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Abstract

	 Background: Hemorrhagic septicemia (HS) is a fatal infection in cattle and buffalo caused by  

Pasteurella multocida (P. multocida). Traditional diagnostic methods, such as indirect haemagglutination 

(IHA) and agar-gel immunodiffusion (AGID), are complex, time-consuming, and involve experimental  

animals for antiserum production. Currently, laboratories have applied the PCR method, which is more 

accurate and reliable, to replace the traditional method. This study aimed to use PCR to identify the 

capsular serogroups, LPS serotypes, and virulence genes of P. multocida and to analyze the distribution 

of virulence-associated genes in HS.

	 Methods: A total of 102 strains of P. multocida, isolated from samples related to hemorrhagic 

septicemia in cattle and buffaloes in Thailand from 1989 to 2024, were cultured and confirmed using 

biochemical tests. The serogroups (A, B, D, E, and F) and serotypes (L1-8) were identified using multiplex 

PCR. Additionally, the analysis of 23 virulence-associated genes (ptfA, fimA, hsf-1, hsf-2, pfhA, tadD, toxA, 

exbB, exbD, tonB, hgbA, hgbB, fur, nanB, nanH, pmHAS, sodA, sodC, tbpA, ompA, ompH, oma87 and 

plpB) was performed using PCR, followed by statistical analysis for correlation and comparison.

	 Results: A total of 102 P. multocida strains were isolated from 83 buffaloes and 19 cattle, all of 

which were classified into serogroup B and serotype L2. Virulence gene distribution revealed four distinct 

patterns among the 23 genes examined. Pattern A, (17 genes, 95.09%), was the most frequent, followed 

by Pattern B (16 genes, 2.94%), Pattern C (18 genes, 0.98%), and Pattern D (21 genes, 0.98%). Significant 

differences were found in hsf-1, tadD, tbpA, hgbB, and pmHAS genes (p < 0.05).

	 Conclusion: The PCR technique can effectively detect Pasteurella multocida in Thai cattle and 

buffalo. All strains identified belonged to serogroup B and serotype L2. Furthermore, each strain  

preserved 16 virulence factor genes, with five genes (hsf-1, tadD, tbpA, hgbB, and pmHAS) exhibiting 

differential distribution patterns. Additionally, the virulence factor gene distribution in the vaccine strains 

closely resembled that of the prevalent local strains, suggesting that these vaccine strains may possess 

potential for disease prevention.
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การประยุุกต์์ใช้้ Polymerase chain reaction เพื่่�อตรวจหาซีีโรกรุ๊๊�ป ซีีโรไทป์์ และยีีนควบคุุม
ปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อ Pasteurella multocida ที่่�เพาะแยกได้้จากโคและกระบืือ

ที่่�เป็็นโรคเฮโมรายิิกเซปทิิซีีเมีียในประเทศไทย

ธรรมรััฐ สุุจิิต*  อภััสรา วรราช

บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคเฮโมรายิิกเซปทิิซีีเมีีย (Hemorrhagic septicemia; HS) หรืือโรคคอบวม เป็็นโรคติิดเชื้้�อใน

กระแสเลืือดเฉีียบพลัันที่่�ร้้ายแรงถึึงชีีวิิตในโคและกระบืือ เกิิดจากเชื้้�อ Pasteurella multocida (P. multocida).  

การตรวจวินิิจฉััยด้วยเทคนิิคดั้้�งเดิิม ในการจำแนกซีีโรกรุ๊๊�ป ใช้้วิิธีี indirect haemagglutination (IHA) และตรวจแยก  

lipopolysaccharide (LPS) serotype โดยวิิธีี agar-gel immunodiffusion (AGID) ที่่�มีีขั้้�นตอนยุ่่�งยาก ซัับซ้้อน ใช้้เวลา

นานและมีีการใช้้สััตว์์ทดลองในการผลิิตแอนติิซีีรััม ปััจจุบัันห้้องปฏิิบััติิการมีีการประยุุกต์์ใช้้ วิิธีี PCR ที่่�มีีความถููกต้้อง 

แม่่นยำ มาทดแทนวิิธีีการดั้้�งเดิิม ดัังนั้้�นการศึึกษาครั้้�งนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อตรวจหา capsular serogroup, LPS serotype 

และ virulence-associated genes ของเชื้้�อ P. multocida ด้้วยวิิธีี PCR และเพื่่�อวิิเคราะห์์รููปแบบการกระจายของยีีนที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับปััจจััยความรุุนแรงของโรค HS 

	วิ ิธีีการ: นำเชื้้�อ P. multocida ที่่�เพาะแยกได้้จากตััวอย่่างส่่งตรวจโรค HS ในโคและกระบืือในประเทศไทย ระหว่่าง

ปี 2532-2567 จำนวน 102 สายพัันธุ์์� มาเพาะเชื้้�อและตรวจยืืนยัันเชื้้�อด้้วยการทดสอบทางชีีวเคมีี  ทำการตรวจหาซีีโรกรุ๊๊�ป 

(A, B, D, E, และ F) และตรวจหาซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ (L 1-8) ด้้วยวิิธีี multiplex PCR และตรวจหายีีนควบคุุมปััจจััยความ

รุุนแรงของเชื้้�อ 23 ยีีน (ptfA, fimA, hsf-1, hsf-2, pfhA, tadD, toxA, exbB, exbD, tonB, hgbA, hgbB, Fur, nanB, 

nanH, pmHAS, sodA, sodC, tbpA, ompA, ompH, oma87 และ plpB) ด้้วยวิิธีี PCR แล้้ววิิเคราะห์์และเปรีียบเทีียบ

ความสััมพัันธ์์ด้้วยวิิธีีทางสถิิติิ

	 ผล: เชื้้�อ P. multocida จำนวน 102 สายพัันธุ์์� จากกระบืือ 83 สายพัันธุ์์� และโค 19 สายพัันธุ์์� ทุุกสายพัันธุ์์�จััดอยู่่�ใน

ซีีโรกรุ๊๊�ป B และซีีโรไทป์์ L2  และพบการกระจายตััวของยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อ 4 รููปแบบจาก 23 ยีีน ยีีนรููป

แบบ A พบมากที่่�สุุดคืือ 17 ยีีน (95.09%) รููปแบบ B ตรวจพบ 16 ยีีน (2.94%) รููปแบบ C ตรวจพบ 18 ยีีน (0.98%) และ

รููปแบบ D ตรวจพบ 21 ยีีน (0.98%) โดยพบว่่าสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อวััคซีีนมีียีีนรููปแบบ A ซึ่่�งการกระจายตััวของยีีนควบคุุม

ปััจจััยความรุุนแรงในแต่่ละรููปแบบพบความแตกต่่างกัันของยีีน hsf-1, tadD, tbpA, hgbB และ pmHAS อย่่างมีีนััยสำคััญ 

(p <0.05)  

	 สรุุป: สามารถใช้้วิิธีี PCR มาตรวจเชื้้�อ P. multocida ในโคและกระบืือไทยพบเป็็นซีีโรกรุ๊๊�ป B ซีีโรไทป์์ L2 ทั้้�งหมด 

