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มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ 
การชนัสูตรโรควัณโรคในโคและกระบือ 

1. บทนํา 

 วัณโรคในโคและกระบือมีสาเหตุหลักเกิดจากการติดเชื้อ มัยโคแบคทีเรียม โบวิส (Mycobacterium 
bovis) ลักษณะรอยโรคที่พบบอยคือ มีลักษณะเฉพาะเปนเม็ดตุมเล็กๆ เรียก ทูเบอรเคิล (tubercle) สวน
ใหญพบเปนโรคแบบเรื้อรัง แตอาจพบลักษณะเฉียบพลันมีอาการรุนแรงไดบาง สามารถพบรอยโรคไดใน
อวัยวะทั่วไป แตพบมากที่ตอมน้ําเหลือง (บริเวณสวนหัวและคอ) ปอด ลําไส ตับ และชองอก โดยทั่วไปการ
ทดสอบโรคในสัตวมีชีวิตนิยมใชวิธีการทดสอบโรคทางผิวหนัง   เพราะโรคนี้ทําใหสัตวเกิดปฏิกิริยาภูมิแพ
ได โดยการฉีดแอนติเจน เชน โบไวนทูเบอคูลิน (bovine tuberculin) เขาหนังและอานผลการทดสอบหลัง
ฉีด 3 วัน (72 ช่ัวโมง) วิธีนี้เปนวิธีมาตรฐานสากลที่นิยมใชในการรับรองการตรวจโรควัณโรคเมื่อมีการซื้อ
หรือขายสัตว การทดสอบดังกลาวเปนหนึ่งในหลายๆ วิธีที่อาศัยหลักการตอบสนองของรางกายสัตวที่เรียก 
วา ดีเลย ไฮเปอรเซนซิติวิตี (delayed hypersensitivity) เปนภูมิไวเกินที่เกิดขึ้นแบบเนิ่นชา  คือเกิดขึ้น
ภายใน 24 ถึง 48 ช่ัวโมงหลังแอนติเจนเขาสูรางกาย หรือหากแบงตามแบบของ Coombs and Gell 
(1975) จะจัดอยูในปฏิกิริยาภูมิไวเกินชนิดที่ส่ี (type IV reaction) ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่เกิดจากลิมโฟไซต
กลุมทีเซลล (T cells) ที่ถูกกระตุนโดยเฉพาะ (specifically sensitized T cell lymphocyte) กับแอนติเจน 
และมีการหลั่งสารที่เรียกรวมๆ กันวา ลิมโฟไคน (lymphokines) และพบวาในบริเวณที่ฉีดแอนติเจนเขาไป
จะมีการอักเสบและการเขามารวมตัวกัน (infiltration) ของเซลลเม็ดเลือดขาวที่มีนิวเคลียสเดี่ยว 
(mononuclear leucocyte) 

กลไกที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางผิวหนังหลังฉีดแอนติเจน เชน สารพีพีดี (tuberculin 
purified protein derivative, PPD) เขาหนังในสัตวที่มีภูมิไวเกินชนิดที่ส่ีนั้น จะพบวาในระยะแรกๆ 
แอนติเจนจะกระจายออกไปอยางรวดเร็ว และใน 5 ช่ัวโมงตอมาจะเหลืออยูเพียง 10–20% ของแอนติเจน
ที่ฉีด เนื่องจากถูกเก็บกักโดยแมคโครฟาจ (macrophage) ระยะนี้จะมีการอักเสบเล็กนอยเกิดขึ้น ไมมี
ความแตกตางกันระหวางสัตวปกติกับสัตวที่มีภูมิไวเกิน ในระยะตอมาจะมีการบวมแดงและมีลักษณะแข็ง 
(erythema and induration) เกิดขึ้น ซึ่งเกิดมากที่สุดในระยะเวลา 24–48 ช่ัวโมงภายหลังฉีด และเซลลที่
แทรกซึมนั้น สวนใหญเปนลิมโฟไซตและแมคโครฟาจ ที่เปนเชนนี้เพราะในระยะที่มีการอักเสบนอยๆ นั้น 
ทีเซลลที่ถูกกระตุน (sensitized T cell) ซึ่งมาทางกระแสเลือดไดมาพบกับแอนติเจนและทําปฏิกิริยากัน 
เกิดมีการหลั่งสารพวกลิมโฟไคนออกมา การหลั่งสารซึ่งยับยั้งการเคลื่อนที่ของแมคโครฟาจ (macrophage 
migration inhibitory factor, MIF) ทําใหแมคโครฟาจไมเคลื่อนหางออกไปจากบริเวณที่ฉีดแอนติเจน แต 
MIF ไมมีผลตอเม็ดเลือดขาวชนิดหลายนิวเคลียส (polymorphonuclear leukocyte, PMN) ทําให 
PMN ที่เขามาในบริเวณนั้นสามารถเคลื่อนออกไปได นอกจากนั้น สารกระตุนผิวหนัง (skin reactive 



