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ศึกษาซีโรไทป์ของเช้ือ Avibacterium paragallinarum  
ในไก่ในประเทศไทย โดยวิธี Multiplex PCR 
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บทคัดย่อ 
 

โรคหวัดหน้าบวมในไก่ (Avian infectious coryza) เป็นโรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจท่ีสําคัญ  
ท่ีมีสาเหตุจากเชื้อ Avibacterium paragallinarum  (A. paragallinarum) โรคนี้มีการระบาดอย่างรวดเร็ว
และรุนแรง  อัตราการติดโรคสูง แต่อัตราการตายตํ่า และทําให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจท่ัวโลก  
วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้เพ่ือจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum จํานวน 32 สายพันธุ์    
ท่ีเพาะแยกได้จากตัวอย่างไก่ป่วยซ่ึงส่งมาตรวจท่ีห้องปฏิบัติการกลุ่มแบคทีเรียและเชื้อรา สถาบันสุขภาพสัตว์
แห่งชาติ ระหว่างปี พ.ศ. 2545-2555 ด้วยวิธี multiplex PCR และ RFLP เปรียบเทียบกับวิธี  HA-HI   
พร้อมกับทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ ผลการจําแนกซีโรไทป์ ด้วยวิธี multiplex PCR และ RFLP     
พบซีโรไทป์ A มากท่ีสุดจํานวน 50.0% (16/32) ซีโรไทป์ B และ C จํานวน 25.0% (8/32) เท่ากัน ส่วนการ
จําแนกซีโรไทป์โดยวิธี HA-HI พบซีโรไทป์ A จํานวน 56.25% (18/32) ซ่ึงมี 2 สายพันธุ์เม่ือตรวจด้วยวิธี 
multiplex PCR  พบเป็นซีโรไทป์ B และพบซีโรไทป์ B และ C จํานวน 18.75% (6/32) เท่ากัน นอกจากนี้ยัง
พบเชื้อท่ีให้ผลบวกท้ังซีโรไทป์ A และ C จํานวน 6.25% (2/32) เม่ือตรวจด้วยวิธี multiplex PCR พบเป็น    
ซีโรไทป์ C การทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพโดยวิธี disk diffusion พบว่าเชื้อส่วนใหญ่มีความไวสูง
ต่อยา amoxicillin/clavulanic acid (100.0%) รองลงมา ได้แก่ cephalothin และ gentamicin (84.4%) 
ceftiofur (81.2%) แต่มีความไวตํ่าต่อยา streptomycin (6.2%) tetracycline (15.6%) และ 
erythromycin (18.8%) การศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่า สามารถใช้เทคนิค multiplex PCR ร่วมกับ RFLP จําแนก
ซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum ได้อย่างถูกต้อง รวดเร็วแม่นยํา และไม่ทําให้เกิด cross reaction  
 
 
คําสําคัญ : Avibacterium paragallinarum, การจําแนกซีโรไทป์, multiplex PCR, RFLP, HA-HI  
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บทนํา 
 

Avibacterium paragallinarum (A. paragallinarum) เป็นเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อโรคหวัดหน้าบวม
ในไก่ มักพบในไก่อายุตั้งแต่ 5 สัปดาห์  ข้ึนไป โดยไก่ท่ีมีอายุมากจะมีความไวรับต่อโรคมากกว่าไก่ท่ีมีอายุน้อย 
อาการของโรคท่ีพบคือ หน้าบวม  อ้าปากหายใจ น้ํามูกและน้ําตาไหล เยื่อตาขาวอักเสบ เบ่ืออาหาร ท้องเสีย 
แกร็น อัตราการเจริญเติบโตตํ่า ไก่ไข่ท่ีติดเชื้อจะมีน้ํามูกเหนียวข้น หน้าบวม เยื่อตาขาวอักเสบ และไข่ลดลง
อย่างมาก ผลการชันสูตรมักจะพบ การอักเสบของเยื่อตาขาว เนื้อเยื่อรอบดวงตาบวมน้ํา มีก้อนหนองในไซนัส
ใต้ตาและหลอดลมอักเสบ (Chukiatsiri et al., 2010)  โรคนี้มีการระบาดได้ท่ัวโลก มักพบในไก่พ่อแม่พันธุ์    
ไก่เนื้อและไก่ไข่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทยสามารถพบได้บ่อยในไก่พ้ืนบ้าน (เกรียงศักด์ิ, 2536)      
โรคนี้มีการระบาดอย่างรวดเร็วและรุนแรง อัตราการติดโรคสูง (ประมาณ 30 – 70%) แต่อัตราการตายตํ่า    
(2 – 6%) ทําให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ เนื่องจากไก่จะชะงักการเจริญเติบโต และในฝูงไก่ท่ีกําลังให้ไข่   
จะมีอัตราการไข่ลดลง (10 – 40%) (Terzolo et al., 1993) โรคนี้สามารถเหนี่ยวนําให้เกิดข้ึนได้จากสภาวะ
ความเครียดต่างๆ เช่น อากาศเปลี่ยน ฝนตก ความร้อน และความชื้นในบรรยากาศสูง แต่หากมีการติดเชื้ออ่ืน
ร่วมด้วย เช่น โรคหลอดลมอักเสบติดต่อ และโรคติดเชื้อมัยโคพลาสมา ก็อาจส่งผลให้อาการรุนแรงและอัตรา
การตายเพ่ิมสูงข้ึนได้ ไก่ท่ีหายป่วยยังสามารถแพร่เชื้อได้เป็นระยะเวลามากกว่า 4 เดือน (เกรียงศักด์ิ, 2536)  

