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บทคัดย่อ 

ในปี พ.ศ. 2557 มีการระบาดของโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย (Haemorrhagic septicaemia, HS) ใน
กระบือและโคเนือ้ จ านวนการระบาดนบัจากการสง่ตวัอยา่งสตัว์ป่วยและตายเข้ามาชนัสตูรและยืนยนัโรคท่ี 
สถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาติ และศนูย์วจิยัและพฒันาการสตัวแพทย์ประจ าภมูิภาค ตัง้แตเ่ดือน มิถนุายน 
ถึง พฤศจิกายน 2557 รวมทัง้สิน้ 26 ครัง้ การระบาดส่วนใหญ่เกิดขึน้ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบน 
14 ครัง้ ตามด้วยภาคเหนือตอนล่าง 4 ครัง้ ภาคเหนือตอนบน 3 ครัง้ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนลา่ง 2 
ครัง้ สว่นภาคตะวนัตก ภาคกลาง และภาคตะวนัออก มีการระบาดภาคละ 1 ครัง้  

น าเชือ้ก่อโรค HS ท่ีแยกได้จากสตัว์ป่วยและตายจ านวน 31 สายพนัธุ์มาศกึษาความแตกตา่งทาง
พนัธุกรรมโดยวิธี pulsed field gel electrophoresis (PFGE)  พบวา่มี 3 pattern ได้แก่ pattern 1 มีจ านวน 
27 สายพนัธุ์ pattern 2 และ 3  มีจ านวน 3 และ 1 สายพนัธุ์ ตามล าดบั ซึง่ pattern 1 และ 2 มีความ
ใกล้เคียงกนัมากกวา่ 90% การทดสอบความไวเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ 14 ชนิด พบว่าคา่พิสยัของ minimal 
inhibitory concentration (MIC range) (µg/ml) ของเชือ้ตอ่ยาตา่งๆ มีดงันี ้ ampicillin (0.25->128),  
penicillin (0.25->128), streptomycin (8->128), gentamicin (0.5-1), tetracycline (1-16), 
oxytetracycline (1-64), nalidixic acid (1->128), enrofloxacin (≤0.125-2), ciprofloxacin (≤0.125-2),  
danofloxacin (≤0.125-1), erythromycin (≤0.125-1), colistin (4-32), trimethoprim (1->128) และ 
sulfamethoxazole/trimethoprim (0.25-64) 

นอกจากนีย้งัพบว่าเชือ้ก่อโรค HS ท่ีมี PFGE pattern 1 มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ 9-11 ชนิด และมี
รูปแบบความไวเชือ้ตอ่ยา 14 ชนดิ 6 แบบ (A, B, C, D, E หรือ F) ในขณะท่ีเชือ้ท่ีมี PFGE pattern 3 มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ 
7 ชนิด ท่ีเป็นรูปแบบ G และเชือ้ท่ีมี PFGE pattern 2 มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพเพียง 2-3 ชนิด เป็นรูปแบบ H, I หรือ J 

ค าส าคัญ: ลกัษณะทางพนัธุกรรม  โรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย ความไวตอ่ยาต้านจลุชีพ 
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บทน า 

 โรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมีย (Haemorhaggic septicaemia, HS) เป็นโรคประจ าถ่ินในประเทศไทย
โดยเป็นโรคระบาดท่ีอยู่ในพระราชบญัญตัิโรคระบาดสตัว์ พ.ศ. 2558 ซึง่ปรับปรุงจากพระราชบญัญัตโิรค
ระบาดสตัว์ พ.ศ. 2499 และฉบบัท่ี 2 พ.ศ. 2542 (ราชกิจจานเุบกษา, 2558) สาเหตเุกิดจากเชือ้แบคทีเรีย 
Pasteurella multocida (P. multocida) สายพนัธุ์ B:2 B:5 B:2,5 ในประเทศแถบเอเชีย และ E:2 ใน
ประเทศแถบแอฟริกา (OIE, 2014) ในประเทศไทยพบเฉพาะสายพนัธุ์ B:2 และ B:2,5 (Worarach et al., 
2014) สตัว์ท่ีไวตอ่การติดเชือ้และแสดงอาการรุนแรงเป็นอนัดบัแรกและรองลงมาคือ กระบือและโค โดย
เฉพาะท่ีชว่งอาย ุ 1-2 ปี (De Alwis, 1999) เชือ้สามารถอยูใ่นสิ่งแวดล้อม เชน่ ทุง่หญ้าและดนิท่ีชืน้แฉะได้
ในชว่งระยะเวลาหนึง่เทา่นัน้ การแพร่กระจายของโรคจงึมกัเกิดจากโค-กระบือท่ีมีเชือ้อยูใ่นบริเวณล าคอ 
ทอนซิล และคอหอยได้เป็นเวลานานโดยไมแ่สดงอาการ ซึง่เชือ้จะเพิ่มจ านวนขึน้และถกูขบัออกมากบัน า้มกู
ของสตัว์ได้เป็นระยะๆ (De Alwis et al., 1990; Harper et al., 2006) ระยะฟักตวัของโรคประมาณ 3-5 วนั 
สว่นอาการของโรคมีทัง้แบบเฉียบพลนั (acute) คือ แสดงอาการและตายภายในเวลา 24 ชัว่โมง โดยสตัว์มี

