
การศึกษาเกี่ยวกบัการจ าแนกชนิดเหาที่เก็บจากโคและกระบือในประเทศไทยมีการรายงานว่า พบเหา 
4 สายพันธ์ุ ได้แก่ H. quadripertusus, H. eurysternus, L. vituli, และ S. capillatus ซึ่งเป็นการ
จ าแนกชนิดโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเหา (61, 62)  ซึ่งงานวิจัยน้ีเป็นเพียงการศึกษา
เบื้องต้นเกี่ยวกบัแผนภูมิวิวัฒนาการของเหาโคทัง้หมด 109 ตัวอย่างทั้งระยะไข่และระยะตัวเต็มวัยที่
เก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของประเทศไทย เพื่อให้ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเหาโค 
อย่างไรก็ตามจากข้อจ ากัดต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกบัวิวัฒนาการระดบัอณูชีววิทยาของเหาโคในประเทศ
ไทยที่ยังไม่เคยมีการรายงานล าดับนิวคลีโอไทด์ของเหาโคไว้ในฐาน ข้อมูลระดบัสากล จงึท าให้ไม่
สามารถน าผลที่ได้จากงานวิจัยน้ีไปเปรียบเทียบกบัผลของงานวิจัยอื่น ๆ ในประเทศไทยได้  

การเลือกศึกษาต าแหนง่ยีนของเหาโคในงานวิจัยน้ี เมื่อไดท้ าการศึกษาสบืค้นข้อมลูเกี่ยวกบั
งานวิจัยที่จ าแนกชนิดของเหาโคโดยใช้เทคนิคทางอณูวิทยา พบว่ามีหลายงานวิจัยที่ได้ท าการศึกษา
และอธิบายเกี่ยวกับต าแหนง่ยีนในไมโตคอนเดีย คือ ยีน Cytochrome C oxidase subunit I (COI) 

(63) และยีนในนิวเคลียส คือ ยีน 18S rRNA และ EF-1α (37, 63) ที่ได้ถูกน ามาใช้ในการจ าแนก
ชนิดและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธ์ุของเหาโค ซึง่ในงานวิจัยน้ีได้เลือก
ต าแหน่งยีน 18S rRNA มาใช้ในการศึกษาจ าแนกชนิด เนือ่งจากผลงานวิจัยที่มีการรายงานก่อนหน้านี้
ได้ระบุว่าต าแหน่งยีนน้ีสามารถใช้เป็นเครื่องมือในการจ าแนกชนิดของเหาโคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(63) และสามารถแสดงให้เห็นถึงวิวัฒนาการของเหาโคได้ (64) นอกจากนี้ในฐาน ข้อมูล GenBank 
ยังพบว่ามลี าดับนิวคลีโอไทด์ของเหาโคที่ต าแหนง่ยีน 18S rRNA จากหลายพื้นที่ทั่วโลกและมีจ านวน
มากกว่ายีนต าแหน่งอื่น ๆ รวมไปถึงการมีความยาวของล าดับเบสที่เหมาะสมที่จะน าไปศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมได้ ซึ่งในงานวิจัยน้ีได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหนง่ยีน 18S rRNA ของ
เหาโคสายพันธ์ุต่าง ๆ ในฐานข้อมูลมาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์คู่ใหม่ทีม่ีความจ าเพาะต่อชนิดของ
เหาโคมากยิ่งขึ้นเพือ่ใช้ในงานวิจัยน้ี และผลจากการศึกษาของงานวิจัยน้ีท าให้ได้ผลล าดับนิวคลีโอไทด์
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ที่ต าแหน่งยีน 18S rRNA ของตัวอย่างเหาโคทีเ่กบ็จากพื้นที่ 3 จังหวัดในประเทศไทยทั้งหมด 109 
ตัวอย่าง ซึ่งได้ข้ึนทะเบียนไว้แล้วในฐานข้อมูล GenBank  

การตรวจหาเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในตัวอย่างเหาโค งานวิจัยนี้ศึกษาโดยใช้เทคนิค PCR เพื่อ
ท าการตรวจหาเช้ือ Bartonella spp., Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ซึ่งเช้ือทัง้ 3 
ชนิดนี้มีความส าคัญทางการแพทยเ์ป็นอย่างมากและสามารถติดต่อโดยผ่านทางแมลงดูดเลอืดที่เป็น
พาหะ เช่น เหบ็ เหา ซึ่งเป็นปรสิตภายนอกทีพ่บได้บ่อยบนล าตัวของโค ผลจากการศึกษาพบว่าเช้ือ 
Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ไม่สามารถตรวจพบในตัวอย่างเหาโคจากงานวิจัยน้ี แต่
การศึกษาครั้งนีส้ามารถตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในตัวอย่างเหาโค 25 ตัวอย่าง จากเหาโค
ทั้งหมด 109 ตัวอย่าง โดยใช้ไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะ 2 คู่ ได้แก่ ต าแหน่งยีน gltA และ rpoB  เนื่องจากมี
รายงานการตรวจพบเช้ือชนิดนี้ในเหาโคและเลอืดของโคจากงานวิจัยอื่น ๆ พบว่าที่ต าแหนง่ยีนทั้ง 2 
ต าแหน่งนี้สามารถน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายของเช้ือชนิดนี้ได้ดีที่สุดและสามารถระบุชนิดของ
เช้ือได้หลากหลายที่สุด งานวิจัยน้ีจงึเลือกศึกษาที่ยีน 2 ต าแหน่งเพือ่เป็นการยืนยันผลงานวิจัยที่
ถูกต้องอีกครัง้ ซึ่งเช้ือ Bartonella spp. ที่ตรวจพบในงานวิจัยน้ี สามารถพบทั้งในตัวอย่างเหาโคสาย
พันธ์ุ H. quadripertusus และ Haematopinus sp. ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธ์ุ H. 
tuberculatus ท าให้ได้ผลล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. 
เมื่อท าการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์บนฐานข้อมลู พบว่าชนิดของเช้ือที่ตรวจพบในงานวิจัยน้ี
มีความคล้ายคลึงกับ Uncultured Bartonella spp. ที่เคยตรวจพบในเหาโคสายพันธ์ุ H. 
quadripertusus ที่เกบ็จากบรเิวณขนหางของโคในฟารม์โคนมที่ประเทศอสิราเอล (ยีน gltA 
Accession no. KJ522487 และยีน rpoB Accession no. KJ522489) (28) นอกจากนี้ล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน gltA และ rpoB ของเช้ือ Bartonella spp. ในงานวิจัยน้ีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกบั B. 
bovis strain I724598 ที่เคยตรวจพบในเลือดของโคจากประเทศมาเลเซีย (Accession no. 
KR733183) (11) และพบในเลือดของกระบือจากประเทศไทย (Accession no. KF218224) (18) ซึ่ง
เช้ือ Bartonella spp. เป็นแบคทเีรียที่สามารถด ารงชีวิตและเจรญิเติบโตได้ในทุกส่วนภายในเซลล์
ของสิ่งมีชีวิต (Facultative intracellular) ส่วนมากพบได้ในกลุ่มสัตว์เลี้ยงลกูด้วยนมและกลุ่มของ
แมลงดูดเลือด เช่น เห็บ, เหา, หมัด และริ้นฝอยทราย (65) การพบเช้ือ Bartonella spp. ในโคเคยมี
การรายงานว่ามีการตรวจพบเช้ือ 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ B. bovis, B. schoenbuchensis และ B. 
chomelii แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มรีายงานว่าเช้ือทัง้ 3 สายพันธ์ุนี้สามารถก่อโรคในมนุษย์ได ้ (66) 
