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การศึึกษาการกระจายตััวและลัักษณะทางพัันธุุกรรมของ
เชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย
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Abstract

	 Background: African horse sickness (AHS) is a highly infectious disease that affects Equidae leading 
to economic losses and mortality rates up to 90%. The primary vector is Culicoides spp. The first AHS 
outbreak in Thailand was reported in March 2020 in Nakhonratchasima province.  Subsequence outbreaks 
were found in various provinces, including Chachoengsao, Nakhon Nayok, and Chonburi. Therefore, studying 
disease distribution and molecular characterization is crucial for understanding the situation of disease 
among horse populations in Regional livestock 2 area and identifying its sources for effective prevention 
and control.
	 Method: 2,602 samples of blood and internal organ of horse in Regional livestock 2 was conducted 
using Real-time RT-PCR for AHS diagnosis in Veterinary Research and Development Center, Eastern Region 
from March to December 2020.  Disease distribution was described using Quantum Geographic information 
System (QGIS) and 3 positive samples were subjected for nucleotide sequence using sanger sequencing 
and the phylogenetic tree analysis. Descriptive statistics were applied for data analysis.
	 Result: Among the tested horses in Regional livestock 2, AHS positivity was found to be 0.92%  
(24 out of 2,602). Among the provinces, Chachoengsao had the highest proportion with 5.21% (15 out 
of 288) positive cases, followed by Nakhon Nayok with 0.87% (2 out of 229), Chon Buri with 0.54%  
(6 out of 1117), and Chanthaburi with 0.49% (1 out of 203). No positive cases were detected remaining 
provinces. The occurrence of AHS has shown a clustered distribution, primarily affected densely populated 
provinces with a significant presence of horse activities. Phylogenetic tree analysis based on VP2 gene and 
BlastN indicated that the detected virus in this study was serotype 1 by comparing 96.64-100% identity 
of the previous detected virus in NakhonRatchasima, Thailand. Possibly, the virus was come from the 
previous outbreak.
	 Conclusion: AHS outbreaks are identified in 4 provinces within Regional livestock 2. The most 
positive results were found in Chachoengsao Province. The clustering of outbreaks was observed in 
densely populated areas with prominent horse activities. The results of the phylogenetic tree from the 
VP2 gene of AHSV was serotype 1.
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บทคััดย่่อ

	ที่่ �มาของการศึึกษา: โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า

เป็็นโรคร้้ายแรงต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า ก่่อให้้เกิิดความเสีียหาย

ทางเศรษฐกิิจ โดยพบอัตราการตายสููงถึึง 90 % ในม้้า  

มีีพาหะนำโรค ได้้แก่่ ริ้้�น สกุุล Culicoides spp. พบการ

ระบาดครั้้�งแรกในประเทศไทยในเดืือน มีนีาคม พ.ศ. 2563 

ที่่�จัังหวััดนครราชสีีมา ต่่อมาพบการระบาดไปยัังจัังหวััด

ต่่าง ๆ เช่่น ฉะเชิิงเทรา นครนายก ชลบุุรีี เป็็นต้้น การ

ศึึกษาการกระจายตััวของโรคในม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2  

จะทำให้้ทราบถึึงสถานการณ์ของโรค และการศึกษา

ลักัษณะทางพันัธุุกรรมจะแสดงให้้เห็็นที่่�มาของเชื้้�อที่่�ระบาด

ในพื้้�นที่่� สามารถใช้้เป็็นแนวทางสำหรับป้้องกััน ควบคุม

โรคต่่อไป 

	วิ ิธีีการ: ตััวอย่่างเลืือด และอวััยวะภายในจากม้้า

จำนวน 2,602 ตััว จากพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ระหว่่างเดืือน

มีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563 ที่่�ส่่งตรวจที่่�ศููนย์์วิิจััยและ

พััฒนาการสััตวแพทย์์ภาคตะวัันออก มาตรวจโรคกาฬโรค

แอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR อธิิบายการ 

กระจายตััวของโรคในเชิิงพื้้�นที่่�ด้้วยโปรแกรม Quantum 

Geographic Information System (QGIS) เลืือก

ตัวัอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่อโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า จำนวน 3 

ตัวัอย่า่ง มาวิิเคราะห์์หาลำดัับนิวคลีีโอไทด์์ด้้วยวิธิี ีSanger 

Sequencing และสร้้าง phylogenetic tree เพื่่�ออธิิบาย

ความสัมัพันัธ์ข์องเชื้้�อในระดัับโมเลกุลุ วิเิคราะห์ข์้้อมูลูด้้วย

สถิิติิเชิิงพรรณนา 

	 ผล: ผลบวกของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าที่่�ผ่่าน

การทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 มีีค่่า

เท่า่กับั 0.92 % (24 จาก 2,602 ราย) เมื่่�อพิจิารณาตัวัอย่า่ง

ที่่�ทดสอบในจัังหวััดต่่างๆ ฉะเชิิงเทรามีีสััดส่่วนม้้าที่่�พบ 

ผลบวกต่่อโรคสููงที่่�สุุด คืือ 5.21% (15 จาก 288 ราย)  

รองลงมาคืือนครนายก 0.87% (2 จาก 229 ราย) ชลบุุรีี 

0.54% (6 จาก 1,117 ราย) และจัันทบุุรีี 0.49% (1 จาก 

203 ราย) ไม่่พบผลบวกของโรคดัังกล่่าว ในจัังหวััดที่่�

เหลืือในพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 การพบผลบวกต่อโรค AHS 

แสดงให้้เห็็นถึึงการกระจายตััวที่่�เป็็นกลุ่่�มก้้อน (cluster) 

