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บทคัดย่อ 

 โรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย (Hemorrhagic septicemia, HS)  เป็นโรคระบาดแบบเฉียบพลนัในโค-
กระบือ มีอตัราการป่วยและตายสงู การวินิจฉัยโรคอย่างรวดเร็วมีความจ าเป็นเพ่ือให้การควบคมุโรคมี
ประสิทธิภาพและลดความสญูเสียลงได้ คณะผู้วิจยัจงึพฒันาวิธี multiplex PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 3 คู ่
ประกอบด้วย species-specific, HS-causing type B-specific และ 16S-23S rRNA intergenic spacer มา
ท าปฏิกิริยาในหลอดเดียวกนั โดยให้ผลในการจ าแนกชนิดของเชือ้ Pasteurella multocida ท่ีก่อโรคเฮโมรา
ยิกเซปทิซีเมีย สายพนัธุ์ท้องถ่ินจ านวน 88 สายพนัธุ์ ตรงกบัวิธีทางซีรัมวิทยาทกุสายพนัธุ์ และมีความไวใน
การตรวจเชือ้ได้ตัง้แต ่ 104 CFU/ml นอกจากนีย้งัได้น าเทคนิคนีม้าใช้ตรวจตวัอย่างอวยัวะของกระบือท่ีเป็น
โรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมียท่ีระบาดในโค-กระบือท่ีจงัหวดัพิษณโุลก ซึง่สามารถตอบผลได้ภายใน 1 วนั วิธีนี ้
จงึมีประโยชน์ท่ีจะน ามาใช้ในห้องปฏิบตักิารชนัสตูรโรคเพราะเป็นวิธีท่ีมีความรวดเร็ว อีกทัง้ประหยดัเวลา
และคา่ใช้จา่ย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค าส าคัญ: โรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย, โค-กระบือ, การวินิจฉยั, multiplex PCR 
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บทน า 

 การเลีย้งโค-กระบือในปัจจบุนัมีวตัถปุระสงค์ทัง้เพ่ือการบริโภคและเป็นแรงงานในการประกอบอาชีพ
ของเกษตรกร เน่ืองจากการใช้เคร่ืองจกัรกลท่ีต้องใช้น า้มนัท่ีมีราคาแพง ธนาคารโค-กระบือเป็นโครงการหนึง่ของ
การน าโค-กระบือกลบัไปใช้แรงงาน ในการนีส้ตัว์จะต้องมีสขุภาพดี ปราศจากโรคท่ีเป็นอนัตรายตอ่ตวัสตัว์เอง
และผู้ เก่ียวข้อง เชือ้ Pasteurella multocida เป็นเชือ้ประจ าถ่ิน (normal flora) ท่ีพบได้ในทางเดนิหายใจสว่นต้น
ของปศสุตัว์หลายชนิด รวมทัง้โค-กระบือ เชือ้จ าแนกได้เป็น 5 ซีโรไทป์ตามชนิดของแคปซูล คือ A  B  D  E และ 
F ตามระบบคาร์เตอร์ (Carter system) ซึง่แคปซูลเป็นโครงสร้างชัน้นอกสดุของเชือ้มีหน้าท่ีรักษาความชุ่มชืน้
ให้กบัเซลล์ของแบคทีเรีย ชว่ยในการยึดเกาะกบัเน่ือเย่ือของโฮสต์ และป้องกนัการท าลายจากระบบภมูิคุ้มกนั
ของโฮสต์ (Boyce et al., 2000) ในขณะเดียวกนั P. multocida ยงัมีองค์ประกอบของผนงัเซลล์ชัน้นอกเป็น 
lipopolysaccharide หรือ LPS ท่ีมีความแตกตา่งทางโครงสร้างท าให้สามารถจดัแบง่เป็นกลุม่ท่ี 1-16 ตามระบบ
เฮดเลสตนั (Heddleston system) (Adlam and Rutters, 1989) เชือ้ P. multocida ก่อโรคในโค-กระบือได้ 2 
แบบขึน้กบัชนิดของเชือ้ ได้แก่ การติดเชือ้ในปอดหรือโรคปอดบวม และการติดเชือ้ในกระแสโลหิตหรือโรคเฮโมรา
ยิกเซปทิซีเมีย ซึง่โรคปอดบวมมกัเกิดจากการติดเชือ้ไวรัสหรือแบคทีเรียชนิดอ่ืนเป็นปัจจยัโน้มน า ประกอบกบั
สตัว์มีความเครียดเน่ืองจากถกูเลีย้งอยูใ่นคอกท่ีแออดั ท าให้มีอาการซมึ เบื่ออาหาร ไอ น า้มกูไหลและมีไข้ มกั
เป็นการติดเชือ้รายตวั ไมมี่การระบาดของโรค ส่วนใหญ่เกิดจากเชือ้สายพนัธุ์ท่ีมีแคปซูลชนิด A และมี LPS ชนิด
ท่ี 3 หรือ A:3 (Dabo et al., 2007) ซึง่เรียกจากระบบคาเตอร์ตอ่ด้วยระบบเฮดเลสตนั 