โดยเชื้้�อทั้้�งหมดมีีการอนุุรัักษ์์ยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อ 16 ยีีน และมีีการกระจายแปรผััน 5 ยีีน (hsf-1, tadD, 

tbpA, hgbB และ pmHAS)  และพบว่่าเชื้้�อสายพัันธุ์์�ที่่�ผลิิตวััคซีีน มีีรููปแบบการกระจายตััวของยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรง

ของเชื้้�อใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อที่่�ระบาดในพื้้�นที่่� ซึ่่�งอาจแสดงให้้เห็็นถึึงความสามารถในการป้้องกัันโรค

คำสำคััญ: Pasteurella multocida, ซีีโรกรุ๊๊�ป, ซีีโรไทป์์, ยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรง, PCR, โคและกระบืือ
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บทนำ

	 โรคเฮโมรายิิกเซปทิิซีี เมีีย (Hemorrhagic  

septicemia; HS) หรืือโรคคอบวม เป็็นโรคติิดเชื้้�อใน

กระแสเลืือดเฉีียบพลัันที่่�ร้้ายแรงถึึงชีีวิิตในโคและกระบืือ 

เกิิดจากเชื้้�อแบคทีีเรีีย Pasteurella multocida  

(P. multocida) เป็็นโรคสััตว์์ที่่�อยู่่�ในรายชื่่�อขององค์์การ

สุุขภาพสััตว์์ระหว่่างประเทศ (World Organisation for 

Animal Health: WOAH) และเป็็นโรคในพระราชบััญญััติิ

โรคระบาดสััตว์ ์พ.ศ. 2558 เมื่่�อสัตัว์ต์ิดิเชื้้�อจะส่่งผลให้้สัตัว์์

ตายภายใน 8-24 ชั่่�วโมงหรืืออาจนานถึึง 3-5 วััน กระบืือ

มีีความไวต่่อเชื้้�อมากกว่่าในโค และแสดงอาการป่่วยที่่�

รุุนแรงกว่่าโดยพบอาการบวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิ เวณ 

ขากรรไกร คอ และหน้้าอก ซึ่่�งเป็็นลัักษณะเด่่นของโรค  

ในกรณีีที่่�ติิดเชื้้�อเฉีียบพลัันสััตว์์อาจเสีียชีีวิิตกะทัันหััน 

โดยไม่่มีีอาการทางคลิินิิก จากข้้อมููลขององค์์การอาหาร

และเกษตรแห่่งสหประชาชาติิ (Food and Agriculture 

Organization) โรคนี้้�มีีอััตราการตายที่่�ค่่อนข้้างสููง

ประมาณ 60% และในประเทศไทยพบรายงานอััตราการ

ป่่วยตายจากกรณีีการระบาดของโรคในกระบืือพื้้�นที่่�ภาค

ตะวัันออกเฉีียงเหนืือ จัังหวััดอุุดรธานีี กาฬสิินธุ์์� และ

มหาสารคาม ปีี 2535 เท่่ากัับ 60.62% (สมใจ และคณะ, 

2535) จัังหวััดนครพนม ปีี 2558 เท่่ากัับ 57.1% (หฤทััย 

และชนิินทร์, 2561) และจากข้้อมููลรายงานการระบาด

ของโรคในจัังหวััดนครพนมและมหาสารคามพบอััตราการ

ตายสูงูในสัตัว์อ์ายุนุ้อ้ย (หฤทัยั และชนินิทร์,์ 2561; อัญัชลีี 

และอรพรรณ, 2565) ซึ่่�งสร้างความเสีียหายร้ายแรงต่่อ

เกษตรกรและมีีความสำคััญทางเศรษฐกิิจเป็็นอย่่างมาก 

นอกจากนี้้�เชื้้�อ P. multocida ยัังก่่อให้้เกิิดการติิดเชื้้�อใน

ม นุุ ษ ย์์  แ ม้้ จ ะ ไ ม่่มี  ร า ย ง า น ยืื น ยัั น เ กี่่� ย ว กัั บ ก า ร 

ติดิเชื้้�อในมนุุษย์์ด้ว้ย P. multocida ซีโีรไทป์ B:2 และ E:2 

แต่่ซีโรไทป์อื่่�น ๆ ก็็สามารถทำให้้เกิิดการติิดเชื้้�อในมนุุษย์์

ได้้ ดัังนั้้�นจึึงควรระมััดระวัังเพื่่�อหลีีกเลี่่�ยงการสััมผััสเชื้้�อ 

และมีีมาตรการป้้องกัันที่่�เหมาะสมเพื่่�อรัับมืือกัับกรณีีที่่�

สงสััยว่่าเป็็นโรค HS (WOAH, 2024)

	 เชื้้�อ P. multocida เป็็นแบคทีีเรีียแกรมลบที่่�ไม่่

เคลื่่�อนที่่� สามารถก่่อให้้เกิิดโรคได้้หลากหลายในสััตว์์และ

มนุุษย์์ (Peng et al., 2019; Calderón Bernal et al., 

2023; WOAH, 2024) โดยทั่่�วไปแบ่่งได้้เป็็น 5 ซีีโรกรุ๊๊�ป

ตามแอนติิเจนแคปซููล ได้้แก่่ A, B, D, E และ F แต่่ละ 

สายพันธุ์์�จะเกี่่�ยวข้้องกัับโฮสต์เฉพาะ แม้้ว่่าจะไม่่ได้้จำกััด

อยู่่�เพีียงโฮสต์เหล่่านั้้�นเท่่านั้้�น (Ewers et al., 2006; 

Harper et al., 2006) โดยซีีโรกรุ๊๊�ป A สััมพัันธ์์กัับสััตว์์ปีีก 

ซีโีรกรุ๊๊�ป B สัมัพันัธ์ใ์นโคกระบืือ ซีโีรกรุ๊๊�ป D สัมัพันัธ์์กับัสุกุร 

และแบ่่งออกเป็็น 1-16 ซีีโรไทป์ (Townsend et al., 

2001; Khamesipour et al., 2014; Harper et al., 

2015) เชื้้�อ P. multocida ที่่�เป็็นสาเหตุุการเกิิดโรค HS 

เกิิดจากสายพันัธุ์์� B:2 (สายพันัธุ์์�เอเชียี) หรือื E:2 (สายพันัธุ์์�

แอฟริิกา) มีีอาการทางคลิินิิกที่่�สำคััญคืือ มีีไข้้ หายใจ

ลำบาก มีีน้้ำมููกไหล น้้ำลายเป็็นฟองซึ่่�งอาจนำไปสู่่�การ 

ล้้มนอนของสััตว์์ และเสีียชีวิิตในที่่�สุุด ซึ่่�งในประเทศไทย

พบเฉพาะสายพัันธุ์์� B: 2 และ B:2, 5 ส่่วนการติิดเชื้้�อ 

ซีีโรไทป์์ A:1 และ A:3 มัักเกี่่�ยวข้้องกัับปอดบวมและทำให้้

เสีียชีีวิิต ซึ่่�งมีีการศึึกษาในสเปนพบการตรวจพบเชื้้�อ  

P. multocida ในโคสุุขภาพดีีและโคที่่�ป่่วยด้้วย Bovine 

Respiratory Disease (BRD) ส่่วนใหญ่่เป็็นสายพัันธุ์์�  

A: L3 (Calderón Bernal et al., 2023)

