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การแยกเชื้อ Avian coronaviruses ในเป็ดครั้งแรกในประเทศไทย

นฤพล พร้อมขุนทด1*   ชัยณรงค์   กุลฉิม1   ขนิษฐา รัตนบุรี2

บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศกึษา: เชือ้ไวรสั Avian coronaviruses (AvCoVs) หรอืแต่เดมิรูจ้กักนัในชือ่เชือ้ไวรสัหลอดลมอกัเสบตดิต่อ 

(avian infectious bronchitis virus, IBV) เป็นเชื้อไวรัสที่ส่งผลกระทบต่อระบบต่างๆ ในไก่ นอกจากไก่จะติดเชื้อไวรัสนี้ได้แล้ว

ปัจจุบันมีรายงานการพบการติดเชื้อในสัตว์ปีกชนิดอื่นๆ มากขึ้น การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อ AvCoVs 

ในเป็ดที่เลี้ยงในภาคใต้และภาคเหนือตอนล่างของประเทศไทย 

วิธีการ: ท�ำการศึกษาตัวอย่างเป็ดป่วยทั้งหมด 271 ตัวอย่าง โดยวิธีการฉีดเชื้อเข้าไข่ไก่ฟัก พิสูจน์เชื้อโดยวิธี 

immunofluorescent assay (IFA) และวิธี RT-PCR ท�ำการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในส่วนของ full-length 

S1 gene และศึกษาการเกิด recombination ในส่วนของ S1 gene นอกจากน้ีได้ศึกษา virus tropism บนสไลด์เนื้อเยื่อ               

ของไก่และเป็ดโดยวิธี virus histochemistry

ผล: สามารถแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อ AvCoVs ได้จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง (AvCoV/Du/Thailand/128/2015 และ AvCoV/

Du/Thailand/165/2016) เมื่อศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองพบว่าเป็นเชื้อ AvCoV สายพันธุ์ QX ซึ่งเคยมี

รายงานการตรวจพบในไก่ในประเทศไทย ไม่พบการเกิด recombination กับเชื้อ AvCoV สายพันธุ์อื่นๆ และพบว่าเชื้อ AvCoV 

สายพันธุ์ QX ที่แยกได้ในเป็ดสามารถจับกับเยื่อบุผิวของหลอดลม ม้าม กระเพาะแท้ ไต และล�ำไส้เล็กของไก่ ซึ่งสอดคล้องกับ

การตดิเชือ้ตามธรรมชาตใินไก่ทีเ่คยมรีายงาน อย่างไรกต็ามการศึกษานีพ้บว่าเช้ือไวรสั AvCoV สายพนัธุ ์QX สามารถจบัได้เฉพาะ

กับเยื่อบุผิวของล�ำไส้เล็กของเป็ด

สรุป: การศึกษานี้เป็นรายงานการพบเชื้อ AvCoV ในเป็ดเป็นครั้งแรกในประเทศไทยจากการแยกเชื้อโดยการฉีดไข่ฟัก 

และพิสูจน์เชื้อโดยวิธี IFA และวิธี RT-PCR และจากผลการท�ำ sequencing สรุปได้ว่าเชื้อ AvCoV ที่แยกได้จากเป็ดนี้เป็นเชื้อ

ไวรัสสายพันธุ์ QX ท่ีเคยมีรายงานการติดเชื้อมาก่อนในไก่ ดังนั้นสามารถน�ำเชื้อไวรัสน้ีไปศึกษาความรุนแรงของโรคในเป็ดและ

สัตว์ปีกอื่นๆ นอกจากนี้ควรมีการส�ำรวจหาเชื้อ AvCoV ในเป็ดอย่างต่อเน่ืองเพื่อใช้เป็นข้อมูลศึกษาการแพร่กระจายของเชื้อ 

AvCoVs ในประเทศไทย

ค�ำส�ำคัญ: เชื้อ avian coronavirus เป็ด การแยกเชื้อไวรัส ประเทศไทย
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Isolation of avian coronaviruses in ducks in Thailand: the first report
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Abstract

Background: Avian coronaviruses (AvCoVs), previously referred to as the well-known avian infectious 

bronchitis virus (IBV), mainly affect chicken associated with a wide range of disease conditions. At present, 

there is increased evidence that AvCoVs can infect species of birds other than chicken. This study, we aimed 

at identifying AvCoVs that might be present in domestic free grazing ducks in the south and the lower north 

of Thailand. 

Methods: We performed virus isolation and identification by egg inoculation, indirect immunofluorescent 

assay (IFA) and RT-PCR from 271 clinical samples. Next, the viruses were subjected to genotype sequencing 

of the full-length AvCoVs S1 subunit sequence. We further analyzed the recombination events of the isolates. 

The virus histochemistry was also performed to demonstrate the attachment of viruses to epithelial tissues 

of chicken and duck.

Results: Two virus isolates were confirmed as AvCoVs, designated AvCoV/Du/Thailand/128/2015 and 

AvCoV/Du/Thailand/165/2016. Phylogenetic analysis revealed that both duck isolates are of the QX genotype 

that has been previously isolated in chickens. No potential recombination events and recombination breakpoints 

of these two QX viruses with other genotypes occurred. Binding of the duck isolate QX type (AvCoV/Du/

Thailand/165/2016) to chicken tissues including trachea, spleen, proventriculus, kidney and small intestine 

was consistent with the previously reported pathogenicity in chicken in vivo. Interestingly, the bound QX-type 

virus was only observed in duck small intestine.

	 Conclusions: These findings confirm the first report of AvCoV isolation in ducks by egg inoculation and 

virus identification by IFA and RT-PCR. The AvCoV-duck isolates are of chicken origin which was categorized into 

the QX genotype by sequencing. The pathogenicity of these QX viruses can be further investigated in duck and 

other bird species. In addition, long-term continual surveillance is very much important for identification of AvCoV 

infection in ducks in Thailand.
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บทน�ำ

	 ปัจจุบันคณะกรรมการด้านอนุกรมวิธาน (World 

taxonomy committee) มมีตใิห้เปลีย่นชือ่เชือ้ไวรสัหลอดลม

อกัเสบตดิต่อ (avian infectious bronchitis virus)  ซึง่เป็นสาเหตุ

การเกดิโรคหลอดลมอักเสบตดิต่อในไก่ (Gallus gallus) ทัว่โลก 

(Jackwood, 2012) เป็นชือ่ Avian coronavirus (AvCoV) 

(Ducatez, 2016) เช้ือ AvCoVs จัดอยู ่ ใน genus 

Gammacoronavirus จโีนมของเชือ้ไวรสัประกอบด้วย single-

stranded RNA ที่มีโปรตีนโครงสร้างสี่ชนิด หนึ่งในนั้นที่ส�ำคัญ

คือ spike (S) glycoprotein ซึ่งมีลักษณะเป็น club-shaped 

projections โดยแยกออกเป็นโปรตีนย่อยสองส่วนคอื S1 และ 

S2 โปรตนีส่วน S1 ท�ำหน้าทีจ่บักบัตวัรบั (receptor) ของโฮสต์ 

ส่วนโปรตีนส่วน S2 มีหน้าที่กระตุ้นการรวมกัน (fusion) ของ

เชื้อไวรัสเข้ากับผนังเซลล์ของโฮสต์ นอกจากน้ีโปรตีนส่วน S1 

มีส ่วนประกอบของ epitopes ซึ่งท�ำหน้าที่ เป ็น virus 

neutralizing antibodies ในการสร้าง protective immunity 

ดงันัน้ การวิเคราะห์โปรตีนส่วน S1 จึงถูกน�ำมาใช้ในการแยก

สายพันธุ์ (genotype) ของเชื้อ AvCoVs (Cavanagh and 

Gelb, 2008)

	 อวัยวะเป้าหมายแรกของเชื้อ AvCoVs คือระบบทาง

เดินหายใจส่วนต้น (Cavanagh and Gelb, 2008) แต่ใน

ปัจจุบันพบว่าเชื้อ AvCoV-IBV หลายๆ สายพันธุ์ก่อให้เกิด

ปัญหาของระบบต่างๆ ในไก่นอกเหนอืจากระบบทางเดนิหายใจ 

เช่น สายพันธุ์ nephropathogenic ท�ำให้เกิดรอยโรคที่ไตและ

มีปัญหาด้านผลผลิต (Reddy et al., 2016) ซึ่งสายพันธุ ์QX 

ที่เป็นสายพันธุ์ nephropathogenic มีรายงานการเกิดโรค           

ครั้ งแรกในไก ่ไข ่ ในประเทศจีนโดยก ่อป ัญหาต ่อระบบ                           

ทางเดนิหายใจ ไข่ลด การอกัเสบของกระเพาะแท้ และก่อรอยโรค 

ที่ไต (Yudong et al., 1998) ในปัจจุบันพบว่าเชื้อ AvCoV            

สายพันธุ์ QX นี้มีการแพร่กระจายไปทั่วโลก

ปัจจบุนัมรีายงานการตดิเชือ้ AvCoVs ในสัตว์ปีกอืน่ๆ 

(non-galliformes) เช่น ไก่ต๊อก (guinea fowl) (Ito et al., 

1991) นกพริาบ (Jonassen et al., 2005; Qian et al., 2006) 

นกยูงและนกเป็ดน�้ำ (Sun et al., 2007) เป็ด mallard และ

ห่าน (Jonassen et al., 2005) ส่วนการเกดิโรคในเป็ดมรีายงาน

พบทัง้ในเป็ดป่าและเป็ดเลีย้งทัง้ทีแ่สดงอาการของโรคและอาจ

เป ็นแหล ่งรังโรคท่ีจะแพร ่กระจายเช้ือไวรัสทั้ งรูปแบบ                         

co-circulation และ recombination ไปสู่สัตว์ปีกอื่น (Chen 

et al., 2013; Zhuang et al., 2015)

ในประเทศไทยมีรายงานการเกดิโรคหลอดลม อักเสบ

ติดต ่อครั้ งแรกในไก ่ ในระหว ่างป ี  พ.ศ. 2496-2497 

(Chindavanig, 1962) ต่อมาพบการระบาดของโรคใน                   

ภูมภิาคต่างๆ ทีเ่กดิจากเช้ือ AvCoVs หลายสายพนัธุ ์เช่น สายพนัธุ์ 

Massachusetts (M41) และ Massachusetts-derived 

variants สายพันธุ์ nephropathogenic และ สายพันธุ์ QX 

ทั้งในภาคใต้และภาคกลางของประเทศ (Antarasena et al., 

2008; Pohuang et al., 2009; Pohuang et al., 2011; 

Promkuntod et al., 2015)

ส่วนการเกิดโรคในเป็ดในประเทศไทยยงัไม่เคยมกีาร

รายงาน โดยรายงานนี้ท�ำการศึกษาการแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อ 

AvCoVs ในเป็ดทีเ่ลีย้งอยูใ่นภาคใต้และภาคเหนอืตอนล่างของ

ประเทศไทย นอกจากนี้ยังศึกษาถึงลักษณะทางพันธุกรรมและ

ความสัมพันธ์ของเชื้อ AvCoVs ที่แยกได้เปรียบเทียบกับเชื้อ 

AvCoVs ที่แยกได้ในไก่ในช่วงระยะเวลาเดียวกัน และศึกษา 

virus tropism โดยวิธี virus histochemistry

อุปกรณ์และวิธีการ

1. ประวตัสิตัว์ป่วย และการแยกเช้ือและพสูิจน์เชือ้ไวรัส

	 น�ำตวัอย่างซากเป็ดทัง้หมด 271 ตวัอย่าง ทีส่่งมาท�ำการ

ชันสูตรโรคทีศู่นย์วจิยัและพฒันาการสัตวแพทย์ (ศวพ.) ภาคใต้

ตอนบน แบ่งเป็น 189 ตัวอย่าง ในปี 2558 และ 61 ตัวอย่าง 

ในปี 2559 และที่ศวพ. ภาคเหนือตอนล่างจ�ำนวน 21 ตัวอย่าง 

ในปี 2560 ท�ำการแยกเช้ือ AvCoVs จากตวัอย่างอวยัวะภายใน

โดยวิธีฉีดเช้ือในไข่ไก่ฟักที่อายุ 9-11 วันทาง allantoic sac 

และยืนยันผลการตรวจหาแอนติเจนของเช้ือไวรัสโดยวิธี 

indirect immunofluorescent test (IFA) และวิธี RT-PCR 

โดยใช้ชดุไพรเมอร์ส�ำหรบัตรวจหายนีส่วน 3’UTR ทีใ่ห้ผลผลติ

ดีเอ็นเอขนาด 385 bp ซึ่งเป็นการตรวจแบบคัดกรองส�ำหรับ

พิสูจน์เชื้อ AvCoVs (Adzhar et al., 1996) การศึกษานี้ได้ผ่าน

การพจิารณาจากคณะกรรมการก�ำกับดแูลการเล้ียงและใช้สตัว์

เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ รหัส

โครงการ EA-007/61 (R)

2. Indirect immunofluorescence

ท�ำการเกบ็ CAM ของไข่ไก่ฟักหลงัจากฉดีตวัอย่างไป

แล้ว 48 ชัว่โมง เพือ่ตรวจหาไวรสัแอนตเิจนของเชือ้ AvCoV ใน 

CAM ด้วยวิธี IFA โดยตัดเนื้อเยื่อแช่แข็ง (frozen tissue 

section) ตามวิธีของ Promkuntod et al. (2015) ดังนี้                
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บ่มสไลด์ด้วย nucleoprotein monoclonal antibody (clone 

IB95, HyTest, Finland) แล้วล้างสไลด์ด้วยสารละลาย PBS  

3 ครั้ง จากนั้นบ่มสไลด์ด้วย fluorescein isothiocyanate 

(FITC)-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulin 

G (Dako, Denmark) แล้วล้างสไลด์ด้วยสารละลาย PBS อีก 

3 คร้ัง ดกูารจบัของแอนตบิอดต่ีอไวรสัแอนติเจนบน CAM ด้วย

กล้อจุลทรรศน์ ฟลูออเรสเซนต์ (Nikon, Tokyo) ตัวอย่างที่ให้

ผลบวกด้วยวิธี IFA ท�ำการเก็บตัวอย่าง allantoic fluid (AF) 

และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80°C เพื่อน�ำไปใช้แยกสายพันธุ์ของ

เชื้อ AvCoVs ต่อไป

3. การสกดั RNA และ reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR)

	 น�ำตัวอย่าง AF ที่ให้ผลบวกด้วยวิธี IFA และ RT-PCR 

มาสกัด viral genomic RNA โดยใช้ชุดสกัดส�ำเร็จรูป RNeasy 

(Qiagen, USA) น�ำ purified viral RNA มาเข้าปฏิกิริยา 

reverse-transcription โดยใช้ SuperScript III reverse 

transcriptase (Invitrogen, USA) เพื่อให้เปลี่ยนเป็น cDNA 

และใช้ชุดไพรเมอร์ full-length S1 ตามวิธีของ Pohuang et 

al. (2011) ซึง่จะให้ผลผลติดเีอน็เอมขีนาด 1,593 bp การศกึษา

นี้ ใช ้ วัคซีนหลอดลมอัก เสบติดต ่อ เช้ือ เป ็นที่ ผลิต โดย                                

กรมปศุสัตว์ (GenBank accession number MG272492) 

เป็นกลุ่มควบคุมบวก ปฏิกิริยา RT-PCR ปริมาตร 50 µl 

ประกอบด้วย Platinum Taq DNA Polymerase High 

Fidelity 0.2 U (Invitrogen, USA), 10x High Fidelity PCR 

buffer ปริมาตร 5 µl, forward และ reverse primers 0.2 

uM, MgSO
4
 2mM, dNTP 0.2 mM, และเติม DEPC-treated 

water ให้ได้ปริมาตรรวม 50 µl น�ำส่วนผสมเข้าเครื่องเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมภายใต้สภาวะที่ท�ำปฏิกิริยา PCR ดังน้ี            

ขั้นตอน pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 2 นาที                   

ขัน้ตอน denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ94°C นาน 30 วนิาท ีข้ันตอน 

annealing ที่อุณหภูมิ 55°C นาน 30 วินาที และขั้นตอน 

extension ที ่ 68°C นาน 2 นาที จ�ำนวน 40 รอบ ตามด้วย                  

ขั้นตอน final extension ท่ีอุณหภูมิ 68°C นาน 7 นาที                  

น�ำผลผลิต PCR มาเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอของ 

full-length S1 gene เชื้อ AvCoVs บน 0.8% agarose gel 

electrophoresis ที่ย้อมด้วย ethidium bromide แล้วตรวจ

ดูผลภายใต้แสง UV

4. การวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมส่วน full-length S1 

และการวเิคราะห์การเกดิ recombination

ท�ำการ purify ผลผลิตดีเอ็นเอด้วย DNA Gel 

extraction Kit (Qiagen, USA) จากนั้นท�ำการวิเคราะห์ล�ำดับ

สารพันธุกรรมด้วย Big Dye Terminator v3.1 cycle 

sequencing kit (Applied Biosystem, Foster City, USA) 