การเพาะแยกเชื้อ A. paragallinarum ในห้องปฏิบัติการโดยวิธีด้ังเดิม ต้องเพาะแยกเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อพิเศษท่ีมี V-factor ช่วยในการเจริญเติบโต บ่มในสภาวะท่ีมี CO2 5% (Blackall, 1999) ส่วนการ
แยกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum ตามแบบของ Page scheme โดยวิธี Agglutination test ซ่ึงได้ 
serotype A, B และ C (Page, 1962)  และ Kume scheme โดยวิธี Hemagglutination-inhibition tests 
(HA-HI) ซ่ึงได้ serotype A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 และ C-4 (Kume et al., 1983; Blackall 
et al., 1990a;1990b) จะมีความไวตํ่าและอาจเกิด cross reaction ได้ ดังนั้นเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
(Molecular biology) จึงถูกนํามาใช้เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจให้ได้ผลรวดเร็วและแม่นยํา Chen et al. (1996) 
ได้นําเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) มาใช้เพ่ือพิสูจน์เชื้อ แต่ไม่สามารถแยกซีโรไทป์ได้ ต่อมา 
Sakamoto et al. (2012) ได้พัฒนาเทคนิคการแยกซีโรไทป์โดยวิธี multiplex PCR และ restriction 
fragment length polymorphism (RFLP)  สําหรับการศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือจําแนกซีโรไทป์ของ
เชื้อ A. paragallinarum ด้วยวิธี multiplex PCR ร่วมกับ RFLP โดยเปรียบเทียบกับวิธี HA-HI แบบด้ังเดิม 
ท่ีใช้อยู่ เพ่ือให้ได้ผลการตรวจจําแนกซีโรไทป์ท่ีรวดเร็วและแม่นยํา พร้อมท้ังศึกษาความไวของ เชื้อต่อยาต้าน 
จุลชีพ เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการรักษาและควบคุมโรคหวัดหน้าบวมในไก่ 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
เช้ือ A. paragallinarum 

นําเชื้อ A. paragallinarum สายพันธุ์ท้องถ่ิน จํานวน 32 สายพันธุ์ ท่ีเพาะแยกได้จากตัวอย่างไก่ป่วย
ซ่ึงส่งมาตรวจท่ีห้องปฏิบัติการกลุ่มแบคทีเรียและเชื้อรา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ ระหว่างปี พ.ศ. 2545-
2555 และเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน  A. paragallinarum จํานวน 3 ซีโรไทป์ 6 สเตรน ได้แก่ ซีโรไทป์ A (สเตรน 
083,  USA; 221, Japan) ซีโรไทป์ B (Sposs, Netherlands) ซีโรไทป์ B variant (S48, Netherlands) และ 
ซีโรไทป์ C (สเตรน M, H18, Japan) ซ่ึงเก็บรักษาท่ี –80°C มาเพาะบน blood agar ขีดเชื้อ 
Staphylococcus aureus ทับบนอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือเพ่ิม V-factor บ่มท่ี 37°C นาน 18-24 ชั่วโมง        
ในสภาวะท่ีมี CO2 5% ตรวจดูลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีลักษณะเป็น satellite colony 
(วันทนีย์และประภาส, 2528) และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเพ่ือยืนยันว่าเป็นเชื้อ A. paragallinarum 
(Kume et al., 1978) จากนั้นนําเชื้อมาเพาะบน chocolate agar บ่มท่ี 37°C นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือนําไป
สกัดเป็น DNA template ต่อไป 
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การพิสูจน์เช้ือ A. paragallinarum ด้วยวิธี PCR   
ดัดแปลงจากวิธีของ Chen et al. (1996) โดยนํา colony ของเชื้อท่ีเพาะบน chocolate agar     