สว่นโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย (Hemorrhagic septicemia, HS) เป็นโรคติดตอ่ตามพระราชบญัญัติ
โรคระบาดสตัว์ พ.ศ. 2499 ซึง่มีการระบาดแบบเฉียบพลนัในโค-กระบือ มีอตัราการป่วยและตายสงู โดยเฉพาะ
ในฝงูท่ีไมไ่ด้รับวคัซีนจะตายอยา่งกะทนัหนั โดยบางครัง้เจ้าของอาจไมท่นัสงัเกตเห็นอาการป่วย ตวัท่ีแสดง
อาการจะพบว่าบริเวณหวัและคอของสตัว์มีการบวม ตอ่มน า้เหลืองบวมและมีเลือดออก อาจพบจดุเลือดออกท่ี
อวยัวะอ่ืนร่วมด้วย สตัว์หายใจล าบาก และเป็นฟองออกมาทางช่องจมกูและปาก ล้มและตายในท่ีสดุ 
(Shivachandra et al., 2011) กระบือจะติดเชือ้ง่ายกว่าและแสดงอาการรุนแรงกว่าโค สายพนัธุ์ท่ีเป็นสาเหตขุอง
โรคนีใ้นแถบทวีปเอเซีย ได้แก่ B:2  B:5 และ B:2,5 (Carter and De Alwis, 1989) อย่างไรก็ตามโรค HS สามารถ
รักษาได้ด้วยการใช้ยาต้านจลุชีพท่ีทนัท่วงที อีกทัง้มีวคัซีนส าหรับป้องกนัโรค การวินิจฉยัโรคได้อย่างรวดเร็ว 
แมน่ย า จะช่วยให้มีการรักษา ควบคมุโรคได้อยา่งถกูวิธี รวมถึงการแยกสตัว์ป่วยเพ่ือท าการรักษา และการให้
วคัซีนแก่ตวัท่ียงัไม่ติดโรคและสตัว์ในรัศมีโดยรอบ จะช่วยลดความสญูเสียให้เกษตรกรได้เป็นอย่างดี  

โดยปกติเม่ือมีสตัว์ป่วยและตายสงสยัเป็นโรค HS การชนัสตูรโรคเพ่ือหาสาเหตจุะต้องท าการเพาะ
แยกเชือ้ P. multocida การทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมี ใช้เวลาประมาณ 2-3 วนั หลงัจากนัน้จงึท าการจ าแนก
ซีโรไทป์ของเชือ้ด้วยวิธี indirect haemagglutination (IHA) (Sawada et al., 1982) และ agar gel 
precipitation (AGP) (Heddleston et al., 1972) เพ่ือหาชนิดของแคปซูลและ LPS ตามล าดบั ซึง่ใช้เวลา
อีกประมาณ 1-2 วนั การใช้เทคนิคอณชีูวโมเลกลุจงึเป็นทางเลือกในการตรวจหาดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะตอ่ส่วนตา่งๆ 
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ของเชือ้ ได้แก่ P. multocida-specific PCR ท่ีจ าเพาะตอ่เชือ้ P. multocida ทกุสายพนัธุ์ และ HS-causing type 
B-specific PCR ท่ีจ าเพาะตอ่สายพนัธุ์ B:2  B:5 และ B:2,5 เทา่นัน้ (Townsend et al., 1998) รวมทัง้ 16S-23S 
rRNA intergenic spacer ท่ีจ าเพาะตอ่สายพนัธุ์ B:2 (Brickell et al., 1998) วตัถปุระสงค์ในการศกึษาครัง้นีเ้พ่ือ
พฒันาวิธี multiplex PCR ของ primer ทัง้สามชดุ เพ่ือใช้ในการวินิจฉัยโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมียจากสตัว์ป่วย
หรือตายได้อยา่งถกูต้องและรวดเร็วขึน้ อนัจะท าให้การรักษาและควบคมุโรคท่ีก าลงัมีการระบาดเป็นไปได้อย่าง
ทนัท่วงทีและมีประสิทธิภาพ 