และ ABI PRISM 310 (Applied Biosystem, Foster City, 

USA) ท�ำการเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกนัและความสมัพนัธ์

ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์และล�ำดับกรดอะมิโนกับเชื้อไวรัส 

AvCoVs ที่แยกได้ในไก่ในช่วงระยะเวลาเดียวกันจ�ำนวน 5 

ตัวอย่างรวมทั้งวัคซีนหลอดลมอักเสบติดต่อเช้ือเป็นที่ผลิตโดย

กรมปศุสัตว์ และเช้ือไวรัส AvCoVs ที่อยู่ในฐานข้อมูลของ 

GenBank อกี 168 ตวัอย่าง โดยใช้โปรแกรม BioEdit software 

version 7.0.5.3. จากนั้นสร้างแผนภูมิ phylogenetic tree 

ด้วยวธิ ีMUSCLE ในโปรแกรม MEGA version 7.0.26 (Kumar 

et al., 2016) สร้าง Bayesian trees ด้วยโปรแกรม MrBayes 

3.2.6 (http://mrbayes.sourceforge.net) และ Kakusan 

version 4.4.0 (Tanabe, 2007) และท�ำการสร้างแผนภูมิ 

phylogeny โดยการก�ำหนดสีเพื่อจ�ำแนก lineage ของเชื้อ 

AvCoVs ที่ท�ำการเปรียบเทียบด้วย FigTree version 1.4.3 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree)

ศึกษาการเกิด recombination โดยใช้โปรแกรม 

Recombination Detection Program (RDP) version 4.95 

ซึ่งดูลักษณะการเกิด potential recombination และ 

recombination breakpoints โดยการเปรียบเทียบกับ 

parental strains ที่ถูกก�ำหนดโดยวิธี RDP, MaxChi, 

BootScan, SiScan and GENECONV โดยมีค่า P value < 

0.05 (Martin et al., 2015)

5. Virus Histochemistry

เปรยีบเทยีบการจบั (bind) ของเชือ้ AvCoVs กบัผนงั

เยื่อบุผิวของอวัยวะเป้าหมายของไก่และเป็ดได้แก่ หลอดลม 

ม้าม ล�ำไส้ ไต กระเพาะแท้ โดยวิธี virus histochemistry ซึ่ง

ดัดแปลงจากวิธีของ Mork et al. (2014) ดังนี้ น�ำเนื้อเยื่อปกติ

ของไก่และเป็ดอาย ุ6 สปัดาห์ เตรยีมเป็นสไลด์ frozen section 

บ่มสไลด์ด้วยเช้ือไวรัสท่ีได้จาก infected-AF ที่มีเช้ือไวรัส

ปริมาณ 3×105 fluorescent focus unit (FFU) หลังจากถูก

ท�ำให้เข้มข้นโดยผ่านการกรองด้วย 0.45 µM polyethersulfone 

membrane filter บ่มสไลด์ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 1 คืน ใน 

moisture chamber จากนั้นล้างสไลด์ด้วยสารละลาย PBS 

จ�ำนวน 3 ครั้ง แล้วบ่มสไลด์ด้วย ด้วย nucleoprotein 

antibody ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 1 ช่ัวโมง ล้างสไลด์ด้วย

สารละลาย PBS จ�ำนวน 3 ครั้ง แล้วบ่มสไลด์ต่อด้วย FITC-

labeled secondary antibody (เช่นเดียวกับวิธี IFA) ที่
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อุณหภูมิ 4°C นาน 1 ชั่วโมง ขั้นตอนสุดท้ายล้างสไลด์ด้วย

สารละลาย PBS ดังวิธีข้างต้น ตรวจดูการจับของเชื้อไวรัสบน

เยื่อบุผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ ส่วนตัวอย่าง

ควบคมุเนือ้เยือ่ไก่และเป็ดท�ำการบ่มสไลด์ด้วยสารละลาย PBS 

แทนการบ่มด้วย infected-AF เพื่อพิจารณาว่าผลการทดสอบ

ไม่เกิด non-specific staining

ผลและวิจารณ์

จากตัวอย่างทั้งหมดสามารถแยกเชื้อและพิสูจน์เช้ือ 

AvCoVs ได้ 2 ตัวอย่าง (AvCoV/Du/Thailand/128/2015 

และ AvCoV/Du/Thailand/165/2016) โดยวิธี IFA และ            

RT-PCR (Table 1) ลกัษณะของ CAM ทีต่ดิเชือ้ไวรสัจะพบการ

เรืองแสงของ nucleoprotein ในส่วนของไซโตพลาสม                 

หลังการติดเชื้อ 48-72 ชั่วโมง (Figure 1A) เมื่อเปิดดูเอ็มบริโอ

ภายหลังการติดเชื้อนาน 7 วัน ตรวจพบรอยโรคที่เป็นลักษณะ

จ�ำเพาะของการติดเชื้อ AvCoVs ได้แก่ เอ็มบริโอขดกลมและ

แคระแกร็น (Figure 1B)

Figure 1. Avian coronavirus-QX strain-infected embryos.                    
A. Cytoplasmic fluorescent staining of CAM epithelia 
detected after 48 hours inoculation using a monoclonal 
antibody against AvCoV nucleoprotein. B. Curling and 
stunting embryos (right) were typically characteristic of 
AvCoV infection compared to a normal embryo (left) 
after 7 days inoculation. 

Table 1.	 Two AvCoVs isolated from ducks from flocks in different provinces. The chicken isolates and a 

vaccine strain were also included for genetic comparison.
Isolate designation* Year of 

isolation
Province Bird 

type
Age Clinical 

signs***
Other birds in the 

raising area
GenBank 

accession no.
AvCoV/Du/Thailand/128/2015a 2015 Songkhla Meat ** 30 d D, R, E Duck breeders 

(Parent stock)

MG272487

AvCoV/Du/Thailand/165/2016 2016 Krabi Meat 40 d D, S Native chickens MG272489

AvCoV/Ch/Thailand/308/2015 2015 N.Sithammarat Broiler 7 d D, R - MG272485

AvCoV/Ch/Thailand/480/2015 2015 Yala Native 60 d D - MG272486

AvCoV/Ch/Thailand/724/2017 2017 Uttaradit Native 4 m D - MG272490

AvCoV/Ch/Thailand/725/2017 2017 Uttaradit Native 4 m D - MG272491

AvCoV/Ch/Thailand/1351/2017 2017 Uthai Thani Broiler 21 d - - MG272488

AvCoV/Ch/Thailand/Vaccine/2017 2017 - - - - - MG272492

*  according to Recommendations for a Standardized Avian Coronavirus Nomenclature (Ducatez, 2016)

** Muscovy ducks

*** Clinical signs; D: depress E: enteric,  R: respiratory, S: sudden death

a   co-infection with Muscovy duck parvovirus (MDPV) by egg inoculation and confirmed by IFA test

เมือ่ท�ำการเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกันและความ

สัมพันธ์ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์และล�ำดับกรดอะมิโนกับเชื้อ 

AvCoVs อื่นๆ พบว่าเชื้อไวรัสที่แยกได้ทั้งสองตัวอย่างจัดอยู่ใน

สายพันธุ์ QX และเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัส AvCoV-IBV ที่

แยกได้ในไก่ในช่วงระยะเวลาเดียวกันกับเช้ือไวรัสที่แยกได้ใน

เป็ดพบว่าเช้ือ AvCoV/Ch/Thailand/480/2015, AvCoV/Ch/

Thailand/724/2017 และ AvCoV/Ch/Thailand/ 725/2017 

จัดอยู่ในสายพันธุ์ QX เช่นเดียวกัน ส่วนเชื้อ AvCoV/Ch/

Thailand/308/2015 จัดอยู่ในสายพันธุ์วัคซีน M41 ในขณะที่

เชื้อ AvCoV/Ch/Thailand/1351/ 2017 อยู่ในกลุ่มสายพันธุ์ 

Chinese derived M41 (Figure 2) ผลการเปรียบเทียบ

เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงกันของล�ำดับกรดอะมิโนพบว่าเชื้อ

ไวรัสที่แยกได้จากเป็ดและจากไก่ทั้ง 7 ตัวอย่างไม่มีความ

สัมพันธ์กับวัคซีนที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว์ (% similarity < 0.9)

ท�ำการศึกษา recombination ของเชื้อไวรัสโดย             

คดัเลอืก putative parental strains ทีค่าดว่าจะเป็นสายพันธุ์

ต้นก�ำเนดิของเชือ้ไวรสัทีแ่ยกได้จากการศึกษาครัง้นี ้จากผลของ

การวิเคราะห์ด้วยวิธี RDP analysis พบว่าเชื้อ AvCoVs ที่แยก

ได้จากเป็ดทัง้สองตวัอย่างไม่มกีารเกดิ recombination กบัเชือ้

ไวรสั AvCoV สายพนัธุอ์ืน่ ขณะเดยีวกนัเชือ้ไวรสัทัง้สองมคีวาม
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ในปัจจุบันมีรายงานการแยกเชื้อ AvCoVs ได้ในเป็ด

ซึ่งสามารถก่อโรคได้ทั้งในเป็ดป่าและเป็ดเลี้ยง (Cavanagh, 

2005; Chu et al., 2011) ในรายงานฉบับนี้เป็นรายงานการ

แยกเช้ือ AvCoVs ในเป็ดเป็นครั้งแรกในประเทศไทย เช้ือ 

AvCoV/Du/Thailand/128/2015 ทีแ่ยกได้ในเป็ดมกีารตดิเชือ้

ร่วมกับเชื้อพาร์โวไวรัสในเป็ด ในขณะที่เชื้อ AvCoV/Du/

Thailand/165/2016 แยกได้จากเป็ดทีเ่ลีย้งร่วมกบัไก่พืน้เมอืง 

ผลการวิเคราะห์ล�ำดับสารพันธุกรรมพบว่าเป็นเชื้อไวรัส                    

สายพนัธุ ์QX ซึง่มคีวามคล้ายกับเช้ือไวรสัทีแ่ยกได้ในไก่ทีจ่งัหวดั

ยะลาและอุตรดิตถ์ แสดงให้เห็นว่าเชื้อไวรัสที่แยกได้จากเป็ดนี้

น่าจะเป็นเชือ้ไวรสัทีม่าจากไก่โดยเฉพาะหากมกีารเล้ียงสัตว์ปีก

หลายชนิดร่วมกัน ซึ่งอาจเป็นสาเหตุของการเกิดการ ติดเชื้อ

ข้ามกันระหว่างสปีชีส์ (Promkuntod, 2016) เช่นเดียวกันกับ

การติดเชื้อข้ามกันในโรคไข้หวัดใหญ่สัตว์ปีก (Teinsin, 2011) 

เหมอืนกบัเชือ้ไวรัสสายพันธุ ์QX ทีเ่คยแยกได้ในไก่ จากผลการ

ศึกษาจึงสรุปได้ว่าเชื้อ AvCoVs ในเป็ดเป็นเชื้อไวรัสสายพันธุ์

เดียวกันกับที่เคยตรวจพบในไก่ และการศึกษาน้ีเป็นรายงาน

การตรวจพบเชื้อ AvCoV สายพันธุ์ QX ครั้งแรกในเป็ด

	 ท�ำการศึกษา virus tropism โดยใช้เชื้อ AvCoV/Du/

Thailand/165/2016 เป็นตัวแทนในการศึกษา เนื่องจากเชื้อ 

AvCoV/Du/Thailand/128/ 2015 ตรวจพบว่ามีการติดเช้ือ

พาร์โวไวรัสในเป็ด (MDPV) ร่วมด้วย (Table 1) ซึ่งอาจมีผลต่อ

การศึกษาการจับกันของเชื้อ AvCoVs บนเยื่อบุผิวของสัตว์

ทดลอง จากผลการศึกษานีพ้บว่าเชือ้ไวรสัสายพนัธ์ุ QX จากเป็ด 

สามารถจับกับเยื่อบุผิวในส่วนหลอดลม กระเพาะแท้ ม้าม ไต 

และล�ำไส้เล็กของไก่ ส่วนในเนื้อเยื่อเป็ดพบการเกาะจับของ          

เชื้อไวรัสเฉพาะที่เยื่อบุผิวในส่วนล�ำไส้เล็ก (Figure 3)

Figure 2. 	 Phylogenetic tree of the S1 protein. Full-length S1 sequences of AvCoV accessed from GenBank and 8 deposited 
sequences from this study («) were aligned as indicated in materials and methods. The tree is midpoint-rooted, 
nodes are labelled with posterior probability value. Branches and taxon are highlighted with alternative colors 
corresponded to the lineages. Arrow and Circles indicated AvCoV genotypes of the field isolates from this study.

ในการศกึษาความผนัแปรทางพนัธกุรรมโดยการเกดิ 

recombination โดยเฉพาะเชื้อ AvCoVs ซึ่งเป็นไวรัสชนิด 

RNA มีโอกาสเกิดการกลายพันธุ ์ สูงท้ังการเกิดการเพิ่ม 

(insertion) หรือลด (deletion) ของนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ

โปรตนีส่วน S1 ซึง่ใช้ในการแยกสายพนัธุจ์งึมโีอกาสเกดิเป็นเชือ้

ไวรัสสายพันธุ์ใหม่ๆขึ้นตลอดเวลา (Hewson et al., 2014) ใน
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ประเทศไทยมีรายงานการพบ recombination ของเช้ือ 

AvCoVs ในไก่ (Pohuang et al., 2011)   ส่วนในการศึกษา

ครั้งนี้ไม่พบการเกิด recombination ของเชื้อไวรัสที่แยกได้ใน

เป็ด อาจกล่าวได้ว่าเช้ือไวรสัทีแ่ยกได้นีม้อียูแ่ล้วในพืน้ทีโ่ดยอาจ

มีการติดเชื้อในไก่หรือสัตว์ปีกชนิดอื่นๆ รวมทั้งเป็ด

Figure 3. Virus histochemistry. Binding of virus particles to 
epithelial cells of selected chicken and duck tissues. 
Binding was detected with a monoclonal antibody 
against AvCoV nucleoprotein. Mock represented duck 
tissues incubated with PBS.

