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ข้้อแนะนำสำหรัับผู้้�เขีียน
	 สัตัวแพทยสารเป็น็วารสารทางวิิชาการของสัตัวแพทยสมาคมแห่ง่ประเทศไทยในพระบรมราชููปถััมภ์ ์ซึ่่�งลงบทความ
ผลงานค้้นคว้้าวิิจััยทางวิิทยาศาสตร์์ ที่ �เกี่่�ยวกัับวิิชาการในสาขาสััตวแพทยศาสตร์์ คณะผู้้�จััดทำสััตวแพทยสาร ยิิ นดีีรัับ
เรื่่�องจากทุุกท่่านที่่�กรุุณาส่่งมาเพื่่�อเผยแพร่่ และเพื่่�อความสะดวกในการพิิจารณาเรื่่�อง ขอเสนอแนะดัังนี้้�

1. เรื่่�องที่่�จะนำลง

	 1.1		 งานค้้นคว้้าทดลองหรืือวิิจััยทางวิิชาการ ที่ �           

เกี่่�ยวกัับสััตว์์ ผลิิตภััณฑ์์สััตว์์ หรืือพืืชอาหารสััตว์์  ทั้้�งที่่�ทำ

ในประเทศและต่่างประเทศ หรืือวิิทยานิิพนธ์์

	 1.2		 บทความวิิจััย (Research article) บทความ

ปริิทััศน์์ (Review article) บ ทความวิิจััยสั้้�น (Short               

communication) และรายงานสััตว์์ป่่วย (Case report) 

ที่่�เป็น็ประโยชน์ ์และเกี่่�ยวข้้องกับัวิิชาการสัตัวแพทย์ ์และ

สััตวบาลทุุกสาขา

	 1.3		 เรื่่�องอื่่�น ๆ  ที่่�คณะผู้้�จัดัทำ พิิจารณาเห็น็สมควร

2. ต้้นฉบัับ

	 2.1		 ต้้นฉบับัที่�ส่ง่มาลงพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสาร ต้้อง

ไม่่เป็็นเรื่่�องที่่�เคยเผยแพร่่ หรืือกำลัังอยู่่�ระหว่่างการ

พิิจารณาเพื่่�อลงในหนัังสืือ หรืือ วารสารอื่่�นใดมาก่่อน

	 2.2		 ต้้นฉบัับเป็็นภาษาไทย หรืือภาษาอัังกฤษ ใช้้

ตัวัอักัษร Microsoft San Serif 12 หรือื ThSarabun PSK 

16 โดยพิิมพ์์ด้้วยโปรแกรม Microsoft word

	 2.3		 ความยาวของเรื่่�องสำหรับับทความชนิิดต่าง ๆ

จำนวนไม่่เกิิน 20 หน้้า สำหรับับทความวิิจัยัสั้้�นหรือืรายงาน

สัตัว์์ป่่วยจำนวนไม่่เกิิน 5 หน้้า หรืือตามที่่�เห็็นสมควร

	 2.4		 ผลงานวิิชาการที่่�ตีีพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสารแล้้ว

ถืือเป็็นลิิขสิิทธ์ิ์�ของหนัังสืือที่่�ผู้้�เขีียนจะนำไปเผยแพร่่ท่ี่�อื่่�น

อีีกไม่่ได้้

	 2.5		 ตารางและภาพท่ี่�ใช้้ประกอบในบทความ ควร

แนบไฟล์์ต้้นฉบัับของตารางและภาพนั้้�นมาด้้วย

3. บทความวิิจััย (Research article)

	 3.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 เพื่่�อเผยแพร่ง่านวิิจัยทางด้้านสัตัวแพทย์แ์ละ

สััตวบาลฉบัับสมบููรณ์์

	 3.2		 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 3.2.1	 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 20 หน้้า

กระดาษ A4

	 	 	 	 3.2.2	 จำนวนรููปและตาราง ตามความ

เหมาะสมของบทความ

	 3.3		 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

	 	 	 	 3.3.1	 ชื่่�อเรื่่�อง (Title) มีีทั้้ �งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ  ควรตั้้�งชื่่�อให้้สั้้�นกะทััดรัด  ชััดเจน และสื่่�อ

ความหมายได้้

	 	 	 	 3.3.2	 ชื่่�อผู้้�เขีียนและผู้้�ร่่วมงาน (Author 

and co-workers) เขีียนชื่่�อนามสกุลเต็ม็ทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ พร้้อมทั้้�งระบุุสถานที่่�ทำงาน จั ังหวััด  รหััส

ไปรษณีีย์แ์ละ กรุณุาบอกหมายเลขโทรศัพัท์ห์รือือีีเมลของ

ผู้้�เขีียน/ผู้้�รัับผิิดชอบ เพื่่�อการติิดต่่อ

	 	 	 	 3.3.3	 บทคััดย่่อ (Abstract) เขีียนสั้้�น ๆ ให้้

ได้้เนื้้�อความครอบคลุุมทั้้�งหมด  โดยต้้องมีีชื่่�อเรื่่�องและ

บทคัดัย่อทั้้�งภาษาไทยและภาษาอังักฤษ ความยาวไม่่เกิิน 

300 คำต่่อภาษา

	 	 	 	 3.3.4	 คำสำคััญ (Key words) เป็็นคำที่่�มีี

ความหมายแสดงถึงึความเป็น็ไปของการทดลองนั้้�น ๆ  ระบุุ

อยู่่�ใต้้บทคััดย่อ ทั้้ �งภาษาไทย และภาษาอัังกฤษ  รวมกััน

แล้้วไม่่เกิินภาษาละ 5-7 คำ ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้้ผู้้�วิิจัยอื่่�นใช้้ในการ

ค้้นหา ในกรณีีที่�เป็น็คำสำคััญที่่�จะใช้้เป็็นคำทัับศัพัท์ภ์าษา

อัังกฤษ ให้้ใช้้คำภาษาอัังกฤษ

	 	 	 	 3.3.5	 บทนำ (Introduction) บรรยายความ

เป็น็มาสั้้�น ๆ  ควรมีีการตรวจเอกสาร (literature review) 

รวมทั้้�งอธิิบายจุุดประสงค์์ของงาน

	 	 	 	 3.3.6	 อุุปกรณ์์และวิิธีีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีีที่่�เป็็นการคิิดค้้นขึ้้�นใหม่่ควรอธิิบาย

อย่างละเอีียด ถ้้าเป็็นวิิธีีการท่ี่�ทราบกันอยู่่�แล้้วและตีีพิิมพ์์แล้้ว

ไม่่ต้้องบรรยายซ้้ำ ควรเขีียนในลัักษณะข้้ออ้้างอิิง (ขึ้้�นกัับ

ความเห็็นของผู้้�พิิจารณา) ในกรณีีที่่�มีีการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ขอให้้ระบุุรหัสัการอนุญาตใช้้สัตัว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์

ของผู้้�รัับผิิดชอบบทความท่ี่�ออกโดยคณะกรรมการของ

สถาบััน (institutional review board) เช่่น เลขที่่�การ

อนุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ EA 011/61 (R) กรณีีหน่่วยงานของ

ผู้้�วิิจััยไม่่มีี IRB ให้้ขอหน่่วยงานอื่่�นที่่�เทีียบเท่่า ทั้้�งนี้้�ขึ้้�นอยู่่�

กับัการดุุลพิินิิจของสาราณีียากร ในกรณีีงานวิิจัยเก่ี่�ยวข้้อง



กับัมนุษุย์ ์ต้้องได้้รับัการอนุมุัตัิิล่ว่งหน้้าสำหรับัการวิิจัยัใน

มนุุษย์์โดยคณะกรรมการของสถาบััน หรืือคณะกรรมการ

จริิยธรรมที่่�เทีียบเท่่า หรืือต้้องได้้รัับความยิินยอมโดยได้้

รัับข้้อมููล (informed consent) ซึ่่�งอาจขอความยิินยอม 

ด้้วยการลงนามหรืือด้้วยวาจา หรือือธิิบายว่า่ทำไมไม่ไ่ด้้รับั

ความยิินยอม

	 	 	 	 3.3.7	 ผลการทดลอง (Results) และวิิจารณ์์ 

(Discussion) รายงานผลการทดลองเป็็นคำบรรยาย ควร

ให้้รายละเอีียดและเข้้าใจง่าย หากเป็็นไปได้้ควรเสนอผล

ในรููปของตาราง รููปภาพ หรืือกราฟ ไม่่ควรแสดงถึึงผลที่่�

เหมือืนกันั ถ้้าเป็็นตาราง (tables) ควรพิิมพ์์ให้้ชัดัเจนและ

ขนาดพอเหมาะกัับขนาดของหน้้าของสััตวแพทยสาร 

ตารางควรมีีความหมายในตััวเอง และต้้องมีีคำอธิิบาย

เหนืือตารางด้้วย ในกรณีีที่่�เป็็นรููปภาพ (figures) ควรมีีคำ

อธิิบายสั้้�น ๆ  เป็น็ภาษาเดีียวกัับเนื้้�อเรื่่�อง สามารถเป็็นภาพ

ขาวดำหรืือภาพสีี ต้้องส่่งมาเป็็นไฟล์์แนบมาด้้วยขนาดไม่่

ต่่ำกว่่า 250 pixels และอธิิบายรายละเอีียดภาษาเดีียว

กัับเนื้้�อเรื่่�องไว้้ใต้้รููป การวิิจารณ์์ เป็็นการวิิจารณ์์ผลการ

ทดลองโดยควรมีีการเปรีียบเทีียบกัับผลงานของผู้้�อื่่�นที่่�ได้้

กระทำมาแล้้ว และเน้้นถึึงสิ่่�งที่่�ได้้ค้้นพบ

	 	 	 	 3.3.8	 สรุุป (Conclusion) และคำแนะนำ 

(Suggestion) หากเป็็นบทความควรมีีการตรวจเอกสาร 

(review papers) หรืือเป็็นการทดลองที่่�มีีหลายข้้อ ควรมีี

บทสรุุปที่่�เขีียนใจความสำคััญ

	 	 	 	 3.3.9	 กิิตติิกรรมประกาศ (Acknowledg-

ment) อ าจมีีหรืือไม่่มีีก็็ได้้  เรีียบเรีียงย่่อหน้้าเดีียวแบบ

กระชัับ  ระบุุแหล่่งทุุนวิิจััย บุ ุคคลและหน่่วยงานที่่�ได้้รัับ

ความช่่วยเหลืือ หรืือความร่่วมมืือในงานค้้นคว้้าวิิจััย

	 	 	 	 3.3.10	เอกสารอ้้างอิิง (References)

	 	 	 	 	 	 ก.	 การเขีียนอ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�องควรอ้้างอิิง

ดัังนี้้� คืือ

	 	 	 	 	 	 	 1.	 	 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นคนไทย

เมื่่�อเป็็นประธานของประโยค เช่่น นรสุุทธิ์์� และคณะ 

(2550) หรืือเมื่่�อผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น 

(นิิวััตร, 2550) หรืือ (พรเพ็็ญ และคณะ, 2550)

	 	 	 	 	 	 	 2.	 	 กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นชาวต่่าง

ประเทศเมื่่�อเป็น็ประธานของประโยค เช่น่ Tomazewski 

and Daniel (1992), Taylor et al. (1992) หรืือเมื่่�อ              

ผู้้�รายงานอยู่่�กลางหรืือท้้ายประโยค เช่่น (Tomazewski 

and Daniel, 1992), (Taylor et al., 1992)

	 	 	 	 	 	 	 3.	 	 กรณีีอ้้างถึึงบุุคคล  หรืือเรื่่�องท่ี่�ไม่่

เคยลงพิิมพ์ม์าก่อ่น (personal communication) ให้้อ้้าง

เฉพาะในเนื้้�อเรื่่�องเท่า่นั้้�น ไม่ต่้้องนำไปลงในรายชื่่�อเอกสาร

อ้้างอิิง

	 	 	 	 	 ข.	 การเขีียนเอกสารอ้้างอิิงท้้ายเรื่่�องควร

อ้้างอิิงเอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้วตามด้้วยภาษาอัังกฤษ 

โดยเขีียนเรีียงลำดัับพยััญชนะของชื่่�อผู้้�เขีียน (ถ้้าเป็็นภาษา

อัังกฤษใช้้ชื่่�อสกุุล  ตามด้้วยชื่่�อย่่อของผู้้�แต่่ง) ตามด้้วย ปี ี 

ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อหนัังสืือหรืือชื่่�อย่่อวารสาร (พิิมพ์์ตััวเอน) ปีีที่่� 

ฉบัับที่่� และหน้้าที่่�อ้้างอิิง ดัังตััวอย่่าง คืือ

นรสุุทธิ์์� บางภููมิิ  นุุช โชติิช่่วง  สุุพจน์์ อาวสกุุลสุุทธิิ  วนิิดา

พัสัดุรุักัษ์์  วิิมล เพชรกาญจนาพงศ์์  กาญจนา อิ่่�มศิิลป์

ธีีระศัักดิ์์� พราพงษ์์  วรรณดา สุุจริิต  และ ศิิริิวรรณ

พราพงษ์์. 2550. สรีีระเปรีียบเทีียบทางด้้านสุุขภาพ

ของโคนมที่่�ได้้รัับตำรัับพืืชสมุุนไพรไทยในระยะ

ก่่อนคลอด  คลอดและหลังัคลอด. สัตัวแพทยสาร.  

58 (2): 1-11.

Suradhat, S., Kesdangsakonwut, S., Sada, W.,           

Buranapraditkun, S., Wongsawang, S. and 

Thanawongnuwech, R. 2006. Negative           

impact of porcine reproductive and                      

respiratory syndrome virus infection on the 

efficacy of classical swine fever vaccine.  

Vaccine. 24 (14): 2634-2642.

	 	 	 	 	 ค.	 ในกรณีีที่�อ้้างอิิงตำรา (textbook) ให้้

ระบุุชื่่�อผู้้�เขีียน ปี ที่่�พิิมพ์์ ชื่่ �อเรื่่�อง ชื่่ �อตำรา (พิิมพ์์ครั้้�งท่ี่�

เท่่าใดและชื่่�อบรรณาธิิการหากมีี) ส ำนัักพิิมพ์์ เมืืองและ

ประเทศที่่�พิิมพ์์หน้้าแรกและหน้้าสุุดท้้ายที่่�อ้้างอิิง

Krammer, J.W. 1989. Clinical enzymology. In: 

Clinical Biochemistry of Domestic Animals.  

4th eds., edited by J.J. Kaneko.  Academic 

Press, USA.  p. 346.

		 	 	 	 	 หมายเหตุุ ชื่่ �อทางวิิทยาศาสตร์์ทั้้�งภาษา

อัังกฤษและทัับศััพท์์ภาษาไทยให้้พิิมพ์์โดยใช้้ตััวอัักษรที่่�

ต่่างจากตััวเรื่่�อง



4. บทความปริิทััศน์์ (Review article)

	 4.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 -	การสำรวจงานวิิจััยที่่�มีีอยู่่�แล้้ว

	 	 	 	 -	บทความสำหรัับประมวลความรู้้�ในเรื่่�อง 

หรืือประเด็็นใดประเด็็นหนึ่่�ง

	 	 	 	 -	บทความที่่�แสดงถึึงการเคลื่่�อนไหว ความ

เป็็นมา เป็็นไป และ ชี้้�แนวทางการทำวิิจัยท่ี่�ควรจะเกิิดขึ้้�น		

	 	 	 	 -	การประเมิินสถานะความรู้้�ที่่�ผ่่านมา

	 	 	 	 -	การให้้ข้้อมููลแก่่ผู้้�อ่่าน ถกเถีียง ตีี ความ 

อภิิปราย ชี้้�แนวทาง ให้้ข้้อเสนอแนะ บอกทางบวก ทางลบ	 	

	 	 	 	 -	บทความท่ี่�เรีียบเรีียงโดยมีีการวิิเคราะห์์ 

วิิจารณ์ ์เปรีียบเทีียบวรรณกรรมที่่�มีีการดำเนิินการมาแล้้ว

จนถึึงปััจจุบันั สัังเคราะห์์ให้้เกิิดความรู้้�ที่่�แสดงภาพของงาน

วิิจััยในหััวข้้อเรื่่�องที่่�ศึึกษา 

	 4.2 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

	 	 	 	 4.2.1 ชื่่�อเรื่่�อง สั้้�น ชัดัเจน ไม่่เยิ่่�นเย้้อ

	 	 	 	 4.2.2 บทคััดย่อ คือบทสรุปท่ี่�นำมาไว้้นำเรื่่�อง 

หลัักเกณฑ์์แบบเดีียวกัับงานวิิจััย แต่่ไม่่ต้้องมีีหััวข้้อต่่าง ๆ

ควรเน้้นถึึงความสำคััญของเรื่่�อง ปั ญหา อุุปสรรค และ          

ข้้อเสนอแนะ หรืือบทวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นและของผู้้�เขีียน

เอง	 	 	 	 	 4.2.3 บทนำ เพื่่�อให้้ผู้้�อ่า่นตระหนักัถึึงความ

สำคััญของเรื่่�องที่่�จะตามมา อ าจมีีเอกสารอ้้างอิิงหรืือ        

ไม่่ก็็ได้้ ไม่่ควรให้้บทนำยาวเกิินไป และควรเป็็นข้้อเขีียนที่่�

เข้้าใจง่่าย

	 	 	 	 4.2.4 เนื้้�อเรื่่�อง ไม่่มีีกฎเกณฑ์์ตายตััวใด  ๆ           

ในเรื่่�องหััวข้้อของเนื้้�อเรื่่�อง แต่่ขึ้้�นกัับเรื่่�องที่่� ผู้้� เขีียน               

เรีียบเรีียง ควรแบ่ง่เป็น็หัวัข้้อใหญ่ ่ๆ  และอาจมีีหัวัข้้อย่อ่ย

ตามจำเป็็น ผู้้� เขีียนสามารถนำข้้อมููล  ความคิิดเห็็น            

ข้้อวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นมาเสนอในรููปใหม่่ ซึ่่�งอาจเป็็น รูู ป

ตาราง รููปภาพ กราฟฯ แต่่ไม่่ควรลอกสิ่่�งเหล่่านี้้�มาลงโดย

ไม่่ได้้ดััดแปลง ตััดทอน หรืือเรีียบเรีียงใหม่่ หากทำเช่่นนั้้�น

ควรให้้เครดิิตแก่่เจ้้าของเรื่่�อง ถ้้าเป็็นข้้อความควรจััดอยู่่�ใน

เครื่่�องหมายคำพููด

	 	 	 	 4.2.5 บ ทวิิจารณ์์ ควรมีีการวิิจารณ์์ของ                   

ผู้้�เรีียบเรีียง เพื่่�อให้้ผู้้�อ่่านคล้้อยตามในประเด็็นที่่�ผู้้�เขีียน 

เห็็นว่่าสำคััญ หากมีีข้้อโต้้แย้้งในเรื่่�องใด  ผู้้�เขีียนควรหา

ประจัักษ์์พยานมาอ้้างอิิง และสรุุปเป็็นข้้อยุุติิ  หากยัังมีี            

ข้้อสงสััย ควรเสนอแนะให้้มีีการศึึกษาค้้นคว้้าเพิ่่�มเติิม	 	

	 	 	 	 4.2.6. คำขอบคุุณ โดยปกติิจะไม่่มีี แต่่หาก           

ผู้้�เขีียนได้้รัับความช่่วยเหลืือต่่าง ๆ ในการเรีียบเรีียงและ

จััดเตรีียมต้้นฉบัับ  เช่่น การหาข้้อมููล รูู ปภาพ กราฟ ตา

รางฯ จ ากผู้้�อื่่�น และนำสิ่่�งนั้้�นมาตีีพิิมพ์์โดยไม่่มีีการ

ดัดัแปลง ก็ค็วรขออนุญุาตเจ้้าของและแสดงความขอบคุณุ

ไว้้ในตอนนี้้�ด้้วย	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 4.2.7 บ รรณานุุกรม ไม่่จำเป็็นต้้องมีีการ

อ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�อง แต่่หลัักการเขีียนใช้้แบบเดีียวกัับ

บทความวิิจััย

5. บทความวิิจััยสั้้�น (Short communication)

	 5.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 5.1.1	 รายงานการพัฒันา/ปรับัปรุงุวิิธีีการที่่�

ใช้้ในปััจจุุบััน

	 	 	 	 5.1.2 	รายงานการประยุุกต์์ใช้้สาร/เครื่่�องมือื

ต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เคยใช้้มาก่่อน

	 	 	 	 5.1.3 	รายงานที่่�ข้้อมููลสมบููรณ์ร์ะดับัหนึ่่�ง แต่่

ต้้องรีีบเผยแพร่่

	 5.2 	 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 5.2.1 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 5 หน้้า

กระดาษ A4

	 	 	 	 5.2.2 	รููปและตารางไม่่เกิิน 2 ชิ้้ �น ต่ อ

บทความ

	 5.3 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

	 	 	 	 5.3.1 บทคััดย่่อ ความยาวไม่่เกิิน 100 คำ

	 	 	 	 5.3.2 	คำสำคััญ ไม่่เกิิน 5 คำ	 	 	

	 	 	 	 5.3.3 	คำนำ

	 	 	 	 5.3.4 	อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

	 	 	 	 5.3.5 	ผลและวิิจารณ์์

	 	 	 	 5.3.6 	สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 	 	 	 5.3.7 	กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

	 	 	 	 5.3.8 	เอกสารอ้้างอิิง 6-10 เรื่่�อง เขีียน         

รููปแบบเดีียวกัับบทความวิิจััย

6. รายงานสััตว์์ป่่วย (Case report)

	 6.1		 วััตถุุประสงค์์

	 	 	 	 6.1.1	 รายงานการพบโรค/อาการ/กลุ่่�ม

อาการ ในสััตว์์

	 	 	 	 6.1.2 	รายงานการตรวจวิินิิจฉัยัโรค/รอยโรค

ในสััตว์์



	 	 	 	 6.1.3 	รายงานการใช้้ยา/สารเคมีี/อาหาร/

แร่่ธาตุุ ในสััตว์์

	 6.2 	 รููปแบบโดยรวม

	 	 	 	 6.2.1. ความยาวทั้้�งหมด 4 - 10 หน้้ากระดาษ 

A4

	 6.3 	 มีีการเขีียนได้้ 2 แบบคืือ

	 	 	 	 6.3.1 แบบที่่� 1 มีีรููปแบบ คือ แบ่่งหัวัข้้อต่าง ๆ

เหมืือนบทความวิิชาการ ได้้แก่่

	 	 	 	 	 6.3.1.1 บทคััดย่่อ 

	 	 	 	 	 6.3.1.2	 คำสำคััญ  ไม่่เกิิน 5 คำ		 	

	 	 	 	 	 6.3.1.3 คำนำ

	 	 	 	 	 6.3.1.4 อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

	 	 	 	 	 6.3.1.5 ผลและวิิจารณ์์

	 	 	 	 	 6.3.1.6 สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	 	 	 	 	 6.3.1.7 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรือืไม่่ก็็ได้้		

	 	 	 	 	 6.3.1.8 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย

	 	 	 	 	 6.3.2 แบบที่่� 2 ไม่่มีีรููปแบบ ไม่่แบ่่งหััวข้้อ

	 	 	 	 	 6.3.2.1 บทคััดย่่อ 

	 	 	 	 	 6.3.2.2  คำสำคััญ ไม่่เกิิน 5 คำ

	 	 	 	 	 6.3.2.3 เนื้้�อเรื่่�อง	 	 	 	

	 	 	 	 	 6.3.2.4 กิิตติิกรรมประกาศ จะมีีหรืือไม่่ก็็ได้้

	 	 	 	 	 6.3.2.5 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย



เรีียน ผู้้�อ่่านทุุกท่่าน

	 ขอสวััสดีีท่่านผู้้�อ่่านทุุกท่่าน พบกัันครั้้�งนี้้�เป็็นฉบัับที่่� 2 ของปีีที่่� 76 ของสััตวแพทยสารแล้้ว 

หวัังเป็็นอย่่างยิ่่�งว่่าจะเป็็นประโยชน์์กัับผู้้�อ่่าน สมดัังเจตนารมณ์์ของวารสาร

	 	 กองสาราณีียากร ขอขอบพระคุุณผู้้�นิิพนธ์์ที่่�ให้้ความสนใจส่่งบทความเผยแพร่่ใน	

สััตวแพทยสาร ท่ ่านผู้้�ทรงคุุณวุุฒิิที่่�สละเวลาพิิจารณาทบทวนบทความให้้มีีความถููกต้้อง ส มบููรณ์์ 	

ท่า่นนายกสมาคมและกรรมการสัตัวแพทยสมาคมแห่ง่ประเทศไทย พระบรมราชููปถัมัภ์ท์ี่่�ให้้การสนับัสนุนุ 

ตลอดจนทีีมงานทุุกท่่าน ไว้้ ณ โอกาสนี้้�ด้้วย

	 	 	 	 	 	 	    นายสััตวแพทย์์นฤเบศ เนิินทอง

								              สาราณีียากร

สารจากสาราณีียากร
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Application of Polymerase Chain Reaction to detect serogroups, serotypes and  
virulence genes in Pasteurella multocida isolated from cattle and buffalo 

with hemorrhagic septicemia in Thailand

Thammarath Sujit*  Apasara Worarach

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.