มาละลายใน phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 ปริมาตร 1 ml นําไปป่ันท่ี 12,000 rpm 
(Kubota 1920®, Japan) นาน 5 นาที ท้ิงส่วนน้ําใส แล้วละลายตะกอนด้วยน้ํากลั่น 100 µl นําไปต้มในน้ํา
เดือดนาน 10 นาที ทําให้เย็นลง  แล้วป่ันท่ี 12,000 rpm นาน 5 นาที แยกเก็บส่วนน้ําใสเพ่ือใช้เป็น DNA 
template  การทําปฏิกิริยา PCR เริ่มจากนํา DNA template 5 µl ใส่ในหลอด PCR ขนาด 0.2 ml ท่ีบรรจุ 
PCR mastermix 45 µl  ซ่ึงประกอบด้วย 1x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 µM (each) dNTP, 0.5 U 
Taq DNA polymerase Hotstart® (Qiagen, Germany) forward primer และ reverse primer ชุดท่ี 1 
ตามตารางท่ี 1  อย่างละ 0.4  µM โดยมีน้ํากลั่นและเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน A. paragallinarum เป็นตัวควบคุม
ลบและบวก ตามลําดับ จากนั้นนําไปเข้าเครื่อง iCycler (BIO-RAD, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี้ initial 
activation ท่ี 95°C นาน 15 นาที ตามด้วย denaturing 94°C นาน 45 วินาที annealing 58°C นาน     
45 วินาที extension 72°C นาน 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ final extension 72°C นาน 10 นาที 
จากนั้นวิเคราะห์ PCR product ด้วย gel electrophoresis ย้อมด้วย 1.5% ethidium bromide ดูแถบ 
DNA ภายใต้แสงยูวี เปรียบเทียบกับ 100 bp ladder DNA marker (Fermentus®, Germany) 
 

การจําแนกซีโรไทป์ของเช้ือ A. paragallinarum ด้วยวิธี multiplex PCR 
ดัดแปลงจากวิธีของ Sakamoto et al. (2012) ดังนี้  นํา DNA template ของเชื้อสายพันธุ์ท้องถ่ิน

ท้ัง 32 สายพันธุ์ และเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน 3 ซีโรไทป์ 6 สเตรน มาทําปฏิกิริยา multiplex PCR ตัวอย่างละ  
2 µl ใส่ในหลอด PCR ขนาด 0.2 ml ท่ีบรรจุ PCR mastermix ซ่ึงประกอบด้วย GoTaq® Green Master 
Mix (Promega, USA) จํานวน 12.5 µl  primer 3 ชุด (Sakamoto et al., 2012) โดยใช้ชุดท่ี 2 ตามตาราง
ท่ี 1 อย่างละ 0.2 µM โดยมีน้ํากลั่นและเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน A. paragallinarum เป็นตัวควบคุมลบและบวก 
ตามลําดับ จากนั้นนําไปเข้าเครื่อง iCycler (BIO-RAD, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี้ initial activation         
ท่ี 98°C นาน 2 นาที ตามด้วย denaturing 98°C นาน 10 วินาที annealing 56°C นาน 10 วินาที 
extension 72°C นาน 2 นาที จํานวน 30 รอบ และ final extension 72°C นาน 7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ 
PCR product ด้วย gel electrophoresis ย้อมด้วย 1.5% ethidium bromide ดูแถบ DNA ภายใต้แสงยูวี 
เปรียบเทียบกับ 1 kb ladder DNA marker (Fermentus®, Germany) 

 

ตารางท่ี 1  แสดงชุด Primer sets ท่ีใช้พิสูจน์และจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum ด้วยวิธี PCR,   
              multiplex PCR และ RFLP 
 

Primer 
set 

                 Primer sequence 
Fragment 

length 
reference 

(F) 5´TGA GGG TAG TCT TGC ACG CGA AT 3´        1 
  (PCR) (R) 5´CAA GGT ATC GAT CGT CTC TCT ACT 3´ 

0.5 kbp Chen et al. (1996) 

ABC (F) 5´GGC TCA CAG CTT TAT GCA ACG AA 3´  
(R) 5´CGC GGG ATT GTT GAT TTT GTT 3´ 0.8 kbp 
(R) 5´GGT GAA TTT CAC CAC ACC AC 3´ 1.1 kbp 

     2 
(multiplex 
 PCR) 

(R) 5´TAA TTT TCT TAT TCC CAG CAT CAA TAC CAT 3´ 1.6 kbp 

Sakamoto et al. (2012) 