อุปกรณ์และวิธีการ 
เชือ้แบคทีเรีย 

เชือ้ P. multocida เป็น เชือ้อ้างอิงมาตรฐาน P. multocida ซีโรไทป์ A, D, E และ F ได้รับความ
อนเุคราะห์จาก National Institute of Animal Health ประเทศญ่ีปุ่ น เชือ้ P. multocida สายพนัธุ์ B:2 ท่ีใช้
ผลิตวคัซีนป้องกนัโรค HS ท่ีได้รับอนเุคราะห์จากประเทศลาว ปากีสถาน รวมทัง้ของประเทศไทย และเชือ้
ก่อโรคสายพนัธุ์ท้องถ่ินท่ีเพาะแยกได้จากโค-กระบือป่วยและตาย ระหวา่งปี พ.ศ. 2532-2555 จ านวน 88 
สายพนัธุ์              
การทดสอบวิธี multiplex polymerase chain reaction (multiplex PCR)  

ไพรเมอร์ท่ีใช้มี 3 คู ่ประกอบด้วย P. multocida-specific, HS-causing type B-specific (Townsend 
et al., 1998) และ 16S-23S rRNA intergenic spacer (Brickell et al., 1998) ดงัแสดงใน Table 1 การท า 
multiplex PCR มีวิธีโดยย่อ คือ เพาะเชือ้ P. multocida ทัง้หมดบน blood agar บม่ท่ี 37oC นาน 18-24 
ชัว่โมง น ามาเตรียม DNA โดยละลายเชือ้ 1-2 โคโลนีในน า้กลัน่ 1 ml ล้าง 1 ครัง้โดยป่ัน 12,000 รอบ นาน 
5 นาที ทิง้น า้ใส แล้วใส่น า้กลัน่ 100 µl ต้มให้เดือด 10 นาที เม่ือเย็นลง ป่ันเช่นเดิม และน าส่วนใสท่ีเป็น 
DNA template มาทดสอบด้วยวิธี multiplex PCR โดยใช้ Go taq green (Promega, USA) 10 µl เติมไพร
เมอร์ทกุตวัในปริมาณตาม Table 1 เติม MgCl2 0.5 mM และ DNA template 2 µl แล้วเติมน า้กลัน่ให้ได้
ปริมาตรสดุท้าย 20 µl โดยมี DNA เชือ้อ้างอิงมาตรฐานและน า้กลัน่เป็นตวัควบคมุบวกและลบตามล าดบั 
น าเข้าเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (Bio-Rad, USA) ตามโปรแกรม preheating 94oC นาน 2 นาที 
ตามด้วย 35 รอบของ denaturation 94oC นาน 1 นาที annealing 60oC นาน 1 นาที extension 72oC 
นาน 1 นาที ตอ่จากนัน้เป็น final extension 72oC นาน 5 นาที แล้วแยกแถบ DNA ของ PCR product ใน 
1.5% agarose gel ด้วยเคร่ือง electrophoresis (Cosmo Bio Co. Ltd., Korea) ซึ่งมี 100 bp DNA 
Ladder (Fermentas, Germany) เป็น DNA มาตรฐาน ย้อมในสารละลาย ethidium bromide 0.5 µg/ml 
แล้วตรวจผลภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลต ด้วยเคร่ือง GelDoc. It (UVP, USA)  
การทดสอบความไวของวิธี multiplex PCR 