Keywords: Pasteurella multocida, serogroups, serotypes, virulence-associated genes, PCR, cattle and buffalo
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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
*สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ เกษตรกลาง ลาดยาว จตุุจัักร กรุุงเทพมหานคร 10900

*ผู้้�รัับผิิดชอบบทความ โทร: 0 2561 2730 e-mail: thammarathh@hotmail.com
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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
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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

ต้้านทานโรคได้้

กิิตติิกรรมประกาศ

	ข อขอบคุุณ National Institute of Animal 

Health, Japan ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์เชื้้�อควบคุุมบวก

สำหรัับการศึึกษา สพ.ญ.อรพรรณ อาจคำภา สำนัักงาน

ปศุุสััตว์์เขต 4 ที่่�ช่่วยให้้คำปรึึกษาการวิิเคราะห์์ข้้อมููลทาง

สถิิติิในการศึึกษาวิิจััย และเจ้้าหน้้าที่่�กลุ่่�มแบคทีีเรีียและ

เชื้้�อราที่่�ช่่วยในการดำเนิินการศึึกษา

เอกสารอ้้างอิิง

﻿พััชรีี ทองคำคููณ เนตรชนก จิิวกานนท์์ เสกสิิทธิ์์� สิิงห์์แจ่่ม และวััฒนศัักดิ์์� 

จำละคร. 2558. ลัักษณะทางพัันธุุกรรมและความไวต่่อยาต้้าน

จุุลชีพของเชื้้�อก่่อโรคเฮโมรายิิกเซฟทิิซีีเมีียที่่�ระบาดในปีี พ.ศ. 

2557. วารสารสถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ. 10(1): 11–25. 

สมใจ สีีหาคิิม นิิยมศัักดิ์์� อุุปทุุม นพดล มีีมาก และ นิิมิิต ลีีสิิริิกุุล. 2535. 

โรคเฮโมรายิิกเซพติิซีีเมีียในโคและกระบืือในภาคตะวัันออก

เฉีียงเหนืือ. วารสารสััตวแพทยศาสตร์์ มข. 2(1): 33-46.  



11
สัตวแพทยสาร ปีที่ 76 เล่มที่ 2

Journal of the Thai Veterinary Medical Association

หฤทััย รุ่่�งเรืือง และชนิินทร์์ น่่าชม. 2561. การศึึกษาปััจจััยเสี่่�ยงของการ

เกิิดโรคเฮโมรายิิกเซพติิเมีีย (โรคคอบวม) ในกระบืือ และโคเนื้้�อ 

ตำบลก้านเหลืือง อำเภอนาแก จัังหวััดนครพนม. แหล่่งที่่�มา: 

https://pvlo-kop.dld.go.th/Manu/Academic%20

works/01.pdf. [17 พฤศจิิกายน 2567].

อััญชลีี คำใสย์์ และ อรพรรณ อาจคำภา. 2565. การระบาดของโรค 

เฮโมรายิิกเซพติิซีีเมีียในกระบืือ และความรู้้� ทััศนคติิและวิิธีี

ปฏิิบััติิในการป้้องกัันและควบคุุมโรคของเกษตรกรในพื้้�นที่่� 

เกิิดโรคในจัังหวััดมหาสารคาม ปีี 2563. [Online]. Available: 

https://pvlo-msk.dld.go.th/webnew/index.php/th/

news-menu/paper-menu/608-paper003. [17 

พฤศจิิกายน 2567].

Almoheer, R., Abd Wahid, M. E., Zakaria, H. A., Jonet, M. A. B., 

Al-Shaibani, M. M., Al-Gheethi, A. and Addis, S. N. K. 

2022. Spatial, Temporal, and Demographic Patterns in 

the Prevalence of Hemorrhagic Septicemia in 41 

Countries in 2005-2019: A Systematic Analysis with 

Special Focus on the Potential Development of a 

New-Generation Vaccine. Vaccines. 10(2): 315. 

	 https://doi.org/10.3390/vaccines10020315.

Ara, M.S., Rahman, M.T., Akhtar, M., Rahman, M., Nazir, 

K.H.M.N.H., Ahmed, S., Hossen, M.L., Khan, M.F.R. and 

Rahman, M.B. 2016. Molecular detection of  

Pasteurella multocida Type B causing haemorrhagic 

septicemia in cattle and buffaloes of Bangladesh. 

Progressive Agriculture. 27 (2): 175-179.

Aski-Shirzad, H. and Tabatabaei, M. 2016. Occurrence of  

Virulence-associated Genes in Pasteurella multocida 

Isolates Obtained from Different Hosts. Microbial 

Pathogenesis. 96: 52-57. 

Calderón Bernal, J.M., Serna, C.; García Muñoz, Á., Díez  

Guerrier, A., Domínguez, L., Fernández-Garayzábal, 

J.F., Vela, A.I. and Cid, D. 2023. Genotypic Comparison 

of Pasteurella multocida from Healthy Animals at 

Entry to the Feedlots with That and from Bovine  

Respiratory Disease-Affected Animals during the  

Fattening Period. Animals. 13: 2687.Dabo, S. M.,  

Taylor, J. D., and Confer, A. W. 2007. Pasteurella  

multocida and bovine respiratory disease. Animal 

Health Research Reviews. 8(2): 129–150.

Dabo, S.M., Taylor, J.D., and Confer, A.W. 2007. Pasteurella 

multocida and bovine respiratory disease. Animal 

Health Research Reviews. 8(2): 129–150. 

E-Kobon, T., Leeanan, R., Pannoi, S., Anuntasomboon, P., 

Thongkamkoon, P. and Thamchaipenet, A. 2017. 

OmpA protein sequence-based typing and  

virulence-associated gene profiles of Pasteurella 

multocida  isolates associated with bovine  

haemorrhagic septicaemia and porcine pneumonic 

pasteurellosis in Thailand. BMC. Vet. Res. 13 (1): 243.

Ewers, C., Lubke-Becker, A., Bethe. A., Kiebling. S., Filter, M. 

and Wieler, L.H. 2006. Virulence genotype of  

Pasteurella multocida strains isolated from different 

hosts with various disease status. Vet Microbiol. 114: 

304–317.

Gharibi, D., Haji Hajikolaei, M.R., Ghorbanpour, M. and Barzegar, 

S.K. 2017. Virulence gene profiles of Pasteurella  

multocida strains isolated from cattle and buffalo. 

Veterinary Archives. 87(6): 677-690. 

Harper, M., Boyce, J. D. and Adler, B. 2006. Pasteurella  

multocida pathogenesis: 125 years after Pasteur. 

FEMS microbiology letters. 265 (1): 1–10. 

Harper, M., John, M., Turni, C., Edmunds, M., Michael, F.S., 

Adler, B., Blackall, P. J., Cox, A.D. and Boyce J.D. 2015. 

Development of a rapid multiplex PCR assay to  

genotype Pasteurella multocida strains by use of the 

lipopolysaccharide outer core biosynthesis locus. J. 

Clin. Microbio. 53: 477-485. 

Islam, E.A., Fegan, J.E., Tefera, T.A., Curran, D.M., Waeckerlin, 

R.C., Ng, D., Ahn, S.K., Lai, C.H.R., Nguyen, Q.H., Shah, 

M., Tesfaw, L., Adamu, K., Medhin, W.W., Legesse, A., 

Deresse, G., Getachew, B., Rawlyk, N., Evans, B., Potter, 

A., Schryvers, A.B. and Moraes, T.F. 2023. Reverse 

vaccinology-based identification of a novel surface 

lipoprotein that is an effective vaccine antigen against 

bovine infections caused by Pasteurella multocida. 

PLoS pathogens. 19(3): e1011249. https://doi.

org/10.1371/journal.ppat.1011249.

Khamesipour, F., Momtaz, H. and Azhdary, M.A. 2014.  

Occurrence of virulence factors and antimicrobial  

resistance in Pasteurella multocida strains isolated 

from slaughter cattle in Iran. Front. Microbiol. 5: 536. 

Khoo, E., Siti Nor Hanani, R., N00rmah, M.A., Nafizak, M., Saifu 

Nazri, R., Norazariyah, M.N., Mohammad Fhitri, S. and 

Roseiliza, R. 2020. Virulence genes profile of haemor-

rhagic septicemia (HS) – causing Pasteurella  

multocida serogroup B in Malaysia. Malaysian Journal 

of Veterinary Research. 11(2): 32-38. 



12
สัตวแพทยสาร ปีที่ 76 เล่มที่ 2

Journal of the Thai Veterinary Medical Association

Kline, K.A., Falker, S., Dahlberg, S., Normark, S. and  

Henriques-Normark, B. 2009. Bacterial adhesins in 

host-microbe interactions. Cell Host Microbe. 5(6): 

580-592.

Lynch, M. and Kuramitsu, H. 2000. Expression and role of  

superoxide dismutases (SOD) in pathogenic bacteria. 

Microbes and Infection. 2(10): 1245-1255.

Markey, B. K., Leonard, F., Archambault, M., Cullinane, A. and 

Maguire, D. 2013. Chapter 21: Pasteurella ,  

Mannheimia ,  Bibersteinia and Avibacterium  

species. In: Clinical veterinary microbiology (2nd ed.). 

Mosby Elsevier.

Peng, Z., Wang, X., Zhou, R., Chen, H., Wilson, B. A. and Wu, 

B. 2019. Pasteurella multocida: Genotypes and  

Genomics. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 83 (4): e00014-19. 

Queipo-Ortuño, M. I., De Dios Colmenero, J., Macias, M., Bravo, 

M. J. and Morata, P. 2008. Preparation of bacterial DNA 

template by boiling and effect of immunoglobulin  

G as an inhibitor in real-time PCR for serum samples 

from patients with brucellosis. Clinical and vaccine 

immunology. 15(2): 293–296. 

R Core Team. 2024. R: A Language and Environment for  

Statistical Computing. R Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria. https://www.R-project.

org/.

Townsend, K.M., Boyce, J.D., Chung, J.Y., Frost, A. J. and Adler, 

B. 2001.Genetic organization of Pasteurella multocida 

cap Loci and development of a multiplex capsular 

PCR typing system. J. Clin. Microbiol. 39: 924-929. 

Townsend, K.M., Frost A.J., Lee C.W., Papadimitriou J.M. and 

Dawkins H.J.S. 1998. Development of PCR assays for 

species- and type-specific identification of Pasteurella 

multocida isolates. J. Clin. Microbiol. 36: 1096–1100.

Verma, S., Sharma, M., Katoch, S., Verma, L., Kumar, S., Dogra, 

V., Chahota, R., Dhar, P. and Singh G. 2013. Profiling of 

virulence associated genes of Pasteurella multocida 

isolated from cattle. Vet. Res. Commun. 37(1): 83–89.

Worarach, A., Promto, G. and Pathanasophon, P. 2014.  

Molecular Characterization of Pasteurella multocida 

Isolates that Cause Haemorrhagic Septicaemia in  

Thailand using Pulsed-field Gel Electrophoresis.  

Thai J Vet Med. 44(1): 23-29. 

World Organisation for Animal Health (WOAH). 2024. “Chapter 

3.4.10. Haemorrhagic septicemia (Pasteurella  

multocida serotype 6:B and 6:E), version adopted in 

May 2021.” In: Manual of Diagnostic Tests and  

Vaccines for Terrestrial Animals 2024. [Online].  

Available: https://www.woah.org/fileadmin/Home/

eng/Health_standards/tahm/3.04.10_HAEMORRHAGIC_

SEPTICAEMIA.pdf. Accessed: August 17, 2024.



13
สัตวแพทยสาร ปีที่ 76 เล่มที่ 2

Journal of the Thai Veterinary Medical Association

Detection of lumpy skin disease virus in formalin-fixed paraffin-embedded tissues 

using immunohistochemistry and indirect immunofluorescence assay

Vara Varong*  Peerada Siriwatcharawong

Abstract

	 Background: Lumpy skin disease (LSD) is a disease caused by the Lumpy skin disease virus (LSDV). 

This virus causes fever and the formation of skin nodules, mucosal lesions, and internal organ damage, 

resulting in significant losses in livestock. The diagnosis of LSD can be performed using PCR, ELISA,  

and histopathology. However, in some cases, additional techniques such as IHC and IFAT are necessary 

due to limitations of samples preserved in formalin. Therefore, the objective of this study was to produce 

a specific primary antibody for LSDV by expressing recombinant protein and expanding the capabilities 

and options for disease diagnosis.

	 Method: The p32 gene was amplified by PCR to increase the genetic material and cloned into a 

cloning vector, followed by subcloning into an expression cloning vector. The molecular weight of the 

recombinant protein p32 was confirmed through SDS-PAGE and western blotting. The p32 gene was 

sequenced and aligned to test its identity. Then, the antiserum obtained from immunized mice was 

tested against positive and negative samples using IHC and IFAT techniques.

	 Result: The experiments showed that the genetic material of LSDV, particularly the p32 gene, 

could be amplified successfully. Moreover, the recombinant p32 protein could be expressed in E. coli 

and the antiserum could be used in IHC and IFAT techniques for 16 samples. Additionally, the nucleotide 

sequence of p32 was closely related to the nucleotide sequence of the virus found in China.

	 Conclusion: The use of IHC and IFAT techniques expands the options for LSD diagnosis, allowing 

for the examination of samples preserved in formalin. This enhances the capabilities and expands the 

options of laboratory services, reducing the limitations of shortages or the need to import antibodies 

from foreign countries.
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 การตรวจไวรััสลััมปีี สกิิน ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อที่่�ถููกตรึึงด้้วยฟอร์์มาลิินและฝัังในพาราฟิินด้้วยเทคนิิค 

immunohistochemistry และ indirect immunofluorescence assay 

วรา วรงค์์*  พีีรดา ศิิริิวััชราวงศ์์

บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: Lumpy skin disease (LSD) เป็็นโรคที่่�เกิิดจาก Lumpy skin disease virus (LSDV)  

ไวรััสชนิิดนี้้�ก่่อให้้เกิิด ไข้้ พบตุ่่�มที่่�ผิิวหนััง เยื่่�อเมืือก และอวััยวะภายใน สร้้างความสููญเสีียแก่่ปศุุสััตว์์ของประเทศ  

การตรวจวินิิจฉัยโรค LSD สามารถทำได้้โดยวิธีี PCR, ELISA และ จุุลพยาธิิวิิทยา อย่่างไรก็็ตามพบว่่าหลาย ๆ กรณีีมีี 

ความจำเป็็นต้้องใช้้เทคนิิคทาง IHC และ IFAT เนื่่�องจากข้้อจำกััดของตััวอย่่างที่่�ถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีน แต่่การชัันสููตรโรค 

ด้้วยเทคนิิค IHC และ IFAT มีีความจำเป็็นต้้องใช้้ primary antibody ดัังนั้้�น การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อผลิิต  

primary antibody ที่่�จำเพาะต่่อ LSDV โดยอาศััยการแสดงออกของ recombinant protein เพื่่�อเพิ่่�มศัักยภาพและ 

ทางเลืือกในการวิินิิจฉััยโรคให้้มีีประสิิทธิิภาพยิ่่�งขึ้้�น

	วิ ิธีีการ: เพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรมของ p32 โดย PCR เพื่่�อ clone เข้้าสู่่� cloning vector และ subclone  

เข้้าสู่่� expression cloning จากนั้้�นตรวจสอบ molecular weight ของ recombinant protein p32 ด้้วย SDS-PAGE 

และ western blot เพื่่�อยืืนยััน p32 gene ได้้ผ่่านการ sequencing และ alignment เพื่่�อทดสอบ identity จากนั้้�น  

นำ antiserum ที่่�ผ่่านการการฉีีดหนูู นำมาทดสอบกัับตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกและลบด้้วยวิิธีี IHC และ IFAT 

	 ผล: จากการทดลองพบว่่า สามารถเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรมของ LSDV ส่่วน p32 gene ได้้ นอกจากนี้้� 

ยัังสามารถแสดงออกของโปรตีีนลููกผสมของ p32 ใน E coli ได้้ ซึ่่�งสามารถนำ antiserum มาใช้้ในการตรวจด้้วยวิิธีี IHC 

และ IFAT จำนวนทั้้�งหมด 16 ตััวอย่่างได้้ นอกจากนี้้�ลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์ของ p32 มีีความใกล้้เคีียงกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ

เชื้้�อไวรััสที่่�พบในประเทศจีีน

	 สรุุป: สามารถเพิ่่�มทางเลืือกการชัันสููตรของโรค LSD ได้้จากการใช้้เทคนิิค IHC และ IFAT ทำให้้สามารถตรวจ

ตััวอย่่างที่่�ถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีนได้้ ซึ่่�งเป็็นการเพิ่่�มศัักยภาพและขยายความสามารถของห้้องปฏิิบััติิการเพื่่�อการให้้บริิการและ

ลดข้้อจำกััดของการขาดแคลนหรืือจำเป็็นต้้องสั่่�งซื้้�อแอนติิบอดีีจากต่่างประเทศได้้

คำสำคััญ: ไวรััสลััมปีี สกิิน, immunohistochemistry และ indirect immunofluorescence assay
สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ เขตจตุุจัักร กรุุงเทพมหานคร 10900

*ผู้้�เขีียนผู้้�รัับผิิดชอบ โทร โทรสาร: 02 579 8918, อีีเมล์์: v_varong@hotmail.com
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บทนำ

	 Lumpy skin disease (LSD) เป็็นโรคที่่�เกิิดจาก 

Lumpy skin disease virus (LSDV) ซึ่่�งจััดอยู่่�ในวงศ์์ 

Poxviridae สกุุล Capripoxvirus ไวรััสชนิิดนี้้�ก่่อโรคในโค 

กระบืือ แพะ และแกะ โดยสัตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อจะมีีไข้้ ซููบผอม  

น้้ำหนัักลด แท้้ง ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายขนาด ปริิมาณน้้ำนม

ลดลง บวมน้้ำที่่�ผิิวหนััง พบตุ่่�มที่่�ผิิวหนััง เยื่่�อเมืือก และ

อวัยัวะภายใน และบางครั้้�งทำให้ส้ัตัว์ต์ายได้ ้ในพ่่อแม่่พันัธุ์์� 

พบภาวะเป็็นหมัันแบบชั่่�วคราวหรืือถาวร ทำให้้ต้้องเสีีย 

ค่่าใช้้จ่่ายในการรัักษาและการทำวััคซีีนเพื่่�อป้้องกัันโรค  

จึึงสร้้างความเสีียหายแก่่ปศุุสััตว์์ของประเทศ (Namazi 

and Tafti, 2021) โรคนี้้�มีีรายงานการระบาดอย่่างรุุนแรง

ในหลายประเทศ รวมทั้้�งประเทศไทยที่่�เริ่่�มพบการระบาด

ครั้้�งใหญ่่ใน ปีพี.ศ. 2564–2565 ส่่งผลกระทบต่่อเกษตรกร

จำนวนมาก จึึงต้้องมีีวิิธีีการวิินิิจฉััยที่่�รวดเร็็วและแม่่นยำ 

(Seerintra et al., 2022)

	 การตรวจวินิิจฉัยโรค LSD ด้้วยวิธีีจุุลพยาธิิวิิทยา

มัักพบการเพิ่่�มจำนวนของเซลล์์ผิิวหนัังชั้้�น epidermis 

ร่่วมกัับ rete ridge formation และการเสื่่�อมแบบมีี 

ช่่องว่่างของเซลล์ผิิวหนัังชั้้�น epidermis, acanthosis, 

การเสื่่�อมแบบ ballooning degeneration ของ  

keratinocytes, intracytoplasmic intracellular  

inclusion bodies, histiocytic inflammation ของ

ผิิวหนัังชั้้�น dermis และ fibrinonecrotic vasculitis 

(Gupta et al., 2020) ซึ่่�งมีีความคล้้ายคลึึงกัับลัักษณะ 

ทางจุุลพยาธิิวิิทยาของโรคอื่่�น ๆ เช่่น pseudo-lumpy 

skin disease, besnoitiosis, demodicosis, bovine 

papular stomatitis, dermatophilosis, vesicular 

stomatitis, cutaneous tuberculosis และ ringworm 

อาจทำให้้ไม่่สามารถระบุุสาเหตุุของการเกิิดโรคได้้อย่่าง

ชััดเจน อีีกทั้้�งตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อส่่งตรวจเพื่่�อหาสาเหตุ ุ

ของโรคเหล่่านี้้� มัักถููกแช่่ในฟอร์์มาลีีนซึ่่�งไม่่เหมาะสม

สำหรัับการตรวจหาสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีีทางชีีวโมเลกุล 

คืือ polymerase chain reaction (PCR) 

	 เทคนิิค immunohistochemistry (IHC) เป็็นวิิธีีที่่�

สามารถระบุุเชื้้�อในเนื้้�อเยื่่�อที่่�แช่่ฟอร์์มาลีีนได้้ โดยใช้้

แอนติิบอดีีที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อ LSDV (primary antibody) 

จัับกัับเชื้้�อที่่�อยู่่�ภายในเซลล์์ของตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อส่่งตรวจ 

แล้้วอาศััยหลัักการตกตะกอนของสีี substrate ที่่�ติิดกัับ 

secondary antibody ทำให้้สามารถตรวจพบเชื้้�อ 

ภายในเซลล์์ได้้ ซึ่่�งเป็็นหลัักการเดีียวกัับเทคนิิค indirect  

immunofluorescence assay (IFA) โดยแอนติิบอดีีที่่�

จำเพาะต่่อเชื้้�อจำเป็็นต้้องมีีการตอบสนองของแอนติิบอดีี

ต่่อแอนติิเจน (antigenicity) สููง ซึ่่�งสามารถเตรีียมได้้จาก

เชื้้�อไวรััสที่่� ไ ด้้จากการเพาะแยกเชื้้�อ อย่่างไรก็็ตาม

แอนติิบอดีีที่่� ได้้มัักพบปััญหาการเกิิด nonspecific  

reaction จึึงต้้องทำเชื้้�อไวรััสที่่�แยกได้้ให้้บริิสุุทธิ์์�ก่่อน  

แล้้วจึึงนำมาใช้้ในการผลิิตแอนติิบอดีี และมีีความเสี่่�ยง

ด้้านความปลอดภััยทางชีีวภาพ ดัังนั้้�นการใช้้โปรตีีน

ลููกผสม (recombinant protein) จึึงเป็็นทางเลืือกในการ

ลดปััญหาดัังกล่่าว โดยมีการศึึกษาพบว่่าโปรตีีนลููกผสม 

p32 (recombinant p32 protein) ซึ่่�งผลิิตจากโปรตีีน

โครงสร้้างส่่วนเปลืือกหุ้้�ม (envelope protein) ของเชื้้�อ

ไวรััส goatpox สามารถนำมาใช้้เป็็นแอนติิเจนในการ

ตรวจหาการตอบสนองต่่อภููมิิคุ้้�มกัันของเชื้้�อ LSDV 

 ด้้วยวิิธีี ELISA ได้้ (Ebrahimi-Jam et al., 2021) 

เนื่่�องจากโปรตีีนลููกผสม p32 มีีความเป็็น antigenicity 

สููง จึึงสามารถใช้้สำหรัับกระตุ้้�นให้้เกิิดการผลิิตแอนติิบอดีี

ที่่�จำเพาะ แม้้ว่่าการชัันสููตรโรค LSD ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อ 

ที่่�แช่่ในฟอร์์มาลีีนด้้วยเทคนิิค IHC และ IFA โดยใช้้

แอนติิบอดีีที่่�ผลิิตโดยโปรตีีนลููกผสม p32 ยัังไม่่แพร่่หลาย 

(Lubinga et al. , 2014) และยัังไม่่มีรายงานใน

ประเทศไทย ดัังนั้้�นจุุดประสงค์์ของการศึึกษาครั้้�งนี้้�คืือการ

ประยุุกต์์ใช้้เทคนิิค IHC และ IFA สำหรัับการชัันสููตรโรค 

LSD ในตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อที่่�ถููกตรึึงด้้วยฟอร์์มาลิินและฝัังใน

พาราฟิิน ด้้วยแอนติิบอดีีที่่�ผลิิตจากโปรตีีนลููกผสม p32 

เพื่่�อระบุุการติิดเชื้้�อ LSDV จากรอยโรคที่่�พบในตััวอย่่าง 

ชิ้้�นเนื้้�อ และยังัเป็็นการเพิ่่�มศักัยภาพห้อ้งปฏิบัิัติกิารในการ

ตรวจวิินิิจฉััยโรคดัังกล่่าว
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อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

จริิยธรรมการทดลอง

	สั ัตว์์ที่่�ใช้้ในการทดลองครั้้�งนี้้�ได้้รัับการดำเนิินการ

ตามหลัักการดููแลและใช้้สััตว์์วิิจััย โดยได้้รัับการอนุุมััติิ

โครงการจากคณะกรรมการกำกัับดููแลการดำเนิินการ 

ต่่อสััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบัันสุุขภาพสััตว์ ์

แห่่งชาติิ อนุุญาตหมายเลข EA-006/66(R) ครอบคลุุม 

การใช้้หนููเป็็นสััตว์์ทดลอง

ตััวอย่่างควบคุุมบวกและลบ

	 ใช้้ตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อจากผิิวหนัังโคที่่�ถููกตรึึงด้้วย

ฟอร์ม์าลินิและฝังัในพาราฟินิ จำนวน 16 ตัวัอย่่าง จากเขต

ภาคกลางของประเทศ ประกอบด้้วย ตััวอย่่างที่่�ให้้ 

ผลบวกต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 10 ตััวอย่่าง 

ตััวอย่่างที่่�พบลัักษณะ ballooning degeneration  

แต่่ไม่่พบ inclusion body จากการตรวจทางจุุลพยาธิิ

วิิทยาและให้้ผลลบต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 3 

ตััวอย่่าง และตััวอย่่างที่่�มีีลัักษณะปกติิและให้้ผลลบ 

ต่่อ LSDV ด้้วยวิธีี PCR จำนวน 3 ตััวอย่่าง จากนั้้�น 

เปรีียบเทีียบความสอดคล้้องของผลการทดสอบด้้วยวิธีี 

IHC และ IFA

การเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ p32 ด้้วยวิิธีี PCR 

	สกั ัด DNA จาก LSDV โดยใช้้ชุุด QIAamp DNA 

Kit (QIAGEN, Germany) ตามคำแนะนำของผู้้�ผลิิต 

สำหรัับการเพิ่่�มปริิมาณยีีน p32 (M1-I322aa) โดยการ

ออกแบบ primers จากข้้อมููลลํําดัับสารพัันธุุกรรมของ 

LSDV ในฐานข้้อมููล GenBank (accession no. 

