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บทนำำ�

บทที่่� 1

	 โรคเมลิิออยด์์ หรืือโรคเมลิิออยโดสิิส  (Melioidosis) หรืือที่่�เกษตรกรรู้้�จัักกัันทั่่�วไปในชื่่�อ โรคไข้้ดิน เป็็นโรคใน 

พระราชบััญญััติิโรคระบาดสััตว์์ พ.ศ. 2558 และเป็็นโรคติิดต่่อที่่�ต้้องเฝ้้าระวัังทางระบาดวิิทยาตามพระราชบััญญััติ ิ

โรคติิดต่่อ พ.ศ. 2558 เกิิดจากเชื้้�อแบคทีีเรีีย Burkholderia pseudomallei ถููกจััดให้้อยู่่�ในเชื้้�อโรคกลุ่่�มที่่� 3 ภายใต้้ 

พระราชบััญญััติิเชื้้�อโรคและพิิษจากสััตว์์ พ.ศ. 2558 เป็็นเชื้้�อโรคท่ี่�มีีความเสี่่�ยงสููงหรืืออัันตรายสููง ซ่ึ่�งตามคำนิิยามของ

ศููนย์์ควบคุุมและป้้องกัันโรคแห่่งสหรััฐอเมริิกา (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) ถืือเป็็นเชื้้�อ 

ก่่อโรคประเภท  B   (Category B) เป็็นเชื้้�ออัันตรายที่่�สามารถนำมาใช้้เป็็นอาวุุธชีีวภาพได้้  แพร่่กระจายได้้ค่่อนข้้างง่่าย 

สามารถทำให้้เกิิดความพิิการถาวร หรืือคุุกคามชีีวิิต หรืือถึึงแก่่ชีีวิิตในมนุุษย์์หรืือสััตว์์เมื่่�อสััมผััสเชื้้�อดัังกล่่าว

รููปที่่� 1 แผนที่่�แสดงการกระจายตััวของ Burkholderia pseudomallei ทั่่�วโลกในช่่วงมกราคม พ.ศ. 2453 ถึึงกัันยายน พ.ศ. 2565 สีีเขีียวแสดงถึึงการไม่่พบ 

B. pseudomallei อย่่างสมบููรณ์์ และสีีแดง แสดงถึึงการพบ B. pseudomallei อย่่างสมบููรณ์์ (ที่่�มา: Meumann et al., 2024)
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	 โรคเมลิิออยด์์ (Melioidosis) เป็็นโรคติิดต่อที่่�มีีความสำคััญทั้้�งในมนุุษย์์และสััตว์์ เกิิดจากเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมลบ 

Burkholderia pseudomallei ซึ่่�งพบได้้ตามธรรมชาติิในดิินและน้้ำ โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ที่่�มีีลัักษณะภููมิิอากาศร้้อนชื้้�น 

ได้้แก่่ เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้ ออสเตรเลีียตอนเหนืือ แอฟริิกา และบางพื้้�นที่่�ในอเมริิกา (MOPH, 2021; Sprague & 

Neubauer, 2004) โดยโรคนี้้�มีีผลกระทบอย่่างมากต่่อสุุขภาพของประชากรในพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาด

	 ลัักษณะการแพร่่กระจายของเชื้้�อ B. pseudomallei เกิิดได้้หลายช่่องทาง ทั้้ �งจากการสััมผััสกัับดิินหรืือน้้ำท่ี่� 

ปนเปื้้�อน การรัับเชื้้�อผ่่านทางการกิิน ดื่่ �ม หรืือหายใจ  รวมถึึงจากสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ โดยเฉพาะในช่่วงฤดููฝนหรืือหลัังจาก 

ฝนตกหนััก ซึ่่�งเป็็นช่่วงเวลาท่ี่�มีีการรบกวนชั้้�นผิิวดิิน ท ำให้้เชื้้�อที่่�อยู่่�ใต้้ผิวดิินสามารถแพร่่กระจายขึ้้�นสู่่�ผิวหน้้าและ 

เข้้าสู่่�ร่่างกายมนุุษย์์หรืือสััตว์์ได้้ (นราพร และ สลิิษา, 2560) กลุ่่�มประชากรที่่�มีีความเสี่่�ยงสููง ได้้แก่่ เกษตรกรและชาวนา 

ซึ่่�งมัักมีีการสััมผััสกัับดิินโดยตรง การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์และผลิิตภััณฑ์์จากสััตว์์ข้้ามพรมแดน รวมถึึงการขยายตััวของการ 

ท่่องเที่่�ยวระหว่่างประเทศ เป็็นปััจจััยท่ี่�ส่่งเสริิมให้้เกิิดการแพร่่กระจายของโรคเมลิิออยด์์จากพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาดไปยััง

พื้้�นที่่�ใหม่่ที่่�ยัังไม่่เคยพบการติิดเชื้้�อมาก่่อน นอกจากนี้้� กระแสโลกาภิิวััตน์์และความก้้าวหน้้าทางการคมนาคมยัังส่่งผลให้้