น าเชือ้ P. multocida สายพนัธุ์ B:2 เพาะลงใน tryptic soy broth บม่ท่ี 37oC นาน 18-24 ชัว่โมง 
ท า colony count เพ่ือนบัจ านวนเชือ้ จากนัน้เจือจางเชือ้ให้มีระดบัความเข้มข้นตัง้แต่ 101–107 CFU/ml 
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และน าเชือ้ทกุระดบัความเข้มข้นมาสกดั DNA และท า multiplex PCR ตามวิธีข้างต้น เพ่ือหาปริมาณเชือ้
ต ่าสดุท่ี multiplex PCR สามารถตรวจได้ 

 

  Table 1. Oligonucleotide primers, sizes and concentration of PCR products in this study 

Oligonucleotide primer Sequence 
Concentration 

(µM) 
Product size 

(bp) 
P. multocida-
specific 

KMT1T7     ATC CGC TAT TTA CCC AGT GG 0.2 
460 

KMT1SP6 GCT GTA AAC GAA CTC GCC AC 0.2 

HS-causing type B-
specific 

KTT72 AGG CTC GTT TGG ATT ATG AAG 0.625 620 
KTSP61 ATC CGC TAA CAC ACT CTC 0.625 

16S-23S rRNA 
intergenic spacer 

IPFWD CGA AAG AAA CCC AAG GCG AA 0.5 334 
IPREV ACA ATC GAA TAA CCG TGA GAC 0.5 

 

การจ าแนกซีโรไทป์ของเชือ้ P. multocida ทางซีรัมวิทยา 
ตรวจหาชนิดแคปซูลของเชือ้ก่อโรค HS สายพนัธุ์ท้องถ่ินท่ีเพาะแยกได้จากโค-กระบือป่วยและตาย 

ระหวา่ง ปี พ.ศ. 2532-2555 จ านวน 88 สายพนัธุ์ โดยวิธี IHA และชนิดของ LPS 1–16 โดยวิธี AGP 

การสกัด DNA จากอวัยวะกระบือที่ตดิเชือ้ตามธรรมชาติ 
อวยัวะกระบือท่ีสงสยัตายด้วยโรค HS ถกูน าสง่มายืนยนัผลท่ีสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาต ิตวัอยา่ง

หวัใจ และปอดหรือม้าม ขนาด 1 กรัมตดัซอยให้ละเอียด ใสล่งในหลอดป่ันขนาด 15 ml เตมิ phosphate 
buffered saline (PBS) 3-5 ml เขยา่ให้ผสมกนัดี ตัง้ทิง้ไว้ให้อวยัวะตกตะกอน ใช้ไปเปตดดูน า้ส่วนบน 1 ml 
ใสใ่นหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ml น าไปป่ันท่ี 10,000 รอบ 5 นาที ล้างตะกอนด้วย PBS 1 ครัง้ ละลาย
ตะกอนด้วย InstaGene matrix (Bio-Rad, USA) 200 µl แชใ่นอา่งน า้อุน่ท่ี 56oC นาน 30 นาที จากนัน้
น าไปต้มในน า้เดือด 8 นาที ทิง้ให้เย็นแล้วป่ันอีกครัง้ เก็บสว่นใสใช้เป็น DNA template และท าการทดสอบ
ด้วย multiplex-PCR 

ผล 

ความเหมาะสมของปฏิกิริยาและความไวของวิธี multiplex PCR  
การปรับปริมาณของไพรเมอร์ และ MgCl2 ในปฏิกิริยา และการปรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อวิธี 