โดยพบมากในจัังหวััดที่่�มีีประชากรม้้ามาก และพื้้�นที่่�

ที่่�มีีกิิจกรรมเกี่่�ยวกัับม้้า และผลจากการศึึกษาวงศ์์วาน

วิวิัฒันาการจากยีน VP2 และการ BlastN พบว่ามีีลำดัับ 

นิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมเป็็นเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกา

ในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 โดยพบ % identity 96.64-100% ซึ่่�ง

ใกล้้เคีียงกัับรายงานในประเทศไทยก่่อนหน้้านี้้�ที่่�จัังหวััด

นครราชสีมีา แสดงว่า่มีคีวามเป็น็ไปได้้ที่่�เชื้้�อจะแพร่ม่าจาก

การระบาดครั้้�งแรก

	 สรุปุ: พบเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าในพ้ื้�นที่่�ปศุุสัตัว์

เขต 2 จำนวน 4 จัังหวััด โดยพบผลบวกมากที่่�สุุดที่่�จัังหวััด

ฉะเชิิงเทรา การกระจายตััวของเชื้้�อ AHSV พบในจัังหวััดที่่�

มีีความหนาแน่่นของการเลี้้�ยงม้้าและในพื้้�นที่่�ที่่�มีีกิิจกรรม

เกี่่�ยวกัับม้้า และผลจากการศึกษาวงศ์์วานวิวิัฒันาการจาก

ยีนี VP2 พบว่ามีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมเป็็น

เชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 

คำสำคััญ: ม้้า  โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า การกระจายตััว 

ลัักษณะทางพัันธุุกรรม 

บทนำ

	 โรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า (African horse 

sickness, AHS) เป็็นโรคที่่�ส่่งผลต่่อสััตว์์ตระกููลม้้า ได้้แก่่ 

ม้้า ลา ล่่อ และม้้าลาย เกิิดจากเชื้้�อ African horse 

sickness virus (AHSV) ซ่ึ่�งมีีสารพัันธุุกรรมชนิด RNA  

สายคู่่� (double-stranded RNA) จัดัอยู่่�ใน สกุุล Orbivirus 

วงศ์์ Reoviridae ม้้าที่่� เ ป็็นโรคจะแสดงอาการซึึม  

เบื่่�ออาหาร มีีไข้้สููงมากกว่า 39 องศาเซลเซีียส มีีน้้ำมููก 

น้้ำตาไหล หน้้าบวม หายใจลำบาก หายใจหอบถี่่� เยื่่�อบุุ

ตาขาวอัักเสบและบวมน้้ำ เหงืือกซีดเหลืือง ร่่างกาย 

อ่่อนแรง และตายอย่่างเฉีียบพลััน ASHV ประกอบด้้วย 9 

ซีโีรไทป์ ์พบในทางตะวันัออกและทางใต้้ของทวีปีแอฟริกิา 

ยกเว้้นซีีโรไทป์์ 2, 4 และ 9 ที่่�พบทางเหนืือและตะวัันตก

ของทวีีปแอฟริิกา (WOAH, 2022) โรคนี้้�ก่่อให้้เกิิดความ

เสีียหายถึึงชีีวิิต โดยพบอััตราการตายสููงถึึง 90 % ในม้้า 

(Mellor and Hamblin, 2004) และแพร่่กระจายได้้อย่่าง

รวดเร็็วในสััตว์ตระกููลม้้า ส่่งผลกระทบทางเศรษฐกิิจต่อ

วงการม้้าทั้้�งในประเทศและต่่างประเทศ ทำให้้ไม่่สามารถ 

เคลื่่�อนย้้ายม้้าไปยัังต่่างประเทศได้้ โรคนี้้�ถููกจัดอยู่่�ใน

รายการโรคขององค์์การสุุขภาพสััตว์์โลก (WOAH, 2022) 
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และยัังถืือเป็็นโรคระบาดในสััตว์์กระเพาะเดี่่�ยวตาม 

พระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 อีีกด้้วย  

(กรมปศุุสััตว์์, 2558) พาหะที่่�สำคััญของโรคนี้้� คืือ ริ้้�น 

(Culicoides spp.) (Mellor and Boorman, 1995) 

นอกจากนั้้�นยัังพบรายงานโรคจากการแพร่กระจายของริ้้�น

ในช่่วงที่่�มีีสภาพอากาศที่่�ร้้อนแห้้งแล้้ง ก่่อนและหลัังจากมีี

ฝนตกซึ่่�งเหมาะสมต่อ่การเพิ่่�มจำนวน ทำให้้พบการกระจาย

ของโรคเป็็นวงกว้้างจากแถบตะวัันออกเฉีียงเหนืือของ

แอฟริิกาใต้้ลงมาทางใต้้ของแอฟริิกาใต้้ (Sellon and 

Long, 2014) สำหรัับในประเทศไทยจากการศึึกษาชนิิด

ของริ้้�น พบว่า่มีรีิ้้�นจำนวนมากถึงึ 99 สปีีชีสี์ ์โดยมีีประมาณ 

8 สปีีชีีส์์ ที่่�สามารถแพร่่เชื้้�อไปยัังคนและสััตว์์ และมีีเพีียง

สปีีชีีส์์เดีียว คืือ Culicoides imicola ที่่�สามารถแพร่่เชื้้�อ 

AHSV (Jomkumsing et al., 2021)

