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﻿การตรวจหาเชื้้�อ กาฬโรคแอฟริิกาในม้้าจากเนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอดโดยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี

Detection of African horse sickness virus from spleen and lung tissues 

by immunohistochemistry method
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Abstract

	 Background: African horse sickness (AHS) is a highly infectious disease that affects Equidae species.  

The disease is caused by African horse sickness virus (AHSV), which is classified in the genus Orbivirus, 

family Reoviridae causes high mortality rates up to 90% in infected horses. Immunohistochemistry  

method is a specific method that identified infected viral in the tissue. This method can also specify 

viral pathogen in paraffin block tissue or formalin tissue samples. This study aims to investigate the  

distribution of AHSV in the spleens and lungs by gross pathology, histopathology, and Immunohistochemistry 

method. The findings will contribute to understanding of AHSV pathogenesis.

	 Method: Necropsies were performed on two infected horses that tested positive for AHS using 

Real-time RT-PCR. The spleens and lungs were collected and examined the gross pathology,  

histopathology using hematoxylin and eosin staining, and identification the presence of viral infection 

and determination the distribution of the AHSV within by Immunohistochemistry method.

	 Result: Gross pathology of infected horse no.1 revealed generalized subcutaneous edema,  

pulmonary edema, hydrothorax, and petechial hemorrhage at pericardium. Infected horse no.2 showed 

tracheal frothy exudate. Histopathological findings of both infected horses revealed splenic hemorrhages 

and congestion and interstitial pneumonia characterized by infiltration of macrophages and lymphocytes.  

For Immunohistochemistry method, splenic tissue of both infected horses demonstrated dark brown fine 

granule from DAB staining in red and white splenic pulp. Lung tissue showed partial staining of alveoli, 

pneumocyte type I, and type II admix with macrophage.

	 Conclusion: The study of gross pathology, histopathology, and IHC revealed consistent findings.  

IHC proved to be a specific technique that not only confirmed the presence of the disease but also 

provided information on the localization of AHSV within targeted organs, such as the spleen and lungs.  

This method holds potential for investigating the pathogenesis of AHSV and can also be applied for 

retrospective studies using formalin-fixed tissues.
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า 

(African Horse Sickness, AHS) เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์

ตระกููลม้้า โรคนี้้�เกิิดจากเชื้้�อ African Horse Sickness 

Virus (AHSV) ซึ่่�งจัดัอยู่่�ในสกุลุ Orbivirus วงศ์ ์Reoviridae 

ก่่อให้้เกิิดอััตราตายได้้สููงถึึง 90% ในม้้า การวิินิิจฉััยโรคนี้้�

ด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี เป็็นวิิธีีที่่�ให้้ความจำเพาะ ช่่วยใน

การระบุุตำแหน่่งของเชื้้�อไวรััส และสามารถตรวจยืืนยััน 

การติดเชื้้�อไวรััสจากชิ้้�นเนื้้�อที่่�อยู่่�ในบล็อคพาราฟิิน หรืือ 

ชิ้้�นเ น้ื้�อที่่�แช่่อยู่่� ในฟอร์์มาลิินได้้  การศึึกษาครั้้� งนี้้�มีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาการกระจายตััวของเชื้้�อ AHSV ใน

เนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอด ทางมหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา 

และวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีสำหรับเป็็นข้้อมููลในการศึกษา

พยาธิิกำเนิิดของเชื้้�อ AHSV 

	วิ ิธีีการ: ผ่่าซาก และเก็็บตััวอย่่าง ม้้าม และปอด 

จากม้้าจำนวน 2 ตััว ที่่�ตายด้้วยโรค AHS และตรวจยืืนยััน

การติดโรคโดยวิิธีี Real-time RT-PCR นำมาศึึกษาทาง 

มหพยาธิวิิิทยา จุลุพยาธิวิิิทยาด้้วยวิิธียี้้อมสีี hematoxylin 

และ eosin ตรวจหาเชื้้�อไวรััสและศึึกษาการกระจายของ

โรค AHS ในเน้ื้�อเยื่่�อม้้าม และปอด ด้้วยวิิธีอีิมิมููโนฮีสีโตเคมีี

	 ผล: รอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาของม้้าตััวที่่� 1 พบ

การบวมน้้ำบริเวณใต้้ผิวหนัังทั่่�วร่่างกาย ปอดบวมน้้ำ  

พบน้้ำในช่่องอก และจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ ม้้า

ตััวที่่� 2 พบของเหลวเป็็นฟองสีีขาวในหลอดลมและ

หลอดลมฝอย ลัักษณะทางจุุลพยาธิิของม้้าทั้้�งสองตััว  

ม้้ามพบการคั่่�งเลืือดและเลืือดออก กระจายทั่่�วเน้ื้�อเยื่่�อ และ

ปอดพบการอัักเสบของผนัังถุุงลม โดยพบเซลล์์บ่่งชี้้�การ

อักัเสบจำพวก macrophage และ lymphocyte จากการ

ตรวจหาเชื้้�อด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีของม้้าทั้้�งสองตััว  

ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามพบแกรนูลละเอีียด หรืือจุดุสีนี้้ำตาลเข้้มของ 