ไข้สงู (41-42C) หายใจตืน้และเร็ว เย่ือเมือกมว่งคล า้ หรืออาจแสดงอาการกระวนกระวาย กล้ามเนือ้สัน่ 
น า้มกูน า้ตาไหล และถ่ายเหลว (Benkirane and De Alwis, 2002) อาการแบบกึ่งเฉียบพลนั (sub-acute) 
คือ พบการบวมน า้ใต้ผิวหนงัโดยเฉพาะบริเวณคาง ล าคอ หน้าอก รวมทัง้ปอดบวม และตายภายใน 2-3 วนั 
สว่นอาการแบบเรือ้รัง (chronic) คือ สตัว์แสดงอาการยาวนานขึน้ หายใจล าบาก น า้มกูข้นและมีเลือดปน 
(De Alwis, 1999) เม่ือผา่ซากพบรอยโรคบวมน า้ จดุหรือปืน้เลือดออกไปจนถึงเลือดคัง่ท่ีปอด ปอดบวม
ชนิด bronchopneumonia หรือ fibrinous pneumonia  เย่ือหุ้มปอดและเย่ือหุ้มหวัใจอกัเสบ (Shafarin et 
al., 2009) 

ในประเทศไทยการระบาดมกัเร่ิมในชว่งตอ่ระหวา่งฤดรู้อนและฤดฝูนของทกุปี ปี พ.ศ. 2555-2556 
พบการระบาดท่ียืนยนัผลโดยสง่ชนัสตูรท่ีสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาติ (สสช.) และศนูย์วิจยัและพฒันาการ
สตัวแพทย์ (ศวพ.) ประจ าภูมิภาค จ านวน 53 และ 23 ราย ตามล าดบั นอกเหนือจากการท าวคัซีนป้องกนั
โรคให้ทัว่ถึงแล้ว การชนัสตูรโรคท่ีรวดเร็ว ตลอดจนการทดสอบประสิทธิภาพของยาต้านจลุชีพท่ีสามารถ
ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ จะชว่ยให้ท าการรักษา ควบคมุและลดการแพร่ระบาดของโรคได้ทนัทว่งที 
นอกจากนีก้ารศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของเชือ้โรคท่ีก าลงัระบาดจะท าให้ทราบถึงการเปล่ียนแปลงของ
เชือ้โรค และใช้ประกอบการวิเคราะห์แนวโน้มประสิทธิภาพของวคัซีนท่ีใช้ในการควบคมุโรคในปัจจบุนัได้ 
การรายงานโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมียในปี พ.ศ. 2557 นี ้ มีวตัถปุระสงค์เพ่ือใช้เป็นข้อมลูทางระบาดวิทยา 
การพิจารณาการใช้ยาต้านจลุชีพท่ีเหมาะสมกบัเชือ้ท่ีระบาดในปัจจบุนั ตลอดจนเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการ
เฝ้าระวงัความเปล่ียนแปลงของเชือ้ท่ีระบาดในแตล่ะชว่งเวลาเปรียบเทียบกบัเชือ้สายพนัธุ์วคัซีนของ
ประเทศไทยตอ่ไปในอนาคต 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

ประวัตสัิตว์ป่วย 
ในระหวา่งเดือนมิถนุายนถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2557 มีการระบาดของโรคเฮโมรายิก  

เซปทิ ซี เมียในกระบือและโคเนื อ้กระจายอย่างกว้างขวางในจังหวัดต่างๆ ทางภาคเหนือและ
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สว่นภาคกลางและภาคตะวนัออกมีการระบาดเพียงเล็กน้อย 
สตัว์สว่นใหญ่แสดงอาการ ซมึ ไข้สงู ไมกิ่นอาหาร หายใจล าบาก หายใจแรงและมีเสียงดงั น า้มกูน า้ลาย
ไหล คอบวม ขาออ่น ล้มและตายภายใน 1-3 วนั  ตวัอย่างจากสตัว์ป่วยและตาย ได้แก่ อวยัวะภายใน เชน่ 
ปอด ตบั ม้าม ไต หวัใจ เลือด รวมทัง้ สวอปจมกูถกูน าสง่ไปยงัห้องปฏิบตักิารแบคทีเรียของ สสช. และ 
ศวพ. ประจ าภมูิภาคตา่งๆ ท่ีรับผิดชอบพืน้ท่ีเกิดโรคนัน้ เพ่ือท าการเพาะแยกเชือ้ P. multocida serotype B 
ชนิดท่ีเป็นสาเหตขุองโรค 

การเพาะแยกเชือ้และการพสูิจน์เชือ้ก่อโรค HS 
ตวัอยา่งอวยัวะภายในและสวอปจมกูท่ีเก็บจากสตัว์ป่วยตาย น ามาเพาะลงบน 5-7% sheep 

blood agar (BA) และ MacConkey agar  บม่ท่ี 37C นาน 18-24 ชัว่โมง ตรวจสอบโคโลนีของเชื อ้  
P. multocida และพิสจูน์โดยการทดสอบคณุสมบตัทิางชีวเคมี (Quinn et al., 1994) รวมทัง้ตรวจหาซีโรไทป์
ตามชนิดของแคปซูล (A B D E F) โดยวิธี indirect haemagglutination test (Sawada et al., 1982) ซีโร
ไทป์ตามชนิดของ lipopolysaccharide (1-16) หรือ somatic serotyping โดยวิธี gel diffusion precipitin 
test (Brogden et al., 1977) 

สกดั DNA จากเชือ้ท่ีให้ผลบวกทางชีวเคมีโดยการต้มในน า้เดือด เป็นเวลา 10 นาที และตรวจด้วย
วิธี multiplex PCR เพ่ือตรวจหาชนิดแคปซูลของเชือ้ P. multocida (พชัรี และคณะ 2557) และตรวจด้วย 
PCR อีกครัง้เพ่ือยืนยนัเชือ้ก่อโรค HS ตามวิธีของ Townsend et al. (1998) 

การศึกษาแบบแผนทางพันธุกรรมของเชือ้ โดยวิธี Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
เตรียม DNA plug ดดัแปลงจาก Khattak and Matthews (1993) โดยเพาะเชือ้ P. multocida ลง