	ก ารตรวจวิินิิจฉััยโรค AHS ในปััจจุุบัันใช้้วิิธีี  

Real-time RT-PCR ซึ่่�งมีีเป้้าหมายต�อโปรตีนโครงสร้้าง

ของเชื้้�อไวรััส เชื้้�อไวรััสนี้้�ประกอบด้้วยด้้วยโปรตีนีโครงสร้้าง 

(structural protein) 7 ชนิด (VP1-VP7) โดยโปรตีน

โครงสร้้างที่่�มีีความสำคััญในการตรวจวินิิจฉััยโรค ได้้แก่่ 

โปรตีีนโครงสร้้าง VP2 ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนเปลืือกนอก (outer 

capsid protein) และ VP7 ซึ่่�งเป็็นโปรตีีนภายใน (major 

inner capsid protein) โดยทั่่�วไปจะใช้้ยีีน VP7 ในการ

ตรวจวิินิิจฉััยโรค (Guthrie et al., 2013) เนื่่�องจากเป็็น

ส่่วนที่่�มีีการผัันแปรต่่ำ (highly conserved) ของไวรััสใน

สกุลุ Orbivirus ซึ่่�งหมายรวมถึงึเชื้้�อ AHSV (Bekker et al., 

2022) ส่่วนยีีน VP2 ใช้้สำหรัับจำแนกซีีโรไทป์์ เนื่่�องจาก

ความผัันแปรทางพัันธุุกรรม (genetic variation) มาก

ที่่�สุุด (WOAH, 2022)

	 สำหรับการระบาดของโรค AHS ในประเทศไทย พบ

ม้้าตายจำนวนมากที่่�จัังหวัดนครราชสีมา ตั้้�งแต่่เดืือน

มีนีาคม พ.ศ. 2563 ทางเจ้้าหน้้าที่่�ของกรมปศุสุัตัว์จึ์ึงได้้เก็บ็

ตัวัอย่า่งม้้าป่ว่ยเพื่่�อตรวจหาสาเหตุุของโรคที่่�ห้อ้งปฏิบิัติัิการ

ไวรััสวิิทยา สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ ซ่ึ่�งได้้ตรวจ

วิินิิจฉััยด้้วยวิิธีี Real-time RT-PCR พบว่่าม้้าป่่วยเป็็น

โรค AHS ซึ่่�งต่อ่มาได้้มีรีายงานยืืนยันัว่า่เชื้้�อ AHSV ที่่�ก่อ่ให้้

เกิิดโรคเป็็นซีีโรไทป์์ 1 (King et al., 2020) ต่่อมาพบการ

ระบาดที่่�พื้้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ที่่�จัังหวัดชลบุุรีี (Lu et al., 

2020) โดยพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ประกอบด้้วยจัังหวัด 

ต่่าง ๆ ได้้แก่่ นครนายก สมุุทรปราการ ชลบุุรีี ระยอง 

จัันทบุุรีี ตราด สระแก้้ว ปราจีีนบุุรีี และฉะเชิิงเทรา ซึ่่�งในปีี 

พ.ศ. 2563 มีีประชากรม้้าในเขต 2 จำนวน 783 ตััว จาก

ประชากรม้้าทั้้�งหมด 8,637 ตััว (กรมปศุุสััตว์์, 2565) และ

จากการศึกษาทางระบาดวิิทยาเชิงิโมเลกุลของ Toh et al. 

(2021) จากตัวัอย่า่งเลืือด และอวัยัวะของม้้าที่่�แสดงอาการ

ทางคลิินิิกพบว่่าใกล้้เคีียงกัับเชื้้�อ AHSV-1 ที่่�มีีการระบาด

ก่อ่นหน้้านี้้�นอกทวีปีแอฟริกิา ยิ่่�งไปกว่านี้้�ทางตะวันัออกสุด

ของพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 เป็็นเขตภููมิิอากาศแบบมรสุุม 

เขตร้้อน ซึ่่�งมีอีุณุหภูมูิแิละสภาพอากาศที่่�เหมาะสมกับัการ

เจริิญของริ้้�น ซ่ึ่�งเป็็นแมลงพาหะของโรค ทำให้้ง่่ายและ 

เสี่่�ยงต่่อการระบาดเป็็นวงกว้้าง การระบุุรููปแบบการ 

กระจายตััวเป็็นแบบกลุ่่�มก้้อน (cluster) ของพื้้�นที่่�พบโรค 

AHS จะเป็็นข้้อมููลที่่�สำคััญสำหรับใช้้ในการป้องกัันและ

ควบคุุมโรคนี้้�ให้้สงบโดยเร็็ว เนื่่�องจากการประกาศเขตโรค

ระบาดทำให้้ไม่่สามารถเคลื่่�อนย้้ายม้้า ทั้้�งการเคลื่่�อนย้้าย

เพื่่�อผสมพัันธุ์์� การจำหน่่าย การแข่่งม้้า ส่่งผลกระทบต่่อ

เศรษฐกิิจ หากพบการระบาดในวงกว้้างจะส่ง่ผลกระทบต่อ่

มููลค่่าปศุุสััตว์์ในประเทศ เนื่่�องจากในประเทศไทยมีีผู้้�เลี้้�ยง

ม้้าจำนวน 2,987 ราย ม้้าจำนวน 16,890 ตััว (มติิชนสุุด

สััปดาห์์ออนไลน์์, 2563) นอกจากนั้้�นยัังเสีียโอกาสในการ

ส่่งออกม้้าไปจำหน่ายยัังต่่างประเทศ และการแข่่งม้้า

สำหรัับกีีฬาขี่่�ม้้าระดัับสากล 

	วั ตัถุปุระสงค์ข์องการศึกึษานี้้� เพื่่�อให้ท้ราบข้้อมูลูของ

โรค AHS ของม้้าในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย 

ศึึกษาการกระจายตััวของโรค AHS โดยนำข้้อมููลมาสร้้าง

แผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรค รวมทั้้�งศึึกษาลัักษณะ

ทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อไวรััส โดยนำข้้อมููลที่่�ได้้มาสร้้าง 

phylogenetic tree ซึ่่�งจะแสดงให้เ้ห็น็ซีโีรไทป์ ์และแหล่ง่

ที่่�มาของเชื้้�อที่่�มีีการระบาดในพ้ื้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ซึ่่�ง