(F) 5´GAT GGC ACA ATT ACA TTT ACA 3´      3 
  (RFLP) (R) 5´ACC TTG AGT GCT AGA TGC TGT AGG TGC 3´ 

1.6 kbp Sakamoto et al. (2012) 
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การจําแนกซีโรไทป์ของเช้ือ ด้วยวิธี  restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Sakamoto et al. (2012) ดังนี้ นํา DNA ของเชื้อท่ีไม่สามารถจําแนกชนิดได้

ชัดเจน มาทําปฏิกิริยา PCR โดยใช้ primer ชุดท่ี 3 ตามตารางท่ี 1 โดยต้ังโปรแกรมดังนี้ initial activation ท่ี 
98°C นาน 1 นาที ตามด้วย denaturing 98°C นาน 10 วินาที annealing 55°C นาน 10 วินาที 
extension 72°C นาน 2 นาที จํานวน 30 รอบ และ final extension 72°C นาน 7 นาที จากนั้นนํา PCR 
product มาตกตะกอนด้วย ethanol เพ่ือให้ได้ DNA บริสุทธิ์ แล้วนํามาตัดด้วย enzyme Bgl II (Sakamoto 
et al., 2012) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 24 ชั่วโมง โดยมีเชื้ออ้างอิงมาตรฐานท้ัง 3 ซีโรไทป์ เป็น control 
จากนั้นวิเคราะห์ restriction fragment ด้วย gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบกับ 1 kb ladder DNA 
marker (Fermentus®, Germany)  

 

การจําแนกซีโรไทป์ โดย วิธี HA-HI  
ดัดแปลงจากวิธีของ Blackall et al. (1990a) ดังนี้ นําเชื้อ A. paragallinarum ท่ีเพาะบน 

chocolate agar มาใส่ใน tryptose phosphate broth (TPB)  เพ่ือเตรียม antigen สําหรับทดสอบ HA-HI 
test โดยใช้ตัวอย่างเชื้อ 32 สายพันธุ์ และเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน 3 ซีโรไทป์ 3 สเตรน ได้แก่ ซีโรไทป์ A      
(สเตรน 083, USA) ซีโรไทป์ B (สเตรน Sposs, Netherlands) และ ซีโรไทป์ C (สเตรน M, Japan) โดยเข่ีย 
single colony ใส่ใน TPB 10 ml นําไปบ่มพร้อมเขย่า ท่ี 250 rpm (Innova® 43, USA) อุณหภูมิ 37°C 
นาน 18 ชั่วโมง แล้วถ่ายเชื้อจาก TPB 10 ml ลงใน TPB 100 ml นําไปบ่มพร้อมกับเขย่าท่ี 250 rpm 
อุณหภูมิ 37°C นาน 18 ชั่วโมง แล้วนําไปป่ันท่ี  4000 rpm (Hitachi® CR22GII, Japan) นาน 30 นาที   
แล้วล้างและป่ันด้วย PBS 3 ครั้ง ละลายตะกอนด้วย PBS ท่ีมี thymerosol 0.01% ปริมาตร 25 ml       
แล้วนําไปตรวจ titer ด้วยวิธี HA test  
         การเตรียมแอนตีซีรัม (วันทนีย์และคณะ, 2538) ใช้เชื้ออ้างอิงมาตรฐาน 3 ซีโรไทป์ เช่นเดียวกับ    
การเตรียม antigen โดยเตรียมเชื้อให้ได้ 4.2 x 108 CFU / ml แล้วนําไปฉีดในไก่ปลอดเชื้อ ตัวละ 0.1 ml   
เดือนละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 3 เดือน แล้วเจาะเลือดเพ่ือเก็บซีรัม ก่อนนําซีรัมไปใช้ทดสอบต้อง absorb ซีรัม 
ด้วย 1% chicken red blood cell (CRBC) ในอัตราส่วน 1 : 5 นําไปแช่ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4°C นาน        
24 ชั่วโมง เพ่ือกําจัด nonspecific reaction จากนั้นป่ันท่ี 12,000 rpm (Kubota 1920®, Japan) นาน     
5 นาที เพ่ือแยกเก็บแอนตีซีรัมไว้ และแยก CRBC ท้ิงไป 
 