โรคติิดเชื้้�ออุุบััติิใหม่่สามารถแพร่่กระจายได้้รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น รวมถึึงโรคเมลิิออยด์์ซ่ึ่�งมีีแนวโน้้มการระบาดเพิ่่�มขึ้้�นในหลาย

ภููมิิภาคทั่่�วโลก 

	 ภาวะโลกร้้อนยัังเป็็นอีีกปััจจััยสำคััญท่ี่�อาจเปลี่่�ยนแปลงรููปแบบการระบาดของโรค เนื่่�องจากส่่งผลต่่อระบบนิิเวศ

และการกระจายตััวของเชื้้�อโรคในสิ่่�งแวดล้้อม การเปล่ี่�ยนแปลงนี้้�อาจทำให้้พื้้�นท่ี่�ใหม่่กลายเป็็นแหล่่งสะสมเชื้้�อ  

B. pseudomallei ได้้ในอนาคต (Birnie et al., 2022) แม้้การแพทย์ในยุุคปััจจุุบัันจะมีีความก้้าวหน้้าอย่่างต่่อเนื่่�อง  

ส่่งผลให้้ประชากรมีีอายุุขัยเฉลี่่�ยท่ี่�ยืืนยาวขึ้้�น แต่่ในขณะเดีียวกัันกลัับพบว่่า ผู้ ้�สููงอายุุมีีแนวโน้้มเกิิดโรคร่่วมได้้มากขึ้้�น  

รวมถึึงโรคเมลิิออยด์์ ซึ่่�งอาจมีีอาการรุุนแรงและเสี่่�ยงต่่อการเสีียชีีวิิตโดยเฉพาะในผู้้�ที่่�มีีภููมิิคุ้้�มกัันบกพร่่อง (รููปที่่� 2)

	 ประเทศไทยมีีการรายงานผู้้�ป่่วยโรคเมลิิออยด์์รายแรกเมื่่�อปีี พ.ศ. 2498 Chittivej et al. (1955) โรคนี้้�ไม่่ได้้เป็็น

ท่ี่�รู้้�จัักอย่า่งกว้้างขวางจนกระทั่่�งช่ว่งสงครามเวีียดนาม ซ่ึ่�งมีีทหารอเมริกิันัเสีียชีีวิติจากโรคปอดอักัเสบเฉีียบพลันั (Weber 

et al., 1969) โดยโรคเมลิิออยด์์ในขณะนั้้�นเรีียกว่่า “โรคมงคล่่อเทีียม” ตามช่ื่�อโรค “มงคล่่อ” (โรค Glanders) ใน 

ภาษาพม่่า (Jayanetra et al., 1974) ต่่อมามีีการรายงานโรคในพื้้�นที่่�ต่่าง ๆ ตามมา โดยเฉพาะผู้้�ป่่วยในภาคตะวัันออก 

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือและภาคใต้้ ส่ ่วนในสััตว์์นั้้�นพบรายงานโรคเมลิิออยด์์ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2549–2553 จ ากการ

ยืนืยันัด้้วยวิธิีีเพาะแยกเชื้้�อในสัตัว์เ์ลี้้�ยง และสัตัว์ป์่า่ในกรงเลี้้�ยง โดยพบอัตัราการเกิิดโรคสููงสุุดในแพะ (Kongkaew et al., 

2017; Limmathurotsakul et al., 2012) มีีการบัันทึึกไว้้ในฐานข้้อมููลห้้องปฏิิบััติิการด้้านสุุขภาพสััตว์์ทั้้�งในส่่วนกลาง

และส่่วนภููมิิภาค Tonpitak และคณะ (2014) รายงานโรคในแพะช่่วงปีี พ.ศ. 2549 ในพื้้�นที่่�กรุุงเทพมหานครว่่ามีีความ

เกี่่�ยวข้้องกัับการพบผู้้�ป่่วยโรคเมลิิออยด์์ หลัังจากนั้้�นมีีรายงานโรคในสััตว์์ทั้้�งในสััตว์์เลี้้�ยง (Fungwithaya et al., 2024) 

ปศุุสััตว์์ (Limmathurotsakul et al., 2012; Tonpitak et al., 2014; Kwanhian et al., 2020) และในสััตว์์ป่่า  

(Kasantikul et al., 2016; Damrongsukij et al., 2021; Saechan et al., 2022) อย่่างต่่อเนื่่�อง 

โรคเมลิิออยด์์ ชื่่�อนี้้�มีีที่่�มาอย่่างไร

	 ในปีี พ.ศ. 2555 เครืือข่่ายโรคเมลิิออยด์์ในประเทศไทย ซึ่่�งประกอบด้้วยแพทย์์และนัักวิิจััยจากหลายสถาบััน ร่่วมกัับตััวแทนจาก

กระทรวงสาธารณสุุข  ได้้เสนอให้้ใช้้ชื่่�อภาษาไทยว่่า “โรคเมลิิออยด์์” เนื่่�องจากเป็็นชื่่�อที่่�ง่่ายต่่อการสื่่�อสารและเข้้าใจ  โดยไม่่สัับสนว่่าโรคนี้้�

เกิิดจากการติิดเชื้้�อจากดิินเพีียงอย่่างเดีียว เพราะเชื้้�อสามารถพบในน้้ำและสามารถติดต่อได้้จากการรัับประทานอาหารหรืือน้้ำที่่�มีีเชื้้�อปน

เปื้้�อน การใช้้ชื่่�อทัับศััพท์์สามพยางค์์ เช่่น “โรคเมลิิออยด์์” จึึงสะดวกและเหมาะสมกัับการประชาสััมพัันธ์์ รวมถึึงเป็็นชื่่�อที่่�ผู้้�ป่่วยและแพทย์์

ส่่วนใหญ่่ใช้้เรีียกในปััจจุุบััน ขณ ะที่่�ชื่่�อ “เมลิิออยโดสิิส” เหมาะสำหรัับใช้้ในทางการแพทย์ (Thailand Lao Melioidosis Network 

Meeting Minute, 2012)
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	 อุุบััติิการณ์์ของโรคนี้้�มีีแนวโน้้มที่่�จะเกิิดขึ้้�นในช่่วงฤดููมรสุุม และมัักจำกััดอยู่่�ในพื้้�นที่่�ทางภููมิศาสตร์์ที่่�เคยมีี 

การรายงานโรคมาก่่อนหน้้านี้้� การกระจายตััวของโรคนี้้�พบได้้ในหลายภููมิภาคและแสดงความสััมพัันธ์์กัับอุุบััติิการณ์์ของ

โรคในมนุุษย์์อย่่างมีีนััยสำคััญ ดั ังนั้้�น การดำเนิินมาตรการเฝ้้าระวัังและการควบคุุมโรคในประชากรสััตว์์จึึงมีีความสำคััญ

ยิ่่�งในการป้้องกัันการแพร่่กระจายของเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อก่่อโรคที่่�สามารถติิดต่่อสู่่�มนุุษย์์ 

(zoonotic pathogen) ได้้ การดำเนิินการเฝ้้าระวัังโรคเมลิิออยด์์อย่่างต่่อเนื่่�องเป็็นส่่วนสำคััญที่่�ช่่วยลดความสููญเสีียทาง

เศรษฐกิิจ  เสริิมสร้้างความปลอดภััยทางชีีวภาพในฟาร์์ม และสนัับสนุุนการประยุุกต์์ใช้้แนวคิิด  “สุุขภาพหนึ่่�งเดีียว”  

ในการบููรณาการงานด้้านสุุขภาพเพื่่�อให้้ความปลอดภััยของมนุุษย์์ สััตว์์ และสิ่่�งแวดล้้อมอย่่างยั่่�งยืืนในทุุกมิิติิ

รููปที่่� 2 ปััจจััยที่่�เกี่่�ยวข้้องต่่อการเพิ่่�มการแพร่่ระบาดของโรคเมลิิออยด์์: การเคลื่่�อนย้้ายสััตว์์หรืือปศุุสััตว์์จากพื้้�นที่่�ระบาดเข้้าสู่่�พื้้�นที่่�ใหม่่ การเปลี่่�ยนแปลง 

สภาพภููมิิอากาศ การเปลี่่�ยนแปลงคุุณสมบััติิของดิินที่่�เอื้้�อต่่อการแพร่่กระจายเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei การเพิ่่�มขึ้้�นของโรคร่่วมสำคััญ 

ในมนุุษย์์ เช่่น เบาหวาน โรคไตเรื้้�อรััง และภาวะตัับวาย (ที่่�มา: Birnie et al., 2022)
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ลัักษณะของเชื้้�อ 
และกลไกการก่่อโรค

บทที่่� 2

	 Burkholderia pseudomallei เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีียท่ี่�ถููกจััดอยู่่�ใน Phylum Pseudomonadota, Class 

Betaproteobacteria, Order Burkholderiales, Family Burkholderiaceae, Genus Burkholderia โดยเริ่่�มแรก

ถููกค้้นพบและตั้้�งชื่่�อว่่า Bacillus pseudomallei ในปีี 1911 ต่่อมาได้้เปลี่่�ยนชื่่�อเป็็น Pseudomonas pseudomallei 

เมื่่�อมีีการจััดกลุ่่�มใหม่่ตามลัักษณะทางชีีวเคมีีและพัันธุุกรรม และในปีี 1992 ได้้รัับการจััดกลุ่่�มใหม่่อีีกครั้้�งเป็็น 

Burkholderia pseudomallei ตามการวิิเคราะห์์ทางพัันธุุกรรมท่ี่�แสดงให้้เห็็นถึึงความแตกต่่างจากกลุ่่�ม 

Pseudomonas อย่่างชััดเจน (Meumann et al., 2024; H	all et al., 2022) เชื้้�ออยู่่�อาศััยได้้ทั้้�งภายในและภายนอก

เซลล์์เจ้้าบ้้าน (facultative intracellular bacteria) ใช้้ออกซิิเจนในการเจริิญเติิบโต อาศััยอยู่่�ในดิิน น้้ำ และพืืชในพื้้�นที่่�

เฉพาะถิ่่�น เชื้้�อในสกุุล  Burkholderia ส ามารถแบ่่งออกได้้เป็็นหลายกลุ่่�มตามลัักษณะทางพัันธุุกรรมและลัักษณะทาง

นิิเวศวิิทยา (รููปที่่� 3) โดยจััดแบ่่งตามข้้อมููลทางวิิชาการในปััจจุุบััน ได้้ดัังนี้้�

		  1.	 Burkholderia pseudomallei complex (Bpc) ประกอบด้้วยเชื้้�อที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคในมนุุษย์์และสััตว์์ 

เช่่น  B. mallei, B. pseudomallei และ B. thailandensis (Hall et al., 2022) 

	 	 2.	 Burkholderia cepacia complex (Bcc) เป็็นกลุ่่�มเชื้้�อฉวยโอกาสที่่�ก่่อโรคในมนุุษย์์ พบในผู้้�ป่่วยโรคปอด

เรื้้�อรัังหรืือผู้้�ป่่วยโรคซิิสติิกไฟโบรซิิส เช่่น B. cenocepacia, B. multivorans และ B. vietnamiensis (Sawana et al., 

2014)

	 	 3.	 กลุ่่�มที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับพืืชและสิ่่�งแวดล้้อม เช่่น Paraburkholderia, Caballeronia, และ Robbsia ซึ่่�งแต่่ละ

กลุ่่�มมีีความสััมพัันธ์์กัับพืืชในฐานะเชื้้�อที่่�เป็็นประโยชน์์หรืือก่่อโรคในพืืช (Sawana et al., 2014)

	 กลุ่่�ม Burkholderia pseudomallei complex (Bpc) ประกอบด้้วยแบคทีีเรีียหลายสายพัันธุ์์�ที่่�มีีความ 

ใกล้้เคีียงกัันทางพัันธุุกรรม เช่่น B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis และ B. humptydooensis โดยแม้้

จะมีีลัักษณะทางชีีวเคมีีและพัันธุุกรรมคล้้ายคลึึงกััน ในแต่่ละสายพัันธุ์์�กลัับมีีความสามารถในการก่่อโรคและระดัับความ

รุุนแรงที่่�แตกต่่างกััน (Tuanyok et al., 2017; Hall et al., 2022) จากข้้อมููลการวิิเคราะห์์ระดัับฟีีโนไทป์์และจีีโนไทป์์ 

เช่่น 16S rRNA, Multi-Locus Sequence Typing (MLST) และการถอดรหััสจีีโนมทั้้�งชุุด  (whole-genome 

sequencing) ช่่วยยืืนยัันความสััมพัันธ์์ภายในกลุ่่�มนี้้� โดยพบว่่า B. pseudomallei และ B. mallei มีีความใกล้้เคีียงกััน
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มากที่่�สุุด และเป็็นสาเหตุุหลัักของการก่่อโรคโรคในมนุุษย์์และสััตว์์ ในขณะที่่�สายพัันธุ์์�อื่่�น ๆ  เช่่น B. thailandensis และ 

B. humptydooensis มัักไม่่ก่่อโรคในมนุุษย์์หรืือมีีความรุุนแรงต่่ำมาก (Lowe et al., 2016; Galyov et al., 2010)  

และแม้้  B. thailandensis จ ะมีีความใกล้้เคีียงกัับ  B. pseudomallei แต่่โดยทั่่�วไปไม่่ก่่อโรคในมนุุษย์์ ยกเว้้นบาง 

สายพัันธุ์์�ที่่�มีีการแสดงออกของแคปซููลคล้้าย B. pseudomallei ซ่ึ่�งอาจจะมีีศักยภาพในการก่่อโรคเพิ่่�มได้้ 

(Janesomboon et al., 2021) 

	 จากการวิิเคราะห์์การจััดลำดัับจีีโนมทั้้�งหมด พบว่่าสายพัันธุ์์�บรรพบุุรุุษของ B. pseudomallei เกิิดขึ้้�นครั้้�งแรกใน

ออสเตรเลีีย จากนั้้�นจึึงแพร่่กระจายไปทั่่�วเอเชีีย โดยมีีวิิวััฒนาการและแพร่่กระจายไปทั่่�วโลก (Chewapreecha et al., 

2017) B. pseudomallei จััดเป็็นเชื้้�อก่่อโรคที่่�มีีความทนทานสููงต่่อสภาพแวดล้้อมที่่�ผัันผวน ทั้้�งในสภาวะกรด-ด่่าง และ

การสััมผััสสารฆ่่าเชื้้�อ ความสามารถนี้้�สืืบเนื่่�องมาจากการเป็็นแบคทีีเรีียที่่�สามารถอาศััยอยู่่�ได้้ทั้้�งภายในและภายนอก 

เซลล์์โฮสต์์ (facultative intracellular bacteria) นอกจากนี้้� เชื้้�อยัังมีีกลไกเฉพาะในการหลบหลีีกการตอบสนองของ