ON152411) ที่่�จำเพาะต่่อสารพัันธุุกรรมของยีีน p32  

และแสดงออกใน prokaryotic system โดยการทำ PCR 

(T100 thermal cycler, Bio-Rad, USA) ในปริิมาตร

ทั้้�งหมด 25 µL ซึ่่�งประกอบด้้วย 1X PCR buffer ที่่�ไม่่มีี 

Mg2+ 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl
2
, 0.2 µM ของ 

primers (ตารางที่่� 1), 5 µL ของ template DNA, 1 ยูนูิติ

ของ Platinum™ Tag DNA polymerase (Invitrogen, 

USA) ซึ่่�งมีีสภาวะการทดสอบ ดัังนี้้� denaturation ที่่�  

94 ºC เป็็นเวลา 2 นาทีี ตามด้้วย 35 รอบของ 94 ºC  

primer Sequence ขนาด

forward ataGGATCCATGGCAGATATTCCATTATATGTTATAC-
CAATCGTT (BamHI) 

969 bp

reverse attAAGCTTAATTATATACGTAAATAACATACCTGCTA-
AAAACCATAGTAATTTAGA (HindIII) 

เป็็นเวลา 30 วิินาทีี ตามด้้วย 56 ºC เป็็นเวลา 30 วิินาทีี

และ 72 ºC เป็็นเวลา 1.5 นาทีีและ extension ที่่� 72 ºC 

เป็็นเวลา 7 นาทีี นำ PCR products ไปวิิเคราะห์์ที่่� 1% 

agarose และอ่่านภายใต้ ้UV (Gel DocTM XR, Bio-Rad, 

USA)

การผลิิต recombinant p32 protein

	 นำ PCR product ที่่�เพิ่่�มจำนวนแล้้วนำมา ligate 

กัับ vector pGEM-TEasy จากกนั้้�นหา positive clone 

ด้้วย blue-white colonies และการย่่อยด้วยเอนไซม์์ 

BamHI และ HindII I (Takara, Japan) และทำ  

sequencing จากเชื้้�อเอสเชอริิเชีีย โคไล (Escherichia 

coli) positive clones ที่่�มีี pGEM-Teasy_p32 และ  

นำมา เลี้้� ย ง  5  mL และสกััดพลาสมิิด เวก เตอร์์  

(Promeca®, USA) เพื่่�อส่่งบริิษััทธ์์สำหรัับหาลำดัับ

พัันธุุกรรม s จากนั้้�นนำมา subclone เข้้ากัับเวกเตอร์์ 

pET24a+ โดยใช้้ T4 DNA ligase (Takara, Japan)  

และคััดเลืือกโดยเพาะเชื้้�อใน LB medium ที่่�มีีการใส่่  

kanamycin ที่่�ความเข้้มข้้น 100 µg/mL และหา  

positive clone โดย colony PCR ต่่อมาพลาสมิิด 

ที่่�ได้้จะถููกสกัดด้้วยชุด Miniprep plasmid isolation 

kit (Roche, Germany) พลาสมิิดถููก transformed  

เข้้าสู่่� E. coli BL21DE3 และเพาะเชื้้�อบนแผ่่นเชื้้�อ LB  

ที่่�มีีการใส่่ kanamycin (100 µg/mL) ที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C 

เป็็นเวลาหนึ่่�งคืืน จากนั้้�นเชื้้�อจะถููกเพิ่่�มลงในเครื่่�องเขย่่าที่่�

อุุณหภููมิิ 37 °C โดยเริ่่�มต้้นด้้วยการเขย่่าที่่�ความเร็็ว 200 

rpm จนกว่่าจะเข้า้สู่่�ช่่วงการเจริญิเติบิโตของการเพาะเชื้้�อ 

(OD600 = 0.6-0.9) และเติิม Isopropyl β-d-1-thioga-

lactopyranoside (IPTG) ที่่�ความเข้้มข้้น 1 mM  

ลงไป และเขย่่าที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C ที่่�ความเร็็ว 200 rpm 

นานข้้ามคืืน จากนั้้�นทำการเก็็บเซลล์ E. coli โดยการ 

ปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 3,000 rpm อุณุหภูมูิ ิ25 °C เป็็นเวลา 

ตารางที่่� 1. ไพรเมอร์์สำหรัับเพิ่่�มจำนวนสารพััธุุกรรม (5’ to 3’) 
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15 นาทีี ทำให้้เซลล์์แตกโดยใช้้เครื่่�อง sonicator จากนั้้�น

นำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 10,000 rpm เป็็นเวลา 30 

นาทีี ทำโปรตีีนลููกผสมที่่�ได้้ ให้้บริิสุุทธิ์์�โดยการใช้้ Ni-NTA 

agarose (Qiagen, Germany) เพื่่�อเก็็บโปรตีีนซึ่่�งจะเป็็น

ส่่วนใส และนำไปวิเิคราะห์์บนเจล SDS-PAGE ขนาด 10% 

SDS PAGE และ Western blot 

	ท ำการการวิเิคราะห์ ์purified recombinant p32 

เพื่่�อตรวจสอบการแสดงออกในเจล SDS-PAGE ขนาด 

10% เมื่่�อแยก recombinant protein ใน SDS PAGE แล้้ว 

จากนั้้�นส่่งถ่่าย recombinant p32 ที่่�ได้้ไปยัังเมมเบรน  

nitrocellulose และตรวจหาโปรตีีนโดยใช้้ซีีรััมโคที่่� 

ติิดเชื้้�อ 1:250 และ Goat anti-Bovine IgG (H+L), HRP 

(Thermoscientific, USA) 1:6000 เมื่่�อตรวจพบแล้้ว  

ก็็จะนำบล็็อตไปทำให้้เกิิดสีีโดยใช้้ substrate ของ 3, 3′ 

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

การผลิติ mouse anti recombinant p32 antibody

	 ใช้้หนููทดลองสายพัันธุ์์� BALC/c เพศผู้้� จากศููนย์์

สััตว์์ทดลองแห่่งชาติิ มหาวิิทยาลััยมหิิดล จำนวน 5 ตััว  

ในการฉีดีทางช่่องท้้อง โดยฉีดีตััวละ 25 ไมโครกรััมต่่อตััวหนูู 

โดยฉีีดทั้้�งหมด 4 ครั้้�ง โดยมีีช่่วงห่่างของการฉีีดวััคซีีนเป็็น 

10 วััน ทำการเก็็บเลืือดจากหางเพื่่�อเก็็บเซรั่่�ม โดยใน 

วัันแรกที่่�ฉีีดใช้้ Freund’s complete adjuvant ผสมกัับ 

rP32 ที่่�ผลิติได้ ้ครั้้�งที่่�สองจึงึฉีดีด้ว้ย Freuds incomplete 

adjuvant ผสมกัับ rP32 ที่่�ผลิิตได้้ ทำการเก็็บเลืือดหลััง

จากฉีีดครั้้�งสุุดท้้าย 

การตรวจตััวอย่่างทางจุุลพยาธิิวิิทยา immunohisto-

chemistry และ indirect immunofluorescence assay

	ตั ัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อที่่�ถููกฝัังในพาราฟิิน ตััดขนาด 3-5 

ไมครอน จากนั้้�นนำตัวัอย่่างมาย้้อมสีด้ี้วยสาร hematoxylin 

และ eosin นอกจากนี้้�การย้้อมด้้วยเทคนิิคอิิมมููโนฮิิสโต 

เคมิิสตรีี เมื่่�อผ่่านกระบวนการตััดแล้้ว ตััวอย่่างจะถููก  

dewaxed ใน xylene, และ rehydrated ล้้างด้้วยสาร

ล้้าง Tris buffer solution และกำจััด H
2
O

2 
ใน cells ด้้วย 

3% H
2
O

2
 ใน methanol จากนั้้�นตััวอย่่างจะถููกนำไป 

block ด้้วยซีีรััมแพะเพื่่�อป้้องกััน nonspecific binding 

จากนั้้�น incubate ด้้วย mouse anti-LSDV p32  

antibodies ที่่�มีอีัตัราส่่วนการเจืือจาง 1:100 จากตััวอย่่าง

จะถููกล้้าง 3 ครั้้�ง ด้้วย washing buffer (0.05% PBST) 

ครั้้�งจากนั้้�นเติิม Envision anti-mouse HRP (Dako, 

USA) 1: 5,000 แล้้ว incubate ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 1 ชั่่�วโมง 

หลัังจากล้้าง  3 ครั้้�ง เติิม DAB substrate เพื่่�อให้้เกิิดสีี  

ในขณะที่่� IFAT ใช้้ secondary antibody ชนิิด goat 

anti-mouse Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen™, USA) 

อ่่านและวิเิคราะห์ผ์ลการทดสอบด้ว้ยเทคนิคิ IHC จากการ

ติิดสีี  DAB และเทคนิิค IFAT จากการเรืืองแสง  

Fluorescent เพื่่�อหาความจำเพาะของ primary  

antibody ตััวอย่่าง positive control คืือตััวอย่่างสััตว์์ที่่�

ให้้ผลบวกต่่อ LSDV ด้้วยวิิธีี PCR ส่่วนตััวอย่่าง Negative 

control คือืตัวัอย่่างสัตัว์ท์ี่่�ให้ผ้ลลบต่่อ LSDV ด้ว้ยวิธีิี PCR 

ดัังหััวข้้อตััวอย่่างควบคุุมบวกและลบ

ผลและวิิจารณ์์

การเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอ p32 ด้้วยวิิธีี PCR 

	 PCR product ที่่�เพิ่่�มจำนวนขึ้้�นด้้วย primers  

ถููกนำมาวิิเคราะห์์ด้้วย 1% agarose gel (รููปที่่� 1)  

ได้้ขนาดประมาณ 969 bp ซึ่่�งสอดคล้้องกัับรายงานของ 

Ebrahimi-Jam et al. (2021) ที่่�ใช้้ยีีน p32 ในการ 

ผลิิตโปรตีีนลููกผสมเพื่่�อใช้้เป็็นแอนติิเจนใน ELISA แสดง

ให้้เห็็นว่่าการออกแบบไพรเมอร์์และสภาวะ PCR มีีความ

เหมาะสมเพียีงพอสำหรับัการขยายยีนีนี้้�ในตัวัอย่่างที่่�ใช้ใ้น

ประเทศไทย

รููปที่่� 1 amplified PCR product ของ p32 หมายเหตุุ M คืือ 1Kb DNA 
ladder Lane 1 คืือ amplified PCR product ของ p32  
มีีขนาด 969 bp Lane 2 คืือ negative control

M

6kb-

3kb-

1kb-

1 2
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รููปที่่� 2 ผลการทำ gel electrophoresis โดยใช้้ 1Kb DNA ladder marker เพื่่�อตรวจสอบ p32 พบแถบ positive gene ขนาดประมาณ 1,000 bp จาก 

13 โคโลนีี ซึ่่�งแถบขนาด 3,000 bp คืือ pGEM T-easy vector (A) ผลการทำ gel electrophoresis โดยใช้้ 1 kb DNA ladder marker พบแถบ  

positive gene จำนวน 1 แถบ ขนาดประมาณ 1,000 bp ซึ่่�งแถบขนาด 5,900 bp คืือ pET-24a vector (B)

ผลการโคลนยีีนเข้้าสู่่� pGEM T-easy vector และ  

ผลการ subclone เข้้า pET-24a vector 

	 ผลจากการเชื่่�อมต่่อดีีเอ็็นเอ p32 เข้้ากัับ pGEM 

T-easy vector พบว่่า ดีีเอ็็นเอของ p32 ถููกเชื่่�อมต่่อกัับ 

pGEM T-easy vector (A) และสามารถ transformation 

เข้้าสู่่� competent E. coli cells ได้้ และสามารถ  

subclone เข้้าสู่่� pet 24 a ได้้ (B) แสดงว่่ากระบวนการ

โคลนยีีนและการย้้ายยีีนเข้้าสู่่�เวกเตอร์์แสดงออกประสบ

ความสำเร็็จ

SDS PAGE และ Western blot 

	 การแสดงออกของ rP32 พบว่่ามีีแถบโปรตีีน 

มีีขนาดโมเลกุุลประมาณ 28 kDa ด้้วย SDS-PAGE  

เมื่่�อตรวจสอบ ด้้วย western blot ผลชี้้�ให้้เห็็นว่่า 

พบสีีน้้ำตาลเข้้มที่่�มีีขนาดประมาณ 28 kDa ในขณะที่่� 

การทดลองของ Tursunov et al., 2022 ได้้ recombinant 

p32 มีี molecular weight ประมาณ 30 kDa ซึ่่�งการที่่�

โปรตีีนที่่�ผลิิตได้้มีีขนาดเล็็กกว่่าที่่�รายงานน้้ำหนัักโมเลกุุล

ของ rP32 ประมาณ 30 kDa เล็็กน้้อย ความแตกต่่างของ

ขนาดโปรตีีนนี้้�อาจเกิิดจากหลายปัจจัย เช่่น ระบบการ

แสดงออกของโปรตีีนที่่�แตกต่่างกััน ซึ่่�งส่่งผลต่่อรููปแบบ

การพัับตััว (protein folding), ความเสถียรของโปรตีีน 

และความยาวของผลิิตภััณฑ์์การแปลรหััส เนื่่�องจาก 

สายพัันธุ์์� E. coli แต่่ละชนิิดอาจมีีประสิิทธิิภาพในการ

แสดงออกและพัับโปรตีีนแตกต่่างกััน (Rosano and  

Ceccarelli, 2014).

A B

รููปที่่� 3 การทำ SDS-PAGE(A) และ western blot (B) โดยมีีเลน M  

เป็็นตััวอ้้างอิิงขนาดโปรตีีน (Bio-Helix, Taiwan) และเลน 1เป็็น rP32 

ตามลำดัับ

M M1 1

A B

	 นอกจากนี้้� ความแตกต่่างของ tag sequence  

ที่่�ใช้้ในเวกเตอร์์ เช่่น His-tag ของ pET24a ซึ่่�งมีีความยาว

หรืือโครงสร้างไม่่เท่่ากัับระบบของ Tursunov อาจทำให้้ 

น้้ำหนัักโมเลกุุลของโปรตีีนต่่างกัันได้้ (Terpe, 2003).

	อี ีกประเด็็นคืือ ความเป็็นไปได้้ของ post-transla-

tional modification (PTM) หรืือการคงอยู่่�ของ signal 

peptide, leader peptide หรืือ peptide fragment 

เล็็ก ๆ แม้้ E. coli โดยทั่่�วไปจะไม่่มีี PTM แบบยููคาริิโอต 

แต่่การเกิิด proteolytic cleavage หรืือการไม่่ถูกตััด 

signal peptide อาจทำให้้โปรตีีนมีีขนาดต่่างออกไป 

เล็็กน้้อยได้้ (Walsh, 2010).                                                                                               
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ------ATGGCCAGATAT--TTCCCATTATATGTTATACCAATCGTTGGTCGCGAAATTTCAGATGTAGTT-CCAGAATTAA-AAAGTGATAATGATATA
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ------ATGGC-AGATAT--T--CCATTATATGTTATACCAATCGTTGGTCGCGAAATTTCAGATGTAGTT-CCAGAATTAA-AAAGTGATAATGATATA
KX764644 Neethling-Herbivac va AATTATATACGTAAATAACATACCTGCTAAAAACCATAGTAATT-TAGAATTCAAGTCAAAAATTATCATTATTATAATAAATAAAATAATAAGTGCTCC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TTTTATAAAAAAGTCGA-CACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTTTTTTTTAAAGAT-AAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TTTTATAAAAAAGTCGA-CACAGTAAAAGATTTTAAAAATTCAGATGTAAATTTTTTTTTTAAAGAT-AAAAAAGATATTAGTTTATCATATAAGTTCCT
KX764644 Neethling-Herbivac va TATTATACTAATATCAAATATACCAAAAAATGAAACCAAT--GGATGGGATATATAGTAAGAAAAATCAGGAAATCTATGAGCCATCCATTTTCCAACTC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTTCTGGATTATGTAATGC-TCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGT-T
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TATATGGGAAAAGGTAGAAAAATCAGGAGGTGTTGAAAATTTTACAGAATATTTTTCTGGATTATGTAATGC-TCTTTGTACAAAAGAGGCAAAAAGT-T
KX764644 Neethling-Herbivac va TATTCCATATACCGTTTTTCATTTCGTTAGCTCT-----TTTTTTTGACAAATACTTAGTATTGTGAAGTATATACTTAGATGAGTCATTTAAAACTTGT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di CTATTG---TTAAACACTTT----AGTTTATGGA-----AATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTCTGAGAATAA-GTTTATTGTTGTTATAGAAG
MN598005 Xinjiang/2019 envelop CTATTG---TTAAACACTTT----AGTTTATGGA-----AATCGTATGCCGATGCGGATATAAAAAATTCTGAGAATAA-GTTTATTGTTGTTATAGAAG
KX764644 Neethling-Herbivac va CTATTGAGTTTTAATTCTTTTTCCAACTTATACATTTCAAAACTTAAACTGGTAGAAATACCTTTATTTTTTATAATTTCGTTTATTATTTTTATGGCAG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGACATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAA
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATGATAACACGTTAAAAGATTTAATAACAATACATAACATTATAATTGAAATGCAAGAAAAAAATATAGACATTTTCCAATTACGTGAAACTTTTCATAA
KX764644 Neethling-Herbivac va ACGATAATCTAATTACATATGCGGATAAGGTA-AAATCATATCCCCCTGTGTACGAATACATAAAATTATTATTTTCTTGAT-TGAACAATATTCTAGAA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TAGTAATTCTAGAATATTGTTCA-ATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATTT-TACCTTATCCGCATATGTAATTAGAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TAGTAATTCTAGAATATTGTTCA-ATCAAGAAAATAATAATTTTATGTATTCGTACACAGGGGGATATGATTT-TACCTTATCCGCATATGTAATTAGAT
KX764644 Neethling-Herbivac va TTACTATTATGAAAAGTTTCACGTAATTGGAAAATGTCTATATTTTTTTCTTGCATTTCAATTATAATGTTATGTATTGTTATTAAATCTTTTAACGTGT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di TATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAATGTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop TATCGTCTGCCATAAAAATAATAAACGAAATTATAAAAAATAAAGGTATTTCTACCAGTTTAAGTTTTGAAATGTATAAGTTGGAAAAAGAATTAAAACT
KX764644 Neethling-Herbivac va TATCATCTTCTATAACAACAATAAACTTA-TTCTCAGAATTTTTTATATCCGCATCGGCATACGATTTC-----CATAAACT----AAAGTGTTTAA---

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di CAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAA-----AGAGCTAACGAAATGAAAAACGGTATAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop CAATAGACAAGTTTTAAATGACTCATCTAAGTATATACTTCACAATACTAAGTATTTGTCAAAAAAA-----AGAGCTAACGAAATGAAAAACGGTATAT
KX764644 Neethling-Herbivac va CAATAGA-ACTTTTTGCCTCTTTTGTACAAAGA-GCATTACATAATCCAGAAAAATATTCTGTAAAATTTTCAACACCTCCTGATTTTTCTACCTTTTCC

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di GGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCC--ATTGGTTTCATTTTTTGGTATATTTGATATTAGT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop GGAATAGAGTTGGAAAATGGATGGCTCATAGATTTCCTGATTTTTCTTACTATGTATCCCATCC--ATTGGTTTCATTTTTTGGTATATTTGATATTAGT
KX764644 Neethling-Herbivac va CATATAAGGAACTTATATGATAAACTAATATCTTTTTT-ATCTTTAAAAAAAAAATTTACATCTGAATTTTTAAAATCTTTTACTGTGTC-GACTTTTTT

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTA-AATTACTATGGTTTTTAGCAGGTATGTTATTTACGTAT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATAATAGGAGCACTTATTATTTTATTTATTATAATAATGATAATTTTTGATTTGAATTCTA-AATTACTATGGTTTTTAGCAGGTATGTTATTTACGTAT
KX764644 Neethling-Herbivac va ATAAAATATATCATTATCACTTT-TTAATTCTGG-AACTACATCTGAAATTTCGCGACCAACGATTGGTATAACATATAAT-GGAATATCTGCCAT----

....|.
ON637137.1:1-969 Lumpy skin di ATAATT
MN598005 Xinjiang/2019 envelop ATAATT
KX764644 Neethling-Herbivac va ------

	 ผลจากการทำ sequence alignment พบว่่า p32 

gene ที่่�ได้้มีีความเหมืือนกัับ Lumpy skin disease virus  

isolate LSDV/Xinjiang/2019 envelope protein 

(p32) gene, complete cds ที่่� 96.69% identity  

และเหมืือนกัับ Lumpy skin disease virus strain 

Neethling-Herbivac vaccine ที่่� 99.46% ซึ่่�งผลที่่�ได้้

เหมืือนกัันกัับการทดลองที่่�พบโดย Seerintra et al., 

2022 ซึ่่�ง p32 gene เหมืือนกัันกัับ p32 ของ LSDV  

ที่่�มีีระบาดในประเทศจีีน ชี้้�ให้้เห็็นว่่าการเลืือกใช้้ยีีน p32 

ในการผลิิตโปรตีีนลููกผสมนั้้�นเหมาะสมต่่อการตรวจ

วิินิิจฉััยสายพัันธุ์์�ที่่�พบในประเทศไทย

จุุลพยาธิิวิิทยา immunohistochemistry และ  

indirect immunofluorescence assay

	จ ากผลทางจุุลพยาธิิวิิทยาที่่�พบโดยงานวิิจััยนี้้�  

มีีลัักษณะรอยโรคทางจุุลพยาธิิวิิทยาที่่�คล้้ายกัับรอยโรค

ทางจุุลพยาธิิวิิทยาที่่�พบโดย (Gharban et al., 2019)  

การจััดเรีียงลำดัับ (Sequence Alignment) ของ p32

เช่่น Inflammatory cell infiltration in dermis, 

intracytoplasmic inclusion bodies with Vacuolation 

of granulocytes and Hyperkeratosis โดยจำนวน  

16 ตััวอย่่างทั้้�งหมดประกอบด้้วยตัวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่่อ 