HA test 
         เตรียม microtiter plate v-shape แบบ 96 well เริ่มจากใส่ diluents ซ่ึงเป็น phosphate 
buffered saline ท่ีมี 0.1% bovine serum albumin (PBS-BSA) ลงในแถวท่ี 2 จนถึงแถวท่ี 12 หลุมละ 
50 µl จนครบทุกหลุม โดยเว้นแถวท่ี 1 ไว้ นํา antigen ใส่ลงในแถวท่ี 1 และ 2 หลุมละ 50 µl ทํา 2 - fold 
dilution จากแถวท่ี 2 ไปแถวท่ี 3 จํานวน 50 µl แล้วทําการ dilute ต่อไปจนครบแถวท่ี 11 พอถึงแถวท่ี 11 
ให้ดูดท้ิงไป  50 µl  แล้วนํา 1% chicken red blood cell (CRBC) ใส่ลงไปในหลุมทุกหลุมๆละ 50 µl       
ต้ังท้ิงไว้ ท่ีอุณหภูมิห้องไม่น้อยกว่า 1 ชั่วโมง แล้วนํามาส่องดู ปฏิกิริยาการเกาะกลุ่ม (agglutination)       
หลุมสุดท้ายท่ีพบการเกาะกลุ่ม จะมีความเข้มข้นเท่ากับ 1 HA unit ถ้ายังเห็นปฏิกิริยาไม่ชัดเจน จะท้ิงไว้
ข้ามคืนจึงอ่านผล 
 

HI test 
         ใส่ PBS-BSA diluents ลงในแถวท่ี 2 จนถึงแถวท่ี 12 หลุมละ 25 µl จนครบทุกหลุม โดยเว้นแถวท่ี  
1 ไว้  ใส่แอนตีซีรัมต่อไทป์ A หรือ B หรือ C ลงในแถวท่ี 1 และ 2 หลุมละ 25 µl แล้ว mix serum ทํา 2 - 
fold dilution จากแถวท่ี 2 ต่อไปจนครบแถวท่ี 10 พอถึงแถวท่ี 10 ให้ดูดท้ิงไป 25 µl นํา 4 HA unit 
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antigen ใส่ในหลุมทุกหลุมๆละ 25 µl จนถึงหลุมท่ี 11 แล้วนําไปเขย่าให้เข้ากัน ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง      
15 นาที  แล้วนํา 1% CRBC มาใส่ลงในหลุมๆ ละ 50 µl จนครบทุกหลุม หลุมท่ี 11 คือ control antigen 
ส่วนหลุมท่ี 12 คือ control CRBC ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องไม่น้อยกว่า 1 ชั่วโมง จึงอ่านผลต่อไป 
 

การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจุลชีพ  
ทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพโดยวิธี disk diffusion method (Bauer et al., 1966)  

โดยนําเชื้อ A. paragallinarum ละลายในน้ํากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับ McFarland No. 0.5 เกลี่ยบน 
chocolate agar ท่ีใช้สําหรับทดสอบกับยาต้านจุลชีพ แล้ววางแผ่นยาต้านจุลชีพชนิดต่างๆ ท่ีต้องการทดสอบ 
ได้แก่ amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, ceftiofur, cephalothin, ciprofloxacin, 
erythromycin, gentamicin, nalidixic acid, streptomycin และ tetracycline แล้วนําไปบ่มในสภาวะ   
ท่ีมี CO2 5% อุณหภูมิ  37°C นาน 18-24 ชั่วโมง แล้วอ่านผลโดยวัดขนาดของ clear zone และวิเคราะห์
ข้อมูลด้วยโปรแกรม Microsoft Office Excel 2007 

 
ผล 

 

การพิสูจน์เช้ือ A. paragallinarum โดยวิธี PCR และจําแนกซีโรไทป์โดยวิธี multiplex PCR และ RFLP 
         ผลการทํา PCR พบว่าเชื้อท้ัง 32 สายพันธุ์ ให้ PCR product ท่ีจําเพาะต่อเชื้อ A. paragallinarum 
ขนาด 0.5 kbp และเม่ือจําแนกซีโรไทป์โดยวิธี multiplex PCR พบว่า เชื้ออ้างอิงมาตรฐาน                     
A. paragallinarum ซีโรไทป์ A, B และ C ให้ PCR product ขนาด 0.8, 1.1 และ 1.6 kbp ตามลําดับ       
(รูปท่ี 1) แต่มีเชื้อจํานวน 2 สายพันธุ์ ท่ีมีแถบของซีโรไทป์ A และ B ไม่ชัด และมี non specific ร่วมด้วย     
จึงนํามาตรวจยืนยันเพ่ือจําแนกซีโรไทป์ด้วยวิธี RFLP พบว่า เป็นซีโรไทป์ A และ B อย่างละ 1 สายพันธุ์      
(รูปท่ี 2) ดังนั้นจากการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อท้ัง 32 สายพันธุ์ พบว่าเป็นซีโรไทป์ A มากท่ีสุดจํานวน       
16 สายพันธุ์ (50.0 %) รองลงมาคือ ซีโรไทป์ B และ C จํานวน 8 สายพันธุ์ (25.0 %) เท่ากัน (ตารางท่ี 2) 

 

                                   
 