เซลล์์ภููมิคุ้้�มกัันโดยกำเนิิดของโฮสต์ ช่ วยให้้สามารถดำรงชีีวิตรอดภายในเซลล์์ และแพร่่กระจายไปยัังเซลล์์ข้้างเคีียง 

ต่อ่ไปได้้ รวมถึึงสามารถสร้้าง biofilm ท่ี่�ทำหน้้าที่่�ป้อ้งกันัตัวัเองจากระบบของโฮสต์แ์ละยาปฏิชิีีวนะ (Kong et al., 2023) 

ปริิมาณเชื้้�อในการก่่อโรค

ปริิมาณที่่�ก่่อโรค (Lethal dose 50; LD50) ของ B. pseudomallei ในสััตว์์

	 เชื้้�อ B. pseudomallei มีี  LD50 ต่่ำมากในสััตว์์ทดลอง เช่่น หนูู  BALB/c, C57BL/6, หนููแฮมสเตอร์์ และลิิง  

โดย LD50 ในหนูู BALB/c อยู่่�ที่่� <10 CFU เมื่่�อให้้เชื้้�อทาง intraperitoneal หรืือ aerosol (Reckseidler et al., 2001; 

Wiersinga et al., 2007; Haraga et al., 2008; Titball et al., 2008; Welkos et al., 2015; Bearss et al., 2017; 

Trevino et al., 2018; Trevino et al., 2021) ในลิิง African green monkey พบว่่าเชื้้�อทุุกสายพัันธุ์์�ที่่�ทดสอบทำให้้

เกิดิโรคเฉีียบพลันัและตายได้้ (Trevino et al., 2021) สายพัันธุ์์�ที่่�แยกได้้จากผู้้�ป่ว่ยหรือืสัตัว์ม์ีีความรุุนแรงแตกต่า่งกันับ้้าง 

แต่่โดยรวมเชื้้�อมีีความสามารถในการก่่อโรคสููง (Lee et al., 2007; Welkos et al., 2015; Roe et al., 2022)

รููปที่่� 3  แสดงการแบ่่งกลุ่่�มตามลัักษณะทางพัันธุุกรรมและนิิเวศวิิทยาของเชื้้�อสกุุล Burkholderia (ที่่�มา: Hall et al., 2022; Sawana et al., 2014)
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ปััจจััยที่่�มีีผลต่่อความรุุนแรงของโรค 

	 ปััจจััยที่่�มีีผลต่่อความรุุนแรงของโรค ได้้แก่่ ส ายพัันธุ์์�ของเชื้้�อ สายพัันธุ์์�ของสััตว์์ที่่�ได้้รัับเชื้้�อ ช่่องทางการได้้รัับเชื้้�อ 

inhalation, subcutaneous หรืือ ingestion ภาวะภููมิิคุ้้�มกัันของสััตว์์ และปััจจััยสิ่่�งแวดล้้อม ซึ่่�งวััดได้้จากปริิมาณของ

ความก่่อโรคที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการรุุกราน และศัักยภาพในการก่่อพิิษต่่อสิ่่�งมีีชีีวิิต ความรุุนแรงของโรคสามารถวััดได้้โดยการ

ทดลอง โดยการกำหนดปริิมาณท่ี่�ทำให้้ถึึงตาย 50% (Lethal dose 50; LD50) หรืือปริิมาณท่ี่�ทำให้้ติิดเชื้้�อ 50% 

(Infectious dose; ID50)

	 จากข้้อมููลการศึึกษาพบว่่าเชื้้�อ B. pseudomallei มีีความรุุนแรงสููง และมีีปริิมาณที่่�ก่่อโรค (infectious dose) 

ต่่ำมากในสััตว์์ทดลอง ในขณะที่่� B. thailandensis ซึ่่�งเป็็นสายพัันธุ์์�ใกล้้เคีียงกัันแต่่โดยทั่่�วไปถืือว่่าไม่่ก่่อโรคในมนุุษย์์  

มีี LD50 สููงกว่า่ B. pseudomallei อย่า่งน้้อย 100-10,000 เท่า่ (เช่น่ >105-107 CFU ในหนูู) แต่ห่ากได้้รับเชื้้�อในปริมิาณ

สููงมากก็็สามารถทำให้้สััตว์์ตายได้้เช่่นกััน ส่ ่วน B. vietnamiensis มีี ความรุุนแรงต่่ำกว่่า และมัักพบในผู้้�ป่่วยโรค 

ปอดเรื้้�อรังัหรือืผู้้�มีีภููมิคิุ้้�มกันับกพร่อ่งเท่า่นั้้�น งานวิจิัยัเปรีียบเทีียบพบว่า่ B. pseudomallei มีีความสามารถในการก่อ่โรค

และกระตุ้้�นการอัักเสบในสััตว์์สููงกว่่า B. thailandensis และ B. vietnamiensis อย่่างชััดเจน (Trevino et al., 2021; 

Lennings et al., 2019; Wiersinga et al., 2007; O’Quinn et al., 2001; Hasselbring et al., 2011; Moore et al., 