LSDV ด้้วยวิิธีี PCR จำนวน 10 ตััวอย่่างให้้ผลบวกด้้วย 

IHC และ IFAT ทั้้�งหมด และตััวอย่่างที่่�ให้้ผลลบต่่อ LSDV 

ด้้วยวิิธีี PCR จำนวน 6 ตััวอย่่างพบว่่าให้้ผลลบต่่อ  

IHC และ IFAT ทั้้�ง 6 ตััวอย่่าง แสดงถึึงความจำเพาะ 

(specificity) และความไว (sensitivity) ของแอนติิบอดีีที่่�

ผลิิตจากหนููทดลองอยู่่�ในระดัับที่่�น่่าพอใจ แม้้ว่่าในงานนี้้�

จะยัังไม่่ได้้ประเมิิน sensitivity และ specificity ในเชิิง

สถิิติิ แต่่ความสอดคล้้องของผล 100% ทั้้�ง 16 ตััวอย่่าง 

ถืือเป็็นจุุดเด่่นของการศึึกษานี้้� อย่่างไรก็็ตามควรพิิจารณา

ว่่าเป็็นขนาดตััวอย่่างที่่�ยัังค่่อนข้้างจำกััด และงานนี้้�ยัังไม่่

ประเมิินการ cross-reactivity ของแอนติิบอดีีกัับเชื้้�อ 

Capripoxvirus อื่่�น เช่่น goatpox หรืือ sheeppox  

ซึ่่�งมีีโครงสร้้างโปรตีีน p32 ใกล้้เคีียงกััน 
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สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	จ ากผลการศึึกษาครั้้�งนี้้� พบว่่าสามารถเพิ่่�มจำนวน

สารพัันธุุกรรมของยีีน p32 ได้้สำเร็็จและผลิิตโปรตีีน

ลููกผสมในระบบโปรคาริิโอตได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ  

อีีกทั้้�งโปรตีีนดัังกล่่าวสามารถกระตุ้้�นหนููทดลองให้้สร้้าง 

antiserum ที่่�นำไปใช้้ในการตรวจวินิจิฉัยัด้ว้ยเทคนิิค IHC 

และ IFAT ได้้อย่่างเหมาะสม นอกจากนี้้�ลำดัับพัันธุุกรรม

ของ p32 ที่่�ได้้ยัังมีีความคล้้ายคลึึงกัับสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อที่่�มีี

การระบาดในประเทศจีนี ซึ่่�งสนับสนุนความเหมาะสมของ

ตำแหน่่งยีีนที่่�เลืือกในการใช้้เป็็นแอนติิเจน การนำยีีนที่่�มีี

คุุณสมบััติิด้้าน antigenicity สููงมาแสดงออกในระบบ 

โปรคาริิโอตจึึงเป็็นแนวทางที่่�มีีศัักยภาพในการผลิิต  

immunogen สำหรัับสร้้างแอนติิบอดีีจำเพาะต่่อ 

การตรวจโรค LSD ซึ่่�งจะช่่วยลดการพึ่่�งพาการนำเข้้า

แอนติิบอดีีจากต่่างประเทศ และเพิ่่�มความหลากหลาย

ของวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยที่่�ห้้องปฏิิบััติิการสามารถให้้

บริิการได้้

รููปที่่� 4 ก้้อนผิิวหนัังในโคที่่�เป็็นโรค (1) การตััดชิ้้�นเนื้้�อก้้อนผิิวหนัังเส้้นผ่่าศููนย์์กลาง 2 ซม. พบ hemorrhagic subcutis (วงกลม) จุุลพยาธิิวิิทยาผิิวหนััง (2) 
พบ intracytoplasmic inclusion body ที่่� cells ในชั้้�น dermis  IHC ด้้านในเนื้้�อเยื่่�อชั้้�น dermis (3) พบ swelling และ vacuolation โดยที่่�  
reaction ของ substrate AEC พบใน cytoplasm และ counterstained ด้้วย hematoxylin immunofluorescent (4) แสดงผลการเรืืองแสง green 
fluorescent ของ cell ที่่�ติิดเชื้้�อไวรััส

1 2

3 4

	 อย่่างไรก็็ตาม งานวิิจััยนี้้�ยัังมีีข้้อจำกััดบางประการ 

ได้้แก่่ ขนาดตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการประเมิินประสิิทธิิภาพของ

แอนติิบอดีีค่่อนข้้างน้้อย ทำให้้ไม่่สามารถสรุุปผลในระดัับ

ที่่�ครอบคลุุมได้้ทั้้�งหมด อีีกทั้้�งแอนติิบอดีีที่่�ผลิิตเป็็นชนิิด 

polyclonal ซึ่่�งอาจมีความแปรผัันระหว่่างชุุดการผลิิต 

และยัังไม่่มีีการประเมิินการเกิิดปฏิิกิิริิยาข้้าม (cross-re-

activity) กัับไวรััสในสกุุล Capripoxvirus อื่่�น เช่่น  

goatpox และ sheeppox จึึงควรมีีการศึึกษาต่่อยอด 

เพื่่�อตรวจสอบความจำเพาะและความไวในระดัับเชิิง

ปริิมาณ รวมถึึงการประเมิิน cross-reactivity อย่่างเป็็น

ระบบ

	 ในอนาคต แอนติิบอดีีที่่�ผลิิตได้้อาจถููกพััฒนา 

ต่่อยอดเป็็นชุุดตรวจวิินิิจฉััยในรููปแบบอื่่�น เช่่น ELISA  

เพื่่�อใช้้เป็็นเครื่่�องมืือคััดกรองโรคในกลุ่่�มตััวอย่่างที่่� 

หลากหลายมากขึ้้�น พร้้อมทั้้� งควรมีีการทดสอบใน

ประชากรตััวอย่่างขนาดใหญ่่เพื่่�อยืืนยัันความแม่่นยำ 

ก่่อนนำไปใช้้ในงานวิินิิจฉััยเชิิง routine ต่่อไป
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Development of a real-time PCR assay for differentiation between recombinant 

and vaccine strains of lumpy skin disease virus in Thailand
 

Arphaphorn Dokphut1*  Orawan Boonma1  Nutthakarn Suwankitwat2 

Abstract

	 Background: The first emergence of a recombinant strain of lumpy skin disease virus (LSDV) in 

Thailand in 2021 prompted the use of live-attenuated vaccines for disease control. However, current 

diagnostic tools are insufficient for rapid differentiation between recombinant and vaccine strains.  

This study aimed to develop a rapid, highly sensitive and specific real-time PCR assay to distinguish the 

recombinant LSDV circulating in Thailand from the live-attenuated vaccine strains. 

	 Methods: A real-time PCR assay targeting the ORF146 gene was designed and optimized. The assay 

was evaluated using nine samples of Thai recombinant LSDV strains, five Neethling vaccine strain  

samples, and ten samples of other bovine pathogens to determine analytical sensitivity and specificity. 

	 Results: The developed assay detected the recombinant LSDV with high sensitivity (limit of  

detection: 15 DNA copies/reaction), excellent linearity (R2 = 0.9988), and an amplification efficiency of 

96.95%. It specifically detected recombinant LSDV in clinical and cultured samples from five regions of 

Thailand, without cross-reactivity with vaccine strains or other bovine pathogens.

	 Conclusion: This real-time PCR assay provides a rapid, sensitive, and specific tool for the detection 

of recombinant LSDV in Thailand and enables reliable differentiation from vaccine strains. Initial 

screening for LSDV should be conducted using the WOAH-recommended assay, followed by strain  

differentiation with the real-time PCR method developed in this study.
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การพััฒนาวิิธีี Real-time PCR สำหรัับการจำแนกเชื้้�อไวรััสโรคลััมปีี สกิิน 

ระหว่่างสายพัันธุ์์�ลููกผสมกัับสายพัันธุ์์�วััคซีีนในประเทศไทย 

อาภาพร ดอกพุุฒ1*  อรวรรณ บุุญมา1  ณััฐกานต์์ สุุวรรณกิิจวััฒน์์2 

บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: การระบาดของเชื้้�อไวรััสโรคลััมปีี สกิิน (Lumpy skin disease virus, LSDV) สายพัันธุ์์�ลููกผสม

เกิิดขึ้้�นในประเทศไทยครั้้�งแรกเมื่่�อปีี พ.ศ. 2564 จึึงมีีการนำเข้้าวััคซีีนเชื้้�อเป็็นแบบอ่่อนฤทธิ์์�มาใช้้ในการควบคุุมโรค  

อย่่างไรก็็ตาม ปััจจุบัันแทบไม่่มีวิิธีีการตรวจวินิิจฉัยที่่�สามารถจำแนกสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ LSDV สายพันธุ์์�ลูกผสมออกจากสััตว์์ 

ที่่�ได้้รัับวััคซีีนได้้อย่่างรวดเร็็ว การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีี real-time PCR ที่่�มีีความรวดเร็็วความไวและความ

จำเพาะสููง สำหรัับใช้้จำแนกเชื้้�อ LSDV สายพัันธุ์์�ลููกผสมที่่�ระบาดในประเทศไทยออกจากสายพัันธุ์์�วััคซีีน

	วิ ิธีีการ: ได้้ออกแบบวิิธีี real-time PCR ที่่�จำเพาะต่่อยีีน ORF146 และปรัับสภาวะการทดสอบให้้เหมาะสม วิิธีีที่่�

พัฒันาขึ้้�นถููกนำไปทดสอบกับัตัวัอย่่างเชื้้�อ LSDV สายพันัธุ์์�ลูกูผสมจำนวน 9 ตัวัอย่่าง สายพันัธุ์์�วัคัซีนีจำนวน 5 ตัวัอย่่าง และ

เชื้้�อก่่อโรคอื่่�นในโคและกระบืือจำนวน 10 ตััวอย่่าง เพื่่�อประเมิินความไวและความจำเพาะเชิิงวิิเคราะห์์ของวิิธีี     

	 ผล: วิิธีี real-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นสามารถตรวจหาเชื้้�อ LSDV สายพัันธุ์์�ลููกผสมได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ โดยมีีค่่า

ความไวเชิิงวิิเคราะห์์ เท่่ากัับ 15 DNA copies/reaction ค่่าสััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (R2) ของกราฟมาตรฐานเท่่ากัับ 

0.9988 และค่่า PCR amplification efficiency เท่่ากัับ 96.95% วิิธีีนี้้�สามารถตรวจหาเชื้้�อ LSDV สายพัันธุ์์�ลููกผสมได้้จาก

ทั้้�งในตััวอย่่างสััตว์์ติิดเชื้้�อและเซลล์์เพาะเลี้้�ยง ที่่�เก็็บจาก 5 ภููมิิภาคของประเทศไทย โดยไม่่พบปฏิิกิิริิยาข้้ามกัับสายพัันธุ์์�

วััคซีีนหรืือเชื้้�อก่่อโรคอื่่�นในโคและกระบืือ

	 สรุุป: วิิธีี real-time PCR ที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีความรวดเร็็ว มีีความไวและความจำเพาะสููง เหมาะสำหรัับการตรวจหาเชื้้�อ 

LSDV สายพัันธุ์์�ลููกผสมที่่�ระบาดในประเทศไทย และสามารถจำแนกเชื้้�อดัังกล่่าวออกจากสายพัันธุ์์�วััคซีีนได้้อย่่างมีี

ประสิิทธิิภาพ ทั้้�งนี้้�การตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อ LSDV ควรเริ่่�มต้้นด้้วยการตรวจคััดกรองเบื้้�องต้้นด้้วยวิิธีีที่่� WOAH แนะนำ จากนั้้�น

จึึงทำการจำแนกเชื้้�อ LSDV สายพัันธุ์์�ลููกผสมด้้วยวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นในงานวิิจััยนี้้�

คำสำคััญ: วิิธีี real-time PCR, เชื้้�อไวรััสโรคลััมปีี สกิิน, การจำแนกเชื้้�อ, สายพัันธุ์์�ลููกผสม, สายพัันธุ์์�วััคซีีน
1 ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์ภาคเหนืือตอนบน ต.เวีียงตาล อ.ห้้างฉััตร จ.ลำปาง 52190 ประเทศไทย
2  สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ แขวงลาดยาว เขตจตุุจัักร กรุุงเทพฯ 10900 ประเทศไทย

*ผู้้�เขีียน/ผู้้�รัับผิิดชอบ: โทรศััพท์์ 084-4838376 โทรสาร 054830178 อีีเมล: arphaphorn.d@dld.go.th
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Introduction

	 Lumpy skin disease (LSD) is an infectious 

viral disease of cattle and water buffaloes, 

caused by the lumpy skin disease virus (LSDV). 

Clinical signs typically include fever, skin nodules, 

reduced milk production, and enlarged lymph 

nodes. The disease is arthropod-borne and  

primarily transmitted by mosquitoes, biting flies, 

and ticks. LSD is classified as a notifiable disease 

by the World Organisation for Animal Health 

(WOAH) due to its potential for rapid spread and 

significant economic impact on animal health, 

productivity, and international trade (WOAH, 

2024). 

	 The causative agent, LSDV, belongs to the 

genus Capripoxvirus within the family Poxviridae. 

Its genome consists of double-stranded DNA, 

approximately 151,000 base pairs (bp) in length, 

and encodes 156 open reading frames (ORFs) 

(Tulman et al., 2001). The Capripoxvirus genus 

also includes sheeppox virus (SPPV) and goatpox 

virus (GTPV), both of which share high nucleotide 

identity with LSDV. LSDV exhibits over 97%  

sequence homology with GTPV (Upton, 2004) 

and shares similar gene content and genomic 

organization with both SPPV and GTPV. Although 

SPPV and GTPV serologically cross-react with 

LSDV and can occasionally infect each other’s 

hosts, they rarely cause disease outside their 

natural hosts (Roche et al., 2021). In contrast, 

LSDV remains highly host-specific, with no natural 

infections reported in sheep or goats to date 

(Namazi and Khodakaram Tafti, 2021).

	 Vaccination remains the most effective 

strategy for controlling LSD, with both heterologous 

and homologous vaccines available (Calistri  

et al., 2020). Heterologous vaccines derived from 

SPPV or GTPV are considered suitable for  

LSD-free regions or eradication programs due to 

their lower risk of adverse effects, although their 

immunogenicity in cattle may be limited (EFSA, 

2017). Conversely, homologous vaccines based 

on live-attenuated LSDV strains induce stronger 

and more protective immune responses in cattle 

(Kumar et al., 2025). However, their use carries a 

higher risk of vaccine-induced disease and  

potential reversion to virulence, which may lead 

to new outbreaks (Sprygin et al., 2018; Matsiela 

et al., 2022; Shumilova et al., 2024). 

	 In Thailand, the first recorded outbreak of 

LSD occurred in March 2021 (Arjkumpa et al., 

2022). The disease subsequently spread rapidly 

nationwide, affecting more than 600,000 cattle 

(Suwankitwat et al., 2022). That same year, the 

reported morbidity and mortality rates were 

37.1% and 7.3%, respectively (Wilhelm and Ward, 

2023). Genetic analyses revealed that Thai LSDV 

isolates were closely related to recombinant 

vaccine-like strains previously identified in China, 

Hong Kong, and Vietnam (Sariya et al., 2022; 

Paungpin et al., 2022; Suwankitwat et al., 2022). 

Whole-genome sequencing further demonstrated 

that recombinant LSDV isolates circulating in  

China and Southeast Asian countries, including 

Thailand, belong to cluster 2.5 (Breman et al., 

2023; Krotova et al., 2023; Suwankitwat et al., 

2024). 
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	 Homologous live-attenuated vaccines have 

been widely used to control LSD outbreaks.  

In Thailand, Neethling strain-derived vaccines, 

such as Lumpyvax, Kemin, and Lumpyvac, have 

been applied in mass immunization programs to 

reduce cattle losses. However, these vaccines 

have certain drawbacks, including clinical side 

effects, and LSDV isolates from vaccinated cattle 

have clustered with Neethling vaccine strains 

(Singhla et al., 2022). The real-time PCR assays 

currently used in Thailand cannot differentiate 

the Thai recombinant LSDV from vaccine strains, 

necessitating DNA sequencing, which is limited by 

high cost, complex analysis, and long turnaround 

times.

	 Although differentiating between animals 

infected with LSDV and those vaccinated with the 

Neethling vaccine strain remains challenging,  

recent studies have begun identifying and  

applying potential DIVA (Differentiating Infected 

from Vaccinated Animals) marker genes, such as 

ORF154 (Nokhwal et al., 2025), LD133, and  

LD144 (Haegeman et al., 2023). Whole-genome 

analysis of the Thai recombinant strain,  

LSDV/Thailand/Yasothon/2021, identified  

ORF146 (phospholipase D-like) as a potential  

alternative DIVA target gene based on multiple 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) and 

amino acid differences compared with the LSDV 

vaccine strain (Suwankitwat et al., 2022).  

This finding facilitates the development of  

molecular methods to distinguish the Thai LSDV 

s t ra in  f rom Neethl ing -based vacc ines .  

Accordingly, the aim of this study was to establish 

a sensitive and rapid ORF146-based real-time  

PCR assay capable of differentiating the  

recombinant Thai LSDV strain from the live- 

attenuated vaccines used in Thailand.

Materials and methods

	 Viruses and vaccines: Nine samples of the 

Thai recombinant LSDV strain were analyzed, 

comprising six samples from the National  

Institute of Animal Health (NIAH; GenBank  

accession no. OQ253252, OQ267777, OQ253250, 

OQ253253, OQ511520, and OM033705), and 

three samples from the Veterinary Research and 

Development Center (VRDC), Upper Northern 

Thailand. All samples were verified by genome 

sequencing. The sample matrices included skin 

lesions, whole blood, internal organs, and  

Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cell culture 

fluid. Samples of the Neethling vaccine strain 

were obtained from three commercial vaccines 

(Lumpyvax, MSD, South Africa; Kemin, MEVAC, 

Egypt; and Lumpyvac, Vetal, Turkey), together 

with two LSD-like clinical samples. These clinical 

samples were confirmed as vaccine strains by 

DNA sequencing and phylogenetic analysis and 

were provided by the Faculty of Veterinary  

Medicine, Chiang Mai University. In addition,  

ten nucleic acid samples of other bovine viral 

pathogens were sourced from the International 

Atomic Energy Agency (IAEA, Austria), NIAH, and 

VRDC for inclusion as controls in the analytical 

specificity assessment. 

	 Plasmid: A recombinant plasmid DNA  

containing the ORF146 gene of the Thai  

recombinant LSDV strain was synthesized by 

Gene Universal (Newark, DE, USA). The 350-bp 

target amplicon was cloned into the pUC57-BsaI-

Free vector, generating a recombinant plasmid 

with a total length of 3,070 bp (Figure 1).  

The purified recombinant plasmid was supplied 

as a lyophilized powder, with approximately 5 µg 

per vial. It was prepared by dissolving in 50 µL of 
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1X TE buffer to yield a working concentration of 

approximately 100 ng/µL. This plasmid was used 

to evaluate the analytical sensitivity of the assay.

	 Genomic DNA extraction: Viral genomic 

DNA from LSDV samples (skin lesions, whole 

blood, internal organs, and MDBK cell culture 

fluid) was extracted using the High Pure PCR  

Template Preparation Kit (Roche Diagnostics 

GmbH, Mannheim, Germany), following the  

manufacturer’s instructions. Purified nucleic acids 

were stored at -20 °C until use.

	 Primers and probe design and in silico 

analysis: Primers and a probe specific to the Thai 

recombinant LSDV strain were designed from 

multiple sequence alignment of 17 complete 

LSDV genomes in GenBank, including four  

recombinant (access ion no. OM033705, 

Figure 1 Structure map of plasmid ORF146 pUC57-BsaI-Free containing the ORF146 gene of the Thai recombinant LSDV strain.

MZ577076, MW355944, and MW732649), seven 

vaccines (accession no. AF409138, KX764643, 

KX764644, MG972412, KX764645, MW656252  

and MH646674), and six classical wild-type strains 

(accession no. MT134042, AF409137, KX683219, 

MH893760, AF325528, and MN072619). Sequence 

alignments were performed using Geneious Prime 

2021.2.2 (https://www.geneious.com), and a  

consensus sequence was used to design  

primers and probe targeting the ORF146 gene. 

The specificity and binding efficiency of the  

primers and probe were verified using BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

	 Optimization of real-time PCR: A novel 

real-time PCR assay was developed for the  

specific detection of the Thai recombinant LSDV 

strain, while excluding Neethling vaccine strains. 
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Reaction conditions were optimized with  

respect to primer and probe concentrations,  

annealing temperature, and cycle number.  

Primer (0.7–1.6 µL) and probe (0.2–0.4 µL)  

concentrations and annealing temperatures 

(55–60 °C) were optimized by triplicate testing. 

The number of amplification cycles was  

compared between 40 and 45. Optimal  

conditions were determined based on average Ct 

values, with the lowest Ct considered optimal.  

All PCR reactions were subjected to statistical 

analysis.

	 Preparation of Standard DNA: A recombinant 

plasmid containing the ORF146 gene of Thai  

recombinant LSDV strain was used as the control 

template to evaluate the analytical sensitivity of 

the assay. Ten-fold serial dilutions of the plasmid, 

ranging f rom 2.97 x 109 to 2.97 x 10 -2  

double-stranded DNA copies/µL, were prepared. 

The initial plasmid copy number was calculated 

from the DNA concentration (ng/µL), plasmid 

length, and Avogadro’s constant using the  

standard formula described by Whelan et al. 

(2003). These dilutions served as standards for 

quantifying the Thai recombinant LSDV strain. 

The quantified DNA was serially diluted and  

tested to determine the limit of detection (LOD) 

of the developed assay.

	 Analytical sensitivity and specificity: The 

analytical sensitivity of the real-time PCR assay 

was evaluated using ten-fold serial dilutions of 

the ORF146 gene–recombinant plasmid, tested in 

triplicate to generate a standard curve and  

determine the LOD and PCR efficiency (%E).  

The analytical specificity was assessed by  

performing the real-time PCR using reference 

samples of the Thai recombinant LSDV strain 

across four matrices skin lesions, whole blood, 

internal organs, and cell culture fluid as well as 

the LSDV Neethling vaccine strains and ten other 

bovine viral pathogens. 

	 Statistical analysis: All statistical analyses 

were performed using GraphPad Prism software 

version 9.3.1. Statistical differences were  

assessed using one-way ANOVA followed by 

Tukey’s HSD test. Data are presented as mean  

± standard error of the mean. P < 0.05 was  

considered statistically significant (*).

Results and discussion

	 Primers and probe of real-time PCR:  

A novel real-time PCR assay was developed to 

differentiate the Thai recombinant LSDV strain 

from vaccine strains, targeting the alternative 

DIVA marker ORF146 gene. In silico analysis  

indicated that the designed primers and probe 

were suitable for specific detection of the Thai 

LSDV strain. The nucleotide sequence of the Thai 

reference strain LSDV/Thailand/Yasothon/2021 

(GenBank accession no. OM033705) was aligned 

with sequences from other LSDV vaccine and 

wild-type strains. Sequence variation was  

identified in the ORF146 region between 139,851 

and 140,102 bp. The forward primer was selected 

based on nucleotide differences from wild-type 

strains, while the probe was selected based on 

nucleotide differences from vaccine strains.  

The positions of primers and probe are shown in 

Figure 2, with detailed sequences provided in 

Table 1. 
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Figure 2 Schematic diagram illustrating the positions of real-time PCR primers and probe targeting ORF146 gene of the Thai  

recombinant LSDV strain. Primer and probe orientations are denoted by box colors: dark green for the forward primer and probe, 

and light green for the reverse primer. LSDV strain groups are represented in different colors: yellow for recombinant, blue for 

vaccine, and pink for wild type. The forward primer forms four mismatched base pairs with the wild-type strain group, while the 

probe forms seven mismatch base pairs with the vaccine strain group.

Name Type Sequence (5’ -> 3’) Length (bp) Positions (nt) Product size (bp)

LSD_For Forward primer TGTACCTTGTTTTTGGACAAATGA 24 139851 - 139874 
252

LSD_Rev Reverse primer TCTATATCAGGCCAGAATAGTGTTT 25 140078 - 140102 

LSD_Pr Probe Hex- AGCATCTTCGCCGCCATCGT- BHQ1 20 139968 - 139987 

Table 1 Nucleotide sequences and positions of real-time PCR primers and probe targeting the ORF146 gene of the Thai  

recombinant LSDV strain.

nt = nucleotide

	 Optimal novel real-time PCR reaction: 

The real-time PCR assay was conducted using a 

QuantStudioTM 5 Real-time PCR System (Applied 

Biosystems, USA). Each 20 µL reaction mixture 

contained 10 µL of FastStart Essential DNA 

Probes Master (Roche, Germany), 5 µL of DNA 

template, 800 nM of each primer (1.6 µL of 10 µM 

stock), 125 nM of probe (0.25 µL of 10 µM stock), 

and 1.55 µL of nuclease-free distilled water 

(dH
2
O). The thermal cycling conditions comprised 

an initial denaturation at 95 ºC for 10 minutes, 

followed by 45 cycles of denaturation at 95 ºC 

for 15 seconds and annealing/extension at 60 °C 

for 45 seconds. The total amplification time was 

approximately 90 minutes, indicating a rapid  

amplification process. Figure 3 illustrates the  

optimization results for primer and probe  

concentrations and annealing temperature.  