บน BA บม่ท่ี 37C นาน 18-24 ชัว่โมง เข่ียเชือ้ลงในสารละลาย TEEN (10 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 
10 mM EGTA, 1 M NaCl, pH 8) ให้มีคา่การดดูกลืนแสง (OD610) เทา่กบั 0.6 ป่ันล้างเชือ้ 2 ครัง้ ท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบ นาน 5 นาที แล้วจงึละลายตะกอนเชือ้ในสารละลาย TE (10 mM Tris-HCl, 1mM 
EDTA, pH 8) เตรียมเป็น plug โดยผสมเข้ากบั 2% low melting agarose ในอตัราสว่น 1:1  สกดั 
chromosomal DNA โดยน า plug แชล่งใน lysis buffer I (6 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, 1 M NaCl, 
0.5% (w/v) Brij 58, 0.2% sodium deoxycholate, 0.5% sodium lauroyl sarcosine, 1 mg/ml of 

lysozyme) บม่ท่ี 37C นาน 4 ชัว่โมง จากนัน้เปล่ียนเป็น lysis buffer II (0.25 M EDTA, 20 mM NaCl, 
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1% sodium lauroyl sarcosine, 1 mg/ml proteinase K) บม่ท่ี 55C ข้ามคืน ล้าง DNA plug ใน TE 3 

ครัง้ เก็บท่ี 4C เพ่ือรอท าขัน้ตอนตอ่ไป 
ขัน้ตอน PFGE ดดัแปลงจาก Gunawardana et al. (2000) โดย DNA plug ท่ีเตรียมไว้จะถกูตดั

ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ApaI (New England BioLabs, USA.) ความเข้มข้น 30 U ท่ี 37C ข้ามคืน แล้ว
ชิน้สว่นของ DNA ของเชือ้แตล่ะสายพนัธุ์จะถกูแยกออกตามขนาดท่ีตา่งกนัได้บน 1% pulsed field 
certified agarose (Bio-Rad, USA.) โดยการผา่นกระแสไฟฟ้า 6 V/cm switch time 1s – 25s ใน 0.5x 
Tris-Borate-EDTA ท่ี 14°C นาน 22 ชัว่โมง ด้วยเคร่ือง CHEF-DR III (Bio-Rad, USA.) หลงัจากนัน้
ชิน้สว่นของ DNA บนแผน่ agarose จะถกูย้อมสีในสารละลาย 0.5 µg/ml ethidium bromide วิเคราะห์
แบบแผนทางพนัธุกรรมของเชือ้ P. multocida โดยใช้โปรแกรม BioProfile (Vilber Lourmat, Germany) 

การทดสอบความไวของเชือ้ต่อยาต้านจุลชีพ  
ท าการทดสอบ minimal inhibitory concentration (MIC) เพ่ือหาคา่ความเข้มข้นต ่าสดุของยาต้าน

จลุชีพ 14 ชนิดท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้ก่อโรค HS จ านวน 31 สายพนัธุ์ โดยวิธี broth 
microdilution method (CLSI, 2013a) ยาท่ีทดสอบ ได้แก่ ampicillin, ciprofloxacin, colistin,  
danofloxacin, enrofloxacin, erythromycin, gentamicin, nalidixic acid, oxytetracycline, penicilin G, 
tetracycline, streptomycin, trimethoprim และ sulfamethoxazole/trimethoprim (1:20)  วิธีการโดยยอ่
คือ เตรียมสารละลายตัง้ต้นของยาทัง้ 14 ชนิดใน cations adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) 
และท า two-fold serial dilution ให้มีความเข้มข้นเป็นสองเทา่ของความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ แจกลงใน 
microtiter plate หลมุ 1-11 เรียงความเข้มข้นจากน้อยไปมาก (0.125-128 µg/ml) หลมุละ 50 µl แล้วเตมิ
เชือ้ท่ีทดสอบซึง่ปรับให้มีความเข้มข้น 106 CFU/ml หลมุละ 50 µl สายพนัธุ์ละ 2 แถว ปิดฝาให้สนิท บม่ท่ี 

35C นาน 18-24 ชัว่โมง จึงอา่นผล โดยหลมุท่ีมีความเข้มข้นต ่าสดุของยาท่ียบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้
แตล่ะสายพนัธุ์ได้ จะถกูบนัทกึเป็นคา่ MIC ของยาตอ่เชือ้สายพนัธุ์นัน้ วิเคราะห์ผลความไวของเชือ้ตอ่ยา
ต้านจลุชีพแตล่ะชนิดโดยเปรียบเทียบกบัคา่ MIC breakpoint (CLSI, 2013b) 

ผล 

การระบาดของโรค HS 
จ านวนครัง้การระบาดของโรค HS ท่ีมีการสง่ตวัอยา่งสตัว์ป่วยและตายเข้ามาชนัสตูรและยืนยนัโรค

ท่ี สสช. และศวพ. ประจ าภมูิภาค โดยนบัจากท่ีเร่ิมมีการระบาดครัง้แรกของปี พ.ศ. 2557 คือ วนัท่ี 20 
มิถนุายน ถึงวนัท่ี 11 พฤศจิกายน 2557 รวมทัง้สิน้ 26 ครัง้ ได้แก่ ครัง้ท่ี 2-27 (ตารางท่ี 1) ในจ านวนนีเ้ป็น
การระบาดในภาคตะวนัตก ภาคกลาง และภาคตะวนัออก ได้แก่ จงัหวดัเพชรบรีุ ปทมุธานี และปราจีนบรีุ
เพียงแหง่ละ 1 ครัง้ ตามล าดบั การระบาดสว่นใหญ่เกิดขึน้ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนบน รวม  14 
ครัง้ ภาคเหนือตอนลา่ง 4 ครัง้ ภาคเหนือตอนบน 3 ครัง้ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนล่าง 2 ครัง้ 
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ตารางท่ี 1 วนัท่ี ชนิดสตัว์ จ านวนและพืน้ท่ีการระบาดของโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมียและเชือ้ท่ีน ามาศกึษา 