2004; Titball et al., 2008; Haraga et al., 2008; Scott et al., 2011)

ลัักษณะทางสััณฐานวิิทยา (Morphological characteristics)

	 B. pseudomallei เป็็นแบคทีีเรีียแกรมลบ รูู ปร่่างแท่่ง ข นาดเล็็ก ข นาดของเซลล์มีีความยาวประมาณ  2 - 5 

ไมโครเมตร และมีีเส้้นผ่่านศููนย์์กลางประมาณ  0.4 - 0.8 ไมโครเมตร ไม่่สร้้างสปอร์์ เคลื่่�อนท่ี่�ได้้โดยใช้้  flagella  

สััณฐานวิิทยาของโคโลนีีของ B. pseudomallei อาจมีีลัักษณะเรีียบและเป็็นเมืือก (smooth and mucoid) หรืืออาจมีี

ลัักษณะแห้้งและย่่น (dry and wrinkled) หลัังจากบ่่มเพาะเป็็นเวลาสองถึึงสามวััน ลั กษณะสีีของโคโลนีีเชื้้�อจะ 

แตกต่่างกัันไปตามอาหารที่่�ใช้้ในการเพาะเลี้้�ยง หรืือเพาะเชื้้�อใน cell line หรืือหลัังฉีีดเชื้้�อในหนููทดลอง (รููปที่่� 4 และ  

รููปที่่� 5)

	 B. pseudomallei เป็็นแบคทีีเรีียชนิิดที่่�สามารถเปลี่่�ยนรููปร่่างได้้ภายใต้้สภาวะแวดล้้อมที่่�กดดััน จากรููปร่่างแท่่ง

ทั่่�วไปเปลี่่�ยนเป็็นรููปร่่างทรงกลม (coccoid) ที่่�มีีขนาดเล็็กลง ซึ่่�งเกิิดขึ้้�นจากเอนไซม์์ปรัับเปลี่่�ยนผนัังเซลล์์ ภายใต้้สภาวะ

ที่่�มีีสารอาหารจำกััด อุุณ หภููมิิต่่ำ หรืือความเค็็มสููง รูู ปร่่างทรงกลมที่่�เล็็กลงเหล่่านี้้�มัักสััมพัันธ์์กัับความคงทนต่่อ 

สภาพแวดล้้อมที่่�เพิ่่�มขึ้้�น และมีีความสำคััญอย่่างยิ่่�งต่่อการอยู่่�รอดของเชื้้�อในสภาวะที่่�สิ่่�งแวดล้้อมมีีการเปล่ี่�ยนแปลง 

อย่่างรุุนแรง และอาจเป็็นความท้้าทายในการเพาะเลี้้�ยงโดยใช้้วิิธีีการมาตรฐานในห้้องปฏิิบััติิการ (Kamjumphol et al., 

2015; Auty et al., 2022)

	 โดยทั่่�วไปรููปร่่างของเชื้้�อ B. pseudomallei ที่่�มีีขนาดเล็็กลง จะมีีรููปแบบการใช้้คาร์์บอนที่่�คล้้ายคลึึงกัับสายพัันธ์์ 

wild-type แต่่สายพัันธุ์์�ที่่�มีีการปรัับเปลี่่�ยนรููปร่่างนี้้�อาจใช้้สารตั้้�งต้้นบางชนิิดที่่�มีีความเฉพาะเจาะจง และแสดงการเจริิญ

เติบิโตที่่�ผันัแปรต่อ่การเปลี่่�ยนแปลงค่า่ pH (Zulkefli et al., 2021) นอกจากปัจัจัยัสิ่่�งแวดล้้อมจะทำให้้เกิดิความแตกต่า่ง

ของรููปร่่างลัักษณะของเชื้้�อแล้้ว ยัังอาจพบความแตกต่่างกัันของเชื้้�อในสภาวะต่่าง ๆ เช่่น ความต้้านทานต่่อความเครีียด

ออกซิิเดชััน การยึึดเกาะของเซลล์์ และการเพิ่่�มจำนวนภายในเซลล์์ (Gier	ok et al., 2016; Lee et al., 2007; Zulkefli 

et al., 2021) 
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รููปที่่� 4  แสดงสััณฐานวิิทยาของ Burkholderia pseudomallei บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ (A) blood agar 

   (B) MacConkey agar (C) chocolate agar และ (D) Ashdown’s agar

รููปที่่� 5  แสดงลัักษณะโคโลนีีของ Burkholderia pseudomallei สายพัันธุ์์� E8 และ K96243 บน Ashdown’s agar 

บน: การเพาะเชื้้�อหลัังจากการจำกััดสารอาหารเป็็นเวลา 28 วััน 

ล่่าง: การเพาะเชื้้�อหลัังจากเลี้้�ยงเชื้้�อใน cell line (vitro) และหลัังจากฉีีดเชื้้�อในหนููทดลอง (vivo) 

(ที่่�มา: Gierok et al., 2016)

A

C D

B
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ลัักษณะทางอณููชีีวโมเลกุุล (Molecular characteristics)