รูปท่ี 1   แสดงเชื้ออ้างอิงมาตรฐาน A. paragallinarum, 3 ซีโรไทป์ โดยวิธี multiplex PCR พบว่าเชื้อ 
           สเตรน 083 และ 221 ให้แถบของ ซีโรไทป์ A ท่ี 0.8 kbp เชื้อ สเตรน Sposs และ S48 ให้แถบ 
           ของซีโรไทป์ B ท่ี 1.1 kbp และเชื้อ สเตรน M และ H18 ให้แถบของ ซีโรไทป์ C ท่ี 1.6 kbp  
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รูปท่ี 2   แสดงการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum โดยวิธี RFLP จากตัวอย่าง 2 สายพันธุ์ และ 
           เชื้อควบคุมอ้างอิงมาตรฐาน 3 ซีโรไทป์ พบว่าซีโรไทป์ A ให้ PCR product ขนาด 0.768 และ  
           0.868 kbp   ซีโรไทป์ B ให้ PCR product ขนาด 1.6 kbp และ ซีโรไทป์ C ให้ PCR product  
           ขนาด 1.284 และ 0.339 kbp และเชื้อตัวอย่าง 2 สายพันธุ์ พบว่า sample 1 เป็นซีโรไทป์ A และ  
           sample 2 เป็นซีโรไทป์ B 
 

การจําแนกซีโรไทป์ โดย วิธี HA-HI  
จําแนกสายพันธุ์ย่อยของตัวอย่างเชื้อ  A. paragallinarum โดยวิธี HA-HI ได้ซีโรไทป์ A จํานวน    

18 สายพันธุ์ (56.25 %) ซีโรไทป์ B และ C จํานวน 6 สายพันธุ์ (18.75 %) เท่ากัน และซีโรไทป์ A ร่วมกับ C 
จํานวน 2 สายพันธุ์ (6.25 %) ท้ังนี้พบว่าเกิด cross reaction ของตัวอย่างเชื้อเนื่องจากเชื้อท้ัง 2 สายพันธุ์ 
ทําปฏิกิริยากับแอนตีซีรัมของท้ัง ซีโรไทป์ A และ C ท้ังนี้มีเชื้อ 18 สายพันธุ์ ท่ีให้ผลเป็นซีโรไทป์ A โดยวิธี 
HA-HI ซ่ึงมี 16 สายพันธุ์ ให้ผลตรงกันท้ังสองวิธี ส่วนอีก 2 สายพันธุ์ ให้ผลเป็นซีโรไทป์ B โดยวิธี mutiplex 
PCR (ตารางท่ี 2) ส่วนเชื้อท่ีเกิด cross reaction ระหว่างซีโรไทป์ A และ C เม่ือตรวจด้วยวิธี multiplex 
PCR ให้ผลเป็นซีโรไทป์ C ท้ัง 2 สายพันธุ์ 

 

ตารางท่ี 2   ผลการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum ท่ีแยกได้ ระหว่างปี พ.ศ. 2545 – 2555    
               จํานวน 32 ตัวอย่างโดยวิธี multiplex PCR ร่วมกับ RFLP และ HA-HI test  
 

วิธีทดสอบ จํานวนซีโรไทป์ โดยวิธี multiplex PCR ร่วมกับ RFLP 

ซีโรไทป์ A B C รวม 
A 16 2 - 18 (56.25%) 
B - 6 - 6 (18.75%) 
C - - 6 6 (18.75%) 

A+C* - - 2 2 (6.25%) 

จํานวนซีโรไทป์ โดยวิธี HA-HI 

รวม 16 (50%) 8 (25%) 8 (25%) 32 (100%) 
                             * ไตเตอร์ต่อซีโรไทป์ A =1:10; ไตเตอร์ต่อซีโรไทป์ C =1:40 
 

การทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจุลชีพ  
จากการทดสอบความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพโดยวิธี disk diffusion method พบว่าเชื้อส่วนใหญ่ 

มีความไวสูงต่อยา amoxicillin/clavulanic acid (100.0%) รองลงมา ได้แก่ cephalothin และ gentamicin 
(84.4%) และ ceftiofur (81.2%) ตามลําดับ (รูปท่ี 3) แต่มีความไวตํ่าต่อยา streptomycin มากท่ีสุด (6.2%) 
รองลงมา ได้แก่ tetracycline (15.6%) erythromycin (18.8%) nalidixic acid (28.1%) และ ampicillin 
(59.4%) 
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รูปท่ี 3 แสดงผลการทดสอบความไวของเชื้อ A. paragallinarum ต่อยาต้านจุลชีพ 
 