ครัง้ 
ท่ี 

วนัท่ี ชนิดสตัว์ ชนิดตวัอย่าง 
จ านวนสตัว์ (ตวั) ท่ีตัง้ฟาร์ม เชือ้ท่ีสง่ตอ่ 

(สายพนัธุ์)  
ซีโรไทป์ 

รูปแบบ 
PFGE ทัง้หมด ป่วย ตาย อ าเภอ จงัหวดั 

1 8/8/56 กระบือ อวยัวะ 29 NA NA พงัโคน สกลนคร 1 B:2,5 2 
2 20/6/57 กระบือ อวยัวะ 8 4 3 บรบือ มหาสารคาม 1 B:2,5 1 
3 26/6/57 กระบือ อวยัวะ 3 - 1 บรบือ มหาสารคาม 0   
4 26/6/57 กระบอื อวยัวะ NA NA NA กดุรัง มหาสารคาม 1 B:2,5 1 
5 27/6/57 กระบือ เลือด 3 NA NA เมือง มหาสารคาม 1 B:2,5 1 
6 1/7/57 กระบือ อวยัวะ 5 3 3 รัตนบรีุ สริุนทร์ 0   
7 3/7/57 กระบือ อวยัวะ NA NA NA เมือง อดุรธานี 0   
8 17/7/57 กระบือ อวยัวะ 6 1 1 เมือง มกุดาหาร 1 B:2,5 1 
9 24/7/57 โคเนือ้ อวยัวะ 5 1 1 เมือง กาฬสินธุ์ 1 B:2,5 1 
10 25/7/57 โคเนือ้ อวยัวะ 170 8 7 บ้านลาด เพชรบรีุ 1 B:2,5 1 
11 25/7/57 โคเนือ้ อวยัวะ NA 1 1 แมล่าว เชียงราย 1 B:2,5 2 
12 30/7/57 กระบือ อวยัวะ 6 2 2 เมือง นครพนม 1 B:2,5 2 
13 30/7/57 กระบือ อวยัวะ 6 2 2 วาปีปทมุ มหาสารคาม 0   
14 5/8/57 กระบือ อวยัวะ 8 3 3 เรณนูคร นครพนม 1 B:2,5 1 
15 29/8/57 กระบือ อวยัวะ 10 - 1 เมือง ปทมุธานี 1 B:2,5 1 
16 2/9/57 กระบือ อวยัวะ NA NA NA หนองหาน อดุรธานี 1 B:2,5 1 
17 6/9/57 กระบือ อวยัวะ 4 2 2 กดุบาก สกลนคร 1 B:2,5 3 
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ครัง้ 
ท่ี 

วนัท่ี ชนิดสตัว์ ชนิดตวัอย่าง 
จ านวนสตัว์ (ตวั) ท่ีตัง้ฟาร์ม เชือ้ท่ีสง่ตอ่ 

(สายพนัธุ์)  
ซีโรไทป์ 

รูปแบบ 
PFGE ทัง้หมด ป่วย ตาย อ าเภอ จงัหวดั 

18 11/9/57 กระบือ อวยัวะ สวอปจมกู 552 - 120 น า้ปาด อตุรดติถ์ 6 B:2,5 1 
19 16/9/57 กระบือ อวยัวะ 220 3 9 กบนิทร์บรีุ ปราจีนบรีุ 1 B:2,5 1 
20 19/9/57 กระบือ อวยัวะ NA NA NA ห้วยเม็ก กาฬสินธุ์ 0   
21 11/10/57 กระบือ อวยัวะ 4 2 2 เมือง หนองบวัล าภ ู 1 B:2,5 1 
22 16/10/57 กระบือ อวยัวะ 9 5 4 วงัหิน ศรีสะเกษ 2 B:2,5 1 
23 30/10/57 กระบือ อวยัวะ 20 4 4 ลบัแล อตุรดติถ์ 1 B:2,5 1 
24 1/11/57 โคเนือ้ อวยัวะ สวอปจมกู 20 20 15 หนองขาหยา่ง อทุยัธานี 2 B:2,5 1 
25 4/11/57 กระบือ อวยัวะ 26 16 10 โกรกพระ นครสวรรค์ 1 B:2,5 1 
26 7/11/57 กระบือ อวยัวะ 53 53 53 เวียงชยั เชียงราย 3 B:2; B:2,5 1 
27 11/11/57 กระบือ อวยัวะ 7 4 3 ทา่วงัผา นา่น 1 B:2,5 1 

 
NA หมายถึง ไมมี่ข้อมลู 
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เชือ้ P. mutocida ก่อโรค HS ท่ีสง่ตอ่มายงัสถาบนัสขุภาพสตัว์แหง่ชาติ เพ่ือศกึษาแบบแผนทาง
พนัธุกรรมของเชือ้และทดสอบความไวเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ มีจ านวน 31 สายพนัธุ์ จากการระบาด 27 ครัง้ 
โดยมี 1 สายพนัธุ์ เป็นเชือ้ท่ีมาจากการระบาดในปี พ.ศ. 2556 (ตารางท่ี 1) เม่ือตรวจหาชนิดแคปซูลของ
เชือ้โดยวิธี multiplex PCR และการยืนยนัเชือ้ก่อโรค HS โดยวิธี PCR ให้ผลเป็นเชือ้ P. multocida ชนิด 
B:2 หรือ B:2,5 ท่ีก่อโรค HS ทัง้ 31 สายพนัธุ์ สอดคล้องกบัการทดสอบหาซีโรไทป์ของเชือ้โดยวิธีทางซีรัม
วิทยา  ซึง่พบวา่จากเชือ้ 31 สายพนัธุ์   มีเพียง 1 สายพนัธุ์ เป็นซีโรไทป์ B:2  สว่นเชือ้อีก 30 สายพนัธุ์ เป็น 
ซีโรไทป์ B:2,5 (ตารางท่ี 1)  

