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 ก���@ก�����AB���AB�ก��C�&����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline ก�� Veronal 
buffer M@N���O�����D��B����P��C�ก���'�(�  )'B
�QAR(���A�����STก�M���  �U�����)�R�����%
��(��R%)�M��  )'BC�&��
(B���MA��� ��D �กD )R ��D ก�D�V( �U��
� 2,230 ��
(B��� ��ก����
�'�����A 
��������A ��D���A ������A ��D �ก��R� ��กก���@ก����
�� ก���'�(�)'BC�&����D��B 0.01% 
Magnesium sulfate saline �AR��R
��X
 88.1% R
���U����D 99.91% ��D R
���%ก�&(� 99.69% �AN
�D'��R
����VN(��N� 95% ��DC�&$�ก���'�(��AN�('R�&(�ก��C��D'��'A��ก)'B�AR�� Kappa 0.912 M@N�
����X'&
������D��B 0.01% Magnesium sulfate saline ������C�&�'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� 
)'B
�QAR(���A�����STก�M���X'&'A M@N���O������V(ก��@N�C�ก��C�&����D��B�U������'�(�)�R )'B
�QA
R(���A�����STก�M��� C�MA������
� ����&(��\�����ก�� ��(X� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
��������- : $�������%������%$�"��, ���	�����	����� !ก�"��� 
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 )�R�����%��(��R%)�M�� ��V(  Johne^s disease ��O�)�R��V_(������'��@N�	(����
��RA_B
�(V_(� ���� 
ก�D�V( )R ��D �กD �AN�A��������ก��V_( Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Mclntyre 
and Selman, 1981) ���
��AN��O�)�R�A_�D��'�(�ก���&(���
���O�R��_�R��
 ��V(��(��VN(� ��(��(�ก��
�&(���
��D������	@_��U�C�&���
�M%�$(� ��ก�D��N���B )'B�D��'�(�ก��(B����&���VN(���ก)�R�A_�A�DBD
Sdก��
��� ��_���� 6 �'V(� �@� 3 �e (Merkal and Richards, 1972) ��V(X����'�(�ก�� (Blood and 
Radostits, 1989) )�R�A_ก�(C�&�ก�'R
����AB��B�������Pก����((�����ก���ก����A_B����
�(B�����ก
��((����ก���ก�')�R��&���(�ก�����D$��X����' ��V( ����i����)��&�ก
�����
��ANX����O�)�R (Merkal, 
1984) �(ก��ก�A(�ก�������V_(�����&
�����BX����'�(�ก�� ���������������V_(X�B����
(VN�X'& �@�
�U���O��&(��Aก��R
�R���j(�ก����D�kj��D
��)�R�A_ ��VN(�'R
���%i��AB�������Pก��	(�$%&��Dก(�ก��
��D��D�������       
 ก��
����l�B)�R�A_�U�X'&)'B��
����(����('A��(��V_( M.avium subsp. paratuberculosis M@N��A
���B
�QA ���� Agar gel immunodiffusion test (AGID) (Shermann et al., 1984) 
Immunoelectrophoresis, Fluorescent antibody test (FAT), Complement fixation test (CFT)  
(Sockett et al., 1992) ��D 
�QA ELISA (Yokomizo et al., 1991) )'B
�QA�AN��O�����P��RV( CFT  (OIE, 
2004) M@N��A���กก��RV( ��VN(�(�������U��\�ก���B�ก���(����('A �ก�'��O� complex M@N��D�Aก��C�&  
complement C��D��ก���'�(� ��D�D�A��
����A_�\�ก���B� C�&�������(���z�X'&)'BC�&��z'��V('�'�
�กD�AN�R�V(�'&
B�(����('A��(��z'��V('C������{�AN����D����X� �&��\�ก���B���O��
ก �D������
�(���z�$��AN�ก�'	@_�X'&)'BX���Aก����ก	(���z'��V('�'��กD (no lysis) ����&��\�ก���B���O���กz�D�ก�'
ก����ก	(���z'��V('�'��กD (lysis)   
 C�ก���'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� )'B
�QAR(���A�����STก�M��� �������P�� OIE �&(�C�&
����D��B Veronal buffer C�ก�D�
�ก���'�(�)�R C�ก�����AB�����D��B'��ก���
�U���O��&(�C�&
����R�A X'&�ก� 5-5-diethylbarbituric acid ��D 5-5-diethylbarbiturate sodium �U�C�&�A�di��(B���
��กC�ก����N�MV_( ��VN(���ก����R�A��_� 2 ���'��_� ��O���������'��D�A��R���� �d�������A veronal 
buffer ���'�U���z��%��U�����B����A��R��������ก�� '����_��@��Aก���@ก��������D��B���'(VN��AN
������C�&�'�������D��B'��ก���
 X'&�ก� 0.01% Magnesium sulfate saline M@N�C�&�'�(�)�R
�����%��(��R%)�M��)'B
�QAR(���A�����STก�M����AN��D���iAN��}� (National Institute of Animal Health) 
(Dr.Yuichi Yokomizo, 	&(�%���
���
) ����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline ���������AB�
X'&���B)'BC�&����R�A��AB� 2 ���' RV( Sodium chloride ��D Magnesium sulfate heptahydrate 
��N�MV_(X'&���B��D�A��R��%ก (B���X�กz���ก���U�����D��B'��ก���
��C�&�'��� Veronal buffer �AN��O�
����D��B����P����_��U���O��&(��Aก���@ก�����AB���AB��@�R
��X
��DR
������BU� ��($�ก��
�'�(�)�Rก�(��AN�D�U�X�C�&C�ก������%��)�R C��&(��\�����ก�� 
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 MA��� )R ก�D�V( ��D ��D �กD ��ก����
�'�����A ��������A ��D���A ������A ��D �ก��R� M@N����
���'�(�)�R�AN��������	
�����
���������C��e �.�. 2550 �U��
� 2,230 ��
(B��� (������AN 1) �กz�
X
&�AN -20 (����M��MAB� 
 