The opt imal  react ion condi t ions were  

determined based on the lowest mean Ct value 

with a statistically significant difference among 

triplicate reactions. 
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Annealing temp. optimizationProbe optimizationPrimer optimization

 (a)

 (d)

(b)

(e)

(c)

(f)

Figure 3 Optimization of primer and probe concentrations and annealing temperature in the real-time PCR assay. Panels (a), (b), 

and (c) show the amplification curves corresponding to primer concentration, probe concentration, and annealing temperature, 

respectively. Panels (d), (e), and (f) present the mean Ct values from three to seven replicate reactions, with statistically significant 

differences indicated by (*). The optimal conditions are highlighted with yellow circles.

(a)

Figure 4 Standard curve of the real-time PCR for detection of the LSDV standard plasmid. (a) Amplification plot of ten-fold serial 

dilutions of plasmid DNA (-1 to -12) corresponding to concentrations ranging from 2.97 x 109 to 10-2 copies/µL. (b) Standard curve 

generated from the mean Ct values of triplicate reactions plotted against the logarithms (base 10) of plasmid DNA concentrations. 

The standard curve indicates the coefficient of determination (R2) and PCR efficiency (%E). 

(b)
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	 Analytical sensitivity of real-time PCR: 

The amplification curves and corresponding Ct 

values generated from ten-fold serial dilutions of 

the ORF146 standard plasmid were consistent 

across all triplicate reactions (Figure 4a). The  

standard curve exhibited excellent linearity, with 

a coefficient of determination (R2) of 0.9988 and 

a PCR amplification efficiency (%E) of 96.95% 

(Figure 4b). The coefficients of variation (%CV)  

for all triplicate reactions were below 2%, 

demonstrating excellent intra-assay precision. 

The assay demonstrated the LOD of 2.97 copies/

µL of template (15 copies per reaction), based on 

the lowest dilution consistently yielding 100% 

positive amplification. These findings indicate 

that the newly developed real-time PCR assay is 

a highly sensitive and reliable for detecting the 

Thai recombinant LSDV strain. 

	 The analytical sensitivity observed in this 

study is comparable to previously developed 

assay for LSDV detection. Bowden et al. (2008) 

reported a highly sensitive real-time PCR assay 

targeting ORF074, with an LOD of approximately 

10 copies per reaction. Although their assay is 

widely used for Capripoxvirus screening, its broad 

detection capability covering all strains of LSDV, 

SPPV, and GTPV precludes differentiation among 

virus species or strains. In contrast, the assay  

developed in this study was specifically designed 

to distinguish the Thai recombinant LSDV  

strain, addressing a crucial diagnostic need in  

regions where recombinant viruses are now  

predominant. 

	 DIVA real-time PCR assays require tailoring 

to the viral strains circulating within each  

outbreak area. For example, Agianniotaki et al. 

(2017) developed a GPCR-based assay capable of 

detecting as few as 8 copies per reaction, which 

differentiates between wild-type and vaccine 

strains. However, that method was developed for 

viral populations circulating in Europe and the 

Middle East. In Thailand, where recombinant 

LSDV strains have become dominant in recent 

outbreaks, previously published DIVA assays may 

not provide optimal discriminatory power.

	 Analytical specificity of real-time PCR:  

To evaluate the analytical specificity, nine  

samples of the Thai recombinant LSDV strain 

from different matrices including skin lesions, 

whole blood, internal organs, and MDBK cell 

culture fluid collected from five regions of  

Thailand, five samples of the LSDV Neethling 

vaccine strains, and ten nucleic acid samples of 

other bovine viral pathogens were tested using 

the developed real-time PCR assay. The results 

showed that only the Thai recombinant LSDV 

strains were detected by the assay, with no 

cross-reactivity observed with the LSDV Neethling 

vaccine strain or other bovine pathogens  

(Table 2). These findings demonstrate that the 

developed real-time PCR assay exhibits high 

specificity for differentiating the recombinant 

LSDV strains circulating in Thailand from the  

vaccine strain.
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Virus isolate Source DIVA real-time PCR

Thai recombinant LSDV strain Detected

LSDV_OQ253252_Chiang Mai (North)_Skin lesion NIAH

LSDV_OQ267777_Khon Kaen (Northeast)_Skin lesion NIAH

LSDV_OQ253250_Nakhon Pathom (Central)_Skin lesion NIAH

LSDV_OQ253253_Prachuap Khiri Khan (West)_Skin lesion NIAH

LSDV_OQ511520_Trang (South)_Skin lesion NIAH

LSDV_OM033705_Yasothon (Northeast)_MDBK cell fluid NIAH

LSDV_511077/64_Phrae (North)_Skin lesion VRDC

LSDV_511116/64_Lamphun (North)_Blood VRDC

LSDV_509999/64_Phrae (North)_Internal organs VRDC

LSDV Neethling vaccine strains Not detected

Lumpyvax (commercial vaccine) MSD Animal Health, South Africa

Kemin (commercial vaccine) MEVAC, Egypt

Lumpyvac (commercial vaccine) Vetal, Turkey

LSD-like clinical sample_CMU02 (North)_DNA Chiang Mai University

LSD-like clinical sample_CMU03 (North)_DNA Chiang Mai University

Other cattle disease viruses Not detected

Bovine respiratory syncytial virus_RNA VRDC

Bovine alphaherpesvirus 1_DNA VRDC

Bovine viral diarrhea virus_RNA VRDC

Foot and mouth disease virus_RNA VRDC

Bovine leukemia virus_RNA NIAH

Bovine papillomavirus_DNA NIAH

Bovine parainfluenza virus 3_RNA NIAH

Cowpox virus_DNA IAEA

Bovine popular stomatitis virus_DNA IAEA

Pseudocowpox virus_DNA IAEA

Table 2 Viruses and vaccines employed for the evaluation of the real-time PCR assay targeting the Lumpy Skin Disease Virus Thai 

recombinant strain. 

	 In this study, we successfully developed 

and validated a real-time PCR assay capable of 

differentiating recombinant LSDV circulating in 

Thailand from Neethling vaccine strains. The  

assay provides valuable support for molecular 

epidemiology and outbreak control in the region. 

Nevertheless, some observations warrant further 

discussion.

	 The detection of recombinant LSDV strains 

in Thailand aligns with reports of recombinant 

vaccine-like strains emerging across Asia.  

Vandenbussche et al .  (2022) observed  

vaccine-derived recombinants of LSDV in  

Kazakhstan and neighboring countries, raising 

concern about vaccine spillover or reversion. 

Similarly, Krotova et al. (2022) reported that five 

recombinant LSDV lineages circulating in Russia 

and Southeast Asia belonged to a single  

expanding lineage from 2020 onwards. These 

regional findings highlight the relevance of our 

assay for Thailand, where recombinant strains 

may complicate diagnostics and control.

	 The appearance of vaccine-associated  

genetic changes under field vaccination pressure 

deserves attention. A Thai monitoring study 

demonstrated that l ive-attenuated LSDV  
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vaccination may lead to emergence of mutated 

or recombinant strains in non-vaccinated cattle 

living in vaccinated areas (Suwankitwat et al., 

2022). Thus, the ability of our assay to distinguish 

vaccine from recombinant strains may support 

not only diagnost ics accuracy but also  

surveillance of vaccination-driven viral evolution. 

This underscores the utility of real-time PCR  

tools in monitoring ongoing viral drift and  

recombination in field settings.

	 The epidemiological implications of  

recombinant strain transmissibility are significant. 

Recent evidence indicates that recombinant 

LSDV may cause subclinical infection with  

efficient transmission. Shumilova et al. (2024) 

demonstrated that a recombinant strain led to 

subclinical infection and indirect contact  

transmission in experimentally infected cattle. 

Such findings reinforce the importance of  

accurate molecular  d i f fe rent ia t ion ,  as  

asymptomatic carries may contribute to silent 

spread.

	 Currently, LSDV is classified into three  

genomic groups: classical wild-type strains, 

Neethling vaccine–derived strains, and the  

recombinant strains now widespread across Asia. 

Previous DIVA real-time PCR assays such as those 

developed by Agianniotaki et al. (2017), Pestova 

et al. (2018), and Vidanović et al. (2016), which 

target polymorphisms in ORF011(GPCR gene) and 

ORF126 (EEV gene) have been designed to  

differentiate wild-type from Neethling vaccine 

strains. However, these assays cannot reliably 

distinguish vaccine strains from the recombinant 

strains circulating in Asia (Flannery et al., 2021).  

A recently developed DIVA assay targeting the 

LD133, LD144, and WTR genes can differentiate 

wild-type, vaccine, and recombinant LSDV strains 

and demonstrates improved discriminatory  

performance; nevertheless, it has not yet been 

validated using Thai LSDV strains (Haegeman  

et al., 2023). 

	 In this context, our study is the first design 

a real-time PCR assay based on ORF146  

specifically for recombinant strains circulating in 

Thailand, providing an alternative diagnostic tool 

suited to local epidemiological conditions.  

However, the limitation of this method is  

absence of validation using reference wild-type 

LSDV strains, which were assessed only by in  

silico analysis; therefore, further experimental 

evaluation will be required in future studies.  

Furthermore, assay performance could be  

enhanced by incorporating internal controls such 

as a bovine housekeeping gene and by further 

developing the assay into a multiplex real-time 

PCR capable of differentiating all LSDV strain 

groups, including wild-type strains, which are  

not currently present in Thailand but remain  

important for survei l lance of potent ial  

introductions.

	 Finally, although our assay exhibits high 

sensitivity and specificity under controlled  

laboratory conditions, challenges remain for 

long-term field application. The emergence of 

new SNPs or further recombination events could 

potentially reduce assay performance if primer 

and probe sequences are not systematically  

updated. Ongoing validation using diverse clinical 

samples, together with regular updates to  

genomic reference databases are thus crucial to 

maintaining assay performance amid the rapidly 

evolving LSDV landscape in the region.
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Conclusion and suggestion

	 This study developed a novel real-time 

PCR assay targeting the ORF146 gene for  

differentiating between recombinant and vaccine 

stra ins of LSDV in Thai land. The assay  

demonstrated high sensitivity (LOD = 15 DNA 

copies/react ion) ,  spec ific i ty ,  and rap id  

turnaround, with no cross-reactivity to other  

bovine pathogens. It provides an effective  

diagnostic tool for DIVA applications and outbreak 

surveillance. For initial LSDV detection, the 

WOAH-recommended assay should be employed 

prior to differentiation using this method. This 

assay may also be applied in other regions where 

recombinant strains genetically similar to the 

Thai strain are present, such as China, Hong Kong, 

and Southeast Asian countries.
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บทความการศึึกษาต่่อเนื่่�องทางสััตวแพทย์์

วิทยาลัยสัตวแพทยศาสตร์อัครราชกุมารี 
มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ จ.นครศรีธรรมราช 

โดย อ. สพ.ญ.มนทกานติ ์จิระธันห์

โรคอีเอชพี (EHP)
โรคปรสิตในกุ้งที่พบล่าสุด

	 โรคอีเอชพี (Enterocytozoon hepatopenaei: EHP) เป็นโรคที่เกิดจากเชื้อปรสิตขนาดเล็ก ชนิด

ไมโครสปอริเดีย (microsporidia) ชื่อวิทยาศาสตร์ของเชื้อได้แก่ Enterocytozoon hepatopenaei จัดเป็นโรคของ 

โรคตับและตับอ่อนในกุ้ง ทำ�ให้เกิดสภาวะ hepatopancreatic microsporidiosis (HPM) ซึ่งเป็นสภาวะการเจริญเติบโตช้า

ของกุ้ง (penaeid shrimp) โรคอีเอชพีนี้ ถูกจัดให้เป็นภัยคุกคามที่สำ�คัญต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งทั่วโลก เนื่องจาก

เชื้อสามารถแพร่กระจายได้ง่ายผ่านลูกกุ้งที่มีเชื้อปนเปื้อน อาหารสด และระบบน้ำ� ทำ�ให้การควบคุมโรคนี้เป็นความท้าทายที่

สำ�คัญสำ�หรับเกษตรกรในหลายประเทศ

ระบาดวิิทยา

	 พบการระบาดอย่่างกว้้างขวาง ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2552 ในหลายประเทศทั่่�วโลก โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งในภููมิิภาคเอเชีีย 

ตะวัันออกฉีียงใต้้ ซึ่่�งเป็็นแหล่่งเพาะเลี้้�ยงกุ้้�งที่่�สำคััญ ประเทศที่่�มีีรายงานการระบาดของโรคอีีเอชพีีอย่่างรุุนแรงและเป็็นปััญหา

ทางเศรษฐกิิจในอุุตสาหกรรมการเลี้้�ยงกุ้้�ง ในเอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ ได้้แก่่ประเทศไทย เวีียดนาม อิินโดนีีเซีีย มาเลเซีีย บรููไน 

และฟิลิิปิปินิส์ ์ในเอเชียีใต้แ้ละเอเชียีตะวันัออก ได้แ้ก่ ่ประเทศอินิเดียี จีนี เกาหลีใีต้ ้และในภูมูิภิาคอื่่�นได้แ้ก่ป่ระเทศออสเตรเลียี 

และเวเนซููเอลา ในประเทศอิินเดีีย ซึ่่�งประสบปััญหาเรื่่�องการจััดการสารอิินทรีีย์์ในระบบการเลี้้�ยง ทำให้้เกิิดปััญหาโรค

แบคทีีเรีียต่่าง ๆ ที่่�เริ่่�มมาจากปััญหาการจััดการสารอิินทรีีย์์ในบ่่อ ทำให้้กุ้้�งอิินเดีีย ได้้รัับอาหารที่่�ปนเปื้้�อนสารอิินทรีีย์์ที่่�มีีเชื้้�อ 

อีีเชพีีแล้้วกุ้้�งรัับเข้้าไป สำหรัับในประเทศเวีียดนามซึ่่�งมีีการใช้้ยาปฏิิชีีวนะเพื่่�อควบคุุมเชื้้�ออีีเอชพีี นอกจากจะสร้้างปััญหา 

การดื้้�อยาปฏิิชีีวนะของเชื้้�อแล้้ว ยายัังไปทำลายระบบสมดุุลของเชื้้�อในระบบทางเดิินอาหาร ทำให้้ภููมิิคุ้้�มกัันของกุ้้�งลดต่่ำลง  

เมื่่�อกุ้้�งรัับเชื้้�ออีีเอชพีี ทำให้้เชื้้�อมีีโอกาสที่่�จะเพิ่่�มปริิมาณอย่่างรวดเร็็วในตัับ จนทำให้้เกิิดผลกระทบต่่อกุ้้�ง จะเห็็นได้้ว่่าประเทศ

ที่่�มีีปััญหาเกี่่�ยวกัับเชื้้�ออีีเอชพีี จะมีีปััญหาเกี่่�ยวกัับการควบคุุมและจััดการสารอิินทรีีย์์รวมถึึงการใช้้ยาปฏิิชีีวนะ 

การพบเชื้้�อในประเทศไทย

	 ประเทศไทยถืือเป็็นประเทศที่่�พบการติิดเชื้้�อนี้้�ในช่่วงแรก โดย Chayaburakul et al. (2004) ได้้พบเชื้้�อ 

ไมโครสปอริิเดีียนในกุ้้�งกุุลาดำ โดยให้้ชื่่�อว่่า microsporidian slow growth syndrome (MSGS) จึึงถืือเป็็นการรายงานการ

พบเชื้้�อไมโครสปอริิเดีียนอย่่างไม่่เป็็นทางการ จากนั้้�น Tourtip et al. (2009) ได้้รายงานโรคในกุ้้�งที่่�มีีการระบุุชื่่�อเชื้้�ออย่่างเป็็น

ทางการในปีี พ.ศ. 2552 โรคอีีเอชพีีนี้้�สามารถพบได้้ในกุ้้�งที่่�มีีการเพาะเลี้้�ยงในประเทศไทยทั้้�ง 2 สายพัันธุ์์� ได้้แก่่ กุ้้�งกุุลาดำ 

(Penaeus monodon) และกุ้้�งขาว (whiteleg shrimp, P. vannamei) (Thitamadee et al., 2016) โดยในกุ้้�งกุุลาดำ 
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Chayaburakul et al. (2004) ได้้รายงานการพบเชื้้�อไมโครสปอริิเดีียนในตััวอย่่างกุ้้�งกุุลาดำถึึง 63.3 % ในตัับและตัับอ่่อน 

(hepatopancreas) ต่่อมา Tourtip et al. (2009) ได้้รายงานการตรวจพบเชื้้�ออีีเอชพีีชนิิดนี้้�ในเซลล์์เยื่่�อบุุของท่่อตัับของกุ้้�ง

กุุลาดำ โดยพบในเนื้้�อเยื่่�อจากการตรวจทางเนื้้�อเยื่่�อวิิทยา (histology) และการศึึกษาระดัับจุุลภาค (ultrastructural) จากนั้้�น

นำข้อ้มูลูที่่�ได้ม้าจัดัเรียีงลำดับัสายพันัธุกุรรม (phylogenetic data) สำหรับัในกุ้้�งขาวมีกีารพบเชื้้�อครั้้�งแรกจากการนำกุ้้�งที่่�เลี้้�ยง

ในแหล่่งต่่าง ๆ ทั่่�วประเทศระหว่่างปีี 2013-2014 มาตรวจเพื่่�อหาโรคตายด่่วน (early mortality syndrome, EMS) โดยพบ

การติิดเชื้้�ออีีเอชพีี ในตััวอย่่างกุ้้�งขาวถึึง 60.7 % (Sanguanrut et al., 2018; Chaijarasphong et al., 2021) อย่่างไรก็็ตาม 

โรคนี้้�ยัังมีีการศึึกษาที่่�ไม่่มากพอ ทางด้้านต่่าง ๆ ได้้แก่่ สิ่่�งแวดล้้อม แหล่่งที่่�เก็็บเชื้้�อ (reservoir) 

ลัักษณะของเชื้้�อ

ที่่�มา  www.facebook.com/greatervet/posts/2270683723179841/

รููปที่่� 1 เชื้้�อ Enterocytozoon hepatopenaei ภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ กำลัังขยาย 1000 เท่่า

	 เชื้้�ออีีเอชพีี มีีขนาดประมาณ 0.7-1 ไมครอน ลัักษณะทรงกลม

รููปไข่่ หรืือคล้้ายหยดน้้ำ เชื้้�อตััวนี้้�มีีความทนทาน เนื่่�องจากมีีผนัังเซลล์์ 2 

ชั้้�น สามารถพบเชื้้�อนี้้�ได้ท้ั้้�งในตับักุ้้�ง ในขี้้�กุ้้�ง ในน้ำ้ และเลนพื้้�นบ่อ่ โดยมอง

เห็็นได้้โดยใช้้กล้้องจุุลทรรศน์์แสงสว่่างโดยใช้้กำลัังขยาย 1,000 เท่่า 

(100x) ตรวจที่่�ตับและตัับอ่่อน โดยเฉพาะในตำแหน่่งที่่�อยู่่�ติิดกัับ

กระเพาะอาหาร และอาจต้้องใช้้เทคนิิคพีีซีีอาร์์ เพื่่�อการตรวจสอบยืืนยััน

ทางด้้านชีีวโมเลกุุล ซึ่่�งมีีความไวและความจำเพาะสููง 

การจำแนกสายพัันธุ์์�

	 เชื้้�ออีีเอชพีี เดิิมจััดเป็็นปรสิิตโปรโตซััว แต่่จากการศึึกษาด้้านพัันธุุกรรมและโมเลกุุล พบว่่ามีีความใกล้้ชิิดกัับ

อาณาจัักรเชื้้�อรา (fungi) ปััจจุุบัันจึึงจััดอยู่่�ใน กลุ่่�มเชื้้�อราแบบปรสิิตภายในเซลล์์ (obligate intracellular fungi) ไฟลััม 

Microsporidia สกุุล Enterocytozoon spp. ซึ่่�งเป็็นกลุ่่�มเชื้้�อที่่�มัักพบและก่่อโรคในสััตว์์ที่่�มีีภููมิิคุ้้�มกัันบกพร่่อง ดัังนั้้�นปััจจััยที่่�

สำคััญต่่อการเพิ่่�มปริิมาณของเชื้้�ออีีเอชพีีในกุ้้�ง จึึงมีีความเป็็นไปได้้สููงที่่�จะเกี่่�ยวข้้องกัับระดัับภููมิิคุ้้�มกัันของกุ้้�งด้้วยเช่่นกััน 

การติิดต่่อ

	 เชื้้�ออีีเอชพีี สามารถติิดต่่อจากการกิินอาหารที่่�ปนเปื้้�อนเชื้้�อโดยตรง การปนเปื้้�อนเชื้้�อในธรรมชาติิจะพบได้้มากใน

แหล่่งที่่�มีการสะสมของสารอิินทรีีย์์สููง โดยเฉพาะสารอิินทรีีย์์ที่่�มาจากการเพาะเลี้้�ยงสััตว์์น้้ำที่่�มีการให้้อาหารปริิมาณมาก 

เกิินพอ และของเสีียจากสิ่่�งขัับถ่่ายของกุ้้�งที่่�ไม่่มีีการบำบััดก่่อนการปล่่อยทิ้้�งลงสู่่�แหล่่งน้้ำธรรมชาติิ ทำให้้เชื้้�ออีีเอชพีีสามารถ 

ปนเปื้้�อนไปกับัขี้้�กุ้้�ง อีกีทั้้�งในบางพื้้�นที่่�  เป็น็ที่่�อยู่่�อาศัยัของแหล่ง่อาหารธรรมชาติทิี่่�มีชีีวีิติของกุ้้�ง ได้แ้ก่ ่เพรียีงทราย เพรียีงเลือืด 

ดังันั้้�นในการป้้องกัันการติิดเชื้้�ออีีเอชพีี ควรหลีีกเลี่่�ยงอาหารธรรมชาติิมีชีีวีิติสำหรัับการใช้้เลี้้�ยงพ่่อแม่่พันัธุ์์�กุ้้�ง หรืือการใช้้อาหาร

ธรรมชาติิที่่�ผ่านการกำจััดเชื้้�อแล้้ว จากการศึึกษาและเก็็บข้้อมููลของคลิินิกิสััตว์์น้ำ้ ศูนูย์์วิจิัยัและพััฒนาประมงชายฝ่ั่�งสมุุทรสาคร 

พบว่่ากุ้้�งที่่�ติิดเชื้้�อ EHP ตั้้�งแต่่ระยะวััยอ่่อน เช่่น นอเพลีียส โพสลาวาร์์ (PL) หรืือกุ้้�งมีีอายุุน้้อยกว่่า 1 เดืือน หลัังปล่่อยลงเลี้้�ยง

ในบ่อ่ดินิ มีโีอกาสที่่�เชื้้�ออีเีอชพี ีจะเพิ่่�มปริมิาณในตับัมากขึ้้�นจนส่ง่ผลกระทบต่อ่กุ้้�ง สังัเกตว่า่คล้า้ยๆ กับั EMS หรือืโรคตายด่ว่น 

ซึ่่�งในช่่วงดัังกล่่าวกุ้้�งมีีความอ่่อนแอ ง่่ายต่่อการติิดเชื้้�อ และเกิิดมีีปััจจััยเสริิมมาทำให้้ระดัับภููมิิคุ้้�มกัันของกุ้้�งลดลง ตามที่่� 

กล่่าวมาแล้้วข้้างต้้น ยิ่่�งทำให้้ปริิมาณเชื้้�ออีีเอชพีี ในตัับเพิ่่�มปริิมาณมากขึ้้�น จนส่่งผลต่่อระบบการทำงานของตัับ ทำให้้กุ้้�ง 

มีีลัักษณะโตช้้ากล้้ามเนื้้�อขาว หรืือติิดเชื้้�อฉวยโอกาสได้้ง่่าย แต่่ถ้้าการติิดเชื้้�อเกิิดขึ้้�นในกุ้้�งโตที่่�แข็็งแรง ไม่่พบว่่าเชื้้�ออีีเอชพีี  

มีผีลกระทบต่อ่กุ้้�ง การเจริิญเติบิโตช้า้จากเชื้้�ออีีเอชพี ีจะพบเห็็นเมื่่�อกุ้้�งระยะ PL ที่่�อายุ ุ2 เดืือนขึ้้�นไป ถึงึจะพบการติดิเชื้้�อตั้้�งแต่่

ลููกกุ้้�งยัังเป็็นตััวอ่่อนก็็ตาม ซึ่่�งเป็็นเวลาฟัักตััวของเชื้้�อ ดัังนั้้�นจึึงเป็็นเหตุุผลที่่�เชื้้�อทำให้้กุ้้�งโตช้้า (Tourtip et al., 2009) 

 นอกจากนี้้� เชื้้�ออีีเอพีียัังสามารถแพร่่ผ่่านแม่่พัันธุ์์�ไปยัังลููกกุ้้�งวััยอ่่อนได้้
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อาการที่่�พบ 