multiplex PCR  พบว่า DNA ของเชือ้  P. multocida สายพนัธุ์ B:2 ท่ีใช้ผลิตวคัซีนป้องกนัโรค HS แสดง 
PCR product ทัง้ 3 แถบท่ีขนาด 460  620 และ 334 bp กบัไพรเมอร์ P. multocida-specific   HS-causing 
type B-specific และ 16S-23S rRNA intergenic spacer ตามล าดบั เชือ้ P. multocida อ้างอิงมาตรฐาน ซีโร
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ไทป์ A  D  E และ F แสดง PCR product เฉพาะกบัไพรเมอร์ P. multocida-specific ท่ีขนาด 460 bp เท่านัน้
และไม่เกิด PCR product กบัน า้กลัน่ท่ีเป็นควบคมุลบ (Fig 1) เม่ือใช้ไพรเมอร์ข้างต้นท่ีความเข้มข้น 0.2  0.625 
และ 0.5 µM ตามล าดบั (Table 1) พร้อมกบัใช้ความเข้มข้นของ MgCl2 ท่ี 2 mM และอณุหภูมิ (annealing 
temperature) ในการจบัของไพรเมอร์กบัสาย DNA template ท่ี 60oC ซึ่งตามเง่ือนไขนี ้พบว่าวิธี multiplex 
PCR มีความไว หรือสามารถตรวจพบแถบ PCR product ได้เม่ือมีจ านวนเชือ้ตัง้แต ่104 CFU/ml ขึน้ไป 
(Fig 2) 
การจ าแนกซีโรไทป์ของเชือ้ P. multocida สายพันธ์ุท้องถิ่นทางซีรัมวิทยาและ multiplex PCR 

การจ าแนกชนิดของแคปซูลของเชือ้ P. multocida สายพนัธุ์ท้องถ่ินทัง้ 88 สายพนัธุ์ โดยวิธี IHA 
และ AGP พบวา่มีเพียง 2 สายพนัธุ์ ท่ีมีแคปซูลชนิด A ในขณะท่ีเชือ้สว่นใหญ่จ านวน 86 สายพนัธุ์ มี
แคปซูลชนิด B ซึง่ในจ านวนนี ้76 สายพนัธุ์จ าแนกได้เป็นเชือ้ซีโรไทป์ B:2 และ 10 สายพนัธุ์เป็นเชือ้ซีโรไทป์ 
B:2,5 

ทัง้นีผ้ลการตรวจทางซีรัมวิทยาให้ผลถกูต้องตรงกนัทัง้หมด (100%) กบัผลของวิธี multiplex PCR 
กลา่วคือมีเชือ้จ านวน 86 สายพนัธุ์ตรวจพบ แถบ PCR product ทัง้สามแถบ ในขณะท่ีเชือ้อีก 2 สายพนัธุ์ 
ตรวจพบแถบ PCR product ขนาด 460 bp เพียงแถบเดียว  
การวินิจฉัยสาเหตุการตายของกระบือที่ตดิเชือ้ตามธรรมชาติ 

การใช้ multiplex PCR ตรวจ DNA template ท่ีสกดัโดยตรงจากอวยัวะหวัใจ และปอดหรือม้าม
ของกระบือท่ีสงสยัตายจากการระบาดของโรค HS จ านวน 4 ราย พบวา่เกิดแถบ PCR product ทัง้สาม
แถบกบัทกุอวยัวะท่ีท าการตรวจ ทัง้ 4 ราย (Fig 3) โดยใช้เวลาในการตรวจเพียง 1-2 วนั  
     

                                    
        Fig 1. PCR product of multiplex PCR specific to the strains of hemorrhagic septicemia     
                causing P. multocida (lane M, 100 bp DNA ladder; lane A, B, D, E, F, P. multocida     
                serotype A, B, D, E, F, respectively; lane V1, V2, V3, Vaccine strains for hemorrhagic  
                septicemia from Lao, Pakistan and Thailand, respectively; lane Dw, negative control  
                (distilled water) 
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        Fig 2. Sensitivity of multiplex PCR for detection of DNA of hemorrhagic septicemia causing  
                P. multocida (lane M, 100 bp DNA ladder; lane 1-7, DNA of P. multocida at 107-101   
                CFU/ml, respectively; lane 8, distilled water 
 

            
        Fig 3. Multiplex PCR of the DNA extracted from internal organs of buffaloes naturally   
                infected with hemorrhagic septicemia causing P. multocida (lane M, 100 bp DNA  
                ladder; lane 1, 2, 3, 4, 5, 6, DNA extracted from lung and heart of buffalo no.1, 2, 3,   
                respectively; lane 7, 8, DNA extracted from lung and spleen of buffalo no.4,    
                respectively; lane 9, P. multocida serotype A; lane 10, distilled water 