แบบแผนทางพันธุกรรมของเชือ้ก่อโรค HS โดยวิธี PFGE 
เทคนิค PFGE ท่ีใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะ ApaI สามารถใช้ในการจ าแนกแบบแผนทางพนัธุกรรม

ของเชือ้ P. multocida ท่ีน ามาศกึษาครัง้นีไ้ด้ทัง้ 31 สายพนัธุ์ โดยพบรูปแบบท่ีแตกตา่งกนัทัง้หมด 3 
รูปแบบ (pattern) ได้แก่ pattern 1 จ านวน 27 สายพนัธุ์ pattern 2 จ านวน 3 สายพนัธุ์ และpattern 3 
จ านวน  1 สายพนัธุ์ pattern 1 และ 2 มีความใกล้เคียงกนัมากกว่า 90% และทัง้สาม pattern มีความ
ใกล้เคียงกนัมากถึงประมาณ 85% (ตารางท่ี 1; รูปท่ี 1) 

                   
รูปท่ี 1. แผนภมูิความเหมือนกนัของแบบแผนทางพนัธุกรรมของเชือ้ก่อโรค HS 31 สายพนัธุ์ โดยวิธี PFGE  
          ใช้การค านวณวิธี Unweighted Pair Group Match Average ท่ี Homology coefficient 1.0% 

ความไวเชือ้ก่อโรค HS ต่อยาต้านจุลชีพ 14 ชนิด 
คา่ MIC range ของเชือ้ก่อโรค HS 31 สายพนัธุ์ตอ่ยา ampicillin, penicillin, streptomycin, 

gentamicin, tetracycline, oxytetracycline, nalidixic acid, enrofloxacin, ciprofloxacin, danofloxacin, 
erythromycin, colistin, trimethoprim และ sulfamethoxazole/trimethoprim คือ 0.25->128, 0.25-
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>128, 8->128, 0.5-1, 1-16, 1-64, 1->128, ≤0.125-2, ≤0.125-2, ≤0.125-1, ≤0.125-1,  4-32, 1->128 
และ 0.25-64 µg/ml ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบั MIC breakpoint ของเชือ้ P. multocida หรือ 
Pasteurella spp. หรือเชือ้ในกลุม่ Enterobacteriaceae ในโคหรือในสกุรตามท่ีก าหนดใน CLSI (2013b) 
พบวา่มีเชือ้จ านวนมากท่ีดือ้ (resistant) ตอ่ยาต้านจลุชีพจากมากไปน้อย ดงันี ้ 1) streptomycin และ 
nalidixic acid (30/31)  2) colistin (29/31)  3) tetracycline, oxytetracycline,  trimethoprim และ 
sulfamethoxazole/trimethoprim (28/31)  และ 4) ampicillin และ penicillin (27/31) ในทางตรงข้ามเชือ้
สว่นใหญ่ก็มีความไว (susceptible) ตอ่ยา gentamicin (31/31) และ ciprofloxacin (27/31) เชน่กนั 
นอกจากนี ้ ยงัพบว่ายาต้านจลุชีพบางตวั มีผลตอ่การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ได้ ในระดบัปานกลาง
(intermediate) ได้แก่ danofloxacin, erythromycin และ enrofloxacin (ตารางท่ี 2)  

ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบความไวของเชือ้ก่อโรค HS 31 สายพนัธุ์ ตอ่ยาต้านจลุชีพ 14 ชนิด 

ยาต้านจลุชีพ 
MIC range 

(µg/ml) 

จ านวนเชือ้ 
 (สายพนัธุ์) 

MIC breakpoint* 
(µg/ml) 

S I R S I R 
Ampicillin 0.25->128   4 0 27 ≤0.5 - - 
Penicillin 0.25->128   4 0 27 ≤0.25    0.5     ≥1    
Streptomycin 8->128   1 0 30 ≤8 - - 
Gentamicin 0.5-1   31 0 0 ≤4 8 ≥16 
Tetracycline 1-16   3 0 28 ≤2 4 ≥8 
Oxytetracycline 1-64   3 0 28 ≤4 8 ≥16 
Nalidixic acid 1->128   1 0 30 ≤16 - ≥32 
Enrofloxacin  ≤0.125-2   2 11 18 ≤0.25 0.5-1 ≥2 
Ciprofloxacin ≤0.125-2   27 4 0 ≤1 2 ≥4 
Danofloxacin ≤0.125-1   2 29  0 ≤0.25 - - 
Erythromycin ≤0.125-1   1 25 5 ≤0.5 1 ≥2 
Colistin  4-32   0 2 29 ≤2 4 ≥8 
Trimethoprim 1->128 3 0 28 ≤8 - ≥16 
Sulfamethoxazole/trimethoprim 0.25-64 3 0 28 ≤0.5 - - 

S = susceptible      I = intermediate     R = resistant 
* CLSI (2013b)     
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รูปแบบความไว (antibiogram) ของเชือ้ต่อยา 14 ชนิด 
จากผล MIC พบวา่เชือ้ P. multocida จ านวน 27 สายพนัธุ์ท่ีมี PFGE pattern 1 เป็นเชือ้ท่ีดือ้ตอ่ยา