สามารถนำไปใช้้เป็็นแนวทางสำหรัับป้้องกััน และควบคุุม

โรคต่่อไป
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อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่าง

	 ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� เป็็นตััวอย่่างจากม้้า 

2,602 ตััว ที่่�ส่่งตรวจที่่�ศููนย์์วิิจััยและพััฒนาการสััตวแพทย์์

ภาคตะวัันออก (ศวพ.ภาคตะวัันออก) ได้้แก่่ เลืือด จากม้้า

มีีชีีวิิตทั้้�งม้้าป่่วยและม้้าที่่�มีีสุุขภาพดี และอวััยวะภายใน 

ได้้แก่่ ปอด ม้้าม และหััวใจ ของม้้าที่่�ไม่่มีีชีีวิิต จากจัังหวััด

ที่่�อยู่่�ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ได้้แก่่ นครนายก สมุุทรปราการ 

ชลบุุรีี ระยอง จัันทบุุรีี ตราด สระแก้้ว ปราจีีนบุุรีี และ

ฉะเชิิงเทรา ในช่่วงเดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563

การตรวจโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี Real-time 

RT-PCR

	 การเตรีียมตััวอย่่างและการสกััดสารพัันธุุกรรม

		  เตรีียมตััวอย่่างทั้้�ง 2 ชนิิด ได้้แก่่ตััวอย่่าง

อวััยวะภายใน 10% suspension โดยตััดตััวอย่่างปริิมาณ 

100 mg ใส่่ลงในหลอดไมโครเซนติิฟิิวก์์ที่่�มีีสารละลาย 

Phosphate Buffer Saline (PBS) และ bead ปริิมาตร 

1 ml บดตััวอย่่างด้้วยเครื่่�อง TacoTM prep bead 

beater (GeneReach Biotechnology Corp., Taiwan)  

นำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 12,000 rpm 4 °C เป็็นเวลา 3 นาทีี 

และดููดสารละลายส่่วนใสปริิมาตร 200 µl มาสกััดสาร

พันัธุุกรรม และตััวอย่า่งเลืือดใช้้ปริิมาณตััวอย่า่งละ 200 µl 

นำตััวอย่่างที่่�เตรีียมไว้้ทั้้�ง 2,602 ตััวอย่่าง มาสกััดสาร

พัันธุุกรรมด้้วยชุุดสกััด MagMAX pathogen RNA/DNA 

kit (Applied Biosystems, USA) ตามวิิธีีการที่่�ผู้้�ผลิต

กำหนด ได้้ตััวอย่่าง RNA ปริิมาณ 100 µl ต่่อตััวอย่่าง และ

ก่อ่นนำตััวอย่่างใส่่เครื่่�องตรวจด้้วยวิิธี ีReal-time RT-PCR 

นำตััวอย่่าง RNA ที่่�ได้้ มาบ่่มที่่�ความร้้อน 95 °C เป็็นเวลา  

5 นาทีี จากนั้้�นทำการลดอุุณหภููมิิอย่่างรวดเร็็วโดยวางลง

บนน้้ำแข็็ง เพื่่�อเตรียมตััวอย่่างให้้เป็็น single-stranded 

RNA 

	 การเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม

		  เพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี Real-time 

RT-PCR ตามวิิธีีของ Guthrie et al. (2013) โดยมีีลำดัับ

นิิวคลีีโอไทด์์ของ Primers และ Probe ตาม ตารางที่่� 1 ใช้้

ชุุดน้้ำยา AgPath-ID one step RT-PCR kit (Applied 

Biosystems, USA) โดยใช้้เครื่่�อง Real-time PCR รุ่่�น 

QuantStudioTM5 (Applied Biosystems, USA) โดยใช้้

สภาวะในการทำปฏิิกิิริิยา Real-time RT-PCR ดัังนี้้� 

Reverse transcription ที่่�อุุณหภููมิิ 45 °C เป็็นเวลา 10 

นาทีี Pre-denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 95 °C เวลา 10 นาทีี 

ตามด้้วยปฏิิกิิริิยา Denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 95 °C เวลา 

15 วิินาทีี และ Annealing/Extension ที่่�อุุณหภููมิิ 58 °C 

เวลา 15 วิินาทีี จำนวน 45 รอบ การแปลผลจะอ่่านค่่า 

threshold cycle (Ct) โดยผลบวกคืือตััวอย่่างที่่�มีีค่่า Ct 

ต่่ำกว่่า 35 

ตารางที่่� 1 ลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ โพรบและไพรเมอร์์  

(Guthrie et al., 2013)

การวิิเคราะห์์ข้้อมููลและการสร้้างแผนที่่�ด้้วยโปรแกรม 

Quantum Geographic Information System (QGIS)

	 นำข้้อมููลผลการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ มา

วิเิคราะห์ด์้้วยสถิติิเิชิงิพรรณนา และสร้้างแผนภาพสัดัส่ว่น

ของการพบโรครายจัังหวัดระดัับอำเภอเพื่่�อแสดงการ 

กระจายตัวัของโรคด้้วยแผนที่่� โดยใช้้โปรแกรม QGIS (QGIS 

desktop version 3.0.1-Girona, Switzerland) 

การตรวจหาลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของเชื้้�อ AHSV 

	 นำสารพัันธุุกรรมของตััวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกต่่อเชื้้�อ 