และมรีายงานกล่าวว่าการติดเช้ือ Bartonella spp. มักมแีมลงดูดเลือดเป็นพาหะถ่ายทอดเช้ือนี้ไปสู่
มนุษย์และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมได้ เช่น เช้ือ B. henselae สามารถติดต่อจากหมัดแมวสายพันธ์ุ 
Ctenocephalides feli  และเช้ือ B. quintana ที่สามารถติดต่อผ่านทางเหาล าตัวสายพันธ์ุ 
Pediculus humanus (67, 68) และนอกจากนี้ยังมีความชุกของเช้ือ Bartonella spp. ที่สามารถ
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ตรวจพบจากเลือดของหนจู านวนมากและพบได้ในหลายประเทศโซนเอเชียตะวันออกเฉียงใต้รวมไป
ถึงเขตประเทศ สปป. ลาว 11.9%, ไทย 11% และกัมพูชา 9.6% (69) ซึ่งในประเทศไทยมหีลาย
งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกบัปญัหาการก่อโรคของเช้ือ Bartonella spp. พบว่าในเช้ือชนิดนี้จะก่อใหเ้กิด
โรคที่มีอาการป่วย มีไข้สูง รวมถึงอาการเยื่อบุหัวใจอักเสบ (endocarditis) ในสัตว์ที่เป็นโฮสต์และ
สัตว์กักเกบ็โรค (70, 71) ซึ่งมีรายงานการตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในเลือดโคที่มีสุขภาพ
แข็งแรงดีคิดเป็น 10% (จ านวน 4 ตัวอย่าง จาก 40 ตัวอย่าง) และตรวจพบเช้ือสายพันธ์ุ B. bovis ที่
สามารถเพาะเลี้ยงได้จากตัวอย่างเลือดกระบือในประเทศไทย คิดเป็น 6.8% (จ านวน 7 ตัวอย่าง จาก 
103 ตัวอย่าง) (18) อย่างไรก็ตามข้อมลูที่จะใช้ระบุว่าเหาโคมีความเกี่ยวข้องกบัการติดเช้ือ 
Bartonella spp. ในมนุษย์ยังมีข้อจ ากัดในการศึกษาในประเทศไทย ซึง่จากการศึกษาผลของ
งานวิจัยต่าง ๆ ทีเ่กี่ยวข้อง พบว่าเช้ือ Bartonella spp. มีความชุกสูงในหลายพื้นที่ทั่วโลกและมี
ความหลากหลายทางพันธุกรรม เมื่อได้มีการตรวจพบในกลุ่มของแมลงขาปลอ้งดูดเลือดทีเ่ป็นพาหะ
ทั่วโลกยกตัวอย่างเช่น ความชุกของเช้ือ B. bovis ในโคมีรายงานการตรวจพบในหลายประเทศ ได้แก่ 
อิตาล ี24.2% (13), ฝรัง่เศส 59% (72), และโปแลนด์ 6.8% (12) ซึ่งในสหรัฐอเมริกามรีายงานว่า B. 
bovis มีอัตราการติดเช้ือที่แตกต่างกันในแต่ละเขตภูมิภาค และในรัฐแคลิฟอเนียมีอัตราการติดเช้ือสูง
ถึง 81-96%, รัฐคาโรลิน่า  82.4% (73) และทีป่ระเทศจอเจียรม์ีอัตราการติดเช้ือต่ าทีสุ่ด คิดเป็น 
47% (17) ส่วนในแง่ของวิธีการติดเช้ือแบคทีเรียในแมลงเหล่าน้ียังไมเ่ป็นทีท่ราบกันแน่นอน แต่มี
งานวิจัยอื่น ๆ ที่ช้ีให้เห็นถึงความเป็นไปได้ทัง้การติดเช้ือที่ตดิมาจากสัตว์ที่เป็นแหลง่รงัโรคหรอืติดโดย
การปนเปื้อนในสิ่งแวดลอ้ม (37) ซึ่งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคนีอ้าจ จะสามารถถ่ายทอดไปสู่แมลงตัวอื่น
โดยผ่านทางพันธุกรรมจากรุ่นแมสู่รุ่่นลูกหลาน (vertical transmission), การผสมพันธ์ุ, การกิน
อาหารร่วมกัน และการสัมผสัอุจจาระ ในงานวิจัยน้ีสามารถตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ทั้งในเหา
โคระยะไข่และระยะตัวเต็มวัย อาจสามารถใช้เป็นผลข้อมลูทีส่ าคัญเพือ่สนบัสนุนความเป็นไปได้ที่ว่า
เช้ือชนิดนี้สามารถถ่ายทอดส่งต่อจากรุ่นแม่ไปสู่รุ่นลูกหลานของแมลงได้ 