DAB กระจายบริิเวณ splenic parenchyma ทั้้�งบริิเวณ 

red pulp และ white pulp  สำหรัับเนื้้�อเยื่่�อปอดพบการ

ติิดสีีกระจายบริเวณถุุงลมบางส่่วน และ  pneumocyte 

type I และ type II ร่่วมกัับ macrophage 

	 สรุปุ: ผลจากการศึกึษาทางมหพยาธิวิิทิยา จุลุพยาธิิ

วิิทยา และวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี พบว่่ามีีความสอดคล้้องกััน 

วิธิีอีิมิมููโนฮีสีโตเคมีีจึงึถืือเป็็นวิิธีทีี่่�ใช้้ในการยืืนยัันการติดเชื้้�อ 

AHSV อีีกทั้้�งยัังช่่วยในการระบุุตำแหน่่งของเชื้้�อ AHSV ใน

อวัยัวะเป้า้หมาย ได้้แก่่ ม้้ามและปอด นอกจากนั้้�นยังัใช้้เพื่่�อ

การศึกึษาพยาธิกิำเนิดิของเชื้้�อ AHSV และใช้้เพื่่�อการศึกึษา

ย้้อนหลัังโดยใช้้ตรวจหาเชื้้�อ AHSV จากชิ้้�นเนื้้�อที่่�แช่่อยู่่�ใน

ฟอร์์มาลิินได้้ 

คำสำคััญ: ม้้า  โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า  อิิมมููโนฮีีสโต

เคมีี ม้้าม ปอด

บทนำ

	 โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า (African Horse  

Sickness, AHS) เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า โรคนี้้�

เกิิดจากเชื้้�อ African Horse Sickness Virus (AHSV)  

ซึ่่�งเป็็น RNA virus จััดอยู่่�ใน genus Orbivirus, family 

Reoviridae ก่่อให้้เกิิดอััตราตายได้้สูงถึึง 90% ในม้้า  

(Mellor et al., 2004) ส่่งผลกระทบทางเศรษฐกิิจต่่อ

วงการม้้าทั้้�งในประเทศและต่่างประเทศ ทำให้้ไม่่สามารถ

เคลื่่�อนย้้ายม้้าไปยัังต่่างประเทศได้้ โรคนี้้�ถููกจัดอยู่่�ใน

รายการโรคระบาดที่่�สำคััญขององค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก 

(WOAH, 2022) และยัังถืือเป็็นโรคในพระราชบััญญััติิโรค

ระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 อีีกด้้วย 

	ก ารวินิจิฉััยโรค AHS สามารถพิจารณาเบ้ื้�องต้้นจาก

อาการทางคลิินิิก และรอยโรคที่่�พบจากการผ่่าซาก ได้้แก่่ 

ส า รน้้  ำ ลัั กษ ณ ะ เ ยิ้้� ม ข้้ น จ า กน้้ ำ เ หลืื  อ ง มีี ไ ฟ บริ ิ น  

(serofibrinous effusion) และเลืือดออก (hemorrhage) 

จากการที่่�หลอดเลืือดในเน้ื้�อเยื่่�อและในหลายอวััยวะ 

ถููกทำลาย เชื้้�อ AHSV จะเพิ่่�มจำนวนในต่่อมน้้ำเหลืือง เป็็น

บริิเวณแรก จากนั้้�นเชื้้�อจะเข้้าสู่่�กระแสเลืือด โดยจัับกัับ 

เม็็ดเลืือดแดง และจะเพิ่่�มจำนวนอีีกครั้้�งในเซลล์์เยื่่�อบุุ 

หลอดเลืือดและเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวชนิิด monocyte  

จากนั้้�นจะเข้้าไปยังัอวัยัวะเป้า้หมาย ได้้แก่ ่ปอด หัวัใจ ม้้าม 

และอวััยวะของระบบน้้ำเหลืือง จากการศึกษาของ Clift 

and Penrith (2010) ระบุุว่่า เซลล์เม็็ดเลืือดขาวชนิด 

monocyte และ macrophage เป็็นเซลล์เป้้าหมายในการ

เพิ่่�มจำนวนของเชื้้�อไวรััส แต่่จากการศึึกษาของ Jones  

et al. (2023) พบว่า่สามารถพบเชื้้�อไวรััสใน lymphocyte 

ได้้เช่่นเดีียวกััน สำหรับการวิินิิจฉััยโรคในห้้องปฏิิบััติิการมีี
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หลายวิิธีี เช่่น การตรวจหาเชื้้�อ การตรวจหาสารพัันธุุกรรม 

การตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อ แต่่ยัังพบข้้อจำกััดสำหรัับ

การทดสอบด้้วยวิิธีีใดวิิธีีหนึ่่�ง ดัังนั้้�นการทดสอบหลายวิิธีี

ร่่วมกััน (combination test) จึึงเหมาะสมต่่อการวิินิิจฉััย

โรคนี้้� (WOAH, 2022) การวิินิิจฉััยโรคด้้วยวิิธีีย้้อมสีีพิิเศษ

ทางอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี (Immunohistochemistry, IHC) 