ASHV ไปเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรมด้้วยวิิธีี Nested  

RT-PCR ที่่�จำเพาะต่่อยีีน VP2 โดยใช้้ไพรเมอร์์ตามการ

ศึึกษาของ Bunpapong et al. (2021) ตาม ตารางที่่� 2  

มีีขั้้�นตอนในการเพิ่่�มจำนวนสารพัันธุุกรรม 2 รอบ โดย 

รอบแรก เตรียีมส่ว่นผสมของปฏิกิิริิยิา one-step reverse 

transcription PCR ปริิมาตร 25 µl ประกอบด้้วย

สารละลาย Superscript III Master Mix (Invitrogen, 

USA) ปริิมาตร 12.5 µl ไพรเมอร์์ของรอบแรก ความ 

เข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 1 µl โดยในรอบแรกจะใช้้ RNA 

ตั้้�งต้้นปริิมาณ 5 µl จากนั้้�นเติิม Nuclease free water  

ชื่อ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5’     3’) ยีน

Probe FAM-TGC-ACG-GTC-ACC-GCT-MGB 

VP7
Sense primer AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-GCA-GCC-T 

Anti-sense primer GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-TAA-TGA 
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จนครบปริิมาณ 25 µl นำสารละลายผสมที่่�ได้้ไปทำปฏิกิิิริยิา 

PCR ในเครื่่�องเพิ่่�มปริมิาณสารพันัธุกุรรมยี่่�ห้อ้ Eppendorf 

รุ่่�น Mastercycler® nexus (Eppendorf, Germany) 

โดยใช้้สภาวะรอบแรกดัังนี้้� Reverse-transcription ที่่�

อุุณหภููมิิ 50 °C เป็็นเวลา 30 นาทีี Pre-denaturation 

ที่่�อุุณหภููมิิ 94 °C เป็็นเวลา 2 นาทีี ตามด้้วยปฏิิกิิริิยา 

Denaturation ที่่�อุุณหภููมิิ 94 °C เป็็นเวลา 30 วิินาทีี 

ปฏิกิิริิยิา Annealing ที่่�อุณุหภูมิ ิ53 °C เป็็นเวลา 30 วินิาทีี 

และปฏิิกิิริิยา Extension ที่่�อุุณหภููมิิ 68 °C เป็็นเวลา 30 

วิินาทีี เป็็นจำนวน 35 รอบ สำหรับการเพิ่่�มปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมรอบที่่�สองใช้้ผลผลิิตของรอบแรกปริิมาณ 2 µl 

รวมกัับ 2x GoTaq® Green Master Mix (Promega, 

USA) ปริิมาตร 12.5 µl และไพรเมอร์์ของรอบที่่�สองความ

เข้้มข้้น 10 µM อย่่างละ 1 µl จากนั้้�นเติิม Nuclease 

free water จนครบปริิมาณ 25 µl นำสารละลายผสม

ที่่�ได้้ไปทำปฏิิกิิริิยา PCR โดยใช้้สภาวะรอบที่่�สองดัังนี้้�  

Pre-denaturation ที่่�อุณุหภูมูิ ิ94 °C เป็น็เวลา 2 นาที ีตาม

ด้้วยปฏิกิิิริยิา Denaturation ที่่�อุณุหภูมูิ ิ94 °C เป็็นเวลา 30 

วินิาทีี ปฏิกิิิริยิา Annealing ที่่�อุณุหภูมิ ิ53 °C เป็็นเวลา 30 

วินิาทีี และปฏิกิิิริิยา Extension ที่่�อุณุหภูมิ ิ68 °C เป็็นเวลา 

30 วิินาทีี เป็็นจำนวน 35 รอบ ส่่งตััวอย่่างผลผลิิต PCR ไป

หาลำดับันิวิคลีโีอไทด์ด์้้วยเทคนิคิ Sanger sequencing ที่่�

บริิษััท Solgent Co., Ltd. (South Korea) และนำผลลำ

ดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสาย forward และ reverse มา align 

ด้้วยวิิธีี ClustalW (Higgins et al., 1994) ในโปรแกรม 

MEGA X version 10.2.6 (Kumar et al., 2018) จาก

นั้้�นนำมาเปรีียบเทียีบกับัลำดัับนิวิคลีโีอไทด์ข์องเชื้้�อ AHSV 

ที่่�มีีในฐานข้้อมููล GenBank โดยใช้้โปรแกรม BlastN เพื่่�อ

ยืืนยัันซีีโรไทป์์ของเชื้้�อ AHSV

ตารางที่่� 2 ลำดับันิวิคลีโีอไทด์์ของไพรเมอร์์ (Bunpapong et al., 2021)

ลำ�ดับ 
ไพรเมอร์

ชื่อ ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ (5’     3’) ยีน

รอบ 
แรก

AHSV-1-VP2_22_F TTA-TTT-CAG-CAT-GGC-GTC-TG

VP2

AHSV-1-VP2_1649_R CCT-CTC-TCT-TCC-CCG-ACA-TT

รอบ 
ที่สอง

AHSV-1-VP2_22_F TTA-TTT-CAG-CAT-GGC-GTC-TG

AHSV-1-VP2_1157_R CAA-AGC-TTA-CCA-TTC-GGA-TCA

การสร้้างแผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ 

(Phylogenetic tree)

	 นำลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ 

AHSV จากฐานข้้อมููล GenBank มาจััดเรีียงและเปรีียบ

เทีียบกัับลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อ 

AHSV ที่่�ได้้จากการศึกษานี้้� โดยใช้้โปรแกรม ClustalW 

(Higgins et al., 1994) จากนั้้�นนำมาสร้้างแผนภููมิิความ

สััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ ด้้วยวิิธีี Maximum likelihood 