งานวิจัยน้ีคืองานวิจัยแรกที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในเหาโคทีเ่ก็บจากพื้นที่ 3 จังหวัดของ
ประเทศไทย และเป็นการตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. ในระยะไข่เหาโคครั้งแรกซึง่เป็นการบ่ง
บอกและช้ีให้เห็นว่าเช้ือชนิดนี้อาจสามารถถ่ายทอดจากรุ่นแม่สู่รุ่นลูกหลานได้ แม้ว่าก่อนหน้านี้มเีพียง
ข้อมูลความสมัพันธ์เชิงลบระหว่างโคกับเช้ือ Bartonella spp. ที่ก่อให้เกิดโรคต่าง ๆ ในโคได้ แต่ใน
มนุษย์ก็ยังคงมีความเป็นไปได้ว่าแบคทเีรียชนิดนี้อาจจะมบีทบาทในการติดเช้ือจากสัตว์ไปสู่มนุษย์ 
(Zoonotic) โดยผ่านการกัดของแมลงดูดเลอืดในฟาร์มปศุสัตว์หรือติดต่อกบัสัตว์ที่ติดเช้ือโดยการ
สัมผัสเลือดผ่านทางผิวหนงัที่มรีอยบาดแผลได้ ซึ่งการศึกษาเพิ่มเตมิจงึมีความจ าเป็นเพื่อเป็นการ
ยืนยันสมมติฐานดังกล่าวข้างต้น และแมลงดูดเลือดชนิดอื่น ๆ ทั้งในฟารม์ปศุสัตว์โคเนื้อและโคนมใน
พื้นที่ต่าง ๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทยควรมเีป้าหมายในการน ามาศึกษาต่อในอนาคต รวมไปถึง
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การศึกษาในต าแหน่งยีนอื่น ๆ เพิ่มเติม เพือ่ช้ีแจงบทบาทและศักยภาพในการเป็นพาหะน าโรคของ
แมลงดูดเลือดเหล่าน้ีทีเ่กี่ยวข้องกบัวงจรชีวิตระหว่างโคกับเช้ือ Bartonella spp. และนอกจากเช้ือ 
Bartonella spp., Rickettsia spp. และ Acinetobacter spp. ที่ได้ท าการตรวจในงานวิจัยน้ีแล้ว 
ควรมีการทดลองตรวจเช้ือแบคทเีรียกอ่โรคชนิดอื่น ๆ เพิม่เติมในอนาคต เพื่อเป็นข้อมูลที่ส าคัญต่อ
ทางการแพทย์และทางการสัตวแพทย์ต่อไป และจากการท าวิจัยในครั้งนี้พบว่า มีข้อจ ากัดเกี่ยวกับการ
เก็บรวบรวมจ านวนตัวอย่างเหาโคจากพื้นที่ต่าง ๆ เป็นอย่างมาก เนือ่งจากการเกบ็ตัวอย่างเหาจากตัว
โคนั้นท าได้ค่อนข้างยากถ้าหากไม่ใช่เจ้าของโคหรือผู้เลี้ยงทีม่ีความใกล้ชิดเป็นประจ าจะไม่สามารถเข้า
ใกล้โคได้ เพราะโคอาจเกิดความกลัวและเครียดได้ จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องมีผูเ้ลี้ยงโคคอย
ควบคุมดูแลตลอดเวลาระหว่างการเก็บตัวอย่าง เพราะอาจจะเกิดอันตรายต่อผู้วิจัยที่ลงไปสัมผัสกับ
ตัวโคได้ และนอก จากนี้ยังสามารถเก็บตัวอย่างได้ค่อนข้างน้อยในบางพื้นทีท่ี่ท าการศึกษา เนื่องจาก
ในปัจจบุันเกษตรกรผูเ้ลี้ยงโคได้มีการหันมาใช้ยาฆ่าแมลงในฟาร์มโคค่อนข้างมาก เพื่อก าจัดเหาโค
และแมลงดูดเลือดชนิดอื่น ๆ ที่มาอาศัยบนตัวโค เพื่อท าให้โคที่เลี้ยงมีสุขภาพดีและถูกสุขอนามัย 
เพราะแมลงดูดเลือดเหล่าน้ีมักจะกัดและดูดกินเลือดโคท าให้โคมีอาการคัน เกิดแผลบริเวณผิวหนงั 
หรืออาจเป็นพาหะน าโรคต่าง ๆ มาสู่โคได้ ซึ่งจะสง่ผลเสียต่อธุรกิจเชิงพาณิชย์ระดบัประเทศของ
เกษตรกรผูเ้ลี้ยงโค รวมไปถงึความปลอดภัยของผูบ้รโิภคเนื้อและนมโคซึ่งอาจมีการปนเปื้อนของเช้ือ
โรคต่างๆได้อีกด้วย
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ภาคผนวก ก  
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อส าเรจ็รูป (Invisorb Spin Tissue Mini kit, เยอรมนี) 
Lysis buffer G 