เป็น็หนึ่่�งในทางเลืือกของการวินิจิฉัยัโรค ที่่�ให้ค้วามจำเพาะ 

เนื่่�องจากสามารถระบุุตำแหน่งของเชื้้�อไวรััสเพื่่�อหาความ

สัมัพัันธ์์กัับการเปลี่่�ยนแปลงทางจุุลพยาธิไิด้้ นั่่�นคืือเป็็นการ

ตรวจหาแอนติเิจนในเนื้้�อเยื่่�อ โดยใช้้แอนติบิดีที่่�จับักันัอย่า่ง

จำเพาะต่่อแอนติิเจนนั้้�น เมื่่�อเกิิดการจัับกัันของแอนติิเจน

และแอนติิบอดีี จะสามารถทราบได้้จากการเกิิดสีีของ 

substrate ในบริเวณดัังกล่าว สำหรับอนุุภาคไวรััส (virion) 

ของเชื้้�อ AHSV มีเีปลืือกหุ้้�มหลายชั้้�น ได้้แก่่ เปลืือกหุ้้�มไวรัสั

ชั้้�นนอก (outer capsid) ประกอบด้้วยโปรตีีน 2 ชนิิด คืือ 

VP2 และ VP5 ส่ว่นแกนกลาง (core) ของเชื้้�อไวรััสมีีเปลืือก

หุ้้�มชั้้�นในและชั้้�นนอก โดยเปลืือกหุ้้�มแกนกลางชั้้�นนอก 

(outer core) ประกอบด้้วย โปรตีีน VP7 จำนวน 260 ชิ้้�น

เรีียงตััวในลัักษณะคล้้ายวงแหวน (ring-like structure) 

เปลืือกหุ้้�มแกนกลางชั้้�นใน (inner core) ประกอบด้้วย

โปรตีน VP3 จำนวน 60 ชิ้้�น ทำหน้้าที่่�ห่่อหุ้้�ม VP1  

(polymerase), VP4 (capping enzyme), VP6  

(helicase) และสารพัันธุุกรรม RNA ของไวรััส (genomic 

RNA segments) ซ่ึ่�งประกอบเป็็นรููปร่่างคล้้ายดอกไม้้ 

(flower-like transcriptase complex)  (Roy et al., 

1994; Dennis et al., 2019)

	 ในขณะที่่�วิิธีีการตรวจหาเชื้้�อหรืือสารพัันธุุกรรม 

ของเชื้้�อ เช่่น Real-time RT-PCR สามารถระบุุได้้เพีียง 

การมีีหรืือไม่่มีีเชื้้�อไวรััสในตััวอย่่างเท่่านั้้�นแต่่ไม่่ได้้ระบุุ

ตำแหน่งของเชื้้�อไวรััส และวิิธีีการตรวจหาแอนติิบอดีีของ

เชื้้�อจะตรวจหาได้้หลัังจากการติิดเชื้้�อ 8-12 วััน (WOAH, 

2022) ซ่ึ่�งใช้้เวลานานเกิินกว่าการเกิิดอาการของโรค  

ส่่วนการตรวจด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี สามารถตรวจได้้

ตั้้�งแต่่พบการติิดเชื้้�อในร่่างกายในระยะแรก ๆ ทำให้้

สามารถวิินิิจฉััยโรคได้้อย่่างรวดเร็็ว นอกจากนี้้�มีีการศึึกษา

พบว่่าวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีในโรค AHS นั้้�น ไม่่พบปฏิิกิิริิยา

ข้้ามกััน (cross reaction) ต่่อเชื้้�อไวรััสในกลุ่่�ม Orbivirus 

ชนิดอื่่�น และยังัให้้ผลตรวจที่่�ดีถีึงึแม้้ว่าเนื้้�อเยื่่�อจะถูกูตรึงึใน

ฟอร์์มาลิินนาน 365 วััน (Clift et al., 2009) จึึงสามารถ

ใช้้เพื่่�อการศึึกษาย้้อนหลััง ในกรณีีที่่�ชิ้้�นเนื้้�อแช่่อยู่่�ในบล็็อค

พาราฟิินหรืือชิ้้�นเนื้้�อที่่�แช่่อยู่่�ในฟอร์์มาลิินเป็็นเวลานานได้้ 

ยิ่่�งไปกว่่านี้้�สามารถใช้้วิิธีีนี้้�สำหรัับห้้องปฏิิบััติิการที่่�ไม่่มีี

เครื่่�องตรวจหาสารพัันธุุกรรม 

	ก ารศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ 

AHSV ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอดซึ่่�งเป็น็อวัยัวะเป้า้หมายโดย

วิธิีอีิมิมูโูนฮิสิโตเคมี ีเพื่่�อเป็น็การตรวจยืืนยันัโรค และศึกึษา

การกระจายตััวของเชื้้�อไวรััสในเน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอด 

สำหรัับเป็็นข้้อมููลในการศึึกษาพยาธิิกำเนิิดของเชื้้�อ AHSV 

ต่่อไป

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 เก็็บตััวอย่่างม้้ามและปอดจากม้้าที่่�ตาย ซ่ึ่�งให้้ผล

บวกต่่อเชื้้�อ AHSV ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR (Guthrie 

et al., 2013) จำนวน 2 ตััว จากนั้้�นนำเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและ

ปอดแช่่ในน้้ำยา 10% neutral buffered formalin 

ตััวอย่่างควบคุมลบ ได้้จากตัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

ของม้้าที่่�ทำการศึึกษา โดยดำเนิินการทุุกขั้้�นตอนเช่่นเดีียว

กัับตััวอย่่างทดสอบ แต่่ใช้้น้้ำกลั่่�นหยดลงบนสไลด์์แทน 

primary antibody

การศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา (gross pathology) และ

จุุลพยาธิิวิิทยา (histopathology) 

	ศึ กึษาทางมหพยาธิวิิทิยาโดยการผ่า่ซาก สังัเกต และ

บันัทึกึพยาธิิสภาพที่่�พบ และศึกึษาทางจุลุพยาธิวิิทิยา โดย

นำชิ้้�นเนื้้�อที่่�ผ่่านการแช่่ในน้้ำยา 10% neutral buffered 

formalin เป็็นเวลา 24-48 ชั่่�วโมง มาตััดแต่่งให้้มีีขนาดไม่่

เกิิน 2 x 3 เซนติิเมตร หนาประมาณ 0.3-0.4 เซนติิเมตร 

จากนั้้�นนำเข้้าสู่่�กระบวนการดึงน้้ำออกจากเน้ื้�อเยื่่�อด้้วย

เครื่่�อง automatic tissue processor (citadel 1000, 

Thermo Fisher Scientific, UK) และนำตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อ

ฝัังในพาราฟิินด้้วยเครื่่�อง embedder หลัังจากนั้้�น 

ตััดเนื้้�อเยื่่�อตััวอย่่างด้้วยเครื่่�อง microtome ให้้หนา 3-5 

ไมโครเมตร และติิด section บนสไลด์์ ย้้อมด้้วยสีี  

hematoxylin และ eosin (H&E) เมื่่�อเตรียมสไลด์
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เรีียบร้้อยแล้้ว นำมาตรวจดูรอยโรคด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์

ชนิดิส่อ่งสว่่าง (Fischer et al., 2008; Slaoui and Fiette, 

2011)

การศึึกษาด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี (Immunohisto-

chemistry) (Wohlsein et al., 1997)

	 นำตััวอย่่างบล็อกเน้ื้�อชิ้้�นเน้ื้�อม้้าม และปอดที่่�ตััดด้้วย

เครื่่�อง microtome มาติิดบนแผ่่นสไลด์์แก้้วชนิิดมีีประจุุ

บวก (Positive charged slide) สำหรับเตรีียมเนื้้�อเยื่่�อ 

และขจััดพาราฟิินออก (deparaffinization) ด้้วย xylene 

และคืืนน้้ำ (rehydration) ด้้วย ethanol ล้้างด้้วยน้้ำกลั่่�น 

5 นาทีี หรืือแช่่จนกว่าจะถึึงขั้้�นตอนต่่อไป กำจััด  

endogenous peroxidase โดยหยด 3% H
2
O

2
 ให้้ทั่่�ว

สไลด์์ ทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง นาน 20 นาทีี จากนั้้�นคืืนสภาพ

แอนติิเจน (antigen unmasking) โดยใช้้เอนไซม์์ 

proteinase K (Dako, USA) โดยหยดให้้ทั่่�วเนื้้�อเยื่่�อ 

บนสไลด์์ ทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง นาน 20 นาทีี ล้้างด้้วย PBS 

3 ครั้้�ง เป็็นเวลา 3 นาทีี หยด 5% bovine serum เพื่่�อ

ยัับยั้้�งการจัับแบบไม่่จำเพาะ (non-specific block) และ 

อบที่่� 25 องศาเซลเซีียส นาน 40 นาทีี และล้้างด้้วย PBS 

นาน 5 นาทีี จากนั้้�นหยด primary antibody (Ingeneza, 

Spain) (ความเข้้มข้้น 1:500) ที่่�จำเพาะต่่อโปรตีน VP7  

ให้้ทั่่�วเนื้้�อเยื่่�อบนสไลด์์ อบสไลด์์เนื้้�อเยื่่�อในกล่่องความชื้้�น 

4 องศาเซลเซีียสข้้ามคืืน แล้้วล้้างด้้วย PBS 3 ครั้้�ง ครั้้�งละ 

5 นาทีี หยด secondary antibody solution (ImmPACT/ 

Imm PRESS-VR polymer reagent, USA) ให้้ทั่่�วเนื้้�อเยื่่�อ

บนสไลด์ อบสไลด์ในกล่องเก็บ็ความชื้้�น อย่า่งน้้อย 30 นาทีี 

และไม่่ให้้โดนแสง หลัังจากนั้้�น ล้้างจุ่่�มใน PBS และแช่่ไว้้ 5 

นาทีี จากนั้้�นหยด substrate (3,3′-Diaminobenzidine, 

DAB, USA) ให้้ทั่่�วเนื้้�อเยื่่�อบนสไลด์์ จะเกิิดสีี แล้้วล้้างด้้วย 

PBS 3 ครั้้�ง ครั้้�งละ 2 นาทีี หลัังจากนั้้�นทำ counterstain 

โดยแช่ส่ไลด์เ์นื้้�อเยื่่�อในสารละลาย hematoxylin เป็น็เวลา 

1-2 นาทีี แล้้วล้้างน้้ำไหล 10-15 นาทีี จากนั้้�นนำไปผ่่าน

กระบวนการดึงน้้ำออกจากเน้ื้�อเยื่่�อ ด้้วย ethanol หลังัจาก

นั้้�น mount สไลด์ โดยใช้้ permount สำหรัับตััวอย่่าง

ควบคุมลบจากตัวอย่่างเน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอดของม้้า