ส�ำหรบัการศกึษา virus tropism มกีารศกึษาทีแ่สดง

ให้เห็นว่าการจับของเชื้อไวรัสบนเยื่อบุผิวของโฮสต์น้ันสัมพันธ์

กับความรุนแรงของการติดเชื้อไวรัสในสัตว์ปีก (Costa et al., 

2012; Mork et al., 2014; Wickramasinghe et al., 2011) 

จากผลการศึกษาในรายงานฉบับนี้สอดคล้องกับที่เคยมีใน

รายงานอื่นโดยเฉพาะอย่างยิง่การทดสอบ virus tropism บน

เนือ้เยือ่ไก่ ส่วนการทดสอบ virus tropism ในเป็ดตรวจพบ            

การจับของเชื้อไวรัสเพียงเยื่อบุผิวของผนังล�ำไส้เล็ก อาจเป็น

เพราะว่าเป็ดมี receptors อยู่บนเยื่อบุผิวของผนังล�ำไส้เล็ก มี

รายงานการค้นพบ protein receptors ของเช้ือไวรสัใน genus 

Alphacoronaviruses และ Betacoronaviruses (Masters, 

2006) ส่วนใน genus Gammacoronaviruses ยังไม่เคยมี

รายงาน แต่มีการศึกษาหา sugar receptor ของเชื้อ AvCoVs 

ซึง่พบว่าประกอบด้วยโมเลกลุน�ำ้ตาลชนดิ alpha (2,3)-linked 

sialic acid (Promkuntod et al., 2014; Wickramasinghe 

et al., 2011; Winter et al., 2006) โดยในส่วนของ mucus-

producing goblet cells ที่อยู่ในเยื่อบุผิวของล�ำไส้ของสัตว์

ปีกจะมนี�ำ้ตาลชนดินีอ้ยูเ่ป็นจ�ำนวนมาก (Wickramasinghe et 

al., 2011)

	 ผลการศึกษาครั้งนี้อาจกล่าวได้ว่าเป็ดอาจเป็นแหล่งรัง

โรคของเชือ้ AvCoVs เป็ดอาจได้รบัเชือ้ AvCoVs มาจากไก่หรอื

ได้รับเชื้อไวรัสเข้าสู ่ระบบอวัยวะภายใน จากนั้นเชื้อไวรัส

สามารถไปจับกับ receptor ที่อยู่บนเยื่อบุผิวในผนังล�ำไส้ จึง

ท�ำให้เชือ้ไวรสัสามารถถกูขบัออกมาทางอจุจาระได้ นอกจากนี้

อาจมีการแพร่กระจายเชื้อไวรัสไปสู่เป็ดตัวอื่นๆ ร่วมฝูงหรือ          

สู่นกธรรมชาติอื่นได้

สรุปผลและข้อเสนอเเนะ

รายงานฉบับนี้เป็นรายงานการแยกเชื้อ AvCoVs ใน

เป็ดได ้เป ็นครั้งแรกซึ่งเป ็นเป ็ดที่ เลี้ยงอยู ่ ในภาคใต้ของ

ประเทศไทย แสดงให้เห็นว่าเชื้อ AvCoVs นั้นสามารถพบได้ใน

สตัว์ปีกอืน่ๆสอดคล้องกบัท่ีเคยมรีายงานในต่างประเทศ ดงันัน้

ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงการแพร่กระจายของเช้ือ AvCoVs 

ในสัตว์ปีกต่างๆว่าเป็นเช้ือไวรัสที่มาจากไก่หรือว่าสัตว์ปีกอ่ืนๆ

สามารถเป็นโฮสต์ตามธรรมชาติของเชื้อ AvCoVs ได้ โดยการ

ส�ำรวจหาเชื้อ AvCoVs อย่างต่อเนื่องในสัตว์ปีกอื่นๆ รวมท้ัง

เป็ด และการศึกษาความรนุแรงของโรคในเป็ดเพือ่ศึกษาว่าเป็ด

สามารถเป็นสัตว์น�ำโรคที่เกิดจากเชื้อ AvCoVs ได้

กิตติกรรมประกาศ
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Isolation of avian coronaviruses in ducks in Thailand:  the first report

Naruepol Promkuntod1*   Chainarong Kulchim1   Khanistar Rattanaburee2

Abstract

	 Background: Avian coronaviruses (AvCoVs), previously referred to as the well-known avian infectious 

bronchitis virus (IBV), mainly affect chicken associated with a wide range of disease conditions. At present, 

there is increased evidence that AvCoVs can infect species of birds other than chicken. This study, we aimed 

at identifying AvCoVs that might be present in domestic free grazing ducks in the south and the lower north 

of Thailand. 

	 Methods: We performed virus isolation and identification by egg inoculation, indirect                                

immunofluorescent assay (IFA) and RT-PCR from 271 clinical samples. Next, the viruses were subjected to              

genotype sequencing of the full-length AvCoVs S1 subunit sequence. We further analyzed the recombination 

events of the isolates. The virus histochemistry was also performed to demonstrate the attachment of              

viruses to epithelial tissues of chicken and duck.

	 Results: Two virus isolates were confirmed as AvCoVs, designated AvCoV/Du/Thailand/128/2015 and 

AvCoV/Du/Thailand/165/2016. Phylogenetic analysis revealed that both duck isolates are of the QX genotype 

that has been previously isolated in chickens. No potential recombination events and recombination                

breakpoints of these two QX viruses with other genotypes occurred. Binding of the duck isolate QX type 

(AvCoV/Du/Thailand/165/2016) to chicken tissues including trachea, spleen, proventriculus, kidney and small 

intestine was consistent with the previously reported pathogenicity in chicken in vivo. Interestingly, the bound 

QX-type virus was only observed in duck small intestine.

	 Conclusions: These findings confirm the first report of AvCoV isolation in ducks by egg inoculation and 

virus identification by IFA and RT-PCR. The AvCoV-duck isolates are of chicken origin which was categorized 

into the QX genotype by sequencing. The pathogenicity of these QX viruses can be further investigated in 

duck and other bird species. In addition, long-term continual surveillance is very much important for                    

identification of AvCoV infection in ducks in Thailand.

Keyword: avian coronavirus, duck, isolation, Thailand
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การแยกเชื้อ Avian coronaviruses ในเป็ดครั้งแรกในประเทศไทย

นฤพล พร้อมขุนทด1*   ชัยณรงค์   กุลฉิม1   ขนิษฐา รัตนบุรี2

บทคัดย่อ

	 ทีม่าของการศึกษา: เชื้อไวรสั Avian coronaviruses (AvCoVs) หรือแต่เดิมรู้จกักนัในชือ่เชื้อไวรสัหลอดลมอักเสบตดิต่อ 

(avian infectious bronchitis virus, IBV) เป็นเชื้อไวรัสที่ส่งผลกระทบต่อระบบต่างๆในไก่ นอกจากไก่จะติดเชื้อไวรัสนี้ได้แล้ว

ปัจจุบันมีรายงานการพบการติดเชื้อในสัตว์ปีกชนิดอื่นๆ มากขึ้น การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อ AvCoVs 

ในเป็ดที่เลี้ยงในภาคใต้และภาคเหนือตอนล่างของประเทศไทย 

	 วิธีการ: ท�ำการศึกษาตัวอย่างเป็ดป่วยทั้งหมด 271 ตัวอย่าง โดยวิธีการฉีดเชื้อเข้าไข่ไก่ฟัก พิสูจน์เชื้อโดยวิธี immuno-

fluorescent assay (IFA) และวิธี RT-PCR ท�ำการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสในส่วนของ full-length S1 gene 

และศึกษาการเกิด recombination ในส่วนของ S1 gene นอกจากนี้ได้ศึกษา virus tropism บนสไลด์เนื้อเยื่อของไก่และเป็ด

โดยวิธี virus histochemistry

	 ผล: สามารถแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อไวรัส AvCoVs ได้จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง (AvCoV/Du/Thailand/ 128/2015 และ            

AvCoV/Du/Thailand/165/2016) เมื่อศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทั้งสองพบว่าเป็นเชือ้ AvCoV สายพนัธุ ์QX ซึง่

เคยมรีายงานการตรวจพบในไก่ในประเทศไทย ไม่พบการเกดิ recombination กับเชือ้ AvCoV สายพนัธุอ์ืน่ๆ และพบว่าเชือ้ AvCoV 

สายพนัธุ ์QX ทีแ่ยกได้ในเป็ดสามารถจบักบัเนือ้เยือ่  epithelium ของหลอดลม ม้าม กระเพาะแท้ ไต และล�ำไส้เล็กของไก่ ซึ่ง

สอดคล้องกับการติดเชื้อตามธรรมชาติในไก่ที่เคยมีรายงาน อย่างไรก็ตามการศึกษานี้พบว่าเชื้อ AvCoV สายพันธุ์ QX สามารถ

จับได้เฉพาะกับเยื่อบุผิวของล�ำไส้เล็กของเป็ด

	 สรุป: การศึกษานี้เป็นรายงานการพบเชื้อ AvCoVs ในเป็ดเป็นครั้งแรกในประเทศไทยจากการแยกเชื้อโดยการฉีดไข่ฟัก 

และพิสูจน์เชื้อโดยวิธี IFA และวิธี RT-PCR และจากผลการท�ำ sequencing สรุปได้ว่าเชื้อ AvCoVs ท่ีแยกได้จากเป็ดนี้เป็น               

เชื้อไวรัสสายพันธุ์ QX ที่ เคยมีรายงานการติดเชื้อมาก่อนในไก่ ดังนั้นสามารถน�ำเชื้อไวรัสนี้ไปศึกษาความรุนแรงของโรคในเป็ด

และสตัว์ปีกอืน่ๆ นอกจากนีค้วรมกีารส�ำรวจหาเชือ้ AvCoVs ในเป็ดอย่างต่อเนือ่งเพือ่ใช้เป็นข้อมลูศึกษาการแพร่กระจายของเชือ้ 

AvCoVs ในประเทศไทย

ค�ำส�ำคัญ: เชื้อ avian coronavirus เป็ด การแยกเชื้อไวรัส ประเทศไทย
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Introduction

	 Recently, according to the Recommendations 

for a Standardized Avian Coronavirus Nomenclature 

(Ducatez, 2016), the name of avian coronavirus (AvCoV) 

replaces the previously well-known avian infectious 

bronchitis virus (IBV), causing infectious bronchitis (IB) in 

chickens, that circulates worldwide (Jackwood, 2012). 

	 AvCoVs are representative of the genus                     

Gammacoronavirus. AvCoV genome consists of a 

single-stranded RNA that encodes four structural 

proteins; one of which is spike (S) glycoprotein. The 

S protein forms large club-shaped projections and is 

formed by two non-covalently bound polypeptides, 

S1 and S2 subunits. The function of the S1 is to attach 

to host cell receptors while the S2 subunit mediates 

fusion of the virus and the host cell membrane. 

Moreover, the S1 consists of epitopes and determinants 

for virus neutralizing antibodies that provide protective 

immunity. Thus, S1 gene analysis has been widely 

used to differentiate AvCoV-IBV genotypes (Cavanagh 

and Gelb, 2008).

	 The primary target organ of AvCoVs is the upper 

respiratory tract (Cavanagh and Gelb, 2008). Currently, 

there are many AvCoV-IBV genotypes (or strains) that 

are associated with a wide range conditions.                           

For instance, many nephropathogenic strains cause 

kidney disease and production problem (Reddy et al., 

2016). The recent genotype, the QX-type virus, is 

among the AvCoVs that are pathogenic in layers                  

particularly diminishing egg production and also      

causing respiratory problem, proventriculitis and            

severe kidney damage (Yudong et al., 1998).                        

However, not only chicken but other avian species 

have recently been reported to be susceptible for 

AvCov-infection such as guinea fowl (Ito et al., 1991), 

pigeon (Jonassen et al., 2005; Qian et al., 2006),              

peafowl and teal (Sun et al., 2007), mallard and geese 

(Jonassen et al., 2005). At present, AvCoV identification 

has already been reported in both wild and                   

domestic ducks in term of either causing  disease or 

behaving as a carrier for possible co-circulation and 

recombination of the viruses in particular sphere (Chen 

et al., 2013; Zhuang et al., 2015).

	 In Thailand, the occurrence of AvCoV-IBV was 

firstly reported in chickens between 1953 and 1954 

(Chindavanig, 1962). Later, several studies have been 

demonstrated that AvCoV-IBV is present throughout 

Thailand mainly caused by a Massachusetts and                

its-derived variants, nephropathogenic and QX                  

genotypes (Antarasena et al., 2008; Pohuang et al., 

2009; Pohuang et al., 2011; Promkuntod et al., 2015). 

However, the occurrence of AvCoVs in duck in                

Thailand has not yet been reported. In this study, we 

investigated AvCoV evidence in duck and its situation 

in the south and the lower north of Thailand by    

isolating and identifying the virus, determining genetic 

characterization of the isolates compared to those of 

AvCoVs that have been isolated from chickens and 

achieving virus tropism on selected tissue sections.

Materials and methods

1. History, virus isolation and identification

	 Total of 271 clinical carcass samples from 

free-grazing meat-type and egg-type ducks submitted 

to The Veterinary Research and Development Center 

(The Upper Southern [189 samples and 61 samples 

in 2015 and 2016, respectively] and The Lower Northern 

[21 samples in 2017] Regions) were tested for             

AvCoVs in order to discover whether ducks might 

harbor the viruses either as “a natural host” or                     

“a carrier”. Virus isolation and propagation were 

achieved by inoculating pooled and homogenized 

suspected tissues into the allantoic cavity of                              

9-to-11 day-old  embryonated chicken eggs (ECE). After 

inoculation, the allantoic fluid (AF) and chorioallantoic                      

membrane (CAM) were harvested. Following three to 

five blind passages, indirect immunofluorescence (IFA) 

was tested for AvCoVs. Furthermore, a single-step 
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RT-PCR was performed using a commercial kit (Qiagen, 

USA), according to the manufacturer’s instruction to 

amplify a fragment of the AvCoV specific 3’UTR gene 

(Adzhar et al., 1996) harvested from infected AF.             

This study was approved by the Committee of the 

Care and Use of Laboratory Animals, National Institute 

of Animal Health [Project number: EA-007/61 (R)].

2. Indirect immunofluorescence

	 Antigen detection of AvCoV-IBV by IFA on frozen 

infected CAM sections was described according to 

Promkuntod et al. (2015). Briefly, the slides were  

incubated with a monoclonal antibody directed 

against the nucleoprotein (clone IB95, HyTest, Finland). 

After three washing steps with Phosphate Buffered 

Saline (PBS), the slides were incubated with fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated rabbit anti-mouse 

immunoglobulin G (Dako, Denmark). Next, the sections 

were washed in a similar manner and examined the 

antibody binding using fluorescence microscopy 

(Nikon, Tokyo). The AF harvested from the inoculated 

ECE that were AvCoV-IBV positive, by IFA on                        

infected-CAMs, were kept at -80°C until use.

3. RNA Extraction and reverse transcription                  

polymerase chain reaction (RT-PCR)

	 After AvCoV-IBV infection was verified by both 

IFA and RT-PCR, viral genomic RNA was extracted from 

the AF using a viral RNA extraction kit (RNeasy, Qiagen, 

USA). The purified viral RNA was reverse-transcribed 

with SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen, 

USA) into cDNA synthesis. The 2 µl of cDNA was             

amplified by PCR using two sets of the specific S1 

glycoprotein gene primers. The vaccine strain (accession 

number MG272492) was used as the positive control. 

These allowed amplifying a 1,593 bp fragment of the 

full-length S1 gene (Pohuang et al., 2011). The RT-PCR 

protocol was done in 50 µl reaction mixture                          

containing 0.2 U Platinum Taq DNA Polymerase High          

Fidelity (Invitrogen, USA), 5 µl 10x High Fidelity PCR 

buffer, 0.2 uM forward and reverse primers, 2mM 

MgSO
4
, 0.2 mM dNTP, and adjusted to final volume 

with DEPC-treated water. The RT-PCR cycling condition 

was done into the followings: heating at 94°C for 2 

min, 40 repetitions of denaturation at 94°C for 30 s, 

annealing at 55°C for 30 s, extension at 68°C for 2 min, 

and a final extension at 68°C for 7 min. The RT-PCR 

products were initially visualized on 0.8% agarose gel 

electrophoresis under UV illumination.

4. Full-length S1-AvCoV sequencing and recombination 

analysis

	 The amplicons were subsequently purified 

using DNA Gel extraction Kit (Qiagen, USA). DNA               

sequencing was generated using the Big Dye Terminator 

v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystem, Foster 

City, USA). The products of the sequencing reaction 

were cleaned-up using ethanol precipitation method 

and sequenced in an ABI PRISM 310 (Applied Biosystem, 

Foster City, USA). Sequence data were assembled and 

edited with BioEdit software v7.0.5.3 (www.mbio.ncsu.

edu).

	 The full-length S1 spike protein gene coding 

sequences comprised the sequences of the local Thai 

AvCoV-isolates from this study including the duck 

isolates, five chicken isolates (selected from areas 

during the period when the duck-viruses were isolated) 

and a DLD vaccine strain along with other 168                   

sequences from GenBank. A complete alignment of 

the 176 sequences was made using MUSCLE              

available in the MEGA version 7.0.26 (Kumar et al., 

2016). Bayesian trees were generated from coding 

sequences with MrBayes 3.2.6 (http://mrbayes.source-

forge.net) using parameters selected by Akaike’s            

Information Criterion (AIC) with the GTR+G model 

selected as the best model by Kakusan version 4.4.0 

(Tanabe, 2007). MrBayes was run for 5,000,000 generations 

with four simultaneous Metropolis-coupled Monte 

Carlo Markov chains (MCMC) sampled every 500            

generation. The average standard deviation of split 

frequencies dropped to less than 0.01. The first 25% 

of the trees were discarded as burn-in with the                 

remaining samples used to generate the consensus 
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tree. The trees were visualized and color-coded with 

FigTree version 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/soft-

ware/figtree). Moreover, all sequences were tested 

for recombination using Recombination Detection 

Program (RDP) version 4.95. Potential recombination 

events and recombination breakpoints were identified 

using RDP, MaxChi, BootScan, SiScan and GENECONV 

methods to identify putative parental sequences with 

significance set at P value < 0.05 (Martin et al., 2015). 