Binding buffer A 

Proteinase K 

Wash buffer 

Elution buffer 

 

2. ชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรปู (Invisorb Spin Plasmid Mini Two, เยอรมน)ี 
Solution A 

Solution B 

Solution C 

Wash solution 

Elution buffer 

 

3. ชุดสารเคมีส าหรับเชื่อมดีเอ็นเอเปา้หมายเข้ากบัเวคเตอร์ (DNA ligation) 
2X Rapid ligation buffer  

pGEM- Teasy vector 

T4 DNA ligase 

 

4. ชุดสารเคมีส าหรับการท า PCR 
10X Taq buffer 

25mM MgCl2 

2.5mM dNTPs 

Taq DNA polymerase  
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5. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Luria-bertani (LB agar) ปริมาตร 1,000 ml 
Bacto-tryptone 10 g 

Yeast extracts   5 g 

1M NaCl  10 g 

Agar   15 g 

 

วิธีเตรียม ช่ังสารทัง้หมดและใส่ลงในขวดแก้วขนาด 1,000 ml ส าหรับเตรียมสาร (ยกเว้น Agar จะใส่

ทีหลงั) จากนั้นเตมิน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรใกล้เคียงตามที่ต้องการและท าการเขย่าใหส้ารละลายทั้งหมด 

เมื่อสารในขวดละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล้วน าไปวัดค่า pH ด้วยเครื่องวัด ปรับ pH ให้ได้ค่าเท่ากับ 7.0 

จากนั้นเตมิ Agar ที่ช่ังไว้ และเติมน้ ากลั่นจนได้ปรมิาตรครบ 1,000 ml แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยเครื่อง 

Auto clave ที่อุณหภูมิ 121C เมื่อนึง่เสรจ็ให้น ามาวางที่อุณหภูมหิ้องรอให้อุณหภูมลิดลงต่ ากว่า 

60C จากนั้นเติมยา ampicillin (ความเข้มข้น 100 mg/µl) ปริมาตร 1 ml ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลง

จานส าหรบัเพาะเลี้ยงเช้ือให้มีความหนาพอประมาณและท าด้วยเทคนิคปลอดเช้ือ เมื่อเทเสร็จวางที่

อุณหภูมิห้องจนอาหารแข็งตัวดี น าไปอบในตู้ incubator ทีอุ่ณหภูมิ 37C เพื่อใหผ้ิวหน้าอาหารแหง้

ดี จากนั้นพันจานอาหารเลี้ยงเช้ือด้วย Parafilm และเกบ็ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4C เพื่อรอน าไปใช้งาน 

  ส่วนการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ LB ชนิดเหลว (LB broth) สามารถเตรียมได้โดยใช้

ข้ันตอนเดียวกัน แต่ไม่ต้องเติม Agar และหลังจากน าไปนึ่งฆ่าเช้ือให้รออุณหภูมลิดลงแล้วน าเก็บที่

ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C ได้ทันที เมื่อจะน าไปใช้งานใหเ้ติมยา ampicillin ภายหลัง 

 

6. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย SOB ปริมาตร 100 ml 
0.5% Yeast extracts  0.5 g 

2% Bacto-tryptone  2   g 

1M NaCl   1,000 µl 

1M KCl    250   µl 

2M Mg2+ stock   1,000 µl 
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วิธีเตรียม ช่ังและตวงสารทั้งหมดลงในขวดแก้วปริมาตร 100 ml เติมน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตร 100 ml 

เขย่าให้สารละลายเป็นเนือ้เดียวกัน จากนั้นท าการปรบัค่า pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.0 และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยเครื่อง Auto clave จากนั้นเกบ็ที่ตูเ้ย็นอุณหภูมิ 4C 

7. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ SOC ปริมาตร 10 ml 
SOB  10 ml 

2M Glucose 100 µl 

 

วิธีเตรียม ตวงสารละลายทัง้หมด ลงในหลอดพลาสติกขนาด 15 ml และผสม 

ให้เป็นเนื้อเดียวกัน เก็บที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C 

 

8. การเตรียมสารละลาย NaCl ปริมาตร 20 ml 
1M NaCl 1.1688 g  

 

วิธีเตรียม ช่ังสารใส่ในหลอดพลาสติก ขนาด 50 ml และเตมิน้ ากลั่นทีผ่่านการ 

นึ่งฆ่าเช้ือแล้วให้ครบปริมาตร 20 ml เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นท าการกรองโดยใช้ 

Sterilized filter แล้วเกบ็ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C  

 

9. การเตรียมสารละลาย 1M KCl ปริมาตร 20 ml 
1M KCl  1.491 g 

 

วิธีเตรียม ช่ังสารใส่ในหลอดพลาสติก ขนาด 50 ml และเตมิน้ ากลั่นทีผ่่านการ 

นึ่งฆ่าเช้ือแล้วให้ครบปริมาตร 20 ml เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นท าการกรองโดยใช้ 

Sterilized filter แล้วเกบ็ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C  

 

10.  การเตรียมสารละลาย 2M Mg2+ stock ปริมาตร 20 ml 
Mg2+ = MgSO4 + MgCl2  

1M MgSO4 4.930 g 

1M MgCl2  4.066 g 
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วิธีเตรียม ช่ังสารใส่ในหลอดพลาสติก ขนาด 50 ml และเติมน้ ากลั่นทีผ่่านการนึง่ฆ่าเช้ือแล้วให้ครบ

ปริมาตร 20 ml เขย่าใหส้ารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นท าการกรองโดยใช้ Sterilized filter 

แล้วเก็บที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C  

 

11. การเตรียมสารละลาย 2M Glucose ปริมาตร 10 ml 
Glucose (D - glucose) 3.6 g 

 