ต้านจลุชีพหลายชนิดตัง้แต ่ 9-11 ชนิด สามารถจ าแนกรูปแบบความไว (antibiogram) ของเชือ้ตอ่ยา 14 
ชนิดท่ีน ามาศกึษาในครัง้นี ้ ได้ถึง 6 แบบ คือรูปแบบ A, B, C, D, E และ F  ในขณะท่ีเชือ้ P. multocida 
จ านวน 1 สายพนัธุ์ท่ีมี PFGE pattern 3 เป็นเชือ้ท่ีดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ 7 ชนิด ซึง่แสดงผลความไวของเชือ้
ตอ่ยา 14 ชนิด ในรูปแบบ G สว่นเชือ้ P. multocida จ านวน 3 สายพนัธุ์ท่ีมี PFGE pattern 2 เป็นเชือ้ท่ีดือ้
ตอ่ยาต้านจลุชีพน้อยท่ีสดุเพียง 2-3 ชนิด โดยมีรูปแบบความไวเชือ้ตอ่ยา 14 ชนิด 3 แบบ คือ รูปแบบ H,  I 
และ J  (ตารางท่ี 3) 

รูปแบบความไวของเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ A-F มีการดือ้ยาเหมือนกนั 9 ชนิด คือ ampicillin, 
penicillin,  streptomycin, tetracycline, oxytetracycline, nalidixic acid, colistin, trimethoprim และ 
sulfamethoxazole/trimethoprim แบบ A เชือ้ดือ้ยา enrofloxacin เพิ่มขึน้รวมเป็น 10 ชนิด สว่นแบบ C 
เชือ้ดือ้ยา enrofloxacin และ erythromycin  เพิ่มขึน้รวมเป็น 11 ชนิด ในขณะท่ีแบบ H ดือ้ยา 3 ชนิด คือ 
streptomycin, colistin และ erythromycin แบบ I ดือ้ยาเพียง 2 ชนิด คือ streptomycin และ nalidixic 
acid แบบ J ดือ้ยา 2 ชนิดเชน่กนั คือ nalidixic acid และ erythromycin (ตารางท่ี 3) 
 

ตารางท่ี 3 รูปแบบความไว (antibiogram) ของเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ 14 ชนิดของเชือ้ก่อโรค HS 31 สายพนัธุ์   

รูปแบบความว
ไวของเชือ้ต่อ
ยา 14 ชนิด จ า
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A 15 R R R S R R R R S I I R R R 1 

B 4 R R R S R R R I I I I R R R 1 

C 3 R R R S R R R R S I R R R R 1 

D 2 R R R S R R R I S I I R R R 1 

E 2 R R R S R R R I S I I R R R 1 

F 1 R R R S R R R I S I S R R R 1 

G 1 S S R S R R R I S I I R R R 3 

H 1 S S R S S S S S S S R R S S 2 

I 1 S S R S S S R S S S I I S S 2 

J 1 S S S S S S R I S I R I S S 2 
S = susceptible      I = intermediate     R = resistant 
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วิจารณ์ 

ในปี พ.ศ. 2557 การระบาดของโรคเฮโมรายิกเซปทิซีเมียเร่ิมพบในเดือนมิถนุายนเป็นต้นมาจนถึง
เดือนพฤศจิกายน (ตารางท่ี 1) นอกจากนีย้งัเกิดประปรายในเดือนธนัวาคมและมกราคมของปี พ.ศ. 2558 
(ไมไ่ด้แสดงข้อมลู) ซึง่ใกล้เคียงกบัในปี พ.ศ. 2554 ท่ีพบการระบาดในเดือนกรกฎาคมตอ่เน่ืองจนถึงเดือน
ธนัวาคม แล้วลดลงในเดือนมกราคมถึงเดือนเมษายน 2555 ท่ีมีการระบาดเพียงเดือนละครัง้ จากนัน้จงึเพิ่ม
สงูขึน้อีกครัง้ในเดือนพฤษภาคมเร่ือยไปจนถึงเดือนกมุภาพนัธ์ 2556 แตร่อบการระบาดใหมใ่นปี พ.ศ. 
2556 เร่ิมในเดือนกรกฎาคมและสงบอยา่งเร็วในเดือนกนัยายนเท่านัน้ (วฒันศกัดิ์ จ าละคร และเสกสิทธ์ิ 
สิงห์แจม่, ข้อมลูไมไ่ด้ตีพิมพ์) จนมาถึงการระบาดในเดือนมิถนุายน 2557 ท่ีรายงานในครัง้นี ้ โดยมีการ
ระบาดอยา่งกว้างขวางเม่ือนบัถึงเดือนพฤศจิกายนครอบคลมุถึง 17 จงัหวดั ได้แก่ สกลนคร มหาสารคาม 
สริุนทร์ อดุรธานี มกุดาหาร กาฬสินธุ์ เพชรบรีุ เชียงราย นครพนม ปทมุธานี อตุรดิตถ์ ปราจีนบรีุ 
หนองบวัล าภ ูศรีสะเกษ อทุยัธานี นครสวรรค์ และนา่น ในขณะท่ีผลการชนัสตูรโรค HS ตามข้อมลูระบาด
วิทยาทางห้องปฏิบตักิารรวบรวมไว้ในปี พ.ศ. 2555 ครอบคลมุพืน้ท่ี 12 จงัหวดั ได้แก่ อบุลราชธานี ยโสธร 
ศรีสะเกษ สริุนทร์ อ านาจเจริญ ล าพนู เชียงราย เชียงใหม ่นา่น แมฮ่อ่งสอน ล าปาง และพิษณโุลก และปี 
พ.ศ. 2556 ครอบคลมุพืน้ท่ีเพียง 8 จงัหวดั ได้แก่ อบุลราชธานี สริุนทร์ สกลนคร ล าพนู เชียงราย พิษณโุลก 
ประจวบคีรีขนัธ์ และราชบรีุ 