����,�	1 1  ��
(B���MA�����ก����
�'���� �  
 

���'���
� ����
�' �U��
���
(B��� 
��D ������A 160 

 �����A 343 
 �ก��R� 524 
 ��D���A 120 
 ��������A 230 

�กD ������A 24 
 ��D���A 45 

)R �����A 331 
 ��D���A 357 

ก�D�V( �����A 96 
�
�  2,230 

 
(�����3�(���	���� 

- �(������ ��O��(�������U�����ก���'�(�)'B
�QAR(���A�����STก�M��� ���AB��ANก����(���%� 
��DMA���
��B� ��������	
�����
��������� ก��������
� �U�����C�&�'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� C�
�&(��\�����ก�� ��_� 8 ����	(���D��� (��B� ��D R{D, 2536) �A
�QAก��)'BB�(RV( ���D��V_( 
Mycobacterium paratuberculosis Teps strain (NIAH, Japan) ��(������A_B���V_( 1% Ogawa 
medium ��D Dorset medium ��ก��_��ก�''&
B Se�(� 90% ��D�U� supernatant �� dialysis 
��ก��_��U�C�&�	&�	&� )'BC�& Carboxy-methyl cellulose �� supernatant  �ก�Dก(�'&
B�(�ก(�(�� 
99% ��ก��_��U�X��d����D�&���Dก(� ��&
�U��Dก(�X�(���&���X'&�Dก(���&��A	�
 M@N�C�&��O�
�(������ )'B�D��B�(������'��ก���
C�&X'&�����{R
���	&�	&� 2 �����ก���/��������� �กz��AN(�{�
%�� 
-20 (����M��MAB�  
 - MA���R
�R���
ก ��O�MA����ANX'&��ก���
�M@N�C�&$��
ก)'B
�QA�Bก��V_( ��D
�QA���MA���
��B�  