วิธีเตรียม ช่ังกลูโคสใส่ในหลอดพลาสติก ขนาด 15 ml เติมน้ ากลั่นให้ครบ 

ปริมาตร 10 ml เขย่าให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน และกรองด้วย Sterilized filter แล้วเก็บที่ตู้เย็น

อุณหภูมิ 4C 

 

12. การเตรียมยา Ampicillin ความเข้มข้น 100 mg/µl  
Ampicillin 1 g 

 

วิธีเตรียม ท าการเตรียมภายในตู้ Fume Hood ปลอดเช้ือ โดยละลายยาในขวดด้วยน้ ากลั่นที่ผ่าน

การนึ่งฆ่าเช้ือแล้วโดยใช้เข็มฉีดยา เมื่อยาละลายดีแล้วให้เตมิน้ ากลั่นจนครบปริมาตร 10 ml แล้วผสม

ให้เข้ากันอีกครั้ง จากนั้นกรองด้วย Sterilized filter แล้วแบ่งใสห่ลอด microcentrifuge ห่อด้วยฟ

ลอยด์และเกบ็ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ -20C 

 

13. การเตรียมสารละลาย 10X TAE buffer ปริมาตร 1,000 ml 
  Tris base  48.4 g 

  EDTA   3.7 g 

  Glacial acetic acid 11.4 ml 

   

วิธีเตรียม ช่ังสาร Tris base และ EDTA ใส่ในขวดแก้ว ขนาด 1,000 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น จากนั้น

เติม Glacial acetic acid ท าภายในตู้ Fume Hood และปรับปรมิาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปรมิาตร 

1,000 ml น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยเครื่อง Auto clave และเกบ็ไว้ที่อุณหภูมิหอ้ง ก่อนน ามาใช้งานจะท า
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การเจือจางเป็น 1X TAE buffer โดยน าสารละลาย 10X TAE buffer ปรมิาตร 100 ml เจือจางใน

น้ ากลั่นปริมาตร 900 ml ในขวดแก้ว  

 

14. การเตรียมสารละลาย X-gal ความเข้มข้น 20 mg/ml 
  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside 0.2 g 

  Dimethylformamide (DMF)   10 ml 

   

วิธีเตรียม ช่ัง X-gal ใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 15 ml ละลายด้วย DMF ให้ครบปรมิาตร 10 ml 

และแบ่งใส่หลอด microcentrifuge ห่อด้วยฟลอยด์ แล้วเกบ็ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ -20C  

 

15. การเตรียมสารละลาย 1M IPTG  

  Isopropyl -D-1 thiogalactopyranoside 2.38 g 

   

วิธีเตรียม ช่ังสารใส่ในหลอดพลาสตกิ ขนาด 15 ml ละลายด้วยน้ ากลั่น ปรบัให้ได้ปริมาตร 10 ml 

จากนั้นกรองด้วย Sterilized filter แล้วแบ่งใสห่ลอด microcentrifuge ห่อด้วยฟลอยด์และเกบ็ที่

ตู้เย็นอุณหภูมิ -20C 

 

16. การเตรียมสารละลาย TB (Transformation Buffer) ปริมาตร 100 ml 
  10mM HEPES  0.2383 g 

  15mM CaCl2  0.1665 g 

  250mM KCl  1.8637 g 

  55mM MnCl2  1.0880 g 

 

วิธีเตรียม ช่ังสารทั้งหมดใส่ในขวดแก้ว ขนาด 100 ml (ยกเว้น MnCl2 จะเตมิทีหลัง) ละลายด้วยน้ า

กลั่นทีผ่่านการนึ่งฆ่าเช้ือแล้ว และน าไปปรบั pH ให้ได้ค่าเทา่กับ 6.7 แล้วจึงใส่ MnCl2 ที่ช่ังไว้ เติมน้ า

กลั่นให้ครบปริมาตร 100 ml จากนั้นท าการเขย่าใหส้ารละลายผสมกันดี และท าการกรองแบง่ใส่ใน

หลอดพลาสติก ขนาด 50 ml โดยใช้ Sterilized filter เก็บที่ตู้เย็นอุณหภูมิ 4C 
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17. การเตรียม Competent cell จากแบคทีเรีย E. coli 

  เช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 

  LB agar plate (ไม่ใส่ยา Ampicillin) 

  SOC 

  TB solution 

  Dimethyl sulfoxide (DMSO)  

วิธีเตรียม  

1. น าเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 มา streak บนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar ที่ไม่ใส่ยา 

