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ข้้อแนะนำสำหรัับผู้้�เขีียน
	 สัตัวแพทยสารเป็น็วารสารทางวิชิาการของสัตัวแพทยสมาคมแห่ง่ประเทศไทยในพระบรมราชููปถัมัภ์ ์ซึ่่�งลงบทความ
ผลงานค้้นคว้้าวิิจััยทางวิิทยาศาสตร์์ ที่่�เกี่่�ยวกัับวิิชาการในสาขาสััตวแพทยศาสตร์์ คณะผู้้�จััดทำสััตวแพทยสาร ยิินดีีรัับ
เรื่่�องจากทุุกท่่านที่่�กรุุณาส่่งมาเพื่่�อเผยแพร่่ และเพื่่�อความสะดวกในการพิิจารณาเรื่่�อง ขอเสนอแนะดัังนี้้�

1. เรื่่�องที่่�จะนำลง

	 1.1		 งานค้้นคว้้าทดลองหรืือวิิจััยทางวิิชาการ ที่่�           

เกี่่�ยวกัับสััตว์์ ผลิิตภััณฑ์์สััตว์์ หรืือพืืชอาหารสััตว์์  ทั้้�งที่่�ทำ

ในประเทศและต่่างประเทศ หรืือวิิทยานิิพนธ์์

	 1.2		บ ทความวิิจััย (Research article) บทความ

ปริิทััศน์์ (Review article) บทความวิิจััยสั้้�น (Short               

communication) และรายงานสััตว์์ป่่วย (Case report) 

ที่่�เป็น็ประโยชน์ ์และเกี่่�ยวข้อ้งกับัวิชิาการสัตัวแพทย์์ และ

สััตวบาลทุุกสาขา

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

2. ต้้นฉบัับ

	 2.1		ต้ นฉบับัที่่�ส่ง่มาลงพิมิพ์์ในสัตัวแพทยสาร ต้อ้ง

ไม่่เป็็นเรื่่�องที่่�เคยเผยแพร่่ หรืือกำลัังอยู่่�ระหว่่างการ

พิิจารณาเพื่่�อลงในหนัังสืือ หรืือ วารสารอื่่�นใดมาก่่อน

	 2.2		ต้ ้นฉบัับเป็็นภาษาไทย หรืือภาษาอัังกฤษ ใช้้

ตัวัอักัษร Microsoft San Serif 12 หรืือ ThSarabun PSK 

16 โดยพิิมพ์์ด้้วยโปรแกรม Microsoft word

	 2.3		 ความยาวของเรื่่�องสำหรับับทความชนิิดต่าง ๆ

จำนวนไม่่เกิิน 20 หน้้า สำหรัับบทความวิจิัยัสั้้�นหรืือรายงาน

สัตัว์์ป่่วยจำนวนไม่่เกิิน 5 หน้้า หรืือตามที่่�เห็็นสมควร

	 2.4		ผล งานวิชิาการที่่�ตีีพิิมพ์ใ์นสัตัวแพทยสารแล้ว้

ถืือเป็็นลิิขสิิทธิ์์�ของหนัังสืือที่่�ผู้้�เขีียนจะนำไปเผยแพร่่ที่่�อื่่�น

อีีกไม่่ได้้

	 2.5		 ตารางและภาพที่่�ใช้ป้ระกอบในบทความ ควร

แนบไฟล์์ต้้นฉบัับของตารางและภาพนั้้�นมาด้้วย

3. บทความวิิจััย (Research article)

	 3.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    เพื่่�อเผยแพร่ง่านวิจิัยัทางด้้านสัตัวแพทย์แ์ละ

สััตวบาลฉบัับสมบููรณ์์

	 3.2		รู ูปแบบโดยรวม

				    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) เขียีนชื่่�อนามสกุลเต็ม็ทั้้�งภาษาไทยและ

ภาษาอัังกฤษ พร้้อมทั้้�งระบุุสถานที่่�ทำงาน จัังหวััด รหััส

ไปรษณียี์แ์ละ กรุุณาบอกหมายเลขโทรศัพัท์ห์รืืออีเีมลของ

ผู้้�เขีียน/ผู้้�รัับผิิดชอบ เพื่่�อการติิดต่่อ

				    3.3.3	บ ทคััดย่่อ (Abstract) เขีียนสั้้�น ๆ ให้้

ได้้เนื้้�อความครอบคลุุมทั้้�งหมด โดยต้้องมีีชื่่�อเรื่่�องและ

บทคัดัย่อทั้้�งภาษาไทยและภาษาอัังกฤษ ความยาวไม่่เกิิน 

300 คำต่่อภาษา

				    3.3.4	 คำสำคััญ (Key words) เป็็นคำที่่�มีี

ความหมายแสดงถึงึความเป็น็ไปของการทดลองนั้้�น ๆ  ระบุุ

อยู่่�ใต้้บทคััดย่อ ทั้้�งภาษาไทย และภาษาอัังกฤษ รวมกััน

แล้ว้ไม่เ่กินิภาษาละ 5-7 คำ ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้ผู้้้�วิจิัยัอื่่�นใช้ใ้นการ

ค้น้หา ในกรณีีที่่�เป็น็คำสำคััญที่่�จะใช้้เป็น็คำทัับศัพัท์ภ์าษา

อัังกฤษ ให้้ใช้้คำภาษาอัังกฤษ

				    3.3.5	บ ทนำ (Introduction) บรรยายความ

เป็น็มาสั้้�น ๆ  ควรมีกีารตรวจเอกสาร (literature review) 

รวมทั้้�งอธิิบายจุุดประสงค์์ของงาน

				    3.3.6	อุ ุปกรณ์์และวิิธีีการ (Materials and 

Methods) ในกรณีีที่่�เป็็นการคิิดค้นขึ้้�นใหม่่ควรอธิิบาย

อย่่างละเอีียด ถ้้าเป็็นวิิธีกีารที่่�ทราบกันอยู่่�แล้้วและตีีพิมิพ์์แล้้ว

ไม่่ต้้องบรรยายซ้้ำ ควรเขีียนในลัักษณะข้้ออ้้างอิิง (ขึ้้�นกัับ

ความเห็็นของผู้้�พิิจารณา) ในกรณีีที่่�มีีการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ขอให้ร้ะบุรุหััสการอนุุญาตใช้้สัตัว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์

ของผู้้�รัับผิดชอบบทความที่่�ออกโดยคณะกรรมการของ

สถาบััน (institutional review board) เช่่น เลขที่่�การ

อนุุญาตใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ของสถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ EA 011/61 (R) กรณีีหน่่วยงานของ



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

กับัการดุุลพินิิจของสาราณีียากร ในกรณีีงานวิิจััยเกี่่�ยวข้้อง

กับัมนุษุย์ ์ต้อ้งได้ร้ับัการอนุมุัตัิลิ่ว่งหน้า้สำหรับัการวิจิัยัใน

มนุุษย์์โดยคณะกรรมการของสถาบััน หรืือคณะกรรมการ

จริยิธรรมที่่�เทียีบเท่่า หรืือต้้องได้้รับัความยิินยอมโดยได้้รับั

ข้อ้มููล (informed consent) ซึ่่�งอาจขอความยิินยอม ด้ว้ย

การลงนามหรืือด้้วยวาจา หรืืออธิิบายว่่าทำไมไม่่ได้้รัับ

ความยิินยอม

				    3.3.7	ผล การทดลอง (Results) และวิิจารณ์์

 (Discussion) รายงานผลการทดลองเป็น็คำบรรยาย ควร

ให้้รายละเอีียดและเข้้าใจง่่าย หากเป็็นไปได้้ควรเสนอผล

ในรููปของตาราง รููปภาพ หรืือกราฟ ไม่่ควรแสดงถึึงผลที่่�

เหมืือนกันั ถ้า้เป็น็ตาราง (tables) ควรพิิมพ์ใ์ห้้ชัดัเจนและ

ขนาดพอเหมาะกัับขนาดของหน้้าของสััตวแพทยสาร 

ตารางควรมีีความหมายในตััวเอง และต้้องมีีคำอธิิบาย

เหนืือตารางด้้วย ในกรณีีที่่�เป็็นรููปภาพ (figures) ควรมีีคำ

อธิบิายสั้้�น ๆ  เป็็นภาษาเดีียวกัับเนื้้�อเรื่่�อง สามารถเป็็นภาพ

ขาวดำหรืือภาพสีี ต้้องส่่งมาเป็็นไฟล์์แนบมาด้้วยขนาดไม่่

ต่่ำกว่่า 250 pixels และอธิิบายรายละเอีียดภาษาเดีียวกับั

เนื้้�อเรื่่�องไว้้ใต้้รููป การวิิจารณ์์ เป็็นการวิิจารณ์์ผลการ

ทดลองโดยควรมีีการเปรีียบเทีียบกัับผลงานของผู้้�อื่่�นที่่�ได้้

กระทำมาแล้้ว และเน้้นถึึงสิ่่�งที่่�ได้้ค้้นพบ

				    3.3.8	สรุ ุป (Conclusion) และคำแนะนำ 

(Suggestion) หากเป็็นบทความควรมีีการตรวจเอกสาร 

(review papers) หรืือเป็็นการทดลองที่่�มีีหลายข้้อ ควรมีี

บทสรุุปที่่�เขีียนใจความสำคััญ

				    3.3.9	กิ ิตติิกรรมประกาศ (Acknowledg-

ment) อาจมีีหรืือไม่่มีีก็็ได้้ เรีียบเรีียงย่่อหน้้าเดีียวแบบ

กระชัับ ระบุุแหล่่งทุุนวิิจััย บุุคคลและหน่่วยงานที่่�ได้้รัับ

ความช่่วยเหลืือ หรืือความร่่วมมืือในงานค้้นคว้้าวิิจััย

				    3.3.10	เอกสารอ้้างอิิง (References)

						      ก.	 การเขีียนอ้า้งอิงิในเน้ื้�อเรื่่�องควรอ้้างอิงิ

ดัังนี้้� คืือ

							       1.		  กรณีีผู้้�รายงานเอกสารเป็็นคนไทยเมื่่�อ

เป็็นประธานของประโยค 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.		  กรณีอี้า้งถึงึบุคุคล หรืือเรื่่�องที่่�ไม่เ่คย

ลงพิิมพ์์มาก่่อน (personal communication) ให้้อ้้าง

เฉพาะในเนื้้�อเรื่่�องเท่า่นั้้�น ไม่ต่้อ้งนำไปลงในรายชื่่�อเอกสาร

อ้้างอิิง

					     ข.	 การเขีียนเอกสารอ้้างอิิงท้้ายเรื่่�องควร

อ้้างอิิงเอกสารภาษาไทยก่่อนแล้้วตามด้้วยภาษาอัังกฤษ 

โดยเขีียนเรีียงลำดัับพยััญชนะของชื่่�อผู้้�เขียีน (ถ้้าเป็็นภาษา

อัังกฤษใช้้ชื่่�อสกุุล ตามด้้วยชื่่�อย่่อของผู้้�แต่่ง) ตามด้้วย ปีี 

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

ฉบัับที่่� และหน้้าที่่�อ้้างอิิง ดัังตััวอย่่าง คืือ

นรสุุทธิ์์� บางภููมิิ  นุุช โชติิช่่วง  สุุพจน์์ อาวสกุุลสุุทธิิ  วนิิดา

พัสัดุรุักัษ์์  วิมิล เพชรกาญจนาพงศ์์  กาญจนา อิ่่�มศิลิป์

ธีีระศัักดิ์์� พราพงษ์์  วรรณดา สุุจริิต  และ ศิิริิวรรณ

พราพงษ์์. 2550. สรีรีะเปรีียบเทีียบทางด้้านสุุขภาพ

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.	 ในกรณีีที่่�อ้้างอิิงตำรา (textbook) ให้้

ระบุุชื่่�อผู้้�เขีียน ปีีที่่�พิิมพ์์ ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อตำรา (พิิมพ์์ครั้้�งที่่�

เท่่าใดและชื่่�อบรรณาธิิการหากมีี) สำนัักพิิมพ์์ 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		วั ัตถุุประสงค์์

				    -	การสำรวจงานวิิจััยที่่�มีีอยู่่�แล้้ว

				    -	บทความสำหรัับประมวลความรู้้�ในเรื่่�อง 

หรืือประเด็็นใดประเด็็นหนึ่่�ง

				    -	บทความที่่�แสดงถึึงการเคลื่่�อนไหว ความ

เป็็นมา เป็็นไป และ ชี้้�แนวทางการทำวิจัิัยที่่�ควรจะเกิดิขึ้้�น		

				    -	การประเมิินสถานะความรู้้�ที่่�ผ่่านมา

				    -	การให้้ข้้อมููลแก่่ผู้้�อ่่าน ถกเถีียง ตีีความ 

อภิปิราย ชี้้�แนวทาง ให้้ข้้อเสนอแนะ บอกทางบวก ทางลบ	

				    -	บทความที่่�เรีียบเรีียงโดยมีีการวิิเคราะห์์ 

วิจิารณ์ ์เปรีียบเทียีบวรรณกรรมที่่�มีกีารดำเนิินการมาแล้ว้

จนถึึงปััจจุุบันั สังัเคราะห์์ให้้เกิิดความรู้้�ที่่�แสดงภาพของงาน

วิิจััยในหััวข้้อเรื่่�องที่่�ศึึกษา 

	 4.2 	 การลำดัับเรื่่�องควรเรีียงดัังนี้้�

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

				    4.2.2 บทคััดย่อ คืือบทสรุปที่่�นำมาไว้้นำเรื่่�อง

 หลักัเกณฑ์์แบบเดีียวกัับงานวิิจัยั แต่่ไม่่ต้อ้งมีีหัวัข้้อต่่าง ๆ

ควรเน้้นถึึงความสำคััญของเรื่่�อง ปััญหา อุุปสรรค และ          

ข้้อเสนอแนะ หรืือบทวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นและของผู้้�เขีียนเอง	

				    4.2.3 บทนำ เพื่่�อให้้ผู้้�อ่่านตระหนัักถึึงความ

สำคััญของเรื่่�องที่่�จะตามมา อาจมีีเอกสารอ้้างอิิงหรืือ        

ไม่่ก็็ได้้ ไม่่ควรให้้บทนำยาวเกิินไป และควรเป็็นข้้อเขีียนที่่�

เข้้าใจง่่าย

				    4.2.4 เนื้้�อเรื่่�อง ไม่่มีีกฎเกณฑ์์ตายตััวใด ๆ           

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

เรียีบเรียีง ควรแบ่่งเป็น็หัวัข้อ้ใหญ่ ่ๆ  และอาจมีีหัวัข้อ้ย่อ่ย

ตามจำเป็็น ผู้้� เขีียนสามารถนำข้้อมููล ความคิิดเห็็น            

ข้้อวิิจารณ์์ของผู้้�อื่่�นมาเสนอในรููปใหม่่ ซึ่่�งอาจเป็็น รููป

ตาราง รููปภาพ กราฟฯ แต่่ไม่่ควรลอกสิ่่�งเหล่่านี้้�มาลงโดย

ไม่่ได้้ดััดแปลง ตััดทอน หรืือเรีียบเรีียงใหม่่ หากทำเช่่นนั้้�น

ควรให้เ้ครดิติแก่่เจ้้าของเรื่่�อง ถ้า้เป็น็ข้อ้ความควรจััดอยู่่�ใน

เครื่่�องหมายคำพููด

				    4.2.5 บทวิิจารณ์์ 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 รููปภาพ กราฟ ตา

รางฯ จากผู้้�อื่่�น และนำสิ่่�งนั้้�นมาตีีพิิมพ์์โดยไม่่มีีการ

ดัดัแปลง ก็ค็วรขออนุญุาตเจ้า้ของและแสดงความขอบคุณุ

ไว้้ในตอนนี้้�ด้้วย						    

				    4.2.7 บรรณานุุกรม ไม่่จำเป็็นต้้องมีีการ

อ้้างอิิงในเนื้้�อเรื่่�อง แต่่หลัักการเขีียนใช้้แบบเดีียวกัับ

บทความวิิจััย

5. บทความวิิจััยสั้้�น (Short communication)

	 5.1		วั ัตถุุประสงค์์

				    5.1.1	 รายงานการพัฒันา/ปรับัปรุงุวิธิีกีารที่่�

ใช้้ในปััจจุุบััน

				    5.1.2 	รายงานการประยุกุต์์ใช้้สาร/เครื่่�องมืือ

ต่่าง ๆ ที่่�ไม่่เคยใช้้มาก่่อน

				    5.1.3 	รายงานที่่�ข้อ้มูลูสมบูรูณ์ร์ะดับัหนึ่่�ง แต่่

ต้้องรีีบเผยแพร่่

	 5.2 	รู ูปแบบโดยรวม

				    5.2.1 ความยาวทั้้�งหมดไม่่เกิิน 5 หน้้า

กระดาษ A4

				    5.2.2 	รููปและตารางไม่่เกิิน 2 ชิ้้�น ต่่อ

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		วั ัตถุุประสงค์์

				    6.1.1	 รายงานการพบโรค/อาการ/กลุ่่�ม

อาการ ในสััตว์์



				    6.1.2 	รายงานการตรวจวิินิจิฉัยัโรค/รอยโรค

ในสััตว์์

				    6.1.3 	รายงานการใช้้ยา/สารเคมีี/อาหาร/

แร่่ธาตุุ ในสััตว์์

	 6.2 	รู ูปแบบโดยรวม

				    6.2.1. ความยาวทั้้�งหมด 4 - 10 หน้้ากระดาษ 

A4

	 6.3 	มี ีการเขีียนได้้ 2 แบบคืือ

				    6.3.1 แบบที่่� 1 มีรีูปูแบบ คืือ แบ่่งหััวข้้อต่่าง 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 กิติติกิรรมประกาศ จะมีหีรืือไม่่ก็็ได้้		

					     6.3.1.8 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย

				    6.3.2 แบบที่่� 2 ไม่่มีีรููปแบบ ไม่่แบ่่งหััวข้้อ

					     6.3.2.1 บทคััดย่่อ 

					     6.3.2.2  คำสำคััญ ไม่่เกินิ 5 คำ

					     6.3.2.3 เน้ื้�อเรื่่�อง				  

					     6.3.2.4 กิิตติกิรรมประกาศ จะมีหีรืือไม่่ก็็ได้้

					     6.3.2.5 เอกสารอ้้างอิิง เขีียนรููปแบบเดีียว

กัับบทความวิิจััย



สวัสดีค่ะท่านผู้อ่านทุกท่าน

	 พบกัันในสััตวแพทยสารฉบัับใหม่่ล่่าสุุด ซึ่่�งเป็็นฉบัับปีีที่่� ๗๔ เล่่มที่่� ๒ ประจำเดืือน กรกฎาคม 

- ธัันวาคม ๒๕๖๖ เนื้้�อหาภายในประกอบไปด้้วยเรื่่�องราวต่่าง ๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้องในวงการสััตว์์ มีีทั้้�งผล

งานวิิชาการ และบทความทางวิิชาการชนิิดต่่าง ๆ ทั้้�งทางด้้านปศุุสััตว์์ สััตว์์เลี้้�ยง สััตว์์ป่่า และสััตว์์น้้ำ  

ซึ่่�งจะเห็็นได้้ว่่าเนื้้�อหามีีความหลากหลายและมีีความสำคััญในแวดวงผู้้�ที่่�ทำงานเกี่่�ยวข้้องกัับสััตว์์ หวัังว่่า

ท่่านที่่�สนใจจะได้้นำผลงานที่่�ตีีพิิมพ์์ในวารสารนี้้� ไปใช้้ให้้เป็็นประโยชน์์

	 ในนามของสาราณีียากร ใคร่่ขอกราบขอบพระคุุณ ผู้้�ทรงคุุณวุุฒิิทุุกท่่านที่่�กรุุณาให้้เกีียรติิ

เป็็นอย่่างสููงในการพิิจารณาผลงานทางวิิชาการ สำหรัับลงตีีพิิมพ์์ในสััตวแพทยสารฉบัับนี้้� และนัักวิิจััย 

ทุุกท่่านที่่�ส่่งผลงาน/บทความวิิชาการมา เพื่่�อลงตีีพิิมพ์์ไว้้ ณ ที่่�นี้้�ด้้วยค่่ะ

						      	สั ัตวแพทย์์หญิิงมนทกานติ์์� จิิระธัันห์์

								              สาราณียากร

สารจากสาราณีียากร
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﻿การตรวจหาเชื้้�อ กาฬโรคแอฟริิกาในม้้าจากเนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอดโดยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี

Detection of African horse sickness virus from spleen and lung tissues 

by immunohistochemistry method

ชััยวลััญช์์  ตุุนาค1*  กััญญาธิิป  แสงอรุุณ2  จิิตติิมา  ไกยะวงษ์์2

Chaiwalun Tunak1*  Kanyathip Sangarun2  Jittima kaiyawong2

Abstract

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

pneumocyte type I, and type II admix with macrophage.

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

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

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

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

retrospective studies using formalin-fixed tissues.