โรค HS อยูใ่นบญัชีโรคขององค์การโรคระบาดสตัว์ระหวา่งประเทศ (OIE) ท่ีประเทศสมาชิกควร
รายงานสถานการณ์โรคในฐานข้อมลู World Animal Health Information Database หรือ WAHID จาก
ฐานข้อมลูพบว่า ประเทศสมาชิกในเอเซียท่ีพบโรคในชว่งปี 2011-2013 ได้แก่ อฟักานิสถาน ภฏูาน บงัคลาเทศ 
สาธารณรัฐประชาชนจีน อินโดนีเซีย อิรัก เมียนมาร์ มองโกเลีย ปากีสถาน ฟิลิปปินส์ ซีเรีย และ
ซาอดุิอาระเบีย ประเทศท่ีรายงานพบโรคจนถึงปี 2014 ได้แก่ กมัพชูา อินเดีย เนปาล เวียดนามและประเทศ
ไทย ประเทศท่ีพบถึงปี 2012 ได้แก ่ มาเลเซีย (WAHID, 2015) แสดงให้เห็นว่าหลายประเทศยงัคงพบ
ปัญหาการระบาดของโรค HS อยูเ่ป็นประจ า โดยเฉพาะยงัมีการระบาดในประเทศเพ่ือนบ้านของประเทศ
ไทยอีกด้วย ดงันัน้มาตรการควบคมุโรคโดยการฉีดวคัซีนเป็นประจ า สม ่าเสมอ ครอบคลมุทัง้สตัว์ใน
ประเทศ รวมทัง้ในสตัว์ท่ีเคล่ือนย้ายจากประเทศเพ่ือนบ้านเป็นสิ่งท่ีต้องค านงึถึง 

การระบาดของโรค HS ในครัง้นีมี้อตัราการป่วยและตายของสตัว์ในแตล่ะฝงูแตกตา่งกนัมากตัง้แต ่
5.4-100% และ 4.1-100% ตามล าดบั เชน่เดียวกบัท่ีรายงานในอินเดียและฟิลิปปินส์ท่ีอตัราการตายมี
ชว่งกว้าง 5-90%  (Saini et al., 1991; Molina et al, 1994) อยา่งไรก็ตามสว่นใหญ่อตัราการป่วยและตาย
มกัจะคอ่นข้างสงู (ตารางท่ี 1) เชน่เดียวกบัท่ีมีรายงานในประเทศปากีสถาน (Khan et al., 2006; Farooq 
et al., 2007) 

การศกึษาครัง้นีพ้บว่าเชือ้ก่อโรค HS ท่ีระบาดในปัจจบุนั สว่นใหญ่จะเป็น PFGE pattern 1 ซึง่มี
มากถึง 27 สายพนัธุ์ สว่น pattern 2 และ 3 มีเพียง 3 และ 1 สายพนัธุ์ ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่เชือ้มี
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ความแตกตา่งกนัและเปล่ียนแปลงไปจากอดีต ดงัรายงานของ Worarach et al. (2014) ท่ีศกึษาเชือ้ก่อโรค 
HS สายพนัธุ์ท้องถ่ินท่ีแยกได้จากสตัว์ป่วยตาย ตัง้แตปี่ พ.ศ. 2532-2554 จ านวน 87 สายพนัธุ์ พบวา่ 81 
สายพนัธุ์ เป็น PFGE type 4 เชน่เดียวกบัสายพนัธุ์ท่ีใช้ผลิตวคัซีนของประเทศไทย และสปป. ลาว สว่น 
type 1 , 2 และ 3 พบในเชือ้อย่างละ 4,  1 และ 1 สายพนัธุ์ ตามล าดบั เน่ืองจาก pattern 1 และ 2 ของ
การศกึษาครัง้นีมี้รูปแบบชิน้สว่นของ chromosomal DNA ท่ีถกูตดัยอ่ยตรงกบั type 3 และ 4 ของ 
Worarach et al. (2014) ตามล าดบั ดงันัน้ในการระบาดครัง้นีจ้งึไมพ่บรูปแบบ type 1 และ 2 ซึง่เคยพบใน
เชือ้ท่ีแยกได้ในปี พ.ศ. 2532-2544 สว่น type 4 ท่ีเดมิพบในเชือ้สว่นใหญ่ แตใ่นครัง้นีเ้ป็น pattern 2 ท่ีพบ
เพียง 3 สายพนัธุ์ โดย 1 สายพนัธุ์เป็นเชือ้ท่ีแยกได้ในปี พ.ศ. 2556 ในทางตรงข้าม type 3 ท่ีเดมิพบเพียง 1 
สายพนัธุ์ท่ีแยกได้ในปี พ.ศ. 2549 กลบัเป็นpattern 1 ท่ีพบมากท่ีสดุในเชือ้ท่ีระบาดในปัจจบุนั สว่น 
pattern 3 ของการศกึษาครัง้นีเ้ป็นรูปแบบท่ีพบใหม ่ ถึงแม้วา่เชือ้จะเปล่ียนแปลงไป แต ่ pattern 1 และ 2 
ยงัคงมีความเหมือนกนัสงูมากกวา่ 90% ซึง่หมายความว่าวคัซีนป้องกนัโรค HS นา่จะยงัคงมีประสิทธิภาพ
ในการป้องกนัโรคได้ดี เน่ืองจากเชือ้สว่นใหญ่ท่ีระบาดในปัจจบุนัยงัคงมีลกัษณะทางพนัธุกรรมใกล้ชิดอยา่ง
มากกบัเชือ้ท่ีใช้ในการผลิตวคัซีน อย่างไรก็ตามควรเฝ้าระวงัการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของเชือ้ก่อโรค 
HS อยา่งเป็นระยะและตอ่เน่ือง 