	 เชื้้�อ P. multocida มีปัีัจจัยัความรุนุแรง (virulence 

factors: VFs) ที่่�ทำให้้เกิิดโรค ได้้แก่่ adherence  

proteins, toxin, iron-intake related proteins, sialic 

acid kinase, hyaluronic acid, superoxide  

dismutase และ outer membrane proteins ซึ่่�งการ

แสดงออกของปััจจัยความรุุนแรงนี้้�จะถููกควบคุุมด้้วย  

ยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อ ( virulence- 

associated genes) ซึ่่�งจะส่่งผลเอื้้�อต่่อการบุุกรุุกและ 

ตั้้� งรกรากของเชื้้�อ P. multocida  ในเซลล์์โฮสต์์  

โดยขัดขวางการตอบสนองทางภููมิิคุ้้�มกัันของโฮสต์  

การทำลายเนื้้�อเยื่่�อของโฮสต์์ รวมถึึงการกระตุ้้�นการ 

ตอบสนองต่่อการอัักเสบของโฮสต์ที่่�เป็็นพิิษ และยััง

สามารถกระตุ้้�นการแสดงออกของยีีนอื่่�น ๆ และส่่งเสริม

การพััฒนาของโรค (Khamesipour et al., 2014;  

Aski-Shirzad and Tabatabaei, 2016) 
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	 การตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อ P. multocida ในปััจจุุบัันมีี

เทคนิิคและวิิธีีในการตรวจยืนยัันเชื้้�อโดยการจำแนก 

ซีีโรกรุ๊๊�ป และซีีโรไทป์์ ทั้้�งจากเทคนิิคดั้้�งเดิิม โดยใช้้วิิธีี  

indirect haemagglutination (IHA) และตรวจแยก  

lipopolysaccharide (LPS) serotype โดยวิิธีี agar-gel 

immunodiffusion (AGID)  (WOAH, 2024) และเทคนิิค

ทางอณููชีวีโมเลกุลุที่่�ถููกพััฒนาขึ้้�นมาทดแทนเทคนิิคดั้้�งเดิิม 

ในการจำแนกซีีโรกรุ๊๊�ป ส่่วนเทคนิิคอณููชีีวโมเลกุลมีีผู้้�

พััฒนาเทคนิิค PCR มาใช้้ในการยืืนยัันเชื้้�อ P. multocida 

ทั้้� ง ในส่่วนการยืืนยัันเชื้้� อ  และการยืืนยัันซีี โรกรุ๊๊�ป 

(Townsend et al., 1998; Townsend et al., 2001) 

และการพััฒนา multiplex PCR ในการตรวจยืนยััน 

ซีีโรไทป์์ (Harper et al., 2015) เพื่่�อใช้้ทดแทนวิิธีี IHA 

และ AGID ที่่�ต้้องใช้้แอนติิซีีรััมที่่�จำเพาะต่่อซีีโรกรุ๊๊�ปหรืือ 

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อในการทดสอบ โดยต้องใช้้สััตว์์ทดลองใน

การผลิิตแอนติิซีีรััม มีีขั้้�นตอนการเตรีียมที่่�ยุ่่�งยาก และ 

แอนติิซีีรััมของเชื้้�อที่่�เตรีียมได้้อาจเกิิดการบวกข้้ามกลุ่่�ม 

(cross reaction) ได้้ รวมทั้้�งการประยุุกต์์ใช้ ้PCR ตรวจหา

ปััจจััยความรุุนแรงของโรคทดแทนวิิธีีการฉีีดเชื้้�อที่่�แยกได้้

จากสััตว์์ป่่วยในสััตว์์ทดลอง ซึ่่�งวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยแบบ

ดั้้�งเดิิมล้้วนมีีขั้้�นตอนที่่�ซัับซ้้อน ใช้้เวลาในการทดสอบ

หลายวััน และผู้้�ปฏิิบััติิการทดสอบต้้องมีีประสบการณ์์ใน

การอ่่านและแปลผลการทดสอบ ดัังนั้้�นในการศึึกษานี้้� 

จึึงได้้รวบรวมเชื้้�อ P. multocida ที่่�แยกได้้จากตััวอย่่าง

โคกระบืือที่่�ส่่งตรวจวิินิิจฉััยที่่�สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ 

ระหว่่างปีี พ.ศ. 2532-2567 มาเพาะแยก และทดสอบ

ยืืนยัันเชื้้�อ จำแนกซีีโรกรุ๊๊�ป ซีีโรไทป์ และตรวจหายีีน

ควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อโดยใช้้วิิธีี PCR ที่่�ให้ ้

ผลตรวจรวดเร็็ว ถููกต้้องและแม่่นยำ เพื่่�อลดข้้อจำกััดของ

วิิธีีดั้้�งเดิิมและพััฒนาศัักยภาพของห้้องปฏิิบััติิการสำหรัับ

การตรวจวิินิิจฉััยโรคสััตว์์

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

เชื้้�อแบคทีีเรีีย 

	 เชื้้�อ P. multocida ที่่�เพาะแยกได้้จากตััวอย่่าง

อวััยวะภายในโคกระบืือที่่�เป็็นโรค HS ในประเทศไทย 

ตั้้�งแต่่ปี 2532-2567 จำนวน 102 สายพันธุ์์� จากโค 19 

สายพัันธุ์์� และกระบืือ 83 สายพัันธุ์์� เก็็บรัักษาไว้้ที่่� -80  ºC 

ในห้อ้งปฏิบัิัติกิารแบคทีีเรียีและเชื้้�อรา สถาบันัสุขุภาพสััตว์์

แห่่งชาติิ นำเชื้้�อมาเพาะบน blood agar (Oxoid,  

Germany) บ่่มที่่� 37 ºC 24 ชั่่�วโมง ตรวจยืืนยัันเชื้้�อด้้วย

การทดสอบทางชีีวเคมีี (Markey et al., 2013) (catalase 

test, oxidase test และ oxidation-fermentation; 

O-F test) โดยมีีเชื้้�ออ้้างอิิง P. multocida ซีีโรกรุ๊๊�ป A, B, 

D, E และ F ที่่�ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จาก National  

Institute of Animal Health, Japan สำหรัับเป็็นตััว

ควบคุุมบวก  

วิิธีี Polymerase chain reaction (PCR)