	 จีีโนมของ B. pseudomallei มีีขนาดใหญ่่ประมาณ 7.24 Mb ประกอบด้้วย 2 โครโมโซมที่่�มีีขนาด 4.07 และ 

3.17 Mbp (รููปที่่� 6) มีีปริิมาณ guanine-cytosine (GC) สููงประมาณ 68% โดยโครโมโซมขนาดใหญ่่มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับ

การดำรงชีีวิตพื้้�นฐาน ส่วนโครโมโซมเล็็กเก่ี่�ยวข้้องกัับการปรัับตัวและความอยู่่�รอดในสิ่่�งแวดล้้อม (Holden et al., 2004; 

Ghazali et al., 2021) และประกอบไปด้้วยยีีนที่่�เป็็นปััจจััยก่่อโรคหลายชนิิด รวมถึึง polysaccharide บนพื้้�นผิิว เช่่น 

capsule polysaccharide (CPS) และ lipopolysaccharide (LPS) ที่่�มีีส่ว่นเกี่่�ยวข้อ้งในการยัับยั้้�ง opsonophagocytosis 

และทำให้้มีีความต้้านทานต่่อการฆ่่าเชื้้�อโดยคอมพลีีเมนต์์ของโฮสต์์ (Stone et al., 2014; Bzdyl et al., 2022;)

	 ข้้อมููลความหลากหลายทางชีีวภาพของ B. pseudomallei จ ากการศึึกษาก่่อนหน้้าพบความหลากหลายของ 

sequence types (STs) และ genotype ของเชื้้�อสููงมากในแต่่ละภููมิิภาค เช่่น การศึึกษาในประเทศจีีนและประเทศไทย

พบ STs และ Multiple-Locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis genotypes ที่่�หลากหลายสะท้้อนถึึง

การแพร่่กระจายและวิิวััฒนาการอย่่างต่่อเนื่่�องของเชื้้�อ (Mukhopadhyay et al., 2011; Balaji et al., 2018;  

Zhu et al., 2020; Roe et al., 2022; Shafiq et al., 2022; Laklaeng et al., 2024) และพบ genomic islands ของ

เชื้้�อและการถ่่ายทอดยีีนแนวนอน (horizontal gene transfer) ซึ่่�งช่่วยเพิ่่�มความหลากหลาย รวมทั้้�งความสามารถใน

การปรัับตััวเพื่่�อความอยู่่�รอดในสิ่่�งแวดล้้อมของเชื้้�อตลอดจนความสามารถในการต่่อสู้้�กัับเซลล์์ป้้องกัันของโฮสต์ ์

ได้้อีีกด้้วย (Holden et al., 2004; Varshith et al., 2024; Ghazali et al., 2021)

รููปที่่� 6 แสดงจีีโนม Burkholderia pseudomallei ที่่�ประกอบด้้วยโครโมโซมขนาดใหญ่่และขนาดเล็็ก (ที่่�มา: Holden et al., 2004)

กลไกการก่่อโรค (Pathogenic mechanisms)

	 B. pseudomallei สามารถติิดต่่อได้้หลากหลายช่่องทาง โดยผ่่านทางการหายใจ ทางผิิวหนััง และทางระบบทาง

เดิินอาหาร เมื่่�อเชื้้�อเข้้าสู่่�ร่่างกายมนุุษย์์หรืือสััตว์์ เชื้้�อสามารถอยู่่�อาศััยได้้ทั้้�งภายในและภายนอกเซลล์์โฮสต์์ทั้้�ง 

phagocytic cell และ non-phagocytic cell โดยใช้้กลไกในการอยู่่�รอดในแต่่ละสภาวะต่่าง ๆ และมีีกลไกหลากหลาย

ชนิิดในการก่่อโรค (รููปที่่� 7) ซึ่่�งมีีโครงสร้้างและกลไกพิิเศษที่่�เป็็นปััจจััยการก่่อโรค อาทิิ แคปซููล ระบบการสื่่�อสารระหว่่าง
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รููปที่่� 7 แสดงกลไกที่่� Burkholderia pseudomallei ใช้้เพื่่�อความอยู่่�รอดภายในเซลล์์ (ที่่�มา: Bzdyl et al., 2022)

เซลล์ (quorum sensing) และระบบหลั่่�งโปรตีีนต่่าง ๆ เช่่น Type III secretion system (T3SS) และ Type VI 

secretion system (T6SS) โปรตีีนเฉพาะทาง และ toxin-antitoxin systems โดยโครงสร้้างเหล่่านี้้�จะมีีส่่วนสำคััญใน

การก่่อโรค และขััดขวางการทำลายจากเซลล์์โฮสต์์ ซึ่่�งนำไปสู่่�การติิดเชื้้�อรุุนแรงและเรื้้�อรััง นอกจากนี้้� ความหลากหลาย

ทางพัันธุุกรรมของเชื้้�อก็็มีีส่่วนสำคััญต่่อความรุุนแรงและอาการของโรคด้้วยเช่่นกััน