Keywords: Horse, African horse sickness, immunohistochemistry, spleen, lung 
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า 

(African Horse Sickness, AHS) เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์

ตระกููลม้้า โรคนี้้�เกิิดจากเชื้้�อ African Horse Sickness 

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

ก่่อให้้เกิิดอััตราตายได้้สููงถึึง 90% ในม้้า การวิินิิจฉััยโรคนี้้�

ด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี เป็็นวิิธีีที่่�ให้้ความจำเพาะ ช่่วยใน

การระบุุตำแหน่่งของเชื้้�อไวรััส และสามารถตรวจยืืนยััน 

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

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

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาการกระจายตััวของเชื้้�อ AHSV ใน

เนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอด ทางมหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา 

และวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีสำหรับเป็็นข้้อมููลในการศึกษา

พยาธิิกำเนิิดของเชื้้�อ AHSV 

	วิ ิธีีการ: ผ่่าซาก และเก็็บตััวอย่่าง ม้้าม และปอด 

จากม้้าจำนวน 2 ตััว ที่่�ตายด้้วยโรค AHS และตรวจยืืนยััน

การติดโรคโดยวิิธีี Real-time RT-PCR นำมาศึึกษาทาง 

มหพยาธิวิิิทยา จุลุพยาธิวิิิทยาด้้วยวิิธียี้้อมสีี hematoxylin 

และ eosin ตรวจหาเชื้้�อไวรััสและศึึกษาการกระจายของ

โรค AHS ในเน้ื้�อเยื่่�อม้้าม และปอด ด้้วยวิิธีอีิมิมููโนฮีสีโตเคมีี

	 ผล: รอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาของม้้าตััวที่่� 1 พบ

การบวมน้้ำบริเวณใต้้ผิวหนัังทั่่�วร่่างกาย ปอดบวมน้้ำ  

พบน้้ำในช่่องอก และจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ ม้้า

ตััวที่่� 2 พบของเหลวเป็็นฟองสีีขาวในหลอดลมและ

หลอดลมฝอย ลัักษณะทางจุุลพยาธิิของม้้าทั้้�งสองตััว  

ม้้ามพบการคั่่�งเลืือดและเลืือดออก กระจายทั่่�วเน้ื้�อเยื่่�อ และ

ปอดพบการอัักเสบของผนัังถุุงลม โดยพบเซลล์์บ่่งชี้้�การ

อักัเสบจำพวก macrophage และ lymphocyte จากการ

ตรวจหาเชื้้�อด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีของม้้าทั้้�งสองตััว  

ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามพบแกรนูลละเอีียด หรืือจุดุสีนี้้ำตาลเข้้มของ 

DAB กระจายบริิเวณ splenic parenchyma ทั้้�งบริิเวณ 

red pulp และ white pulp  สำหรัับเนื้้�อเยื่่�อปอดพบการ

ติิดสีีกระจายบริเวณถุุงลมบางส่่วน และ  pneumocyte 

type I และ type II ร่่วมกัับ macrophage 

	 สรุปุ: ผลจากการศึกึษาทางมหพยาธิวิิทิยา จุลุพยาธิิ

วิิทยา และวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี พบว่่ามีีความสอดคล้้องกััน 

วิธิีอีิมิมููโนฮีสีโตเคมีีจึงึถืือเป็็นวิิธีทีี่่�ใช้้ในการยืืนยัันการติดเชื้้�อ 

AHSV อีีกทั้้�งยัังช่่วยในการระบุุตำแหน่่งของเชื้้�อ AHSV ใน

อวัยัวะเป้า้หมาย ได้้แก่่ ม้้ามและปอด นอกจากนั้้�นยังัใช้้เพื่่�อ

การศึกึษาพยาธิกิำเนิดิของเชื้้�อ AHSV และใช้้เพื่่�อการศึกึษา

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

ฟอร์์มาลิินได้้ 

คำสำคััญ: ม้้า  โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า  อิิมมููโนฮีีสโต

เคมีี ม้้าม ปอด

บทนำ

	 โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า (African Horse  

Sickness, AHS) เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า โรคนี้้�

เกิิดจากเชื้้�อ African Horse Sickness Virus (AHSV)  

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

Reoviridae ก่่อให้้เกิิดอััตราตายได้้สูงถึึง 90% ในม้้า  

(Mellor et al., 2004) ส่่งผลกระทบทางเศรษฐกิิจต่่อ

วงการม้้าทั้้�งในประเทศและต่่างประเทศ ทำให้้ไม่่สามารถ

เคลื่่�อนย้้ายม้้าไปยัังต่่างประเทศได้้ โรคนี้้�ถููกจัดอยู่่�ใน

รายการโรคระบาดที่่�สำคััญขององค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก 

(WOAH, 2022) และยัังถืือเป็็นโรคในพระราชบััญญััติิโรค

ระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 อีีกด้้วย 

	ก ารวินิจิฉััยโรค AHS สามารถพิจารณาเบ้ื้�องต้้นจาก

อาการทางคลิินิิก และรอยโรคที่่�พบจากการผ่่าซาก ได้้แก่่ 

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

(serofibrinous effusion) และเลืือดออก (hemorrhage) 

จากการที่่�หลอดเลืือดในเน้ื้�อเยื่่�อและในหลายอวััยวะ 

ถููกทำลาย เชื้้�อ AHSV จะเพิ่่�มจำนวนในต่่อมน้้ำเหลืือง เป็็น

บริิเวณแรก จากนั้้�นเชื้้�อจะเข้้าสู่่�กระแสเลืือด โดยจัับกัับ 

เม็็ดเลืือดแดง และจะเพิ่่�มจำนวนอีีกครั้้�งในเซลล์์เยื่่�อบุุ 

หลอดเลืือดและเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวชนิิด monocyte  

จากนั้้�นจะเข้้าไปยังัอวัยัวะเป้า้หมาย ได้้แก่ ่ปอด หัวัใจ ม้้าม 

และอวััยวะของระบบน้้ำเหลืือง จากการศึกษาของ Clift 

and Penrith (2010) ระบุุว่่า เซลล์เม็็ดเลืือดขาวชนิด 

monocyte และ macrophage เป็็นเซลล์เป้้าหมายในการ

เพิ่่�มจำนวนของเชื้้�อไวรััส แต่่จากการศึึกษาของ Jones  

et al. (2023) พบว่า่สามารถพบเชื้้�อไวรััสใน lymphocyte 

ได้้เช่่นเดีียวกััน สำหรับการวิินิิจฉััยโรคในห้้องปฏิิบััติิการมีี
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หลายวิิธีี เช่่น การตรวจหาเชื้้�อ การตรวจหาสารพัันธุุกรรม 

การตรวจหาแอนติิบอดีีต่่อเชื้้�อ แต่่ยัังพบข้้อจำกััดสำหรัับ

การทดสอบด้้วยวิิธีีใดวิิธีีหนึ่่�ง ดัังนั้้�นการทดสอบหลายวิิธีี

ร่่วมกััน (combination test) จึึงเหมาะสมต่่อการวิินิิจฉััย

โรคนี้้� (WOAH, 2022) การวิินิิจฉััยโรคด้้วยวิิธีีย้้อมสีีพิิเศษ

ทางอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี (Immunohistochemistry, IHC) 

เป็น็หนึ่่�งในทางเลืือกของการวินิจิฉัยัโรค ที่่�ให้ค้วามจำเพาะ 

เนื่่�องจากสามารถระบุุตำแหน่งของเชื้้�อไวรััสเพื่่�อหาความ

สัมัพัันธ์์กัับการเปลี่่�ยนแปลงทางจุุลพยาธิไิด้้ นั่่�นคืือเป็็นการ

ตรวจหาแอนติเิจนในเนื้้�อเยื่่�อ โดยใช้้แอนติบิดีที่่�จับักันัอย่า่ง

จำเพาะต่่อแอนติิเจนนั้้�น เมื่่�อเกิิดการจัับกัันของแอนติิเจน

และแอนติิบอดีี จะสามารถทราบได้้จากการเกิิดสีีของ 

substrate ในบริเวณดัังกล่าว สำหรับอนุุภาคไวรััส (virion) 

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

ชั้้�นนอก (outer capsid) ประกอบด้้วยโปรตีีน 2 ชนิิด คืือ 

VP2 และ VP5 ส่ว่นแกนกลาง (core) ของเชื้้�อไวรััสมีีเปลืือก

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

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

เรีียงตััวในลัักษณะคล้้ายวงแหวน (ring-like structure) 

เปลืือกหุ้้�มแกนกลางชั้้�นใน (inner core) ประกอบด้้วย

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

(polymerase), VP4 (capping enzyme), VP6  

(helicase) และสารพัันธุุกรรม RNA ของไวรััส (genomic 

RNA segments) ซ่ึ่�งประกอบเป็็นรููปร่่างคล้้ายดอกไม้้ 

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

1994; Dennis et al., 2019)

	 ในขณะที่่�วิิธีีการตรวจหาเชื้้�อหรืือสารพัันธุุกรรม 

ของเชื้้�อ เช่่น Real-time RT-PCR สามารถระบุุได้้เพีียง 

การมีีหรืือไม่่มีีเชื้้�อไวรััสในตััวอย่่างเท่่านั้้�นแต่่ไม่่ได้้ระบุุ

ตำแหน่งของเชื้้�อไวรััส และวิิธีีการตรวจหาแอนติิบอดีีของ

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

2022) ซ่ึ่�งใช้้เวลานานเกิินกว่าการเกิิดอาการของโรค  

ส่่วนการตรวจด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี สามารถตรวจได้้

ตั้้�งแต่่พบการติิดเชื้้�อในร่่างกายในระยะแรก ๆ ทำให้้

สามารถวิินิิจฉััยโรคได้้อย่่างรวดเร็็ว นอกจากนี้้�มีีการศึึกษา

พบว่่าวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีีในโรค AHS นั้้�น ไม่่พบปฏิิกิิริิยา

ข้้ามกััน (cross reaction) ต่่อเชื้้�อไวรััสในกลุ่่�ม Orbivirus 

ชนิดอื่่�น และยังัให้้ผลตรวจที่่�ดีถีึงึแม้้ว่าเนื้้�อเยื่่�อจะถูกูตรึงึใน

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

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

พาราฟิินหรืือชิ้้�นเนื้้�อที่่�แช่่อยู่่�ในฟอร์์มาลิินเป็็นเวลานานได้้ 

ยิ่่�งไปกว่่านี้้�สามารถใช้้วิิธีีนี้้�สำหรัับห้้องปฏิิบััติิการที่่�ไม่่มีี

เครื่่�องตรวจหาสารพัันธุุกรรม 

	ก ารศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ 

AHSV ในเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอดซึ่่�งเป็น็อวัยัวะเป้า้หมายโดย

วิธิีอีิมิมูโูนฮิสิโตเคมี ีเพื่่�อเป็น็การตรวจยืืนยันัโรค และศึกึษา

การกระจายตััวของเชื้้�อไวรััสในเน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอด 

สำหรัับเป็็นข้้อมููลในการศึึกษาพยาธิิกำเนิิดของเชื้้�อ AHSV 

ต่่อไป

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 เก็็บตััวอย่่างม้้ามและปอดจากม้้าที่่�ตาย ซ่ึ่�งให้้ผล

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

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

ปอดแช่่ในน้้ำยา 10% neutral buffered formalin 

ตััวอย่่างควบคุมลบ ได้้จากตัวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

ของม้้าที่่�ทำการศึึกษา โดยดำเนิินการทุุกขั้้�นตอนเช่่นเดีียว

กัับตััวอย่่างทดสอบ แต่่ใช้้น้้ำกลั่่�นหยดลงบนสไลด์์แทน 

primary antibody

การศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา (gross pathology) และ

จุุลพยาธิิวิิทยา (histopathology) 

	ศึ กึษาทางมหพยาธิวิิทิยาโดยการผ่า่ซาก สังัเกต และ

บันัทึกึพยาธิิสภาพที่่�พบ และศึกึษาทางจุลุพยาธิวิิทิยา โดย

นำชิ้้�นเนื้้�อที่่�ผ่่านการแช่่ในน้้ำยา 10% neutral buffered 

formalin เป็็นเวลา 24-48 ชั่่�วโมง มาตััดแต่่งให้้มีีขนาดไม่่

เกิิน 2 x 3 เซนติิเมตร หนาประมาณ 0.3-0.4 เซนติิเมตร 

จากนั้้�นนำเข้้าสู่่�กระบวนการดึงน้้ำออกจากเน้ื้�อเยื่่�อด้้วย

เครื่่�อง automatic tissue processor (citadel 1000, 

Thermo Fisher Scientific, UK) และนำตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่�อ

ฝัังในพาราฟิินด้้วยเครื่่�อง embedder หลัังจากนั้้�น 

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

ไมโครเมตร และติิด section บนสไลด์์ ย้้อมด้้วยสีี  

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

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

2011)

การศึึกษาด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี (Immunohisto-

chemistry) (Wohlsein et al., 1997)

	 นำตััวอย่่างบล็อกเน้ื้�อชิ้้�นเน้ื้�อม้้าม และปอดที่่�ตััดด้้วย

เครื่่�อง microtome มาติิดบนแผ่่นสไลด์์แก้้วชนิิดมีีประจุุ

บวก (Positive charged slide) สำหรับเตรีียมเนื้้�อเยื่่�อ 

และขจััดพาราฟิินออก (deparaffinization) ด้้วย xylene 

และคืืนน้้ำ (rehydration) ด้้วย ethanol ล้้างด้้วยน้้ำกลั่่�น 

5 นาทีี หรืือแช่่จนกว่าจะถึึงขั้้�นตอนต่่อไป กำจััด  

endogenous peroxidase โดยหยด 3% H
2
O

2
 ให้้ทั่่�ว

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

แอนติิเจน (antigen unmasking) โดยใช้้เอนไซม์์ 

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

บนสไลด์์ ทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง นาน 20 นาทีี ล้้างด้้วย PBS 

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

ยัับยั้้�งการจัับแบบไม่่จำเพาะ (non-specific block) และ 

อบที่่� 25 องศาเซลเซีียส นาน 40 นาทีี และล้้างด้้วย PBS 

นาน 5 นาทีี จากนั้้�นหยด primary antibody (Ingeneza, 

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

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

4 องศาเซลเซีียสข้้ามคืืน แล้้วล้้างด้้วย PBS 3 ครั้้�ง ครั้้�งละ 

5 นาทีี หยด secondary antibody solution (ImmPACT/ 

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

บนสไลด์ อบสไลด์ในกล่องเก็บ็ความชื้้�น อย่า่งน้้อย 30 นาทีี 

และไม่่ให้้โดนแสง หลัังจากนั้้�น ล้้างจุ่่�มใน PBS และแช่่ไว้้ 5 

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

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

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

โดยแช่ส่ไลด์เ์นื้้�อเยื่่�อในสารละลาย hematoxylin เป็น็เวลา 

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

กระบวนการดึงน้้ำออกจากเน้ื้�อเยื่่�อ ด้้วย ethanol หลังัจาก

นั้้�น mount สไลด์ โดยใช้้ permount สำหรัับตััวอย่่าง

ควบคุมลบจากตัวอย่่างเน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอดของม้้า

ที่่�ทำการศึึกษาโดยดำเนิินการทุุกขั้้�นตอนเช่่นเดีียวกัับ

ตััวอย่่างทดสอบ แต่่ใช้้น้้ำกลั่่�นหยดลงบนสไลด์แทน  

primary antibody

การอ่่านผลของวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี

	 โดยเปรีียบเทีียบปฏิิกิิ ริิ ยาจำ เพาะระหว่าง

แอนติิเจน-แอนติิบอดีีของตััวอย่่างม้้ามและปอด กัับ

ตััวอย่่างควบคุุมลบ

	 - ผลบวก แสดงโดยการเกิิดสีีตรงตำแหน่งของ

เนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด โดยพบการติดสีีน้้ำตาลเข้้มของ DAB 

ในไซโตพลาสซึึม ของ endothelial cells ของหลอดเลืือด

ขนาดเล็็ก (capillaries) small postcapillary venules 

และ precapillary arterioles ลัักษณะการติิดสีี จะเห็็น

เป็็นแกรนููลละเอีียด (finely granular chromogen) หรืือ

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

	 - ผลลบ ไม่่พบการติดสีีน้้ำตาลเข้้มของ DAB ที่่�

เนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

	 นำผลการตรวจทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิารมาวิเิคราะห์ด์้้วย

โปรแกรม Microsoft Excel version 2016 เพื่่�ออธิิบาย

ข้้อมููลด้้วยสถิิติิเชิิงพรรณนา

ผลและวิิจารณ์์

	ผลก ารศึกึษาทางมหพยาธิวิิทิยา ทางจุลุพยาธิวิิทิยา 

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

แสดงในตารางที่่� 1 ดัังนี้้� 
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Pathological Change Spleen Lung

Horse 1 Horse 2 Horse 1 Horse 2

Gross lesion

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

Splenic congestion + + N/A N/A

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

Tracheal frothy exudate N/A N/A + +

Histopathology

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

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

Diffuse pulmonary edema N/A +++ ++

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

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

Inflammatory cells infiltration of  
alveolar lumen

N/A N/A - +

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

N/A N/A ++ -

Immunohistochemistry

DAB stain in red and white pulp of 
spleen

++ ++

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

++ ++

ผลการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา 

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

2 ตัวั พบว่า่เป็น็รอยโรคแบบ Mixed form คืือพบทั้้�งอาการ

ที่่�เป็็น Pulmonary form ได้้แก่่ พบภาวะปอดบวมน้้ำ  

น้้ำในช่่องอก ของเหลวปนฟองอากาศในหลอดลม และ 

Cardiac form ซ่ึ่�งพบจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ  

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

เข้้าไปทำลายหลอดเลืือด ทำให้เ้กิดิการเสื่่�อมสลายของเยื่่�อ

บุุหลอดเลืือด เกิิดการเพิ่่�มการซึึมผ่่านผนังหลอดเลืือด 

(vascular permeability) ร่่วมกัับการเพิ่่�มขึ้้�นของแรงดััน

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

เกิิดการสะสมของเหลวในช่่องว่่างในปอด (pulmonary 

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

โปรตีีนของเชื้้�อไวรััส (viral protein) ในไซโตพลาสซึึมของ

เซลล์เยื่่�อบุุหลอดเลืือดในปริิมาณที่่�สููงกว่าตำแหน่งอื่่�น  

นอกจากนี้้�พบว่า่ม้้าตััวที่่� 1 มีกีารดำเนิินไปของโรคนานกว่า

ม้้าตััวที่่� 2 จึึงพบน้้ำในช่่องอก (hydrothorax) จากการ

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

ตารางที่่� 1 แสดงผลการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา จุุลพยาธิิวิิทยา และวิิธีี

อิิมมููโนฮิิสโตเคมีี ในม้้ามและปอดของม้้าทั้้�ง 2 ตััว ที่่�ให้้ผลบวกต่่อ AHSV 

ด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR

สะสมของเหลวปริิมาณมากร่วมด้้วย สำหรับอวััยวะอื่่�นๆ 

ได้้แก่ ่ม้้าม และหััวใจ พบรอยโรคจากการตอบสนองต่่อเชื้้�อ

ไวรััส โดยพบการคั่่�งเลืือด และพบเลืือดออกในบริเวณดััง

กล่า่ว นอกจากนั้้�นยังัพบภาวะบวมน้้ำใต้้ผิวหนังัทั่่�วร่่างกาย 

และบริเิวณเบ้้าตาจากการทำลายหลอดเลืือดจากเชื้้�อไวรัสั

ในบริิเวณดัังกล่่าวเช่่นเดีียวกััน 

A

B

C

D

รููปที่่� 1 แสดงมหพยาธิิวิิทยาของม้้าที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ AHSV ด้้วยวิิธีี 

Real-time RT-PCR

(A) พบการบวมน้้ำบริิเวณใต้้ผิิวหนัังทั่่�วร่่างกาย (ศรชี้้�)

(B) ปอดพบภาวะบวมน้้ำแบบรุุนแรง กระจายทั่่�วไป  (ศรชี้้�)

(C) พบม้้ามมีีขนาดใหญ่่ และคั่่�งเลืือด

(D) พบจุุดเลืือดออกบริิเวณเยื่่�อหุ้้�มหััวใจ 
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ผลการศึึกษาทางจุุลพยาธิิวิิทยา 

	ม้้ ามพบการคั่่�งเลืือดและเลืือดออก จากการย้้อมสีี 

H&E ปอดพบภาวะบวมน้้ำกระจายทั่่�วปอดแบบรุุนแรง 

เลืือดออกบริิเวณถุุงลมแบบไม่่รุุนแรง ร่่วมกัับการพบเซลล์์

อัักเสบ ได้้แก่่ เซลล์์เม็็ดเลืือดขาว บริิเวณถุุงลม ผนัังถุุงลม 

และหลอดเลืือดในเนื้้�อเยื่่�อปอด รอยโรคที่่�พบจากการศึกึษา

นี้้�สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Adam (2011) ที่่�พบการ

เปลี่่�ยนแปลงของเนื้้�อเยื่่�อปอด จากการสะสมของสารน้้ำใน

เนื้้�อเยื่่�อปอด (proteinaceous fluid) ไฟบริน ร่ว่มกับัเซลล์์

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

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

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

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

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

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

	 (F) แสดงการพบเซลล์์อัักเสบเล็็กน้้อยบริิเวณถุุงลม ของม้้า (     ) (400x)

เม็็ดเลืือดขาว นอกจากนั้้�นยัังพบการบวมน้้ำในบริิเวณอื่่�น

จากการเพิ่่�มขึ้้�นของเลืือดที่่�ไหลผ่านในหลอดเลืือด และ 

การไหลเวียีนของเลืือดในร่่างกายถููกรบกวน ตรงกับัที่่� Clift 

et al. (2010) ได้้อธิิบายว่่าการติิดเชื้้�อไวรััสทำให้้เกิิดการ

เสื่่�อมสลายของเยื่่�อบุุหลอดเลืือดในปอด และหลอดเลืือด

ในหััวใจ ทำให้้บวมน้้ำ เลืือดออก จะเห็น็ว่่ารอยโรคที่่�พบใน

การศึกษาทางจุุลพยาธิวิิิทยานี้้�มีคีวามสอดคล้้องกับัรอยโรค

ที่่�พบจากการศึึกษาทางมหพยาธิิวิิทยา

A B

C D

E F
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A B

C D

ผลการศึึกษาด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีี

	ก ารตรวจหาเชื้้�อ AHSV ใน เน้ื้�อเยื่่�อม้้ามและปอด

ด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮิิสโตเคมีีของม้้าทั้้�ง 2 ตััว แสดงในรููปที่่� 3 

	 ในเนื้้�อเยื่่�อม้้าม พบการติิดสีี DAB เป็็นสีีน้้ำตาลเข้้ม

กระจายบริิเวณ splenic parenchyma ทั้้�งบริิเวณ red 

และ white pulp โดยพบการกระจายในบริเวณ red pulp 

มากกว่าในบริเวณ white pulp ไม่่พบการติดสีีบริิเวณ 

eccentr ic arter iole ต่่างจากในการศึึกษาของ  

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

และไซโตพลาสซึึมของเซลล์คล้้ายเซลล์เยื่่�อบุุหลอดเลืือด 

(endothelium-like cells) ในบริิเวณ red pulp 

	 สำหรัับเนื้้�อเยื่่�อปอด พบการติิดสีีกระจายบริิเวณ 

alveol i บางส่่วน นอกจากนั้้�นยัังพบการติิดสีีของ  

pneumocyte type I และ type II ร่่วมกัับเซลล์์เม็็ดเลืือด

ขาวชนิิด macrophages

	ทั้้ �งเนื้้�อเยื่่�อม้้ามและปอดพบการติิดสีีน้้ำตาลเข้้มมีี

ลัักษณะเป็็นแกรนููลละเอีียด หรืือจุุดกระจายในเนื้้�อเยื่่�อ 

สอดคล้้องกัับลัักษณะการติดสีีเฉพาะต่่อเชื้้�อไวรััส AHS 

(Wohlsein et al., 1997) ลัักษณะการติิดสีีบริิเวณที่่�ตรวจ

พบแอนติิเจน ในเนื้้�อเยื่่�อเป้้าหมาย คืือ ม้้ามและปอด  

พบการกระจายตััวของแอนติิเจนในเน้ื้�อเยื่่�อดัังกล่าว โดย

พบการติดสีีของ DAB เป็็นลัักษณะ small bead หรืือ 

dot-like/fine granular ที่่�บริิเวณเซลล์์เยื่่�อบุุหลอด 

เลืือดฝอย และเซลล์์เม็็ดเลืือดขาวชนิิด monocyte- 

macrophage ที่่�เป็็นเซลล์์เป้้าหมายของเชื้้�อ (Clift and 

Penrith, 2010) นอกจากนี้้�ยัังระบุุได้้ว่่าสามารถใช้้โปรตีีน 

VP7 ซึ่่�งเป็็นส่่วนประกอบหลัักของแกนด้้านในของเชื้้�อ 

AHSV สำหรับับ่ง่บอกความเป็น็แอนติเิจนของเชื้้�อ เนื่่�องจาก

ในการศึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้ primary antibody ที่่�จำเพาะต่่อ

โปรตีนี VP7 ในการตรวจด้้วยวิธิีอีิมิมูโูนฮีสีโตเคมีไีด้้ ผลการ

ศึึกษาในครั้้�งนี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงการกระจายของเชื้้�อ ASHV 

ในเน้ื้�อเยื่่�อม้้าม และปอด นอกจากนี้้�ยัังช่่วยยืืนยัันความ

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

ฟอร์์มาลิิน ทำให้้สะดวกในการทำงาน ดัังนั้้�น ในกรณีีที่่�มีี

ปััญหาในการเก็็บตััวอย่่างในพื้้�นที่่�แช่่เย็็น สามารถแช่่

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

ช่่วยในการศึึกษาแบบย้้อนหลััง (retrospective) สำหรัับ

การศึึกษาในอนาคตได้้อีีกด้้วย 

รููปที่่� 3 แสดงผลการตรวจหาเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในเนื้้�อเยื่่�อม้้าม และปอดของม้้าด้้วยวิิธีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี

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

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

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

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

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

	ก ารตรวจหาเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ในเนื้้�อเยื่่�อ

ม้้ามและปอด โดยวิิธีีย้้อมสีีอิิมมููโนฮีีสโตเคมีี เป็็นอีีกทาง

เลืือกหนึ่่�งของการวินิจิฉัยัโรคที่่�ช่ว่ยในการระบุตุำแหน่งของ

เชื้้�อไวรััสซึ่่�งสามารถหาความสััมพัันธ์์กัับการเปลี่่�ยนแปลง

ทางจุุลพยาธิจิากชิ้้�นเน้ื้�อที่่�แช่อ่ยู่่�ในฟอร์์มาลิินได้้ การศึกษา

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

อวัยัวะเป้้าหมายของเชื้้�อ AHSV แต่่แนะนำให้้ทำการศึกษา

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

อาหาร อวััยวะในระบบต่่อมไร้้ท่่อ อวััยวะในระบบ 

ต่่อมน้้ำเหลืือง เพื่่�อศึึกษาการกระจายของเชื้้�อไวรััสใน

เนื้้�อเยื่่�อต่่าง ๆ สำหรัับเป็็นข้้อมููลในการศึึกษาพยาธิิกำเนิิด

ของเชื้้�อโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าต่่อไป

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุุณ ผู้้�อำนวยการ ข้้าราชการและพนัักงาน