ที่่�ทำการศึึกษาโดยดำเนิินการทุุกขั้้�นตอนเช่่นเดีียวกัับ

ตััวอย่่างทดสอบ แต่่ใช้้น้้ำกลั่่�นหยดลงบนสไลด์แทน  

primary antibody

การอ่่านผลของวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี

	 โดยเปรีียบเทีียบปฏิิกิิ ริิ ยาจำ เพาะระหว่าง

แอนติิเจน-แอนติิบอดีีของตััวอย่่างม้้ามและปอด กัับ

ตััวอย่่างควบคุุมลบ

	 - ผลบวก แสดงโดยการเกิิดสีีตรงตำแหน่งของ

เนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด โดยพบการติดสีีน้้ำตาลเข้้มของ DAB 

ในไซโตพลาสซึึม ของ endothelial cells ของหลอดเลืือด

ขนาดเล็็ก (capillaries) small postcapillary venules 

และ precapillary arterioles ลัักษณะการติิดสีี จะเห็็น

เป็็นแกรนููลละเอีียด (finely granular chromogen) หรืือ

จุุดกระจายในเนื้้�อเยื่่�อ (diffuse dot-like chromogen)

	 - ผลลบ ไม่่พบการติดสีีน้้ำตาลเข้้มของ DAB ที่่�

เนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

	 นำผลการตรวจทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิารมาวิเิคราะห์ด์้้วย

โปรแกรม Microsoft Excel version 2016 เพื่่�ออธิิบาย

ข้้อมููลด้้วยสถิิติิเชิิงพรรณนา

ผลและวิิจารณ์์

	ผลก ารศึกึษาทางมหพยาธิวิิทิยา ทางจุลุพยาธิวิิทิยา 

และวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี ของม้้าที่่�ติิดเชื้้�อ ASHV ทั้้�ง 2 ตััว 

แสดงในตารางที่่� 1 ดัังนี้้� 
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Pathological Change Spleen Lung

Horse 1 Horse 2 Horse 1 Horse 2

Gross lesion

Splenic enlargement ++ ++ N/A N/A

Splenic congestion + + N/A N/A

Diffuse pulmonary edema N/A N/A +++ ++

Tracheal frothy exudate N/A N/A + +

Histopathology

Splenic congestion and hemorrhage ++ ++ N/A N/A

Hemosiderin accumulation ++ ++ N/A N/A

Diffuse pulmonary edema N/A +++ ++

Intra-alveolar hemorrhage N/A N/A - +

Edematous fluid in bronchiolar lumen N/A N/A + -

Inflammatory cells infiltration of  
alveolar lumen

N/A N/A - +

Inflammatory cells infiltration of 
alveolar wall, alveolar lumen and 
interlobular vein

N/A N/A ++ -

Immunohistochemistry

DAB stain in red and white pulp of 
spleen

++ ++

DAB stain in alveolus, pneumocyte 
type I and pneumocyte type II

++ ++

ผลการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา 

	ร อยโรคที่่�พบจากม้้าที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ AHSV ทั้้�ง 

2 ตัวั พบว่า่เป็น็รอยโรคแบบ Mixed form คืือพบทั้้�งอาการ

ที่่�เป็็น Pulmonary form ได้้แก่่ พบภาวะปอดบวมน้้ำ  

น้้ำในช่่องอก ของเหลวปนฟองอากาศในหลอดลม และ 

Cardiac form ซ่ึ่�งพบจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ  

ซึ่่�ง CFSPH (2015) ได้้อธิบิายว่่า เป็็นผลจากการที่่�เชื้้�อไวรััส

เข้้าไปทำลายหลอดเลืือด ทำให้เ้กิดิการเสื่่�อมสลายของเยื่่�อ

บุุหลอดเลืือด เกิิดการเพิ่่�มการซึึมผ่่านผนังหลอดเลืือด 

(vascular permeability) ร่่วมกัับการเพิ่่�มขึ้้�นของแรงดััน

ในหลอดเลืือดเข้้าสู่่�เน้ื้�อเยื่่�อ (hydrostatic pressure) ทำให้้

เกิิดการสะสมของเหลวในช่่องว่่างในปอด (pulmonary 

edema) และตรงกัับที่่� Wohlsein et al. (1997) ได้้พบ

โปรตีีนของเชื้้�อไวรััส (viral protein) ในไซโตพลาสซึึมของ

เซลล์เยื่่�อบุุหลอดเลืือดในปริิมาณที่่�สููงกว่าตำแหน่งอื่่�น  

นอกจากนี้้�พบว่า่ม้้าตััวที่่� 1 มีกีารดำเนิินไปของโรคนานกว่า

ม้้าตััวที่่� 2 จึึงพบน้้ำในช่่องอก (hydrothorax) จากการ

Remark: N/A = Not Available, Not Found  += Mild  ++= Moderate  +++ = Severe

ตารางที่่� 1 แสดงผลการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา และวิิธีี