วิจารณ์  

การระบาดของโรค HS ในประเทศไทยยงัคงเกิดขึน้ทกุปี แสดงให้เห็นวา่กรมปศสุตัว์ยงัคงต้องให้
ความส าคญัในการจดัหามาตรการท่ีเหมาะสมตอ่การเฝ้าระวงั ควบคมุ และแก้ไขสถานการณ์เม่ือเกิดการ
ระบาดในฝงูโค-กระบือให้ได้อยา่งทนัท่วงที เพ่ือลดความสญูเสียท่ีจะเกิดแก่เกษตรกร เชน่ ผลิตและ
แจกจา่ยวคัซีนป้องกนัโรคให้เพียงพอตอ่ความต้องการ เจ้าหน้าท่ีปศสุตัว์ตอบสนองอย่างรวดเร็วเม่ือเกิดโรค
ในพืน้ท่ี โดยเก็บและสง่ตวัอยา่งมาท าการชนัสตูรหาสาเหตขุองโรคอยา่งเหมาะสม นอกจากนีก้ารพฒันา
เทคนิคเพ่ือให้มีความถกูต้อง รวดเร็วและแมน่ย า จะชว่ยให้การควบคมุ ป้องกนัและรักษาโรคมี
ประสิทธิภาพมากขึน้ เน่ืองจากโรค HS มีสาเหตมุาจาก เชือ้ P. multocida สายพนัธุ์ B:2  B:5 หรือ B:2,5 
รวมทัง้ E:2 ท่ีพบในทวีปอฟัริกา ดงันัน้การยืนยนัชนิดและสายพนัธุ์ของเชือ้จงึต้องใช้ทัง้การทดสอบ
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คณุสมบตัทิางชีวเคมีและซีรัมวิทยา เพ่ือให้การควบคมุโรคกระท าได้อยา่งถกูต้องตามมาตรการของโรค
ระบาดสตัว์ อยา่งไรก็ตามทัง้สองขัน้ตอนนีใ้ช้เวลาอยา่งเร็วท่ีสดุ 3-4 วนั อีกทัง้ต้องใช้แอนตซีิรัมท่ีเตรียมจาก
การฉีดเชือ้อ้างอิงมาตรฐานเข้าสตัว์ทดลอง ซึ่งประกอบไปด้วยเชือ้ท่ีจ าเพาะตอ่แคปซูล 5 ชนิด และ LPS 16 
ชนิด (Heddleston et al., 1972; Sawada et al., 1982) จงึไมเ่หมาะสมกบัปัจจบุนัท่ีควรค านึงถึง
จรรยาบรรณในการใช้สตัว์ทดลอง ดงันัน้การน าเทคนิคอณชีูวโมเลกลุมาใช้ นอกจากจะสามารถลดขัน้ตอน
และระยะเวลาในการชนัสตูรและวินิจฉยัโรคลงได้แล้ว ยงัลดการใช้สตัว์ทดลองเพ่ือการผลิตแอนตซีิรัมได้อีก
ด้วย  