ห้้องปฏิิบััติิการพยาธิิวิิทยาและไวรััสวิิทยา ศููนย์์วิิจััยและ

พััฒนาการสัตวแพทย์์ภาคตะวัันออก ที่่�ให้้ความช่่วยเหลืือ

ในการตรวจตััวอย่่าง  เจ้้าหน้้าที่่�สำนัักงานปศุุสััตว์์อำเภอ 

ปศุุสััตว์์จัังหวััด และสำนัักงานปศุุสััตว์์เขต 2 ทุุกท่่านที่่�ให้้

ความช่่วยเหลืือในการออกพื้้�นที่่�เพื่่�อเก็็บตััวอย่่าง
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   การศึึกษายีีนสร้้างสารพิิษ รอยโรคทางพยาธิิวิิทยา และความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ
ของเชื้้�อ E. coli ที่่�ก่่อโรคบวมน้้ำใ นสุุกรในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน

ของประเทศไทย ระหว่่างปีี พ.ศ. 2555 ถึึง 2564

Study of toxin producing genes, pathological gross lesions and 
antimicrobial susceptibility test of E. coli causing swine edema disease 

in upper northeastern Thailand during 2012–2021

สมพงษ์์  จัันทะหาร1*  เนตรชนก  จิิวากานนท์์2

Sompong Jantahan1*   Netchanok Jiwakanon2

Abstract

	 Backgrounds: The upper northeastern Thailand during 2012–2021, found sick and dead pigs caused 
by hemolytic E. coli, and the swine edema disease pathological gross lesions were found but toxin 
producing genes were not detected. The aim of this study is to detect toxin producing genes of hemolytic 
E. coli, data collection about age interval, pathological gross lesions, antimicrobial susceptibility test, the 
correlation between pathological gross lesions and toxin producing genes.
	 Methods: 32 isolates of hemolytic E. coli from internal organs of swine edema disease in upper 
northeastern Thailand from 2012 to 2021 and kept in -80 degree celsius were collected. The samples 
were detected for six types of toxin producing genes, such as LT, ST1a, ST1b, Stx1, Stx2 and Stx2e using 
PCR method. The data were collected including age interval, pathological gross lesions, sensitivity testing 
results of 12 different antimicrobial drugs and the statistical correlation between pathological gross lesions 
and toxin producing genes was determined using Fisher’s Exact test.
	 Results: All 32 isolates of hemolytic E. coli, the Stx2e producing gene was detected in swine edema 
disease group 100% (28/28). And the Stx2e and ST producing gene was found in swine edema disease 
with diarrhea group 100% (4/4). The highest incidence of the disease occurred in post weaning pigs  
(> 4–8 weeks old). The pathological gross lesions of swine edema disease group included mesenteric 
lymph node enlargement and congestion, lung edema and congestion. And found edema lesions of 
internal organs, such as the spiral colon, stomach, eyes, and brain. The pathological gross lesions of swine 
edema disease with diarrhea group showed same lesions of swine edema disease group and found watery 
content in small intestine lumen and thin intestinal wall. The antimicrobial susceptibility test, the result 
showed that hemolytic E. coli was sensitive to gentamicin norfloxacin ciprofloxacin and enrofloxacin as 
84.38%, 78.12%, 75.00% and 65.62%, respectively. And the correlation between pathological gross lesions 
and toxin was found significantly (p-value<0.05).
	 Conclusions: Pathogenic E. coli in shiga toxin-producing E. coli (STEC) can produce Stx2e toxin, 
which the causative agent of swine edema disease in post weaning pigs. The pathological gross lesions 
and the Stx2e toxin producing gene were statistically significant correlates (p-value<0.05). The antimicrobial 
drugs suggested for treating in swine edema disease in the upper northeastern of Thailand are gentamicin, 
norfloxacin, ciprofloxacin, and enrofloxacin.

Keywords: toxin producing genes, susceptibility test, swine edema disease, hemolytic E.coli
1 Veterinary Research and Development Center (Eastern Region), Chonburi, 20220, Thailand
2 Veterinary Research and Development Center (North-Eastern Region), Khon Kaen, 40260, Thailand
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: พบสุุกรป่่วยและตายจากการ

ติิดเชื้้�อ hemolytic E. coli ในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ

ตอนบนของประเทศไทย ระหว่่างปีี พ.ศ. 2555 ถึึง 2564 

และพบรอยโรคทางพยาธิวิิทิยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่า่ของ

โรคบวมน้้ำใ นสุกุร แต่ไ่ม่ไ่ด้้ทำการตรวจว่า่เชื้้�อ hemolytic 

E. coli เป็็นชนิิดก่่อโรคชนิิดใด การศึกษาในครั้้�งนี้้�มี ี

วััตถุุประ สงค์์ เพื่่�อตรวจหายีีนสร้้างสารพิิษของเชื้้�อ 

h emolytic E. coli ที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคบวมน้้ำในสุุกร 

รวบรวมช่่วงอายุุสุุกรที่่�เกิิดโรค รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�

ตรวจพบด้้วยตาเปล่า่ ผลการทดสอบความไวของเชื้้�อต่อ่ยา

ต้้านจุุลชีีพ และหาความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิระหว่่างรอยโรค

ทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากัับยีีนสร้้างสารพิิษ 

	วิ ิธีีการ: รวบรวมเชื้้�อ hemolytic E. coli จำนวน 

32 isolates ที่่�แยกได้้จากตััวอย่่างอวััยวะภายในสุุกรที่่�ได้้

รัับการวิินิิจฉััยว่่าเป็็นโรคบวมน้้ำในพื้้�นที่่�ภาคตะวัันออก

เฉีียงเหนืือตอนบน ระหว่่างปีี พ.ศ. 2555-2564 ซึ่่�งเก็็บ

รัักษาไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ -80 องศาเซลเซีียส นำมาตรวจหายีีน

สร้้างสารพิิษทั้้�ง 6 ชนิิด ได้้แก่่ LT, ST1a, ST 1b, Stx1, 

Stx2 และ Stx2e โดยวิิธีี PCR รวบรวมช่่วงอายุุสุุกร  

รอยโรคทางพยาธิิ วิิทยาที่่� ตร วจพบด้้ วยตา เป ล่่า  

ผลการทดสอบความไวของ เชื้้� อต่่ อยาต้้ านจุุลชีีพ 

12 ชนิด และหาความสัมัพันัธ์ท์างสถิติิิระหว่า่งรอยโรคทาง

พยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากัับยีนสร้้างสารพิษโดย

ใช้้ Fisher’s Exact test 

	 ผล: เชื้้�อ hemolytic E. coli ทั้้�ง 32 isolates ตรวจ

พบยีนีสร้้างสารพิษิ Stx2e ในกลุ่่�มโรคบวมน้้ำในสุกุร 100% 

(28/28) และตรวจพบยีีนสร้้างสารพิิษ Stx2e ร่่วมกัับยีีน

สร�างสารพิิษ ST ในกลุ่่�มโรคบวมน้้ำในสุุกรร่่วมกัับท้้องเสีีย 

100% (4/4) ช่่วงอายุุสุุกรที่่�เกิิดโรคสููงที่่�สุุดคืือ สุุกรหลััง

หย่่านม (> 4–8 สััปดาห์์) รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจ

พบด้้วยตาเปล่า่ในกลุ่่�มโรคบวมน้้ำในสุกุรได้้แก่ ่พบต่อ่มน้้ำ

เหลืืองบริิเวณเยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็กขยายใหญ่่และมีีเลืือดคั่่�ง 

ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และบวมน้้ำตามอวััยวะต่่าง ๆ 

เช่่น เยื่่�อแขวนลำไส้้ใหญ่่ กระเพาะอาหาร ตา และสมอง 

ส่ว่นรอยโรคทางพยาธิวิิทิยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่า่ในกลุ่่�ม

โรคบวมน้้ำในสุกุรร่ว่มกับัท้้องเสียี พบรอยโรคคล้้ายกับักลุ่่�ม

โรคบวมน้้ำในสุกุร และพบของเหลวในลำไส้้เล็ก็มีนี้้ำปนใน

ปริมิาณมากและผนังัลำไส้้เล็ก็บางกว่า่ปกติ ิ ผลการทดสอบ

ความไวของเชื้้�อต่่อยาต้้านจุุลชีพ ได้้แก่่ gentamicin, 

norfloxacin, ciprofloxacin และ enrofloxacin พบ 

ความไว 84.38%, 78.12%, 75.00% และ 65.62%  

ตามลำดัับ และหาความสััมพัันธ์์ระหว่างรอยโรคทาง 

พยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากัับสารพิิษ พบความ

สััมพัันธ์์กัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p-value<0.05)

	 สรุุป: E. coli ชนิิดก่่อโรคกลุ่่�ม shiga toxin–

producing E. coli (STEC) สามารถสร้้างสารพิิษ Stx2e 

ซึ่่�งเป็็นสารพิิษที่่�ทำให้้เกิิดโรคบวมน้้ำในสุุกรหลัังหย่านม 

และพบว่่ารอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่า

มีคีวามสััมพันัธ์์กันั กับัการพบยีนที่่�สร้้างสารพิษ Stx2e ของ

เชื้้�อที่่�ก่่อโรค อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p-value<0.05) 

และยาต้้านจุลุชีพีที่่�เหมาะสมในการรักัษาสุกุรป่ว่ยด้้วยโรค

บวมน้้ำในสุุกรในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ได้้แก่่ 

gentamicin, norfloxacin, ciprofloxacin และ 

enrofloxacin 

คำสำคััญ: ยีีนสร้้างสารพิิษ ความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ  

โรคบวมน้้ำในสุุกร  hemolytic E.coli

บทนำ 

	 โรคบวมน้้ำในสุุกร (swine edema disease) เป็็น

โรคที่่�ทำให้เ้กิดิการบวมน �ำในหลายอวััยวะ บางครั้้�งมีอีาการ

ทางระบบประสาท และท้้องเสีียร่่วมด้้วย โรคนี้้�ทำให้้สุุกร

ป่ว่ยและตายอย่่างรวดเร็ว็ภายใน 24 ชั่่�วโมง (กิิจจา, 2530; 

Oanh et al., 2012) สาเหตุุเกิิดจากเชื้้�อ E. coli ชนิิด 

ก่่อโรคกลุ่่�ม shiga toxin–producing E. coli (STEC) 

สามารถสร้้าง shiga toxin (Stx) ที่่�เป็็นปััจจัยก่่อความ

รุุนแรง (virulence factor) ทำให้้เซลล์์เยื่่�อบุุหลอดเลืือด

และเซลล์ก์ล้้ามเน้ื้�อเรียีบของหลอดเลืือดเสีียหาย ทำให้้เกิดิ

การบวมน้้ำในหลายอวััยวะ (Uemura et al., 2003; 

Arimitsu et al., 2016) shiga toxin เดิิมเรีียกว่่า 

verotoxin (วััชรชััยและอภััสรา, 2548) แยกออกเป็็น 2 

ชนิิด คืือ shiga toxin type 1 (Stx1) แบ่่งออกเป็็น  3 

subtype ได้้แก่่ Stx1a, Stx1c และ St x1d ส่่วน shiga 
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toxin type 2 (Stx2) แบ่่งออกเป็็น 7 subtype ได้้แก่่ 
Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f และ Stx2g 

(Scheutz et al., 2012; Baranzoni et al., 2016) โดย 

Stx1 และ บาง subtype ของ Stx2 ทำให้้เกิิดโรค 

hemolytic uremic syndrome (Scheutz et al., 2012) 

ส่่วน shiga toxin type 2e (Stx2e) เป็็นสาเหตุุของโรค

บวมน้้ำในสุกุร (Meng et al., 2014; Tseng et al., 2015) 

นอกจากนี้้�เชื้้�อ E. coli ที่่�ก่อ่โรคบวมน้้ำในสุกุรสามารถตรวจ

พบได้้ทั้้�งยีีนสร้้างสารพิิษ Stx2e และ enterotoxin 

(โยธกานต์์และธรรมรััฐ, 2556; Baldo et a l., 2020) ซึ่่�ง

สารพิิษ enterotoxin สามารถแบ่่งได้้ 2 ชนิิด คืือ  

heat-labile (LT) และ heat-stable (ST) โดย LT ทำให้้

ท้้องเสีียและขาดน้้ำรุุนแรงกว่่า ST (Moxley, 2000) แต่ ่
LT ตรวจพบได้้น้้อยกว่่า ST (Vangroenweghe et al., 

2020) ในส่่วนของ ST แบ่่งออกเป็็น ST1 และ ST2 โดย 

ST1 สามารถก่อโรคในสัตัว์แ์ละคน ซ่ึ่�งแยกเป็็น 2 subtype 

ได้้แก่ ่ST1a พบได้้ในสุกุร โค และคน และ ST1b พบในคน 

ส่่วน ST2 ไม่่ก่่อโรคทั้้�งในสััตว์์และคน (วััชรชััยและอภััสรา, 

2548) 

	 โรคบวมน้้ำในสุุกร ส่่วนมากพบการเกิิดโรคในสุุกร

หลัังหย่่านมและสุุกรขุุน (Baldo et al., 2020)  และอาจ

พบการเกิิดโรคในลููกสุุกรดููดนม (กิิจจา, 2530) อาการทาง

คลิินิิกของโรคบวมน้้ำในสุุกร ระยะแรกอาจพบสุกรตาย

แบบกระทัันหัันโดยไม่่ทัันสัังเกตอาการ สุุกรที่่�ตายเป็็นตััว

ที่่�มีขีนาดใหญ่แ่ละแข็ง็แรงที่่�สุดุในครอก ระยะต่อ่มาพบสุกุร

ป่่วยเพิ่่�มขึ้้�น โดยแสดงอาการทางประสาท เช่่น เดิินโซเซ 

ขาไม่สั่ัมพัันธ์ก์ันั เนื่่�องจากการทำงานของกล้้ามเน้ื้�อไม่ป่กติิ 

ในรายที่่�เป็็นรุุนแรงอาจชััก หรืือ เป็็นอััมพาต บางตััวร้้อง

เสีียงแหลม หลัังจากเริ่่�มแสดงอาการทางประสาทพบการ

บวมน้้ำที่่�บริเิวณรอบดวงตา ปาก และใต้้คาง (กิจิจา, 2530; 

Tabaran and Tabaran, 2019) จากการศึึกษาของ 

Bergeland and Kurtz (2000) พบว่า่สุกุรที่่�ป่ว่ยเป็็นระยะ

เวลาหลายวัันไม่่ค่่อยตอบสนองต�อการรักษาด้้วยยาต้้าน

จุลุชีพ เนื่่�องจากสารพิษที่่�เชื้้�อ E. coli สร้้างขึ้้�นแพร่กระจาย

ไปตามส่่วนต่่างๆของร่่างกาย รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�

ตรวจพบด้้วยตาเปล่่า พบต่่อมน้้ำเหลืืองบริิเวณเยื่่�อแขวน

ลำไส้้เล็็กขยายใหญ่่และมีีเลืือดคั่่�ง ปอดบวมน้้ำ เยื่่�อแขวน

ลำไส้้ใหญ่่บวมน้้ำ กระเพาะอาหารบวมน้้ำ และบวมน้้ำใต้้

ผิวิหนังบริเวณรอบตา  (Horzmann and Ramos-Vara, 2014) 

	ด้้ านการศึึกษาความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ วััลญาและ

อาจอง (2555) ได้้ศึกษาความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ 

hemolytic E. coli ที่่�แยกได้้จากอวััยวะสุุกรที่่�เป็็นโรค 

บวมน้้ำในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ด้้วยวิิธีี Agar 

Disc Diffusion พบเชื้้�อมีีความไวต่่อยา gentamicin, 

norfloxacin,  c iprofloxacin,  enrofloxacin,  

sulfa-trimethoprim และ nalidixic acid 

	 ในปััจจุุบัันได้้มีีการตรวจหายีีนสร้้างสารพิิษด้้วย

เทคนิิคทางด้้านอณููชีีวโมเลกุล ได้้แก่่ วีีธีี Polymerase 

Chain Reaction (PCR) ซึ่่�งเป็็นเทคนิิคที่่�ให้้ผลรวดเร็็ว 

แม่่นยำ มีีความจำเพาะและความไวสููง (โยธกานต์์ 

และธรรมรััฐ, 2556) จากผลการตรวจวิินิิจฉััยทางห้้อง 

ปฏิิบััติิการของศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสัตวแพทย์์ภาค

ตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ระหว่่างปีีพ.ศ. 2555-2564 

พบสุุกรป่่วยและตายจากการติิดเชื้้�อ hemolytic E. coli 

ในทุุกจัังหวััดของภููมิิภาค และพบรอยโรคทางพยาธิิวิิทยา

ที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่าของโรคบวมน้้ำในสุุกร แต่่ไม่่ได้้

ทำการตรวจว่าเชื้้�อ hemolytic E. coli เป็็นชนิดก่่อโรค

และมีีปััจจััยก่่อความรุุนแรงแบบใด การศึึกษาครั้้�งนี้้�มีี

วััตถุุประสงค์์ตรวจหายีีนสร้้างสารพิิษของเชื้้�อ hemolytic 

E. coli ที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคบวมน้้ำในสุุกร รวบรวมช่่วง

อายุุสุุกรที่่�เกิิดโรค รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วย

ตาเปล่่า ผลการทดสอบความไวของเชื้้�อต่่อยาต้้านจุุลชีีพ 

และหาความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิระหว่างรอยโรคทางพยาธิิ

วิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากัับยีนสร้้างสารพิษ เพื่่�อเป็็น

แนวทางให้้เจ้้าหน้้าที่่�ทางห้้องปฏิิบััติิการใช้้ในการตรวจ

วิินิิจฉััยการเกิิดโรคบวมน้้ำในสุุกร และเจ้้าหน้้าที่่�ของ 

กรมปศุุสััตว์์ในพื้้�นที่่�สามารถนำผลการศึึกษาไปใช้้วินิิจฉััย

โรคบวมน้้ำในสุกุรและเลืือกใช้้ยาต้้านจุลุชีพีได้้อย่า่งถูกูต้้อง 

เหมาะสม เพื่่�อรัักษาโรคในเบื้้�องต้้น เป็็นการช�วยลดความ

สููญเสีียของเกษตรกรผู้้�เลี้้�ยงสุุกร 
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อุุปกรณ์์และวิิธ�การ

ตััวอย่่าง

	 เชื้้�อ h emolytic E. coli จำนวน 32 isolates ที่่�

เพาะแยกได้้จากตััวอย่่างอวััยวะภายในสุุกรที่่�ได้้รัับการ

วินิิจิฉัยัว่่าเป็น็โรคบวมน้้ำในพื้้�นที่่�ภาคตะวันัออกเฉียีงเหนืือ

ตอนบน จำนวน 32 ตััว ซ่ึ่�งเก็็บรักษาไว้้ที่่�อุุณหภูมิิ -80  

องศาเซลเซีียส นำมาเพาะลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด 

tryptic soy broth และ 7% defibrinated sheep blood 

agar ตามลำดัับ จากนั้้�นนำไปบ่่มในตู้้�อบที่่�อุุณหภูมิิ 37 

องศาเซลเซีียส นาน 24-48 ชั่่�วโมง จากนั้้�นตรวจสอบ

ลักัษณะของโคโลนี ีย้้อมสีแีกรม และทดสอบคุณุสมบัติัิทาง

ชีีวเคมีี ตามวิิธีีของ Quinn et al. (1994)

การรวบรวมข้้อมููลช่่วงอายุุสุุกร

	ร วบรวมข้้อมููลช่่วงอายุุสุุกรที่่� เป็็นโรคบวมน้้ำ 

จำนวน 32 ตััว โดยแบ่่งเป็็น 3 ช่่วงอายุุได้้แก่่ ลููกสุุกร 

ดููดนม (แรกเกิิด–4 สััปดาห์์) สุุกรหลัังหย่านม (> 4–8 

สััปดาห์์) และสุุกรขุุน (> 8–12 สััปดาห์์)

สารพัันธุุกรรมของเชื้้�ออ้้างอิิงมาตรฐาน

	 สารพัันธุุกรรมชนิิด DNA ของเชื้้�อ E. coli 6 สาย

พัันธุ์์� ที่่�มีียีีนสร้้างสารพิิษ ได้้แก่่ ATCC 35401 (LT), ATCC 

31619 (ST1a), ATCC 43896 (ST1b), ATCC 43890 

(Stx1), ATCC 43889 (Stx2) และ ATCC 23546 (Stx2e) 

โดยได้้รับความอนุุเคราะห์์ จากกลุ่่�มแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา 

สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ 

การตรวจหายีีนที่่�สร้้างสารพิิษโดยวิธีี Polyme rase 

Chain Reaction (PCR)

	 การเตรีียม DNA template

		  นำเชื้้�อ hemolytic E. coli ที่่�เพาะบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ tryptic soy agar ทั้้�ง 32 isolates จํํานวน 1-2  

โคโลนีี ใส่่ลงใน Microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 ml 

ที่่�บรรจุุ Phosphate Buffer Saline (PBS) ปริิมาตร 0.5 

ml นํําไปปั่่�นที่่�ความเร็็ว 12,000 rpm นาน 5 นาทีี ทิ้้�งส่่วน

น้้ำใสแล้้วล้้างตะกอนเชื้้�อด้้วย PBS อีีกครั้้�ง เทน้้ำส่่วนใสทิ้้�ง 

เติิมน้้ำกลั่่�น 0.1 ml เพื่่�อละลายตะกอนเชื้้�อ จากนั้้�นนํําไป

ต้้มในน้้ำเดืือดนาน 10 นาทีี แล้้วทํําให้้เย็็นทัันทีี ก่่อนนํําไป

ปั่่�นที่่�ความเร็็ว 12,000 rpm นาน 5 นาทีี เก็็บส่่วนน้้ำใส

เพื่่�อใช้้เป็็น DNA template และเก็็บรัักษาไว้้ที่่�อุุณหภูมิิ 

–20 องศาเซลเซีียส (วััชรชััย และอภััสรา, 2548)

	 การเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม

		  เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม โดยวิิธี ีPCR ทั้้�ง 6 

ปฏิิกิิริิยาแยกกัันในแต่่ละยีีนต่่อหนึ่่�งตััวอย่่าง โดยใช้้ 

primers จำนวน 6 คู่่� ซึ่่�งจำเพาะต่่อยีีนที่่�ควบคุุมการสร้้าง

สารพิิษแต่่ละชนิิด ได้้แก่่ LT, ST1a, ST1b, Stx1, Stx2 

และ Stx2e ดััง ตารางที่่� 1 (วััชรชััย และอภััสรา, 2548)  

ตััวควบคุุมบวก ใช้้ DNA ของเชื้้�ออ้้างอิิงมาตรฐาน E. coli 

6 สายพัันธุ์์� ตััวควบคุุมลบ (No Template Control) ใช้้

น้้ำกลั่่�นชนิิด DNase/RNase-Free Water โดยมีีขั้้�นตอน

ดังันี้้� ใส่่ DNA template ปริิมาตร 2.5 µl ลงใน PCR tube 

ขนาด 0.2 ml ซึ่่�งบรรจุุ PCR master mix 22.5 µl ที่่�

ประกอบด้้วย PCR buffer (MgCl
2 
5 mM), Q-solution, 

Hotstar taq DNA polymerase 1.25 unit (QIAGEN, 

Germany), dNTP 200 µM (each), น้้ำกลั่่�น และ primers 

0.4 µM จากนั้้�นนํําเข้้าเครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม 

(Biometra, UK) โดย preheating ที่่�อุุณหภููมิิ 95 องศา

เซลเซีียสนาน 15 นาทีี ตั้้�งโปรแกรม denaturation 94 

องศาเซลเซีียส นาน 45 วิินาทีี annealing temperature 

ตามตารางที่่� 1 นาน 45 วินิาทีี extension 72 องศาเซลเซียีส

นาน 1 นาทีี จำนวน 35 รอบ และ final extension ที่่�

อุุณหภููมิิ 72 องศาเซลเซีียส นาน 10 นาทีี นํําผลผลิิต PCR 

ที่่�ได้้มาผสมกัับสีีย้้อม novel juice (Bio-Helix, Taiwan) 