วิจารณ์ 
 

จากการศึกษาการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum โดยวิธี Agglutination test (Page, 
1962) และวิธี Hemagglutination-inhibition tests (Blackall et al., 1990a) พบว่า มีข้ันตอนการเตรียม 
antigen ท่ีใช้เวลานาน (2-4 วัน) ถ้าเตรียม antigen ไม่ดี อาจไม่สามารถกระตุ้นให้สร้าง titer หรือทําให้การ
อ่านผลตัดสินใจยาก จึงได้มีการพัฒนาเทคนิคการจําแนกซีโรไทป์ด้านชีวโมเลกุลข้ึนมา Soriano et al. 
(2004b) ได้นําเทคนิค ERIC-PCR มาใช้จําแนกซีโรไทป์ แต่พบว่า มีข้ันตอนการวิเคราะห์ท่ียุ่งยาก ซับซ้อน 
และมีรูปแบบและขนาดของแถบดีเอ็นเอในผลวิเคราะห์ท่ีหลากหลายรูปแบบ  ไม่เหมาะท่ีจะนํามาใช้ 
Sakamoto et al. (2012) จึงได้ศึกษาเทคนิคการจําแนกซีโรไทป์ โดยใช้ multiplex PCR พบว่ามีข้ันตอนการ
วิเคราะห์ท่ีสะดวกไม่ซับซ้อนนัก มีรูปแบบการอ่านผลท่ีชัดเจนและใช้ระยะเวลาท่ีรวดเร็วกว่าวิธีอ่ืน สามารถ
แยกซีโรไทป์โดยใช้เวลาเพียง 6 – 12 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับวิธี HA-HI ท่ีต้องใช้เวลาในการทดสอบ 3 – 5 วัน 
จากตารางท่ี 2 พบว่าการจําแนกด้วย HA-HI มีผล cross reaction ท่ีให้ผลบวกต่อซีโรไทป์ A และ C จํานวน 
2 ตัวอย่าง แต่ multiplex PCR ให้ผลเป็นซีโรไทป์ C เพียงอย่างเดียว นอกจากนี้ยังพบว่าวิธี HA-HI ให้ผลเป็น
ซีโรไทป์ A จํานวน 2 ตัวอย่าง ท้ังท่ี multiplex PCR ซ่ึงวิเคราะห์ถึงระดับยีน ให้ผลเป็นซีโรไทป์ B แสดงว่าวิธี 
multiplex PCR  มีข้อได้เปรียบในการวิเคราะห์หาซีโรไทป์ของตัวเชื้อ ขณะท่ีวิธี HA-HI มีข้อดีท่ีสามารถตรวจ
ได้ท้ังซีโรไทป์ของเชื้อ และ antibody จากซีรัมสัตว์ท่ีได้รับเชื้อ ในกรณีท่ีเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน
เป้าหมาย อาจทําให้ไม่สามารถตรวจด้วยเทคนิค multiplex PCR ได้ ซ่ึงสามารถนําวิธี RFLP มาวิเคราะห์ร่วม
ด้วยได้ แต่วิธี RFLP มีข้ันตอนท่ีซับซ้อนกว่า multiplex PCR  จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าการจําแนกซีโรไทป์
ด้วย multiplex PCR มี 2 ตัวอย่างท่ีให้แถบ PCR product ของซีโรไทป์ A และ B ไม่ชัด เกิด non specific 
แต่เม่ือยืนยันด้วยวิธี RFLP พบว่าเป็นซีโรไทป์ A และ B ในบางกรณีผลท่ีได้ก็ยังอาจไม่ชัดเจนแม้จะใช้วิธี RFLP 
ร่วมด้วย (Sakamoto et al., 2012) จึงต้องมีการศึกษาพัฒนาเพ่ือหาเทคนิคใหม่ๆต่อไป 

จากการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อท้ัง 32 สายพันธุ์ พบว่าเป็นซีโรไทป์ A มากท่ีสุด เช่นเดียวกับการ 
ศึกษาการจําแนกซีโรไทป์ในประเทศเปรู (Mendoza-Espinoza et al., 2008) เอควอดอร์ (Cabrera et al., 
2011) อาร์เจนตินา (Sandoval et al., 1994) และอินโดนีเซีย (Poernomo et al., 2000)  ท่ีพบเป็น        
ซีโรไทป์ A มากท่ีสุด ขณะท่ีพบซีโรไทป์ C มากท่ีสุดในประเทศออสเตรเลีย (Thornton and Blackall, 
1984) และญ่ีปุ่น (Yamaguchi et al., 1990) และยังมีกรณีศึกษาถึงความรุนแรงของเชื้อในแต่ละ serovar 
ตามการจําแนกของ Kume scheme โดย Soriano et al. (2004a) พบว่าเชื้อ serovar C-1 มีความรุนแรง
มากท่ีสุด ขณะท่ี serovar C-4 มีความรุนแรงน้อยท่ีสุด ส่วนการศึกษาในประเทศอัฟริกาใต้ พบ serovar C-3 
มีความรุนแรงมากกว่า serovar C-1, B-1 และ C-2 (Bragg, 2002) 
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ในส่วนของยาต้านจุลชีพมีการใช้อย่างแพร่หลายในการรักษาโรคหวัดหน้าบวมในไก่ในประเทศไทย   
ยาท่ีนิยมใช้ในอดีตได้แก่ erythromycin, และ tetracycline จึงเป็นสาเหตุหนึ่งท่ีทําให้งานวิจัยนี้พบว่าเชื้อ  
ส่วนใหญ่ด้ือต่อยา erythromycin และ tetracycline สอดคล้องกับงานวิจัยของประเทศเม็กซิโก (Fernandez 
et al., 2000) ไต้หวัน (Hsu et al., 2007) อินโดนีเซีย (Poernomo et al., 2000) สําหรับประเทศไทย 
Chukiatsiri et al. (2012) พบว่ามีการด้ือต่อยา erythromycin  เช่นกัน ขณะท่ียาท่ียังใช้ได้ผลดี ได้แก่ 
amoxicillin/clavulanic acid นอกจากนี้ยังมีการใช้ enrofloxacin มาต้ังแต่ปี 2551 ทําให้เริ่มพบการด้ือต่อยา
มากข้ึน (Chukiatsiri et al., 2012) ท้ังนี้มีการวิจัยการด้ือยาถึงระดับ multi-drug resistant plasmid         
ในไต้หวัน (Hsu et al., 2007) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีน่าจะนํามาใช้วิจัยการด้ือยาในประเทศไทย  

จากการศึกษาการจําแนกซีโรไทป์ของเชื้อ A. paragallinarum โดยวิธี multiplex PCR เปรียบเทียบ
กับวิธีทางซีรัมวิทยา ทําให้ได้เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ท่ีสะดวก รวดเร็วและแม่นยํา แก้ปัญหาการเกิด cross 
reaction เม่ือนํามาใช้ร่วมกับวิธี RFLP ทําให้ผลตรวจวิเคราะห์มีความแม่นยํามากข้ึน จึงเหมาะสมท่ีจะนํามาใช้
ในประเทศไทย และยังเป็นประโยชน์ทางระบาดวิทยา สามารถวางแนวทางในการควบคุมโรค และกําหนดชนิด
ของวัคซีนได้อย่างเหมาะสม จากการศึกษายังทําให้ทราบข้อมูลความไวของเชื้อต่อยาต้านจุลชีพ เป็นแนวทางใน
การศึกษาค้นคว้าและเลือกใช้ยาเพ่ือการควบคุมโรคในไก่ นอกจากนั้นยังนําไปใช้ให้เกิดประโยชน์ในการพัฒนา
วัคซีนและการวิจัยพัฒนาเพ่ือการตรวจวินิจฉัยโรคต่อไป  
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Abstract  
 

Avian infectious coryza which caused by Avibacterium paragallinarum                   
(A. paragallinarum) is an acute respiratory disease in chicken. The disease is characterized by 
rapid outbreak, high morbidity but low mortality rates. It occurs worldwide resulting in 
significant economic losses. The objective of this study is to identify serotypes of 32            
A. paragallinarum strains isolated from diseased chicken samples submitted to Bacteriology 
and Mycology Section, National Institute of Animal Health during 2002 – 2012 by multiplex 
PCR and RFLP in comparison with HA-HI test. In addition, antimicrobial susceptibility test was 
also performed. Results of serotype identification by multiplex PCR in combination with 
RFLP technique revealed that the major serotype was serotype A (50%, 16/32), while 
serotypes B and C shared equal figure (25%, 8/32). The results of serotype identification by 
HA-HI test, serotype A was accounted for 56.25% (18/32) while serotype B and C were equal 
at 18.75% (6/32) and there were 2 isolates that showed positive for both serotype A and C  
(6.25%, 2/32) but both of them showed positive for serotype C by multiplex PCR.       
Besides, two isolates that showed positive for serotype B by multiplex PCR were positive for 
serotype A by HA-HI test. Results of antimicrobial sensitivity test by disk diffusion method 
revealed that A. paragallinarum isolates were highly sensitive to amoxicillin/clavulanic acid 
(100%), cephalothin (84.4%), gentamicin (84.4%) and ceftiofur (81.2%) but less sensitive to 
streptomycin (6.2%), tetracycline (15.6%) and erythromycin (18.8%). From this study, it was 
concluded that multiplex PCR in combination with RFLP technique is a rapid, accurate and 
specific method that can successfully provide the better results for serotype identification of 
A. paragallinarum field isolates without any cross reaction. 
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