	 การเตรียม DNA template  ดัดัแปลงจากวิิธีขีอง 

Queipo-Ortuño et al. (2008) โดยนำเชื้้�อ P. multocida 

เพาะบน blood agar (Oxoid, Germany) บ่่มที่่� 37 ºC 

24 ชั่่�วโมง ละลายเชื้้�อ 3-5 โคโลนีี ในน้้ำกลั่่�น 1 มิิลลิิลิิตร 

นำไปปั่่�นที่่� 12,000 รอบต่่อนาทีี 5 นาทีี ทิ้้�งส่่วนน้้ำใส  

แล้้วละลายตะกอนด้้วยน้้ำกลั่่�น 0.1 มิิลลิิลิิตร นำไปต้้มใน

น้้ำเดืือด 10 นาทีี แล้้วแช่่ในน้้ำเย็็นทัันทีี จากนั้้�นปั่่�นที่่� 

12,000 rpm 5 นาทีี เก็็บส่่วนใสที่่�เป็็น DNA template 

ไว้้ที่่� -20 ºC เพื่่�อรอการทดสอบต่่อไป        

การตรวจหา capsular serogroup ของเชื้้�อ  

P. multocida ด้้วยวิิธีี multiplex PCR 

	 ตรวจยืืนยัันเชื้้�อ P. multocida และตรวจหา cps 

genes ที่่�จำแนกซีีโรกรุ๊๊�ปออกเป็็น A, B, D, E และ F 

ดััดแปลงจากวิิธีีของ Townsend et al. (2001) โดยใช้้ 

primer 6 คู่่�สำหรัับตรวจหา serogroup-specific โดยใช้้ 

capsular typing (ตารางที่่�1)  มีีขั้้�นตอนดัังนี้้� ใส่่ DNA 2 

ไมโครลิิตร ลงในหลอด multiplex PCR master mix 

(QIAGEN, Germany) 10 ไมโครลิิตร ที่่�มีี 0.2 µM  

primer mix 6 คู่่�รวมกััน แล้้วเติิมน้้ำกลั่่�นให้้ได้้ 20 

ไมโครลิิตร โดยมีี DNA ของเชื้้�ออ้้างอิิงตััวควบคุุมบวกและ

น้้ำกลั่่�นเป็็นตััวควบคุุมลบ จากนั้้�นนำไปเข้้าเครื่่�องเพิ่่�ม

ปริิมาณสารพัันธุุกรรม (BIO-RAD, USA)  ตั้้�งค่่าโปรแกรม

ดัังนี้้� initial activation 95 ºC 15 นาทีี ต่่อด้้วย  

denaturation 94 ºC 30 วิินาทีี annealing 55 ºC  

30 วิินาทีี และ extension 72 ºC 30 วิินาทีี ทั้้�งหมด  
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35 รอบ final extension 72 ºC 10 นาทีี จากนั้้�น

วิิเคราะห์์ PCR product ใน 2 % agarose gel ด้้วย  

electrophoresis (MyRun, Japan) วิิเคราะห์์ผลจาก

แถบของ PCR product 

การตรวจหา LPS serotype ของเชื้้�อ P. multocida 

ด้้วยวิิธีี multiplex PCR 

	 ตรวจหา LPS serotype: L 1-8 ดััดแปลงจากวิิธีี

ของ Harper et al. (2015) ขั้้�นตอนเช่่นเดีียวกัับการ 

ตรวจหา capsular serogroup โดยใช้้ primer mix 8 คู่่� 

สำหรัับ LPS serotype (ตารางที่่�1) ตั้้�งโปรแกรมเครื่่�อง

เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม (BIO-RAD, USA) ดัังนี้้� initial 

activation 95 ºC 15 นาทีี ต่่อด้้วย denature 94 ºC  

30 วิินาทีี annealing 52 ºC 30 วิินาทีี และ extension 

72 ºC 2.30 นาทีี ทั้้�งหมด 35 รอบ final extension  

72 ºC 10 นาทีี จากนั้้�นวิิเคราะห์์ PCR product ใน 2 % 

agarose gel ด้้วย electrophoresis (MyRun, Japan) 

วิิเคราะห์์ผลจากแถบของ PCR product

การตรวจหา virulence-associated genes ด้้วยวิธิี ีPCR 

	ดั ดัแปลงจากวิธิีขีอง Khamesipour et al. (2014) 

โดยใช้้ primer สำหรัับ virulence genes 23 คู่่�แยกกััน  

มีีขั้้�นตอนดัังนี้้� ใส่่ DNA template 2.0 ไมโครลิิตร ลงใน 

PCR tube 0.2 มิลิลิลิติร ที่่�มี ีPCR master mix (QIAGEN, 

Germany) 18.0 ไมโครลิิตร ซึ่่�งประกอบด้้วย PCR  

buffer, 1.5 mM MgCl
2
 pH 8.7, HotStar Taq DNA 

polymerase, 0.25 mM deoxyribonucleotide  

triphosphate (dNTP), น้้ำกลั่่�น และ Primers mix  

(F และ R) 0.4 µmol (ตารางที่่�1) โดยมีี DNA ของเชื้้�อ

อ้้างอิิงตััวควบคุุมบวกและน้้ำกลั่่�นเป็็นตััวควบคุุมลบ  

จากนั้้�นนำไปเข้้าเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม  

(BIO-RAD, USA) โดยเริ่่�ม Initial activation ที่่� 95 ºC  

15 นาที ีแล้ว้ตั้้�งโปรแกรม denaturation ที่่� 94 ºC 1 นาทีี 

annealing temperature ของ primer แต่่ละคู่่�ดััง 

ตารางที่่� 1 extension ที่่� 72 ºC 1 นาทีี ทั้้�งหมดรวม 35 

รอบ ต่่อด้้วย final extension ที่่� 72 ºC 10 นาทีี จากนั้้�น

วิิเคราะห์์ PCR product ใน 1.5% agarose gel ด้้วย 

electrophoresis (MyRun, Japan) วิิเคราะห์์ผลจาก

แถบของ PCR product

การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ 

	วิ ิเคราะห์์ความสััมพัันธ์์ของข้้อมููล capsular  

serogroup, LPS serotype และ virulence-associated 

genes ด้ว้ยสถิติิเิชิงิพรรณนา และสถิติเิชิงิอนุมุาน ทดสอบ

ความแตกต่่างของยีีนควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงที่่� 

แตกต่่างกัันระหว่่างสายพันธุ์์�และใช้้สถิติิ Fisher’s  

Exact Test ในการทดสอบความแตกต่่างที่่�ระดับันัยัสำคัญั 

p <0.05 โดยใช้้โปรแกรม R version 4.4.2 สำหรัับ  

Windows (R Core Team, 2024)

ตารางที่่� 1  Primer sequences, annealing temperature และขนาดของ PCR products

Putative function Target gene Primer sequence (5’->3’) Annealing temp. (°C) Product length (bp)

Capsular Typing

AII KMT1 F: ATCCGCTATTTACCCAGTGG 
R: GCTGTAAACGAACTCGCCAC

55 460

A hyaD-hyaC F: TGCCAAAATCGCAGTCAG 
R: TTGCCATCATTGTCAGTG

55 1,044

B bcbD F: CATTTATCCAAGCTCCACC 
R: GCCCGAGAGTTTCAATCC

55 760

D dcbF F: TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC 
R: CATCTACCCACTCAACCATATCAG

55 657

E ecbJ F: TCCGCAGAAAATTATTGACTC 
R: GCTTGCTGCTTGATTTTGTC

55 511

F fcbD F: AATCGGAGAACGCAGAAATCAG 
R: TTCCGCCGTCAATTACTCTG

55 851
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ตารางที่่� 1  Primer sequences, annealing temperature และขนาดของ PCR products (ต่่อ)