หยอดบน agarose gel เข้้มข้้น 1.5 % จากนั้้�นนำไป

วิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี gel electrophoresis แล้้วดููแถบ DNA 

ที่่�เกิิดขึ้้�นภายใต้้แสง UV โดยเทีียบกัับ DNA marker 100 

bp (Biotechrabbit, Germany)
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Toxin 
gene

Primer
Oligonucleotide sequence

(5’ – 3’)

Size 
of PCR 
product 

(bp)

Annealing 
temperature 

(°C)

LT
LT-F CCG TCT CTA TAT TCC CTG TT

450  54
LT-R GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC

ST1a
ST1a-F TCT GTA TTA TCT TTC CCC TC

186  48
ST1a-R ATA ACA TCC AGC ACA GGC

ST1b
ST1b-F CCC TCA GGA TGC TAA ACC AG

166  54
ST1b-R TTA ATA GCA CCC GGT ACA AGC

Stx1
Stx1-F CAT TGT CTG GTG ACA GTA GCT

732    58
Stx1-R CCC GTA ATT TGC GCA CTG AG

Stx2
Stx2-F CCA TGA CAA CGG ACA GCA GTT

779  58
Stx2-R CCT GTC AAC TGA GCA CTT TG

Stx2e
Stx2e-F CCT TAA CTA AAA GGA ATA TA

230  48
Stx2e-R CTG GTG GTG TAT GAT TAA TA

ตารางที่่� 1 ลำดัับของไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะต่่อยีีนสร้้างสารพิิษแต่่ละชนิิด

และขนาดของผลผลิิต PCR ที่่�ได้้ (วััชรชััย และอภััสรา, 2548)

﻿การรวบรวมผลการตรวจรอยโรคทางพยาธิวิิทิยาที่่�ตรวจ

พบด้้วยตาเปล่่า  

	ร วบรวมผลการตรวจทางพยาธิวิิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วย

ตาเปล่่าตามอวััยวะที่่�สำคััญ ได้้แก่่ สมอง ทอนซิิล ปอด ตัับ 

ม้้าม ไต หััวใจ กระเพาะอาหาร ลำไส้้เล็็ก ลำไส้้ใหญ่่ และ

ต่่อมน้้ำเหลืืองบริิเวณเยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็ก จากตััวอย่่างสุุกร 

ระหว่่างปีี พ.ศ. 2555 ถึึง 2564 จำนวน 32 ตััว โดยแบ่่ง

รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่าออกเป็็น  

2 กลุ่่�ม ได้้แก่่ กลุ่่�มอาการโรคบวมน้้ำในสุกุร จำนวน 28 ตัวัและ 

กลุ่่�มอาการโรคบวมน้้ำในสุุกรร่ว่มกับัท้้องเสียี จำนวน 4 ตัวั 

การรวบรวมผลการทดสอบความไวของเช้ื้�อต่่อยาต้้านจุุลชีพี

	ร วบรวมผลการทดสอบความไวของเชื้้�อต่่อยาต้้าน

จุลุชีพี จำนวน 12 ชนิดิ ได้้แก่ ่gentamicin, ciprofloxacin, 

enrofloxac in ,  norfloxac in ,  tet racycl ine , 

oxytetracycline, streptomycin, penicill in, 

sulfamethoxazole/trimethoprim, amoxycillin, 

ampicillin และ neomycin จาก hemolytic E. coli 

จำนวน 32 isolates ระหว่่างปีี พ.ศ.   2555 ถึึง 2564 ซึ่่�ง

ทดสอบด้้วยวิิธี ีAgar Disc Diffusion ตามวิธิีมีาตรฐานของ 

VET01 (CLSI, 2018) และแปลผลตามค่่า breakpoint 

ของ VET01s (CLSI, 2020)

การวิิเคราะห์์ผล

	 นำผลการตรวจหายีีนสร้้างสารพิษ ช่่วงอายุุ รอย

โรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่า และผลการ

ทดสอบความไวของเชื้้�อต่่อยาต้้านจุุลชีพ มาวิิเคราะห์์ผล

ด้้วยสถิิติิเชิิงพรรณนา และหาความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิ

ระหว่่างสารพิิษกัับรอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วย

ตาเปล่่า โดยใช้้ Fisher’s Exa ct test (R  studio version 

2021.09.1, Austria)

ผลและวิจิารณ์์

	ผลก ารศึกษาช่่วงอายุุสุุกรที่่�เกิิดโรคบวมน้้ำในสุุกร 

จำนวน 32 ตััว อายุุระหว่่างแรกเกิิด ถึึง 12 สััปดาห์์  

(ตารางที่่� 2) พบช่่วงอายุุที่่�เกิิดโรคสููงที่่�สุุดคืือ สุุกรหลััง

หย่่านม (>4–8 สััปดาห์์) สอดคล้้องกัับการศึกษาของ 

Tabaran and Tabaran (2019); Moxley (2000) ที่่� 

พบการเกิิดโรคส่่วนใหญ่ในสุุกรหลัังหย่านม และพบช่วง

อายุุที่่�เกิิดโรคต่่ำที่่�สุุด คืือ สุุกรขุุน (>8–12 สััปดาห์์) และ

จากรายงานของ Francis (2002) ที่่�พบว่าสุุกรที่่�มีีอายุุ

มากกว่า 8 สััปดาห์์ มีีความต้้านทานต่่อการติดเชื้้�อ 

hemolytic E. coli ดัังนั้้�นผู้้�เลี้้�ยงสุุกรจึึงควรเฝ้้าระวััง 

การติิดเชื้้�อนี้้�ในลููกสุกรหลัังหย่านม โดยทำความสะอาด 

คอกคลอด ซึ่่�งต้้องทำให้้จำนวนเชื้้�อในคอก เหลืือตกค้้าง

น้้อยที่่�สุดุ และป้อ้งกันัไม่ใ่ห้้มีกีารแพร่่เชื้้�อจากแม่่สุุกรไปยังั

ลููกสุุกร การจััดการคอกคลอด โดยพ่่นน้้ำยาฆ่่าเชื้้�อทุุกครั้้�ง

หลัังการหย่่านมลููก ทิ้้�งไว้้ให้้แห้้ง และพัักคอกไว้้อย่่างน้้อย

ที่่�สุดุ 3–4 วันั ก่อ่นนำแม่่สุกุรตัวใหม่เข้้าคอกคลอด สำหรับ

ปััญหาในคอกอนุุบาลอาจจะป้้องกัันได้้โดยหลีกเลี่่�ยงการ

เปลี่่�ยนอาหารในวัันหย่า่นม และเมื่่�อจะมีกีารเปลี่่�ยนอาหาร 

ควรมีีการให้้ยาต้้านจุุลชีพที่่�เหมาะสมในรููปฉีีด หรืือ กิิน  

ซึ่่�งจะให้้ผลค่่อนข้้างดีี (กิิจจา, 2530)
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จังหวัด
จำ�นวน 
Isolates

จำ�นวน isolates แยกตามช่วงอายุ

ลูกสุกรดูดนม 
(แรกเกิด–4 สัปดาห์)

สุกรหลังหย่านม 
(>4–8 สัปดาห์)

  สุกรขุน 
(>8–12 สัปดาห์)

ขอนแก่น 7 2 5 0

อุดรธานี 5 2 3 0

สกลนคร 4 0 4 0

มุกดาหาร 3 2 1 0

มหาสารคาม 2 0 2 0

หนองคาย 2 1 1 0

ร้อยเอ็ด 2 0 2 0

กาฬสินธุ์ 2             0 1 1

นครพนม 2 1 1 0

หนองบัวลำ�ภู 1 0 1 0

เลย 1 0 1 0

บึงกาฬ 1 0 1 0

รวม 32
25.00% 
(8/32)

71.88% 
(23/32)

3.12% 
(1/32)

ตารางที่่� 2 ร้้อยละของจำนวนตััวอย่่างที่่�พบเชื้้�อ hemolytic E. coli 

แบ่่งตามช่่วงอายุุและจัังหวััด

รููปที่่� 1 แสดงภาพ DNA ของเชื้้�อ E. coli 6 สายพัันธุ์์� ที่่�เป็็นตััวควบคุุม

บวกของยีีนที่่�สร้้างสารพิิษทั้้�ง 6 ชนิิด ดัังนี้้�คืือ แถว 1: ATCC 35401 (LT), 

แถว 3: ATCC 31619 (ST1a), แถว 5: ATCC 43896 (ST1b), แถว 7: 

ATCC 43890 (Stx1), แถว 9: ATCC 43889 (Stx2) และแถว 11: ATCC 

23546 (Stx2e) ส่ว่นแถวที่่� 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 เป็็น negative control 

ของยีีนที่่�สร้้างสารพิิษทั้้�ง 6 ชนิิด ตามลำดัับ และ M คืือ DNA marker 

100 bp (Biotechrabbit, Germany)

	 สารพัันธุุกรรม ของเชื้้�อ E. coli ทั้้�ง 6 สายพัันธุ์์�  

ที่่�เป็็นตััวควบคุุมบวกข องยีีนที่่�สร้้างสารพิิษทั้้�ง 6 ชนิิด ของ

เชื้้�อ E. coli แสดงใ น รููปที่่� 1 

พบยีีนที่่�สร้้างสารพิิษชนิิด Stx2 และ Stx2e สอดคล้้องกัับ 

วััชรชััยและอภััสรา (2548) ที่่�กล่าวว่่า การตรวจพบยีนที่่�

สร้้างสารพิิษ Stx2e ต้้องตรวจพบยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ Stx2 

ด้้วยทุุกครั้้�ง และการตรวจพบยีนที่่�สร้้างสารพิษ Stx2e 

แสดงให้้เห็็นว่่าสามารถพบสารพิษ Stx2e ในทุุกตััวอย่่าง

สุุกรที่่�ป่่วยและตายจากโรคบวมน้้ำในสุกุร สอดคล้้องกัับผล

การศึึกษาของ Wieczorek and Osek (2020) ที่่�ตรวจพบ

ยีีนที่่�สร้้างสารพิษ Stx2e ในซากสุกรทุกตััวที่่�ตายด้้วยโรค

บวมน้้ำในสุกุร แต่่จากการศึกษาในครั้้�งนี้้�ตรวจไม่่พบยีน

สร้้างสารพิิษชนิิด LT เนื่่�องจากยีีนที่่�สร้้างสารพิิษชนิิด LT 

สามารถตรวจพบได้้น้้อยกว่ายีีนที่่�สร้้างสารพิษชนิิด ST 

(Vangroenweghe et al., 2020) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการ

ศึึกษาของ Blanco et al. (1997); Kwon et al. (2002); 

Chen et al. (2004); Toledo et al. (2012) และในการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้�มีีตััวอย่่างสุุกรที่่�มีีอาการท้้องเสีียเพีียง 4 

ตััวอย่่างเท่่านั้้�น จึึงทำให้้มีีโอกาสตรวจพบน้้อย การตรวจ

ไม่่พบยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ ST1b เนื่่�องจากยีีนนี้้�เป็็นยีีนสร้้าง

สารพิิษที่่�พบในคน (วััชรชััย และอภััสรา, 2548) และการ

ตรวจไม่่พบยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ Stx1 เนื่่�องจากสารพิิษ Stx1 

ทำให้้เกิิดโรค hemolytic uremic syndrome (Scheutz 

et al., 2012) และตััวอย่า่งสุกุรทั้้�งหมดเป็็นสุกุรที่่�ป่ว่ยและ

ตายด้้วยโรคบวมน้้ำในสุุกร จากการศึกษาครั้้�งนี้้�แสดงว่่าเชื้้�อ 

hemolytic E. coli สามารถสร้้างสารพิิษ Stx2e ที่่�ทำให้้

เกิิดโรคบวมน้้ำในสุุกร

	ร อยโรคทางพยาธิวิิทิยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่า่ตาม

อวััยวะที่่�สำคััญ จำแนกตามสารพิษที่่�เชื้้�อสร้้างขึ้้�น แสดง

จำนวนสุุกรทั้้�ง 2 กลุ่่�ม ดัังแสดงใน รููปที่่� 2 และ ตารางที่่� 3 

กลุ่่�มที่่�ตรวจพบสารพิิษ Stx2e ชนิิดเดีียว พบรอยโรค 

ต่่อมน้้ำเหลืืองบริเวณเยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็กขยายใหญ่และมีี

เลืือดคั่่�ง (รููปที่่� 2-A) 100% (28/28) ปอดบวมน้้ำและมีี

เลืือดคั่่�ง (รููปที่่� 2-B) และพบสารคััดหลั่่�งเป็็นฟองในแขนง

หลอดลม (รููปที่่� 2-C) 100% (28/28) และเยื่่�อแขวน

ลำไส้้ใหญ่่บวมน้้ำ (รููปที่่� 2-D) 100% (28/28) เป็็นรอยโรค

ที่่�ตรวจพบในสุกุรทั้้�ง 32 ตัวั ที่่�ป่ว่ยและตายจากโรคบวมน้้ำ

ในสุุกร สอดคล้้องกัับการศึึกษาของ MacLeod et al. 

(1991); Horzmann and Ramos-Vara (2014) ส่่วน 

รอยโรคที่่�พบได้้แต่่ไม่่พบในสุุกรทุุกตััวที่่�ป่่วยและตายจาก

โรคบวมน้้ำในสุุกร ได้้แก่่ กระเพาะอาหารบวมน้้ำ  

	จ ากผลการตรวจหายีีนที่่�สร้้างสารพิิษโดยวิิธีี PCR 

ทั้้�ง 32 isolates โดยทำ 6 ปฏิิกิิริิยา ต่่อ isolate ตรวจพบ

ยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ จำนวน 3 ชนิิด ได้้แก่่ ST1a, Stx2 และ 

Stx2e แต่ต่รวจไม่่พบยีนที่่�สร้้างสารพิษชนิด LT, ST1b และ 

Stx1 การตรวจพบยีนที่่�สร้้างสารพิษ ST1a เนื่่�องจาก

เป็็นการตรวจในสุุกร เพราะยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ ST1a พบ

ได้้ในสุุกร โค และคน (วัชัรชัยัและอภัสัรา, 2548) การตรวจ
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รููปที่่� 2 แสดงรอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่าของโรคบวมน้้ำในสุุกร 

	 A รอยโรคต่่อมน้้ำเหลืืองบริิเวณเยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็กขยายใหญ่่และมีีเลืือดคั่่�ง (ศรชี้้�) 

	 B รอยโรคปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง (ศรชี้้�)
	 C รอยโรคสารคัดหลั่งเป็นฟองในแขนงหลอดลม (ศรชี้) 

	 D รอยโรคเยื่่�อแขวนลำไส้้ใหญ่่บวมน้้ำ (ศรชี้้�)

	 E รอยโรคผนัังกระเพาะอาหารบวมน้้ำ (ศรชี้้�)

	 F รอยโรคบวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณรอบตา (ศรชี้้�)

	 G รอยโรคสมองบวมน้้ำ (ศรชี้้�)

	 H รอยโรคของเหลวในลำไส้้เล็็กมีีน้้ำปนในปริิมาณมากและผนัังลำไส้้เล็็กบางกว่่าปกติิ (ศรชี้้�)
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(รููปที่่� 2-E) 75.00% (21/28) บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณ 

รอบตา (รููปที่่� 2-F) 60.71% (17/28) และสมองบวมน้้ำ 

(รููปที่่� 2-G) 35.71% (10/28) รอยโรคที่่�พบดังกล่่าว 

เป็น็รอยโรคของโรคบวมน้้ำในสุุกรที่่�เกิิดจากผลของสารพิษ 

Stx2e ทำให้้เกิดิการเสื่่�อมของผนังหลอดเลืือดแดงฝอยเป็็น

ผลให้้คุุณสมบััติิในการป้องกัันการซึึมผ่่านของผนัง 

หลอดเลืือดแดงฝอยลดลง และทำให้้เกิิดการซึมผ่่านของ

สารน้้ำจากภายในหลอดเลืือดแดงฝอยออกสู่่�บริเิวณเนื้้�อเยื่่�อ

โดยรอบ จึึงเกิิดการบวมน้้ำของเนื้้�อเยื่่�อ (Crepeau et al., 

2012; Arimitsu et al., 2016)

	 สำหรัับกลุ่่�มที่่�ตรวจพบสารพิิษ Stx2e ร่่วมกัับ 

สารพิิษ ST พบรอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตา

เปล่่าคล้้ายกัับกลุ่่�มที่่�ตรวจพบสารพิิษ Stx2e ชนิดเดีียว  

โดยพบรอยโรคต่่อมน้้ำเหลืืองบริเวณเยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็ก

ขยายใหญ่แ่ละมีเีลืือดคั่่�ง (รูปูที่่� 2-A) 100% (4/4) ปอดบวม

น้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง (รููปที่่� 2-B) และพบสารคััดหลั่่�งเป็็นฟอง

ในแขนงหลอดลม (รููปที่่� 2-C) 100% (4/4) และเยื่่�อแขวน

ลำไส้้ใหญ่่บวมน้้ำ (รููปที่่� 2-D) 100% (4/4) เป็็นรอยโรคที่่�

ตรวจพบในสุุกรทั้้�ง 4 ตััว ที่่�ป่่วยและตายจากโรคบวมน้้ำใน

สุกุร ส่ว่นรอยโรคที่่�ไม่พ่บในสุุกรทุกุตัวั ได้้แก่่ ผนังักระเพาะ

อาหารบวมน้้ำ (รููปที่่� 2-E) 50.00% (2/4) บวมน้้ำใต้้ผิวหนังั

บริิเวณรอบตา (รููปที่่� 2-F) 25.00% (1/4) และสมอง 

บวมน้้ำ (รููปที่่� 2-G) 25.00% (1/4) นอกจากนี้้�สุุกรกลุ่่�มนี้้�

ยัังพบของเหลวในลำไส้้เล็็กมีีน้้ำปนในปริิมาณมาก และ 

ผนัังลำไส้้เล็็กบางกว่่าปกติิ (รููปที่่� 2-H) 100% (4/4) ซึ่่�ง

ตรวจพบในสุกุรทุกุตัวัที่่�ป่ว่ยและตายจากโรคบวมน้้ำในสุกุร

ร่่วมกัับโรคท้้องเสีียในสุุกร รอยโรคของอาการท้้องเสีียใน

สุกุรนี้้�เป็น็ผลของสารพิษิ ST ซึ่่�งมีีกลไกก่อ่โรคโดยทำให้เ้กิดิ

การหลั่่�งของเหลว และ electrolyte ออกมาปริิมาณมาก

ในลํําไส้้เล็็ก ส่่งผลให้้สุุกรมีีอาการท้้องเสีียและถ่่ายเหลว  

(Bin et al., 2018) 

	จ าก ตารางที่่� 3 ตรวจพบยีีนสร้้างสารพิิษ Stx2e 

จากเชื้้�อ hemolytic E. coli 100% (32/32) แสดงให้ ้

เห็็นว่่ายีีนสร้้างสารพิิษ Stx2e สามารถตรวจพบได้้ในทุุก

ตัวัอย่า่งสุกุรที่่�ป่ว่ยและตายจากโรคบวมน้้ำ ยิ่่�งไปกว่า่นั้้�นยังั

ตรวจพบยีนสร้้างสารพิิษ Stx2e ชนิิดเดีียว 87.50% 

(28/32) และตรวจพบยีีนสร้้างสารพิิษ Stx2e ร่่วมกัับยีีน

สร้้างสารพิิษ ST 12.50% (4/32) สอดคล้้องกัับการศึึกษา

ของ วััชรชััยและอภััสรา (2548); โยธกานต์์และธรรมรััฐ 

(2556); Wajjawalku et al. (2002) ที่่�ตรวจพบยีีนสร้้าง

สารพิิษ Stx2e ร่่วมกัับยีีนสร้้างสารพิิษ ST ซึ่่�งมีีปััจจััยก่่อ

ความรุุนแรงมากกว่่าหนึ่่�งชนิิด แสดงให้้เห็็นว่่าการเกิิดโรค

บวมน้้ำในสุุกรสามารถพบสารพิิษได้้หลายชนิิดร่่วมกััน 

รอยโรคทางพยาธิวิทยาที่ตรวจพบด้วย
ตาเปล่า

จำ�นวน isolate ที่ตรวจพบ 
ยีนที่สร้างสารพิษ (ร้อยละ)

Stx2e (n= 28) Stx2e+ST (n= 4) 

- ต่่อมน้้ำเหลืืองบริิเวณเยื่่�อแขวน 

  ลำไส้้เล็็กขยายใหญ่่และมีีเลืือดคั่่�ง

100% (28/28) 100% (4/4)

- ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และ 

  พบสารคััดหลั่่�งเป็็นฟองในแขนงหลอดลม

100% (28/28) 100% (4/4)

- เยื่่�อแขวนลำไส้้ใหญ่่บวมน้้ำ 100% (28/28) 100% (4/4)

- ผนัังกระเพาะอาหารบวมน้้ำ 75.00% (21/28) 50.00% (2/4) 

- บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณรอบตา 60.71% (17/28) 25.00% (1/4)

- สมองบวมน้้ำ 35.71% (10/28) 25.00% (1/4)

- ของเหลวในลำไส้้เล็็กมีีน้้ำปนในปริิมาณ  

  มาก และผนัังลำไส้้เล็็กบางกว่่าปกติิ

0% (0/0) 100% (4/4)

ตารางที่่� 3 รอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่าจำแนกตาม

ชนิิดของยีีนที่่�สร้้างสารพิิษที่่�ตรวจพบ

สารพิษ

รอยโรคทางพยาธวิทิยาที่ตรวจพบด้วยตาเปลา่

p-valueกลุ่่�มอาการ 
โรคบวมน้้ำ 

ในสุุกร (n=28)

กลุ่่�มอาการ 
โรคบวมน้้ำในสุุกร 

ร่่วมกัับท้้องเสีีย (n=4)

Stx2e 
Stx2e+ST

100% (28/28) 
0% (0/28)

0% (0/4) 
100% (4/4)

0.00002781 
(<0.0001)

	 เมื่่�อหาความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิระหว่างรอยโรคทาง

พยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากัับสารพิิษ โดยใช้้ 

Fisher’s Exact test พบว่า่มีคีวามสัมัพันัธ์อ์ย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิ (p-value<0.05) ดััง ตารางที่่� 4

ตารางที่่� 4 ความสััมพัันธ์์ทางสถิิติิระหว่างรอยโรคทางพยาธิิวิิทยาที่่� 

ตรวจพบด้้วยตาเปล่่าตามกลุ่่�มอาการ และสารพิิษที่่�ตรวจพบ โดยใช้้ 

Fisher’s Exact test

	ผลก ารทดสอบความไวของเชื้้�อ hemolytic E. coli 

ต่่อยาต้้านจุลุชีพี 12 ชนิดิ แสดงใน ตารางที่่� 5 พบว่่าเชื้้�อมีี

ความไวต่่อยา gentamicin สููงที่่�สุุด (84.38%) เป็็นไปได้้

ว่่ายา gentamicin ไม่่นิิยมนำมาใช้้ผสมในอาหารสััตว์์เพื่่�อ

ป้อ้งกันัโรค ทำให้้โอกาสที่่�เชื้้�อแบคทีีเรียีดื้้�อต่อ่ยาชนิดนี้้�เป็น็

ไปได้้น้้อย รองลงมาคืือ norfloxacin (78.12%), 

ciprofloxacin (75.00%) และ enrofloxacin (65.62%) 

ตามลำดัับ สอดคล้้องกัับการศึึกษาของวััลญาและอาจอง 
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(2555) ที่่�ทำการศึึกษาความไวต่่อยาต้้านจุุลชีพของเชื้้�อ 

hemolytic E. coli ที่่�เพาะแยกได้้จากอวััยวะสุุกรในภาค

ตะวันัออกเฉียีงเหนืือตอนบน ระหว่างปีี พ.ศ. 2549–2553 

พบว่่าเชื้้�อมีีความไวต่่อยาต้้านจุุลขีีพชนิิดเดีียวกััน ส่่วนผล

การทดสอบความไวของเชื้้�อต่่อยา streptomycin, 

ampicillin, amoxicillin, penicillin, tetracycline และ 

oxytetracycline มีีผลการทดสอบความไวของเชื้้�อต่่อยา

อยู่่�ในระดัับต่่ำ สอดคล้้องกัับผลการศึกษาของวััลญาและ

อาจอง (2555) ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นไปได้้ว่่ายาเหล่่านี้้�ถููกนำมาใช้้

ในสััตว์์เป็็นระยะเวลานาน เพื่่�อป้้องกัันและรัักษาโรค  

รวมทั้้�งการใช้้ยาต้้านจุุลขีพีอย่า่งไม่่เหมาะสมสามารถทำให้้

เกิดิการดื้้�อยาได้้ จึงึไม่่ควรนำมาเลืือกใช้้ในการรักัษาสุกุรที่่�

ป่ว่ยด้้วยโรคบวมน้้ำในสุุกร การศึกษาผลการทดสอบความ

ไวของเชื้้�อ hemolytic E. coli ต่่อยาต้้านจุุลชีีพในครั้้�งนี้้�

เป็็นการศึึกษาจากเชื้้�อที่่�เพาะแยกได้้จากตัวอย่่างชนิิด

เดีียวกัันแต่่ศึึกษาต่่อเนื่่�องจากระยะเวลาทำการศึึกษาของ

วัลัญาและอาจอง (2555) ที่่�ได้้ทำการศึกษาไว้้ พบว่า่ยาต้้าน

จุุลชีพที่่�เหมาะสมกัับการใช้้รัักษาสุุกรป่วยจากโรคบวมน้้ำ

ในสุกุรในพื้้�นที่่�ภาคตะวันัออกเฉียีงเหนืือตอนบน ยังัคงเป็น็

ยาต้้านจุุลชีีพชนิิดเดิิม ได้้แก่่ gentamicin, norfloxacin, 

ciprofloxacin และ enrofloxacin 

ตารางที่่� 5 ผลการตรวจความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ 12 ชนิิดของเชื้้�อ 

hemolytic E. coli ในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ระหว่่างปีี พ.ศ. 