5. Virus Histochemistry on tissue sections (ex vivo)

	 Attachment of the AvCoV-duck isolate to              

epithelial tissues of the respiratory and the digestive 

tracts of ducks and chickens was  visualized by virus 

histochemistry modified from previously described 

(Mork et al., 2014). To do this, the viruses were                

propagated in a same manner described in the IFA 

test. The infected-AF containing 3×105 fluorescent 

focus unit (FFU) was concentrated via 0.45 µM                

polyethersulfone membrane filter and was applied 

on acetone-fixed frozen histologically normal tissue 

sections: trachea, spleen, proventriculus, kidney and 

small intestine of 6-week old chicken and duck                

included. Next, the tissue sections were incubated in 

a moisture chamber at 4°C overnight. After three 

washing steps, the nucleoprotein antibody was            

applied on the tissue sections followed by incubating 

at 4°C for 1 hr. Attachment of viruses was visualized 

by labeling the bound virus particles with FITC-labeled 

secondary antibody as described in IFA test, incubating 

at 4°C for 1 hr. Then, the sections were washed in a 

similar manner and examined the virus binding using 

fluorescence microscopy. Mock tissue slides included 

both chicken and duck tissues incubated with PBS.

Results and discussion

	 Of total, AvCoVs have been isolated and               

identified from two duck samples by RT-PCR and IFA 

(Table 1). AvCoV-infection revealed nucleoprotein 

fluorescent cytoplasmic staining in the epithelial cells 

of CAMs after inoculating the homogenized tissue 

suspension via allantoic cavity for 48-72 hr (Figure 1A). 

The typical stunting and curling embryos were also 

recognized at 7 days post inoculation (Figure 1B).

Figure 1. Avian coronavirus-QX strain-infected embryos.                    
A. Cytoplasmic fluorescent staining of CAM epithelia 
detected after 48 hours inoculation using a monoclonal 
antibody against AvCoV nucleoprotein. B. Curling and 
stunting embryos (right) were typically characteristic of 
AvCoV infection compared to a normal embryo (left) 
after 7 days inoculation. 

	 Next, we constructed phylogenetic tree using 

nucleotide sequences of the complete S1 genes. Our 

finding revealed that both duck AvCoV isolates were 

categorized into a QX genotype. We also compared 

these two viruses to those of five chicken AvCoVs 

isolated during the period overlapping when the duck 

isolates were identified (Table 1). The chicken isolates 

including the AvCoV/Ch/Thailand/480/2015, the Av-

CoV/Ch/Thailand/724/2017 and the AvCoV/Ch/Thai-

land/725/2017 were also classified into the QX strain. 

The AvCoV/Ch/Thailand/308/2015 belonged to the 

M41  vaccine while the AvCoV/Ch/Thailand/1351/2017 

correlated to a Chinese derived M41 (Figure 2). The 

percentage of nucleotide and amino acid sequence 

identities indicated that neither duck nor chicken 

AvoCv-isolates shared high identity to the DLD-vaccine 

(% similarity < 0.9).

	 Next, we carried out the recombination analysis. 

The strains of viruses would be considered as                     

recombinants if any crossover event took place                

between two putative parental strains. The RDP                  

analysis showed that no potential recombination 

events and recombination breakpoints were identified. 

The QX virus of duck isolates resembled to those 

previously reported in chickens. This can be concluded 
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that the duck QX isolates are the same viruses                

previously found in chicken flocks in Thailand and 

this is the first report that QX strain was present in 

duck.

	 We analyzed virus tropism of the duck                       

isolated-QX strain to chicken and duck organs.                    

To prevent interference of AvCoV-binding, only the 

AvCoV/Du/Thailand/165/2016 was used for virus 

histochemistry since there was co-MDPV infection for 

the AvCoV/Du/Thailand/128/2015 (Table 1). Binding 

of the QX-virus particles to chicken epithelial tissues 

was detected in trachea, proventriculus, spleen,  

kidney and small intestine. Interestingly, only binding 

to small intestinal epithelium of duck was  observed 

(Figure 3).

	 As previous reports, AvCoVs could be isolated 

and is able to cause disease in domestic and wild ducks 

(reviewed in Cavanagh, 2005; Chu et al., 2011). Here 

we reported the first case of AvCoVs isolated from 

Muscovy ducks raised in the south of Thailand. AvCoV/

Du/Thailand/128/2015 was isolated from ducks               

co-infected with MDPV while AvCoV/Du/Thailand/ 

165/2016 was isolated from ducks raised within native 

chicken community. The genotype sequencing                  

revealed that they are both of QX virus and they also 

shared similarity of nucleotide and protein structure 

to those of the viruses isolated in chickens in the 

south (Yala province) and in the lower north (Uttaradit 

province) of Thailand. This indicated that the                      

AvCoV-duck isolates may be of chicken origin                

especially in case of ducks infected with AvCoV/Du/

Thailand/ 165/2016 that were raised in the same area 

of native chickens. This suggests the possible  inter-   

avian species transmission (reviewed in Promkuntod, 

2016) which is similar to the case of avian influenza 

viruses (Tiensin, 2011). The QX-type virus was first 

reported in China and mainly caused atrophic oviducts, 

which resulted in a decrease in egg production (Yudong 

et al., 1998). In Thailand, the QX viruses have been 

reported previously either in southern and central 

parts of Thailand (Antarasena et al., 2008; Pohuang et 

al., 2009; Pohuang et al., 2011; Promkuntod et al., 

2015).

Table 1.	 Two AvCoVs isolated from ducks from flocks in different provinces. The chicken isolates and a 

vaccine strain were also included for genetic comparison.
Isolate designation* Year of 

isolation
Province Bird 

type
Age Clinical 

signs***
Other birds in the 

raising area
GenBank 

accession no.
AvCoV/Du/Thailand/128/2015a 2015 Songkhla Meat ** 30 d D, R, E Duck breeders 

(Parent stock)

MG272487

AvCoV/Du/Thailand/165/2016 2016 Krabi Meat 40 d D, S Native chickens MG272489

AvCoV/Ch/Thailand/308/2015 2015 N.Sithammarat Broiler 7 d D, R - MG272485

AvCoV/Ch/Thailand/480/2015 2015 Yala Native 60 d D - MG272486

AvCoV/Ch/Thailand/724/2017 2017 Uttaradit Native 4 m D - MG272490

AvCoV/Ch/Thailand/725/2017 2017 Uttaradit Native 4 m D - MG272491

AvCoV/Ch/Thailand/1351/2017 2017 Uthai Thani Broiler 21 d - - MG272488

AvCoV/Ch/Thailand/Vaccine/2017 2017 - - - - - MG272492

*  according to Recommendations for a Standardized Avian Coronavirus Nomenclature (Ducatez, 2016)

** Muscovy ducks

*** Clinical signs; D: depress E: enteric,  R: respiratory, S: sudden death

a   co-infection with Muscovy duck parvovirus (MDPV) by egg inoculation and confirmed by IFA test



15ปีที่ 12 ฉบับที่ 3

Figure 2.  Phylogenetic tree of the S1 protein. Full-length S1 sequences of AvCoV accessed from GenBank and 8 deposited 
sequences from this study () were aligned as indicated in materials and methods. The tree is midpoint-rooted, nodes 
are labelled with posterior probability value. Branches and taxon are highlighted with alternative colors corresponded 

to the lineages. Arrow and Circles indicate AvCoV 
genotypes of the field isolates from this study.

	 For genetic diversity of the AvCoVs,  recombination 

among AvCoV-IBV, coupled with point mutation,  

insertion, and deletion occurred in the genome              

especially in the S1 protein, is thought to contribute 

to the emergence of new variants (Hewson et al., 

2014). The recombination events have already been 

demonstrated in AvCoV-chicken isolates in Thailand 

(Pohuang et al., 2011). This study, we could not find 

the recombination of duck  isolates with other AvCoV 

genotypes. These viruses might already be present in 

such area either in chickens or other bird species                     

including ducks.

	 For virus histochemistry, it has been reported 

that virus attachment to host tissues resembles the 

pathogenicity of virus infection in avian species (Costa 

Figure 3. Virus histochemistry. Binding of virus particles to epithelial 

cells of selected chicken and duck tissues. Binding was 

detected with a monoclonal antibody against AvCoV                 

nucleoprotein. Mock represented duck tissues incubated 

with PBS.
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this bird species might play an important role in AvCoV 

transmission.
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การวินิจฉัยแยกโรคระหว่างโรคกล่องเสียงอักเสบติดต่อและโรคฝีดาษเปียกในไก่

โดยวิธี multiplex PCR

นฤพล พร้อมขุนทด1*   ขวัญศนีย์ สุขเนาว์2   ขนิษฐา รัตนบุรี2

บทคัดย่อ

	 ที่มาของการศึกษา: ไก่ท่ีติดเช้ือไวรัสกล่องเสียงอักเสบติดต่อ (infectious laryngotracheitis virus, ILTV) และ                

เชื้อไวรัสฝีดาษเปียก (fowlpox virus, FPV-wet form) จะพบรอยโรคที่คล้ายคลึงกันโดยมีลักษณะเนื้อตายแบบ diphtheritic 

lesion ที่บริเวณทางเดินหายใจส่วนต้นโดยเฉพาะท่ีหลอดลมและในผนังช่องปาก การศึกษาครั้งนี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย

แยกโรคที่เกิดจากเชื้อ ILTV และ FPV ออกจากกันโดยวิธี single-step multiplex PCR 

	 วิธีการ: ใช้ตัวอย่างเชื้อไวรัสอ้างอิงและเชื้อไวรัสที่แยกได้จากท้องที่ ILTV และ FPV น�ำมาแยกเชื้อโดยการฉีดเข้าไข่ไก่ฟัก

อายุ 9 วัน ทาง chorioallantoic membrane (CAM) ตรวจดูรอยโรค pock lesions บน CAM และเปรียบเทียบรอยโรคทาง

จุลพยาธิวิทยา ท�ำการตรวจหายีนส่วน thymidine kinase ส�ำหรับเชื้อ ILTV และยีนส่วน 4b core protein ของเชื้อ FPV จาก

ตัวอย่าง CAM ของไข่ไก่ฟักที่ฉีดเชื้อไวรัสทั้งสองโดยวิธี multiplex PCR

	 ผล: ตรวจพบ pock lesions ที่เกิดจากการฉีดเชื้อไวรัส ILTV และ FPV ที่มีขนาดแตกต่างกัน รอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา

พบ intranuclear inclusions ในเนื้อเยื่อ CAM ที่ติดเชื้อไวรัส ILTV ส่วน CAM ที่ติดเชื้อ FPV ตรวจพบ intracytoplasmic 

inclusions ส่วนผลผลิตดีเอ็นเอจาก CAM ที่ติดเชื้อ ILTV มีขนาด 395 bp และ/หรือ 647 bp ในขณะที่เชื้อ FPV มีขนาดของ

แถบดีเอ็นเอ 579 bp บน agarose gel electrophoresis

	 สรุป: จากผลการศึกษาสามารถแยกเชื้อไวรัสทั้งสองออกจากกันได้จากตัวอย่าง infected-CAMs ที่ฉีดเชื้อ ILTV และเชื้อ 

FPV โดยการน�ำวิธี multiplex PCR มาใช้ในการตรวจวินิจฉัยแยกโรคทั้งสอง ซึ่งท�ำได้ง่าย ใช้ระยะเวลาการตรวจเพียง 1-3 วัน

จากตัวอย่างโดยตรง สามารถน�ำมาใช้เป็นทางเลือกในการวินิจฉัยแยกโรค ซึ่งแบบเดิมใช้วิธีทางจุลพยาธิวิทยา

ค�ำส�ำคัญ ไวรัสกล่องเสียงอักเสบติดต่อ ไวรัสฝีดาษ ไก่ multiplex PCR การวินิจฉัยแยกโรค

1 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคเหนือ (ตอนล่าง) อ.วังทอง จ.พิษณุโลก 65130
2 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคใต้ (ตอนบน) อ.ทุ่งสง จ.นครศรีธรรมราช 80110
* ผู้รับผิดชอบบทความ โทรศัพท์และโทรสาร 055 313137 055 313139 อีเมล์ naruepolp@dld.go.th
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Differential diagnosis of avian infectious laryngotracheitis

and diphtheritic form of fowlpox by multiplex PCR

Naruepol Promkuntod1*   Khwansanee Suknao2   Khanistar Rattanaburee2

Abstract

	 Background: Infectious laryngotracheitis virus (ILTV) and wet form of fowlpox virus (FPV) cause                  

diphtheritic lesions in the upper respiratory tract in chickens especially in trachea and buccal cavity. For this 

study, we aimed at developing a single-step multiplex PCR diagnosis to differentiate these two causative 

viruses. 

	 Methods: The reference and the field isolates, ILTVs and FPVs, were inoculated on chorioallantoic 

membrane (CAM) of 9-day-old embryonated chicken eggs for virus isolation. Pock lesions and histopathological 

examination of infected CAMs were observed and compared between two virus infections. Thymidine kinase 

gene was used as specific gene detection for Gallid herpesvirus-1 ILTV while 4b core protein gene was used 

for detection of the FPV envelope glycoprotein G obtained from infected CAMs inoculated with ILTV and FPV 

by multiplex-PCR.

	 Results:  Various sizes of pock lesions were detected both from ILTV- and FPV-infected CAMs.                

Intranuclear inclusions were observed in epithelial cells of ILTV-infected CAMs while intracytoplasmic             

inclusions were found in CAMs infected with FPV. A 395-bp and/or a 647-bp DNA product of ILTV thymidine 

kinase gene could be distinguished from a 579-bp DNA product of FPV 4b core protein gene by agarose gel 

electrophoresis. 

	 Conclusions: As a result, ILTV and FPV can be separated on agar gel electrophoresis by a multiplex 

PCR. It is an easy technique and a useful tool in order to differentiate both viruses within 1-3 days from direct 

samples. This can eventually be an alternative test compared to that of histopathological findings.

Keywords: Infectious laryngotracheitis virus, fowlpox virus, chickens, multiplex PCR, differential diagnosis
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บทน�ำ

	 โรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจส่วนต้นที่เป็นปัญหา

ส�ำคญัในการเลีย้งไก่นอกจากโรคนวิคาสเซิล และโรคไข้หวดันก

แล้วยังมีโรคอื่นๆที่สร้างความเสียหายในฟาร์มไก่ได้ เช่น โรค

หลอดลมอักเสบติดต่อในไก่ โรคกล่องเสียงอักเสบติดต่อในไก่ 

และโรคฝีดาษเปียกในไก่ ฯลฯ โรคกล่องเสียงอักเสบติดต่อใน

ไก่เกิดจากเชื้อ Gallid herpesvirus type I (infectious                

laryngotracheitis virus, ILTV) (Garcia et al., 2013) เชื้อ 

ILTV อาจก่อปัญหารุนแรงในไก่ได้เนือ่งจากอตัราการตายซึง่อาจ

สูงถึง 70% และไก่มีผลผลิตไข่ลดลง อาการของโรคขึ้นอยู่กับ

ความรุนแรงของเชื้อไวรัส ชนิดไม่รุนแรงพบไก่อ้าปากหายใจ

และอาจมีเลือดปนจากโพรงจมูก เยื่อบุตาอักเสบ ไข่ลด                     

ส่วนอาการชนดิรนุแรง พบหายใจล�ำบากและมเีลอืดปนออกมา

จากหลอดลม พบการอักเสบของหลอดลมชนิด diphtheritic 

form โดยเป็นแผ่นเนื้อตายตามความยาวของหลอดลม ซ่ึงมี

ลักษณะคล้ายกับโรคฝีดาษเปียกในไก่ (fowlpox,) (Tripathy 

and Reed, 2013) 

	 โรคฝีดาษในไก่เกิดจากเชื้อ fowlpox virus (FPV) เป็น

โรคที่เกิดข้ึนได้บ่อยโดยเฉพาะในไก่พื้นเมืองท่ีเลี้ยงแบบปล่อย

หลงับ้านซึง่มกีารสขุาภบิาลไม่ดแีละไม่ได้รบัวคัซนี ส่วนในไก่ไข่

อาจพบมีไข่ลดร่วมด้วย โรคเกิดขึ้นได้สองชนิด คือ ชนิดแห้ง 

(dry or cutaneous form) และชนดิเปียก (wet or diptheritic 

form) โดยทีช่นดิแห้งมกัพบรอยโรคแบบตุม่นนูทีบ่รเิวณผวิหนงั  

ส่วนท่ีไม่มีขน อาจมีการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซ้อน  จนเกิด 

ตุม่หนอง ขณะทีร่อยโรคแบบชนดิเปียกจะพบลกัษณะคล้ายกบั

รอยโรคของโรคกล่องเสยีงอกัเสบตดิต่อทีพ่บได้บรเิวณหลอดลม 

เยื่อชุ่มบริเวณทางเดินหายใจส่วนต้นและช่องปาก (Tripathy 

and Reed, 2013)