Putative function Target gene Primer sequence (5’->3’) Annealing temp. (°C) Product length (bp)

LPS typing

L1 pcgD 
pcgB

F: ACATTCCAGATAATACACCCG  
R: ATTGGAGCACCTAGTAACCC

52 1,307

L2 nctA F: CTTAAAGTAACACTCGCTATTGC  
R: TTTGATTTCCCTTGGGATAGC

52 810

L3 gatF F: TGCAGGCGAGAGTTGATAAACCATC  
R: CAAAGATTGGTTCCAAATCTGAATGGA

52 474

L4 latB F: TTTCCATAGATTAGCAATGCCG  
R: CTTTATTTGGTCTTTATATATACC

52 550

L5 rmlA 
rmlC

F: AGATTGCATGGCGAAATGGC  
R: CAATCCTCGTAAGACCCCC

52 1,175

L6 nctB F: TCTTTATAATTATACTCTCCCAAGG  
R: AATGAAGGTTTAAAAGAGATAGCTGGAG 

52 668

L7 ppgB F: CCTATATTTATATCTCCTCCCC  
R: CTAATATATAAACCATCCAACGC

52 931

L8 natG F: GAGAGTTACAAAAATGATCGGC  
R: TCCTGGTTCATATATAGGTAGG

52 255

virulence-associated genes

Adhesins ptfA F: TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC 
R: TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCT GCTGG

55 488

fimA F: CCATCGGATCTAAACGACCTA 
R: AGTATTAGTTCCTGCGGGTG

55 866

hsf-1 F: TTGAGTCGGCTGTAGAGTTCG 
R: ACTCTTTAGCAGTGGGGACAACCTC

54 654

hsf-2 F: ACCGCAACCATGCTCTTAC 
R: TGACTGACATCGGCGGTAC

54 433

pfhA F: TTCAGAGGGATCAATCTTCG 
R: AACTCCAGT TGGTTTGTCG

55 286

tadD F: TCTACCCATTCTCAGCAAGGC 
R: ATCATTTCGGGCATTCACC

55 416

Toxins toxA F: CTTAGATGAGCGACAAGG 
R: GAATGCCACACCTCTATAG

55 864

Iron Acquisition exbB F: TTGGCTTGTGATTGAACGC 
R: TGCAGGAATGGCGACTAA A

55 283

exbD F: CGTTCTGATTACAGCCTCTT 
R: AACGAAATCTTGGAAACTGG

55 247

tonB F: CGACGGTGAAACCTGAGCCA 
R: CCGAGCGATAAGCATTGACT

55 261

hgbA F: TCAACGGCAGATAATCAGGG 
R: GCGGGAATGCTGAAGATAAG

55 267

hgbB F: ACCGCGTTGGAATTATGATTG 
R: CATTGAGTACGGCTTGACAT

55 788

Fur F: GTTTACCGTGTATTAGACCA 
R: CATTACTACATTTGCCATAC

55 244

Sialidases nanB nanB F: CATTGCACCTAACACCTCT 
R: GGACACTGATTGCCCTGAA

55 555

nanH F: GTGGGAACGGGAATTGTGA 
R: ACATGCCAAGTTTGCCCTA

55 287

Hyaluronidase pmHAS F: TCAATGTTTGCGATAGTCCGTTAG 
R: TGGCGAATGATCGGTGATAGA

54 430
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ตารางที่่� 1  Primer sequences, annealing temperature และขนาดของ PCR products (ต่่อ)

Putative function Target gene Primer sequence (5’->3’) Annealing temp. (°C) Product length (bp)

Protectins ompA F: CGCATAGCACTCAAGTTTCTCC 
R: CATAAACAGATTGACCGAAACG 

55 201

ompH F: CGCGTATGAAGGTTTAGGT 
R: TTTAGATTGTGCGTAGTCAAC  

55 438

oma87 F: GGCAGCGAGCAACAGATAACG 
R: TGTTCGTCAAATGTCGGGTGA

55 838

plpB F: TTTGGTGGTGCGTATGTCTTCT 
R: AGTCACTTTAGATTGTGCGTAG 

55 282

Superoxide Dismutase tbpA F: TTGGTTGGAAACGGTAAAGC 
R: TAACGTGTACGGAAAAGCCC

54 728

sodA F: TACCAGAATTAGGCTACGC 
R: GAAACGGGTTGCTGCCGCT

55 361

sodC F: AGTTAGTAGCGGGGTTGGCA 
R: TGGTGCTGGGTGATCATCATG

55 235

ผลและวิิจารณ์์

	 เชื้้�อ P. multocida จำนวน 102 สายพัันธุ์์�  

ทุุกสายพัันธุ์์�ยืืนยัันลัักษณะโคโลนีีของเชื้้�อบนอาหาร 

เลี้้�ยงเชื้้�อ blood agar พบเชื้้�อโคโลนีีขนาดเล็็ก กลม  

ขอบผิิวเรีียบ มัันวาว ไม่่เกิิดการสลายเม็็ดเลืือดแดง และ

ยืืนยัันด้้วยวิิธีีทางชีีวเคมีีเป็็นเชื้้�อ P. multocida จากนั้้�น

ยืืนยัันเชื้้�อด้้วยวิิธีี PCR และ multiplex-PCR เชื้้�อทั้้�ง 102 

สายพัันธุ์์� จััดอยู่่�ในซีีโรกรุ๊๊�ป B และซีีโรไทป์์ L2 (B:L2)  

ซึ่่� ง เป็็นสาเหตุุทำให้้ เกิิด HS ในโคและกระบืือใน

ประเทศไทย สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Worarach  

et al. (2014) ที่่�ทดสอบหา capsular typing (A, B และ D) 

ด้้วย IHA และ somatic serotyping (1-16) ด้้วย AGID 

จากเชื้้�อ P. multocida 87 สายพัันธุ์์� ซึ่่�งนำมาใช้้ในการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้� พบว่่าเป็็น B: 2 จำนวน 77 สายพันธุ์์� เป็็น  

B: 2,5 จำนวน 10 สายพันธุ์์�ซึ่่�ง L2 จากวิธิี ีmultiplex-PCR 

บ่่งชี้้�ว่่าเป็็น 2 หรืือ 2,5 ด้้วยวิธีี AGID (Harper et al., 

2015) จากการศึึกษาที่่�สอดคล้้องกัันนี้้�แสดงว่่าสามารถใช้้

วิิธีี PCR เป็็นทางเลืือกในการทดสอบเพื่่�อตรวจหาซีีโรกรุ๊๊�ป

และซีีโรไทป์์แทนวิิธีีการดั้้�งเดิิมเช่่น IHA และ AGID ได้้ 

ส่่วนเชื้้�ออีีก 15 สายพัันธุ์์�เป็็นเชื้้�อที่่�เพิ่่�งจะพบการระบาดใน

เขตภาคกลางหลัังจากปีี 2554 ที่่� Worarach et al. 