เชือ้ก่อโรค HS ท่ีระบาดในปัจจบุนัมีการดือ้ยาสงูขึน้เม่ือเทียบกบัการศกึษาของ Worarach et al. 
(2014) เน่ืองจากคา่ MICmax ของยา penicillin สงูขึน้มากกวา่ 2 เทา่ จาก 64 เป็น >128 µg/ml และ 
MICmax ของยา enrofloxacin สงูขึน้ถึง 8 เทา่ จาก 0.25 เป็น 2 µg/ml ท าให้การดือ้ยาชนิดนีเ้พิ่มขึน้จาก 0% 
เป็น 58% (18/31) ส าหรับยา tetracycline แม้คา่ MIC range จะเทา่เดมิ คือ 1-16 µg/ml แตพ่บวา่อตัรา
การดือ้ยาของเชือ้เพิ่มขึน้มากจาก 7.8% เป็น 90.3% (28/31)  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของยาต้านจลุ
ชีพระหวา่งเชือ้ในปัจจบุนักบัเชือ้ในอดีตท่ีรายงานไว้ (Worarach et al., 2014) ท าได้ยาก เน่ืองจากชนิดยา
ท่ีน ามาใช้ทดสอบมีจ านวนตา่งกนั อยา่งไรก็ตามจากการศกึษาครัง้นีพ้บข้อสงัเกตคือ เชือ้ท่ีมีรูปแบบ PFGE 
pattern 2 ท่ีตรงกบั type 4 ของเชือ้สว่นใหญ่ในอดีต มีรูปแบบความไวเชือ้ตอ่ยา 14 ชนิดท่ีน ามาทดสอบใน
ครัง้นีเ้ป็นแบบ H, I หรือ J ซึง่มีการดือ้ยาเพียง 3 ชนิด (streptomycin, colistin และ erythromycin) 2 ชนิด 
(streptomycin และ nalidixic acid) หรือ 2 ชนิด (nalidixic acid และ erythromycin) ตามล าดบันัน้ อาจ
เป็นเหตผุลของการรักษาโรค HS ในอดีตอนัเป็นท่ีประจกัษ์วา่ สามารถใช้ยาต้านจลุชีพหลายชนิดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ในทางตรงข้ามเชือ้สว่นใหญ่ท่ีพบในปัจจบุนัมี PFGE pattern 1 ท่ีแม้ว่าจะมีรูปแบบความไว
เชือ้ตอ่ยา 14 ชนิดถึง 6 แบบ แตท่กุแบบมีการดือ้ยาต้านจลุชีพสงูถึง 9-11 ชนิด ซึง่แสดงให้เห็นว่าเชือ้ใน
ปัจจบุนัมีการดือ้ยาต้านจลุชีพมากชนิดขึน้ รวมทัง้ความเข้มข้นของยาท่ีมีผลในการยบัยัง้เชือ้มีแนวโน้มท่ี
สงูขึน้ด้วย ดงันัน้การเลือกใช้ยาต้านจลุชีพท่ีมีผลตอ่การรักษาโรคได้อยา่งถกูต้องจงึมีความส าคญัมาก
เชน่กนั นอกจากนีก้ารให้ยาแก่สตัว์ป่วยในขนาดและระยะเวลาท่ีถกูต้องตามฉลากยา พร้อมทัง้ติดตาม
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ผลการรักษา ตลอดจนเก็บตวัอยา่งเพื่อท าการเพาะเชือ้และทดสอบความไวเชือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ จงึมีความ
จ าเป็นท่ีต้องท าทกุครัง้ท่ีพบการระบาด 

โดยสรุปเชือ้ก่อโรค HS ท่ีระบาดในปี พ.ศ. 2557 มีรูปแบบทางพนัธุกรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปจากเดมิ
แตไ่มม่ากนกั วคัซีนท่ีใช้อยู่ในปัจจบุนัน่าจะยงัคงมีผลในการป้องกนัโรคได้ แตเ่ชือ้มีการดือ้ตอ่ยาต้านจลุชีพ
มากชนิดขึน้ เกษตรกรและเจ้าหน้าท่ีปศสุตัว์จงึควรระมดัระวงัในการเลือกใช้ยาท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้ได้อย่างถกูต้อง รวมทัง้สง่ตวัอย่างเพื่อท าการวิเคราะห์ทกุครัง้ท่ีเกิดโรค 
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Abstract 
In 2014, there were outbreaks of Haemorrhagic septicaemia (HS) in buffaloes and beef cattle. 

Number of outbreaks, as counted by diagnostic cases that have been sent to National Institute of 
Animal Health and Regional Veterinary Research and Development Centers since June to November 
2014, was totally 26 outbreaks. The highest number of outbreak was 14 in upper northeastern region, 
followed by 4 in lower northern region, 3 in upper northern region, 2 in lower northeastern region and 1 
outbreak each in western, central and eastern region of Thailand. 

The study on genetic characterization of 31 isolates obtained from sick and dead HS infected 
animals by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) revealed 3 PFGE patterns. Pattern 1 consisted of 27 
isolates, whereas pattern 2 and 3 consisted of 3 and 1 isolate, respectively.  In addition, pattern 1 and 
2 had 90% homology. Antimicrobial susceptibilities of HS causing agents against 14 drugs presented 
as minimal inhibitory concentration (MIC) range (µg/ml) were as follows: ampicillin (0.25->128), 
penicillin (0.25->128), streptomycin (8->128),  gentamicin (0.5-1), tetracycline (1-16), oxytetracycline 
(1-64), nalidixic acid (1->128), enrofloxacin (≤0.125-2), ciprofloxacin (≤0.125-2), danofloxacin (≤0.125-
1), erythromycin (≤0.125-1), colistin (4-32), trimethoprim (1->128) and sulfamethoxazole/trimethoprim 
(0.25-64). 

Twenty seven of HS causing agents showing PFGE pattern 1 resisted to 9-11 antimicrobials 
and displayed totally 6 types (A, B, C, D, E or F) of antibiogram. In addition, the agent showing PFGE 
pattern 3 was resistant to 7 antimicrobials with antibiogram type G. In contrast, the agents showing 
PFGE pattern 2 were resistant to only 2-3 antimicrobials shown in antibiogram type H, I or J.  
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