	กุ้้� งโตช้า้ การเจริญิเติบิโตในบ่อ่เดียีวกันัไม่ส่ม่ำ่เสมอ ไม่ค่่อ่ยกินิอาหาร 

(อาจกิินมากในช่่วงแรกแต่่ขนาดไม่่เพิ่่�มขึ้้�น) เปลืือกนิ่่�มลง ตัับอ่่อนและตัับ 

มีีขนาดเล็็กลง สีีจางลง และมีีปริิมาณเม็็ดไขมัันน้้อย ซึ่่�งเป็็นสััญญาณของระบบ

ทางเดิินอาหารที่่�เสีียหายและอาจทำให้้กุ้้�งอ่่อนแอติิดเชื้้�อฉวยโอกาสง่่ายขึ้้�น 

กล้้ามเนื้้�ออาจขาวขุ่่�น จากการขาดแร่่ธาตุุ กุ้้�งอ่่อนแอ และอาจเกิิดอาการ 

ขี้้�สีีขาว (white feces syndrome) จากการติิดเชื้้�อแบคทีีเรีียแทรกซ้้อน  

ติิดเชื้้�อไวรััสได้้ง่่าย การติิดเชื้้�ออีีเอชพีีปริิมาณไม่่มากไม่่มีีผลต่่อกุ้้�ง ถ้้าไม่่มีีปััจจััย

เสริิมทำให้้ภููมิิคุ้้�มกัันกุ้้�งลดลงอัันเป็็นผลทำให้้เชื้้�ออีีเอชพีีในตัับเพิ่่�มปริิมาณ 

อย่า่งรวดเร็ว็ จนกระทบต่อ่การทำงานของตับั การทำงานของระบบย่อ่ยอาหาร

ที่่�เสีียไป

ที่่�มา : https://www.salemmicrobes.com/blog-view.php?id=13

รููปที่่� 2 กุ้้�งขาวแวนนาไมด์์ในบ่่อเดีียวกัันมีีขนาดไม่่เท่่ากััน

ผลกระทบ 

	 ทำให้้เกิิดความสููญเสีียทางเศรษฐกิิจ เนื่่�องจากกุ้้�งไม่่โตตามขนาดที่่�ต้้องการ ผลผลิิตลดลงเนื่่�องจากอััตราการรอด

ลดลง ต้้นทุุนสููงขึ้้�นเนื่่�องจากต้้องใช้้ระยะเวลาในการเลี้้�ยงนานขึ้้�น และเพิ่่�มโอกาสการติิดเชื้้�อโรคอื่่�น ๆ

การแก้้ไข

	 เชื้้�ออีีเอชพีีถ้้ายัังไม่่เข้้าสู่่�สปอร์์สามารถกำจััดได้้โดยใช้้สารเคมีีธรรมดา เช่่น คลอรีีน ความเข้้มข้้นประมาณ 30-40  

พีีพีีเอ็็ม (ขึ้้�นกัับปริิมาณสารอิินทรีีย์์ในน้้ำ) สำหรัับการกำจััดสปอร์์ของเชื้้�อทำได้้ค่่อนข้้างยาก ซึ่่�งเทคนิิคการกำจััดเชื้้�อที่่�มี

ประสิิทธิิภาพและน่่าสนใจในอาหารธรรมชาติิ ได้้แก่่ การฉายรัังสีี

การป้้องกัันและการควบคุุม

	 1.	 การคััดเลืือกลููกกุ้้�งที่่�นำมาเลี้้�ยง ต้้องเลืือกซื้้�อลููกกุ้้�งสายพัันธุ์์�ที่่�แข็็งแรงและผ่่านการตรวจรัับรองว่่าปลอดเชื้้�อ 

อีีเอชพีี

	 2.	มีี การจััดการฟาร์์ม โดยใช้้มาตรการความปลอดภััยทางชีีวภาพ (biosecurity) ทั้้�งก่่อนและหลัังการนำลููกกุ้้�ง

วััยอ่่อนมาปล่่อยลงบ่่อเลี้้�ยงเพื่่�อเพิ่่�มการเพาะเลี้้�ยง (stocking) เพื่่�อลดการติิดเชื้้�อจากสิ่่�งแวดล้้อม และมีีการจััดการทำความ

สะอาดบ่่อและบำบััดสารอิินทรีีย์์ในบ่่ออย่่างสม่่ำเสมอ เพื่่�อเป็็นการควบคุุมคุุณภาพน้้ำเลี้้�ยงและลดปริิมาณตะกอนดิินและสาร

อิินทรีีย์์ในบ่่อเลี้้�ยง

	 3.	 การบำรุุงสุุขภาพกุ้้�ง และลดความเครีียดของกุ้้�ง โดยการเสริมิจุลุินิทรียี์ท์ี่่�มีปีระโยชน์ ์เช่น่โปรไบโอติกิส์ ์เพื่่�อช่ว่ย

เสริิมภููมิิคุ้้�มกัันและควบคุุมจุุลิินทรีีย์์ในลำไส้้กุ้้�ง ให้้กุ้้�งแข็็งแรงอยู่่�เสมอ

	 4.	 หลีีกเลี่่�ยงการใช้้ยาปฏิิชีีวนะ: การใช้้ยาปฏิิชีีวนะมากเกิินไปอาจส่่งผลเสีียต่่อภููมิิคุ้้�มกัันกุ้้�งและระบบจุุลิินทรีีย์์ใน

ทางเดิินอาหาร

	 5.	ป้ ้องกัันการติิดเชื้้�อจากอาหารธรรมชาติิ เช่่น การใช้้อาหารปลอดเชื้้�ออีีเอชพีี หรืือแช่่แข็็งอาหารที่่�อุุณหภููมิิ  

-30 องศาเซลเซีียส ไม่่น้้อยกว่่า 24 ชั่่�วโมง หรืือที่่� -20 องศาเซลเซีียส ไม่่น้้อยกว่่า 7 วัันแต่่ก็็ไม่่สามารถยืืนยัันว่่าสามารถกำจััด

เชื้้�อได้้ 100% เพราะเชื้้�อกลุ่่�ม Enterocytozoon ทนต่่อความเย็็นได้้ค่่อนข้้างมากหรืือผ่่านการกาจััดเชื้้�อแล้้ว หรืือเปลี่่�ยนมาใช้้

อาหารสาเร็็จรููปหรืือการเพาะเลี้้�ยงเพรีียงเพื่่�อใช้้เป็็นอาหารพ่่อแม่่พัันธุ์์�กุ้้�ง

	 6.	มีี การตรวจการติิดเชื้้�ออีีเอชพีีทั้้�งระบบ ตั้้�งแต่่การเลี้้�ยงพ่่อแม่่พัันธุ์์� (ตรวจเชื้้�อในขี้้�กุ้้�ง) อาหารธรรมชาติิที่่�ใช้้เลี้้�ยง

พ่่อแม่่พัันธุ์์� ลููกกุ้้�งวััยอ่่อนระยะโพสท์์ลาวา (ระยะ PL) ด้้วยเทคนิิคพีีซีีอาร์์ 
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	 7.	บ่ ่อที่่�เคยมีีประวััติิการติิดเชื้้�ออีีเอชพีี ต้้องมีีการฆ่่าเชื้้�อในบ่่อ โดยตากบ่่อให้้แห้้ง ใช้้ปููนร้้อน หรืือ CaO โรยและ

คลุุกเคล้้ากัับดิิน โดยการไถพรวน อััตรา 1,000 กก./ไร่่ ปล่่อยน้้ำเข้้ามาเพื่่�อให้้ปููนเกิิดปฏิิกิิริิยา เกิิดความร้้อน และ pH สููงขึ้้�น

ประมาณ 11-12 ทิ้้�งไว้้ประมาณ 4-7 วััน ปููนร้้อนจะทาปฏิิกิิริิยากัับคาร์์บอนไดออกไซด์์ ได้้เป็็น CaCO
3
 เมื่่�อ pH เข้้าสู่่�ปกติิให้้

รีีบใส่่จุุลิินทรีีย์์ที่่�มีีประสิิทธิิภาพ เช่่นจุุลิินทรีีย์์ ประมาณ 1: 200-400 ลิิตร/ไร่่ เพื่่�อย่่อยสลายซากจุุลิินทรีีย์์ และสิ่่�งมีีชีีวิิตอื่่�น ๆ 

ที่่�ตายจากผลของปููนร้อ้น ข้อ้ควรระวัังในการใช้ปู้นูร้อ้นหรือืสารเคมีีที่่�รุนแรงในการฆ่า่เชื้้�อ นอกจากไม่่สามารถฆ่่าเชื้้�อได้ ้100% 

แล้้ว ผลของปููนยัังทำลายจุุลิินทรีีย์์ที่่�มีีประโยชน์์ที่่�อยู่่�ในดิินอีีกด้้วย ดัังนั้้�นหลัังการฆ่่าเชื้้�อเมื่่�อสารเคมีีฆ่่าเชื้้�อหมดฤทธิ์์� ให้้รีีบเติิม

จุุลิินทรีีย์์ที่่�มีีประสิิทธิิภาพเข้้าย่่อยสลายสารอิินทรีีย์์และควบคุุมเชื้้�อที่่�เหลืืออยู่่�

	 8.	 มีีระบบการจััดการควบคุุมและบำบััดสารอิินทรีีย์์ ในบ่่อเลี้้�ยงและในฟาร์์ม เช่่น การเติิมจุุลิินทรีีย์์ที่่�มีี

ประสิทิธิิภาพเพื่่�อควบคุมุเชื้้�อและย่่อยสลายสารอิินทรียี์อ์ย่่างสม่่ำเสมอ การรวมเลนแล้้วดููดออกไปบำบัดั การเลี้้�ยงปลาในระบบ

บ่่อบำบััดและบ่่อพัักเพื่่�อให้้ปลาผลิิตจุุลิินทรีีย์์ที่่�ช่่วยบำบััดของเสีียจากเศษอาหารกุ้้�งและสิ่่�งขัับถ่่ายของกุ้้�ง
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คำำ�ถามจากบทความการศึึกษาต่่อเนื่่�องทางสััตวแพทย์์

โรคอีเอชพี (EHP) โรคปรสิตในกุ้งที่พบล่าสุด

1.  Enterocytozoon hepatopenaei เป็็นสิ่่�งมีีชีีวิิตจััดอยู่่�ในอาณาจัักรใด

	 ก. Monera

	 ข. Fungi

	 ค. Protista

	 ง. Animalia

2. เชื้้�อไมโครสปอริิเดีีย Enterocytozoon hepatopenaei สามารถพบในกุ้้�งชนิิดใดบ้้าง 

	 ก. กุ้้�งกุุลาดำ 

	 ข. กุ้้�งขาวแวนนาไมด์์ 

	 ค. ก และ ข ถููกต้้อง

	 ง. ไม่่มีีข้้อใดถููก

3. วิิธีีตรวจยืืนยัันการปลอดโรคที่่�แนะนำ ก่่อนนำกุ้้�งเข้้าเลี้้�ยง ยกเว้้น ข้้อใด

 	 ก. ตรวจทางกล้้องจุุลทรรศน์์

	 ข. PCR

	 ค. ELISA

	 ง. การผ่่าซาก

4. กุ้้�งที่่�เป็็นโรค EHP จะแสดงอาการเติิบโตช้้าในระยะใดของวงชีีวิิต

	 ก. nauplius

	 ข. protozoea

	 ค. mysis

	 ง. post-larva

5.  อาการที่่�พบในกุ้้�งที่่�เป็็นโรค EHP ได้้แก่่

	 ก. พบจุุดขาวที่่�กล้้ามเนื้้�อหรืือมีีสีีขาวขุ่่�น 

	 ข. ขนาดตััวไม่่เท่่ากััน 

	 ค. ตัับและตัับอ่่อนมีีขนาดเล็็กและสีีจางลง

	 ง. ถููกทุุกข้้อ

ทำำ�แบบทดสอบผ่่าน Google form

https://forms.gle/4L2mw8znbgFyGP3Z7

หรืือ Scan QR code เพื่่�อเข้้าทำำ�
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บทความการศึึกษาต่่อเนื่่�องทางสััตวแพทย์์

นายสัตวแพทย์ชำ�นาญการพิเศษ
สำ�นักงานปศุสัตว์เขต 4 กรมปศุสัตว์

โดย สพ.ญ.ดร.อรพรรณ อาจคำ�ภา

โรคพิิษสุุนััขบ้้าและการติิดต่่อ

	 โรคพิิษสุุนััขบ้้า (Rabies) เป็็นโรคติิดต่่อระหว่่างสััตว์์และคนที่่�มีีความรุุนแรงและเป็็นอัันตรายถึึงชีีวิิต ซึ่่�งเกิิดความ 

เสีียหายรุุนแรงต่่อระบบประสาทส่่วนกลาง (central nervous system; CNS) ของคนและสััตว์์ (Farihah et al., 2022)  

โรคนี้้�สามารถติิดเชื้้�อในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมทุุกชนิิดและเป็็นปััญหาทางสาธารณสุุขที่่�สำคััญทั่่�วโลกซึ่่�งพบว่่าเป็็นโรคประจำถิ่่�น 

ในกว่่า 150 ประเทศ ทั้้�งในทวีีปเอเชีียและแอฟริกา โดยเฉพาะอิินเดีียและบัังคลาเทศ ซึ่่�งมีีความชุุกของโรคอยู่่�ในระดัับสููง  

ขณะที่่�ในประเทศเนปาล เมีียนมา ภููฏาน ไทย และอิินโดนีีเซีีย มีีการระบาดในระดัับปานกลาง ส่่วนบางประเทศ เช่่น  

สหราชอาณาจักัร ไอร์แ์ลนด์ ์สวีเีดน นอร์เ์วย์ ์ไอซ์แ์ลนด์ ์ญี่่�ปุ่่�น ออสเตรเลียี นิวิซีแีลนด์ ์แอนตาร์ก์ติกิา และสิงิคโปร์ ์รวมถึงึพื้้�นที่่�

ส่่วนใหญ่่ของมาเลเซีีย ปาปััวนิิวกิินีี หมู่่�เกาะแปซิิฟิิก และบางเกาะในอิินโดนีีเซีียที่่�เป็็นพื้้�นที่่�ปลอดจากโรคพิิษสุุนััขบ้้า (CFSPH, 

2009) ปััจจุุบัันพบว่่ามีีผู้้�เสีียชีีวิิตจากโรคนี้้�ทั่่�วโลกมากกว่่า 59,000 รายต่่อปีี และมีีผู้้�รับวััคซีีนหลัังสััมผััสโรคประมาณ  

15 ล้้านคนต่่อปีี (Singh et al., 2017) ทั้้�งนี้้�มากกว่่าร้้อยละ 95 ของการเสีียชีีวิิตจากโรคพิิษสุุนััขบ้้าเกิิดขึ้้�นในทวีีปเอเชีียและ

แอฟริิกาและผู้้�เสีียชีีวิิตส่่วนใหญ่่เป็็นเด็็ก (FAO, 2025) รวมถึึงพบว่่าประเทศอิินเดีียมีีรายงานผู้้�เสีียชีีวิิตจากการถููกสุุนััขบ้้ากััด

ประมาณ 20,000 รายต่่อปีี (Sudarshan et al., 2007) สาเหตุุหลัักมาจากจำนวนสุุนััขที่่�เพิ่่�มขึ้้�น โดยเฉพาะสุุนััขจรจััด รวมถึึง

กฎหมายที่่�ห้้ามการฆ่่าสุุนััข และมาตรการทำหมัันที่่�ไม่่มีีประสิิทธิิภาพ (Smith et al., 2019) 

	 โรคพิิษสุุนััขบ้้าเกิิดจากเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้า (Rabies virus) ซึ่่�งอยู่่�ในวงศ์์ Rhabdoviridae สกุุล Lyssavirus  

สารพัันธุุกรรมเป็็นชนิิด RNA สายเดี่่�ยว สายลบ ไม่่แบ่่งส่่วน (negative-sense, single-stranded, non-segmented RNA 

virus) มีีลัักษณะรููปร่่างคล้้ายกระสุุนปืืน (bullet-like structure) ขนาดประมาณ 75 × 200 นาโนเมตร (Rupprecht, 1996; 

Itakura et al., 2023) เป็็นชนิิดมีีเปลืือกหุ้้�ม (enveloped virus) และมีีสารพัันธุุกรรมอยู่่�ภายใน (ribonucleocapsid core) 

ซึ่่�งสามารถจำแนกออกได้้เป็็นส่่วนประกอบเชิิงโครงสร้้างและเชิิงหน้้าที่่� (Kiriwan and Choowongkomon, 2021) โดยเชื้้�อ

ไวรััสพิิษสุุนััขบ้้ามีียีีนที่่�สำคััญ 5 ยีีน ได้้แก่่ ยีีน N (nucleoprotein), P (phosphoprotein), M (matrix protein),  

G (glycoprotein) และ L (large protein) ซึ่่�งทำหน้้าที่่�ร่่วมกัันในการควบคุุมการจำลองตััวเอง การประกอบตััวของ 

อนุุภาคไวรััส และการก่่อโรคในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม (Itakura et al., 2023; Khairullah et al., 2023)

 		สั  ตัว์์ที่่�จัดอยู่่�ในกลุ่่�มเสี่่�ยงต่่อการติิดเชื้้�อพิิษสุุนัขับ้้าสููง ได้้แก่่ สุนุัขั ลิงิ แมว หมาป่่า แพะ กระต่่าย ม้า้ และโค (Rahman 

et al., 2020) โดยสุุนััขเป็็นแหล่่งสำคััญของการแพร่่เชื้้�อสู่่�คน เนื่่�องจากเป็็นสััตว์์ที่่�อยู่่�ใกล้้ชิิดกัับคนรวมถึึงเป็็นสััตว์์เลี้้�ยงในบ้้าน 

(Crozet et al., 2020) สุุนััขที่่�ไม่่ได้้รัับการฉีีดวััคซีีนเป็็นปััจจััยสำคััญในการแพร่่กระจายของไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าที่่�หมุุนเวีียน 

อยู่่�ในหลายพื้้�นที่่� (Sudarshan et al., 2007) การติิดต่่อเกิิดจากการสััมผััสกัับน้้ำลายของสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ โดยเฉพาะผ่่านการกััด 

การข่่วน หรืือการสััมผััสเยื่่�อเมืือก เช่่น เยื่่�อบุุตา ช่่องปาก หรืือบาดแผลเปิิดบนผิิวหนััง (Kavoosian et al., 2023; WHO, 

การป้องกันและควบคุมโรคพิษสุนัขบ้าใน
สัตว์ภายใต้แนวคิดสุขภาพหนึ่งเดียว
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2024). นอกจากนี้้�ยังมีีรายงานการแพร่่เชื้้�อโดยไม่่ผ่่านการกััด เช่่น การติิดเชื้้�อจากละอองในอากาศ หรืือการปลููกถ่่ายอวััยวะ 

(Acharya et al., 2012) รวมถึงึการติดิเชื้้�อผ่่านทางเดินิอาหารหลังัการกินิเนื้้�อเยื่่�อหรืือดื่่�มน้ำ้นมจากสัตัว์์ที่่�ติดเชื้้�อ (Singh et al., 

2017) อย่่างไรก็็ตามมีีรายงานการติิดเชื้้�อผ่่านการชำแหละซากสุุนััขในหลายประเทศ (Mao, 2010) ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่า 

โรคพิิษสุุนััขบ้้าอาจเป็็นอัันตรายจากการประกอบอาชีีพอย่่างหนึ่่�งในกลุ่่�มผู้้�ปฏิิบััติิงานที่่�มีีความเสี่่�ยงสููง เช่่น ผู้้�ชำแหละเนื้้�อสััตว์์ 

ผู้้�สััมผััสซากสััตว์์ และสััตวแพทย์์ที่่�ดูแลสััตว์์เลี้้�ยงหรืือสััตว์์เศรษฐกิิจที่่�อาจสััมผััสกัับสุุนััขไม่่มีีเจ้้าของ โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ชนบท 

(Khan et al., 1997) สำหรัับสััตว์์เลี้้�ยงที่่�เป็็นแหล่่งอาหาร เช่่น โค กระบืือ แพะ แกะ และสุุกรที่่�สััมผััสกัับเชื้้�อไวรััส 

พิิษสุุนััขบ้้า อาจเป็็นแหล่่งแพร่่เชื้้�อสู่่�คนได้้ผ่่านการกััด การสััมผััสน้้ำลายหรืือของเหลวในร่่างกายระหว่่างการเชืือด รวมถึึงการ

บริโิภคเนื้้�อสัตัว์ท์ี่่�ติดิเชื้้�อ (Tekki et al., 2014) อย่า่งไรก็็ตามเชื้้�อไวรััสพิษิสุุนัขับ้า้ไม่ส่ามารถแพร่ผ่่่านผิิวหนังัที่่�ปกติิได้้ ส่ว่นเลือืด

หรืือผลิิตภััณฑ์์จากเลืือดไม่่เกี่่�ยวข้้องกัับการแพร่่เชื้้�อ เนื่่�องจากโรคนี้้�ไม่่ก่่อให้้เกิิดภาวะไวรััสในกระแสเลืือด (El-Sayed, 2018) 

อย่่างไรก็็ตามคนถืือว่่าเป็็นโฮสต์์สุุดท้้าย (dead-end host) ที่่�ไม่่สามารถแพร่่เชื้้�อไปยัังโฮสต์์อื่่�น ๆ  ได้้ (Mao, 2010) เมื่่�อเชื้้�อ

ไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าเข้้าสู่่�ร่่างกายผ่่านทางรอยถลอกของผิิวหนััง หรืือโดยการสััมผััสโดยตรงกัับเยื่่�อเมืือก จากการถููกสััตว์์ 

ที่่�เป็็นโรคกััด เชื้้�อไวรััสจะเข้้าสู่่�เนื้้�อเยื่่�อใต้้ผิิวหนัังและกล้้ามเนื้้�อ (Acharya et al., 2012) และเข้้าสู่่�ระบบประสาทส่่วนปลาย

โดยตรง หรือือาจเพิ่่�มจำนวนในเนื้้�อเยื่่�อกล้า้มเนื้้�อบริเิวณที่่�เชื้้�อเข้า้สู่่�ร่า่งกาย โดยจะคงอยู่่�ในบริเิวณนั้้�นตลอดระยะฟักัตัวัของโรค 

โดยเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าจะจัับกัับตััวรัับ nicotinic acetylcholine receptors ที่่�บริิเวณจุุดเชื่่�อมประสาทและกล้้ามเนื้้�อ  

(Nandi and Kumar, 2011) จากนั้้�นเชื้้�อจึึงเคลื่่�อนที่่�เข้้าหาสมองส่่วนกลางเพื่่�อเพิ่่�มจำนวนในระบบประสาทส่่วนกลาง  

(Ugolini, 2008) ภายในแอกซอนของเซลล์์ประสาทสั่่�งการและรัับความรู้้�สึก ผ่่านการขนส่่งแบบ retrograde fast axonal 

transport ด้้วยอััตราประมาณ 50–100 นาโนเมตรต่่อวััน (Jackson, 2000) จากนั้้�นจึึงเริ่่�มแพร่่กระจายออกจากสมองไปยััง

อวััยวะและเนื้้�อเยื่่�อต่่าง ๆ  ผ่่านเส้้นประสาทซึ่่�งเกี่่�ยวข้้องกัับระบบประสาทพาราซิิมพาเทติิก ทำให้้เกิิดการติิดเชื้้�อในต่่อมน้้ำลาย 

ผิิวหนััง หััวใจ และอวััยวะอื่่�น ๆ (Rupprecht, 1996; Jackson et al., 1999) เมื่่�อเชื้้�อไวรััสกระจายไปทั่่�วร่่างกายแล้้ว   

โดยเฉพาะในน้้ำลาย สััตว์์จะเริ่่�มแสดงอาการทางคลิินิิก ซึ่่�งการตรวจพบเชื้้�อในน้้ำลายบ่่งชี้้�ว่าเกิิดการติิดชื้้�อในระบบประสาท

ส่ว่นกลางแล้ว้ สำหรับัระยะฟักัตัวัของโรคพิษิสุนุัขับ้า้มีคีวามแตกต่า่งกันัอย่า่งมาก ตั้้�งแต่ป่ระมาณหนึ่่�งสัปัดาห์จ์นถึงึหลายเดือืน 

ขึ้้�นอยู่่�กัับหลายปััจจััย ได้้แก่่ ตำแหน่่งที่่�ถููกกััด (การถููกกััดบริิเวณศีีรษะและคอมัักทำให้้ระยะฟัักตััวสั้้�นลง) ขนาดและความลึึก

ของบาดแผล ระยะทางระหว่า่งตำแหน่ง่บาดแผลกับัระบบประสาทส่ว่นกลาง ปริมิาณของไวรัสัที่่�ได้ร้ับัเข้า้สู่่�ร่า่งกาย (ยิ่่�งปริมิาณ

ไวรััสมาก ระยะฟัักตััวมัักสั้้�นลง) และสายพัันธุ์์�ของไวรััส นอกจากนี้้� อายุุ และสภาวะภููมิิคุ้้�มกัันของสััตว์์ที่่�ติดเชื้้�อ (สััตว์์ที่่�มี