มกอช. 10001-2547 

 

2

 factor, SRF) ที่หลั่งออกมา จะทําใหมีการอักเสบเฉพาะที่และมีการซึมผาน (permeability) หลอดเลือด
ไดสูงข้ึน 

2. การชันสูตร 

 วิธีการทดสอบโรคทางผิวหนัง ถือเปนวิธีชันสูตรมาตรฐานในการชันสูตรโรควัณโรคในโคและ
กระบือที่มีชีวิต เดิมใช heat-concentrated synthetic medium (HCSM) เปนสารในการทดสอบ แต
ปจจุบันนิยมใช PPD เนื่องจากมีความจําเพาะ (specificity) มากกวา มีการใชอยางแพรหลายและหลาย
บริษัทผลิตจําหนาย การทดสอบโรคนั้นอาจใช bovine tuberculin เพียงชนิดเดียว (single intradermal 
test) หรือใชวิธีเปรียบเทียบ (intradermal comparative test) โดยมีการใชเอเวียนทูเบอรคูลิน (avian 
tuberculin) และ bovine tuberculin ในการทดสอบ สําหรับตําแหนงที่ทดสอบโดยทั่วไปนิยมใชบริเวณ
กลางแผงคอ (mid-neck) แตสามารถใชบริเวณโคนหาง (caudal fold of the tail) ก็ได แมวาที่แผงคอจะ
มีความไวตอการทดสอบ (sensitive) แตสามารถเพิ่มความไวของการทดสอบที่โคนหางไดโดยการเพิ่ม
ปริมาณสารทดสอบ 

2.1  อุปกรณและสารทดสอบ 

1) Tuberculin PPD (bovine) : เปนสารละลายปลอดเชื้อของสารสกัดโปรตีนของเชื้อ 
Mycobacterium bovis (strain AN5) ที่เจริญบนอาหารสังเคราะหและผานการกรองหลังขบวนการฆาเช้ือ
ดวยวิธีผานความรอน มีหนวยความเขมขนเปน มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  (Weybridge reference standard) 

2) กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (Tuberculin syringe) : กระบอกฉีดยาที่ใชตองมีความแข็งแรง
เพียงพอตอการใชงาน สามารถผานการฆาเช้ือดวยวิธีการตม มีปริมาตรที่มีการสอบเทียบอยางนอยในชวง 
0.1 มิลลิลิตร 

3) เข็ม : ขนาดของเข็มที่ใชมีความสําคัญมาก ตองไมกวางหรือยาวเกินไปซึ่งจะสงผลใหปริมาณ
สารที่ฉีดไมถูกตองหรือสูญเสียไป โดยทั่วไปนิยมใชเบอร 26 (เสนผานศูนยกลาง 0.45 มิลลิเมตร) มี
ความยาว 3 ถึง 4 มิลลิเมตร 

4) เครื่องมือวัดความหนาของผวิหนัง (Callipers) 

5) อุปกรณที่ใชทดสอบโรคตองสะอาดปราศจากเชื้อกอนนําไปใชทุกครั้ง และตองปลอด
จากสารเคมีหรือสารฆาเช้ือ (antiseptic) ใดๆ เนื่องจากอาจมีผลตอสารทดสอบหรือผลการทดสอบได 

6)  ควรเก็บรักษาสารทดสอบในที่ไมใหถูกแสง มีอุณหภูม ิ2 ถึง 8 องศาเซลเซียส หามแชแข็ง 

2.2  วิธีการทดสอบ 

การทดสอบโรคทางผิวหนัง ใชวิธีตอไปนี้อยางใดอยางหนึ่ง  
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2.2.1 ทดสอบโดยใชแอนติเจนชนิดเดียว (single intradermal test)  

โดยการฉีดสารทดสอบขนาด 0.1 มิลลิลิตร (2,000 international unit) เขาหนังบริเวณโคนหาง 
และไมควรฉีดเขารางกายสัตวเกิน 0.2 มิลลิลิตร ทั้งนี้เนื่องจากความสะดวกในการปฏิบัติงานและ
ผลทดสอบเปนที่ยอมรับในระดับสากล กอนทําการทดสอบบริเวณที่ฉีดจะตองสะอาด (ไมควรใชสารเคมี
หรือยาฆาเชื้อใดๆ) หลังฉีดควรมีการตรวจสอบวามีการฉีดเขาตําแหนงที่ถูกตองหรือไม โดยการสังเกต
หรือคลําตําแหนงที่ฉีด พบตุมใสเล็กๆ หรือไม ในบางกรณีอาจตองทําการวัดความหนาของผิวหนังกอนทํา
การฉีดดวยเครื่องวัดความหนาของผิวหนัง 