อิิมมููโนฮิิสโตเคมีี ในม้้ามและปอดของม้้าทั้้�ง 2 ตััว ที่่�ให้้ผลบวกต่่อ AHSV 

ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR

สะสมของเหลวปริิมาณมากร่วมด้้วย สำหรับอวััยวะอื่่�นๆ 

ได้้แก่ ่ม้้าม และหััวใจ พบรอยโรคจากการตอบสนองต่่อเชื้้�อ

ไวรััส โดยพบการคั่่�งเลืือด และพบเลืือดออกในบริเวณดััง

กล่า่ว นอกจากนั้้�นยังัพบภาวะบวมน้้ำใต้้ผิวหนังัทั่่�วร่่างกาย 

และบริเิวณเบ้้าตาจากการทำลายหลอดเลืือดจากเชื้้�อไวรัสั

ในบริิเวณดัังกล่่าวเช่่นเดีียวกััน 

A

B

C

D

รููปที่่� 1 แสดงมหพยาธิิวิิทยาของม้้าที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ AHSV ด้้วยวิิธีี 

Real-time RT-PCR

(A) พบการบวมน้้ำบริิเวณใต้้ผิิวหนัังทั่่�วร่่างกาย (ศรชี้้�)

(B) ปอดพบภาวะบวมน้้ำแบบรุุนแรง กระจายทั่่�วไป  (ศรชี้้�)

(C) พบม้้ามมีีขนาดใหญ่่ และคั่่�งเลืือด

(D) พบจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ 
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ผลการศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยา 

	ม้้ ามพบการคั่่�งเลืือดและเลืือดออก จากการย้้อมสีี 

H&E ปอดพบภาวะบวมน้้ำกระจายทั่่�วปอดแบบรุุนแรง 

เลืือดออกบริิเวณถุุงลมแบบไม่่รุุนแรง ร่่วมกัับการพบเซลล์์

อัักเสบ ได้้แก่่ เซลล์์เม็็ดเลืือดขาว บริิเวณถุุงลม ผนัังถุุงลม 

และหลอดเลืือดในเนื้้�อเยื่่�อปอด รอยโรคที่่�พบจากการศึกึษา

นี้้�สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Adam (2011) ที่่�พบการ

เปลี่่�ยนแปลงของเนื้้�อเยื่่�อปอด จากการสะสมของสารน้้ำใน

เนื้้�อเยื่่�อปอด (proteinaceous fluid) ไฟบริน ร่ว่มกับัเซลล์์

รููปที่่� 2 แสดงรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาในเนื้้�อเยื่่�อที่่�ย้้อมสีี H&E 

	 (A) แสดงภาวะคั่่�งเลืือดและเลืือดออก ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามของม้้า  (     )  (400x) 

	 (B) แสดงภาวะคั่่�งเลืือดและเลืือดออก ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามของม้้า (     ) (100x) 

	 (C) แสดงภาวะปอดบวมน้้ำกระจายทั่่�วปอด ของม้้าตััวที่่� 1 (     ) (40x)

	 (D) แสดงภาวะปอดบวมน้้ำกระจายทั่่�วปอด ของม้้าตััวที่่� 2 (     ) (40x)

	 (E) แสดงการพบเซลล์์อัักเสบปานกลางบริิเวณถุุงลมและเส้้นเลืือดในเนื้้�อเยื่่�อปอด ของม้้า (     ) (400x)

	 (F) แสดงการพบเซลล์์อัักเสบเล็็กน้้อยบริิเวณถุุงลม ของม้้า (     ) (400x)

เม็็ดเลืือดขาว นอกจากนั้้�นยัังพบการบวมน้้ำในบริิเวณอื่่�น

จากการเพิ่่�มขึ้้�นของเลืือดที่่�ไหลผ่านในหลอดเลืือด และ 

การไหลเวียีนของเลืือดในร่่างกายถููกรบกวน ตรงกับัที่่� Clift 

et al. (2010) ได้้อธิิบายว่่าการติิดเชื้้�อไวรััสทำให้้เกิิดการ

เสื่่�อมสลายของเยื่่�อบุุหลอดเลืือดในปอด และหลอดเลืือด

ในหััวใจ ทำให้้บวมน้้ำ เลืือดออก จะเห็น็ว่่ารอยโรคที่่�พบใน

การศึกษาทางจุุลพยาธิวิิิทยานี้้�มีคีวามสอดคล้้องกับัรอยโรค

ที่่�พบจากการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา

A B

C D

E F
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A B

C D

ผลการศึึกษาด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี

	ก ารตรวจหาเชื้้�อ AHSV ใน เน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

ด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีีของม้้าทั้้�ง 2 ตััว แสดงในรููปที่่� 3 