โดยใช้้โปรแกรม MEGA X version 10.2.6 (Kumar  

et al., 2018) โดยทดสอบความเชื่่�อมั่่�นด้้วยค่่า Bootstrap 

ที่่�จำนวน 1,000 ซ้้ำ

ผลและวิิจารณ์์

ผลการตรวจโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าด้้วยวิิธีี  

Real-time RT-PCR

	พบ สารพัันธุุกรรมของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า

จากพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ตั้้�งแต่่เดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 

2563 คิิดเป็็น 0.92% (24/2,602) เมื่่�อนำมาคิิดแยกเป็็น

รายจัังหวัดพบผลบวกสูงสุุดในจัังหวัดฉะเชิิงเทรา คิิดเป็็น 

5.21% (15/288) รองลงมาคืือจัังหวััดนครนายกคิิดเป็็น 

0.87% (2/229) ชลบุุรีีคิิดเป็็น 0.54% (6/1,117) และ

จัันทบุุรีีคิิดเป็็น 0.49% (1/203) และไม่่พบสารพัันธุุกรรม

ของเชื้้�อ ASHV ในม้้าในจัังหวััดระยอง สมุุทรปราการ 

สระแก้้ว ในส่่วนของจัังหวััดปราจีีนบุุรีี และตราด ไม่่มีี

ตััวอย่่างส่่งตรวจ (ตารางที่่� 3)

จังหวัด
จำ�นวนสัตว ์

ที่ส่งตรวจ (ตัว)
จำ�นวนสัตว ์

ที่ตรวจพบโรค (ตัว)
ผลบวก (%) 

ฉะเชิงเทรา 288 15 5.21
นครนายก 229 2 0.87

ชลบุรี 1,117 6 0.54
จันทบุรี 203 1 0.49
ระยอง 341 0 0

สมุทรปราการ 385 0 0
สระแก้ว 39 0 0

ปราจีนบุรี
ตราด

0
0

0
0

0
0

รวมทั้งหมด 2,602 24 0.92

ตารางที่่� 3 ผลบวกของโรคกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ในช่่วงเดืือน 

มีีนาคม–ธัันวาคม พ.ศ. 2563 แยกเป็็นรายจัังหวััด
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	พื้ ้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 พบโรค AHS ครั้้�งแรกที่่�  

อ.เกาะจัันทร์์ จัังหวัดชลบุุรีี ในเดืือนมีีนาคม พ.ศ. 2563 

ต่อ่มามีีการระบาดในอำเภอพนัสนิคิม และอำเภอพานทอง 

จัังหวััดชลบุุรีี ซึ่่�งมีีพื้้�นที่่�ติิดต่่อกัับจัังหวััดฉะเชิิงเทรา ทำให้้

พบการระบาดของโรคในจัังหวัดฉะเชิิงเทราตามมา เช่่น

เดีียวกัับการระบาดของเชื้้�อ AHSV ในประเทศสเปน

เมื่่�อปีี ค.ศ.1987 ที่่�มีีการรายงานการพบโรคในเมืืองที่่�มีี

พื้้�นที่่�ติิดกััน Rodriguez et al. (1992) ให้้ความเห็็นว่่า

เกิิดจากภููมิิอากาศที่่�เหมาะสมสำหรัับริ้้�นซึ่่�งเป็็นพาหะ 

นำโรค สำหรับในจัังหวัดฉะเชิิงเทราตรวจพบเชื้้�อในหลาย

อำเภอ ได้้แก่่ สนามชััยเขต พนมสารคาม แปลงยาว  

ท่่าตะเกีียบ และบางน้้ำเปรี้้�ยว นอกจากนั้้�นยัังตรวจพบ

โรคในจัังหวัดนครนายกในช่่วงใกล้้เคีียงกัับการตรวจพบ

ที่่�จัังหวัดฉะเชิิงเทรา สอดคล้้องกัับลัักษณะภููมิิประเทศที่่�

เป็็นพื้้�นที่่�ใกล้้เคีียงกัันระหว่่างอำเภอบางน้้ำเปรี้้�ยว จัังหวััด

ฉะเชิิงเทรา และจัังหวััดนครนายก ส่่วนจัังหวััดจัันทบุุรีี

นั้้�นตรวจพบโรคหลัังสุุดในเดืือนกัันยายน ซ่ึ่�งเป็็นพ้ื้�นที่่�ที่่�

ไม่่ได้้ติิดต่่อกัับจัังหวััดที่่�เกิิดโรค แต่่ก็็อยู่่�ในระยะของแมลง

พาหะที่่�สามารถนำพาโรคไปได้้ รายละเอีียดการระบาด

ของโรค แสดงในตารางที่่� 4 ซ่ึ่�งรายละเอีียดของการเกิิดโรค

เหมืือนกับัรายงานการเกิดิโรคในจังัหวัดัต่า่งๆ ได้้แก่ ่ชลบุรุีี 

ประจวบคีีรีีขัันธ์์ ราชบุุรีี เพชรบุุรีี ชััยภููมิิ และสระแก้้ว ของ 

Lu et al. (2020) ต่่างกัันที่่�การศึึกษาครั้้�งนี้้�ที่่�ไม่่พบผลบวก

ของโรค AHS ที่่�จังัหวัดสระแก้้ว อาจเป็็นไปได้้ว่า ตัวัอย่า่งที่่�

ศวพ. ภาคตะวัันออก ได้้รัับ เป็็นตััวอย่่างเลืือดของม้้าที่่�ส่่ง

มาตรวจเพื่่�อเฝ้้าระวัังโรค 

ตารางที่่� 4 แสดงรายละเอีียดการเกิิดโรคในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ในช่่วง

เดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563

จังหวัด อำ�เภอ
จำ�นวนสัตว์ที่เป็นโรค (ตัว)

มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ก.ย. ต.ค. พ.ย. ธ.ค.