	 รอยโรคที่เกิดจากโรคกล่องเสียงอักเสบติดต่อและโรค

ฝีดาษเปียกในไก่มีลักษณะคล้ายคลึงกัน ท�ำให้ไม่สามารถ

วินิจฉัยแยกโรคโดยดูจากลักษณะอาการและการตรวจดู              

รอยโรคด้วยตาเปล่าได้ นอกจากน้ียังมีรายงานการตรวจพบ            

โรคทั้งสองร่วมกัน (Davidson et al., 2015; Diallo et al., 

2010; Tadese et al., 2007; Tripathy et al., 1975) ใน

ประเทศไทยมรีายงานการเกดิโรคกล่องเสยีงอกัเสบตดิต่อตัง้แต่

ปี พ.ศ. 2505 (Sananvoravej, 1963) ส่วนโรคฝีดาษใน

ประเทศไทยพบได้ประปรายโดยเฉพาะโรคฝีดาษชนิดแห้ง 

นอกจากนีย้งัพบได้ในสตัว์ปีกชนดิอืน่ๆ เช่น นกกระทาและเป็ด

กาก ี(Promkuntod et al., 2001; Promkuntod et al., 2002) 

โดยมีแมลงดูดเลือด เช่น ยุง เป็นพาหะส�ำคัญในการติดเช้ือ 

(Promkuntod et al., 2001; Tripathy and Reed, 2013) 

	 การวินิจฉัยแยกโรคท�ำได้โดยการตรวจดูชนิดของ                

inclusion bodies โดยเซลล์ท่ีตดิเชือ้ ILTV จะพบ intranuclear 

inclusions และพบ intracytoplasmic inclusions ในเซลล์

ทีต่ดิเชือ้ FPV สามารถดชูนดิของ inclusion bodies จากรอยโรค 

ได้โดยตรงด้วยวิธีจุลพยาธิวิทยาซึ่งอาจใช้เวลาเพียง 3 วัน แต่

ปัญหาที่พบส่วนใหญ่คือ ตัวอย่างส่งตรวจไม่เหมาะสมหรือ

เนื้อเยื่อถูกท�ำลายมากจึงอาจตรวจไม่พบ inclusion bodies 

นอกจากน้ีอาจท�ำการแยกเช้ือโดยการฉีดไข่ไก่ฟักแล้วตรวจดู

ชนดิของ inclusion bodies จากหย่อมเนือ้ตาย (pock lesion) 

บน chorioallantoic membrane (CAM) ซึ่งการตรวจอาจใช้

เวลานาน 7-10 วัน ในปัจจุบันเทคนิค PCR และ multiplex 

PCR เป็นวธิทีีน่ยิมใช้ในการตรวจวนิจิฉยัโรคต่างๆ  โดยสามารถ

เลือกใช้ไพรเมอร์ท่ีสามารถตรวจหายีนที่มีความจ�ำเพาะกับทั้ง

เชื้อ ILTV และ FPV ได้และมีความรวดเร็ว

	 การศึกษานีม้วีตัถปุระสงค์ในการน�ำเทคนคิ multiplex 

PCR มาใช้ในการวินิจฉัยแยกโรคระหว่างโรคกล่องเสียงอักเสบ

ติดต่อและโรคฝีดาษเปียกในไก่ ซ่ึงมีอาการและรอยโรคที่

คล้ายคลึงกัน เพื่อให้การตรวจวินิจฉัยแยกโรคมีความสะดวก 

รวดเร็ว และถูกต้องแม่นย�ำ

อุปกรณ์และวิธีการ

เชื้อไวรัส

	 ใช้เชื้อ ILTV 3 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์ ILTV T-20           

เชื้อท้องที่ ILTV CH/NK328/35 และ ILTV CH/NK992/45  

ส่วนเชือ้ FPV 3 สายพนัธุ ์ได้แก่ เชือ้ท้องที ่FPV CH/NK691/41, 

FPV CH/NK805964/59 และ FPV CH/NK1282/42 เชือ้ ILTV 

และ FPV เป็นเชื้อไวรัสควบคุมบวกที่ได้จากศูนย์วิจัยและ

พฒันาการสตัวแพทย์ภาคใต้ตอนบน โดยผ่านการแยกเชือ้ไวรสั

โดยวธิฉีดีไข่ไก่ฟักและพสิจูน์เชือ้ไวรสัโดยวธิจีลุพยาธวิทิยาและ

ตรวจดอูนภุาคไวรสัด้วยกล้องจลุทรรศน์อเิล็กตรอนชนดิล�ำแสง

ส่องผ่าน น�ำเชื้อ ILTV และ FPV แต่ละสายพันธุ์มาฉีดเข้าไข่ไก่

ฟักทาง CAM เพื่อตรวจหารอยโรคบน CAM และน�ำ CAM มา

ตรวจหาสารพนัธกุรรมของเชือ้ไวรสัโดยวธิ ีPCR และ multiplex 

PCR
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การแยกเชื้อและพิสูจน์เชื้อ ILTV และ FPV 

การแยกเชื้อไวรัสเข้าไข่ไก่ฟัก

	 แบ่งกลุ่มการทดลองฉีดเชื้อไวรัสดังนี้ กลุ่มที่ 1 ฉีดเชื้อ 

ILTV กลุม่ที ่2 ฉดีเชือ้ FPV กลุม่ที ่3 ฉดีเชือ้ ILTV CH/NK328/35 

และ FPV CH/NK691/41 กลุ่มท่ี 4 เป็นกลุ ่มควบคุมลบ                      

ฉีดสารละลาย PBS เข้าไข่ไก่ฟัก โดยในแต่ละกลุ่มท�ำการฉีด

ตัวอย่างเชื้อไวรัสละ 5 ฟอง ฉีดตัวอย่างเชื้อไวรัสเข้าไข่ไก่ฟักที่

อายุ 9 วัน ลงบน CAM ปริมาณ 0.1 ml ต่อฟอง น�ำเข้าตู้ฟักที่

อุณหภูมิ 37°C แล้วส่องตรวจดูความผิดปกติของไข่ไก่ฟักนาน 

7 วัน จากนั้นน�ำไข่ฟักแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4°C นาน 4-6 ชั่วโมง 

ตามวิธีการของ World Organisation for Animal Health 

(OIE, 2014, 2016) และ Policy for use of avian embryos 

(Florida State University, 2005) ตรวจดูรอยโรค pock 

lesion บน CAM (OIE, 2014, 2016; Tripathy, 1998;                 

Tripathy and Reed, 1998) การศึกษานีไ้ด้ผ่านการพจิารณา

จากคณะกรรมการก�ำกับดูแลการเลี้ยงและใช้สัตว์เพื่องานทาง

วิทยาศาสตร์ สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ รหัสโครงการ                     

EA-008/61 (R)

การตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา

	 น�ำ infected CAM จากไข่ไก่ฟักหลงัฉดีเชือ้ทีพ่บ pock 

lesion ล้างด้วย PBS แล้วแช่ใน 10% buffered formalin 

นาน 24 ชั่วโมง เพื่อรักษาสภาพของเนื้อเยื่อ หลังจากน้ันน�ำ 

CAM มาแช่ในเอทานอล 70% นาน 24 ชั่วโมง และน�ำเนื้อเยื่อ

ไปตดัแต่งผ่านขบวนการเตรยีมเนือ้เยือ่ทางจลุพยาธิวทิยา และ

เตรียมเป็นสไลด์ย้อมเนื้อเยื่อด้วยสี Hematoxylin & Eosin 

(H&E) น�ำไปตรวจดูรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์แสงสว่าง (Tripathy, 1998; Tripathy and Reed, 

1998)

Table 1. PCR primers used for molecular diagnosis of ILTV and FPV.

Viruses Target sequences Primers Sequences (5’  3’) Product 
size (bp)

References

GaHV-1 Thymidine kinase gene  ILT GaHV-1 FW ACG ATG ACT CCG ACT TTC 395 Magouz, 2015

ILT GaHV-1 RV CGT TGG AGG TAG GTG GTA Pang et al., 2002

GaHV-1 Thymidine kinase gene ILT TK FW ACC TAC CTC CAA CGT ACA T 647 Diallo et al., 2010

ILT TK RV CCC ATA TCA GCA TTC TAG CG

FPV 4b core protein gene Pox 4b FW TCA GCA GGT GCT AAA CAA CA 579 Lee et al., 1997

Pox 4b RV CGG TAG CTT AAC GCC GAA TA

การตรวจโดยวิธี PCR และ multiplex PCR

	 น�ำ infected CAM ที่พบ pock lesion มาบดท�ำเป็น 

10% (w/v) tissue suspension ปั่นด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง

ความเร็ว 3,000 rpm ที่ 4°C นาน 5 นาที แยกเอานํ้าใส                 

ส่วนบน (supernatant) มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูป 

Viral DNA Kit (Omega Bio-Tek, USA) ตามวิธีการของผู้ผลิต 

เพือ่ตรวจหายนีส่วน thymidine kinase gene ซึง่เป็นส่วนของ 

DNA  polymerase gene ของ Gallid Herpesvirus-1 (GaHV-1) 

ส�ำหรบัเชือ้ ILTV และตรวจหายนีของโปรตนีโครงสร้างส่วน 4b 

core protein gene ส�ำหรับเชื้อ FPV (Table 1)

	 ส่วนผสม master mix ในการท�ำปฏกิริยิา PCR ในแต่ละ

คูไ่พรเมอร์ (Table 1) ปริมาตรรวม 20 µl โดยใช้ชุด Platinum 

Taq DNA polymerase (Invitrogen, Germany) ซึง่ประกอบ

ด้วย 10x buffer ปริมาตร 2.0 µl, 10 mM dNTPs ปริมาตร 

0.4 µl, 50 mM MgCl
2 
ปริมาตร 0.6 µl, 0.2 µM forward 

primer ปริมาตร 0.4 µl, 0.2 µM reverse primer ปรมิาตร 

0.4 µl, Platinum Taq ปรมิาตร 0.08 µl, DEPC water ปรมิาตร 

14.12 µl และ DNA template ปรมิาตร 2.0 µl 

	 ส�ำหรับส่วนผสม mater mix ในการท�ำ multiplex 

PCR โดยใช้ชุดไพรเมอร์ 2 คู่ (เพื่อแยกระหว่างเชื้อ ILTV และ 

FPV) ปริมาตรรวม 25 µl ดังนี้ 10x buffer ปริมาตร 2.5 µl, 

10 mM dNTPs ปริมาตร 0.5 µl, 50 mM MgCl
2 
ปริมาตร 

0.75 µl สามารถเลือกใช้ไพรเมอร์ส�ำหรับเชื้อ ILTV ได้แก่ 0.2 

µM ILT GaHV-1 FW และ 0.2 µM ILT GaHV-1 RV หรือใช้ 

0.2 µM ILT TK FW และ 0.2 µM ILT TK RV ปริมาตรละ 0.5 

µl ส่วนไพรเมอร์ของเชื้อ FPV ใช้ 0.2 µM Pox 4b FW และ 

0.2 µM Pox 4b RV ปริมาตรละ 0.5 µl, Platinum Taq 

ปริมาตร 0.1 µl, DEPC water ปริมาตร 16.65 µl และ DNA 



22 ปีที่ 12 ฉบับที่ 3

template ปริมาตร 2.5 µl ในกรณีที่ใช้ชุดไพรเมอร์ทั้งสามชุด

ให้ปรบัปริมาตรของ DEPC water เพือ่ให้ได้ปรมิาตรรวม 25 µl

	 น�ำส ่วนผสมดังกล ่าวเข ้าเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พนัธกุรรมภายใต้สภาวะทีท่�ำปฏกิริยิา PCR และ multiplex PCR 

ดงันี ้ขัน้ตอน pre-denaturation ทีอ่ณุหภมิู 94°C นาน 1 นาที 

ขัน้ตอน denaturation ทีอ่ณุหภมิู 94°C นาน 30 วนิาท ีขัน้ตอน 

annealing ที่อุณหภูมิ 56°C นาน 45 วินาที และขั้นตอน  

extension ที่ 72°C นาน 1 นาที จ�ำนวน 35 รอบ ตามด้วย          

ขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 7 นาที น�ำ             

ผลผลิต PCR มาเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอของเชื้อ

ไวรัสทั้งสองชนิดบน 2% agarose gel electrophoresis ที่

ย้อมด้วย 0.5 ug/ml ethidium bromide แล้วตรวจดูผล            

ภายใต้แสง UV

การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity) 

	 ใช้เชื้อ herpes virus ในกลุ่มอื่นๆ ได้แก่ เชื้อไวรัส             

มาเรก็ซ์ (Gallid herpesvirus 2 หรือ Marek’s disease virus 

1, MDV-1) (Maiya et al., 1998) และเชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ด 

(Anatid herpesvirus 1, duck viral enteritis) (ได้รับความ

อนเุคราะห์จากศนูย์วจิยัและพฒันาการสตัวแพทย์ภาคตะวนัตก) 

การทดสอบความไว (sensitivity) 

	 ทดสอบปริมาณของไวรัสดีเอ็นเอในระดับท่ีสามารถ

ตรวจสอบได้บน agarose gel electrophoresis ประกอบด้วย

การเตรยีม DNA template โดยท�ำการเจอืจางลงครัง้ละ 10 เท่า 

ซึ่งใช้ปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ ILTV และ FPV ตั้งแต่ 10 pg ถึง 

10-6 pg ในการทดสอบ ท�ำการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมวิธี

เดียวกับที่กล่าว ข้างต้นใน 1X PCR buffer โดยใช้ Sheared 

Salmon Sperm DNA (SSS DNA) (Invitrogen, Germany) 

ที่มีความเข้มข้น 2 ng/µl เป็น carrier DNA เพื่อลดผลกระทบ

ของ plastic charge และเพื่อให้ได้ค่า repeatability ที่ดีและ

มีความถูกต้องในกรณีที่ท�ำการเจือจางดีเอ็นเอปริมาณน้อยๆ 

วดัปริมาณดเีอน็เอด้วยเครือ่ง Qubit Fluorometric Quantitation 

(Invitrogen, USA) ด้วยชุด Qubit dsDNA BR Assay Kit                              

(Invitrogen, USA) 

ผลและวิจารณ์

ผลการแยกเชื้อ ILTV และ FPV ในไข่ไก่ฟัก

	 หลังการฉีดเชื้อ ILTV สายพันธุ์ T-20 ตรวจพบการ

เปลี่ยนแปลงของ CAM ของไข่ไก่ฟัก โดยพบหย่อมเนื้อตายมี  

สีขาวออกเหลือง (yellowish pocks) ลักษณะกลม รี ขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 2- 3 มม. ขณะที่ CAM ที่ติดเชื้อ ILTV CH/

NK328/35 พบการหนาตัวร่วมกับการเกิด plaque ขนาดใหญ่

ส่วนการติดเชื้อ ILTV CH/NK992/45 พบ CAM บวมน�้ำและ           

มีปื้นเลือดออก (Figure 1: A-1, A-2, A-3)

Figure 1. Variety of pock formation from CAMs inoculated with 

different isolates of ILTV, FPV and co-infected FPV&ILTV 

at 5-7 days p.i.