	 ในเนื้้�อเยื่่�อม้้าม พบการติิดสีี DAB เป็็นสีีน้้ำตาลเข้้ม

กระจายบริิเวณ splenic parenchyma ทั้้�งบริิเวณ red 

และ white pulp โดยพบการกระจายในบริเวณ red pulp 

มากกว่าในบริเวณ white pulp ไม่่พบการติดสีีบริิเวณ 

eccentr ic arter iole ต่่างจากในการศึึกษาของ  

Wohlsein et al. (1997) ที่่�พบการติดสีี DAB ในนิิวเคลีียส

และไซโตพลาสซึึมของเซลล์คล้้ายเซลล์เยื่่�อบุุหลอดเลืือด 

(endothelium-like cells) ในบริิเวณ red pulp 

	 สำหรัับเนื้้�อเยื่่�อปอด พบการติิดสีีกระจายบริิเวณ 

alveol i บางส่่วน นอกจากนั้้�นยัังพบการติิดสีีของ  

pneumocyte type I และ type II ร่่วมกัับเซลล์์เม็็ดเลืือด

ขาวชนิิด macrophages

	ทั้้ �งเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอดพบการติิดสีีน้้ำตาลเข้้มมีี

ลัักษณะเป็็นแกรนููลละเอีียด หรืือจุุดกระจายในเนื้้�อเยื่่�อ 

สอดคล้้องกัับลัักษณะการติดสีีเฉพาะต่่อเชื้้�อไวรััส AHS 

(Wohlsein et al., 1997) ลัักษณะการติิดสีีบริิเวณที่่�ตรวจ

พบแอนติิเจน ในเนื้้�อเยื่่�อเป้้าหมาย คืือ ม้้ามและปอด  

พบการกระจายตััวของแอนติิเจนในเน้ื้�อเยื่่�อดัังกล่าว โดย

พบการติดสีีของ DAB เป็็นลัักษณะ small bead หรืือ 

dot-like/fine granular ที่่�บริิเวณเซลล์์เยื่่�อบุุหลอด 

เลืือดฝอย และเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวชนิิด monocyte- 

macrophage ที่่�เป็็นเซลล์์เป้้าหมายของเชื้้�อ (Clift and 

Penrith, 2010) นอกจากนี้้�ยัังระบุุได้้ว่่าสามารถใช้้โปรตีีน 

VP7 ซึ่่�งเป็็นส่่วนประกอบหลัักของแกนด้้านในของเชื้้�อ 

AHSV สำหรับับ่ง่บอกความเป็น็แอนติเิจนของเชื้้�อ เนื่่�องจาก

ในการศึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้ primary antibody ที่่�จำเพาะต่่อ

โปรตีนี VP7 ในการตรวจด้้วยวิธิีอีิมิมูโูนฮีสีโตเคมีไีด้้ ผลการ

ศึึกษาในครั้้�งนี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงการกระจายของเชื้้�อ ASHV 

ในเน้ื้�อเยื่่�อม้้าม และปอด นอกจากนี้้�ยัังช่่วยยืืนยัันความ

สามารถในการตรวจพบเชื้้�อ AHSV ในชิ้้�นเนื้้�อที่่�แช่่อยู่่�ใน

ฟอร์์มาลิิน ทำให้้สะดวกในการทำงาน ดัังนั้้�น ในกรณีีที่่�มีี

ปััญหาในการเก็็บตััวอย่่างในพื้้�นที่่�แช่่เย็็น สามารถแช่่

เนื้้�อเยื่่�อในฟอร์์มาลิินเพื่่�อนำมาตรวจได้้ นอกจากนั้้�นวิิธีนีี้้�ยังั

ช่่วยในการศึึกษาแบบย้้อนหลััง (retrospective) สำหรัับ

การศึึกษาในอนาคตได้้อีีกด้้วย 

รููปที่่� 3 แสดงผลการตรวจหาเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในเนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอดของม้้าด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี

	 (A) แสดงลัักษณะการติิดสีี DAB ของแอนติิเจน ในเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวของเนื้้�อเยื่่�อม้้ามของม้้า  (     ) (40x)

	 (B) แสดงลัักษณะการติิดสีี DAB ของแอนติิเจนในเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวของเนื้้�อเยื่่�อม้้ามของม้้า (     ) (400x)

	 (C) แสดงลัักษณะการติิดสีี DAB ของแอนติิเจนในเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวของในเนื้้�อเยื่่�อปอดของม้้า (     ) (100x)	

	 (D) แสดงลัักษณะการติิดสีี DAB ของแอนติิเจนในเนื้้�อเยื่่�อปอดของม้้า พบการกระจายใน macrophage 

  (     ) pneumocyte type I (      ) pneumocyte type II (>) (400x)
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สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	ก ารตรวจหาเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ในเนื้้�อเยื่่�อ

ม้้ามและปอด โดยวิิธีีย้้อมสีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี เป็็นอีีกทาง

เลืือกหนึ่่�งของการวินิจิฉัยัโรคที่่�ช่ว่ยในการระบุตุำแหน่งของ

เชื้้�อไวรััสซึ่่�งสามารถหาความสััมพัันธ์์กัับการเปลี่่�ยนแปลง

ทางจุุลพยาธิจิากชิ้้�นเน้ื้�อที่่�แช่อ่ยู่่�ในฟอร์์มาลิินได้้ การศึกษา

ในครั้้�งนี้้� ศึึกษาเพีียงเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด เนื่่�องจากเป็็น