ชลบุรี

เกาะจันทร์ 1 - - - - - - - -

พนัสนิคม - 4 - - - - - - -

พานทอง - - 1 - - - - - -

ฉะเชิงเทรา

สนามชัยเขต - - 2 - - - - - -

พนมสารคาม - - 2 3 2 - - - -

แปลงยาว - - - 3 - - - - -

ท่าตะเกียบ - - - 2 - - - - -

บางน้้ำเปรี้้�ยว - - - 1 - - - - -

นครนายก
เมือง - - 1 - - - - - -

บ้านนา - - 1 - - - - - -

จันทบุรี เมือง - - - - - 1 - - -

รวม 1 4 7 9 2 1 0 0 0

	จ ากตารางที่่� 4 พบการเกิิดโรคบ่่อยครั้้�งคืือ 3 ครั้้�ง

ในแต่่ละเดืือน ได้้แก่่ เดืือนพฤษภาคม มิิถุุนายน และ

กรกฎาคม ที่่�อำเภอพนมสารคาม จัังหวััดฉะเชิิงเทรา เป็็น

ไปได้้ที่่�เกิดิจากการเป็น็พื้้�นที่่�ติดิต่อ่กับับริเิวณพบโรคระบาด

หลายพ้ื้�นที่่�รวมทั้้�งช่ว่งที่่�มีกีารระบาดในพ้ื้�นที่่�นั้้�น เป็็นช่ว่งที่่�

มีีความหนาแน่่นของริ้้�นเนื่่�องจากสภาพอากาศที่่�ร้้อนแห้้ง

แล้้ง ก่่อนและหลัังจากมีีฝนตกหนััก ซึ่่�งเหมาะต่่อการแพร่่

กระจายของริ้้�น การเกิิดโรคพบมากสุดในเดืือนมิิถุุนายน 

รองลงมาได้้แก่่เดืือนพฤษภาคม ซึ่่�งเป็็นฤดููฝนซึ่่�งเป็็นเวลา

ที่่�มีีความหนาแน่่นของริ้้�นซึ่่�งเป็็นพาหะนำโรคมากสุุด  

(จำนงจิติ และคณะ, 2553) และนอกจากนั้้�นลมมรสุมุตะวันั

ตกเฉียีงใต้้ที่่�พัดัในช่่วงเดืือนพฤษภาคม และเดืือนมิิถุนุายน 

จะเป็น็ตัวัช่ว่ยพัดัพา ริ้้�น ที่่�เป็น็พาหะนำโรคกระจายไปตาม

ทิิศทางลมและไปสู่่�พื้้�นที่่�ใกล้้เคีียงได้้ เพราะริ้้�นมีีความ

สามารถในการบินได้้นานอย่่างน้้อย 20 ชั่่�วโมง (Sellers  

et al., 1977) และบิินได้้ไกลกว่่า 150 กิิโลเมตรบนพื้้�นดิิน 

และ 700 กิิโลเมตรบนผิิวน้้ำเมื่่�อมีีกระแสลมช่่วยในการ

เคลื่่�อนที่่� (Mugabi et al., 2021)

การสร้้างแผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรคด้้วย

โปรแกรม Quantum Geographic Information System

	 การใช้้ระบบสารสนเทศทางภูมูิศิาสตร์ ์(Geographic 

Information System, GIS) เพื่่�อสร้้างแผนที่่�ที่่�แสดง 

รููปแบบการกระจายตััวของโรค AHS (รููปที่่� 1) 

รููปที่่� 1  แผนที่่�แสดงการกระจายตััวของโรคตามจำนวนประชากรม้้าที่่�
ตรวจพบสารพัันธุุกรรมของเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 
ในช่่วงเดืือนมีีนาคม-ธัันวาคม พ.ศ. 2563 ด้้วยโปรแกรม Quantum 
Geographic Information System
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	พบก ารกระจายตััวของโรคเป็็นแบบกลุ่่�มก้้อน 

(cluster) ในจัังหวััดที่่�มีีประชากรม้้ามาก ได้้แก่่ นครนายก 

ชลบุุรีี และฉะเชิิงเทรา ตามลำดัับ (กรมปศุุสััตว์์, 2563) 

ซึ่่�งอาจเกิิดได้้จากหลายปััจจััย เช่่น การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์

ป่่วยก่่อนการประกาศเขตโรคระบาด เนื่่�องจากในพ้ื้�นที่่�

ปศุุสััตว์เขต 2 มีีฟาร์์มม้้าจำนวนมาก รวมทั้้�งเป็็นพื้้�นที่่�ที่่�

นิิยมจััดการแข่่งขัันม้้า ทำให้้มีีการเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์เพื่่�อการ

แข่่งขััน นอกจากนี้้�ความหนาแน่่นของม้้าในพ้ื้�นที่่�จึึงเป็็น

ปััจจััยที่่�สำคััญของการกระจายโรค รวมไปถึึงการป้้องกััน

แมลงพาหะที่่�ไม่่เหมาะสม ได้้แก่่ การไม่่ให้้ม้้าอยู่่�ในมุ้้�งเพื่่�อ

ป้อ้งกันัแมลงพาหะนำโรค การแพร่ก่ระจายของแมลงพาหะ 

เนื่่�องจากการเคลื่่�อนที่่�ของแมลงพาหะเป็น็ปัจัจัยัหนึ่่�งในการ

แพร่่โรคไปยัังพื้้�นที่่�ปลอดโรคได้้ 

แผนภููมิิความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการ

(Phylogenetic tree)