	A. ILTV-infected CAMs. A-1. ILTV T-20 strain, A-2.  

	   ILT CH/NK328/35, A-3. ILT CH/NK992/45

	B. FPV-infected CAMs. B-1. CH/NK691/41, B-2. 

	   CH/NK805964/59, B-3. CH/NK1282/42

	C. FPV and ILTV co-infected CAMs.

	D. Uninfected CAM.

	 ส่วนการฉีดเชื้อ FPV CH/NK691/41 พบ CAM มี

ลักษณะบวมน�้ำและพบหย่อมเนื้อตายลักษณะกลมรี สเีทาหรอื

ขาวขุน่ ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3-5 มม. ในส่วน CAM ที่ติดเชื้อ 

FPV CH/NK805964/59 พบ pocks มีขนาดเล็กจ�ำนวนมาก 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1-2 มม. กระจายอยู่ทั่ว CAM ขณะที่ 

CAM ที่ติดเชื้อ FPV CH/NK1282/42 พบ pock หนาแน่นจน

รวมเป็นเนือ้เดียวกนั (Figure 1: B-1, B-2, B-3) ลกัษณะรอยโรค

ของ CAM ทีต่ดิเชือ้ร่วม ILTV และ FPV พบ CAM หนาตวัและบวม

น�้ำเกิด plaque ขนาดใหญ่ (Figure 1C) ลักษณะของ CAM ที่

ปกติแสดงไว้ใน Figure 1D

ผลการตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา

	 จุลพยาธิวิทยาของ ILTV-infected CAM พบการหนา

ตวัในส่วนของเยือ่บทุัง้ส่วน allantoic membrane, chorionic 

membrane และ mesenchymal layer (Figure 2: A-1) และ
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ตรวจพบ intranuclear inclusions ใน epithelial cells 

(Figure 2: A-2)

	 จุลพยาธิวิทยาของ FPV-infected CAM พบการหนา

ตัวของเยื่อบุโดยเฉพาะในส่วนของ chorionic epithelium 

ภายใน epithelial cells เกิด ballooning degeneration 

และพบ eosinophilic intracyto-plasmic inclusion bodies 

ซึ่งเรียกชื่อว่า Bollinger bodies อยู่ภายในไซโตพลาสม เป็น

ลกัษณะเฉพาะของเซลล์ท่ีตดิเชือ้ poxvirus (Figure 2: B-1, B-2)

	 จลุพยาธวิทิยาของ CAM ทีต่ดิเช้ือร่วม ILTV และ FPV 

พบเยือ่บหุนาตวั บางเซลล์ท่ีเกดิ hyperplasia มกีารรวมกนัของ

ผนงัเซลล์ข้างเคียงเกดิเป็น multinucleated cells และตรวจพบ 

intranuclear และ intracytoplasmic inclusion bodies ใน 

epithelial cells นอกจากนี้ยังพบการเกิด destruction และ 

desquamation ของ epithelial cells ร่วมกับการเกิดการ 

ฉีกขาดของ blood capillaries ส่วน CAM ที่ติดเชื้อรุนอย่าง

แรงตรวจพบหย่อมเนือ้ตาย (necrosis) (Figure 2: C-1, C-2, C-3)

	 ลกัษณะของ CAM ทีป่กติประกอบด้วยเยือ่บ ุallantoic 

membrane, chorionic membrane และ mesenchymal 

layer ดังแสดงใน Figure 2D

Figure 2. Photomicrographs of infected-CAMs. H&E staining 
A-1. ILTV-infected CAM (X100). A-2. Epithelial proliferation containing inctranuclear inclusion (yellow arrow) (X400). 
B-1. FPV-infected CAM (X100). B-2. Hyperplastic cells (ballooning degeneration) containing eosinophilic intracytoplasmic             

inclusion bodies (Bollinger inclusions) (arrows) (X400). 
C-1. ILTV and FPV co-infected CAM (X100). C-2. Intracytoplasmic inclusions (yellow arrows). C-3.  Intracytoplasmic 

(yellow arrows) and intranuclear (black arrows) inclusions both observed in the infected cells of hyperplastic CAM 
epithelia. Swelling of epithelial cells and cytoplasmic fusion  resulting in formation of multinucleated cells (arrow 
heads) (X400). 

D. Uninfected CAM. CAM consisting of chorionic epithelium (chC), intermediate mesenchymal layer (chM), blood vessels 
(v) and allantoic epithelium (chA). (X100)

ผลการตรวจหาสารพันธุกรรมของเชื้อ ILTV และ FPV

	 ตรวจพบแถบดเีอน็เอบน agarose gel electrophoresis 

ดังนี้ เชื้อ ILTV ทั้งสามตัวอย่าง มีขนาด 395 bp เมื่อใช้ชุดไพร

เมอร์ ILT GaHV-1 และขนาด 647 bp ส�ำหรับชุดไพรเมอร์ ILT 

TK (Figure 3A: lane 1-3 และ Figure 3B: lane 1-3) นอกจาก

นี้ยังไม่พบแถบดีเอ็นเอจากตัวอย่างเช้ือไวรัสมาเร็กซ์และเชื้อ

ไวรัสกาฬโรคเป็ด ทีน่�ำมาทดสอบความจ�ำเพาะของการทดสอบ 

(Figure 3A lane 4 และ lane 5 และ Figure 3B: lane 4 และ 

lane 5)

	 ส�ำหรับเชื้อท้องที่ FPV ทั้งสามตัวอย่าง ตรวจพบแถบ

ดีเอ็นเอที่มีขนาดผลผลิต 579 bp ซึ่งจ�ำเพาะต่อยีนส่วน 4b 

core protein (Figure 3C: lane 1-3) และมีขนาดตรงกับเชื้อ

ที่ทดสอบ

	 ส�ำหรบัปฏกิริยิา multiplex-PCR ตรวจพบแถบดเีอน็เอ

ทีใ่ห้ขนาดจ�ำเพาะกบัชดุไพรเมอร์ทีท่�ำการทดสอบจากตวัอย่าง 

CAM ที่ฉีดเชื้อ ILTV หรือ FPV รวมทั้ง CAM ที่ฉีดเชื้อ ILTV 

และ FPV ร่วมกัน (Figure 3D) ส่วนความไวของการทดสอบ

พบว่าปรมิาณของดเีอน็เอต�ำ่สุดทีส่ามารถตรวจพบแถบดเีอน็เอ

ต่อเชื้อไวรัสทั้งสองคือ 10-5 pg (Figure 4)

	 การตรวจดูรอยโรค pock lesions บน CAM หลังการ

ฉีดเชื้อ ILTV และ FPV รวมถึงการติดเชื้อไวรัสร่วมกันนั้น 

ลกัษณะของ pocks อาจมคีวามคล้ายคลงึกนั ไม่สามารถวนิจิฉยั

แยกโรคด้วยตาเปล่าได้ อย่างไรก็ตามลักษณะของ pocks อาจ

มีความแตกต่างกันได้ เช่น ขนาดและสี ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดและ

สายพันธุ์ ความรุนแรงและปริมาณของเชื้อไวรัส รวมทั้งการติด

เช้ือไวรัสในสัตว์ต่างชนิดกัน (Bolt et al., 1999; Tripathy, 
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1998) การตรวจวนิจิฉยัแยกโรคออกจากกนัทางจลุพยาธวิิทยา

โดยการตรวจดูลักษณะของ inclusion bodies ที่แตกต่างกัน

สามารถท�ำได้โดยตรงจากรอยโรคทีต่รวจพบจากทางเดนิหายใจ

และช่องปาก หรือจาก CAM ของไข่ฟักหลังฉีดเชื้อไวรัสโดยที่

การตดิเชือ้ ILTV จะตรวจพบ intranuclear inclusion bodies 

ใน epithelial cells ในระยะแรกประมาณ 1-5 วนัหลงัการติดเชือ้ 

หลังจากนั้น inclusions อาจหายไปจน epithelial cells              

เกิดการเปลี่ยนแปลงและถูกท�ำลายจนเกิด necrosis (Guy et 

al., 1992; Purcell, 1971; VanderKop, 1993) ส่วนการตรวจหา 

inclusion bodies ใน epithelial cells ที่มีการติดเชื้อ FPV 

สามารถตรวจหา intracytoplasmic inclusions ได้ซึง่สามารถ

วนิจิฉยัแยกโรคได้แต่ใช้เวลานานโดยปกตจิะพบ pock lesions 

บน CAM หลังจากฉีดไข่ไก่ฟักประมาณ 5-7 วัน

Figure 4. Sensitivity of PCR and multiplex PCR. A. DNA products 
of 395bp of ILT GaHV1 primer. B. DNA products of 579bp 
of Pox 4b primer. C. DNA products of 395bp of ILT GaHV1 

	 primer and 579bp of Pox 4b primer.
Lane M: 100 bp DNA ladder (** = 500 bp; * = 1Kb); Lane 

1: 10 pg of DNA each of 395 bp of ILT GaHV1 primer 
and 579 bp of Pox 4b primer; Lane 2: 1 pg; Lane 3: 
0.1 pg; Lane 4: 10-2 pg 10 fg; Lane 5: 10-3 pg; Lane 
6: 10-4 pg; Lane 7: 10-5 pg; Lane 8: 10-6 pg 

	 วธิกีารวนิจิฉัยโรคกล่องเสียงอกัเสบตดิต่อและโรคฝีดาษ

เปียกในไก่ตามวิธีของ OIE คือการดูรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยา

และการตรวจหาชนดิของ inclusion bodies เพือ่แยกเชือ้ไวรสั

ทั้งสอง แต่การตรวจหาสารพันธุกรรมต่อเชื้อ ILTV และ FPV 

เป็นวธิกีารวนิจิฉยัแยกโรคทีส่ามารถน�ำมาใช้เป็นทางเลอืกหนึง่ 

ท�ำให้ลดระยะเวลาการตรวจลง อีกทั้งการเลือกใช้ชุดไพรเมอร์

ที่จ�ำเพาะต่อยีนของเชื้อไวรัสนั้นๆ ท�ำให้ผลการวินิจฉัยโรคมี

ความแม่นย�ำมากยิง่ขึน้ มรีายงานการตรวจหาสารพนัธกุรรมต่อ

เชื้อ ILTV โดยนิยมตรวจหายีนส่วน thymidine kinase gene 

(Magouz, 2015; Pang et al., 2002) นอกจากน้ียังมีการ              

ตรวจหายีนส่วนอื่นๆ ได้แก่ ส่วน conserved region ของ 

infected cell protein 4 gene (ICP4 gene) (Chacon and 

Ferreira, 2009) หรือตรวจหายีนส่วน p32 gene ซึ่งเป็นส่วน

ของ surface glycoprotein (Sivaseelan et al., 2014) 

ส�ำหรบัการตรวจหาสารพนัธกุรรมต่อเชือ้ FPV นยิมตรวจหายนี

ส่วน 4b core protein gene ซึ่งเป็นส่วน envelope glyco-

protein-G (Lee and Lee, 1997) ซึ่งยีนเหล่านี้เป็นโปรตีน

โครงสร้างที่ส�ำคัญที่ถูกน�ำมาใช้ในการตรวจแยกชนิดของเชื้อ 

ILTV และ FPV ส�ำหรับการตรวจวินิจฉัยแยกโรคโดยใช้วิธี 

multiplex PCR มีข้อแนะน�ำคือควรเลือกใช้ขนาดของยีนที่ให้

ผลผลิตของสายดเีอ็นเอให้มขีนาดต่างกนัไม่น้อยกว่า 100 bp จะท�ำ 

ให้สามารถตรวจดแูถบดเีอน็เอบน agarose gel electrophoresis 

ได้ง่ายและมองเห็นด้วยตาเปล่าชัดเจนภายใต้แสง UV 

	 การศึกษาความจ�ำเพาะของวิธี PCR และ multiplex 

PCR พบว่าไพรเมอร์ที่เลือกใช้มีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ ILTV ซึ่ง

Figure 3. Specificity of PCR and multiplex PCR. PCR amplification 
of 395bp and 647bp of ILTV TK gene and 579bp of FPV 
4b core protein gene obtained from infected samples. 
A. PCR detection. DNA products of 395bp of ILT GaHV1 

primer. 1: ILTV T-20; 2: ILTV CH/NK/328/35; 3: ILTV 
CH/NK992/45; 4: Gallid herpesvirus 2; 5: Anatid 
herpesvirus 1

B. PCR detection. DNA products of 647bp of ILT TK 
primer. 1: ILTV T-20; 2: ILTV CH/NK/328/35; 3: ILTV 
CH/NK992/45; 4: Gallid herpesvirus 2; 5: Anatid 
herpesvirus 1

C. PCR detection. DNA products of 579bp of Pox 4b 
primer. 1: FPV CH/NK691/41; 2: FPV CH/NK805964/59; 
3: FPV CH/NK1282/42

D. Multiplex PCR of all genes tested for both ILTV and 
FPV. 1: FPV (579bp) + ILTV (395bp of ILT GaHV1 
primer); 2: FPV (579bp) + ILTV (647bp of ILT TK primer); 
3: ILTV (395bp of ILT GaHV1 primer); 4: ILTV (647bp of 
ILT TK primer); 5: FPV (579bp); 6: Gallid herpesvirus 
2; 7: Anatid herpesvirus 1

Lane M: 100bp DNA ladder (** = 500bp; * = 1Kb; Lane 
N: negative control
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เป็นเชือ้ไวรสัในกลุม่ GaHV-1 และไม่สามารถตรวจพบได้ในเชือ้ 

herpes virus อื่นๆ ส่วนการทดสอบความไวของวิธี PCR และ 

multiplex PCR สามารถตรวจดูแถบดีเอ็นเอได้โดยใช้ปริมาณ

ดีเอ็นเอต�่ำสุดไม่น้อยกว่า 10-5 pg ดังนั้นวิธีการทดสอบในการ

ศึกษาครั้งนี้จึงเป็นประโยชน์ต่อการน�ำไปใช้ในห้องปฏิบัติการ

ทางไวรัสวทิยาทีม่เีครือ่งมอืพืน้ฐานด้านชวีโมเลกลุ โดยอาจตรวจ

จากตวัอย่างโดยตรงทีมี่รอยโรคทีส่งสยัว่าตดิเชือ้ ILTV และ FPV 

รวมถงึการตรวจวนิจิฉยัแยกโรคภายหลงัการฉดีตวัอย่างเชือ้ไวรสั

ในไข่ไก่ฟักเข้าทาง CAM

สรุปผลและข้อเสนอแนะ

	 การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยแยกโรคกล่องเสียง

อักเสบติดต่อและโรคฝีดาษเปียกในไก่โดยวิธี  multiplex PCR 

เป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ซึ่งหากท�ำการตรวจจากตัวอย่างรอย

โรคโดยตรงโดยวิธี multiplex PCR นี้จะใช้เวลาในการตรวจ

เพียง 1 วัน หรือหากตรวจจากรอยโรค pocks จะใช้เวลา

ประมาณ 7 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจรอยโรคทาง                

จุลพยาธิวิทยาซ่ึงต้องใช้เวลาไม่น้อยกว่า 10 วันหลังการฉีดไข่

ไก่ฟัก ถึงแม้ว่าการตรวจจากตัวอย่างรอยโรคโดยตรงทาง                  

จุลพยาธิวิทยาซ่ึงใช้เวลาเพียง 3 วัน แต่ในบางครั้งอาจไม่พบ 

inclusion body เนื่องจากเซลล์ถูกท�ำลาย แต่วิธี multiplex 

PCR เป็นการตรวจหายีนท่ีมีความจ�ำเพาะต่อเชื้อ ILTV และ 

FPV สามารถวินิจฉัยแยกโรคไปพร้อมๆกันได้ในเวลาเดียวกัน 

ให้ผลการตรวจทีม่คีวามแม่นย�ำ และมีความไวต่อการทดสอบสงู 

ดังน้ัน จึงอาจใช้เป็นทางเลือกในการวินิจฉัยแยกโรคใน                   

ห้องปฏิบัติการที่มีเครื่องมือพื้นฐานทางชีวโมเลกุล ส่งผล                      

ให้เกิดการวางแผนควบคุมป้องกันโรคได้อย่างรวดเร็วและมี

ประสิทธิภาพต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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ศูนย์วิจัยและพัฒนาการสัตวแพทย์ (ศวพ.) ภาคตะวนัตก ทีใ่ห้

ความอนุเคราะห์เชื้อไวรัสกาฬโรคเป็ด นายชัยณรงค์ กุลฉิม                  

นกัวทิยาศาสตร์การแพทย์ปฏิบตักิาร ศวพ. ภาคเหนือตอนล่าง  

ที่ให้ค�ำแนะน�ำทางด้านเทคนิคทางชีวโมเลกุล และเจ้าหน้าท่ี

ห้องปฏบิตักิารไวรสัวทิยาและพยาธวิทิยา ศวพ. ภาคใต้ตอนบน 

และ ศวพ. ภาคเหนือตอนล่าง ส�ำหรับการเตรียมตัวอย่าง

ทดสอบและช่วยเหลือให้งานวิจัยส�ำเร็จลุล่วงด้วยดี
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ความไวรับต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ Escherichia coli และ Enterococcus spp. และยีน

ดื้อยาที่พบในมูลสุกร ระหว่างฟาร์มที่มีระบบการเลี้ยงปกติและฟาร์มกึ่งอินทรีย์

กมลสิริ ภูมิภมร1*, ประภัสสร เชาวนสกุล1, ประสบพร ทองนุ่น1 อัญญรัตน์ ทิพย์ธารา1

บทคัดย่อ

	 ท่ีมาของการศกึษา: การเลีย้งสตัว์ในระบบปศสัุตว์อนิทรย์ีซ่ึงหลกีเลีย่งการใช้ยาและสารเคม ีเป็นแนวทางหนึง่ทีส่ามารถ

ชะลอการเกิดปัญหาเชื้อดื้อยาได้ ปัจจุบันมีฟาร์มรูปแบบหนึ่งที่แม้ยังไม่สามารถท�ำตามหลักเกณฑ์ของปศุสัตว์อินทรีย์ได้ทั้งหมด

แต่มีการจัดการฟาร์มโดยใช้ยาและสารเคมีน้อยกว่าการเลี้ยงในระบบปกติซึ่งอาจเรียกได้ว่าเป็นการเลี้ยงสัตว์ระบบกึ่งอินทรีย์  

การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่เปรยีบเทยีบความชกุของการดือ้ต่อยาต้านจลุชพีของเชือ้และยนีดือ้ยาในมลูสกุรจากฟาร์มท่ีมกีาร