Ampicillin เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยว ๆ บ่มในตู้ incubator ที่อณุหภูมิ 37C เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
2. ท าการเลี้ยงเซลล์ starter โดยเลือกโคโลนเีดี่ยว ๆ จ านวน 1 โคโลนี ใช้ไม้จิ้มฟันเข่ียเช้ือมาเลี้ยงใน 

SOC ปริมาตร 4 ml โดยเลี้ยงในหลอดขนาด 15 ml น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37C ในเครื่องเขย่า โดย
เขย่าด้วยความเร็ว 170 rpm เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

3. เตรียมขวดรปูชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 500 ml ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือแล้ว ท าการแบง่เซลล์ 

starter ปริมาตร 500 µl มาเลี้ยงใน SOC ปริมาตร 100 ml น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 17C ในเครื่อง
เขย่า โดยเขย่าด้วยความเร็ว 170 rpm เป็นเวลา 6-12 ช่ัวโมง คอยสังเกตความขุ่น หากอาหารเลี้ยง

เช้ือยังใสสามารถปรบัความเร็วในการเขย่าเป็น 180-200 rpm และปรบัอุณหภูมเิป็น 18-19C ได้ 
4. วัดค่า Optical Density (OD) ให้ได้ค่าประมาณ 0.4-0.6 ซึ่งจะใช้เวลาในการบม่ประมาณ 1-2 วัน 
5. เมื่อได้ค่า OD ที่ต้องการ ให้น าเซลล์มาเทแบ่งใส่หลอดพลาสติก ขนาด 50 ml จ านวน 2 หลอด แล้ว

น าไปปั่นตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4C ความเร็ว 4,000 rpm เป็นเวลา 8 นาที เมือ่ครบเวลาให้น า
ออกวางบนน้ าแข็งทันที จากนั้นเทอาหารเลี้ยงเช้ือทิง้ด้วยความเร็วเก็บตะกอนของเซลล์ไว้ 

6. เติมสารละลาย TB ปริมาตร 16 ml ลงในหลอดทีม่ีตะกอนเซลล์และผสมกันโดยใช้ปิเปตดูดข้ึนลงเบา 

ๆ อย่างรวดเร็วเพือ่ใหเ้ซลล์กระจายตัว จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนที่อุณหภูมิ 4C ความเร็ว 4,000 
rpm เป็นเวลา 8 นาที เมื่อครบเวลาให้เทสารละลายทิง้ 

7. เติมสารละลาย TB ปริมาตร 4 ml และผสมกันโดยใช้ปเิปตดูดข้ึนลงเบา ๆ อย่างรวดเร็วเพื่อให้เซลล์
กระจายตัว  

8. เติมสารละลาย DMSO ปรมิาตร 280 µl ใช้ปิเปตคนเบา ๆ แล้วแบ่งเซลล์ที่ได้ใส่หลอด 

microcentrifuge หลอดละ 200 µl เก็บรักษาที่ตู้เย็นอุณหภูมิ - 80C  
 

หมายเหต:ุ ข้ันตอนที่ 5 – 8 ต้องเตรียมบนน้ าแข็งตลอดเวลา ท าอย่างเบามือและรวดเร็ว 
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ภาคผนวก ข  
ข้อมูลตัวอย่างและผลการวิจัย 

 

ตารางที ่22 ข้อมูลตัวอย่างเหาโคและรหสัข้ึนทะเบียนยีน 18S rRNA ทั้งหมด 109 ตัวอย่าง 
Code Stage Organism Province Accession no. 

CL1 Adult Haematopinus quadripertusus Nakhon Ratchasima MK734185 

CL2 Adult Haematopinus quadripertusus Nakhon Ratchasima MK734186 

CL3 Adult Haematopinus quadripertusus Nakhon Ratchasima MK734187 

CR1 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734188 

CR2 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734189 

CR3 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734190 

CR4 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734191 

CR5 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734192 

CR6 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734193 

CR7 Adult  Haematopinus sp. Chiang Rai MK734194 

PS1-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734195 

PS1-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734196 

PS1-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734197 

PS1-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734198 

PS1-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734199 

PS1-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734200 

PS1-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734201 

PS1-8 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734202 

PS1-9 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734203 

PS1-10 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734204 

PS2-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734205 

PS2-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734206 

PS2-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734207 

PS2-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734208 

PS2-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734209 

PS2-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734210 

PS2-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734211 

PS2-8 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734212 

PS2-9 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734213 

PS2-10 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734214 

PS2-11 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734215 
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PS3-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734216 