2555-2564 ที่่�เพาะแยกได้้จากตัวัอย่า่งลำไส้้เล็ก็และต่อ่มน้้ำเหลืืองบริเิวณ

เยื่่�อแขวนลำไส้้เล็็กของสุุกร (n =32) โดยวิิธีี Agar Disc Diffusion ตาม

วิิธีีมาตรฐานของ VET01 (CLSI, 2018)

Antimicrobials % Susceptible 
(S)

% Intermediate 
(I)  

% Resistant 
(R)  

Gentamicin 84.38 9.38 6.24 

Norfloxacin 78.12 12.50 9.38 

Ciprofloxacin 75.00 6.25 18.75 

Enrofloxacin 65.62 15.63 18.75 

sulfamethoxazole/
trimethoprim

50.00 12.50 37.50 

Neomycin 40.63 28.12 31.25 

Streptomycin 15.63 12.50 71.87 

Ampicillin 12.50 3.12 84.38 

Amoxycillin 9.38 3.12 87.50 

penicillin 9.38 6.24 84.38 

Tetracycline 6.25 3.12 90.63 

Oxytetracycline 6.25 3.12 90.63 

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	สุ กรที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคบวมน้้ำในสุุกรในภาค

ตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน เกิิดจากเชื้้�อ Shiga toxin-

producing E.coli ที่่�สามารถสร้้างสารพิษ Stx2e โดย 

ตรวจพบยีนที่่�สร้้างสารพิษ Stx2e ในกลุ่่�มอาการโรค 

บวมน้้ำในสุุกร และตรวจพบยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ Stx2e  

ร่่วมกัับยีีนที่่�สร้้างสารพิิษ ST ในกลุ่่�มอาการโรคบวมน้้ำใน

สุุกรร่่วมกัับอาการท้้องเสีียทุุกตััวอย่่าง ช่่วงอายุุสุุกรที่่�พบ

การเกิิดโรคสููงที่่�สุุดคืือ สุุกรหลัังหย่่านม รอยโรคทางพยาธิิ

วิทิยาที่่�ตรวจพบด้้วยตาเปล่่ากับัสารพิษ มีคีวามสััมพัันธ์์กันั

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p-value<0.05) และยาต้้าน

จุุลชีพที่่�เหมาะสมในการรักษาสุุกรป่่วยในภาคตะวัันออก

เฉีียงเหนืือตอนบน ได้้แก่่ gentamicin, norfloxacin, 

ciprofloxacin และ enrofloxacin อย่่างไรก็ตามควรมีี

การศึกษาเพิ่่�มเติิมเกี่่�ยวกัับยาต้้านจุุลชีพชนิดอื่่�น ๆ เช่่น 

marbofloxacin, orbifloxacin, ibafloxacin, 

ceftriaxone, ceftiofur, cefotaxime, cefuroxime 

เป็็นต้้น เพื่่�อเป็็นตัวัเลืือกหากเกิดิการดื้้�อยาต้้านจุลุชีพีทั้้�ง 4 

ชนิิด ในอนาคต 

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณุเจ้้าหน้้าที่่�ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารแบคทีเีรียีวิิทยา

และเชื้้�อรา ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสัตวแพทย์์ภาคตะวััน

ออกเฉีียงเหนืือตอนบน ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์การตรวจ

ตััวอย่่างทางห้้องปฏิิบััติิการ กลุ่่�มแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา 

สถาบัันสุุขภาพสัตว์์แห่่งชาติิ ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์สาร

พันัธุกุรรมชนิดิ DNA ของเชื้้�ออ้้างอิงิมาตรฐาน และการถ่าย

ภาพการตรวจหายีีนสร้้างสารพิิษทางห้้องปฏิิบััติิการ และ

สพ.ญ.กัญัญาธิปิ แสงอรุณุ ที่่�ช่ว่ยเหลืือและให้้คำปรึกึษาใน

การจััดทำผลงานวิิชาการในครั้้�งนี้้�
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การศึึกษาการกระจายตััวและลัักษณะทางพัันธุุกรรมของ
เชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย

Distribution and molecular characterization of 
African horse sickness virus in Regional Livestock 2 of Thailand 

ชััยวลััญช์์ ตุุนาค*1  กััญญาธิิป แสงอรุุณ2  นิิภาพร กอแก้้ว2

Chaiwalun Tunak1*  Kanyatip Sangarun2  Niphaporn Kokaew2

Abstract

	 Background: African horse sickness (AHS) is a highly infectious disease that affects Equidae leading 
to economic losses and mortality rates up to 90%. The primary vector is Culicoides spp. The first AHS 
outbreak in Thailand was reported in March 2020 in Nakhonratchasima province.  Subsequence outbreaks 
were found in various provinces, including Chachoengsao, Nakhon Nayok, and Chonburi. Therefore, studying 
disease distribution and molecular characterization is crucial for understanding the situation of disease 
among horse populations in Regional livestock 2 area and identifying its sources for effective prevention 
and control.
	 Method: 2,602 samples of blood and internal organ of horse in Regional livestock 2 was conducted 
using Real-time RT-PCR for AHS diagnosis in Veterinary Research and Development Center, Eastern Region 
from March to December 2020.  Disease distribution was described using Quantum Geographic information 
System (QGIS) and 3 positive samples were subjected for nucleotide sequence using sanger sequencing 
and the phylogenetic tree analysis. Descriptive statistics were applied for data analysis.
	 Result: Among the tested horses in Regional livestock 2, AHS positivity was found to be 0.92%  
(24 out of 2,602). Among the provinces, Chachoengsao had the highest proportion with 5.21% (15 out 
of 288) positive cases, followed by Nakhon Nayok with 0.87% (2 out of 229), Chon Buri with 0.54%  
(6 out of 1117), and Chanthaburi with 0.49% (1 out of 203). No positive cases were detected remaining 
provinces. The occurrence of AHS has shown a clustered distribution, primarily affected densely populated 
provinces with a significant presence of horse activities. Phylogenetic tree analysis based on VP2 gene and 
BlastN indicated that the detected virus in this study was serotype 1 by comparing 96.64-100% identity 
of the previous detected virus in NakhonRatchasima, Thailand. Possibly, the virus was come from the 
previous outbreak.
	 Conclusion: AHS outbreaks are identified in 4 provinces within Regional livestock 2. The most 
positive results were found in Chachoengsao Province. The clustering of outbreaks was observed in 
densely populated areas with prominent horse activities. The results of the phylogenetic tree from the 
VP2 gene of AHSV was serotype 1.
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า

เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า ก่่อให้้เกิิดความเสีียหาย

ทางเศรษฐกิิจ โดยพบอัตราการตายสููงถึึง 90 % ในม้้า  

มีีพาหะนำโรค ได้้แก่่ ริ้้�น สกุุล Culicoides spp. พบการ

ระบาดครั้้�งแรกในประเทศไทยในเดืือน มีนีาคม พ.ศ. 2563 

ที่่�จัังหวััดนครราชสีีมา ต่่อมาพบการระบาดไปยัังจัังหวััด

ต่่าง ๆ เช่่น ฉะเชิิงเทรา นครนายก ชลบุุรีี เป็็นต้้น การ

ศึึกษาการกระจายตััวของโรคในม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2  

จะทำให้้ทราบถึึงสถานการณ์ของโรค และการศึกษา

ลักัษณะทางพันัธุุกรรมจะแสดงให้้เห็็นที่่�มาของเชื้้�อที่่�ระบาด

ในพื้้�นที่่� สามารถใช้้เป็็นแนวทางสำหรับป้้องกััน ควบคุม

โรคต่่อไป 

	วิ ิธีีการ: ตััวอย่่างเลืือด และอวััยวะภายในจากม้้า

จำนวน 2,602 ตััว จากพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ระหว่่างเดืือน

มีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563 ที่่�ส่่งตรวจที่่�ศููนย์์วิิจััยและ

พััฒนาการสััตวแพทย์์ภาคตะวัันออก มาตรวจโรคกาฬโรค

แอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR อธิิบายการ 

กระจายตััวของโรคในเชิิงพื้้�นที่่�ด้้วยโปรแกรม Quantum 

Geographic Information System (QGIS) เลืือก

ตัวัอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่อโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า จำนวน 3 

ตัวัอย่า่ง มาวิิเคราะห์์หาลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ด้้วยวิธิี ีSanger 

Sequencing และสร้้าง phylogenetic tree เพื่่�ออธิิบาย

ความสัมัพันัธ์ข์องเชื้้�อในระดัับโมเลกุลุ วิเิคราะห์ข์้้อมูลูด้้วย

สถิิติิเชิิงพรรณนา 

	 ผล: ผลบวกของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าที่่�ผ่่าน

การทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 มีีค่่า

เท่า่กับั 0.92 % (24 จาก 2,602 ราย) เมื่่�อพิจิารณาตัวัอย่า่ง

ที่่�ทดสอบในจัังหวััดต่่างๆ ฉะเชิิงเทรามีีสััดส่่วนม้้าที่่�พบ 

ผลบวกต่่อโรคสููงที่่�สุุด คืือ 5.21% (15 จาก 288 ราย)  

รองลงมาคืือนครนายก 0.87% (2 จาก 229 ราย) ชลบุุรีี 

0.54% (6 จาก 1,117 ราย) และจัันทบุุรีี 0.49% (1 จาก 

203 ราย) ไม่่พบผลบวกของโรคดัังกล่่าว ในจัังหวััดที่่�

เหลืือในพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 การพบผลบวกต่อโรค AHS 

แสดงให้้เห็็นถึึงการกระจายตััวที่่�เป็็นกลุ่่�มก้้อน (cluster) 

โดยพบมากในจัังหวััดที่่�มีีประชากรม้้ามาก และพื้้�นที่่�

ที่่�มีีกิิจกรรมเกี่่�ยวกัับม้้า และผลจากการศึึกษาวงศ์์วาน

วิวิัฒันาการจากยีน VP2 และการ BlastN พบว่ามีีลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมเป็็นเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกา

ในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 โดยพบ % identity 96.64-100% ซึ่่�ง

ใกล้้เคีียงกัับรายงานในประเทศไทยก่่อนหน้้านี้้�ที่่�จัังหวััด

นครราชสีมีา แสดงว่า่มีคีวามเป็น็ไปได้้ที่่�เชื้้�อจะแพร่ม่าจาก

การระบาดครั้้�งแรก

	 สรุปุ: พบเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าในพ้ื้�นที่่�ปศุุสัตัว์

เขต 2 จำนวน 4 จัังหวััด โดยพบผลบวกมากที่่�สุุดที่่�จัังหวััด

ฉะเชิิงเทรา การกระจายตััวของเชื้้�อ AHSV พบในจัังหวััดที่่�

มีีความหนาแน่่นของการเลี้้�ยงม้้าและในพื้้�นที่่�ที่่�มีีกิิจกรรม

เกี่่�ยวกัับม้้า และผลจากการศึกษาวงศ์์วานวิวิัฒันาการจาก

ยีนี VP2 พบว่ามีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมเป็็น

เชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 

คำสำคััญ: ม้้า  โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า การกระจายตััว 

ลัักษณะทางพัันธุุกรรม 

บทนำ

	 โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า (African horse 

sickness, AHS) เป็็นโรคที่่�ส่่งผลต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า ได้้แก่่ 

ม้้า ลา ล่่อ และม้้าลาย เกิิดจากเชื้้�อ African horse 

sickness virus (AHSV) ซ่ึ่�งมีีสารพัันธุุกรรมชนิด RNA  

สายคู่่� (double-stranded RNA) จัดัอยู่่�ใน สกุุล Orbivirus 

วงศ์์ Reoviridae ม้้าที่่� เ ป็็นโรคจะแสดงอาการซึึม  

เบื่่�ออาหาร มีีไข้้สููงมากกว่า 39 องศาเซลเซีียส มีีน้้ำมููก 

น้้ำตาไหล หน้้าบวม หายใจลำบาก หายใจหอบถี่่� เยื่่�อบุุ

ตาขาวอัักเสบและบวมน้้ำ เหงืือกซีดเหลืือง ร่่างกาย 

อ่่อนแรง และตายอย่่างเฉีียบพลััน ASHV ประกอบด้้วย 9 

ซีโีรไทป์ ์พบในทางตะวันัออกและทางใต้้ของทวีปีแอฟริกิา 

ยกเว้้นซีีโรไทป์์ 2, 4 และ 9 ที่่�พบทางเหนืือและตะวัันตก

ของทวีีปแอฟริิกา (WOAH, 2022) โรคนี้้�ก่่อให้้เกิิดความ

เสีียหายถึึงชีีวิิต โดยพบอััตราการตายสููงถึึง 90 % ในม้้า 

(Mellor and Hamblin, 2004) และแพร่่กระจายได้้อย่่าง

รวดเร็็วในสััตว์ตระกููลม้้า ส่่งผลกระทบทางเศรษฐกิิจต่อ

วงการม้้าทั้้�งในประเทศและต่่างประเทศ ทำให้้ไม่่สามารถ 

เคลื่่�อนย้้ายม้้าไปยัังต่่างประเทศได้้ โรคนี้้�ถููกจัดอยู่่�ใน

รายการโรคขององค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก (WOAH, 2022) 
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และยัังถืือเป็็นโรคระบาดในสััตว์์กระเพาะเดี่่�ยวตาม 

พระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 อีีกด้้วย  

(กรมปศุุสััตว์์, 2558) พาหะที่่�สำคััญของโรคนี้้� คืือ ริ้้�น 

(Culicoides spp.) (Mellor and Boorman, 1995) 

นอกจากนั้้�นยัังพบรายงานโรคจากการแพร่กระจายของริ้้�น

ในช่่วงที่่�มีีสภาพอากาศที่่�ร้้อนแห้้งแล้้ง ก่่อนและหลัังจากมีี

ฝนตกซึ่่�งเหมาะสมต่อ่การเพิ่่�มจำนวน ทำให้้พบการกระจาย

ของโรคเป็็นวงกว้้างจากแถบตะวัันออกเฉีียงเหนืือของ

แอฟริิกาใต้้ลงมาทางใต้้ของแอฟริิกาใต้้ (Sellon and 

Long, 2014) สำหรัับในประเทศไทยจากการศึึกษาชนิิด

ของริ้้�น พบว่า่มีรีิ้้�นจำนวนมากถึงึ 99 สปีีชีสี์ ์โดยมีีประมาณ 

8 สปีีชีีส์์ ที่่�สามารถแพร่่เชื้้�อไปยัังคนและสััตว์์ และมีีเพีียง

สปีีชีีส์์เดีียว คืือ Culicoides imicola ที่่�สามารถแพร่่เชื้้�อ 

AHSV (Jomkumsing et al., 2021)

	ก ารตรวจวิินิิจฉััยโรค AHS ในปััจจุุบัันใช้้วิิธีี  

Real-time RT-PCR ซึ่่�งมีีเป้้าหมายต�อโปรตีนโครงสร้้าง

ของเชื้้�อไวรััส เชื้้�อไวรััสนี้้�ประกอบด้้วยด้้วยโปรตีนีโครงสร้้าง 

(structural protein) 7 ชนิด (VP1-VP7) โดยโปรตีน

โครงสร้้างที่่�มีีความสำคััญในการตรวจวินิิจฉััยโรค ได้้แก่่ 

โปรตีีนโครงสร้้าง VP2 ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนเปลืือกนอก (outer 

capsid protein) และ VP7 ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนภายใน (major 

inner capsid protein) โดยทั่่�วไปจะใช้้ยีีน VP7 ในการ

ตรวจวิินิิจฉััยโรค (Guthrie et al., 2013) เนื่่�องจากเป็็น

ส่่วนที่่�มีีการผัันแปรต่่ำ (highly conserved) ของไวรััสใน

สกุลุ Orbivirus ซึ่่�งหมายรวมถึงึเชื้้�อ AHSV (Bekker et al., 

2022) ส่่วนยีีน VP2 ใช้้สำหรัับจำแนกซีีโรไทป์์ เนื่่�องจาก

ความผัันแปรทางพัันธุุกรรม (genetic variation) มาก

ที่่�สุุด (WOAH, 2022)

	 สำหรับการระบาดของโรค AHS ในประเทศไทย พบ

ม้้าตายจำนวนมากที่่�จัังหวัดนครราชสีมา ตั้้�งแต่่เดืือน

มีนีาคม พ.ศ. 2563 ทางเจ้้าหน้้าที่่�ของกรมปศุสุัตัว์จึ์ึงได้้เก็บ็

ตัวัอย่า่งม้้าป่ว่ยเพื่่�อตรวจหาสาเหตุุของโรคที่่�ห้อ้งปฏิบิัติัิการ

ไวรััสวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ ซ่ึ่�งได้้ตรวจ

วิินิิจฉััยด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR พบว่่าม้้าป่่วยเป็็น

โรค AHS ซึ่่�งต่อ่มาได้้มีรีายงานยืืนยันัว่า่เชื้้�อ AHSV ที่่�ก่อ่ให้้

เกิิดโรคเป็็นซีีโรไทป์์ 1 (King et al., 2020) ต่่อมาพบการ

ระบาดที่่�พื้้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ที่่�จัังหวัดชลบุุรีี (Lu et al., 

2020) โดยพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ประกอบด้้วยจัังหวัด 

ต่่าง ๆ ได้้แก่่ นครนายก สมุุทรปราการ ชลบุุรีี ระยอง 

จัันทบุุรีี ตราด สระแก้้ว ปราจีีนบุุรีี และฉะเชิิงเทรา ซึ่่�งในปีี 

พ.ศ. 2563 มีีประชากรม้้าในเขต 2 จำนวน 783 ตััว จาก

ประชากรม้้าทั้้�งหมด 8,637 ตััว (กรมปศุุสััตว์์, 2565) และ

จากการศึกษาทางระบาดวิิทยาเชิงิโมเลกุลของ Toh et al. 

(2021) จากตัวัอย่า่งเลืือด และอวัยัวะของม้้าที่่�แสดงอาการ

ทางคลิินิิกพบว่่าใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อ AHSV-1 ที่่�มีีการระบาด

ก่อ่นหน้้านี้้�นอกทวีปีแอฟริกิา ยิ่่�งไปกว่านี้้�ทางตะวันัออกสุด

ของพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 เป็็นเขตภููมิิอากาศแบบมรสุุม 

เขตร้้อน ซึ่่�งมีอีุณุหภูมูิแิละสภาพอากาศที่่�เหมาะสมกับัการ

เจริิญของริ้้�น ซ่ึ่�งเป็็นแมลงพาหะของโรค ทำให้้ง่่ายและ 

เสี่่�ยงต่่อการระบาดเป็็นวงกว้้าง การระบุุรููปแบบการ 

กระจายตััวเป็็นแบบกลุ่่�มก้้อน (cluster) ของพื้้�นที่่�พบโรค 

AHS จะเป็็นข้้อมููลที่่�สำคััญสำหรับใช้้ในการป้องกัันและ

ควบคุุมโรคนี้้�ให้้สงบโดยเร็็ว เนื่่�องจากการประกาศเขตโรค

ระบาดทำให้้ไม่่สามารถเคลื่่�อนย้้ายม้้า ทั้้�งการเคลื่่�อนย้้าย

เพื่่�อผสมพัันธุ์์� การจำหน่่าย การแข่่งม้้า ส่่งผลกระทบต่่อ

เศรษฐกิิจ หากพบการระบาดในวงกว้้างจะส่ง่ผลกระทบต่อ่

มููลค่่าปศุุสััตว์์ในประเทศ เนื่่�องจากในประเทศไทยมีีผู้้�เลี้้�ยง

ม้้าจำนวน 2,987 ราย ม้้าจำนวน 16,890 ตััว (มติิชนสุุด

สััปดาห์์ออนไลน์์, 2563) นอกจากนั้้�นยัังเสีียโอกาสในการ

ส่่งออกม้้าไปจำหน่ายยัังต่่างประเทศ และการแข่่งม้้า

สำหรัับกีีฬาขี่่�ม้้าระดัับสากล 

	วั ตัถุปุระสงค์ข์องการศึกึษานี้้� เพื่่�อให้ท้ราบข้้อมูลูของ

โรค AHS ของม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย 

ศึึกษาการกระจายตััวของโรค AHS โดยนำข้้อมููลมาสร้้าง

แผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรค รวมทั้้�งศึึกษาลัักษณะ

ทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส โดยนำข้้อมููลที่่�ได้้มาสร้้าง 

phylogenetic tree ซึ่่�งจะแสดงให้เ้ห็น็ซีโีรไทป์ ์และแหล่ง่

ที่่�มาของเชื้้�อที่่�มีีการระบาดในพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ซึ่่�ง

สามารถนำไปใช้้เป็็นแนวทางสำหรัับป้้องกััน และควบคุุม

โรคต่่อไป
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อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� เป็็นตััวอย่่างจากม้้า 

2,602 ตััว ที่่�ส่่งตรวจที่่�ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์

ภาคตะวัันออก (ศวพ.ภาคตะวัันออก) ได้้แก่่ เลืือด จากม้้า

มีีชีีวิิตทั้้�งม้้าป่่วยและม้้าที่่�มีีสุุขภาพดี และอวััยวะภายใน 

ได้้แก่่ ปอด ม้้าม และหััวใจ ของม้้าที่่�ไม่่มีีชีีวิิต จากจัังหวััด

ที่่�อยู่่�ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ได้้แก่่ นครนายก สมุุทรปราการ 

ชลบุุรีี ระยอง จัันทบุุรีี ตราด สระแก้้ว ปราจีีนบุุรีี และ

ฉะเชิิงเทรา ในช่่วงเดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563

การตรวจโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี Real-time 

RT-PCR

	 การเตรีียมตััวอย่่างและการสกััดสารพัันธุุกรรม

		  เตรีียมตััวอย่่างทั้้�ง 2 ชนิิด ได้้แก่่ตััวอย่่าง

อวััยวะภายใน 10% suspension โดยตััดตััวอย่่างปริิมาณ 

100 mg ใส่่ลงในหลอดไมโครเซนติิฟิิวก์์ที่่�มีีสารละลาย 

Phosphate Buffer Saline (PBS) และ bead ปริิมาตร 

1 ml บดตััวอย่่างด้้วยเครื่่�อง TacoTM prep bead 

beater (GeneReach Biotechnology Corp., Taiwan)  

นำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 12,000 rpm 4 °C เป็็นเวลา 3 นาทีี 

และดููดสารละลายส่่วนใสปริิมาตร 200 µl มาสกััดสาร

พันัธุุกรรม และตััวอย่า่งเลืือดใช้้ปริิมาณตััวอย่า่งละ 200 µl 

นำตััวอย่่างที่่�เตรีียมไว้้ทั้้�ง 2,602 ตััวอย่่าง มาสกััดสาร

พัันธุุกรรมด้้วยชุุดสกััด MagMAX pathogen RNA/DNA 

kit (Applied Biosystems, USA) ตามวิิธีีการที่่�ผู้้�ผลิต

กำหนด ได้้ตััวอย่่าง RNA ปริิมาณ 100 µl ต่่อตััวอย่่าง และ

ก่อ่นนำตััวอย่่างใส่่เครื่่�องตรวจด้้วยวิิธี ีReal-time RT-PCR 

นำตััวอย่่าง RNA ที่่�ได้้ มาบ่่มที่่�ความร้้อน 95 °C เป็็นเวลา  

5 นาทีี จากนั้้�นทำการลดอุุณหภููมิิอย่่างรวดเร็็วโดยวางลง

บนน้้ำแข็็ง เพื่่�อเตรียมตััวอย่่างให้้เป็็น single-stranded 

RNA 

	 การเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม

		  เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี Real-time 

RT-PCR ตามวิิธีีของ Guthrie et al. (2013) โดยมีีลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์ของ Primers และ Probe ตาม ตารางที่่� 1 ใช้้

ชุุดน้้ำยา AgPath-ID one step RT-PCR kit (Applied 

Biosystems, USA) โดยใช้้เครื่่�อง Real-time PCR รุ่่�น 

QuantStudioTM5 (Applied Biosystems, USA) โดยใช้้

สภาวะในการทำปฏิิกิิริิยา Real-time RT-PCR ดัังนี้้� 

Reverse transcription ที่่�อุุณหภููมิิ 45 °C เป็็นเวลา 10 

นาทีี Pre-denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 95 °C เวลา 10 นาทีี 

ตามด้้วยปฏิิกิิริิยา Denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 95 °C เวลา 

15 วิินาทีี และ Annealing/Extension ที่่�อุุณหภููมิิ 58 °C 

เวลา 15 วิินาทีี จำนวน 45 รอบ การแปลผลจะอ่่านค่่า 

threshold cycle (Ct) โดยผลบวกคืือตััวอย่่างที่่�มีีค่่า Ct 

ต่่ำกว่่า 35 

ตารางที่่� 1 ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ โพรบและไพรเมอร์์  

(Guthrie et al., 2013)

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลและการสร้้างแผนที่่�ด้้วยโปรแกรม 

Quantum Geographic Information System (QGIS)

	 นำข้้อมููลผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ มา

วิเิคราะห์ด์้้วยสถิติิเิชิงิพรรณนา และสร้้างแผนภาพสัดัส่ว่น

ของการพบโรครายจัังหวัดระดัับอำเภอเพื่่�อแสดงการ 

กระจายตัวัของโรคด้้วยแผนที่่� โดยใช้้โปรแกรม QGIS (QGIS 

desktop version 3.0.1-Girona, Switzerland) 

การตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ AHSV 

	 นำสารพัันธุุกรรมของตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ 

ASHV ไปเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี Nested  

RT-PCR ที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP2 โดยใช้้ไพรเมอร์์ตามการ

ศึึกษาของ Bunpapong et al. (2021) ตาม ตารางที่่� 2  

มีีขั้้�นตอนในการเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรม 2 รอบ โดย 

รอบแรก เตรียีมส่ว่นผสมของปฏิกิิริิยิา one-step reverse 

transcription PCR ปริิมาตร 25 µl ประกอบด้้วย

สารละลาย Superscript III Master Mix (Invitrogen, 

USA) ปริิมาตร 12.5 µl ไพรเมอร์์ของรอบแรก ความ 

เข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 1 µl โดยในรอบแรกจะใช้้ RNA 

ตั้้�งต้้นปริิมาณ 5 µl จากนั้้�นเติิม Nuclease free water  

ชื่อ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5’     3’) ยีน

Probe FAM-TGC-ACG-GTC-ACC-GCT-MGB 

VP7
Sense primer AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-GCA-GCC-T 

Anti-sense primer GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-TAA-TGA 
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จนครบปริิมาณ 25 µl นำสารละลายผสมที่่�ได้้ไปทำปฏิกิิิริยิา 

PCR ในเครื่่�องเพิ่่�มปริมิาณสารพันัธุกุรรมยี่่�ห้อ้ Eppendorf 

รุ่่�น Mastercycler® nexus (Eppendorf, Germany) 

โดยใช้้สภาวะรอบแรกดัังนี้้� Reverse-transcription ที่่�

อุุณหภููมิิ 50 °C เป็็นเวลา 30 นาทีี Pre-denaturation 

ที่่�อุุณหภููมิิ 94 °C เป็็นเวลา 2 นาทีี ตามด้้วยปฏิิกิิริิยา 

Denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 94 °C เป็็นเวลา 30 วิินาทีี 

ปฏิกิิริิยิา Annealing ที่่�อุณุหภูมิ ิ53 °C เป็็นเวลา 30 วินิาทีี 

และปฏิิกิิริิยา Extension ที่่�อุุณหภููมิิ 68 °C เป็็นเวลา 30 

วิินาทีี เป็็นจำนวน 35 รอบ สำหรับการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมรอบที่่�สองใช้้ผลผลิิตของรอบแรกปริิมาณ 2 µl 

รวมกัับ 2x GoTaq® Green Master Mix (Promega, 

USA) ปริิมาตร 12.5 µl และไพรเมอร์์ของรอบที่่�สองความ

เข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 1 µl จากนั้้�นเติิม Nuclease 

free water จนครบปริิมาณ 25 µl นำสารละลายผสม

ที่่�ได้้ไปทำปฏิิกิิริิยา PCR โดยใช้้สภาวะรอบที่่�สองดัังนี้้�  

Pre-denaturation ที่่�อุณุหภูมูิ ิ94 °C เป็น็เวลา 2 นาที ีตาม

ด้้วยปฏิกิิิริยิา Denaturation ที่่�อุณุหภูมูิ ิ94 °C เป็็นเวลา 30 

วินิาทีี ปฏิกิิิริยิา Annealing ที่่�อุณุหภูมิ ิ53 °C เป็็นเวลา 30 

วินิาทีี และปฏิกิิิริิยา Extension ที่่�อุณุหภูมิ ิ68 °C เป็็นเวลา 

30 วิินาทีี เป็็นจำนวน 35 รอบ ส่่งตััวอย่่างผลผลิิต PCR ไป

หาลำดับันิวิคลีโีอไทด์ด์้้วยเทคนิคิ Sanger sequencing ที่่�

บริิษััท Solgent Co., Ltd. (South Korea) และนำผลลำ

ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสาย forward และ reverse มา align 

ด้้วยวิิธีี ClustalW (Higgins et al., 1994) ในโปรแกรม 

MEGA X version 10.2.6 (Kumar et al., 2018) จาก

นั้้�นนำมาเปรีียบเทียีบกับัลำดัับนิวิคลีโีอไทด์ข์องเชื้้�อ AHSV 

ที่่�มีีในฐานข้้อมููล GenBank โดยใช้้โปรแกรม BlastN เพื่่�อ

ยืืนยัันซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ AHSV

ตารางที่่� 2 ลำดับันิวิคลีโีอไทด์์ของไพรเมอร์์ (Bunpapong et al., 2021)

ลำ�ดับ 
ไพรเมอร์

ชื่อ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5’     3’) ยีน

รอบ 
แรก

AHSV-1-VP2_22_F TTA-TTT-CAG-CAT-GGC-GTC-TG

VP2

AHSV-1-VP2_1649_R CCT-CTC-TCT-TCC-CCG-ACA-TT

รอบ 
ที่สอง

AHSV-1-VP2_22_F TTA-TTT-CAG-CAT-GGC-GTC-TG

AHSV-1-VP2_1157_R CAA-AGC-TTA-CCA-TTC-GGA-TCA

การสร้้างแผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ 

(Phylogenetic tree)

	 นำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ 

AHSV จากฐานข้้อมููล GenBank มาจััดเรีียงและเปรีียบ

เทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ 

AHSV ที่่�ได้้จากการศึกษานี้้� โดยใช้้โปรแกรม ClustalW 

(Higgins et al., 1994) จากนั้้�นนำมาสร้้างแผนภููมิิความ

สััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ ด้้วยวิิธีี Maximum likelihood 

โดยใช้้โปรแกรม MEGA X version 10.2.6 (Kumar  

et al., 2018) โดยทดสอบความเชื่่�อมั่่�นด้้วยค่่า Bootstrap 

ที่่�จำนวน 1,000 ซ้้ำ

ผลและวิิจารณ์์

ผลการตรวจโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี  

Real-time RT-PCR

	พบ สารพัันธุุกรรมของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า

จากพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ตั้้�งแต่่เดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 

2563 คิิดเป็็น 0.92% (24/2,602) เมื่่�อนำมาคิิดแยกเป็็น

รายจัังหวัดพบผลบวกสูงสุุดในจัังหวัดฉะเชิิงเทรา คิิดเป็็น 

5.21% (15/288) รองลงมาคืือจัังหวััดนครนายกคิิดเป็็น 

0.87% (2/229) ชลบุุรีีคิิดเป็็น 0.54% (6/1,117) และ

จัันทบุุรีีคิิดเป็็น 0.49% (1/203) และไม่่พบสารพัันธุุกรรม

ของเชื้้�อ ASHV ในม้้าในจัังหวััดระยอง สมุุทรปราการ 

สระแก้้ว ในส่่วนของจัังหวััดปราจีีนบุุรีี และตราด ไม่่มีี

ตััวอย่่างส่่งตรวจ (ตารางที่่� 3)

จังหวัด
จำ�นวนสัตว ์

ที่ส่งตรวจ (ตัว)
จำ�นวนสัตว ์

ที่ตรวจพบโรค (ตัว)
ผลบวก (%) 

ฉะเชิงเทรา 288 15 5.21
นครนายก 229 2 0.87

ชลบุรี 1,117 6 0.54
จันทบุรี 203 1 0.49
ระยอง 341 0 0

สมุทรปราการ 385 0 0
สระแก้ว 39 0 0

ปราจีนบุรี
ตราด

0
0

0
0

0
0

รวมทั้งหมด 2,602 24 0.92

ตารางที่่� 3 ผลบวกของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ในช่่วงเดืือน 

มีีนาคม–ธัันวาคม พ.ศ. 2563 แยกเป็็นรายจัังหวััด
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	พื้ ้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 พบโรค AHS ครั้้�งแรกที่่�  

อ.เกาะจัันทร์์ จัังหวัดชลบุุรีี ในเดืือนมีีนาคม พ.ศ. 2563 

ต่อ่มามีีการระบาดในอำเภอพนัสนิคิม และอำเภอพานทอง 

จัังหวััดชลบุุรีี ซึ่่�งมีีพื้้�นที่่�ติิดต่่อกัับจัังหวััดฉะเชิิงเทรา ทำให้้

พบการระบาดของโรคในจัังหวัดฉะเชิิงเทราตามมา เช่่น

เดีียวกัับการระบาดของเชื้้�อ AHSV ในประเทศสเปน

เมื่่�อปีี ค.ศ.1987 ที่่�มีีการรายงานการพบโรคในเมืืองที่่�มีี

พื้้�นที่่�ติิดกััน Rodriguez et al. (1992) ให้้ความเห็็นว่่า

เกิิดจากภููมิิอากาศที่่�เหมาะสมสำหรัับริ้้�นซึ่่�งเป็็นพาหะ 

นำโรค สำหรับในจัังหวัดฉะเชิิงเทราตรวจพบเชื้้�อในหลาย

อำเภอ ได้้แก่่ สนามชััยเขต พนมสารคาม แปลงยาว  

ท่่าตะเกีียบ และบางน้้ำเปรี้้�ยว นอกจากนั้้�นยัังตรวจพบ

โรคในจัังหวัดนครนายกในช่่วงใกล้้เคีียงกัับการตรวจพบ

ที่่�จัังหวัดฉะเชิิงเทรา สอดคล้้องกัับลัักษณะภููมิิประเทศที่่�

เป็็นพื้้�นที่่�ใกล้้เคีียงกัันระหว่่างอำเภอบางน้้ำเปรี้้�ยว จัังหวััด

ฉะเชิิงเทรา และจัังหวััดนครนายก ส่่วนจัังหวััดจัันทบุุรีี

นั้้�นตรวจพบโรคหลัังสุุดในเดืือนกัันยายน ซ่ึ่�งเป็็นพ้ื้�นที่่�ที่่�

ไม่่ได้้ติิดต่่อกัับจัังหวััดที่่�เกิิดโรค แต่่ก็็อยู่่�ในระยะของแมลง

พาหะที่่�สามารถนำพาโรคไปได้้ รายละเอีียดการระบาด

ของโรค แสดงในตารางที่่� 4 ซ่ึ่�งรายละเอีียดของการเกิิดโรค

เหมืือนกับัรายงานการเกิดิโรคในจังัหวัดัต่า่งๆ ได้้แก่ ่ชลบุรุีี 

ประจวบคีีรีีขัันธ์์ ราชบุุรีี เพชรบุุรีี ชััยภููมิิ และสระแก้้ว ของ 

Lu et al. (2020) ต่่างกัันที่่�การศึึกษาครั้้�งนี้้�ที่่�ไม่่พบผลบวก

ของโรค AHS ที่่�จังัหวัดสระแก้้ว อาจเป็็นไปได้้ว่า ตัวัอย่า่งที่่�

ศวพ. ภาคตะวัันออก ได้้รัับ เป็็นตััวอย่่างเลืือดของม้้าที่่�ส่่ง

มาตรวจเพื่่�อเฝ้้าระวัังโรค 

ตารางที่่� 4 แสดงรายละเอีียดการเกิิดโรคในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ในช่่วง

เดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563

จังหวัด อำ�เภอ
จำ�นวนสัตว์ที่เป็นโรค (ตัว)

มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค.

ชลบุรี

เกาะจันทร์ 1 - - - - - - - -

พนัสนิคม - 4 - - - - - - -

พานทอง - - 1 - - - - - -

ฉะเชิงเทรา

สนามชัยเขต - - 2 - - - - - -

พนมสารคาม - - 2 3 2 - - - -

แปลงยาว - - - 3 - - - - -

ท่าตะเกียบ - - - 2 - - - - -

บางน้้ำเปรี้้�ยว - - - 1 - - - - -

นครนายก
เมือง - - 1 - - - - - -

บ้านนา - - 1 - - - - - -

จันทบุรี เมือง - - - - - 1 - - -

รวม 1 4 7 9 2 1 0 0 0

	จ ากตารางที่่� 4 พบการเกิิดโรคบ่่อยครั้้�งคืือ 3 ครั้้�ง

ในแต่่ละเดืือน ได้้แก่่ เดืือนพฤษภาคม มิิถุุนายน และ

กรกฎาคม ที่่�อำเภอพนมสารคาม จัังหวััดฉะเชิิงเทรา เป็็น

ไปได้้ที่่�เกิดิจากการเป็น็พื้้�นที่่�ติดิต่อ่กับับริเิวณพบโรคระบาด

หลายพ้ื้�นที่่�รวมทั้้�งช่ว่งที่่�มีกีารระบาดในพ้ื้�นที่่�นั้้�น เป็็นช่ว่งที่่�

มีีความหนาแน่่นของริ้้�นเนื่่�องจากสภาพอากาศที่่�ร้้อนแห้้ง

แล้้ง ก่่อนและหลัังจากมีีฝนตกหนััก ซึ่่�งเหมาะต่่อการแพร่่

กระจายของริ้้�น การเกิิดโรคพบมากสุดในเดืือนมิิถุุนายน 

รองลงมาได้้แก่่เดืือนพฤษภาคม ซึ่่�งเป็็นฤดููฝนซึ่่�งเป็็นเวลา

ที่่�มีีความหนาแน่่นของริ้้�นซึ่่�งเป็็นพาหะนำโรคมากสุุด  

(จำนงจิติ และคณะ, 2553) และนอกจากนั้้�นลมมรสุมุตะวันั

ตกเฉียีงใต้้ที่่�พัดัในช่่วงเดืือนพฤษภาคม และเดืือนมิิถุนุายน 

จะเป็น็ตัวัช่ว่ยพัดัพา ริ้้�น ที่่�เป็น็พาหะนำโรคกระจายไปตาม

ทิิศทางลมและไปสู่่�พื้้�นที่่�ใกล้้เคีียงได้้ เพราะริ้้�นมีีความ

สามารถในการบินได้้นานอย่่างน้้อย 20 ชั่่�วโมง (Sellers  

et al., 1977) และบิินได้้ไกลกว่่า 150 กิิโลเมตรบนพื้้�นดิิน 

และ 700 กิิโลเมตรบนผิิวน้้ำเมื่่�อมีีกระแสลมช่่วยในการ

เคลื่่�อนที่่� (Mugabi et al., 2021)

การสร้้างแผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรคด้้วย

โปรแกรม Quantum Geographic Information System

	 การใช้้ระบบสารสนเทศทางภูมูิศิาสตร์ ์(Geographic 

Information System, GIS) เพื่่�อสร้้างแผนที่่�ที่่�แสดง 

รููปแบบการกระจายตััวของโรค AHS (รููปที่่� 1) 

รููปที่่� 1  แผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรคตามจำนวนประชากรม้้าที่่�
ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 
ในช่่วงเดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563 ด้้วยโปรแกรม Quantum 
Geographic Information System
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	พบก ารกระจายตััวของโรคเป็็นแบบกลุ่่�มก้้อน 

(cluster) ในจัังหวััดที่่�มีีประชากรม้้ามาก ได้้แก่่ นครนายก 

ชลบุุรีี และฉะเชิิงเทรา ตามลำดัับ (กรมปศุุสััตว์์, 2563) 

ซึ่่�งอาจเกิิดได้้จากหลายปััจจััย เช่่น การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์

ป่่วยก่่อนการประกาศเขตโรคระบาด เนื่่�องจากในพ้ื้�นที่่�

ปศุุสััตว์เขต 2 มีีฟาร์์มม้้าจำนวนมาก รวมทั้้�งเป็็นพื้้�นที่่�ที่่�

นิิยมจััดการแข่่งขัันม้้า ทำให้้มีีการเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์เพื่่�อการ

แข่่งขััน นอกจากนี้้�ความหนาแน่่นของม้้าในพ้ื้�นที่่�จึึงเป็็น

ปััจจััยที่่�สำคััญของการกระจายโรค รวมไปถึึงการป้้องกััน

แมลงพาหะที่่�ไม่่เหมาะสม ได้้แก่่ การไม่่ให้้ม้้าอยู่่�ในมุ้้�งเพื่่�อ

ป้อ้งกันัแมลงพาหะนำโรค การแพร่ก่ระจายของแมลงพาหะ 

เนื่่�องจากการเคลื่่�อนที่่�ของแมลงพาหะเป็น็ปัจัจัยัหนึ่่�งในการ

แพร่่โรคไปยัังพื้้�นที่่�ปลอดโรคได้้ 

แผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ

(Phylogenetic tree)

	จ ากตัวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกโดยวิิธี ีReal-time RT-PCR 

จำนวน 24 ตัวัอย่า่ง เลืือกตััวอย่า่งจำนวน 3 ตัวัอย่า่ง ที่่�พบ

การระบาดในช่่วงแรก ได้้แก่่ ตัวัอย่่างจากอำเภอเกาะจัันทร์์ 

จัังหวััดชลบุุรีี อำเภอพนััสนิิคม จัังหวััดชลบุุรีี และอำเภอ

ท่่าตะเกีียบ จังัหวัดฉะเชิงิเทรา มาตรวจหาลำดัับนิวิคลีโีอไทด์์

ของสารพัันธุุกรรมในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วย

โปรแกรม BlastN พบว่่าเป็็น AHSV ซีีโรไทป์์ 1 โดยจาก

แผนภูมูิแิสดงความสัมัพันัธ์เ์ชิงิวิวิัฒันาการ ของตัวัอย่า่งทั้้�ง 

3 ที่่�ศึึกษา เกาะกลุ่่�มกัับเชื้้�อ AHSV ซีีโรไทป์์ 1 และเกาะ

กลุ่่�มกับัเชื้้�อที่่�พบในประเทศไทย จากการรายงานเมื่่�อเดืือน

มีีนาคม พ.ศ. 2563 ที่่�จัังหวััดนครราชสีีมา (MT461278.1) 

คิิดเป็็น % identity เท่่ากัับ 100% ซึ่่�งพบว่่าเป็็นเชื้้�อ 

ซีีโรไทป์์ 1 (King et al., 2020)  และมีีความคล้้ายคลึึงกัับ

เชื้้�อซีีโรไทป์์ 1 ที่่�พบในจัังหวัดนครราชสีมา ประเทศไทย 

(MT280793.1) ก่่อนหน้้านี้้� (Kamlungdee, ข้้อมููลไม่่ได้้ 

ตีีพิิมพ์์) คิิดเป็็น % identity เท่่ากัับ 96.64% โดยข้้อมููล 

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อที่่�มีีการระบาดนี้้� สามารถนำมาใช้้ในการ

ป้้องกัันโรค เช่่น การใช้้วััคซีีนให้้ตรงกัับซีีโรไทป์์ที่่�มีีการ

ระบาด เพื่่�อให้้เกิิดประสิิทธิิภาพในการป้องกัันโรคยิ่่�งขึ้้�น 

อีกีทั้้�งความสัมัพัันธ์เ์ชิงิวิิวัฒันาการ แสดงให้้เห็น็พ้ื้�นที่่�ที่่�เป็็น

แหล่่งที่่�มาของการระบาดของโรค สามารถนำมาใช้้ในการ

ออกมาตรการควบคุมุโรคจากพื้�นที่่�เสี่่�ยง เพื่่�อลดความเสี่่�ยง

ในการนำโรคเข้้าสู่่�พื้้�นที่่�ต่่อไป

รูปูที่่� 2 แผนภูมูิแิสดงความสัมัพัันธ์เ์ชิงิวิวิัฒันาการ (phylogenetic tree) 
จากส่่วนหนึ่่�งของยีีน VP2 ของเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าขนาด 1157 
bp ที่่�ตรวจพบในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ของประเทศไทย เทีียบกัับฐาน
ข้้อมููล GenBank  สร้้างแผนภููมิิด้้วยวิิธีี Maximum likelihood โดยการ
วิิเคราะห์์ข้้อมููลของ Hasegawa-Kishino-Yano+G parameter model 
มีีค่่าความเชื่่�อมั่่�น Bootstrap ที่่� 1,000 โดยใช้้โปรแกรม MEGA-X ในการ
สร้้าง phylogenetic tree

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	จ ากการศึกษาพบการกระจายตััวของ AHS เป็็น 

กลุ่่�มก้้อน ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย ใน 4 

จัังหวััด ได้้แก่่ ฉะเชิิงเทรา ชลบุุรีี นครนายก และจัันทบุุรีี 

โดยที่่�จัังหวััดฉะเชิิงเทราพบกลุ่่�มก้้อนจำนวนมากที่่�สุุด ใน

ขณะที่่�อีีก 5 จัังหวััดไม่่พบเชื้้�อ AHSV พบผลบวกต่่อโรค

กาฬโรคแอฟริิกาในม้้า 0.92% (24/2,602) และลัักษณะ

ทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อ AHSV จากการศึกษาวงศ์์วาน

วิิวััฒนาการจากยีีน VP2 พบว่ามีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ 

สารพัันธุุกรรมเป็็นเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 

เช่น่เดียีวกับัที่่�พบรายงานในประเทศไทยก่อ่นหน้้านี้้�อย่า่งไร
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ก็็ตามควรมีีการศึึกษาในเรื่่�องของชนิดของแมลงพาหะใน

พื้้�นที่่� ตลอดจนการควบคุุมและป้้องกัันแมลงพาหะที่่�เป็็น

ปััจจััยเสี่่�ยงในการระบาดของโรคในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการพยาธิิวิิทยา

และไวรััสวิิทยา ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์ 

ภาคตะวัันออก ที่่�ให้้ความช่่วยเหลืือในการตรวจตััวอย่่าง 

เจ้้าหน้้าที่่� สำนัักงานปศุุสััตว์์อำเภอ และปศุุสััตว์์จัังหวััด 

ทุุกจัังหวััด ในพื้้�นที่่�เขต 2 สำนัักงานปศุุสััตว์์เขต 2 ทุุกท่่าน
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    การศึึกษารอยโรคทางพยาธิิวิิทยา การกระจายของโรค และระบาดวิิทยาระดัับโมเลกุุล 

ของโรคลััมปีี สกิิน ในโคและกระบืือ ในพื้้�นที่่�ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบนของประเทศไทย 

ระหว่่างเดืือนมีีนาคม ถึึง ธัันวาคม พ.ศ. 2564

Study of pathological gross lesions, disease distribution and molecular 
epidemiology of lumpy skin disease in cattle and buffaloes in upper 

northeastern Thailand during March to December 2021

สมพงษ์์  จัันทะหาร1*  ดิิลก  อ้้วนพรมมา2

Sompong Jantahan1*   Dilog Aunpomma2

Abstract

	 Backgrounds: Lumpy skin disease (LSD) is an emerging disease in cattle and buffaloes in Thailand.  