เลี้ยงแบบปกติและฟาร์มกึ่งอินทรีย์

	 วิธีการ: เก็บตัวอย่างมูลสุกรจากฟาร์มที่มีระบบการเลี้ยงแบบปกติ 33 ตัวอย่างและจากฟาร์มที่มีระบบการเลี้ยงแบบ

กึ่งอินทรีย์ 31 ตัวอย่าง ท�ำการเพาะเชื้อ Escherichia coli และ Enterococcus spp. ทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพของ

เชื้อและสกัดดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด ตรวจหายีนดื้อยาโดยวิธี Multiplex PCR เปรียบเทียบความชุกของการดื้อต่อยา

ต้านจุลชีพของเชื้อและยีนดื้อยาที่พบระหว่างฟาร์มที่มีการเลี้ยงแบบปกติและฟาร์มกึ่งอินทรีย์

	 ผล: ในฟาร์มท่ีมีระบบการเลี้ยงแบบปกติพบความชุกการดื้อยาของเชื้อ E. coli ต่อยา cefotaxime 9.09%,                          

ciprofloxacin 8.08%, colistin 6.06% และ nalidixic acid 47.47%  ความชุกการด้ือยาของเชือ้ Enterococcus spp. ต่อยา 

ampicillin 56.57%, erythromycin 100%, gentamicin 29.30%, streptomycin 100% และ tetracycline 100%  และ

การพบยีน sul1 100% และ IntI 1 100% ในดีเอ็นเอที่สกัดจากมูลสุกรสูงกว่าฟาร์มที่มีระบบการเลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์อย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยไม่พบการดื้อต่อยาต้านจุลชีพ meropenem และ teicoplanin ในระบบการเลี้ยงทั้ง 2 แบบ 

	 สรุป: การลดการใช้ยาต้านจุลชีพในฟาร์มที่มีการเลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์ในการศึกษาครั้งนี้อาจส่งผลให้การดื้อต่อยาต้าน

จุลชีพของเชื้อลดลง  อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในกลุ่มตัวอย่างที่มากขึ้นเพื่อน�ำข้อมูลมาใช้สนับสนุนและส่งเสริม              

การเลี้ยงสัตว์แบบกึ่งอินทรีย์  และเพื่อเป็นข้อมูลสนับสนุนให้เกิดการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างถูกต้องและเหมาะสมต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ:   ความไวรับต่อยาต้านจุลชีพ, ยีนดื้อยา,  Escherichia coli,  Enterococcus spp., ฟาร์มสุกร
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Antimicrobial Susceptibility of Escherichia coli and Enterococcus spp. and 

Resistant Genes in Swine Feces from Conventional and Semi-organic Pig Farms

Gamonsiri Bhumibhamon1*, Prapassorn Chaowanasakul1,

Prasobporn Thongnoon2   Anyarat Thipthara1

Abstract

	 Backgrounds: Organic farming, an agricultural system that restricts using antimicrobials and other 

chemicals, has shown to slow down antimicrobial resistance problem. Nevertheless, there is also an animal 

production type, namely semi-organic, that could not meet all requirements of organic farming but tend to 

use less antimicrobials and chemicals than conventional farm. This study aimed to compare the prevalence 

of antimicrobial resistances and resistant genes in swine feces between conventional and semi-organic farming.

	 Methods: 33 and 31 swine fecal samples were collected from conventional and semi-organic pig 

farms respectively. Escherichia coli and Enterococcus spp. were cultured and tested for antimicrobial                   

susceptibility. Fecal DNA was extracted from swine feces and detected for resistance genes by Multiplex PCR. 

Then the prevalence of antimicrobial resistances and resistant genes detected from fecal DNA were compared.

	 Results: In conventional farm, the percentage of E. coli resistance to cefotaxime 9.09%, ciprofloxacin 

8.08%, colistin 6.06% and nalidixic acid 47.47%, the percentage of Enterococcus spp. resistance to ampicillin 

56.57%, erythromycin 100%, gentamicin 29.30%, streptomycin 100% and tetracycline 100% and the detection 

of sul1 100% and IntI 1 genes 100% in fecal DNA were higher than semi-organic farm significantly (p<0.05). 

Noticeably, no meropenem and teicoplanin resistance found in both type of pig productions.

	 Conclusions: Reducing antimicrobial consumption of semi-organic in this study might contribute to 

reduce the emergence of antimicrobial resistance. Future study in larger sample size is needed to get the 

information to promote semi-organic farming which could be an alternative way to slow down the resistance 

problem and to support the prudent use of antimicrobials in livestock.

Keywords: antimicrobial susceptibility, resistant genes, Escherichia coli, Enterococcus spp., pig farm 
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บทน�ำ

	 การดื้อยาต้านจุลชีพของเช้ือเกิดขึ้นได้จากหลาย

ปัจจัยทั้งการดื้อยาที่เกิดตามธรรมชาติและจากปัจจัยภายนอก 

การใช้ยาต้านจลุชพีเป็นปัจจยัหน่ึงทีท่�ำให้การดือ้ยาของเช้ือเกดิ

เร็วขึ้นโดยการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อต่อยาต้านจุลชีพ              

ให้คงอยูแ่ละเพิม่จ�ำนวนขึน้มาจนกลายเป็นกลุม่ประชากรหลกั 

การเลี้ยงสัตว์ในระบบออร์แกนิกฟาร์มท่ีมีชื่อเรียกว่าปศุสัตว์

อนิทรย์ี ซึง่มุง่ถงึความปลอดภยัของผูผ้ลติและผูบ้รโิภคโดยเน้น

การป้องกันโรคโดยการจดัการฟาร์มทีด่ ีหลกีเลีย่งการใช้ยาและ

สารเคม ี(ส�ำนกังานมาตรฐานสนิค้าเกษตรและอาหารแห่งชาต,ิ 

2554) พบว่าท�ำให้เกิดการตกค้างของสารพิษต่างๆ รวมถึง

แบคทีเรียที่ด้ือต่อยาต้านจุลชีพน้อยกว่าการเลี้ยงสัตว์ในระบบ

ปกติอย่างมีนัยส�ำคัญ (Luangtongkum et al., 2006; Miran-

da et al., 2007) ทัง้นีย้งัมฟีาร์มทีม่กีารน�ำเอาหลกัการของการ

เลี้ยงสัตว์แบบอินทรีย์มาใช้บางส่วนโดยอาจเรียกได้ว่าเป็นการ

เลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์ (semi-organic) เช่นการเลือกใช้สมุนไพร

เพือ่ทดแทนการใช้ยาต้านจลุชพี ส่งผลให้มกีารใช้ยาต้านจลุชพี

ในฟาร์มลดลงซ่ึงอาจท�ำให้การดื้อยาของแบคทีเรียลดลงได้ 

อย่างไรก็ตามการศึกษาในระบบการเลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์ยังมี 

อยูน้่อย การศึกษานีจึ้งมวีตัถปุระสงค์เพือ่เปรยีบเทยีบความชกุ

ของการดื้อยาต้านจุลชีพของเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli 

(E. coli) และ Enterococcus spp. ที่มาจากระบบการเลี้ยง

ปกติและฟาร์มกึง่อนิทรย์ี โดยเชือ้ทัง้ 2 ชนดินีจ้ดัเป็นเช้ือประจ�ำ

ถิน่ในล�ำไส้ทีม่คีวามเหมาะสมในการศกึษาเพือ่เป็นการเฝ้าระวงั

การดือ้ยาในสตัว์ อย่างไรกต็ามข้อมลูทีไ่ด้จะเป็นข้อมลูทีเ่ฉพาะ

เจาะจงส�ำหรบัเชือ้ 2 ชนดินีแ้ต่ในมลูสตัว์ยงัมเีชือ้อกีจ�ำนวนมาก

รวมถงึมเีชือ้จ�ำนวนหนึง่ทีไ่ม่สามารถเพาะแยกเช้ือได้ ดงันัน้การ

ศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาเพิ่มเติมถึงยีนดื้อยาที่มีอยู่ในมูลสุกรโดย

ศึกษาในดีเอ็นเอที่สกัดจากมูลโดยตรง (fecal DNA) ซึ่งจะได้

ดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดในมูล โดยข้อมูลที่ได้จะเป็น

ภาพรวมของยีนดื้อยาที่ท�ำการศึกษาจากแบคทีเรียทั้งหมดที่มี

ในมลูสตัว์ โดยการศกึษาครัง้นีเ้ลอืกศกึษายนี sul1, sul2, tetM, 

tetO และ tetS ซึง่เป็นยนีทีด่ือ้ต่อยากลุม่ sulfonamides และ

กลุ่ม tetracyclines (Byrne-Bailey et al., 2009; Sapunaric 

et.al., 2005) ซ่ึงเป็นยาต้านจุลชีพท่ีมีการใช้อย่างแพร่หลาย

และใช้มาในระยะเวลานานเพือ่เปรยีบเทยีบความแตกต่างของ

การพบยีนดื้อยา และศึกษายีนที่มีความเชื่อมโยงกับการดื้อยา

ต้านจุลชีพหลายชนิด (IntI 1) (Martinez-Freijo et al., 1998) 

เพื่อบ่งบอกถึงแนวโน้มความรุนแรงของปัญหา

อุปกรณ์และวิธีการ

การเก็บตัวอย่าง

	 คดัเลอืกฟาร์มสกุรจ�ำนวน 2 ฟาร์มทีม่ขีนาดฟาร์มใกล้

เคียงกันโดยฟาร์มที่ 1 มีลักษณะการเลี้ยงแบบปกติ (conven-

tional) มีแม่พันธุ์ 30 ตัว สุกรขุน 160 ตัว เลี้ยงด้วยอาหาร

ส�ำเร็จรูป มีการใช้ยาต้านจุลชีพทันทีเมื่อพบสุกรป่วยโดยยาท่ี

ใช้ในฟาร์มคือ amoxicillin, cephalosporin, enrofloxacin, 

gentamicin และ tiamulin แบบฉีด ฟาร์มที่ 2 มีลักษณะการ

เลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์ (semi-organic) มีสุกรแม่พันธุ์ 30 ตัว  

สุกรขุน 150 ตัว ใช้อาหารส�ำเร็จรูปผสมกับหญ้าเนเปียร์ และ

ใช้สมุนไพร เช่น ขิง ข่า ตะไคร้เพื่อการป้องกันและรักษาโรค 

ทัง้น้ียงัคงมกีารใช้ยาต้านจลุชพีในการรกัษาเมือ่การใช้สมุนไพร

ไม่ได้ผล ยาที่ใช้ในฟาร์มคือ amoxicillin, oxytetracycline 

และ sulfamethoxazole แบบฉีด โดยทั้ง 2 ฟาร์มไม่มีบันทึก

รายละเอียดการใช้ยา 

	 ท�ำการเก็บตัวอย่างมูลสุกร 1 ครั้งในเดือนเมษายน 

2558 รวมทั้งหมด 64 ตัวอย่าง เป็นมูลสุกรจากฟาร์มที่มีระบบ

การเลี้ยงแบบปกติ 33 ตัวอย่าง (สุกรขุน 16 สุกรแม่พันธุ์ 17 

ตัวอย่าง) และเป็นมูลสุกรจากฟาร์มที่มีระบบการเลี้ยงแบบกึ่ง

อินทรีย์ 31 ตัวอย่าง (สุกรขุน 15 สุกรแม่พันธุ์ 16 ตัวอย่าง)  

การเก็บมูลสุกรท�ำโดยเก็บมูลในส่วนที่ไม่สัมผัสพื้น สด ใหม่ 

ตวัอย่างละประมาณ 300 กรมั ใส่ถงุพลาสตกิสองชัน้ รดัปากถงุ 

ให้แน่น และใส่ในถังที่เก็บรักษาอุณหภูมิที่ 4-8°C ส่งศูนย์วิจัย

และพัฒนาการสัตวแพทย์ภาคใต้ตอนบนภายใน 1 วัน               

เพื่อท�ำการเพาะแยกเชื้อและสกัดดีเอ็นเอ

การเพาะแยกเชือ้ และการทดสอบความไวรบัต่อยาต้านจลุชพี

	 เพาะแยกเชือ้ E. coli และ Enterococcus spp. โดย

วธิ ีconventional method และท�ำการทดสอบยนืยนัเชือ้ตาม

วิธีของ Quin et al. (1994) เก็บเชื้อใน 20% skim milk โดย

เก็บ 3 isolates ต่อเชื้อต่อตัวอย่าง (1 isolate ต่อ 1 หลอด) 

เก็บรักษาไว้ที่ -80°C เพื่อรอการทดสอบต่อไป

	 คัดเลือกยาต้านจุลชีพ (Oxoid, Basingstoke, UK) 

10 ชนิด ส�ำหรับทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ            

E. coli และ 9 ชนิด ส�ำหรับ Enterococcus spp. ด้วยวิธี agar 

disc diffusion ตามมาตรฐานของ Clinical and Laboratory 

Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, 2016) โดยทดสอบจ�ำนวน 3 isolates ต่อเชื้อต่อ

ตัวอย่างเพื่อเพิ่มโอกาสในการตรวจพบการดื้อยาของเชื้อ             

(Cavalieri et al., 2005)
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การสกัดดีเอ็นเอ และการตรวจหายีนดื้อยาด้วยวิธี 

multiplex PCR

	 สกัด DNA จากตัวอย่างมูลสุกรโดยใช้ชุดสกัด 

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 
และตรวจหายีนดื้อยาด้วยวิธี multiplex PCR จ�ำนวน 2 ชุด

คือชุดที่ 1 เพื่อทดสอบหา sul1, sul2 และ IntI 1 ตามวิธีของ 

Kerrn et al. (2002) ชุดที่ 2 เพื่อทดสอบหา tetM, tetO และ 

tetSตามวธิขีอง Ng et al. (2001) โดยใช้น�ำ้กลัน่เป็น negative 

control และ sul1, sul2, IntI 1, tetM, tetO และ tetS genes 

ที่โคลนใน vector pGEM®-T Easy ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์

จากมหาวิทยาลัยอูเทรค ประเทศเนเธอร์แลนด์เป็น positive 

control ของแต่ละยีนและตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธี 

gel electrophoresis (2% gel, 100 volt, 90 นาทีโดยย้อม

ดีเอ็นเอด้วย SYBR safe) 

การวิเคราะห์ข้อมูล

	 เปรยีบเทยีบความชกุของการดือ้ต่อยาต้านจลุชพีของ

เชือ้ E. coli และ Enterococcus spp. และยนีดือ้ยาในมลูสกุร

จากระบบการเลีย้งปกติและระบบกึง่อนิทรย์ีโดยใช้สถติิทดสอบ 

Fisher’s exact test ค�ำนวณด้วยโปรแกรม R ก�ำหนดให้ความ

แตกต่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ p<0.05 และเปรียบเทียบความ

หลากหลายของรูปแบบการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อใน

ฟาร์มทั้ง 2 ระบบโดยค�ำนวณค่าดัชนีความหลากหลาย                  

Simpson’s diversity index และ 95% confidence interval 

(95% CI) ค่าดัชนีที่สูงกว่าแสดงถึงความหลากหลายที่มากกว่า

โดยความแตกต่างมีนัยส�ำคัญหากค่า 95% CI ไม่ซ้อนทับกัน

ผลและวิจารณ์

ผลการเพาะแยกเชื้อและทดสอบความไวรับของเชื้อต่อยา

ต้านจุลชีพ

	 เพาะแยกเชื้อ E. coli และ Enterococcus spp. ได้

จากทุกตัวอย่าง การทดสอบความไวรับต่อยาต้านจุลชีพของ

เชื้อทั้ง 2 ชนิดจ�ำนวน 3 isolates ต่อเชื้อต่อตัวอย่างโดยเป็น

เชื้อ E. coli และ Enterococcus spp. ชนิดละ 99 isolates 

จากระบบการเลี้ยงแบบปกติ และ 93 isolates จากระบบ          

การเลี้ยงแบบกึ่งอินทรีย์ ปรากฏผลดัง Table 1 และ Table 2 

โดยเชื้อ E. coli จากระบบการเลี้ยงแบบปกติมีการดื้อต่อยา

ต้านจุลชีพ ampicillin, tetracycline และ nalidixic acid สูง

เป็นสามอันดบัแรก (97.98%, 71.71% และ 47.47% ตามล�ำดบั) 