PS3-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734217 

PS3-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734218 

PS3-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734219 

PS3-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734220 

PS3-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734221 

HE1-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734222 

HE1-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734223 

HE1-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734224 

HE2-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734225 

HE2-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734226 

HE2-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734227 

HE2-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734228 

HE2-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734229 

HE2-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734230 

HE2-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734231 

HE3-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734232 

HE3-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734233 

HE3-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734234 

HE4-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734235 

HE4-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734236 

HE4-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734237 

HE4-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734238 

HE4-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734239 

HE4-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734240 

HK1-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734241 

HK1-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734242 

HK1-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734243 

HK1-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734244 

HK1-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734245 

HK1-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734246 

HK1-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734247 

HK1-8 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734248 

HK1-9 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734249 

HK1-10 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734250 

HK1-11 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734251 

HK2-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734252 
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HK2-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734253 

HK2-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734254 

HK2-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734255 

HK2-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734256 

HK2-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734257 

HK2-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734258 

HK2-8 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734259 

HK2-9 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734260 

HK2-10 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734261 

HK2-11 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734262 

HK2-12 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734263 

HK2-13 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734264 

HK2-14 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734265 

HK3-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734266 

HK3-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734267 

HK3-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734268 

HK3-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734269 

HK3-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734270 

HK3-6 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734271 

HK3-7 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734272 

HK3-8 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734273 

HK3-9 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734274 

HK3-10 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734275 

HK3-11 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734276 

HK3-12 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734277 

HK4-1 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734278 

HK4-2 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734279 

HK4-3 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734280 

HK4-4 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734281 

HK4-5 Adult Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734282 

HEE1-1 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734283 

HEE1-2 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734284 

HEE1-3 Egg Haematopinus sp. Chiang Mai MK734285 

HEE1-4 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734286 

HEE1-5 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734287 

HEE1-6 Egg Haematopinus sp. Chiang Mai MK734288 

HKE4-1 Egg Haematopinus sp. Chiang Mai MK734289 
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HKE4-2 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734290 

HKE4-3 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734291 

HKE4-4 Egg Haematopinus quadripertusus Chiang Mai MK734292 

HKE4-5 Egg Haematopinus sp. Chiang Mai MK734293 

 

 

ตารางที ่23 ข้อมูลตัวอย่างที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. และรหัสข้ึนทะเบียนยีน gltA ทั้งหมด 
25 ตัวอย่าง 

 

 

Code Stage Host Organism Province Accession no. 

CL1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK748474 

CL2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK748475 

CL3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK748476 

CR3 Adult Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Rai MK748477 

CR5 Adult Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Rai MK748478 

PS1-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748479 

PS1-6 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748480 

PS2-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748481 

HE1-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748482 

HE2-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748483 

HE2-7 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748484 

HE3-3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748485 

HE4-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748486 

HE4-2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748487 

HE4-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748488 

HK1-6 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748489 

HK1-7 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748490 

HK1-8 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748491 

HK1-9 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748492 

HK4-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748493 

HK2-2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748494 

HK2-3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748495 

HEE1-1 Egg H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748496 

HEE1-5 Egg H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748497 

HKE4-1 Egg Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK748498 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 76 

ตารางที ่24 ข้อมูลตัวอย่างที่ตรวจพบเช้ือ Bartonella spp. และรหัสข้ึนทะเบียนยีน rpoB ทั้งหมด 
25 ตัวอย่าง 

 

 
 
 
 
 
 
 

Code Stage Host Organism Province Accession no. 

CL1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK762880 

CL2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK762881 

CL3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Nakhon Ratchasima MK762882 

CR3 Adult Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Rai MK762883 

CR5 Adult Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Rai MK762884 

PS1-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762885 

PS1-6 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762886 

PS2-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762887 

HE1-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762888 

HE2-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762889 

HE2-7 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762890 

HE3-3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762891 

HE4-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762892 

HE4-2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762893 

HE4-4 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762894 

HK1-6 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762895 

HK1-7 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762896 

HK1-8 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762897 

HK1-9 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762898 

HK4-1 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762899 

HK2-2 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762900 

HK2-3 Adult H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762901 

HEE1-1 Egg H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762902 

HEE1-5 Egg H. quadripertusus Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762903 

HKE4-1 Egg Haematopinus sp. Uncultured bartonella sp. Chiang Mai MK762904 
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ภาคผนวก ค  
ผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ 
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล น.ส. จุฬาลักษณ์ พรมรังษี 
วัน เดือน ปี เกิด 16 พฤษภาคม 2537 
สถานท่ีเกิด นครราชสีมา 
วุฒิการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา 
ท่ีอยู่ปัจจุบัน 205/32 หมู่ที ่9 ไอคอนโดงามวงศ์วาน 2 ตึก A ซอยดวงมณี ต.บางเขน อ.

เมือง จ.นนทบุร ี11000   
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