วิธี multiplex PCR สามารถตอบผลเร็วท่ีสดุภายในเวลาเพียง 1 วนั เทคนิคนีด้ดัแปลงจากวิธี
มาตรฐาน โดยน าไพรเมอร์ท่ี OIE (OIE, 2014) ยอมรับ วา่เป็น species- specific และ HS-causing type 
B-specific (Townsend et al., 1998) รวมทัง้น า 16S-23S rRNA intergenic spacer (Brickell et al., 1998) มา
ท าปฏิกิริยาในหลอดเดียวกนัเพ่ือเป็นการยืนยนัผลซึง่กนัและกนั ซึง่ประหยดัเวลาและคา่ใช้จา่ยกวา่การท า 
single PCR ด้วยไพรเมอร์แตล่ะคู่ จากการทดสอบกบัเชือ้ก่อโรค HS สายพนัธุ์ท้องถ่ินทัง้ 88 สายพนัธุ์ให้ผล
ตรงกบัวิธีซีรัมวิทยาทกุสายพนัธุ์ ทัง้นีก้ารจ าแนกซีโรไทป์โดยวิธีทางซีรัมวิทยาพบวา่ปัจจบุนัสายพนัธุ์ท่ี
ระบาดในประเทศไทยมีเพียงสองซีโรไทป์ คือ B:2 และ B:2,5 ท าให้มัน่ใจในระดบัหนึง่วา่เทคนิคนีเ้หมาะสม
และเพียงพอในการวินจิฉัยโรค HS ในประเทศไทย เน่ืองจากไพรเมอร์ HS-causing type B-specific 
ครอบคลมุซีโรไทป์ B:2 และ B:2,5 แตไ่มร่วมซีโรไทป์ E:2 ท่ีระบาดในทวีปอฟัริกา (Francis et al., 1980) 
ในขณะท่ี Brickell et al. (1998) พบข้อบกพร่องของไพรเมอร์ 16S-23S rRNA intergenic spacer ท่ีไม่
เกิดผลบวกกบัเชือ้ก่อโรค HS สายพนัธุ์ B จ านวน 1 isolate และเกิดผลบวกกบัเชือ้ก่อโรค HS สายพนัธุ์ E 
เพียง 1 จาก 3 isolates  ปัจจบุนัมีผู้พฒันาเทคนิค real time PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน 
esterase ในการยืนยนัเชือ้ก่อโรค HS (Petersen et al., 2014) ได้ครอบคลมุ ซึง่ผู้วิจยัจะศกึษาเปรียบเทียบ
เทคนิคนีก้บัเชือ้ในประเทศไทยตอ่ไป 

อยา่งไรก็ตามเทคนิค multiplex PCR ท่ีพฒันาขึน้นีไ้ด้ถกูน ามาใช้อยา่งทนัท่วงทีในการวินิจฉยัการ
ระบาดของโรค HS ในโค-กระบือท่ีจงัหวดัพิษณุโลก เม่ือเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556 โดยผู้วิจยัได้รับ
ตวัอยา่งอวยัวะกระบือ จ านวน 4 ราย จากศนูย์วิจยัและพฒันาการสตัวแพทย์ภาคเหนือตอนล่าง จงัหวดั
พิษณโุลก เพ่ือยืนยนัชนิดของเชือ้ P. multocida ซึง่เม่ือท าการสกดัดีเอ็นเอโดยตรงจากหวัใจ ปอด และหรือ
ม้ามของกระบือทัง้ 4 ตวั พบวา่สามารถพบแถบ PCR product จากดีเอ็นเอของเชือ้ท่ีอยูใ่นอวยัวะดงักลา่ว
ได้อยา่งชดัเจน ทัง้นีเ้น่ืองจากเทคนิคนีส้ามารถตรวจเชือ้ได้ตัง้แต ่ 104 CFU/ml ในขณะท่ีในเลือดของสตัว์ท่ี
เป็นโรคมกัจะมีปริมาณเชือ้ 105-106 และจะเพิ่มปริมาณสงูถึง 1011-1012 CFU/ml ในซากสตัว์ท่ีเลีย้งอยูใ่น
เขตร้อนหลงัจากท่ีตายแล้วประมาณ 20 ชัว่โมง (De Alwis, 1999) แสดงให้เห็นวา่สามารถใช้เทคนิค 
multiplex PCR ในการตรวจตวัอยา่งอวยัวะจากสตัว์ท่ีติดเชือ้โรค HS ในปัจจบุนัได้เป็นอยา่งดี  
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Abstract 

Hemorrhagic septicemia (HS) is an acute contagious disease causing high morbidity 
and mortality in cattle and buffaloes. Rapid diagnosis is necessary and benefit for the effective 
disease control resulting in less damages and losses. We could develop the multiplex PCR 
using 3 primer pairs including the species-specific, HS-causing type B-specific and 16S-23S rRNA 
intergenic spacer in only one reaction. The comparison between multiplex PCR and serology test 
revealed the same results for identification of totally 88 local strains of HS-causing Pasteurella 
multocida. The sensitivity of the multiplex PCR in detecting the bacteria was 104 CFU/ml. In 
addition, we could use this technique for diagnosis of hemorrhagic septicemia directly from the 
internal organs of naturally infected-buffaloes in Phitsanulok Province within only one day. 
Therefore, this multiplex PCR is suitable and useful for the diagnostic laboratory because of its 
quickness as well as time and cost saving. 
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