- MA���R
�R����C�& Fetal bovine serum �Gibco�® (United States)    
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���'�AN 1 RV(����D��B Veronal buffer (Calcium-Magnesium Veronal buffer) �Biomerieux�® 

(France) 
���'�AN 2 RV(����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline �AN���AB�X'&)'BC�& Sodium  

chloride (NaCl) 8.5 ก��� ��D Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4 . 7H2O) 0.1 ก��� ��&

�����_U�ก��N�C�&X'& 1 ���� ��ก��_�����R�� pH C�&X'& 7.1 ± 0.1 
 

ก���#��� 
 �'�(���
(B���MA��� �U��
� 2,230 ��
(B��� ��D���AB���AB�$�ก���'�(���กก��C�&
����D��B 2 ���' RV( ����D��B Veronal buffer ��D����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline  
 

���	�#���  
 �'�(�MA��� )'B
�QAR(���A�����STก�M��� ���
�QAก��	(� NIAH (1998) )'BB�('���A_          
�U���
(B���MA�����DMA���R
�R��X� inactivate �AN(�{�
%�� 60 (����M��MAB� ��� 30 ���A ��&
��V(���MA��� 
��O� 1:5 ��������D��B 25 X�)R����� ��C�X�)R�������_�������� B �@����� H ��ก��_�����MA����'�(��AN��V(
�����O� 1: 5 ��C����� A ���� B ��D ���� G �U� two fold serial  dilution ���N���_���������AN B ���@������AN F 
)'B'%'����D��B��ก���� F ��_�X� 25 X�)R����� ��D �U� two fold serial dilution ��O� anti-complementary 
control ��ก���� G �@� ���� H )'B'%'��ก���� H ��_�X� 25 X�)R����� ��DMA���R
�R��กz'U�����ก��
�����'AB
ก��ก��MA����'�(� �����(������������� 25 X�)R����� ��_�������� A ���@����� F ��&
����
����D��BC����� G ��D H �U�X����C��%&�Bz�(�{�
%�� 4 (����M��MAB� (B����&(B 2 ��N
)�� ��ก��_����� 
complement 50 X�)R����� ��ก���� �U�X�)R�����X��	B����VN(C�&����D��B$���	&�ก�� �U�X��กz�C��%&�Bz�
R&��RV� ��D���AB� hemolytic system ก�(��U�ก���'�(���(X�)'B�U� hemolysin 1 ��
� $��ก�� ��z'��V('
�'��กD 2.5% 1 ��
� ��D�กz�C��%&�Bz� C�
����(���U�X�)R�����X����C��%&(�(�{�
%�� 37 (����M��MAB� 
��� 1 ��N
)�� �U� hemolytic system �� sensitize C�(����_U�R
�R��(�{�
%�� 37 (����M��MAB� ��� 10 ���A 
��&
���� hemolytic system 50 X�)R����� ��ก���� �	B��C�&�	&�ก�� �U�X����C��%&(�(�{�
%�� 37 (���
�M��MAB� ��� 1 ��N
)�� �D�
�����_��U�X�)R��������	B����ก 10 ���A ��R�� 1 ��N
)�� �U�X��กz�C��%&�Bz� 
(B����&(B 2 ��N
)�� ��ก��_��@�(���$� 

®  commercial reagents 

)'BC�&RD����D'��	(�ก���ก�'�\�ก���B� '���A_ 
 4  RV(  �\�ก���B��AN��z'��V('�'����
�ก���ANก&����� ��D'&�����AR
��C���'��� 100% 
 3  RV(  �\�ก���B��AN��z'��V('�'����
�ก���ANก&����� ��D'&�����AR
��C���'��� 75% 
 2  RV(  �\�ก���B��AN��z'��V('�'����
�ก���ANก&����� ��D'&�����AR
��C���'��� 50% 
 1  RV(  �\�ก���B��AN��z'��V('�'����
�ก���ANก&����� ��D'&�����AR
��C���'��� 25% 
 0  RV(  ��z'��V('�'���ก(B������%�{� 
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ก��(��4� 