The LSD is causing of high morbidity rate and high mortality rate in cattle and buffaloes in upper 

northeastern Thailand. Study on pathological gross lesions, disease distribution, molecular epidemiology 

can be applied to control and prevention for LSD in the future.

	 Methods: The 25 cases of cattle and buffaloes were examined pathological gross lesion on the 

carcasses and internal organ. The samples were cultured for bacterial infection. Molecular epidemiological 

study and distribution of LSD in the upper northeastern Thailand was conducted from submitted sample 

from 150 farms. Epidemiological map was performed using Quantum Geographic Information System.  

Selected sample was conducted for nucleotide sequencing of GPCR and RPO30 genes and data were 

analyzed by phylogenetic tree and descriptive statistics.

	 Results: Pathological gross lesions found 96% enlargement, congestion, edema, and petechial 

hemorrhage of lymph nodes, and edema of tissue surrounding lymph nodes. 92% were pulmonary 

edema, congestion, and found frothy exudate in bronchi. 84% of cases found generalized round nodules 

on skin and ruptured nodular lesions. 80% found edema of tissue surrounding wounds. 64% of cases 

found pleural thickening and pleural adhesions. 44% were subcutaneous edema of brisket area, abdomen,  

or legs. 32% found yellowish pale color of livers. 28% found pale color of kidneys. Pericardial effusions 

were found in 24.00% of cases. 20% of cases found reddish and necrotic tissues on tracheal walls.  

The reddish mucosa and contained bloody exudate in small intestines were found in 20%. Large intestinal 

walls were found 8% necrosis. The distribution of LSD reveals the highest prevalence in Kalasin province 

(63.33%). Khon Kaen province was in second rank of disease prevalence (16.67%). Nucleotide sequence 

comparison analysis between the nucleotide sequences of 2 samples from the beginning of the study 

and 2 samples from final periods of the study revealed that nucleotide sequences of all samples were 

100% identical and were similar to the sequences of previous findings in Thailand, China, Hong Kong, 

Taiwan, and Vietnam with 99.50-100%.
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	 Conclusions: LSD pathological gross lesions found in cattle and buffaloes in this study were 

enlargement, congestion, edema, and petechial hemorrhage of lymph nodes, edema of tissue surrounding 

lymph nodes. The pulmonary edema, congestion and found frothy exudate in bronchi. Generalized round 

nodules on skin and ruptured nodular lesions, edema of tissue surrounding wounds. And pleural thickening 

and pleural adhesions. There were no changes in the nucleotide sequences of the GPCR and RPO30 

genes of the virus during the study period and the sequences were similar to the sequences of the 

previous findings in Thailand, China, Hong Kong, Taiwan, and Vietnam.

Keywords: Lumpy skin disease, lesion, molecular epidemiology
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บทคััดย่่อ

	 ที่่�มาของการศึึกษา: โรคลััมปีี สกิิน เป็็นโรค 

อุุบััติิใหม่่ ของโคและกระบืือในประเทศไทย ทำ ให้้โคและ

กระบืือในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบนป่่วยและ 

ตายเป็็นจำนวนมาก การศึึกษารอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา 

การกระจายของโรค และการศึึกษาวงศ์์วานวิิวััฒนาการ

จากการวิเิคราะห์ร์ะดับัโมเลกุลุ สามารถนำข้้อมูลูไปใช้้เป็น็

แนวทางในการควบคุม และป้อ้งกันัโรคลัมัปี ีสกินิในอนาคต 

	วิ ิธีีการ :  ศึึกษารอยโรคทางมหพยาธิิ วิิทยา  

จากตัวอย่่างซากและอวััยวะภายในของโคและกระบืือที่่�

ตรวจชัันสููตรยืืนยัันการเกิิดโรคลััมปีี สกิิน รวมทั้้�งตรวจหา

เชื้้�อแบคทีีเรีียก่่อโรคที่่�แทรกซ้้อน จำนวน 25 เคส ศึึกษา

ระบาดวิิทยาระดัับโมเลกุุล และการกระจายตััวของ 

โรคลััมปีี สกิิน ในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน จาก

ตััวอย่่างที่่�ส่่งตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ จำนวน 150 ฟาร์์ม 

และสร้้างแผนที่่�ด้้วยโปรแกรม Quantum Geographic 

Information System นำตััวอย่่างเช้ื้�อไวรััสมาตรวจ

วิิเคราะห์์หาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน GPCR และ 

ยีีน RPO30 และสร้้างแผนภููมิิ Phylogenetic tree  เพื่่�อ

ศึกึษาวงศ์ว์านวิวิัฒันาการ และนำข้้อมูลูมาอธิบิายด้้วยสถิติิิ

เชิิงพรรณนา 

	 ผล:  พบรอยโรคต่่อมน้้ ำ เหลืืองขยายใหญ่  

บวมน้้ำ และพบจุุดเลืือดออก และเกิิดการบวมน้้ำของ

เน้ื้�อเยื่่�อบริเวณรอบต่อมน้้ำเหลืือง (96.00%) ปอดบวมน้้ำ 

และมีีเลืือดคั่่�ง และพบสารคััดหลั่่�งเป็็นฟองในแขนง

หลอดลม (92%) ผิิวหนัังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่างกลมกระจายตััว 

ทั่่�วร่่างกาย หรืือ แตกเป็็นแผล เนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�ม

บวมน้้ำ (84%) เนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�มบวมน้้ำ  (80%) 

เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการยึึดติิดกัันระหว่่างกลีบปอด 

(64%) บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณอก ท้้อง หรืือขา (44%) 

ตัับมีีสีีซีีดเหลืืองกว่่าปกติิ (32%) และไตมีีสีีซีีดเหลืืองกว่่า

ปกติิ (28%) พบของเหลวสะสมในถุุงหุ้้�มหััวใจ (24%) ผนััง

หลอดลมแดงและเกิิดเนื้้�อตาย (20%) ผนังลำไส้้เล็็กแดง

และของเหลวในลำไส้้เล็็กมีเลืือดปน (20%) และผนัง

ลำไส้้ใหญ่่เกิิดเนื้้�อตาย (8%) พบการกระจายตััวของโรคใน

พื้้�นที่่�จัังหวัดกาฬสิินธุ์์�สูงที่่�สุุด (63.33%) และจัังหวัด

ขอนแก่่นรองลงมา (16.67%) จากการวิิ เคราะห์์ 

เปรียีบเทียีบลำดับันิวิคลีโีอไทด์ร์ะหว่า่งลำดับันิวิคลีโีอไทด์์

ของตััวอย่่างช่่วงต้้นของการศึึกษา จำนวน 2 ตััวอย่่าง กัับ

ช่่วงท้้ายของการศึึกษา จำนวน 2 ตััวอย่่าง พบว่าลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของทุุกตััวอย่่างเหมืือนกััน 100% และ

คล้้ายคลึึงกัับลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ของเช้ื้�อที่่� เคยพบใน

ประเทศไทย จีนี ฮ่อ่งกง ไต้้หวันั และเวียีดนามที่่� 99.50 %-

100% 

	 สรุุป: รอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบในโค

และกระบืือที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน จากการ

ศึึกษานี้้� ได้้แก่่ ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายใหญ่่ บวมน้้ำ และพบ

จุุดเลืือดออก และเกิิดการบวมน้้ำของเน้ื้�อเยื่่�อบริิเวณรอบ

ต่่อมน้้ำเหลืือง ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และพบสาร 

คััดหลั่่�งเป็็นฟองในแขนงหลอดลม ผิิวหนังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่าง

กลมกระจายตััวทั่่�วร่่างกาย หรืือ แตกเป็็นแผล เนื้้�อเยื่่�อ

บริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�มบวมน้้ำ เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการ 

ยึึดติิดกัันระหว่่างกลีีบปอด ไม่่มีีความเปลี่่�ยนแปลงของลำ

ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน GPCR และ RPO30 ของเชื้้�อไวรััส

ในช่่วงเวลาที่่�ทำการศึกษา และลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์มีี

คล้้ายคลึึงกัับเชื้้�อที่่�เคยพบในประเทศไทย จีีน ฮ่่องกง 

ไต้้หวััน และเวีียดนาม  

คำสำคััญ: โรคลััมปีี สกิิน รอยโรค ระบาดวิิทยาระดัับ

โมเลกุุล

บทนำ

	 โรคลััมปีี สกิิน (Lumpy skin disease) เกิิดจาก

การติิดเชื้้�อ Lumpy skin disease virus (LSDV) ซึ่่�งเป็็น 

DNA virus จัดัอยู่่�ในวงศ์ ์Poxviridae สกุลุ Capripoxvirus 

(CaPV) สััตว์์ในตระกููลโค กระบืือ และสััตว์์ป่่าสามารถ 

ติดิเชื้้�อและแสดงอาการของโรคได้้ตามธรรมชาติ ิโดยมีสัีัตว์์

เคี้้�ยวเอื้้�องขนา ดเล็็กเป็็นตััวอมโรค (Tuppurainen et al., 

2017) โรคนี้้�มีีพาหะนำโรคได้้แก่่ เห็็บ (Rhipicephalus 

spp., Amblyomma spp.) แมลงวัันคอก (Stomoxys 

calcitrans) แมลงวัันบ้้าน (Musca domestica)  

และยุงุลาย (Aedes spp.) (Acharya and Subedi, 2020) 

นอกจากนี้้�ยัังสามารถติิดต่่อได้้ผ่่านการสััมผััสสััตว์์ป่่วย

โดยตรง ผ่่านทางน้้ำเชื้้�อของพ่่อพัันธุ์์�ที่่� เป็็นโรค หรืือ 
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ผ่่านทางรก อาการทางคลิิ นิิก พบสััตว์์ป่่วยจะซึึม  

เบื่่�ออาหาร ไข้้สููง ต่่อมน้้ำเหลืืองโต และเกิิดเม็็ดตุ่่�มขนาด

ประมาณ 2-5 เซนติิเมตร ขึ้้�นที่่�ผิิวหนัังทั่่�วร่่างกาย เม็็ดตุ่่�ม

ที่่�ขึ้้�นอาจแตก ตกสะเก็็ด และเกิิดเป็็นเนื้้�อตาย (Abdulqa 

et al., 2016) มีรีายงานว่า่ทำให้เ้กิดิภาวะเป็น็หมันชั่่�วคราว 

หมัันถาวร หรืือแท้้งลููก (Al-Salihi, 2014) ในโคนม 

อาจให้้ผลผลิตน้้ำนมลดลงถึึง 25-65% และในรายที่่�เกิิด

โรคอย่่างรุุนแรงอาจแสดงอาการหายใจลำบากร่่วมด้้วย 

(Gupta et al., 2020) โดยมีีอััตราการป่วยประมาณ 

30–45% อััตราการตายประมาณ 12% (Al-Salihi, 2014) 

แต่ใ่นพื้้�นที่่�ที่่�ไม่เ่คยมีกีารระบาดมาก่อ่นอาจมีอีัตัราการตาย

สููงกว่่าปกติิ ส่่งผลกระทบต่่อผลผลิิตที่่�ลดลง (Gupta  

et al., 2020) สร้้างความสููญเสีียทางเศรษฐกิิจเป็็น 

อย่่างมากโดยเฉพาะในเกษตรกรรายย่่อย (Sudhakar  

et al., 2020) โรคนี้้�เป็็นโรคประจำถิ่่�นในทวีีปแอฟริิกา  

พบการระบาดของโรคนอกทวีีปแอฟริิกาตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 

2527 (Al-Salihi, 2014) ในทวีีปเอเชีียมีีรายงานการแพร่่

ระบาดในหลายประเทศ เริ่่�มจากประเทศบัังกลาเทศที่่�พบ

การเกิิดโรคตั้้�งแต่่เดืือนกรกฎาคม พ.ศ. 2562 (Badhy  

et al., 2021) รวมถึงึพบการระบาดในประเทศที่่�มีชีายแดน

ติิดต่่อกัับประเทศไทย ได้้แก่่ เมีียนมาร์์ มาเลเซีีย ลาว  และ

กััมพููชา (Azeem et al., 2022) โรคลััมปีี สกิิน จััดเป็็นโรค

อุบุัตัิใิหม่ข่องโค และกระบืือในประเทศไทย (จตุุพร, 2564) 

เนื่่�องจากมีีรายงานการเกิิดโรคครั้้�งแรกในโคเมื่่�อเดืือน

มีีนาคม พ.ศ. 2564 ที่่�อำเภอพนมไพร จัังหวััดร้้อยเอ็็ด  

(OIE, 2021)

	ก ารตรวจโรคทางมหพยาธิิวิิทยา (pathological 

gross lesions) โดยทั่่�วไปรอยโรคที่่�พบเกิิดเม็็ดตุ่่�ม 

รูปูร่า่งกลมตามผิวิหนังัทั่่�วร่า่งกายและขนาดโตขึ้้�น เกิดิการ

บวมน้้ำและอัักเสบของเนื้้�อเยื่่�อรอบเม็็ดตุ่่�ม (Abdulqa  

et al., 2016) และกลายเป็็นแผลเน่่าเปื่่�อย ต่่อมน้้ำเหลืือง

ทั่่�วร่่างกายขยายใหญ่ ในรายที่่�เกิิดโรคอย่่างรุุนแรง พบ 

รอยโรคเยื่่�อหุ้้�มปอดอัักเสบและต่่อมน้้ำเหลืืองทรวงอก

ขยายใหญ่่ พบการติิดเชื้้�อแบคทีีเรีียแทรกซ้้อน ได้้แก่่  

ปอดอัักเสบ หลอดลมอุุดตััน เต้้านมอัักเสบ ลููกอััณฑะ

อัักเสบ และพบรอยโรคเน้ื้�อเยื่่�ออัักเสบแดงล้้อมรอบเน้ื้�อ

ตายสีีเทา-ขาวในระบบสืืบพันัธุ์์�เพศเมีีย (Tuppurainen et 

al., 2017; Mulatu and Feyisa, 2018) การตรวจอาการ

ทางคลินิิกิหรืือการตรวจทางซีรีัมัวิทิยาไม่ส่ามารถแยกชนิดิ

ของเชื้้�อในสกุุล Capripoxviruses (CaPVs) ได้้ ซึ่่�งทุุกวััน

นี้้�เชื้้�อมีีความผัันแปรในระดัับโมเลกุุลเพิ่่�มมากขึ้้�น จึึงต้้อง

ทำการยืืนยัันด้้วยวิิธีีทางชีีวโมเลกุล ได้้แก่่ PCR ซ่ึ่�งเป็็น

เทคนิิคการตรวจหาสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััสที่่�ได้้ผล

ตรวจอย่่างรวดเร็็ว มีีความไวและความจำเพาะสููง 

(Tuppurainen et al., 2005; Tuppurainen et al., 2010) 

โดยเฉพาะการเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมเป้้าหมายและ 

การตรวจวัดัสัญัญาณด้้วยเทคนิคิ Real-time PCR สามารถ

ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อจากตััวอย่่างส่่งตรวจ 

ปริิมาณน้้อย ๆ ได้้ วิิธีีนี้้�มีีความไวและจำเพาะสููง และมีี 

ข้้อดีีกว่่าวิิธีี PCR แบบดั้้�งเดิิม เนื่่�องจากลดเวลาการตรวจ

วิิเคราะห์์ และลดการเกิิดผลบวกปลอมจากการปนเปื้้�อน

ของผลผลิิต PCR ต่่อมา Suwankitwat et al. (2022)  

ได้้นำเทคนิิค Real-time PCR มาใช้้เป็็นเครื่่�องมืือในการ

ศึึกษาเชื้้�อ LSDV และ Lamien et al. (2011) ได้้ศึึกษา

ทางระบาดวิิทยาระดัับโมเลกุลของเชื้้�อ CaPVs สามารถ

แยกความแตกต่่างทางสายวิิวััฒนาการและพัันธุุกรรม 

โดยอาศััยลำดัับนิิวคลีีไทด์์ของแต่่ละยีีนและทั้้�งจีีโนม  

โดยอาศััยการวิิเคราะห์์ยีีนต่่าง ๆ บนจีีโนมของเชื้้�อ เช่่น 

Structural protein P32, G-protein-coupled 

chemokine receptor (GPCR), 30 kDa DNA-dependant 

RNA polymerase subunit (RPO30) เป็็นต้้น (Gelaye 

et al., 2015; Badhy et al., 2021) โดยเชื้้�อไวรััสในกลุ่่�ม 

CaPVs จะมีียีีน P32 ทำหน้้าที่่�ควบคุุมการสัังเคราะห์์

โปรตีนโครงสร้้างของเชื้้�อไวรัสั ซ่ึ่�งยีนีดังักล่า่วนี้้�ใช้้แยกความ

จำเพาะของเชื้้�อไวรััสต่่อโฮสต์์ที่่�ไม่่สามารถแยกได้้โดยวิิธีี

การทางซีีรััมวิิทยา โดยที่่�ยีีน GPC R และยีีน RPO30 

สามารถแยกความแตกต่า่งของสัตัว์ท์ี่่�ติดิเชื้้�อจากการได้้รับั

วััคซีีนและเชื้้�อที่่�ติิดจากธรรมชาติิ (Gelaye et al., 2015) 

ในประเทศไทยมีีการศึกษาทางด้้านระบาดวิิทยาระดัับ

โมเลกุุลและสร้้าง phylogenetic tree ข องเชื้้�อ LSDV ที่่�

เกิิดการระบาดขอ งโรคเป็็นครั้้�งแรกในประเทศไทย  

แต่่เป็็นการดำเนิินการจากตัวอย่่างโคในจัังหวัดร้้อยเอ็็ด

เพีียงพื้้�นที่่�เดีียวเท่่านั้้�น ( Arjkumpa et al., 2021)  ซึ่่�งหลััง

จากนั้้�นพบการระบาดในจัังหวััดบุุรีีรััมย์์ อำนาจเจริิญ 

กาฬสิินธุ์์� ยโสธร ราชบุุรีี ประจวบค�รีีขัันธ์์ ขอนแก่่น และมีี

การกระจายไปทั่่�วทุุกภาคของประเทศไทย (OIE, 2021)
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	ก ารศึกษาในครั้้�งนี้้�มีวีัตัถุประสงค์์เพื่่�อศึึกษารอยโรค

ทางมหพยาธิิวิิทยา การกระจายตััวของการเกิิดโรค 

ลััมปีี สกิิน ระบาดวิิทยาระดัับโมเลกุุล ในโคและกระบืือใน

พื้้�นที่่�ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน เปรีียบเทีียบ 

สายพัันธุ์์�เชื้้�อไวรััสก่่อโรคในช่่วงต้้น และช่่วงท้้ายของการ

ศึึกษา สำหรัับเป็็นข้้อมููลการวิินิิจฉััยโรคในเบ้ื้�องต้้นและ 

เชิงิลึกึ เพื่่�อนำไปใช้้เป็น็แนวทางในการควบคุมุ และป้อ้งกันั

โรคลััมปีี สกิิน ในโคและกระบืือต่่อไป

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

การศึึกษาข้้อมููลการตรวจวิินิิจฉััยโรคลััมปีี สกิิน

	ร วบรวมข้้อมููลการพบโรคลััมปีี สกิิน จากผลการ

ตรวจชัันสููตรที่่�ยืืนยัันการป่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน 

ในโคและกระบืือ โดยวิิธี ีReal-time PCR ที่่�ห้อ้งปฏิบัิัติกิาร

ของศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสัตวแพทย์์ภาคตะวัันออก 

เฉีียงเหนืือตอนบน จำนวน 150 ตััว จาก 150 ฟาร์์ม 

ระหว่่างเดืือนมีีนาคม ถึึง ธัันวาคม 2564

การตรวจทางมหพยาธิิวิิทยา

	ร วบรวมผลการตรวจรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา 

จากตััวอย่่างซากและอวััยวะภายใน ของโคและกระบืือที่่�

ป่ว่ยตายจากโรคลัมัปีี สกิิน ตามอวััยวะที่่�สำคััญ ได้้แก่่ หัวัใจ 

ปอด หลอดลม ตัับ ม้้าม ไต ลำไส้้เล็็ก ลำไส้้ใหญ่่ ต่่อมน้้ำ

เหลืือง ผิิวหนััง และตุ่่�มเนื้้�อตาย จากสััตว์์จำนวน 25 ตััว 

ประกอบด้้วย โค 20 ตััว และกระบืือ 5 ตััว 

การตรวจทางแบคทีีเรีียวิิทยา

	 นำตััวอย่่างอวััยวะภายในของโคและกระบืือ ได้้แก่่ 

หััวใจ ปอด หลอดลม ตัับ ม้้าม ไต ลำไส้้เล็็ก ลำไส้้ใหญ่่  

ต่่อมน้้ำเหลืือง ผิิวหนััง และตุ่่�มเนื้้�อตาย จากโคและกระบืือ

จำนวน 25 ตััว มาตรวจทางแบคทีีเรีียวิิทยาเพื่่�อตรวจหา

เชื้้�อแบคทีีเรีียก่่อโรคที่่�แทรกซ้้อน โดยแบ่่งตััวอย่่างแต่่ละ

อวััยวะออกเป็็น 3 ส่่วน ดัังนี้้�

	ส่ ่วนที่่� 1 ตรวจหา aerobic bacteria โดยนำมา

เพาะลงบนอาหารเลี้้�ยงเช้ื้�อชนิด 7% defibrinated sheep 

blood agar นำไปบ่่มในตู้้�อบที่่�อุณุหภูมิ ิ37 °C นาน 24-48 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นตรวจสอบลัักษณะของโคโลนีี ย้้อมสีีแกรม 

และทดสอบคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี ตามวิิธีีของ Quinn  

et al. (1994) 

	ส่ ่วนที่่� 2 ตรวจหา Salmonella spp. ตามวิิธีี

มาตรฐาน ISO 6579-1: 2017/AMD 1 (2020)

	ส่ ่วนที่่� 3 ตรวจหา anaerobic bacteria และ 

Clostridium perfringens โดยนำมาเพาะลงบนอาหาร

เลี้้�ยงเช้ื้�อชนิิด 7% defibrinated sheep blood agar  

นำไปบ่่มในตู้้�อบที่่�อุณุหภูมิ ิ37 °C ภายใต้้สภาวะไร้้ออกซิเจน 

นาน 24-48 ชั่่�วโมง จากนั้้�นตรวจสอบลัักษณะของโคโลนีี 

ย้้อมสีีแกรม และทดสอบคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี ตามวิิธีีของ 

Quinn et al. (1994) และเพาะโคโลนีีที่่�สงสััยบนอาหาร

เลี้้�ยงเช้ื้�อชนิิด 7% defibrinated sheep blood agar  

นำไปบ่่มในตู้้�อบที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C เพื่่�อยืืนยัันว่่าโคโลนีี 

เชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�เพาะแยกได้้เป็็น anaerobic bacteria