โดยไม่ดื้อต่อยา meropenem ชนิดเดียวเท่านั้น ส่วนเชื้อจาก

ฟาร์มแบบกึ่งอินทรีย์มีการดื้อต่อ ampicillin, tetracycline 

และ trimethoprim/sulfamethoxazole สูงเป็นสามอนัดับแรก 

(97.85%, 81.72% และ 68.82% ตามล�ำดับ) โดยไม่ดื้อต่อยา 

cefotaxime, ciprofloxacin, colistin และ meropenem ซึง่

เปอร์เซ็นต์การดื้อยาของเชื้อ E. coli จากระบบการเลี้ยงแบบ

ปกติมีการดื้อยาต้านจุลชีพ cefotaxime, ciprofloxacin, 

colistin และ nalidixic acid สูงกว่าแบบกึ่งอินทรีย์อย่างมีนัย

ส�ำคญั (p<0.05) อย่างไรกต็ามพบว่ามกีารดือ้ยาของเชือ้ E. coli 

ในระบบการเล้ียงแบบปกติต�่ำกว่าแบบกึ่งอินทรีย์อย่างมี              

นัยส�ำคัญทางสถิติใน trimethoprim/sulfamethoxazole  

(p-value<0.05)

	 เชือ้ Enterococcus spp.จากการเลีย้งทัง้สองแบบมี

การดื้อยาต้านจุลชีพสูงที่สุดในสามอันดับแรกเหมือนกันคือ 

erythromycin, streptomycin และ tetracycline ซึง่เชือ้ท่ีมา

จากระบบการเลี้ยงแบบปกติมีการดื้อยาทั้ง 3 ชนิดเป็น 100% 

ส่วนเชือ้ทีม่าจากระบบการเลีย้งแบบกึง่อนิทรย์ีมกีารดือ้ยาเป็น 

93.55%, 90.32% และ 84.95% ตามล�ำดับ และพบว่าเชื้อมี

การดื้อต ่อยาต ้านจุลชีพทุกชนิดยกเว ้น teicoplanin  

ชนิดเดียวเท่านั้น โดยเปอร์เซ็นต์การดื้อยาของเชื้อจากระบบ

การเลี้ยงแบบปกติมีการดื้อ ampicillin, erythromycin,               

gentamicin, streptomycin และ tetracycline สูงกว่าแบบ

กึ่งอินทรีย์อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

	 ผลการศึกษานี้พบการดื้อต่อยาสูงเป็นอันดับต้นของ

เช้ือในการเล้ียงทั้ง 2 ระบบค่อนข้างเหมือนกันคือการดื้อต่อ 

ampicillin และ tetracycline ของเชื้อ E. coli และการดื้อต่อ 

erythromycin, streptomycin และ tetracycline ของเชื้อ 

Enterococcus spp. อาจเน่ืองมาจากการใช้ยาเหล่าน้ีอย่าง

แพร่หลายมาเป็นเวลานานทั้งเพ่ือการเร่งการเจริญเติบโตหรือ

การป้องกันและรักษาโรค การศึกษาในครั้งนี้โดยทั่วไปพบว่า 

เช้ือทั้ง 2 ชนิดจากระบบการเล้ียงแบบปกติมีการดื้อยาต้าน

จลุชพีสงูกว่าระบบการเล้ียงแบบกึง่อนิทรีย์ ซ่ึงเป็นไปในทศิทาง

เดยีวกนักบัการศกึษาทีเ่ปรยีบเทยีบระหว่างระบบการเลีย้งแบบ

ปกติและระบบอินทรีย์ (Bunner et al., 2007) ซึ่งอาจแสดง

ได้ว่าระบบการเล้ียงแบบกึ่งอินทรีย์ท่ีมีการเลือกใช้สมุนไพร

ทดแทนการใช้ยาต้านจุลชีพเพื่อการป้องกันและรักษาโรคอาจ

ส่งผลให้การดื้อยาต้านจุลชีพลดลงได้

	 การพบการดือ้ยา trimethoprim/sulfamethoxazole 

ของเชือ้ E. coli ในระบบกึง่อนิทรย์ีสงูกว่าระบบปกต ิสอดคล้อง

กับข้อมูลจากการสอบถามการใช้ยาและชนิดยาต้านจุลชีพที่มี

การใช้ในฟาร์ม ซึง่การดือ้ยาทีส่งูกว่าอาจมาจากฟาร์มก่ึงอนิทรย์ี

ใช้ยาชนิดน้ีเป็นส่วนใหญ่เมื่อจ�ำเป็นต้องมีการใช้ยาต้านจุลชีพ
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Table 1. Antimicrobial resistance rates of E. coli isolates 

from conventional and semi-organic pig farms.

Antimicrobial agent

No. resistance isolates (%)

Conventional 
(n=99)

Semi-organic 
(n=93)

Ampicillin (AMP) 97 (97.98) 91 (97.85)

Cefotaxime (CTX) 9 (9.09) 0 (0) *

Chloramphenicol (CHL) 41 (41.41) 38 (40.86)

Ciprofloxacin (CIP) 8 (8.08) 0 (0) *

Colistin (COL) 6 (6.06) 0 (0) *

Gentamicin (GEN) 16 (16.16) 21 (22.58)

Meropenem (ME) 0 (0) 0 (0)

Nalidixic acid (NA) 47 (47.47) 10 (10.75) *

Tetracycline (TET) 71 (71.71) 76 (81.72)

Trimethoprim/                           
sulfamethoxazole (SXT)

43 (43.43) 64 (68.82) *

*Significant differences between the two operation types (p<0.05) by 

Fisher’s exact test

Table 2. Antimicrobial resistance rates of Enterococcus 

spp. isolates from conventional and semi-           

organic pig farm. 

Antimicrobial agent

No. resistance isolates (%)

Conventional 
(n=99)

Semi-organic 
(n=93)

Ampicillin (AMP) 56 (56.57) 28 (30.11) *

Chloramphenicol (CHL) 12 (12.12) 11 (11.83)

Erythromycin (E) 99 (100) 87 (93.55) *

Gentamicin (GEN) 29 (29.30) 15 (16.13) *

Streptomycin (STR) 99 (100) 84 (90.32) *

Teicoplanin (TEI) 0 (0) 0 (0)

Tetracycline (TET) 99 (100) 79 (84.95) *

Tigecycline (TIG) 14 (14.14) 10 (10.75)

Vancomycin (V) 9 (9.09) 7 (7.53)

*Significant differences between the two operation types (p<0.05) by 

Fisher’s exact test 

ในกรณีที่การใช้สมุนไพรไม่ได้ผล ในขณะที่ฟาร์มที่มีระบบ            

การเลี้ยงแบบปกติมียาต้านจุลชีพที่หลากหลายจึงมีความถี่ใน

การใช้ยาชนิดนี้น้อยกว่า ดังการศึกษาของ Docic and Bilkei 

(2003) และ Akwar et al. (2008) ที่พบว่าการใช้ยาต้านจุลชีพ

ชนิดเดิมบ่อยๆจะเหนี่ยวน�ำให้เกิดการดื้อต่อยาชนิดนั้น ทั้งนี้            

ไม่พบการดื้อยาต้านจุลชีพที่วงการแพทย์ให้ความส�ำคัญและ             

เฝ้าระวังการดื้อยาอย่างใกล้ชิดได้แก่ Meropenem และ              

Teicoplanin จากการเลี้ยงทั้ง 2 ระบบ

รปูแบบการดือ้ต่อยาต้านจลุชพี (antimicrobial resistance 

pattern)

	 รูปแบบการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ E. coli และ 

Enterococcus spp. ดังแสดงใน Table 3 และ Table 4 โดย

พบว่าเชื้อ E. coli ในระบบการเลี้ยงแบบปกติและระบบ          

การเลีย้งแบบกึง่อนิทรย์ีมีจ�ำนวน รปูแบบการดือ้ยา 17 และ 13 

แบบตามล�ำดับ ส�ำหรับเชื้อ Enterococcus spp. มีรูปแบบ 

การดือ้ยา 13 และ 17 แบบตามล�ำดบั เมือ่ค�ำนวณค่าดชันคีวาม

หลากหลายของรปูแบบการด้ือยาของเชือ้ (Simpson’s diversity 

index) และ 95% CI พบว่าไม่มีความแตกต่างของรูปแบบ           

การด้ือยาเนือ่งจากค่า 95% CI ซ้อนทบักัน อย่างไรกต็ามพบว่า           

เชื้อจากฟาร์มที่มาจากระบบการเลี้ยงแบบปกติมีการดื้อต่อ

จ�ำนวนกลุ่มยาต้านจุลชีพสูงกว่าเช้ือที่มาจากระบบกึ่งอินทรีย์ 

โดยเชื้อ E. coli และ Enterococcus spp. จากระบบการเลี้ยง

แบบปกติมีการดื้อยาสูงสุด 8 และ 7 กลุ่มตามล�ำดับในขณะที่

เชือ้ E. coli และ Enterococcus spp. จากระบบการเลีย้งแบบ

กึ่งอินทรีย์มีการดื้อยาสูงสุด 5 และ 6 กลุ่มตามล�ำดับ   
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Table 3. Resistance patterns of E. coli isolates from 	

conventional and semi-organic pig farm. 

Resistance patterns

No. 

ABO 

class

No. resistance isolates (%)

Conventional 
(n=99)

Semi-organic 
(n=93)

pan susceptible 0 2 (2.02) 2 (2.15)

AMP 1 22 (22.22) 4 (4.30)

AMP, GEN 2 2 (2.02) 2 (2.15)

AMP, SXT 2 0 (0) 3 (3.23)

AMP, TET 2 12 (12.12) 19 (20.43)

AMP, CHL, SXT 3 2 (2.02) 6 (6.45)

AMP, NAL, TET 3 11 (11.11) 2 (2.15)

AMP, SXT, TET 3 2 (2.02) 14 (15.05)

AMP, CHL, SXT, TET 4 10 (10.10) 16 (17.20)

AMP, CTX, NAL, TET 4 2 (2.02) 0 (0)

AMP, GEN, SXT, TET 4 0 (0) 7 (7.53)

AMP, NAL, SXT, TET 4 5 (5.05) 0 (0)

AMP, CHL, GEN, SXT, TET 5 0 (0) 10 (10.75)

AMP, CHL, NAL, SXT, TET 5 12 (12.12) 6 (6.45)

AMP, GEN, NAL, SXT, TET 5 0 (0) 2 (2.15)

AMP, CHL, CIP, GEN, NAL, TET 6 2 (2.02) 0 (0)

AMP, CHL, CIP, NAL, SXT, TET 6 3 (3.03) 0 (0)

AMP, CHL, GEN, NAL, 
SXT, TET

6 2 (2.02) 0 (0)

AMP, CHL, CIP, COL, GEN, 
NAL, TET

7 3 (3.03) 0 (0)

AMP, CTX, CHL, GEN, 
NAL, SXT, TET

7 4 (4.04) 0 (0)

AMP, CTX, CHL, COL, 
GEN, NAL, SXT, TET

8 3 (3.03) 0 (0)

No. resistance profile 17 13

Simpson’s diversity 
index (95% CI)

0.89 (0.87, 
0.92)

0.88 
(0.86,0.91)

Table 4. Resistance patterns of Enterococcus spp isolates 

from conventional and semi-organic pig farm. 

Resistance pattern

No. 

ABO 

class

No. resistance isolates (%)

Conventional 
(n=99)

Semi-organic 
(n=93)

pan susceptible 0 0 (0) 3 (3.23)

E 1 0 (0) 3 (3.23)

STR 1 0 (0) 3 (3.23)

E, STR 2 0 (0) 2 (2.15)

AMP, E, STR 3 0 (0) 3 (3.23)

E, STR, TET 3 19 (19.20) 36 (38.71)

AMP, E, STR, TET 4 32 (32.32) 17 (18.28)

CHL, E, STR, TET 4 5 (5.05) 5 (5.37)

E, STR, TET, TIG 4 2 (2.02) 2 (2.15)

GEN, E, STR, TET 4 11 (11.11) 2 (2.15)

GEN, E, TET, V 4 0 (0) 3 (3.23)

AMP, E, STR, TET, TIG 5 3 (3.03) 0 (0)

AMP, E, STR, TET, V 5 7 (7.07) 1 (1.08)

AMP, GEN, E, STR, TET 5 6 (6.06) 2 (2.15)

CHL, E, STR, TET, TIG 5 2 (2.02) 0 (0)

CHL, GEN, E, STR, TET 5 0 (0) 3 (3.23)

GEN, E, STR, TET, TIG 5 4 (4.04) 0 (0)

AMP, CHL, GEN, E, STR, 
TET

6 3 (3.03) 0 (0)

AMP, E, STR, TET, TIG, V 6 0 (0) 3 (3.23)

AMP, GEN, E, STR, TET, TIG 6 3 (3.03) 2 (2.15)

CHL, GEN, E, STR, TET, TIG 6 0 (0) 3 (3.23)

AMP, CHL, GEN, E, STR, 
TET, V

7 2 (2.02) 0 (0)

No. resistance profile 13 17

Simpson’s diversity 
index (95% CI)

0.83 
(0.79,0.88)

0.80 
(0.75,0.88)
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Table 5. Resistant genes detected from conventional 

and semi-organic pig farm.

Genes
No. sample (%)*

Conventional (n=33) Semi-organic (n=31)

sul1 33 (100) 12 (38.71) *

sul2 33 (100) 31 (100)

IntI 1 33 (100) 22 (70.97) *

tetM 31 (93.94) 31 (100)

tetO 33 (100) 31 (100)

tetS 1 (3.03) 2 (6.45)

*Significant differences between the two operation types (p<0.05) by 

Fisher’s exact test 

ผลการตรวจหายีนดื้อยา (resistant genes)

	 การตรวจพบยีนดื้อยาจาก fecal DNA ที่สกัดจาก          

มูลของสุกรดังแสดงใน Table 5 โดยพบยีน sul2, IntI 1, tetM 

และ tetO สูงในการเลี้ยงทั้ง 2 ระบบ บ่งบอกถึงการกระจาย

ตวัของยนีดือ้ยานีใ้นทัง้ 2 ระบบการเลีย้งซึง่เป็นข้อมลูสนบัสนนุ

ให้ควรมีการตระหนักถึงการใช้ยาต้านจุลชีพในการเลี้ยงสัตว์

อย่างถูกต้องและเหมาะสม โดยเฉพาะการพบยีน IntI 1                   

ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิดการดื้อยาหลายชนิดของเชื้อและ 

เป็นยนีทีส่ามารถถ่ายทอดไปยงัเช้ือตวัอืน่ได้ผ่านทาง horizontal 

gene transfer ซึง่จะท�ำให้การดือ้ยามกีารกระจายอย่างรวดเรว็

รวมถึงเกิดการถ่ายทอดการดื้อยานั้นให้กับเชื้อที่ก ่อโรค  

(Djordjevic et al., 2013) เมื่อเปรียบเทียบความชุกของการ

พบยนีแต่ละชนดิในการเลีย้งทัง้ 2 แบบพบว่ายนี sul1 และ IntI 1 

ในมูลสุกรจากระบบการเลี้ยงแบบปกติสูงกว่าระบบการเล้ียง

แบบกึ่ งอินทรีย ์อย ่ างมีนัยส� ำคัญทางสถิ ติ  (p<0.05)  

ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าการเลี้ยงสัตว์ในระบบก่ึงอินทรีย์มีผลท�ำให้

ยีนดื้อยาลดลงได้

สรุปผลและข้อเสนอแนะ

	 การพบความชุกของการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของเชื้อ 

E. coli และ Enterococcus spp. และการพบยีน sul1 และ 

IntI 1 ที่น้อยกว่าอย่างมีนัยส�ำคัญในระบบการเล้ียงสุกรแบบ 

กึ่งอินทรีย์เม่ือเปรียบเทียบกับการเลี้ยงแบบปกติในการศึกษา

ครั้งนี้เป็นข้อมูลท่ีจะเพิ่มความตระหนักถึงปัญหาการเกิด          

การดื้อยาของเชื้อและน�ำไปสู่การให้ความร่วมมือในการใช้ยา

ต้านจุลชีพอย่างถูกต้องและเหมาะสมของเกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์               

อีกทั้งเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่แสดงว่าการเลี้ยงสัตว์แบบระบบ             

กึ่งอินทรีย์อาจท�ำให้การดื้อยาของเชื้อลดลงได้ซึ่งเป็นอีก               

ทางเลือกหนึ่งส�ำหรับเกษตรกรในการจัดการฟาร์ม ท้ังนี้ควรมี

การศึกษาเพิ่มเติมในกลุ่มตัวอย่างที่มากข้ึนเพื่อเป็นข้อมูล

ประกอบการตัดสินใจในการก�ำหนดนโยบายภาครัฐ และ            

การสนับสนุนและส่งเสริมการเล้ียงสัตว์แบบกึ่งอินทรีย์เพื่อ

ชะลอการเกิดปัญหาเชื้อดื้อยาในปศุสัตว์ 
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