ภููมิิคุ้้�มกัันอาจมีีระยะฟัักตััวยาวขึ้้�น) ก็็มีีผลต่่อระยะฟัักตััวเช่่นกััน รายงานขององค์์การอนามััยโลกระบุุว่่าหากตำแหน่่งของ

บาดแผลอยู่่�ใกล้้กัับระบบประสาทส่่วนกลางมากเท่่าใด ระยะฟัักตััวของโรคก็็จะสั้้�นลงเท่่านั้้�น โดยทั่่�วไปสำหรัับสุุนััขและแมว 

ระยะฟัักตััวมัักอยู่่�ระหว่่าง 3–12 สััปดาห์์ แต่่บางครั้้�งอาจยาวนานถึึง 6 เดืือนหรืือมากกว่่า พบว่่าสุุนััขและแมวส่่วนใหญ่่มัักจะ

แสดงอาการของโรคภายใน 1–2 เดืือนหลัังจากได้้รัับเชื้้�อ ส่่วนในกรณีีของสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมชนิิดอื่่�น ๆ ระยะฟัักตััวอาจใกล้้

เคีียงกััน แต่่บางชนิิดอาจใช้้เวลานานกว่่าหนึ่่�งปีี ในสััตว์์ปศุุสััตว์์โดยทั่่�วไป ระยะฟัักตััวมัักสั้้�นกว่่า 60 วััน ส่่วนค้้างคาว  

ระยะฟัักตััวมีีความผัันผวนสููง ตั้้�งแต่่หลายสััปดาห์์จนถึึงหลายเดืือน (Kumar et al., 2023)

อาการทางคลิินิิก

	 โรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์จะมีีอาการทางระบบประสาทเป็็นหลััก หากแสดงอาการทางคลิินิิกแล้้วไม่่สามารถรัักษาได้้  

จึึงส่่งผลให้้เสีียชีีวิิตทุุกราย อาการในคนและสััตว์์อาจมีีความคล้้ายคลึึงกััน แต่่อาจแตกต่่างกัันได้้มากและหลากหลาย (Abera 

et al., 2015) อาการสำคััญคืือ อาการทางระบบประสาทรุุนแรงจนถึึงอััมพาตและเสีียชีีวิิต การดำเนิินของโรคพิิษสุุนััขบ้้าใน

สััตว์์ แบ่่งออกเป็็น 3 ระยะ (Bano et al., 2016) ได้้แก่่ 

	 1. ระยะเริ่่�มแรก (prodromal period) สััตว์์มัักมีีพฤติิกรรมเปลี่่�ยนไป ซึ่่�งในสุุนััขจะกิินเวลาประมาณ 2–3 วััน โดย สุุนััข

ที่่�มีีนิิสััยดุุอาจกลายเป็็นเชื่่�องหรืือขี้้�กลััวขึ้้�น ในขณะที่่�สุนััขที่่�เคยเชื่่�องหรืือขี้้�อายอาจกลัับกลายเป็็นดุุร้้ายมากขึ้้�น (Nandi and 
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Kumar, 2011; Kumar et al., 2023) นอกจากนี้้�ยัังอาจพบอาการอื่่�น ๆ เช่่น มีีไข้้เล็็กน้้อย รููม่่านตาขยาย หนัังตาที่่�สามเคลื่่�อน

มาปิิดตา และมีีน้้ำลายไหลมาก สััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อบางตััวอาจเข้้าสู่่�ระยะอััมพาต (paralytic stage) โดยไม่่ผ่่านระยะเริ่่�มแรก 

(Jackson, 2000)

	 2. ระยะดุุร้้าย (furious period) สามารถสัังเกตอาการของโรคได้้ชััดเจนมากขึ้้�น โดยสุุนััขจะมีีพฤติิกรรมก้้าวร้้าวรุุนแรง 

และแสดงอาการผิิดปกติิจากการเปลี่่�ยนแปลงทางอารมณ์์ พร้้อมกััดสิ่่�งรอบข้้างอย่่างไม่่เลืือกเป้้าหมาย (Fekadu, 1993)  

บางครั้้�งสุุนััขอาจมีีพฤติิกรรมต้้องการออกวิ่่�ง ซึ่่�งเป็็นอัันตรายมากเพราะมีีแนวโน้้มจะกััดทุุกสิ่่�งที่่�พบเจอ นอกจากนี้้�มัักพบ 

เสีียงเห่่าหรืือหอนผิิดปกติิจากอาการอััมพาตของกล้้ามเนื้้�อกล่่องเสีียง และกลืืนลำบากเนื่่�องจากกล้้ามเนื้้�อคอหอยเกิิดการ 

กระตุุกหรืืออััมพาตทำให้้มีีน้้ำลายไหลมาก (OIE, 2012) มีีรายงานว่่าแมวมีีแนวโน้้มเกิิดโรคพิิษสุุนััขบ้้าในรููปแบบดุุร้้ายมากกว่่า

สุุนััข (Yousaf et al., 2012) ส่่วนสััตว์์เศรษฐกิิจ เช่่น โค แกะ และแพะ ที่่�ได้้รัับเชื้้�อ มัักแสดงอาการกระวนกระวาย ก้้าวร้้าว 

และมีีน้ำ้ลายไหลมาก (Tekki et al., 2014) อย่่างไรก็็ตามสุนุัขัจะไม่่พบอาการกลัวัน้ำ้เช่น่เดีียวกัับในคน (Kumar et al., 2023)

	 3. ระยะอััมพาต (paralytic period) มีีลัักษณะเด่่นคืือการสููญเสีียการประสานงานของกล้้ามเนื้้�อแบบค่่อยเป็็นค่่อยไป 

(progressive muscular incoordination) ตามด้้วยอััมพาต หมดสติิ และเสีียชีีวิิต อาการสำคััญที่่�พบในสุุนััขคืือ  

ขากรรไกรตก ซึ่่�งเกิิดจากอััมพาตของกล้้ามเนื้้�อบดเคี้้�ยว (masseter muscles) มัักได้้ยิินเสีียงคล้้ายสำลัักหรืือเสีียงเหมืือนมีี

กระดููกติิดคอ และสััตว์์จะพยายามคายสิ่่�งแปลกปลอมออกมา (Fekadu, 1993) สัตัว์์มักัไม่่สามารถกลืืนได้้และมีีน้ำ้ลายไหลมาก 

ในระยะท้า้ยจะพบอาการอัมัพาตเริ่่�มจากขาแล้ว้ลามไปยังัคอและศีรีษะ สุดุท้า้ยสััตว์จ์ะเสียีชีวีิติจากภาวะหัวัใจและระบบหายใจ

ล้้มเหลว (cardio-respiratory failure) (Kumar et al., 2023)

	 อาการทางคลินิิกิของโรคพิิษสุนุัขับ้า้ในสุนุัขัและคนมักัแสดงออกได้ ้2 รูปูแบบ คือื 1. รูปูแบบดุรุ้า้ยหรือืแบบสมองอักัเสบ 

(furious or encephalitic form) และ 2. รููปแบบอััมพาตหรืือแบบเซื่่�องซึึม (paralytic or dumb form) อาการของโรคใน

สััตว์์จะพััฒนาอย่่างรวดเร็็วภายใน 7–10 วััน นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าสััตว์์สามารถแพร่่เชื้้�อได้้แม้้ยัังไม่่แสดงอาการเต็็มที่่�ในช่่วงก่่อน

แสดงอาการทางคลิินิิกประมาณ 3–10 วััน (Khairullah et al., 2023) ซึ่่�งหมายความว่่าการถููกกััดหรืือข่่วนจากสััตว์์ที่่�อาการ

ปกติิสามารถทำให้้ติิดเชื้้�อโรคพิิษสุุนััขบ้้าได้้ (Bharti et al., 2017) 

การตรวจวิินิิจฉััยโรคพิิษสุุนััขบ้้า

	 การตรวจวิินิิจฉััยโรคพิิษสุุนััขบ้้าจำเป็็นต้้องพิิจารณาทั้้�งประวััติิการสััมผััสสััตว์์และอาการทางคลิินิิก โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ที่่�

มีีการระบาดของโรคเป็็นประจำ ควรสัันนิิษฐานว่่าเป็็นโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ที่่�แสดงอาการทางระบบประสาทโดยเฉพาะสุุนััข 

การใช้เ้พีียงลัักษณะอาการทางคลิินิกิอาจไม่่เพีียงพอต่่อการยืืนยัันโรค เนื่่�องจากสััตว์์ป่่วยบางตััวอาจแสดงอาการแบบซึึม จึงึมััก

วิินิิจฉััยผิิดพลาด หรืือบางตััวอาจตายโดยไม่่แสดงอาการใด ๆ สำหรัับสััตว์์ที่่�กัดคนแม้้ไม่่แสดงอาการทางคลิินิิก ก็็ควรเฝ้้าดูู

อาการประมาณ 14 วันั หากสุนุัขัยังัมีชีีวีิติควรพิจิารณาทำให้ส้ัตัว์ต์ายอย่า่งสงบและเก็บ็ตัวัอย่า่งสมองเพื่่�อตรวจหา negri body 

ซึ่่�งเป็็นรอยโรคที่่�จำเพาะกัับโรคพิิษสุุนััขบ้้า อย่่างไรก็็ตามการไม่่พบ negri body ปััจจุุบัันถืือว่่าไม่่เพีียงพอสำหรัับการวิินิิจฉััย  

รวมถึึงโรคพิิษสุุนััขบ้้าควรได้้รัับการวิินิิจฉััยแยกจากโรคระบบประสาทอื่่�น เช่่น โรคไข้้หััดสุุนััข โรคตัับอัักเสบติิดเชื้้�อในสุุนััข 

โรคสมองอัักเสบในโค เป็็นต้้น  

การตรวจยืืนยัันโรคพิิษสุุนััขบ้้า

	 มาตรฐานตรวจวิินิิจฉััยโรคพิิษสุุนััขบ้้าทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�องค์์การอนามััยโลกแนะนำ ได้้แก่่ 

		  1. การตรวจด้้วย fluorescent antibody technique (FAT) ซึ่่�งเป็็นวิิธีีมาตรฐานอ้้างอิิงสำหรัับการตรวจโรค 

พิิษสุุนััขบ้้า โดยใช้้แอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อไวรััสโรคพิิษสุุนััขบ้้าที่่�ติิดฉลากด้้วยสารเรืืองแสง fluororescein isothiocyanate (FITC) 

จัับกัับแอนติิเจนของเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าจากสมองของสััตว์์ที่่�สงสััยว่่าเป็็นโรคพิิษสุุนััขบ้้า หากมีีเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าจะเกิิด

ปฏิิกิิริิยา antigen-antibody ขึ้้�น เมื่่�อดููด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์จะพบเป็็นจุุดเรืืองแสงสีีเขีียว
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		  2. วิิธีี mouse inoculation test (MIT) เป็็นการตรวจโดยการฉีีดเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าเข้้าหนููขาว ถ้้าสมองสััตว์์ที่่� 

ส่่งตรวจมีีเชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้า หนููขาวจะเริ่่�มแสดงอาการป่่วยประมาณวัันที่่� 5 หลัังจากฉีีด และตายภายใน 10-14 วััน  

เก็็บตััวอย่่างสมองตััวหนููขาวที่่�ตายมาตรวจด้้วยวิิธีี FAT เพื่่�อยืืนยัันผล ถ้้าหนููขาวไม่่ตายควรเฝ้้าดููอาการเป็็นเวลา 21-28 วััน 

(สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ, 2565) 

		  นอกจากวิิธีีดัังกล่่าวยัังมีีเทคนิิคอื่่�นที่่�นำมาใช้้เพื่่�อเพิ่่�มความรวดเร็็วและความแม่่นยำในการวิินิิจฉััย เช่่น การเพาะ 

เลี้้�ยงเซลล์์ (tissue culture infection technique) การทดสอบปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส polymerase chain  

reaction: PCR) รวมถึึงวิิธีีการตรวจแบบรวดเร็็ว เช่่น direct rapid immunohistochemical test: (dRIT) rapid 

immunochromatographic test (RICT) ซึ่่�งเหมาะสำหรัับใช้้ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีข้้อจำกััดด้้านทรััพยากร เป็็นต้้น โดยตััวอย่่างสมอง

จากสััตว์์ที่่�สงสััยโรคควรเก็็บอย่่างน้้อยสองตำแหน่่ง ได้้แก่่ ก้้านสมอง และสมองส่่วนซีีรีีเบลลััม ตามคำแนะนำขององค์์การ

อนามััยโลก (WHO) (Kumar et al., 2023)

การป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้า

	 การป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าถืือเป็็นแนวทางในการลดความสููญเสีียทั้้�งในคนและสััตว์์ที่่�มีีประสิิทธิิภาพสููงสุุด การกำจััดโรค

พิษิสุุนัขับ้า้ในสุุนัขัยังัทำได้้ยากเนื่่�องจากมีีแหล่ง่รังัโรคในสััตว์ป์่่า อย่่างไรก็็ตามการควบคุุมโรคในสุุนัขัถืือเป็น็หัวัใจสำคััญของการ

กำจััดโรคพิิษสุุขบ้้าในคน โดยองค์์การอนามััยโลกแนะนำให้้มีีการฉีีดวััคซีีนสุุนััขไม่่น้้อยกว่่าร้้อยละ 70 ของประชากรสุุนััข 

ในพื้้�นที่่�ระบาดเพื่่�อสร้้างภููมิิคุ้้�มกัันหมู่่� (Brunker and Mollentze, 2018) มาตรการหลัักในการควบคุุมโรคและป้้องกัันการ 

เสีียชีีวิิตของคนมีี 2 ประการ คืือให้้ผู้้�ถููกสุุนััขกััดได้้รัับวััคซีีนหลัังสััมผััสโรคอย่่างทัันท่่วงทีี และฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรคให้้สุุนััขอย่่าง 

ทั่่�วถึึง อย่่างไรก็็ตามปััญหาทางสัังคม เศรษฐกิิจ วััฒนธรรม และข้้อจำกััดด้้านทรััพยากร ยัังคงเป็็นอุุปสรรคต่่อการดำเนิิน

มาตรการดัังกล่่าว โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ชนบทซึ่่�งมีีการฉีีดวััคซีีนน้้อย หรืือในบางประเทศยัังคงเผชิิญกัับความเสี่่�ยงสููงจากการ 

เข้้าถึึงบริิการสุุขภาพที่่�จำกััด ขาดการฉีีดวััคซีีนสุุนััข และการรัับรู้้�ความเสี่่�ยงของประชาชนไม่่เพีียงพอ (FAO, 2023) การฉีีด

วััคซีีนมีีทั้้�งในรููปแบบการฉีีดก่่อนสััมผััสโรคและหลัังสััมผััสโรค สััตว์์เลี้้�ยงควรได้้รัับวััคซีีนเป็็นประจำเพื่่�อป้้องกัันโรค โดยเฉพาะ

การฉีีดวััคซีีนในสุุนััขไม่่มีีเจ้้าของหรืือสุุนััขชุุมชน เป้้าหมายสููงสุุดของการฉีีดวััคซีีนคืือ การกระตุ้้�นให้้ร่่างกายสร้้างแอนติิบอดีี 

ต่่อต้้านไวรััสที่่�มีศัักยภาพในการทำลายเชื้้�อ ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�มีีประสิิทธิิภาพที่่�สุุด แต่่การควบคุุมสุุนััขจรจััดเพื่่�อฉีีดวััคซีีนทำได้้ยาก 

(WHO, 2018) จึึงมีีการพััฒนาวััคซีีนชนิิดกิินเป็็นทางเลืือกเสริิม โดยประสบความสำเร็็จในการกำจััดโรคในสุุนััขจิ้้�งจอกยุุโรป  

แม้ย้ังัมีีข้อ้จำกัดัด้า้นประสิทิธิภิาพและต้น้ทุุน แต่ว่ัคัซีนีชนิดิกินิถือืเป็น็ทางเลือืกที่่�เหมาะสมในประเทศที่่�มีสีุนุัขัจรจัดัจำนวนมาก 

นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าการทำหมัันเพื่่�อควบคุุมจำนวนสุุนััขละการจััดการประชากรสุุนััขอย่่างมีีมนุุษยธรรมจะช่่วยลดการแพร่่โรค

ได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น  สำหรัับการป้้องกัันโรคในสััตว์์ที่่�เลี้้�ยงในฟาร์์มสามารถทำได้้โดยการลดโอกาสสััมผััสเชื้้�อ และการฉีีดวััคซีีน เช่่น  

การจำกััดสััตว์์เลี้้�ยงให้้อยู่่�ภายในคอกหรืือกรงที่่�แน่่นหนา การสวมตะกร้้อครอบปากสุุนััข และการทำลายสััตว์์ป่่าที่่�เป็็นพาหะ 

(Moges, 2015) สำหรับัสัตัว์ท์ี่่�อยู่่�ในพื้้�นที่่�เกิดิการระบาด ควรได้รั้ับการฉีดีวัคัซีีนทัันทีี แม้ไ้ม่ม่ีร่ี่องรอยการถูกูกัดัก็ต็าม (Murray 

et al., 2009) 

การควบคุุมโรคพิิษสุุนััขบ้้าภายใต้้แนวคิิดสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว

	 การควบคุุมโรคพิิษสุุนััขบ้้าอย่่างมีีประสิิทธิิภาพ จำเป็็นต้้องอาศััยแนวทางบููรณาการระหว่่างหลายภาคส่่วนภายใต้้

แนวคิิดสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว (one health) ซึ่่�งแนวคิิดสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว คืือ แนวทางการดำเนิินงานที่่�มองสุุขภาพของคน สััตว์์ 

และสิ่่�งแวดล้้อมว่่ามีีความสััมพัันธ์์และพึ่่�งพาซึ่่�งกัันและกััน โดยเชื่่�อว่่าการปกป้้องสุุขภาพของคนจะประสบผลสำเร็็จได้้ก็็ต่่อเมื่่�อ

เราดููแลสุุขภาพของสััตว์แ์ละสิ่่�งแวดล้้อมไปพร้้อมกััน แนวคิิดนี้้�จึงมุ่่�งเน้้นให้้ทุกุภาคส่่วนประสานความร่่วมมืือและทำงานร่่วมกััน

อย่่างบููรณาการทั้้�งในด้้านการเฝ้้าระวััง การป้้องกััน การควบคุุมโรค การวิิจััย การพััฒนานโยบาย และการสร้้างความเข้้มแข็็ง

ของระบบสาธารณสุุข เพื่่�อให้้การดำเนิินงานสอดคล้้องและเกิิดผลสููงสุุดต่่อสุุขภาพของทั้้�งคนและสััตว์์ในการป้้องกััน ควบคุุม 
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และตอบสนองต่อ่ภัยัสุขุภาพอย่า่งมีปีระสิทิธิภิาพ ซึ่่�งปัจัจัยัที่่�เป็น็อุปุสรรคต่อ่การควบคุมุโรคพิษิสุนุัขับ้า้ในสัตัว์ใ์นหลายประเทศ

ที่่�เกิิดขึ้้�น ได้้แก่่ การเฝ้้าระวัังที่่�ไม่่มีีประสิิทธิิภาพ การเข้้าถึึงวััคซีีนหลัังสััมผััสโรคมีีจำกััด สุุนััขจรจััดมีีจำนวนสููงขึ้้�น โครงการฉีีด

วััคซีีนที่่�ไม่่ครอบคลุุม ขาดความร่่วมมืือระหว่่างภาคส่่วน และไม่่มีีนโยบายควบคุุมโรคที่่�ครอบคลุุม ดัังนั้้�นการควบคุุมโรคอย่่าง

ยั่่�งยืืนต้้องอาศััยแนวทางแบบพหุุภาคีีของเครืือข่่ายสุุขภาพหนึ่่�งเดีียวบููรณาการภาคสาธารณสุุข สััตวแพทย์์ และชุุมชน 

เข้้าด้้วยกััน ซึ่่�งองค์์ประกอบสำคััญของการควบคุุมโรคพิิษสุุนััขบ้้า ได้้แก่่ 

	 1. การฉีีดวััคซีีนสุุนััขและสััตว์์เลี้้�ยงอื่่�น ๆ อย่่างครอบคลุุมเพื่่�อสร้้างภููมิิคุ้้�มกัันหมู่่� รวมถึึงการเพิ่่�มประสิิทธิิภาพของวััคซีีน

และการรัักษาห่่วงโซ่่ความเย็็นของวััคซีีน 

	 2. การควบคุุมประชากรสััตว์์

	 3. การเข้้าถึึงการรัักษาหลัังถููกสััตว์์กััดอย่่างทัันท่่วงทีี 

	 4. การเฝ้้าระวััง การจััดเก็็บ และรวบรวมข้้อมููลอย่่างเป็็นระบบ มีีการรายงานโรคพิิษสุุนััขบ้้าอย่่างต่่อเนื่่�อง 

	 5. การสร้้างความตระหนัักรู้้�และให้้ความรู้้�แก่่ประชาชนเกี่่�ยวกัับความเสี่่�ยงและการป้้องกัันโรค 

	 6. การประสานงานและแลกเปลี่่�ยนข้้อมููลระหว่่างภาคส่่วนของหน่่วยงานสาธารณสุุข สััตวแพทย์์องค์์กรภาครััฐและ

เอกชน เป็็นต้้น (Acharya et al., 2020) ซึ่่�งองค์์การอนามััยโลก องค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก (WOAH) องค์์การอาหารและเกษตร

แห่่งสหประชาชาติิ (FAO) และพัันธมิิตรเพื่่�อการควบคุุมโรคพิิษสุุนััขบ้้า ได้้กำหนดเป้้าหมายให้้โลกปลอดจากโรค 

พิิษสุุนััขบ้้าที่่�เกิิดจากสุุนััขภายในปีี พ.ศ. 2573 ผ่่านการควบคุุมโรคในสุุนััขเป็็นหลััก โดยการบรรลุุเป้้าหมายดัังกล่่าวต้้องอาศััย

แนวทางสุุขภาพหนึ่่�งเดีียวที่่�ผสานความร่่วมมืือของภาครััฐ ภาคสััตวแพทย์์ ภาคสาธารณสุุข และชุุมชน เป็็นต้้น

	 สำหรัับการป้้องกัันและควบคุุมโรคพิิษสุุนััขในสััตว์์ในประเทศไทย ได้้ดำเนิินการภายใต้้โครงการสััตว์์ปลอดโรคคน

ปลอดภััยจากโรคพิิษสุุนััขบ้้า ตามพระปณิิธานของศาสตราจารย์์ ดร. สมเด็็จพระเจ้้าน้้องนางเธอ เจ้้าฟ้้าจุุฬาภรณวลััยลัักษณ์์ 

อััครราชกุุมารีี กรมพระศรีีสวางควััฒน วรขััตติิยราชนารีี ซึ่่�งมีีเป้้าหมายในการกำจััดโรคพิิษสุุนััขบ้้าให้้หมดไปจากประเทศไทย

ภายในปีี พ.ศ. 2573 โดยมีีการบููรณาการทำงานร่่วมกัับหน่่วยงานต่่าง ๆ เช่่น กรมปศุุสััตว์์ กรมควบคุุมโรค กรมส่่งเสริิมการ

ปกครองท้้องถิ่่�น กรมประชาสััมพันัธ์์ สำนัักงานปลััดสำนัักนายกรััฐมนตรีี และมหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์ ภายใต้้แนวคิิดสุขุภาพ

หนึ่่�งเดียีว โดยองค์ก์รปกครองส่ว่นท้้องถิ่่�นมีภีารกิจิในการสำรวจสัตัว์ท์ั้้�งมีเีจ้า้ของและไม่ม่ีเีจ้า้ของในพื้้�นที่่�เพื่่�อบันัทึกึข้อ้มูลูลงใน

ระบบของศููนย์์บััญชาการเพื่่�อการเฝ้้าระวัังโรคพิิษสุุนััขบ้้า (Rabies One Data) จััดซื้้�อวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ และ

ฉีีดวััคซีีนให้้แก่่สััตว์์ในพื้้�นที่่� (กรมส่่งเสริิมการปกครองท้้องถิ่่�น, 2566) ซึ่่�งวิิธีีการสำรวจสััตว์์ที่่�มีีเจ้้าของชััดเจนควรใช้้

แบบสอบถามหรืือการสััมภาษณ์์เจ้้าบ้้าน (household survey) วิิธีีนี้้�สามารถให้้ข้้อมููลเชิิงลึึกเกี่่�ยวกัับสััตว์์ที่่�มีีเจ้้าของ  

เหมาะสำหรัับพื้้�นที่่�ชุมชนชนบทที่่�สามารถเข้า้ถึงึเจ้า้ของสััตว์ไ์ด้้ (Cleaveland et al., 2014) ส่ว่นสััตว์ท์ี่่�ไม่่มีเีจ้า้ของให้้ใช้ว้ิธิีกีาร

สำรวจแบบเดิินนัับ (dog sight survey/ street survey) เพื่่�อประเมิินจำนวนและความหนาแน่่น (Townsend et al., 2013) 