การตรวจทางชีีวโมเลกุุล

	 สกัดัสารพันัธุกุรรมจากตัวัอย่า่งตุ่่�มเนื้้�อตายที่่�ผิวิหนังั 

จำนวน 150 ตััวอย่่าง ด้้วยชุุดสกััด High Pure PCR 

Template Preparation Kit (Roche Diagnostic s 

GmbH, Germany) จากนั้้�น นำสารพัันธุุกรรมที่่�สกััดได้้

ปริิมาณ 5 µl ไปตรวจวิินิิจฉััยด้้วยวิิธีี Real-time PCR  

ตามวิิธีีของ Bowden et al. (2008) โดยใช้้ส่วนผสม

ประกอบด้้วยไพรเมอร์์ที่่�จำเพาะต่่อยีีน P32 (Forward 

primer ชื่่�อ CaPV-074F1: 5’-AAA ACG GTA TAT GGA 

ATA GAG TTG GAA-3′ และ Reverse primer ชื่่�อ  

CaPV-074R1: 5′-AAA TGA AAC CAA TGG ATG GGA 

TA-3’) ความเข้้มข้้น 4 nM, TaqMan probe ชื่่�อ  

CaPV-074P1 5′-6FAM-TGG CTC ATA GAT TTC  

CT-MGBNFQ-3′ ความเข้้มข้้น 1.2 nM น้้ำปริิมาณ  

3.96 µL และน้้ำยา FastStart Essential DNA Probes 

Master (Roche Diagnostics GmbH, Germany) ปริมิาณ 

10 µL ประกอบด้้วย ขั้้�นตอน Initial denaturation  

ที่่�อุุณหภููมิิ 95 °C เป็็นเวลา 10 นาทีี ตามด้้วยขั้้�นตอนการ

เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ  

95 °C เป็็นเวลา 15 วิินาทีี annealing/extension  

ที่่�อุณุหภูมูิ ิ60 °C เป็น็เวลา 45 วินิาที ีจำนวน 40 รอบ แล้้ว

อ่่านผลเปรีียบเทีียบกัับกราฟตััวอย่่างควบคุมบวก ที่่�ค่่า  

Ct ≤ 37 รอบ 
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การวิิเคราะห์์ข้้อมููล และการสร้้างแผนที่่�ทางภููมิิศาสตร์์

	 นำข้้อมููลผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการมา

วิิเคราะห์์แยกตามรายจัังหวััดด้้วยสถิิติิเชิิงพรรณนา และ

สร้้างแผนที่่�การเกิิดโรค แยกตามรายจัังหวััดในพื้้�นที่่�ภาค

ตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน ด้้วยโปรแกรม Quantum 

Geographic Information System, QGIS Ver. 3.16 

(QGIS, 2021) 

การหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรม  

(DNA Sequencing)

	ตั ั วอย่่ างสารพัันธุุกรรมที่่� ให้้ผลบ วกด้้ วยวิิ ธีี  

Real-time PCR และมีีค่่า Ct ต่่ำที่่�สุุด จำนวน 4 ตััวอย่่าง 

ประกอบด้้วยตััวอย่่างช่่วงต้้นของการศึกษา (มีีนาคม) 

จำนวน 2 ตััวอย่่าง และตััวอย่่างช่่วงท้้ายของการศึึกษา 

(ธัันวาคม) จำนวน 2 ตััวอย่่าง จากจังหวััดกาฬสิินธุ์์�และ

จัังหวััดขอนแก่่น นำมาเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี 

Conventional PCR เพื่่�อหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์โดยใช้้ 

ไพรเมอร์์จำเพาะต่่อยีีน RPO30 (Forward primer ชื่่�อ 

CpRPO30-OL1F : 5′-CAG CTG TTT GTT TAC ATT 

TGA TTT TT-3′, Reverse primer ชื่่�อ CpRPO30-OL1R:  

5′-TCG TAT AGA AAC AAG CCT TTA ATA GA-3′) PCR 

product ขนาด 554 bp และยีีน GPCR (Forward primer 

ชื่่�อ CpGPCR-OL1F: 5′-TGA AAA ATT AAT CCA TTC 

TAA ACA-3′, Reverse primer ชื่่�อ CpGPCR-OL1R:  

5′-TCA TGT ATT TTA TAA CGA TAA TGC AAA-3′) 

PCR product ขนาด 617 bp (Gelaye et al., 2015) 

และใช้้ชุดุน้้ำยา GoTaq® Green Master Mix (Promega, 

USA) ตามรายละเอีียดที่่�ระบุุในคู่่�มืือ นำผลผลิิต PCR ที่่�ได้้ 

ส่่งตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ด้้วยเทคนิิค Sanger 

sequencing ที่่�สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ

การสร้้างแผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ 

(Phylogenetic tree)

	 นำข้้อมููลผลการตรวจหาลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ทั้้�งสาย 

Forward และ Reverse ที่่�ได้้จากเครื่่�องวิิเคราะห์์มารวม 

เข้้าด้้วยกัันด้้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) วิิเคราะห์์

ลำดัับนิว คลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมที่่�ได้้ไปเปรีียบเทีียบ

ร้้อยละของความเหมืือน (% Identity) กับัลำดับันิวิคลีโีอไทด์์

ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV ในฐานข้้อมููลของ 

GenBank ด้้วยโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi) สร้้างแผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิง

วิิวััฒนาการด้้วยวิิธีี Maximum likelihood และทดสอบ

ความเชื่่�อมั่่�นด้้วยวิิธีี Bootstrap จำนวน 1,000 รอบ ด้้วย

โปรแกรม MEGA X version 10.2 (Kumar et al., 2018)

ผลและวิิจารณ์์

	 ผลการตรวจรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา จาก

ตััวอย่่างอวััยวะของโคและกระบืือ ที่่� ป่่วยตายจาก

โรคลััมปีี สกิิน พบรอยโรคผิิวหนัังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่างกลม

กระจายตัวัทั่่�วร่า่งกาย หรืือ เม็ด็ตุ่่�มแตกเป็น็แผล (รูปูที่่� 1-A) 

84% (21/25) เนื้้�อเยื่่�อบริเวณรอบเม็็ดตุ่่�มบวมน้้ำ 80% 

(20/25) สอดคล้้องกัับรายงานการศึึกษาของ Salib and 

Osman (2011) ที่่�พบว่่าโคที่่�ป่่วยตายจากโรคลััมปีี สกิิน 

จะพบรอยโรคแบบดังกล่าว และ Mulatu and Feyisa 

(2018) ได้้รายงานว่่าโคที่่�ได้้รัับเชื้้�อ LSDV จะมีีไข้้สููง และ

กระจายไปยัังเซลล์์อัักเสบอื่่�น ๆ ทำให้้เกิิดการอัักเสบของ

หลอดเลืือดและต่อ่มน้้ำเหลืือง ผิวิหนังัมีเีม็็ดตุ่่�มรูปูร่า่งกลม

จะกระจายตััวไปทั่่�วร่่างกาย การพบรอยโรคเกิิดการ

บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณอก (รููปที่่� 1-B) คอ ท้้อง หรืือ ขา 

44% (11/25) ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายใหญ่่ บวมน้้ำ พบ

จุุดเลืือดออก และเกิิดการบวมน้้ำของเน้ื้�อเยื่่�อบริิเวณรอบ

ต่่อมน้้ำเหลืือง 96% (24/25) (รููปที่่� 1-C และ 1-D) และ

พบของเหลวสะสมในถุุงหุ้้�มหััวใจ 24% (6/25) (รููปที่่� 1-E) 

ซึ่่�งเป็็นผลที่่�เกิิดจากเช้ื้�อ LSDV สร้้างความเสีียหายแก่่ 

pericytes, fibroblasts, epithelial cells และ 

endothelial cells ของผนัังหลอดเลืือดและผนัังหลอด

น้้ำเหลืือง ทำให้เ้กิดิหลอดเลืือดอักัเสบและหลอดน้้ำเหลืือง

อัักเสบ ของเหลวภายในซึึมผ่่านออกสู่่�เนื้้�อเยื่่�อโดยรอบ 

(Al-Salihi, 2014, Abdulqa et al., 2016) การพบ

รอยโรคผนังัหลอดลมแดงและเกิดิเนื้้�อตาย (รูปูที่่� 1-F) 20% 

(5/25) เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการยึดติิดกัันระหว่าง

กลีีบปอด (รููปที่่� 1-G) 64% (16/25) และรอยโรคปอด

บวมน้้ำและมีเีลืือดคั่่�ง และพบสารคัดัหลั่่�งเป็น็ฟองในแขนง

หลอดลม (รููปที่่� 1-H) 92% (23/25) สอดคล้้องกัับการ

ศึึกษาของ Mulatu and Feyisa (2018) ที่่�พบรอยโรค
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เหล่่านี้้�ในสััตว์์ที่่�เกิิดโรคชนิดรุุนแรง นอกจากนี้้�พบตัับมีี

สีีซีีดเหลืือง (รููปที่่� 1-I) 32% (8/25) และไตมีีสีีซีีดเหลืือง 

(รููปที่่� 1-J) 28% (7/25) ตรงกัับที่่� Şevik and Dogan 

(2017) รายงานการพบค่่าการทำงานของตัับและไต

ของสััตว์ที่่�ติิดเช้ื้�อ LSDV มีีค่่าเพิ่่�มขึ้้�นมากกว่าปกติ 

นอกจากนี้้�การพบรอยโรคผนังลำไส้้เล็็กแดงและของเหลว

ในลำไส้้เล็็กมีีเลืือดปน (รููปที่่� 1-K) 20% (5/25) เป็็น

รอยโรคที่่�สามารถพบได้้ในกรณีที่่�สััตว์์มีีการติดเช้ื้�อ

แบคทีีเรีียแทรกซ้้อน (Al-Salihi, 2014) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ

ผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการแบคทีีเรีียวิิทยา ที่่�พบการ

ติิดเชื้้�อ Salmonella spp. จำนวน 2 ตััวอย่่าง และ 

Clostridium perfringens จำนวน 2 ตััวอย่่าง และ 

Escherichia coli จำนวน 1 ตััวอย่่าง และรอยโรคผนัง

ลำไส้้ใหญ่่เกิิดเนื้้�อตาย (รููปที่่� 1-L) ตรวจพบ 8% (2/25) 

เป็น็รอยโรคที่่�สามารถพบได้้ในระบบทางเดินิอาหารของโค

และกระบืือที่่�ป่่วยจากการติดเช้ื้�อ LSDV (Mulatu and 

Feyisa, 2018) ผลการตรวจรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา

ในโคและกระบืือที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน แสดง

ร้้อยละของการพบรอยโรค แยกตามชนิดโคและกระบืือ 

และแยกตามอวััยวะแสดงใน ตารางที่่� 1

	 การศึึกษาในครั้้�งนี้้�พบรอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยา

ในโคแต่่ตรวจไม่่พบในกระบืือ ได้้แก่่ รอยโรคเน้ื้�อเยื่่�อ

บริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�มอัักเสบและบวมน้้ำ บวมน้้ำใต้้ผิวหนััง

บริิเวณคอ อก ท้้อง หรืือ ขา ผนัังหลอดลมแดงและเกิิด

เนื้้�อตาย มีขีองเหลวสะสมในถุงุหุ้้�มหัวัใจ ผนังัลำไส้้เล็ก็แดง

และของเหลวในลำไส้้เล็็กมีเีลืือดปน ผนังัลำไส้้ใหญ่แดงและ

เกิดิเนื้้�อตาย สอดคล้้องกับัการศึกษาของ Sudhakar et al. 

(2020) พบว่่าการเกิิดโรคในกระบืือไม่่ค่่อยพบรอยโรค 

พบเพีียงการเกิิดเม็็ดตุ่่�มตามผิิวหนััง และการเกิิดโรค

ลััมปีี สกิิน ในโคจะแสดงอาการทางคลิินิิกที่่�รุุนแรงกว่่าใน

กระบืือ (Abdulqa et al., 2016; Sudhakar et al., 2020) 

อาจเนื่่�องจากการตอบสนองของสััตว์์แต่่ละชนิิด

	จ ากผลการตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV 

โดยวิิธีี Real-time PCR แยกตามรายจัังหวััดในพื้้�นที่่�ภาค 

ตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน จำนวน 150 ฟาร์์ม (รููปที่่� 2) 

พบว่่าจัังหวััดกาฬสิินธุ์์�มีีการส่่งตััวอย่่างเพื่่�อตรวจหา 

สารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV มากที่่�สุุด คิิดเป็็น 63.33% 

และจังัหวัดัขอนแก่น่เป็็นอันัดับัรองลงมา คิดิเป็็น 16.67% 

ซึ่่�งสััดส่่วนผลการตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเช้ื้�อ LSDV 

โดยวิิธีี Real-time PCR แยกตามรายจัังหวัดในพ้ื้�นที่่� 

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน แสดงในรููปที่่� 3

ตารางที่่� 1 รอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาในโคและกระบืือที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน แสดงร้้อยละของการพบรอยโรค 

แยกตามชนิิดโคและกระบืือ และแยกตามอวััยวะ

อวัยวะ รอยโรคทางมหพยาธิวิทยา
ร้อยละ (พบ/ทั้งหมด)

โค กระบือ 

ผิิวหนััง  
และตุ่่�มเนื้้�อตาย

- ผิิวหนัังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่างกลมกระจายตััวทั่่�วร่่างกาย หรืือ เม็็ดตุ่่�มแตกเป็็นแผล
- เนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�มบวมน้้ำ
- บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณคอ อก ท้้อง หรืือ ขา

100% (20/20)
100% (20/20)
55% (11/20)

20% (1/5)
0% (0/5)
0% (0/5)

ต่่อมน้้ำเหลืือง
- ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายใหญ่่ บวมน้้ำ และพบจุุดเลืือดออก
- เกิิดการบวมน้้ำของเนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบต่่อมน้้ำเหลืือง

100% (20/20)
100% (20/20)

80% (4/5)
80% (4/5)

 ปอด 
และหลอดลม

- ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และมีีสารคััดหลั่่�งเป็็นฟอง ในแขนงหลอดลม
- เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการยึึดติิดกัันระหว่่างกลีีบปอด
 - ผนัังหลอดลมแดงและเกิิดเนื้้�อตาย

90% (18/20)
65% (13/20)
25% (5/20)

100% (5/5)
60% (3/5)
0% (0/5)

ตับ - ตัับมีีสีีซีีดเหลืือง 35% (7/20) 20% (1/5)

ไต - ไตมีสีซีดเหลือง 30% (6/20) 20% (1/5)

หัวใจ - มีของเหลวสะสมในถุงหุ้มหัวใจ 30% (6/20) 0% (0/5)

ลำ�ไส้เล็ก - ผนังลำ�ไส้เล็กแดงและของเหลวในลำ�ไส้เล็กมีเลือดปน 25% (5/20) 0% (0/5)

ลำ�ไส้ใหญ่ - ผนังลำ�ไส้ใหญ่เกิดเนื้อตาย 10% (2/20) 0% (0/5)



36
สัตวแพทยสาร ปีที่ 74 เล่มที่ 2

Journal of Thai Veterinary Medical

Association Under Royal Patronage

รููปที่่� 1 รอยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาในโคและกระบืือที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน

	 A) ผิิวหนัังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่างกลมกระจายทั่่�วร่่างกาย

	 B) บวมน้้ำใต้้ผิิวหนัังบริิเวณหน้้าอก

	 C) ต่่อมน้้ำเหลืืองใต้้ผิิวหนัังขยายใหญ่่

	 D) ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายใหญ่่ บวมน้้ำ พบจุุดเลืือดออก และเกิิดการบวมน้้ำของเนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบต่่อมน้้ำเหลืือง 

	 E) ของเหลวสะสมในถุุงหุ้้�มหััวใจ

	 F) ผนัังหลอดลมแดงและเกิิดเนื้้�อตาย

	 G) เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการยึึดติิดกัันระหว่่างกลีีบปอด 

	 H) ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และมีีสารคััดหลั่่�งเป็็นฟองในแขนงหลอดลม 

	 I) ตัับมีีสีีซีีดเหลืือง

	 J) ไตมีีสีีซีีดเหลืือง 

	 K) ผนัังลำไส้้เล็็กแดงและของเหลวในลำไส้้เล็็กมีีเลืือดปน 

	 L) ผนัังลำไส้้ใหญ่่เกิิดเนื้้�อตาย
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รููปที่่� 2 ร้้อยละของฟาร์์มที่่�ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV โดยวิิธีี Real-time PCR แยกตามรายจัังหวััด   ในพื้้�นที่่�ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน 
(150 ฟาร์์ม) กส=กาฬสิินธุ์์�; ขก=ขอนแก่่น, มค=มหาสารคาม; บก = บึึงกาฬ, สน=สกลนคร, นพ=นครพนม, รอ=ร้้อยเอ็็ด; อด=อุุดรธานีี, นค=หนองคาย, 

นภ=หนองบััวลำภูู

หมายเหตุุ: จัังหวััดมุุกดาหารและจัังหวััดเลย ไม่่มีีตััวอย่่างส่่งตรวจ

รููปที่่� 3 แสดงร้้อยละผลการตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV โดยวิิธีี Real-time PCR แยกตามรายจัังหวััดในพื้้�นที่่�ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนบน 
และสร้้างแผนที่่�ด้้วยโปรแกรม Quantum Geograp hic Information System
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	จ ากการวิเคราะห์์ข้้อมููลผลการตรวจหาลำดัับ 

นิวิคลีไีทด์ข์องเชื้้�อ LSDV ที่่�ทำการศึกึษาครั้้�งนี้้� พบว่า่ลำดับั

นิิวคลีีไทด์์ของยีีน GPCR และ RPO30 ของเชื้้�อ LSDV  

ทั้้�ง 4 ตััวอย่่าง คืือ เชื้้�อ LSDV จากตััวอย่่างในช่่วงต้้น 

ของการศึึกษา (LSDV/Thailand/Kalasin/409-2022; 

LSDV/Thailand/Kalasin/434-2022) และช่่วงท้้าย 

ของการศึกษา (LSDV/Thailand/Khonkaen/955-2022; 

LSDV/Thailand/Khonkaen มีีความเหมืือนกััน 100% 

เมื่่�อนำไปเปรีียบเทีียบกับัลำดัับนิวคลีีโอไทด์ข์องยีีน GPCR 

และ RPO30 ของเช้ื้�อ LSDV ในฐานข้้อมููล GenBank  

พบว่่ามีีความคล้้ายคลึึงกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ 

LSDV ในฐานข้้อมููล GenBank ที่่� 99.50%-100%  

โดยเหมืือนกัับเช้ื้�อที่่�เคยพบในประเทศไทย 100% ได้้แก่่ 

เช้ื้�อที่่�มีี GenBank accession number OM033705 

(Suwankitwat et al., 2022) และ ON152411 (Sariya 

et al., 2022) และพบว่่ามีีความคล้้ายคลึึงกัับเชื้้�อที่่� 

พบในทวีีปเอเชีีย เช่่น ประเทศจีีน (MW355944) ฮ่่องกง 

(MW732649) ไต้้หวััน (OL752713) และเวีียดนาม 

(MZ577074) ที่่�ระดัับ 99.50%-100% เมื่่�อวิิเคราะห์์ 

ความสััมพัันธ์์ของเชื้้�อโดยการสร้้าง Phylogenetic tree  

(รููปที่่� 4) พบว่าเชื้้�อ LSDV ที่่�ทำการศึึกษาครั้้�งนี้้�จััดอยู่่�ใน

กลุ่่�มของเช้ื้�อ LSDV ซ่ึ่�งแยกกลุ่่�มออกจาก Sheeppox virus 

(SPPV) และ Goatpox virus (GTPV) อย่่างชััดเจน

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	ร อยโรคทางมหพยาธิิวิิทยาที่่�ตรวจพบในโคและ

กระบืือที่่�ป่่วยและตายด้้วยโรคลััมปีี สกิิน จากการศึึกษานี้้� 

ได้้แก่่ ต่่อมน้้ำเหลืืองขยายใหญ่่ บวมน้้ำ พบจุุดเลืือดออก

และการบวมน้้ำของเนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบต่่อมน้้ำเหลืือง 

ปอดบวมน้้ำและมีีเลืือดคั่่�ง และพบสารคััดหลั่่�งเป็็นฟองใน

แขนงหลอดลม ผิิวหนัังมีีเม็็ดตุ่่�มรููปร่่างกลมกระจายตััว 

ทั่่�วร่่างกาย หรืือ แตกเป็็นแผล เนื้้�อเยื่่�อบริิเวณรอบเม็็ดตุ่่�ม

บวมน้้ำ เยื่่�อหุ้้�มปอดหนาและเกิิดการยึึดติิดกัันระหว่่าง 

กลีีบปอด โดยไ ม่่มีีความเปลี่่� ยนแปลงของลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์บนยีีน GPCR และ RPO30 ของเชื้้�อในช่่วง

เวลาที่่�ทำการศึกษา และเชื้้�อที่่�ศึึกษาครั้้� งนี้้�มีีลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์คล้้ายกัับเชื้้�อที่่�เคยระบาดในประเทศไทย จีีน 

รููปที่่� 4 แผนภููมิิแสดงความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยนำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน GPCR (A) และ ยีีน RPO30 (B) ที่่�ได้้ไป 
เปรีียบเทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ LSDV ในฐานข้้อมููลของ GenBank สร้้างแผนภููมิิด้้วยวิิธีี Maximum likelihood โดยใช้้โปรแกรม MEGA-X, 
สััญลัักษณ์์ · และ ¨ คืือ ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน GPCR และยีีน RPO30 ที่่�ได้้จากการศึึกษานี้้�
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ฮ่่องกง ไต้้หวััน และเวีียดนาม อย่่างไรก็ตาม ควรมีการ

ศึกึษาเพิ่่�มเติิมในลำดับันิวิคลีโีอไทด์ข์องเชื้้�อไวรัสั LSDV ทั้้�ง

จีโีนมและในยีนีส่ว่นอื่่�น ๆ  ซึ่่�งจะเป็น็ข้้อมูลูสำคัญัเพื่่�อให้เ้กิดิ

ความเข้้าใจถึงึแหล่งที่่�มา ความสััมพันัธ์์เชิิงวิิวัฒันาการ และ

การถ่่ายทอดเชื้้�อ รวมไปถึึงลัักษณะความทนต่่อโรคหรืือ

ความรุุนแรงของการแสดงอาการทางคลิินิิกในโคและ

กระบืือที่่�มีคีวามแตกต่า่งกันั นอกจากนี้้� ควรมีกีารเฝ้า้ระวังั

โรคลััมปีี สกิิน ในพื้้�นที่่�ที่่�ติิดกัับประเทศเพื่่�อนบ้้านที่่�มีีการ

ระบาดของโรค รวมถึึงการมีีมาตรการเข้้มงวดป้้องกัันการ

ลัักลอบนำเข้้าสััตว์์จากประเทศอื่่�นอย่่างผิิดกฎหมาย และ

การป้้องกัันโรคลััมปีี สกิิน ที่่�ให้้ผลดีีที่่�สุุดขณะนี้้� คืือ การฉีีด

วััคซีีนป้้องกัันโรคร่่วมกัับการควบคุุมพาหะนำโรค ควบคุุม

การเคลื่่�อนย้้ายสัตัว์จ์ากพื้้�นที่่�ที่่�เกิดิการระบาดของโรค และ

เฝ้้าระวัังติิดตามสถานการณ์์การระบาดของโรคลััมปีี สกิิน 

อย่่างต่่อเนื่่�อง

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุุณ สพ.ญ.กััญญาธิิป แสงอรุุณ และ

สพ.ญ.ศราวลีี ศุุภกาญจน์ ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการ

สััตวแพทย์์ภาคตะวัันออก ที่่�ช่่วยในการศึึกษา สพ.ญ. 

เนตรชนก จิิวากานนท์์ และดร.เด่่นพงษ์์ สาฆ้้อง ศููนย์์วิิจััย

และพััฒนาการสััตวแพทย์์ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ 

ตอนบน ที่่�ให้้คำปร�กษาในการจััดทำผลงานวิิชาการใน 

ครั้้�งนี้้� และขอขอบคุณเจ้้าหน้้าที่่�กลุ่่�มไวรััสวิิทยา สถาบััน

สุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์ในการตรวจหา

ลำดัับนิิว คลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ LSDV และ
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