 RD��� 0-2 �AN�D'��R
����V(��� 1:5 �V(��O��� (Negative) 
 RD��� 3-4 �AN�D'��R
����V(��� 1:5 �V(��O�����B (Suspicious) 
 RD��� 4 �AN�D'��R
����V(��� 1:10 �V(��O��
ก (Positive) 
 

ก�����������4� 

 ���AB���AB�$�ก���'�(���กก��C�&����D��B Veronal buffer ��D 0.01% Magnesium 
sulfate saline ��VN(��R
��������Q�	(�ก���'�(� )'BRU��
{��R��R
��X
 R
���U����D ��D
R
���%ก�&(� �AN�D'��R
����VN(��N� 95% �ANC�&R�� Kappa C���
� 0.61-1.00 (Dawson and Trapp, 
2004) )'BC�&)���ก�� Win Episcope 2.0 
 

4� 
 

 ก���'�(�)'B
�QAR(���A�����STก�M��� �U�����)�R�����%��(��R%)�M�� )'BC�& ����D��B 
Veronal buffer ��D 0.01% Magnesium sulfate saline  C���
(B���MA��� ��D �กD )R ��D ก�D�V( 
��ก����
�'�����A ��������A ��D���A ������A ��D �ก��R� �AN������'�(�)�R�AN��������	
�����
�
��������C��e �.�. 2550 �U��
� 2,230 ��
(B��� ��
����
(B���MA����ANC�&$��
ก��กก���'�(�)�R)'B
C�&����D��B Veronal buffer ��D 0.01% Magnesium sulfate saline �U��
� 37 ��
(B��� C�&$��
ก
)'BC�&����D��B Veronal buffer ���C�&$�����VN(C�&����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline 
�U��
� 5 ��
(B��� C�&$���)'BC�&����D��B Veronal buffer ���C�&$��
ก��VN(C�&����D��B 0.01% 
Magnesium sulfate saline �U��
� 2 ��
(B��� ��DC�&$�����กก���'�(�)�R)'BC�&����D��B��_� 2 
���' �U��
� 2,186 ��
(B��� (������AN 2) ��VN(�U�X�RU��
{R����������)'BC�&)���ก�� Win Episcope 
2.0 ��
���AR��R
��X
 88.1% R
���U����D 99.91% R
���%ก�&(�X'& 99.69% R��R
���('R�&(�ก��
	(��(�
�QA (Kappa) 0.912 �AN(B%�C���
� 0.81-0.92 M@N���O���
��A�AR
���('R�&(�ก��'A��ก �AN�D'��
R
����VN(��N� 95% M@N���'�C�&��z�
��ก��C�&����D��BC�ก���'�(���_� 2 ���' C�&$�ก���'�(��ANX���A
R
����ก����ก��(B����A��B�U�R�i��������  
 

����,�	1 2  R
��C�&X'&C�ก���'�(�)�R�����%��(��R%)�M��)'B
�QAR(���A�����STก�M��� )'BC�&
����D��B Veronal buffer ��D 0.01% Magnesium sulfate saline   
 