	จ ากตัวอย่่างที่่�ให้้ผลบวกโดยวิิธี ีReal-time RT-PCR 

จำนวน 24 ตัวัอย่า่ง เลืือกตััวอย่า่งจำนวน 3 ตัวัอย่า่ง ที่่�พบ

การระบาดในช่่วงแรก ได้้แก่่ ตัวัอย่่างจากอำเภอเกาะจัันทร์์ 

จัังหวััดชลบุุรีี อำเภอพนััสนิิคม จัังหวััดชลบุุรีี และอำเภอ

ท่่าตะเกีียบ จังัหวัดฉะเชิงิเทรา มาตรวจหาลำดัับนิวิคลีโีอไทด์์

ของสารพัันธุุกรรมในฐานข้้อมููลของ GenBank ด้้วย

โปรแกรม BlastN พบว่่าเป็็น AHSV ซีีโรไทป์์ 1 โดยจาก

แผนภูมูิแิสดงความสัมัพันัธ์เ์ชิงิวิวิัฒันาการ ของตัวัอย่า่งทั้้�ง 

3 ที่่�ศึึกษา เกาะกลุ่่�มกัับเชื้้�อ AHSV ซีีโรไทป์์ 1 และเกาะ

กลุ่่�มกับัเชื้้�อที่่�พบในประเทศไทย จากการรายงานเมื่่�อเดืือน

มีีนาคม พ.ศ. 2563 ที่่�จัังหวััดนครราชสีีมา (MT461278.1) 

คิิดเป็็น % identity เท่่ากัับ 100% ซึ่่�งพบว่่าเป็็นเชื้้�อ 

ซีีโรไทป์์ 1 (King et al., 2020)  และมีีความคล้้ายคลึึงกัับ

เชื้้�อซีีโรไทป์์ 1 ที่่�พบในจัังหวัดนครราชสีมา ประเทศไทย 

(MT280793.1) ก่่อนหน้้านี้้� (Kamlungdee, ข้้อมููลไม่่ได้้ 

ตีีพิิมพ์์) คิิดเป็็น % identity เท่่ากัับ 96.64% โดยข้้อมููล 

ซีีโรไทป์์ของเชื้้�อที่่�มีีการระบาดนี้้� สามารถนำมาใช้้ในการ

ป้้องกัันโรค เช่่น การใช้้วััคซีีนให้้ตรงกัับซีีโรไทป์์ที่่�มีีการ

ระบาด เพื่่�อให้้เกิิดประสิิทธิิภาพในการป้องกัันโรคยิ่่�งขึ้้�น 

อีกีทั้้�งความสัมัพัันธ์เ์ชิงิวิิวัฒันาการ แสดงให้้เห็น็พ้ื้�นที่่�ที่่�เป็็น

แหล่่งที่่�มาของการระบาดของโรค สามารถนำมาใช้้ในการ

ออกมาตรการควบคุมุโรคจากพื้�นที่่�เสี่่�ยง เพื่่�อลดความเสี่่�ยง

ในการนำโรคเข้้าสู่่�พื้้�นที่่�ต่่อไป

รูปูที่่� 2 แผนภูมูิแิสดงความสัมัพัันธ์เ์ชิงิวิวิัฒันาการ (phylogenetic tree) 
จากส่่วนหนึ่่�งของยีีน VP2 ของเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้าขนาด 1157 
bp ที่่�ตรวจพบในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์เขต 2 ของประเทศไทย เทีียบกัับฐาน
ข้้อมููล GenBank  สร้้างแผนภููมิิด้้วยวิิธีี Maximum likelihood โดยการ
วิิเคราะห์์ข้้อมููลของ Hasegawa-Kishino-Yano+G parameter model 
มีีค่่าความเชื่่�อมั่่�น Bootstrap ที่่� 1,000 โดยใช้้โปรแกรม MEGA-X ในการ
สร้้าง phylogenetic tree

สรุุปและข้้อเสนอแนะ

	จ ากการศึกษาพบการกระจายตััวของ AHS เป็็น 

กลุ่่�มก้้อน ในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 ของประเทศไทย ใน 4 

จัังหวััด ได้้แก่่ ฉะเชิิงเทรา ชลบุุรีี นครนายก และจัันทบุุรีี 

โดยที่่�จัังหวััดฉะเชิิงเทราพบกลุ่่�มก้้อนจำนวนมากที่่�สุุด ใน

ขณะที่่�อีีก 5 จัังหวััดไม่่พบเชื้้�อ AHSV พบผลบวกต่่อโรค

กาฬโรคแอฟริิกาในม้้า 0.92% (24/2,602) และลัักษณะ

ทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อ AHSV จากการศึกษาวงศ์์วาน

วิิวััฒนาการจากยีีน VP2 พบว่ามีีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของ 

สารพัันธุุกรรมเป็็นเชื้้�อกาฬโรคแอฟริิกาในม้้า ซีีโรไทป์์ 1 

เช่น่เดียีวกับัที่่�พบรายงานในประเทศไทยก่อ่นหน้้านี้้�อย่า่งไร
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ก็็ตามควรมีีการศึึกษาในเรื่่�องของชนิดของแมลงพาหะใน

พื้้�นที่่� ตลอดจนการควบคุุมและป้้องกัันแมลงพาหะที่่�เป็็น

ปััจจััยเสี่่�ยงในการระบาดของโรคในพื้้�นที่่�ปศุุสััตว์์เขต 2 

กิิตติิกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการพยาธิิวิิทยา
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