(2014) ได้้ศึึกษาไว้้ ซึ่่�งการระบาดของ HS ที่่�พบในแถบ

เอเชียี หรือืเอเชียีตะวันัออกเฉียีงใต้้มักัพบเป็น็เชื้้�อสายพันัธุ์์�

ซีีโรไทป์์ B (Almoheer et al., 2022) เช่่น บัังคลาเทศพบ

การยืืนยัันเชื้้�อ HS type B ในปีี 2559 (Ara et al., 2016) 

มาเลเซียีรายงานการระบาดของ HS ซีโีรไทป์ ์B ในปี ี2560 

(Khoo et al., 2020) อย่่างไรก็็ตามจากรายงานการ

ระบาดของโรคในโคกระบืือของประเทศแถบยุุโรป เช่่น 

การระบาดของโรคทางเดิินหายใจในโคเนื้้�อของสเปนช่่วงปีี 

2020-2022 เกิิดจากเชื้้�อ P. multocida ชนิิด capsular 

type A:L3 (Calderón Bernal et al., 2023)    

	 การตรวจหายีีนและวิิเคราะห์์การกระจายตัวของ

ยีีนควบคุุมปััจจัยความรุุนแรงของเชื้้�อทั้้�งหมด 23 ยีีน  

จากเชื้้�อ 102 สายพัันธุ์์� เนื่่�องจากโรค HS เป็็นโรคระบาด 

ความรุุนแรงของโรคจะขึ้้�นกัับเชื้้�อ P. multocida ที่่�มีี

ปััจจััยความรุุนแรงซึ่่�งจะแสดงออกโดยการควบคุุมของยีีน 

จากการศึึกษา พบความชุุกของยีีน 21 ยีีน (รููปที่่� 1) โดย

พบความชุุกที่่�มากที่่�สุุด 100% ในยีีน ptfA, fimA, hsf-2, 

pfhA, exbB, exbD, tonB, hgbA, Fur, nanH, ompA, 

ompH, oma87, plpB, sodA และ sodC ความชุุก 

97.06% ในยีีน tbpA ความชุุก 1.96% ในยีีน tadD และ

ความชุุกน้้อยที่่�สุุด 0.98% ในยีีน hsf-1, hgbB และ  

pmHAS จากข้้อมููลดัังกล่่าว พบความแตกต่่างของยีีน 

hsf-1, tadD, tbpA, hgbB และ pmHAS อย่่างมี ี

นััยสำคััญ (p <0.05) สามารถจััดกลุ่่�มรููปแบบการกระจาย

ยีีนออกเป็็น 4 รููปแบบ (ตารางที่่� 2) ยีีนรููปแบบ A  

ตรวจพบ 17 ยีีน ซึ่่�งพบมากที่่�สุุด (95.09%)  รููปแบบ B 

ตรวจพบ 16 ยีีน (2.94%) รููปแบบ C ตรวจพบ 18 ยีีน 

(0.98%) และรููปแบบ D ตรวจพบ 21 ยีีน (0.98%)  
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จากการศึึกษาครั้้�งนี้้�เชื้้�อส่่วนใหญ่่พบการกระจายเป็็น 

รููปแบบ A มากที่่�สุุด แสดงว่่าเชื้้�อ P. multocida ที่่�

รวบรวมไว้ต้ั้้�งแต่่ปี ี2532 จนถึงึปััจจุบันั มีกีารเปลี่่�ยนแปลง

ของรููปแบบยีีนที่่�ควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงน้้อยมาก  

ถึึงแม้้จะเป็็นเชื้้�อที่่�เพาะแยกได้้จากแหล่่งที่่�แตกต่่างกััน 

นอกจากนี้้�ยัังมีีรููปแบบที่่�ไม่่แตกต่่างจากเชื้้�อที่่�เพาะแยกได้้

จากประเทศลาว (2 สายพันัธุ์์�) และปากีสีถาน (3 สายพันัธุ์์�) 

ที่่�ห่่างไกลจากไทยพบว่่ามีีรููปแบบ A เช่่นเดีียวกััน  

(ตารางที่่� 2) จากข้้อมููลผลการศึึกษายัังพบว่่ามีีเชื้้�อ 1  

สายพันัธุ์์�ที่่�มีกีารกระจายยีนีในรูปูแบบ D ที่่�พบการอนุรุักัษ์์

ยีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อสููงถึึง 21 ยีีน 

ซึ่่�งเชื้้�อสายพันัธุ์์�นี้้�ตรวจพบเมื่่�อปี ี2548 อย่่างไรก็ต็ามควรมีี

การเฝ้้าระวังัไม่่ให้เ้ชื้้�อมีกีารแพร่่กระจายเนื่่�องจากอาจเป็น็

สาเหตุุทำให้้การเกิิดโรครุุนแรงมากกว่่าเดิิมและวััคซีีนอาจ

ไม่่สามารถป้้องกัันได้้ 

	จ ากการศึึกษานี้้�พบยีีนในกลุ่่�ม Adhesins ได้้แก่่ 

﻿ptfA, fimA, hsf-2 และ pfhA ในทุุกสายพัันธุ์์� (100%) 

การพบปััจจััย adhesins บนพื้้�นผิิวของเชื้้�อแบคทีีเรีียมััก

เกี่่�ยวข้้องกัับความรุุนแรงของโรค เนื่่�องจากโปรตีีนเหล่่านี้้�

มีีบทบาทสำคััญในการช่่วยให้้เชื้้�อสามารถบุุกรุุกเข้้าไป

อาศััยอยู่่� ในเซลล์โฮสต์ สอดคล้้องกัับการศึึกษาเชื้้�อ  

P. multocida ซีโีรกรุ๊๊�ป B ที่่�ก่่อโรค HS ในมาเลเซียีที่่�ตรวจ

พบยีีนเหล่่านี้้�ในทุุกสายพัันธุ์์�เช่่นกััน (Khoo et al., 2020) 

และมีีรายงานว่่าพบการติิดเชื้้�อ P. multocida ในโคมััก

พบยีีน fimA, hsf-2 และ ptfA (Ewers et al., 2006; 

Kline et al., 2009) ในส่่วนของ toxins ที่่�ตรวจวิิเคราะห์์

ไม่่พบยีนี toxA สอดคล้้องกัับการศึกึษาเชื้้�อ P. multocida 

ในโคอิินเดีียและเอเชีียใต้้ที่่�ทำให้้เกิิด HS ไม่่พบยีีน toxA 

แต่่มีียีีน tbpA (Verma et al., 2013; E-Kobon et al., 

2017) ยีีนที่่�ทำหน้้าที่่�ในการดููดซึึมธาตุุเหล็็ก (Iron  

Acquisition) พบยีีน exbB, exbD, tonB, hgbA และ Fur 

มากถึึง 99.02% โดยมีีเพีียง 1 สายพัันธุ์์�เท่่านั้้�นที่่�ตรวจพบ

ทุุกยีีนรวมถึึง hgbB ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อที่่�มีีการกระจายตััวของยีีน