  Veronal buffer 
   + - 

�
� 

+ 37 2 39 
0.01% Magnesium sulfate saline 

- 5 2,186 2,191 

�
�   42 2,188 2,230 
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ก��C�&����D��B Veronal buffer �U������'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� )'B
�QAR(���A�����
STก�M��� C��&(��\�����ก���A	&(�U�ก�' ��VN(���ก��O�����D��B�AN��Dก(�'&
B����R�A�����
�AN��O���
� 
$��C�B���� ��O�����&(��&��X����������'MV_(X'& X'&�ก� 5-5-diethylbarbituric acid ��D 5-5-
diethylbarbiturate sodium �U�C�&ก�����AB�����D��BC�&�(��U�X'&B�ก ��
� Veronal buffer �U���z��%�
�AN�A�U�����BC���D���X�B�d������ �AR
���D'
กC�ก��C�&��� ��AB������_U�ก��N� 1,000 ��������� กz
�������U�X�C�&C�ก���'�(�X'&��&
 ����A��R��%���ก �@���O�	&(�U�ก�'�U������&(��\�����ก���AN�A�� 
��D��{�&(B �U���������D��B 0.01% Magnesium sulfate saline ��O�����D��B�AN���AB���ก
����R�A�AN��X'&���B ��D��R��%ก��ก RV( Sodium chloride ��D Magnesium sulfate heptahydrate 
��D�Aก��C�&C��&(��\�����ก��������� �@������{��U���C�&�'���)'B�U�ก���'�(�R
��C�&X'&���AB� 
��AB�ก�� veronal buffer �ANC�&��O�����D��B����P�� (OIE, 2004) 

��ก$�ก���'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� )'B
�QAR(���A�����STก�M��� ��
��ก������D��B 
veronal buffer C�&$��
ก 42 ��
(B��� ���ก��C�&����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline C�&
$��
ก��AB� 39 ��
(B��� �AN(����O�$���VN(���ก veronal buffer �A��
�$��	(� 5-5-diethylbarbituric 
acid ��D 5-5-diethylbarbiturate sodium �AN��O���
�U�C�&�ก�'�\�ก���B����%�{���D��'��� �U�C�&(���
$�ก���'�(�X'&���B ��D �%ก�&(���ก	@_� (B���X�กz���R
��D�Aก���@ก�����N�������กก
���A_ ��VN(C�&
�ก�'R
����N�C�C�ก����V(กC�&����D��B�AN����D�� ��DC�&$�ก���'�(��AN�%ก�&(���ก�AN��' 

C�ก���@ก��ก��C�&����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline ���AB���AB�ก��ก��C�&
����D��B Veronal buffer C�ก���'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� )'B
�QAR(���A�����STก�M��� ��ก
��
(B���MA������
� 2,230 ��
(B��� ��
���AR
��X
 R
���U����D ��DR
���%ก�&(� 88.1%, 99.91% 
��D 99.69% ����U�'�� ��D�AN�D'��R
����VN(��N� 95% C�&R�� Kappa 0.912 M@N�����A_R
���('R�&(�ก��
	(���_� 2 
�QA C���
��ANB(����X'& C��D'�� 0.81-0.92 ��O��D'���AN�('R�&(�ก��'A��ก ��'�C�&��z�
��ก��
C�&����D��B 0.01% Magnesium sulfate saline C�ก���'�(�)�R�����%��(��R%)�M�� '&
B
�QAR(�
��A�����STก�M��� C�&$�ก���'�(��AN�('R�&(�ก��ก��C�&����D��B Veronal buffer M@N���O�����D��B
�U������'�(�)�R�������P�� OIE (2004) '����_���กก���@ก��R��_��A_��
��������C�&����D��B 
0.01% Magnesium sulfate saline C�ก���'�(�)'B
�QAR(���A�����STก�M��� �U�����)�R�����%��(��
R%)�M��X'& �@���O������V(ก��@N�	(��&(��\�����ก�� ���$�C�&��O�ก����D�B�'����D��{�$��'�� ��D
�'ก���U��	&�����D��B��ก������D���              
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Abstract 
 

 Comparative study of veronal buffer and 0.01% magnesium sulfate saline for 
paratuberculosis diagnosis using complement fixation test (CFT) was performed in 2,230 sera 
samples from goats, sheep, cattle, and buffaloes. The samples were collected from Lop Buri, 
Sing Buri, Saraburi, Nonthaburi and Sakon Nakhon provinces. For the routine diagnosis, 
veronal buffer was used as standard diluent for CFT. The results showed that there was 
88.09% sensitivity, 99.91% specificity and 99.69% accuracy at 95% confidence intervals 
(K=0.912). It was concluded that 0.01% magnesium sulfate saline can be used complement 
fixation test for paratuberculosis.     
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