อวัยัวะเป้้าหมายของเชื้้�อ AHSV แต่่แนะนำให้้ทำการศึกษา

เพิ่่�มเติมิในเนื้้�อเยื่่�ออื่่�น ๆ  เช่น่ หัวัใจ อวัยัวะในระบบทางเดินิ

อาหาร อวััยวะในระบบต่่อมไร้้ท่่อ อวััยวะในระบบ 

ต่่อมน้้ำเหลืือง เพื่่�อศึึกษาการกระจายของเชื้้�อไวรััสใน

เนื้้�อเยื่่�อต่่าง ๆ สำหรัับเป็็นข้้อมููลในการศึึกษาพยาธิิกำเนิิด

ของเชื้้�อโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าต่่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุุณ ผู้้�อำนวยการ ข้้าราชการและพนัักงาน

ห้้องปฏิิบััติิการพยาธิิวิิทยาและไวรััสวิิทยา ศููนย์์วิิจััยและ

พััฒนาการสัตวแพทย์์ภาคตะวัันออก ที่่�ให้้ความช่่วยเหลืือ

ในการตรวจตััวอย่่าง  เจ้้าหน้้าที่่�สำนัักงานปศุุสััตว์์อำเภอ 

ปศุุสััตว์์จัังหวััด และสำนัักงานปศุุสััตว์์เขต 2 ทุุกท่่านที่่�ให้้

ความช่่วยเหลืือในการออกพื้้�นที่่�เพื่่�อเก็็บตััวอย่่าง

เอกสารอ้้างอิิง

Adam, W.S.  2011. “African Horse Sickness.” [Online]. Available: 

https://vetfol iovetstreet.s3.amazonaws.com 

/08/2025f0ae3111e087120050568d3693/file/PV0811_

Stern%20revised.pdf. Accessed November 1, 2022.

Clift, S. and Penrith, M.L. 2010. Tissue and cell tropism of  

African horse sickness virus demonstrated by  

immunoperoxidase labelling in natural and experimen-

tal infection in horses in South Africa. Vet. Path. 47 (4): 

690-697.

Clift, S.J., Williams, M.C., Gerdes, T. and Smit, M.M.E. 2009.  

Standardization and validation of an immunoperoxidase 

assay for the detection of African horse sickness virus 

in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. J. Vet. 

Diag. Invest. official publication of the American  

Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians, 

Inc.  21 (5): 655-667.  doi:10.1177/104063870902100510.

Dennis, S.J., Meyers, A.E., Hitzeroth, I.I. and Rybicki, E.P. 2019.  

African horse sickness: A review of current understand-

ing and vaccine development. Viruses. 11 (9): 844. 

Fischer, A.H., Jacobson, K.A., Rose, J. and Zeller, R. 2008.  

Cutting sections of paraffin embedded tissues. CSH 

Protocols (this issue). doi: 10.1101/pdb.prot4987.

Guthrie, A.J., MacLachlan, N.J., Joone, C., Lourens, C.W.,  

Weyer, C.T., Quan, M., Monyai, M.S. and Gardner, I.A.  

2013. Diagnostic accuracy of a duplex real-time reverse 

transcription quantitative PCR assay for detection of 

African horse sickness virus. J. Virol. Methods.189 (1): 

30-35.

Jones, L.M., Hawes, P.C., Salguero, F.J. and Castillo-Olivares, J.  

2023. Pathological features of African horse sickness 

virus infection in IFNAR−/− mice.  Front. Vet. Sci. 10: 

1114240.

Mellor, P.S. and Hamblin, C. 2004. African horse sickness. Vet. 

Res. 35 (4): 445-466. doi: 10.1051/vetres:2004021. PMID: 

15236676.

Roy, P., Mertens, P.P. and Casal, I. 1994.  African horse sickness 

virus structure. Comp. Imm. Microb. Infect. Dis. 17  

(3-4): 243-273.

Slaoui, M., and Fiette, L. 2011. Histopathology procedures: 

from tissue sampling to histopathological evaluation.  

Drug Safety Evaluation: Methods and Protocols. 69-82.

The Center for Food Security and Public Health (CFSPH).  2015. 

“Malignant Catarrhal Fever.” [Online]. Available https://

www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/african_horse_

sickness.pdf. Accessed November 1, 2022.

Wohlsein, P., Pohlenz, J., Davidson, F., Salt, J. and Hamblin, C.  

1997. Immunohistochemical demonstration of African 

horse sickness viral antigen in formalin-fixed equine 

tissues. Vet. Path. 34 (6): 568-574.

World Organisation for Animal Health (WOAH). 2022. “Chapter 

3.6.1. African horse sickness (infection with African 

horse sickness virus)” In: Manual of Diagnostic Tests 

and Vaccines for Terrestrial Animals. [Online]. Available:  

https://www.woah.org/fileadmin/Home/eng/Health_

standards/tahm/3.06.01_AHS.pdf.  Accessed November 

1, 2022.