รวมถึึงการใช้้ข้้อมููลทุุติิยภููมิิจากคลิินิิกหรืือโรงพยาบาลสััตว์์ในพื้้�นที่่�มาประกอบการประเมิินจำนวนสััตว์์ในพื้้�นที่่�และติิดตาม 

แนวโน้้มการได้้รัับวััคซีีนประจำปีีร่่วมด้้วย (DLD, 2023) ส่่วนแนวทางการฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในที่่�มีีประสิิทธิิภาพ

ได้้แก่่ 

		  1. การฉีีดวััคซีีนเชิิงรุุกตามบ้้านเป็็นวิิธีีที่่�ให้้ความครอบคลุุมสููงที่่�สุด เจ้้าหน้้าที่่�สามารถเข้้าถึึงสััตว์์เลี้้�ยงโดยตรง 

ตรวจสอบข้้อมููลการได้้รัับวััคซีีนและลดการพลาดกลุ่่�มเป้้าหมาย เหมาะสำหรัับพื้้�นที่่�ที่่�มีีเจ้้าของสััตว์์ชััดเจน (WHO, 2018)

		  2. 	การตั้้�งจุดุบริกิารฉีดีวัคัซีนีกลางในชุมุชน เช่น่ วัดั โรงเรียีน หรือืศาลากลางหมู่่�บ้า้น เพื่่�อให้ป้ระชาชนนำสัตัว์ม์ารับั

บริิการ โดยต้้องมีีการประชาสััมพัันธ์์ล่่วงหน้้าและทำเครื่่�องหมายเพื่่�อแสดงว่่าสััตว์์ได้้รัับวััคซีีนแล้้ว (Lembo et al., 2010) 		

		  3. การฉีีดวััคซีีนสุุนััขจรจััดใช้้กัับสุุนััขไม่่มีีเจ้้าของ โดยเจ้้าหน้้าที่่�ที่่�ผ่านการฝึึกอบรมจะออกจัับ ฉีีดวััคซีีน  

ทำเครื่่�องหมายและปล่อ่ยคืนืพื้้�นที่่� โดยดำเนินิการภายใต้ห้ลักัสวัสัดิภิาพสัตัว์แ์ละความปลอดภัยัของเจ้า้หน้า้ที่่� (WOAH, 2018) 

ซึ่่�งการดำเนิินงานงานภายใต้้โครงการสััตว์์ปลอดโรค  คนปลอดภััยจากโรคพิิษสุุนััขบ้้าตาม พระปณิิธานฯ มีีการบริิหารจััดการ

การป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในระดัับท้้องถิ่่�นดัังนี้้� 



46 สัตวแพทยสาร ฉบับที่ 76 เล่มที่ 2

			   1. มีีฐานข้้อมููลจำนวนสุุนััขและแมวในพื้้�นที่่�

			   2. มีีการจััดทำข้้อเทศบััญญััติิท้้องถิ่่�นเพื่่�อควบคุุมการเลี้้�ยงและ/หรืือปล่่อยสััตว์์ในที่่�สาธารณะ

			   3. มีีการฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ 

			   4. มีีการจััดสวััสดิิภาพสััตว์์ โดยจััดให้้มีีสถานสงเคราะห์์สััตว์์หรืือส่่งต่่อไปยัังสถานสงเคราะห์์สััตว์์อื่่�น 

			   5. มีีการจััดให้้มีีระบบลููกโซ่่ความเย็็น (cold chain system) สำหรัับวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้า 

			   6. มีีการทำหมัันสุุนััขและแมวที่่�ไม่่มีีเจ้้าของหรืือด้้อยโอกาสหรืือเป็็นกลุ่่�มเสี่่�ยงต่่อการเกิิดโรคพิิษสุุนััขบ้้า

			   7. มีีการประเมิินพื้้�นที่่�ปลอดโรคพิิษสุุนััขบ้้าระดัับท้้องถิ่่�น 

			   กฎหมายหรืือระเบีียบและหนัังสืือที่่�เกี่่�ยวข้้องในการดำเนิินงาน ได้้แก่่ พระราชบััญญััติิโรคติิดต่่อ พ.ศ. 2558 

พระราชบััญญััติิโรคพิิษสุุนััขบ้้า พ.ศ. 2535 พระราชบััญญััติิการสาธารณสุุข พ.ศ. 2535 และที่่�แก้้ไขเพิ่่�มเติิม  

พระราชบััญญััติิการจััดสวััสดิิภาพสััตว์์ พ.ศ. 2557 ระเบีียบกระทรวงมหาดไทยว่่าด้้วยค่่าใช้้จ่่ายในการจััดสวััสดิิภาพสััตว์์ของ

องค์์กรปกครองส่่วนท้้องถิ่่�น พ.ศ. 2562 หนัังสืือกรมปกครองส่่วนท้้องถิ่่�นด่่วนที่่�สุุด มท 0819.3/ว3267 ลงวัันที่่� 9 สิิงหาคม 

2566 เรื่่�องแนวทางการดำเนิินโครงการสััตว์์ปลอดโรค คนปลอดภััย จากโรคพิิษสุุนััขบ้้า ตามพระปณิิธานศาสตราจารย์์  

ดร. สมเด็็จเจ้้าฟ้้าฯ กรมพระศรีีสวางควััฒน วรขััตติิยราชนารีี ด้้านการขัับเคลื่่�อนการดำเนิินงานโรคพิิษสุุนััขบ้้าในท้้องถิ่่�น คู่่�มืือ

แนวทางการบริหิารจัดัการสถานสงเคราะห์ส์ัตัว์ ์และ คู่่�มือืการบริหิารจัดัการวัคัซีีนป้อ้งกันัโรคพิษิสุุนัขับ้า้ในสัตัว์ส์ำหรับัองค์ก์ร

ปกครองส่่วนท้้องถิ่่�น 

 			   ในขณะที่่�กรมปศุุสััตว์์ได้้ดำเนิินการเฝ้้าระวัังโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ทั้้�งแบบเชิิงรุุก (active surveillance) และ 

เชิิงรัับ (passive surveillance) สำหรัับการเฝ้้าระวัังเชิิงรุุกมอบหมายให้้สำนัักงานปศุุสััตว์์จัังหวััดเก็็บตััวอย่่างสััตว์์ในแต่่ละ 

ท้้องถิ่่�นที่่�ไม่่พบการระบาดของโรคพิิษสุุนััขบ้้าในพื้้�นที่่�หรืือพื้้�นที่่�ที่่�มีีความเสี่่�ยงต่่ำในการพบโรคพิิษสุุนััขบ้้า โดยเน้้นในพื้้�นที่่�ที่่�จะ

ประเมิินและรัับรองท้้องถิ่่�นปลอดโรคพิิษสุุนััขบ้้า ส่่วนการเฝ้้าระวัังเชิิงรัับมอบหมายให้้สำนัักงานปศุุสััตว์์จัังหวััดส่่งตััวอย่่าง 

จากสััตว์์ที่่�มีีความเสี่่�ยงเป็็นโรคพิิษสุุนััขบ้้าหรืือแสดงอาการเข้้าข่่ายโรคพิิษสุุนััขบ้้าจากพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาดของโรคพิิษสุุนััขบ้้า

หรือืพื้้�นที่่�เสี่่�ยง เพื่่�อส่่งตรวจที่่�ห้องปฏิบิัตัิกิารของกรมปศุสุัตัว์จ์ำนวนทั้้�ง 9 แห่่ง ได้แ้ก่ ่สถาบันัสุขุภาพสััตว์แ์ห่ง่ชาติิ และศูนูย์ว์ิจัิัย

และพััฒนาการสััตวแพทย์์ภููมิิภาคจำนวน 8 แห่่ง โดยตรวจด้้วยวิิธีี FAT (สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ, 2565) จากนั้้�นสำนัักงาน

ปศุุสััตว์์จัังหวััดจะต้้องรายงานการส่่งตััวอย่่างและผลการตรวจในระบบสารสนเทศเพื่่�อการเฝ้้าระวัังโรคพิิษสุุนััขบ้้า  

(Thai Rabies Net) ถ้้าหากผลการตรวจตััวอย่่างให้้ผลบวกต่่อโรคพิิษสุุนััขบ้้า หน่่วยงานของกรมปศุุสััตว์์ทั้้�งในระดัับอำเภอ 

จัังหวััด และ/หรืือเขต จะลงพื้้�นที่่�สอบสวนการระบาดของโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ทุุกครั้้�ง โดยมีีแนวทางปฏิิบััติิในการควบคุุมโรค

พิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ดัังนี้้� 

				    1. ประกาศเขตโรคระบาดสััตว์์ชั่่�วคราวตามพระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 เมื่่�อได้้รัับรายงาน 

ผลการตรวจพบโรคพิิษสุุนััขบ้้าจากห้้องปฏิิบััติิการ 

				    2. สำรวจประชากรสุุนััขและแมวทั้้�งที่่�มีีเจ้้าของและไม่่มีีเจ้้าของในพื้้�นที่่�ควบคุุมโรค หรืือพื้้�นที่่�ที่่�มีีการประกาศ

เขตโรคระบาดสััตว์์ชั่่�วคราว เพื่่�อให้้ได้้จำนวนสััตว์์เป้้าหมายที่่�ชััดเจนสำหรัับการวางแผนฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรค ได้้แก่่ จำนวนสััตว์์

ที่่�ถููกกััดหรืือสััมผััสสััตว์์ป่่วยที่่�จะต้้องฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันหลัังสััมผััส 4 ครั้้�ง ห่่างกัันครั้้�งละ 4 วััน (โปรแกรม 4x4) จำนวนสััตว์์

ทั้้�งหมดที่่�ต้้องฉีีดครั้้�งแรก จำนวนสััตว์์ที่่�จะต้้องฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันและจำนวนลููกสััตว์์เกิิดใหม่่ที่่�ต้้องรออายุุครบ 2-4 เดืือน

				    3. สััตว์์ที่่�สััมผััสกัับสััตว์์ป่่วยที่่�เป็็นโรค (ถููกกััดหรืืออยู่่�ร่่วมฝููงกัับสััตว์์ป่่วย) จะต้้องกัักสััตว์์อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ 

และฉีีดวััคซีีน 4 ครั้้�ง ห่่างกัันครั้้�งละ 4 วััน (โปรแกรม 4x4) ให้้เร็็วที่่�สุุด 

				    4. เฝ้้าระวัังโรคอย่่างต่่อเนื่่�องเป็็นเวลา 6 เดืือนนัับจากวัันที่่�ประกาศเขตโรคระบาดสััตว์์ชั่่�วคราว (30 วััน)  

ซึ่่�งระหว่่างนี้้�หากพบสุุนััขและแมวที่่�ไม่่ได้้รัับการฉีีดวััคซีีน เช่่น ลููกสััตว์์เกิิดใหม่่ หรืือสััตว์์ที่่�ตกสำรวจให้้ฉีีดวััคซีีนสััตว์์กลุ่่�มนี้้�ด้้วย 

กรณีีที่่�ต้้องฉีีดกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกัันให้้ฉีีดห่่างจากการฉีีดครั้้�งแรกเป็็นเวลา 1 เดืือน นอกจากนี้้�กรมปศุุสััตว์์ยัังได้้มีีการเตรีียมความ
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พร้้อมในการดำเนิินงาน โดยจััดสรรวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าให้้กัับสำนัักงานปศุุสััตว์์จัังหวััดสำหรัับนำไปฉีีดให้้กัับสุุนััข 

แมวและสัตัว์ก์ลุ่่�มเสี่่�ยงในพื้้�นที่่�เกิดิโรคหรือืในพื้้�นที่่�เสี่่�ยงต่อ่การเกิดิโรค โดยให้ส้อดคล้อ้งกับัอุบุัติัิการณ์ข์องโรค จำนวนประชากร

สุุนััข แมวและสััตว์์กลุ่่�มเสี่่�ยงของแต่่ละจัังหวััด เพื่่�อเป็็นการสร้้างภููมิิคุ้้�มกัันให้้แก่่สััตว์์ รวมถึึงการควบคุุมการแพร่่ระบาดของโรค

จากจุุดเกิิดโรคไปยัังพื้้�นที่่�อื่่�น ๆ และลดอุุบััติิการณ์์ของการเกิิดโรคทั้้�งในสััตว์์และคน ด้้วยวิิธีีฉีีดวััคซีีน ณ พื้้�นที่่�จุุดเกิิดโรค  

(ring vaccination) ให้้กัับสุุนััขและแมวทุุกตััวในพื้้�นที่่�ที่่�ระบุุไว้้ในประกาศเขตโรคระบาดสััตว์์ชั่่�วคราว ทั้้�งนี้้�การฉีีดวััคซีีน 

ต้้องดำเนิินการโดยผู้้�ประกอบวิิชาชีีพสััตวแพทย์์ หรืือผู้้�ที่่�ได้้รัับมอบหมายตามพระราชบััญญััติิโรคพิิษสุุนััขบ้้า พ.ศ. 2535  

โดยต้้องมอบเครื่่�องหมายประจำตััวสััตว์์และใบรัับรองการฉีีดวััคซีีนให้้แก่่เจ้้าของสััตว์์ทุุกรายด้้วย (กรมปศุุสััตว์์, 2568)  

 			   กรมปศุุสััตว์์ร่่วมกัับหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องในการจััดการประชากรสุุนััขเพื่่�อควบคุุมโรคพิิษสุุนััขบ้้าอย่่างยั่่�งยืืน  

โดยใช้้แนวทางที่่�สอดคล้้องกัับหลัักสวััสดิิภาพสััตว์์ มาตรการสำคััญประกอบด้้วย การทำหมัันสุุนััขและแมวเพื่่�อลดการเพิ่่�ม

จำนวนประชากร การส่่งเสริิมการเลี้้�ยงสััตว์์อย่่างมีีความรัับผิิดชอบ และการให้้ความรู้้�แก่่เจ้้าของสััตว์์เลี้้�ยงเกี่่�ยวกัับ 

การป้้องกัันโรคและการดููแลสุุขภาพสััตว์์โดยสััตวแพทย์์ นอกจากนี้้�ยัังมีีการสร้้างความเข้้าใจแก่่ประชาชนเกี่่�ยวกัับความเสี่่�ยง

ของโรคพิิษสุุนััขบ้้า การหลีีกเลี่่�ยงการสััมผััสสััตว์์ป่่า และการเผยแพร่่ข้้อมููลเกี่่�ยวกัับโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ผ่่านสื่่�อออนไลน์์และ

สื่่�อสังัคม เพื่่�อเพิ่่�มการรับัรู้้�ของชุมุชนต่อ่การป้อ้งกันัโรค รวมถึงึการจัดัตั้้�งเครือืข่า่ยเฝ้า้ระวังัโรคพิษิสุนุัขับ้า้ในสัตัว์ ์โดยเฉพาะการ

เฝ้้าระวัังทางอาการ ซึ่่�งเป็็นกลยุุทธ์์สำคััญในการลดปััญหาการรายงานต่่ำของสััตว์์ต้้องสงสััยหรืือสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ การควบคุุมโรค

พิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์ต้้องดำเนิินการแบบบููรณาการในหลายระดัับ ทั้้�งสุุนััขแมวจรจััดและสััตว์์ป่่า รวมถึึงสััตว์์เลี้้�ยง เพื่่�อสร้้างแนว

ป้้องกัันระหว่่างแหล่่งกำเนิิดเชื้้�อกัับคน การเสีียชีีวิิตจากโรคพิิษสุุนััขบ้้าในคนสามารถป้้องกัันได้้หากมีีการดำเนิินกลยุุทธ์์อย่่าง

สอดประสานและมีีประสิิทธิิภาพ นอกจากนี้้�ยัังมีีกิิจกรรมวัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าโลก (world rabies day; WRD) ซึ่่�งเป็็นวัันสำคััญ

ระดัับนานาชาติิ จััดขึ้้�นทุุกวัันที่่� 28 กัันยายนของทุุกปีี โดยมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อสร้้างความตระหนัักรู้้�ต่่อสาธารณชนเกี่่�ยวกัับภััย

จากโรคพิษิสุนุัขับ้า้และความสำคัญัของการกำจัดัโรคนี้้� โดยเริ่่�มจัดัตั้้�งขึ้้�นครั้้�งแรกในปี ี2007 การดำเนินิกิจิกรรมของ WRD ส่ว่น

ใหญ่่เน้้นที่่�การรณรงค์์สร้้างจิิตสำนึึกในชุุมชน และการฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์โดยเฉพาะสุุนััข ตรวจสอบให้้สััตว์์

ได้้รัับวััคซีีน และบรรลุุเป้้าหมายการกำจััดโรคพิิษสุุนััขบ้้าจากโลกภายในปีี พ.ศ. 2573

บทสรุุป

	 การป้้องกัันและควบคุมุโรคพิษิสุนุัขับ้า้ภายใต้แ้นวคิดิสุขุภาพหนึ่่�งเดีียวคือืการทำงานร่่วมกันัของสุุขภาพคน สุขุภาพสัตัว์์ 

และสิ่่�งแวดล้้อม เพื่่�อป้้องกัันและกำจััดโรคอย่่างยั่่�งยืืน (WHO, 2025) โดยด้้านสุุขภาพสััตว์์ ควรเน้้นการฉีีดวััคซีีนให้้ครอบคลุุม

อย่า่งน้อ้ย 70 % ของประชากรสุนุัขัในพื้้�นที่่�เสี่่�ยง รวมถึงึการเฝ้า้ระวังัทั้้�งเชิงิรุกุและชิงิรับัเพื่่�อติดิตามกรณีโีรคพิษิสุุนัขับ้้าในสัตัว์์

เลี้้�ยงและสัตัว์ป์่่า ตลอดจนส่ง่เสริมิการดูแูลสัตัว์เ์ลี้้�ยงอย่า่งรับัผิิดชอบ และหลีกีเลี่่�ยงการสัมัผััสกับัสััตว์จ์รจัดัหรือืสัตัว์ป์่่า ในส่ว่น

ของสุขุภาพคน ควรเน้น้การเข้า้ถึงึการรักัษาหลังัสัมัผัสัเชื้้�ออย่า่งทันัท่ว่งที ีรวมถึงึการศึกึษาและสร้า้งความตระหนักัเพื่่�อให้ค้วาม

รู้้�เกี่่�ยวกัับความเสี่่�ยง วิิธีีป้้องกััน และความสำคััญของการรัับการรัักษาหลัังถููกสััตว์์กััด โดยเฉพาะติิดตามกรณีีพิิษสุุนััขบ้้าในคน

เพื่่�อเข้้าใจระบาดวิิทยาและเฝ้้าระวัังโรค ส่่วนด้้านสิ่่�งแวดล้้อมและชุุมชน ควรเน้้นเรื่่�องปััจจััยทางนิิเวศวิิทยาเพื่่�อพิิจารณา

พฤติิกรรมสััตว์์พาหะ สภาพภููมิิอากาศ และปััจจััยทางสัังคม เศรษฐกิิจที่่�ส่่งผลต่่อการแพร่่โรค รวมถึึงการมีีส่่วนร่่วมของชุุมชน 

โดยการสนัับสนุุนให้้ชุุมชนรายงานการถููกสััตว์์กััดและเข้้าร่่วมโครงการฉีีดวััคซีีน ตลอดจนความร่่วมมืือระหว่่างสาขาวิิชา เช่่น 

แพทย์์ สััตวแพทย์์ เจ้้าหน้้าที่่�สาธารณสุุข และผู้้�นำชุุมชนทำงานร่่วมกัันเพื่่�อดำเนิินการภายใต้้แนวคิิดสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว
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การป้องกันและควบคุมโรคพิษสุนัขบ้าในสัตว์ภายใต้แนวคิดสุขภาพหน่ึงเดียว

1. เชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้า (Rabies virus) จััดอยู่่�ในกลุ่่�มใดของไวรััสต่่อไปนี้้�

 	 ก. DNA virus วงศ์์ Herpesviridae

 	 ข. RNA virus วงศ์์ Rhabdoviridae

 	 ค. RNA virus วงศ์์ Retroviridae

 	 ง. DNA virus วงศ์์ Adenoviridae

2. สััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมชนิิดใดต่่อไปนี้้�จััดเป็็นแหล่่งสำคััญของการแพร่่โรคพิิษสุุนััขบ้้าสู่่�คนในประเทศไทย

 	 ก. ค้้างคาว

 	 ข. ลิิง

 	 ค. สุุนััข

 	 ง. โค

3. การแพร่่เชื้้�อไวรััสพิิษสุุนััขบ้้าสามารถเกิิดขึ้้�นได้้ผ่่านช่่องทางใดต่่อไปนี้้� ยกเว้้นข้้อใด

 	 ก. การกััดหรืือข่่วนจากสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ

 	 ข. การสััมผััสเยื่่�อเมืือกหรืือแผลเปิิดกัับน้้ำลายสััตว์์ติิดเชื้้�อ

 	 ค. การรัับประทานเนื้้�อสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อโดยผ่่านการปรุุงสุุก

 	 ง. การปลููกถ่่ายอวััยวะจากผู้้�ติิดเชื้้�อ

4. ขั้้�นตอนแรกของกระบวนการเกิิดโรคพิิษสุุนััขบ้้าภายหลัังเชื้้�อเข้้าสู่่�ร่่างกายคืืออะไร

 	 ก. เชื้้�อเข้้าสู่่�ระบบประสาทส่่วนกลางโดยตรง

 	 ข. เชื้้�อจัับกัับตััวรัับ Nicotinic acetylcholine receptor

 	 ค. เชื้้�อเพิ่่�มจำนวนในกล้้ามเนื้้�อบริิเวณบาดแผล

 	 ง. เชื้้�อกระจายออกจากสมองไปสู่่�อวััยวะต่่าง ๆ

5. ระยะฟัักตััวของโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสุุนััขและแมวโดยทั่่�วไปอยู่่�ในช่่วงเวลาใด

	 ก. 3–7 วััน

 	 ข. 2–3 สััปดาห์์

 	 ค. 3–12 สััปดาห์์

 	 ง. มากกว่่า 1 ปีี

6. วิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยโรคพิิษสุุนััขบ้้าที่่�ถืือเป็็นมาตรฐานสากลคืือข้้อใด

 	 ก. Polymerase Chain Reaction (PCR)

 	 ข. Fluorescent Antibody Technique (FAT)

 	 ค. Rapid Immunochromatographic Test (RICT)

 	 ง. Mouse Inoculation Test (MIT)

คำำ�ถามจากบทความการศึึกษาต่่อเนื่่�องทางสััตวแพทย์์
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7. การฉีีดวััคซีีนป้้องกัันโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสุุนััขให้้ครอบคลุุมอย่่างน้้อยร้้อยละเท่่าใดของประชากรสุุนััขในพื้้�นที่่� จึึงจะสร้้าง

ภููมิิคุ้้�มกัันหมู่่�ได้้

 	 ก. 50%

 	 ข. 60%

 	 ค. 70%

 	 ง. 90%

8. ระบบสารสนเทศที่่�กรมปศุุสััตว์์ใช้้ในเฝ้้าระวัังโรคพิิษสุุนััขบ้้าในสััตว์์คืือระบบใด

 	 ก. Rabies One Data

 	 ข. Laboratory Information Management System (LIMS)

 	 ค. Thai Rabies Net

 	 ง. e-Smart Surveillance

9. องค์์ประกอบใด ไม่่ใช่่ ส่่วนหนึ่่�งของแนวทางสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว (One Health Approach)

 	 ก. การประสานงานระหว่่างภาคสาธารณสุุขและสััตวแพทย์์

 	 ข. การดููแลสุุขภาพของคน สััตว์์ และสิ่่�งแวดล้้อมอย่่างบููรณาการ

 	 ค. การใช้้เฉพาะเทคโนโลยีีชีีวภาพเพื่่�อควบคุุมโรค

 	 ง. การสร้้างเครืือข่่ายเฝ้้าระวัังโรคร่่วมกััน

10. เหตุุใดการมีีระบบรายงานข้้อมููลโรคพิิษสุุนััขบ้้าอย่่างสม่่ำเสมอจึึงเป็็นปััจจััยสำคััญต่่อความสำเร็็จของการควบคุุมโรค 

ภายใต้้แนวทางสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว (One Health Approach)

 	 ก. เพราะช่่วยลดต้้นทุุนของวััคซีีนในระดัับประเทศ

 	 ข. เพราะช่่วยให้้สามารถประเมิินสถานการณ์์และวางแผนเชิิงรุุกได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ

 	 ค. เพราะใช้้ทดแทนการเฝ้้าระวัังทางห้้องปฏิิบััติิการได้้โดยตรง

 	 ง. เพราะช่่วยเพิ่่�มจำนวนผู้้�เข้้ารัับการฉีีดวััคซีีนก่่อนสััมผััสโรค (PrEP)

ทำำ�แบบทดสอบผ่่าน Google form

https://forms.gle/cBYxYSUbbpjjBo9Z6 

หรืือ Scan QR code เพื่่�อเข้้าทำำ�


