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Abstract

	 Background: Since the severity of the swine pasteurellosis depends on the association of 

capsular serogroups and virulence factors, the identification of capsular types and the distribution of 

virulence-associated genes in pathogenic Pasteurella multocida by molecular technique could be 

used as one of deciding factors for an applicable vaccine strain selection.

	 Methods: A total of 62 strains of pathogenic P. multocida were isolated from the lungs and 

tonsils of pigs with respiratory infection. Capsular types (A, B, D, E, and F) and 12 virulence-associated 

genes (ptfA, pfhA, toxA, hgbA, hgbB, nanB, nanH, pmHAS, ompA, ompH, oma87, and tbpA) were 

identified using multiplex polymerase chain reaction (multiplex PCR) and PCR technique, respectively. 

The results were statistically analyzed.

	 Results: Capsular typing of 62 strains showed three serogroups, A (80.65%), D (17.74%), and B 

(1.61%). From 61 strains, the distribution of pfhA, nanB, nanH, and pmHAS genes were statistically 

significantly different (p <0.05). The tbpA and toxA genes were found only in one isolate of serogroup 

B and D, respectively.

	 Conclusions: This study shows that the P. multocida serogroup A contains more diverse                

virulence-associated genes than serogroup D and should be selected as a vaccine candidate for pigs 

in the studied area, with the expectation of cross-serogroup immunity production. The selection of 

suitable genes for recombinant protein production requires further study.
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บทคัดย่อ

	 ท่ี่�มาของการศึึกษา: เน่ื่�องจากความรุนแรงของ

โรค Pasteurellosis ในสุุกรที่่�เกิิดจากเชื้้�อ Pasteurella 

multocida ข้ึ้�นอยู่่�กับความสัมพันธ์์ของสายพัันธุ์์�และรููปแบบ

การกระจายของยีีนก่่อความรุนแรง ดัังนั้้�นการจำำ�แนกสายพัันธุ์์�

และตรวจหายีนีที่่�เกี่่�ยวข้้องกับัความรุนุแรงของเชื้้�อก่่อโรค

ด้้วยวิิธีีชีีวโมเลกุุล สามารถนำำ�มาใช้้เป็็นข้้อมููลในการตััดสิินใจ

เลืือกสายพัันธุ์์�หรืือยีีนที่่�เหมาะสมสำำ�หรับการผลิตวัคซีีนต่่อไป

	วิ ธีีการ: นำำ�เชื้้�อ P. multocida จำำ�นวน 62 สายพัันธุ์์�

ที่่�เพาะแยกได้้จากปอดและทอนซิิลของสุุกรป่่วยจากการ  

ติิดเชื้้�อในระบบทางเดินิหายใจ มาจำำ�แนกชนิดิของแคปซููล

(A, B, D, E, และ F) โดยวิิธีี multiplex PCR และตรวจ

หายีีนก่่อความรุนแรง 12 ยีีน (ptfA, pfhA, toxA, hgbA, 

hgbB, nanB, nanH, pmHAS, ompA, ompH, oma87 

และ tbpA) ด้้วยวิิธีี PCR แล้้ววิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีีทางสถิิติิ

	 ผล: จากการจำำ�แนกชนิิดของแคปซููลจากเชื้้�อ 62 

สายพัันธุ์์� พบ serogroup A (80.65%), D (17.74%) และ 

B (1.61%) ส่่วนการกระจายของยีีนก่่อความรุนแรงจาก 61 

สายพัันธุ์์� พบการกระจายของยีีน pfhA, nanB, nanH 

และ pmHAS ในแต่่ละ serogroup แตกต่่างกัันอย่่างมีี 

นััยสำำ�คัญทางสถิติิิ (p <0.05) และพบยีนี tbpA และ toxA 

ใน serogroup B และ D อย่่างละ 1 สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดับ

	 สรุุป: การศึึกษาครั้้�งนี้้�พบว่าเชื้้�อ P. multocida 

serogroup A มีียีีนก่่อความรุนแรงหลากหลายชนิิดกว่า

เชื้้�อใน serogroup D ซึ่่�งเหมาะสมสำำ�หรับการนำำ�ไปผลิต

วััคซีีนป้้องกัันโรคในสุุกรเฉพาะในเขตพื้้�นที่่�ที่่�ทำำ�การศึึกษา 

เพ่ื่�อคาดหวังให้้มีีการสร้้างภููมิคุ้้�มกันแบบข้้าม serogroup 

ได้้ส่วนการการเลืือกยีนที่่�เหมาะสมเพ่ื่�อผลิต recombinant 

protein ต้้องมีีการศึึกษาต่่อไป

คำำ�สำำ�คัญ: จำำ�แนกสายพัันธุ์์�, ยีีนก่่อความรุุนแรง, เชื้้�อ 

Pasteurella multocida ก่่อโรค, สุุกร

บทนำำ�

	 Pasteurella multocida เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีีย     

แกรมลบฉวยโอกาสที่่�สำำ�คัญในการทำำ�ให้้เกิิดโรคในคนและ

สััตว์หลายชนิิดแพร่่กระจายทั่่�วโลก (Devi et al., 2018) 

โดยเฉพาะการติิดเชื้้�อในสุุกรทำำ�ให้้เกิิดโรคที่่�สำำ�คัญทาง

เศรษฐกิจิและเกิิดการสููญเสีียอย่า่งมาก เช่น่ โรคโพรงจมููก

อัักเสบชนิิดรุุนแรงในสุุกร (porcine progressive atrophic 

rhinitis), porcine respiratory disease complex (PRDC) 

และโรคปอดบวม (pneumonia) (Harper et al., 2006; 

Arumugam et al., 2011; Wilkie et al., 2012) เชื้้�อ 

P. multocida จััดอยู่่�ใน Family Pasteurellaceae แบ่่ง

ออกเป็็น 5 serogroups ตามชนิิดของแคปซููลคืือ A, B, D, 

E และ F และแบ่่งออกเป็็น 16 serotypes ตามชนิิดของ 

lipopolysaccharide (LPS) บนผนัังเซลล์์ ปััจจุุบัันพบ 

serogroup A, B และ D ที่่�ก่่อโรคในสุุกร (Townsend 

et al., 2001; Harper et al., 2006; Arumugam et al., 

2011) เม่ื่�อสุุกรติิดเชื้้�อ serogroup A และ D สายพัันธุ์์�

ที่่�สร้้างและไม่่สร้้าง toxin จะทำำ�ให้้เกิิดโรคปอดบวมโดย

เฉพาะสายพัันธุ์์�ที่่�สร้้าง toxin เม่ื่�อติิดเชื้้�อร่่วมกับเชื้้�อ 

Bordetella bronchiseptica จะทำำ�ให้้เกิิดโรคโพรงจมููก

อัักเสบร่วมด้้วย (Cowart et al., 1989) ส่่วน serogroup B 

ที่่�ทำำ�ให้้เกิิดภาวะโลหิิตเป็็นพิิษ มีีโอกาสพบได้้น้้อยในสุุกร

(Devi et al., 2018) แต่่ Ujvári et al. (2015) รายงานว่่าพบ 

serogroup B ในสุุกรหลังบ้้านจำำ�นวนมาก ซึ่่�งไม่่เคยตรวจพบ

มาก่่อนในฮัังการีี

	ก ารก่่อโรคของ P. multocida เป็็นผลมาจากความ

สััมพันธ์์ที่่�ซัับซ้้อนระหว่างโฮสต์์กัับปัจจััยความรุนแรงที่่�

จำำ�เพาะ (virulence factors; VFs) ต่่าง ๆ เช่่น LPS และ 

capsule protein ของเชื้้�อ (Harper et al., 2006) หรืือ

อาจเกี่่�ยวข้้องกัับยีีนที่่�ทำำ�หน้้าที่่�ต่่าง ๆ เช่่น adhesins 

(filamentous hemagglutinin; ptfA และ pfhA), toxins 

(dermonecrotic toxin; toxA), siderophores (iron 

acquisition proteins; hgbA และ hgbB), sialidases (nanB 

และ nanH), hyaluronidase (pmHAS), outermembrane 

proteins (ompA, ompH, oma87) และ transferrin 

binding protein A (tbpA) เป็็นต้้น (Hat et al., 2010; 

Kat et al., 2014) โดย VFs เหล่านี้้�จะทำำ�ให้้กลไกการป้้องกััน

ตนเองของโฮสต์์เสีียไป หรืือกระตุ้้�นให้้โฮสต์์เกิิดการตอบ

สนองต่่อเชื้้�ออย่่างรุุนแรงแล้้วทำำ�ลายตนเอง โดยพบว่า  

การมีียีีนก่่อความรุุนแรงหลายชนิิดจะทำำ�ให้้โรคมีีความ

รุุนแรงมากขึ้�น (Arumugam et al., 2011) นอกจากนี้้�รููปแบบ

การกระจายตััวของยีีนก่่อความรุนแรงที่่�พบในแต่่ละสายพัันธุ์์�

นั้้�นมีีความสำำ�คัญในการคััดเลืือกตัวแทนของสายพัันธุ์์�ที่่�

เหมาะสมสำำ�หรับผลิติวัคซีีนหรืือสายพัันธุ์์�ที่่�สามารถกระตุ้้�น
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ให้้เกิิดการสร้้างภููมิคุ้้�มกันข้้าม serotype ได้้ (Tomich      

et al., 2007; Tang et al., 2009; Hat et al., 2010) หรืือ

การเลืือกตำำ�แหน่งของยีีนที่่�สำำ�คัญแล้้วนำำ�ไปสัังเคราะห์์เป็็น 

recombinant protein เพ่ื่�อใช้้ผลิตวัคซีีนหน่วยย่่อย เช่่น 

ประเทศเกาหลีมีีการพััฒนาวััคซีีน P. multocida โดยใช้้ 

recombinant protein แทนการใช้้ heat-inactivated 

whole bacteria แต่่ก็็พบว่ามีี recombinant protein 

บางชนิิดที่่�ไม่่สามารถกระตุ้้�นการสร้้างภููมิคุ้้�มกันได้้ดีพอ 

(Lee and Woo, 2010) ในส่่วนของประเทศไทยไม่่พบ

รายงานการใช้้วัคซีีนป้้องกัันโรคนี้้�ในสุุกรอย่่างแน่่ชััด        

แต่่จากการรายงานของ E-kobon et al. (2017) ยัังพบเชื้้�อ 

P. multocida ที่่�ก่่อโรครุุนแรงในสุุกรอยู่่� แสดงให้้เห็็นว่่า

ความรุนแรงของเชื้้�อก่่อโรคนี้้�อาจแตกต่างกัันไปในแต่่ละ

พื้้�นที่่�แต่่ละช่่วงเวลา ซึ่่�งการศึึกษาการกระจายของยีีนก่่อ

ความรุนแรงในแต่่ละสายพัันธุ์์�ของเชื้้�อ P. multocida   

เป็็นสิ่่�งจำำ�เป็็นในการเลืือกสายพัันธุ์์�หรืือยีีนที่่�เหมาะสม

สำำ�หรับเป็็นตััวแทนในการผลิตวัคซีีน (Harper et al., 

2006; Tang et al., 2009) ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้� จึึงได้้

รวบรวมเชื้้�อ P. multocida ที่่�แยกได้้จากปอดและทอนซิิล

ของสุุกรป่่วยตายส่่งตรวจที่่�สถาบัันสุุขภาพสััตว์แห่่งชาติิ 

ระหว่างปีีพ.ศ. 2554 ถึึง 2561 มาจำำ�แนก serogroup 

และตรวจหายีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับปัจจััยก่่อความรุนแรง โดย

วิิธีีชีีวโมเลกุุลเพ่ื่�อใช้้เป็็นข้้อมููลบ่่งชี้้�ในการเลืือกสายพัันธุ์์�

ตััวแทนผลิตวัคซีีนที่่�เหมาะสมต่อไป

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

	 เช้ื้�อแบคทีีเรีีย: P. multocida จำำ�นวน 62 สายพัันธุ์์�

เพาะแยกได้้จากปอดและทอนซิิลของสุุกรป่่วยตาย เก็็บที่่�

อุุณหภููมิ -80 °C ที่่�กลุ่่�มแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา สถาบัันสุุขภาพ

สััตว์แห่่งชาติิ ระหว่างปีี พ.ศ. 2554–2561 เชื้้�อมาตรฐาน 

P. multocida serogroup A, B, D, E และ F ได้้รับการ

สนัับสนุุนจากสถาบัันสุุขภาพสััตว์แห่่งชาติิประเทศญี่่�ปุ่่�น 

(National Institute of Animal Health, Japan) ใช้้เป็็น

ตััวควบคุมบวก และน้ำำ��กลั่่�นเป็็นตััวควบคุมลบ นำำ�เชื้้�อแบคทีีเรีีย

ทั้้�งหมดมาตรวจยืืนยันัโดยวิิธีีมาตรฐานทางแบคทีีเรีียวิิทยา

(Markey et al., 2013) และนำำ�โคโลนีีเดี่่�ยวที่่�ได้้มาทำำ�การ

สกััด DNA ตามวิธีีการศึึกษาของ Gharibi et al. (2017) 

และเก็็บที่่�อุุณหภููมิ -20 °C ก่่อนนำำ�มาใช้้ทดสอบต่อไป

	 การตรวจยืืนยัันเช้ื้�อด้้วยวิิธีี PCR: ดััดแปลงจาก

วิิธีีของ Townsend et al. (1998) โดยเติิม DNA 2 µl ลง

ในหลอดที่่�มีี HotStarTaq Master Mix Kit (QIAGEN, 

Germany) 18 µl ที่่�ประกอบด้้วย PCR buffer, 1.5 mM 

MgCl
2
, 25 mM dNTP, 2 U HotStarTaq DNA polymerase, 

0.4 µM primer KMT1 (ตารางที่่� 1) จากนั้้�นนำำ�ไปเข้้าเคร่ื่�อง 

BIO-RAD T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD, Germany) 

โดยใช้้โปรแกรม Pre-denature 95 ºC 15 นาทีีตามด้้วย 

35 รอบของ denature 94 ºC 30 วิินาทีี annealing 55 ºC 

30 วิินาทีี extension 72 ºC 30 วิินาทีีและ Final extension 

72 ºC 10 นาทีี จากนั้้�นวิิเคราะห์์ PCR product ใน 1.5% 

agarose gel ด้้วย Electrophoresis (Cosmo Bio, Japan) 

โดยมีี DNA จากเชื้้�อมาตรฐาน และน้ำำ��กลั่่�นเป็็นตััวควบคุม

บวกและลบตามลำำ�ดับ

	 การตรวจหา serogroup ของเช้ื้�อด้้วย Multiplex 

PCR: ดััดแปลงจากวิธีีของ Townsend et al. (2001) โดย

เติิม DNA 2 µl ลงในหลอดที่่�มีี Multiplex PCR Master 

Mix Kit (QIAGEN, Germany) 10 µl โดยมีี 0.2 µM 

primer mix ของ CAP A, B, D, E และ F (ตารางที่่� 1) 

และเติิมน้ำำ��กลั่่�นให้้ได้้ 20 µl จากนั้้�นนำำ�เข้้าเคร่ื่�อง BIO-RAD 

T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD, Germany) โดยใช้้

โปรแกรมดังนี้้� Pre-denature 95 ºC 15 นาทีี ตามด้้วย 

35 รอบของ denature 94 ºC 30 วิินาทีี annealing 55 ºC 

1 นาทีี extension 72 ºC 1.30 นาทีี และ Final extension 

72 ºC 10 นาทีี จากนั้้�นวิิเคราะห์์ PCR product ใน 2% 

agarose gel ด้้วย Electrophoresis (Cosmo Bio, Japan) 

โดยมีี DNA ของเชื้้�อมาตรฐานและน้ำำ��กลั่่�นเป็็นตััวควบคุม

บวกและลบตามลำำ�ดับ

	 การตรวจหายีีนก่่อความรุุนแรง: ดััดแปลงจากวิธีี

ของ Devi et al. (2018) โดยนำำ� DNA ของเชื้้�อมาทดสอบ

หายีีนก่่อความรุนแรง 12 ชนิิด ได้้แก่่ adhesins (filamentous 

hemagglutinin; ptfA และ type 4 fimbriae; pfhA), 

toxins (dermonecrotic toxin; toxA), siderophores 

(iron acquisition proteins; hgbA และ hgbB), 

sialidases (nanB และ nanH), Hyaluronidase (pmHAS), 

outermembrane proteins (ompA, ompH, oma87) 

และ transferrin binding protein A (tbpA) ด้้วยวิิธีี PCR 

โดยเติิม DNA 2 µl ลงในหลอดที่่�มีี HotStarTaq Master 

Mix Kit ( QIAGEN, Germany) 18 µl ที่่�ประกอบด้้วย PCR 

buffer, 1.5 mM MgCl
2
, 25 mM dNTP, 2u HotstarTaq 
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DNA polymerase, 0.4 µM primer (ตารางที่่� 1) นำำ�ไป

เข้้าเคร่ื่�อง BIO-RAD T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD, 

Germany) โดยใช้้โปรแกรม Pre-denature 95 ºC 15 นาทีี

ตามด้้วย 35 รอบของ denature 94 ºC 45 วิินาทีี        

annealing 54 ºC 50 วิินาทีี extension 72 ºC 50 วิินาทีี

และ Final extension 72 ºC 10 นาทีี และวิิเคราะห์์ PCR 

product ใน 1.5% agarose gel ด้้วย Electrophoresis 

(Cosmo Bio, Japan) โดยมีียีีนก่่อความรุนแรง 12 ยีีนจาก 

DNA ของเชื้้�อมาตรฐานและน้ำำ��กลั่่�นเป็็นตััวควบคุมบวกและ

ลบตามลำำ�ดับ	

	 การวิเิคราะห์์ทางสถิิติิ: คำำ�นวณหาสััดส่่วนของ VFs 

ที่่�แตกต่างกัันระหว่างสายพัันธุ์์�และใช้้การทดสอบไคสแควร์์

หรืือฟิิชเชอร์์ในการทดสอบความแตกต่า่งที่่�มีีนััยสำำ�คัญทาง

สถิิติิ โดยกำำ�หนดค่่า p <0.05 โดยใช้้โปรแกรม R รุ่่�น 3.6.3 

สำำ�หรับ window (R Core Team, 2020) 

ผลและวิิจารณ์์

	 ผลการยืืนยัันลัักษณะโคโลนีีของเชื้้�อแบคทีีเรีียทุุก

สายพัันธุ์์�บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Blood agar พบว่าตััวอย่่าง

เชื้้�อมีีโคโลนีีขนาดเล็็ก กลม ผิิวเรีียบ มัันวาว เหมืือนหยดน้ำำ��

ไม่่เกิิดการสลายเม็็ดเลืือดแดง และยืืนยันัด้้วยวิิธีีทางชีีวเคมีี

เป็็นเชื้้�อ P. multocida จากนั้้�นทำำ�การยืืนยัันด้้วยวิิธีี PCR 

และ multiplex PCR โดยใช้้ primer ที่่�จำำ�เพาะและได้้

ผลผลิตที่่�ตำำ�แหน่งยีีน KMT1 ของเชื้้�อ P. multocida มีี

ขนาด 460 bp ส่่วน serogroup A, B, D, E, และ F มีีขนาด 

1044, 760, 657, 511 และ 851 bp ตามลำำ�ดับ (รููปที่่� 1)

	ก ารตรวจหาชนิิดของแคปซููลจากเชื้้�อ P. multocida 

62 สายพัันธุ์์�ที่่�แยกได้้จากสุกรป่่วยตายพบเป็็น serogroup 

A จำำ�นวน 50 (80.65%) สายพัันธุ์์� เป็็น serogroup D 

จำำ�นวน 11 (17.74%) สายพัันธุ์์� และพบเป็็น serogroup 

B จำำ�นวน 1 (1.61%) สายพัันธุ์์� โดยที่่�ตำำ�แหน่งยีีน KMT1 

ทั้้�งสาม serogroup มีีขนาดลำำ�ดับเบสเท่่ากัับของเชื้้�อ

มาตรฐาน (460 bp)

	ก ารกระจายของยีีนก่่อความรุนแรงจาก 61 สายพัันธุ์์�

(ไม่่รวม serogroup B) พบความชุกของยีีน 12 ยีีน ตั้้�งแต่่ 

1.64% (toxA) ถึึง 100% (ptfA, ompA และ oma87) 

ในส่่วนของ adhesins พบยีน ptfA ในทุุกสายพัันธุ์์�ในขณะ

ที่่�พบยีีน pfhA ใน serogroup A และ D อย่่างละ 26 

(52%) และ 1 (9.09%) สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดับ ซึ่่�งแตกต่างกััน

อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ (p<0.05) ในส่่วนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ toxins 

ไม่่พบยีีน toxA ใน serogroup A แต่่พบใน D เพีียง 1 

(9.09%) สายพัันธุ์์� ส่่วนของ siderophores พบยีน hgbA 

ใน serogroup A และ D อย่่างละ 48 (96%) และ 10 

(90.90%) สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดับ และพบยีน hgbB ใน     

serogroup A และ D อย่่างละ 34 (68.00%) และ 4 

(36.36%) สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดับ การสร้้าง sialidases พบยีน 

nanB ใน serogroup A และ D อย่่างละ 33 (54.10%) 

และ 2 (18.18%) สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดับ และพบยีีน nanH 

ใน serogroup A และ D อย่่างละ 46 (92%) และ 4 

(36.36%) สายพัันธุ์์� ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งทั้้�งสองยีีนพบใน 

serogroup A มากกว่า่ D อย่า่งมีีนััยสำำ�คัญ (p<0.05) ส่่วน

การสร้้าง hyaluronidase พบยีน pmHAS ใน serogroup 

A และ D อย่่างละ 50 (100%) และ 2 (18.18%) สายพัันธุ์์�

ตามลำำ�ดับ ซึ่่�งแตกต่างกัันอย่่างมีีนััยสำำ�คัญ (p<0.05) ใน

ส่่วนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ outermembrane proteins (OMP) 

พบยีน ompA และ oma87 ในทุุกสายพัันธุ์์� ส่่วนยีีน 

ompH พบใน serogroup A และ D 48 (96%) และ 11 

(100%) สายพัันธุ์์�ตามลำำ�ดับ ในขณะที่่�ส่่วนของ transferrin 

binding protein A ไม่่พบยีน tbpA ในทั้้�งสองสายพัันธุ์์� 

(ตารางที่่� 2) ในส่่วนของ serogroup B ที่่�แยกได้้ 1 สายพัันธุ์์�

นั้้�น พบยีน ptfA, pfhA, hgbA, nanB, ompA, ompH, 

oma87 และ tbpA

รููปท่ี่� 1 แสดงผลผลิตของ multiplex PCR ที่่�ได้้จากเชื้้�อ P. multocida 
มาตรฐาน 5 serogroups ใน 2% agarose gel; Lane M คืือ Marker 
100 bp (biotechrabbit, Germany), Lane PM คืือ ขนาดของ KMT1 
ที่่�จำำ�เพาะต่่อ P. multocida (460 bp), Lane A, B, D, E, และ F คืือ 
ขนาดของ hyaD-hyaC ที่่�จำำ�เพาะต่่อ serogroup A (1044 bp); bcbD 
ที่่�จำำ�เพาะต่่อ serogoup B (760 bp); dcbF ที่่�จำำ�เพาะต่่อ serogoup 
D (657 bp); ecbJ ที่่�จำำ�เพาะต่่อ serogrup E (511 bp) และ fcbD ที่่�
จำำ�เพาะต่่อ serogroup F (851 bp) ตามลำำ�ดับ Lane MIX คืือ รวม 
primer ที่่�จำำ�เพาะต่่อทุุก serogroup, Lane DW คืือ น้ำำ��กลั่่�น

100 bp

500 bp

1000 bp

1500 bp
3000 bp
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ตารางท่ี่� 1 ลำำ�ดับของ oligonucleotides ที่่�ใช้้ในการยืืนยัันชนิิดเชื้้�อ จำำ�แนก
ชนิิดแคปซููลและตรวจหายีีนก่่อความรุนแรงของเชื้้�อ P. multocida

ยีน ไพรเมอร์ ลำ�ดับเบส ขนาด 
(bp)

เอกสารอ้างอิง

Species specific

KMT1 KMT1T7
KMT1SP6

ATCCGCTATTTACCCAGTGG
GCTGTAAACGAACTCGCCAC

460 Townsend et al., 1998

Capsular serogroup

hyaD-hyaC CAPA-FWD
CAPA-REV

TGCCAAAATCGCAGTCAG
TTGCCATCATTGTCAGTG

1044 Townsend et al., 2001

bcbD CAPB-FWD
CAPB-REV

CATTTATCCAAGCTCCACC
GCCCGAGAGTTTCAATCC

760 Townsend et al., 2001

dcbF CAPD-FWD
CAPD-REV

TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
CATCTACCCACTCAACCATATCAG

657 Townsend et al., 2001

ecbJ CAPE-FWD
CAPE-REV

TCCGCAGAAAATTATTGACTC
GCTTGCTGCTTGATTTTGTC

511 Townsend et al., 2001

fcbD CAPF-FWD
CAPF-REV

AATCGGAGAACGCAGAAATCAG
TTCCGCCGTCAATTACTCTG

851 Townsend et al., 2001

Virulence-associated genes

ptfA F
R

TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC
TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCT GCTG

488 Tang et al., 2009

pfhA F
R

TTCAGAGGGATCAATCTTCG
AACTCCAGT TGGTTTGTCG

286 Shayegh et al., 2008

toxA F
R

TCT TAG ATG AGC GAC AAG G
GAA TGC CAC ACC TCT ATA G

846 Shayegh et al., 2008

hgbA F
R

TCAACGGCAGATAATCAGGG
GCGGGAATGCTGAAGATAAG

267 Tang et al., 2009

hgbB F
R

TCT TTG AGT ACG GCT TGA C
CTT ACG TCA GTA ACA CTC G

540 Shayegh et al., 2008

nanB F
R

CATTGCACCTAACACCTCT
GGACACTGATTGCCCTGAA

555 Tang et al., 2009

nanH F
R

GTGGGAACGGGAATTGTGA
ACATGCCAAGTTTGCCCTA

287 Tang et al., 2009

pmHAS F
R

TCAATGTTTGCGATAGTCCGTTAG
TGGCGAATGATCGGTGATAGA

430 Tang et al., 2009

ompA F
R

CGCATAGCACTCAAGTTTCTCC
CATAAACAGATTGACCGAAACG

201 Tang et al., 2009

ompH F
R

CGCGTATGAAGGTTTAGGT
TTTAGATTGTGCGTAGTCAAC

438 Tang et al., 2009

oma87 F
R

GGCAGCGAGCAACAGATAACG
TGTTCGTCAAATGTCGGGTGA

838 Tang et al., 2009

tbpA F
R

TGG TTG GAA ACG GTA AAG C
TAA CGT GTA CGG AAA AGC C

728 Shayegh et al., 2008

ยีนก่อ

ความ

รุนแรง

จำ�นวนสาย

พันธุ์ทั้งหมดท่ี

พบยีน (%)

จำ�นวน (%) ของยีนก่อ
ความรุนแรงในแต่ละ 

serogroup
P value

A (n=50) D (n=11) Chi 2 Fisher’s 
exact

ptfA 61 (100) 50 (100) 11 (100) N/A N/A

pfhA 27 (44.26) 26 (52) 1 (9.09) 0.017 0.033

toxA 1 (1.64) 0 1 (9.09) 0.023 0.164

hgbA 58 (95.08) 48 (96) 10 (90.90) 0.432 1

hgbB 38 (62.30) 34 (68) 4 (36.36) 0.112 0.157

nanB 35 (57.38) 33 (54.10) 2 (18.18) 0.009 0.014

nanH 50 (81.97) 46 (92) 4 (36.36) <0.001 0.001

pmHAS 52 (85.25) 50 (100) 2 (18.18) <0.001 <0.001

ompA 61 (100) 50 (100) 11 (100) N/A N/A

ompH 59 (96.72) 48 (96) 11 (100) 0.524 1

oma87 61 (100) 50 (100) 11 (100) N/A N/A

tbpA 0 0 0 N/A N/A

N/A=ไม่่สามารถคำำ�นวณได้้

ตารางท่ี่� 2 การกระจายของยีีนก่่อความรุนแรงแยกตามชนิิด serogroup 
ของเชื้้�อ P. multocida 61 สายพัันธุ์์�ที่่�เพาะแยกได้้จากอวััยวะของสุุกรป่่วย

	ก ารติิดเชื้้�อ P. multocida ที่่�เกิิดในสุุกรทั่่�วโลกมีี             

serogroup เฉพาะที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับโรคทางเดิินหายใจ (Pors et al., 

2013; Tigga et al., 2014; Choudhary et al., 2017) และรููปแบบ

การกระจายของ serogroup อาจแตกต่างกัันได้้ในพื้้�นที่่�เดีียวกััน

เม่ื่�อเวลาผ่่านไป (Tang et al., 2009; Varte et al., 2014) โดย

การศึึกษาครั้้�งนี้้�ใช้้เชื้้�อที่่�แยกได้้จากปอดและทอนซิิลของสุุกร

ป่่วยตายที่่�มีีอาการของระบบทางเดิินหายใจ จากพื้้�นที่่�ภาคกลาง

ของประเทศไทยในช่่วงเวลา 8 ปีี เม่ื่�อทำำ�การยืืนยัันแล้้วพบ P. 

multocida serogroup A มากกว่า serogroup D เช่่นเดีียว

กัับการศึึกษาของ Devi et al. (2018) ในประเทศอิินเดีีย 

(66.67% และ 33.33% ตามลำำ�ดับ) และการศึึกษาของ 

Lee et al. (2016) ในประเทศเกาหลี (77.10% และ 

22.90% ตามลำำ�ดับ) โดย Lee และคณะให้้เหตุผลว่่า 

ในช่่วงเวลานั้้�นประเทศเกาหลีมีีการผลิตวัคซีีนที่่�เป็็น 

type D producing toxoid และ toxoid ออกมาใช้้

จำำ�นวนมากเป็็นผลให้้พบ serogroup D ลดลง ในขณะที่่�

ประเทศไทยขาดข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการใช้้วัคซีีน

ป้้องกัันโรคนี้้�และรายงานการศึึกษาหลัังการใช้้จึึงไม่่

สามารถสรุุปได้้ว่าการใช้้วัคซีีนมีีส่่วนทำำ�ให้้พบ serogroup 

A มากกว่า D ในทางตรงข้้ามการศึึกษาของ Tang et al. 

(2009) ในประเทศจีีนพบ serogroup D มากกว่า A 

(54.94% และ 39.48% ตามลำำ�ดับ) อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ

ทางสถิิติิ (P< 0.01) เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาของ Ewers 

et al. (2006) ในประเทศเยอรมนี (58.1% และ 34.9% 

ตามลำำ�ดับ) และการศึึกษาของ Chandrasekaran and 

Yeap. (1982) ในประเทศมาเลเซีีย (45% และ 20% 

ตามลำำ�ดับ) แต่่ทั้้�งหมดไม่่ได้้รายงานถึึงเหตุผลการพบ 

serogroup D มากกว่า A และในการศึึกษานี้้�พบ              

serogroup B เพีียง 1 สายพัันธุ์์�เช่่นเดีียวกัับการศึึกษา

ของ Devi et al. (2018) แต่่จากการศึึกษาของ Ujvari 
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et al. (2015) กลับพบว่าการระบาดของโรคนี้้�ในฟาร์์ม

สุุกรหลังบ้้านจำำ�นวนมากในประเทศฮัังการีีเป็็น serogroup 

B จากข้้อมููลการศึึกษาวิิจััยที่่�ผ่่านมาแสดงให้้เห็็นว่่าการแพร่่

กระจายของสามสายพัันธุ์์�นี้้�อาจแตกต่างกัันไปตามสถานที่่� 

ระยะเวลา หรืือการใช้้วัคซีีนในพื้้�นที่่�นั้้�น ๆ 

	ส่ วนการกระจายของยีีนก่่อความรุนแรงใน serogroup 

A ที่่�ทำำ�การศึึกษาทั้้�งหมด 12 ยีีน พบว่ามีี 6 ใน 10 ยีีน 

(ptfA, hgbA, hgbB, ompA, omph และ oma87) ที่่�มีี

การกระจายอย่่างใกล้้เคีียงกัันกัับที่่�พบใน serogroup D 

ซึ่่�งแตกต่างกัันอย่่างไม่่มีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ (p>0.05) และ

สอดคล้้องกัับการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�ที่่�พิิจารณาใช้้รููปแบบ

การกระจายของยีีนก่่อความรุนแรงในพื้้�นที่่�เพ่ื่�อเลืือกเชื้้�อ

ตััวแทนในการผลิตวัคซีีนให้้สามารถกระตุ้้�นการสร้้าง

ภููมิคุ้้�มกันที่่�คล้้ายคลึึงกัันได้้โดยไม่่ต้้องคำำ�นึึงถึึงชนิิดของ 

serogroups (Tang et al., 2009; Lee et al., 2016; 