ในรููปแบบ D อาจจะเกิิดจากเชื้้�อมีีการกลายพัันธุ์์�หรืือเป็็น

เชื้้�อที่่�มาจากแหล่่งอื่่�น สอดคล้้องกัับจากการศึึกษาของ 

Gharibi et al. (2017) ได้้ระบุุว่่ายีีน hgbB มัักพบได้้น้้อย

กว่่ายีีนอื่่�น ๆ ในกลุ่่�มเดีียวกััน

	 กลุ่่�มเอนไซม์์ sialidase ตรวจพบยีีน nanH  

ในทุุกสายพัันธุ์์� (100%) และไม่่พบยีีน nanB ในทุุก 

สายพันัธุ์์� ในส่่วนของ hyaluronidase ซึ่่�งมีคีวามสำคัญัต่่อ

การก่่อโรคของเชื้้�อและความรุุนแรงของโรค จากการที่่� 

hyaluronidase ทำหน้า้ที่่�เป็น็ตัวัช่่วยอำนวยความสะดวก

ในการแพร่่กระจายของพิิษผ่่านการย่่อยสลายส่่วน

ประกอบนอกเซลล์์ ทำให้้โรคมีีความรุุนแรงยิ่่�งขึ้้�นและแม้้

จะมีขี้อ้สรุปุจากการศึกึษาโรค HS ในโคที่่�พบว่่าการทำงาน

ของ hyaluronidase จะจำกััดอยู่่�เฉพาะในเชื้้�อซีีโรกรุ๊๊�ป B 

รููปที่่� 1 แสดงร้้อยละของ virulence-associated genes ของเชื้้�อ P. multocida 102 สายพัันธุ์์�

virulence-associated genes (VAGs)
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Virulence 
gene 

profile

Number 
(%)

capsular 
serogroup 

LPS sero-
type 

Adhesins Toxins Iron Acquisition
Sialidases 

nanB
Hyaluro 
nidase

Protectins
Superoxide 
Dismutase

pt
fA

fim
A

hs
f-

1

hs
f-

2

pf
hA

ta
dD

to
xA

ex
bB

ex
bD

to
nB

hg
bA

hg
bB Fu
r

na
nB

na
nH

pm
HA

S

om
pA

om
pH

om
a8

7

pl
pB

tb
pA

so
dA

so
dC

A 97 
(95.09%)

B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

B 3 (2.94%) B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + - + +

C 1 (0.98%) B L2 + + - + + + - + + + + - + - + - + + + + + + +

D 1 (0.98%) B L2 + + + + + + - + + + + + + - + + + + + + + + +

A Seed 
สทช.*

B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

A Laos* B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

A Laos* B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

A Pakistan* B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

A Pakistan* B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

A Pakistan* B L2 + + - + + - - + + + + - + - + - + + + + + + +

ตารางที่่� 2 รููปแบบการกระจายตัวของยีีนควบคุุมปััจจัยความรุุนแรง 23 ยีีนของสายพันธุ์์� P. multocida ที่่�ก่่อโรคเฮโมรายิิกเซปทิิซีีเมีียในโคกระบืือ  

ปีี พ.ศ. 2532-2567 จััดกลุ่่�มเป็็น 4 รููปแบบ ได้้แก่่ รููปแบบ A, B, C และ D สััญลัักษณ์์ “+” บ่่งชี้้�ว่่ามีียีีนอยู่่�ในสายพัันธุ์์� และ “-” บ่่งชี้้�ว่่าไม่่มีียีีนอยู่่�ใน 

สายพัันธุ์์�นั้้�น

* ตััวอย่่างเชื้้�อที่่�มีีการส่่งตรวจยืืนยัันซีีโรกรุ๊๊�ป และซีีโรไทป์์ ณ ห้้องปฏิิบััติิการแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ

(Harper et al., 2006) แต่่จากผลการศึึกษานี้้�กลัับพบยีีน 

pmHAS ในสายพันธุ์์�ที่่�มีกีารกระจายยีนในรููปแบบ D เพีียง 

1 สายพัันธุ์์�เท่่านั้้�น ส่่วนยีีนที่่�มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้าง

โปรตีนีเยื่่�อหุ้้�มชั้้�นนอก (protectins หรือื outer membrane 

protein) พบยีีน ompA, ompH, oma87 และ plpB  

ในทุุกสายพัันธุ์์�ที่่�ทำการศึึกษา  (100%) ซึ่่�งมีีความแตกต่่าง

จากการศึึกษาในมาเลเซีีย โดยเชื้้�อ P. multocida  

ซีีโรกรุ๊๊�ป B ที่่�ทำให้้เกิิดโรค HS ตรวจไม่่พบยีีน ompH 

(Khoo et al., 2020) 

	 กลุ่่�ม superoxide dismutase ซึ่่�งมีีบทบาทสำคััญ

ในการรัักษาสมดุุลของปฏิิกิิริิยารีีดอกซ์์ในเซลล์ และช่่วย

ป้้องกัันเซลล์์จากอัันตรายที่่�เกิิดจากการมีีเชื้้�อโรคอาศััยอยู่่�

ภายในเซลล์์นั้้�น พบยีีน sodA และ sodC ในทุุกสายพัันธุ์์�

ของการศึึกษา (100%) ซึ่่�งยีีนนี้้�มีีส่่วนช่่วยให้้แบคทีีเรีียอยู่่�

รอดในระหว่่างการติิดเชื้้�อ และช่่วยให้้เชื้้�อก่่อโรคต่่อต้้าน

ปฏิิกิิริิยาการตอบสนองจากเซลล์์ภููมิิคุ้้�มกัันของโฮสต์์ เช่่น 

แมคโครฟาจและเซลล์์โพลีีมอร์์โฟนิิวเคลีียร์์ (Lynch and 

Kuramitsu, 2000) สอดคล้้องกัับที่่�มีีการตรวจพบยีีน 

กลุ่่�มนี้้�ในการติิดเชื้้�อ P. multocida ในโคป่่วย (Verma  

et al., 2013) นอกจากนี้้�ในการศึึกษาของ  Gharibi et al. 

(2017) ที่่�ทำการศึึกษาในโคกระบืือปกติิ ที่่�ไม่่มีีการแสดง

อาการของโรค ยีีนในกลุ่่�ม Superoxide Dismutase มีี

การตรวจพบยีีน sodC ทุุกตััว แต่่พบยีีนส์์ sodA เพีียง 

22.7% ซึ่่�งเป็็นเหตุุผลสนับสนุนุการตรวจพบยีีน Superoxide 

Dismutase ในอััตราที่่�สููงในสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ P. multocida 

อย่่างไรก็ต็ามการศึกึษานี้้�พบยีนี tbpA 97.06% โดยไม่่พบ

ในการกระจายตัวของยีีนในรููปแบบ B ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�

เพาะแยกได้จ้ากกระบือืสอดคล้อ้งกับั Dabo et al.(2007) 