2.2.2 ทดสอบโดยใชแอนติเจนมากกวา 1 ชนิด (intradermal comparative test)   

ขนาดของสารทดสอบที่ใชตองไมนอยกวา 2,000 IU ของ bovine tuberculin และ avian 
tuberculin โดยตําแหนงที่ฉีดสารทดสอบทั้งสองชนิดควรมีระยะหางกัน 12 ถึง 15 เซนติเมตร บนบริเวณ
แผงคอดานเดียวกัน ตองมีการทําเครื่องหมายระบุตําแหนงและบันทึกความหนาของผิวหนังกอนการ
ทดสอบ เพ่ือใชเปรียบเทียบในการอานผล ในสัตวขนาดเล็กหรือลูกสัตวอาจฉีดบริเวณกึ่งกลางสวนที่สาม
ของแผงคออยางละขางก็ได 

3. การอานผล 

3.1 อานผลหลังฉีดสารทดสอบ 72 ช่ัวโมง ใหอานผลการทดสอบวาเปนบวก เมื่อพบมีการบวมตรง
บริเวณที่ฉีด ลักษณะการบวมที่พบจะแตกตางกันไปในแตละราย อาจมีลักษณะแนน กลม ยกขอบนูน 
บางครั้งอาจนิ่มและกระจายออก พบลักษณะเนื้อตายเฉพาะที่ การบวมน้ํา การอักเสบ ฯลฯ เกณฑการตัดสิน
ใหวัดจากขนาดของเม็ดตุมผิวหนัง มีดังนี้ 

ความหนาของผิวหนังที่เพิ่มขึ้น เกณฑตัดสิน 
นอยกวา 2 มิลลิเมตร ใหผลลบ     (negative) 
ระหวาง 2 – 5 มิลลิเมตร ใหผลสงสัย  (inconclusive) 
ตั้งแต 5 มิลลิเมตร ข้ึนไป ใหผลบวก    (reactor) 

3.2 ใหดูการเปลี่ยนแปลงหรืออักเสบของบริเวณที่ฉีดประกอบการพิจารณาดวย อยางไรก็ตามในฝูงที่มี
ประวัติพบสัตวปวยเปนวัณโรค เมื่อพบมีการบวมที่สามารถเห็นหรือสัมผัสไดควรอานเปนผลบวกตอการ
ทดสอบ 

3.3 การทดสอบซ้ํา ใหดําเนินวิธีการทดสอบเชนเดียวกับที่กลาวมา โดยใหทิ้งชวงหางอยางนอย 60 วัน  
นับจากวันที่ทําการฉีดทดสอบครั้งลาสุด 
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4. ขอกําหนดในการปฏิบัติงานทดสอบโรค 

4.1 ควรศึกษาข้ันตอนรายละเอยีดใหเขาใจอยางถองแทกอนลงมือปฏิบัต ิ

4.2 ปฏิบัติหนาทีด่วยความซื่อสัตยและรับผดิชอบตองาน 

4.3 ผูที่ทําการทดสอบตองอานผลดวยตนเอง 

4.4 ไมควรมีการใชสารเคมีหรือยาฆาเช้ือใดๆ ในการทดสอบโรค 

4.5 หากมีการเก็บตัวอยางเลือด ควรเก็บตัวอยางกอนทดสอบโรค 

4.6 กรณีเก็บตัวอยางเลือดที่โคนหางพรอมกับการทดสอบโรคที่โคนหาง ผูปฏิบัติตองเพ่ิมความระมัดระวัง
ในการหยุดเลือดใหมีประสิทธิภาพสูงสุด เพ่ือปองกันการบวมจากการเก็บตัวอยางเลือดอันสงผลถึงการอานผล
การทดสอบโรค 

4.7 ในกรณีที่ตองการทดสอบโรคซ้ํา ตองทิ้งชวงหางอยางนอย 60 วัน 

4.8 ควรมีการจดบนัทึกขอมูลประวัติฟารมและโคที่ครบถวนและตอเนื่อง 

4.9 หากการทดสอบมีการฉีดหลายครั้งในระหวางการทดสอบ ตองระวังมิใหน้ํายาทดสอบเขาสูรางกาย
รวมแลว ปริมาตรไมเกิน 0.2 มิลลิลิตร 

4.10 ในระหวางปฏิบัติงานหากถูกเข็มทิ่มแทง ใหรีบรีดเลือดออกใหมากที่สุด แลวทําความสะอาด
บริเวณแผลเพื่อปองกันการเกิดเนื้อตายและการติดเชื้อ 