Devi et al., 2018) อย่่างไรก็็ตามมีียีีนก่่อความรุนแรงบางชนิิด

เช่่น ยีีน pfhA (ควบคุมการยึึดติิดของเชื้้�อ B. pertussis 

ในเซลล์์ของโฮสต์์) ที่่�มีีบทบาทสำำ�คัญในการก่่อความรุนแรง

ของเชื้้�อ P. multocida (Harper et al., 2006) มีีความ

แตกต่างกัันอย่า่งมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิระหว่าง serogroup 

A กัับ D ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาครั้้�งนี้้�ที่่�นอกจากจะพบ

ยีีน pfhA แล้้วยัังพบยีีน nanB, nanH และ pmHAS ใน 

serogroup A มากกว่า serogroup D อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ

ทางสถิิติิอีีกด้้วย ส่่วนยีีน toxA และ tbpA อาจพบได้้น้้อย

มากหรืือไม่่พบเลยในทุุก serogroup (Tang et al., 2009; 

Lee et al., 2016; Gharibi et al., 2017; Devi et al., 

2018; Wang et al., 2019) ในการศึึกษานี้้�พบยีีน toxA 

ใน serogroup D และยีีน tbpA ใน serogroup B อย่่างละ 

1 สายพัันธุ์์�เท่่านั้้�น โดย E-kobon et al. (2017) ได้้แสดง

ความคิดเห็็นไว้้ว่าการพบยีน toxA จำำ�นวนน้้อยใน serogroup 

D ของประเทศไทยอาจเกิิดจากการใช้้ยาปฏิิชีีวนะและ

วััคซีีนอย่่างมากในการกำำ�จัดเชื้้�อสายพัันธุ์์� toxA-positive 

porcine ก่่อนหน้้านี้้� จึึงทำำ�ให้้ไม่่พบยีน toxA ใน serogroup 

B แต่่พบยีนี tbpA แทน ซึ่่�งสอดคล้้องกับัผลการศึึกษาครั้้�ง

นี้้�และการศึึกษาของ Verma et al. (2013) นอกจากนี้้� 

Devi et al. (2018) ยัังให้้ความสำำ�คัญกัับยีีนในกลุ่่�ม OMP 

ที่่�มีีบทบาทสำำ�คัญในการเกิิดโรคและมีีศัักยภาพในการ

สร้้างภููมิิคุ้้�มกันในแง่่ของการใช้้ inactivated whole 

bacteria ส่่วนในแง่่ของการพััฒนาเป็็น recombinant 

protein นั้้�น ประเทศไทยมีีการพััฒนาการผลิต recombinant 

protein ในส่่วนของยีีน ompH เพ่ื่�อป้้องกัันโรคในโค 

กระบืือ และสััตว์ปีีกเท่่านั้้�น (Tepsukalug et al., 2015; 

Sthitmetee et al., 2008) ต่่อมา E-kobon et al. (2017) 

ได้้ศึึกษาเชิิงลึึกของยีีนกลุ่่�ม OMP ในเชื้้�อ P. multocida 

ที่่�แยกได้้จากโค กระบืือ และสุุกรป่่วยของประเทศไทย โดย

เสนอให้้พิจารณาที่่�ตำำ�แหน่ง loop oligopeptides ของยีีน 

ompA ใช้้เป็็นทางเลืือกในการทำำ�วัคซีีนหน่วยย่่อยใน

อนาคต ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่าการตรวจหาการกระจายของยีนี

ก่่อความรุนแรงที่่�เกี่่�ยวข้้องใน serogroup A และ D ของ

เชื้้�อ P. multocida ก่่อโรคในสุุกรในพื้้�นที่่�ที่่�ทำำ�การศึึกษา

นี้้�มีีบทบาทสำำ�คัญในการวางแผนการใช้้วัคซีีนเพ่ื่�อควบคุม

โรคในพื้้�นที่่�นี้้�

สรุุป และข้้อเสนอแนะ

	 การศึึกษาเชื้้�อ P. multocida ในครั้้�งนี้้�พบ serogroup 

A ในสััดส่่วนที่่�มากกว่า D อย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ

(p<0.05) ส่่วนรููปแบบการกระจายของยีีนก่่อความรุนแรง

ที่่�พบ 6 ยีีนที่่�แตกต่างกัันอย่่างไม่่มีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ 

(p>0.05) และมีี 4 ยีีนที่่�พบใน serogroup A มากกว่า D 

แตกต่างกัันอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ (p<0.05) นั้้�น 

สามารถเลืือก serogroup A เป็็นตััวแทนในการผลิตวัคซีีน

กรณีเีลืือกใช้้ whole bacteria ส่่วนการเลืือกยีนีที่่�จำำ�เพาะ

และเหมาะสมนำำ�ไปผลิตโปรตีีนลููกผสมเพ่ื่�อใช้้เป็็นวััคซีีน 

และการพิิสููจน์์ภููมิคุ้้�มกันแบบข้้าม serogroup ต้้องมีีการ

ศึึกษาต่่อไป
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