ที่่�พบว่่าจะพบ tbpA ในกระบืือได้้น้อ้ยกว่่าในแพะและแกะ

ซึ่่�งในการศึึกษานี้้�การกระจายตััวของยีีนในรููปแบบ B เป็็น

เชื้้�อที่่�แยกได้้จากกระบืือ

	 นอกจากนี้้�ยัังมีีการวิิเคราะห์์สายพันธุ์์�ของเชื้้�อที่่�

ผลิิตวััคซีีนโรค HS (สำนัักเทคโนโลยีชีีวภััณฑ์์สััตว์์  

กรมปศุุสััตว์์; สทช.) ที่่�เคยส่่งตรวจที่่�ห้้องปฏิิบััติิการ

แบคทีีเรีียและเชื้้�อรา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิร่่วมกัับ

การศึึกษานี้้� พบว่่าเชื้้�อสายพันธุ์์�ที่่�ผลิิตวััคซีีน มีีความ 

ใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อที่่�ระบาดในพื้้�นที่่� สอดคล้้องกัับการศึึกษา

ก่่อนหน้้าที่่�มีีการศึึกษาลัักษณะทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อ HS 

ที่่�มีีการระบาดและเชื้้�อที่่�ใช้้ผลิิตวััคซีีนของ สทช. ด้้วย 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) พบว่่า 

รููปแบบเชื้้�อที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับเชื้้�อที่่�

ระบาดส่่วนใหญ่่ในปีี 2532-2554 (Worarach et al., 
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2014) และในเชื้้�อที่่�มีีการระบาดในปีี 2557 (พััชรีี และ

คณะ, 2558) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษารููปแบบยีีน

ควบคุุมปััจจััยความรุุนแรงของเชื้้�อในการศึึกษานี้้�ที่่�

ครอบคลุุมเชื้้�อที่่�มีีการระบาดในการศึึกษาก่่อนหน้้า โดย

พบเชื้้�อที่่�ผลิิตวััคซีีนมีีรููปแบบยีีนความรุุนแรงของโรค 

เป็็นรููปแบบเดีียวกัับเชื้้�อ HS ส่่วนใหญ่่ที่่�มีีระบาดในพื้้�นที่่� 

แสดงให้้เห็็นว่่าวััคซีีน HS ที่่�ใช้้ในการป้้องกัันโรคใน

ประเทศ น่่าจะยัังมีีประสิิทธิิภาพในการป้้องกัันโรค 

เนื่่�องจากเชื้้�อส่่วนใหญ่่ที่่�มีีการระบาดจนถึึงปััจจุุบัันยัังคงมีี

ลัักษณะทางพัันธุุกรรมและยีีนที่่�เป็็นปััจจัยก่่อโรคใกล้้ชิิด

กัับเชื้้�อที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีน อย่่างไรก็็ตามในการเฝ้้าระวััง

การเปลี่่�ยนแปลงลัักษณะทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อและ 

ในส่่วนของการพััฒนาวััคซีีนยัังคงต้้องมีีการดำเนิินการ

อย่่างต่่อเนื่่�อง ซึ่่�งในปััจจุบัันมีีการวิิจััยเพื่่�อพััฒนาวััคซีีน

อย่่างหลากหลาย โดยเน้้นการใช้้โปรตีีนโดยการระบุุ

แอนติิเจนที่่�สััมผััสกัับพื้้�นผิิวของเชื้้�อ P. multocida ที่่�มีี

ความสำคััญต่่อการอยู่่�รอดของแบคทีีเรีียหรืือการเกิิดโรค

ในโฮสต์์เป้้าหมาย (Islam et al., 2023) ซึ่่�งพบความ 

เชื่่�อมโยงระหว่่างชนิิดแคปซููลและไลโปโปรตีีนพื้้�นผิิวของ

โฮสต์์เป้้าหมาย

สรุุปผลการศึึกษาและข้้อเสนอแนะ

	 เชื้้�อ P. multocida ที่่�แยกได้้จากในโคและกระบืือ

ในประเทศไทย ระหว่่างปีี พ.ศ. 2532-2567 เป็็นเชื้้�อ 

ซีีโรกรุ๊๊�ป B ซีีโรไทป์ L2 ทั้้�งหมด การกระจายของยีีนที่่�

เกี่่�ยวข้้องกัับความรุุนแรง 23 ยีีนจากเชื้้�อสายพันธุ์์�ในโค

และกระบืือ 102 สายพัันธุ์์�ของ P. multocida ใน

ประเทศไทย ยีีนที่่�ก่่อความรุุนแรงได้้รัับการอนุุรัักษ์์ไว้้ 16 

ยีีนได้้แก่่ ptfA, fimA, hsf-2, pfhA, exbB, exbD, tonB, 

hgbA, Fur, nanH,  ompA, ompH, oma87, plpB, 

sodA และ sodC จากการบ่่งชี้้�โดยการตรวจวิิเคราะห์์ยีีน

เฉพาะด้้วย PCR ส่่วนอีีก 5 ยีีน (hsf-1, tadD, tbpA, 

hgbB และ pmHAS) แสดงรููปแบบการกระจายยีนที่่�

แปรผััน และจััดรููปแบบการกระจายยีีนของสายพัันธุ์์�ในโค

และกระบืือในการศึึกษาออกเป็็น 4 รููปแบบ และรููปแบบ

การกระจายยีนที่่� เกี่่�ยวข้้องกัับความรุุนแรงของเชื้้�อ  

P. multocida ส่่วนใหญ่่ของประเทศในการศึึกษานี้้�มีี 

รูปูแบบเดียีวกัับรูปูแบบของสายพันัธุ์์�ของเชื้้�อ P. multocida 

ที่่�ใช้้ในการผลิิตวััคซีีนของสำนัักเทคโนโลยีชีีวภััณฑ์์สััตว์์ 

กรมปศุุสััตว์์ การระบุุปััจจััยก่่อโรคโดยเฉพาะยีีนที่่�มีีผลต่่อ

ความรุุนแรงของโรคมีีประโยชน์์ในการทราบถึึงกลไกการ

ก่่อโรคและการพััฒนามาตรการควบคุุม เช่่น การผลิิต

วััคซีีนที่่�มีีประสิิทธิภาพ และการพััฒนารููปแบบของวััคซีีน 

subunit เพื่่�อใช้้ในการป้้องกัันควบคุุมโรคคอบวม ยัังเป็็น

สิ่่�งจำเป็็นที่่�จะต้้องศึึกษาต่่อไป เนื่่�องจากวััคซีีน subunit 

จะช่่วยให้้สามารถพัฒนากลไกการป้้องกัันโรคที่่�จำเพาะ

กัับสายพัันธุ์์�หรืือจำเพาะต่่อแคปซููลซีีโรกรุ๊๊�ปได้้ ซึ่่�งจะเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพของวััคซีีนในการป้้องกัันโรคให้้ดีียิ่่�งขึ้้�น 

นอกจากนี้้�ควรมีีการศึึกษาเพื่่�อพััฒนากรรมวิิธีีในการ

บริิหารวััคซีีนเพื่่�อช่่วยให้้สััตว์์ได้้รัับการกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันที่่�

เหมาะสม รวมถึึงการลดผลกระทบจากภาวะการแพ้้ใน

สััตว์์ที่่� ได้้รัับวััคซีีน เพื่่�อสััตว์์สามารถสร้างภููมิิคุ้้�มกััน
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