	 กลไกการก่่อโรคหลัักของ B. pseudomallei มีีดัังนี้้�

		  ●	 การบุุกรุุกและอยู่่�รอดในเซลล์์: B. pseudomallei ส ามารถบุุกรุุกเซลล์์ทั้้�ง phagocytic และ  

non-phagocytic แล้้วหลบหนีีจาก phagosome โดยใช้้ระบบ Type III Secretion System (T3SS) เพื่่�อหลีีกเลี่่�ยงการ

ถููกทำลายจากเซลล์์โฮสต์์ (Willcocks et al., 2016; Broek & Stevens, 2017; Bzdyl et al., 2022;   Kaewpan  

et al., 2022)

		  ● 	การเพิ่่�มจำนวนและแพร่่กระจาย: เชื้้�อจะเพิ่่�มจำนวนในไซโตพลาสซึึมของเซลล์์โฮสต์ และใช้้  actin 

polymerization สร้้าง “actin tails” เพื่่�อเคลื่่�อนที่่�ในไซโตพลาสซึึมพร้้อมกัับใช้้ Type VI Secretion System (T6SS) 

กระตุ้้�นให้้การหลอมรวมของเซลล์โ์ฮสต์เ์ป็น็ multinucleated giant cells (MNGCs) เพื่่�อทำให้้เกิดิแพร่ก่ระจายระหว่า่ง

เซลล์์ที่่�อยู่่�ข้้างเคีียง (Willcocks et al., 2016; Whiteley et al., 2017; Lennings et al., 2019; Bzdyl et al., 2022; 

Kaewpan et al., 2022)

		  ●	 การหลบหลีีกภููมิิคุ้้�มกััน: มีี การผลิิต virulence factors หลายชนิด  เช่่น LPS/O-antigen, quorum 

sensing molecules, toxin-antitoxin systems และการปรัับเปลี่่�ยน metabolism เพื่่�อหลบหลีีกและยัับยั้้�งการตอบ

สนองของภููมิิคุ้้�มกัันของโฮสต์์ (Ulrich et al., 2004; Galyov et al., 2010; Loaiza et al., 2021; Yip et al., 2020; 

Mariappan et al., 2021; Bzdyl et al., 2022; Li et al., 2024; Chapartegui-González et al., 2024)

		  ● 	การกระตุ้้�นการตายของเซลล์แบบอักเสบ (pyroptosis): เชื้้�อสามารถกระตุ้้�น pyroptosis ใน monocytes 

ซึ่่�งเกี่่�ยวข้้องกัับการเกิิดภาวะการติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด (sepsis) ในผู้้�ป่่วยเมลิิออยด์์เฉีียบพลััน (Khongpraphan et al., 

2024)
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	 สรุุปได้้ว่่า B. pseudomallei อาศััยกลไกหลากหลายในการสร้้างความสามารถเฉพาะตััวเพื่่�อเข้้าสู่่�เซลล์์โฮสต์์ของ

มนุุษย์์และสััตว์์ รวมถึึงการรุุกรานเซลล์์ (cell invasion) การหลบหนีีออกจากถุุงฟาโกโซม (phagosome escape) และ

การแพร่่กระจายจากเซลล์์หนึ่่�งไปยัังอีีกเซลล์์หนึ่่�ง (cell-to-cell spread) กลไกเหล่่านี้้�ส่่งผลให้้เกิิดการขััดขวางการ 

ตอบสนองของระบบภููมิิคุ้้�มกัันของโฮสต์์ ส่ ่งเสริิมให้้แบคทีีเรีียสามารถเพิ่่�มจำนวนและแพร่่กระจายไปตามอวััยวะต่่าง ๆ  

ทั่่�วร่่างกาย ซึ่่�งนำไปสู่่�การแสดงอาการทางคลิินิิกที่่�แตกต่่างหลากหลาย และมีีศัักยภาพในการพััฒนาไปสู่่�ภาวะร้้ายแรง

อย่่างรวดเร็็ว เช่่น การอัักเสบเฉพาะที่่� การติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด (septicemia) และอาจทำให้้ถึึงแก่่ชีีวิิตได้้

ตารางที่่� 1 ปััจจััยสำคััญที่่�มีีบทบาทในการก่่อโรคของเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei

ปััจจััยการก่่อโรค บทบาทหน้้าที่่�ในการก่่อโรค

T3SS การหลบหนีี phagosome, invasion

T6SS การสร้้าง multinucleated giant cells (MNGCs), การแพร่่กระจายระหว่่างเซลล์

Actin polymerization (BimA) การเคลื่่�อนที่่�ในเซลล์์ การแพร่่กระจายระหว่่างเซลล์์

LPS/O-antigen การกระตุ้้�น/หลบหลีีกภููมิิคุ้้�มกัันโฮสต์์

Quorum sensing การควบคุุมการแสดงออกของ virulence genes

Toxin-antitoxin การติิดเชื้้�อ persistence, chronic infection

Pyroptosis induction การกระตุ้้�นการตายของเซลล์์แบบอัักเสบ/ภาวะติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด (sepsis)

Biofilm ป้้องกัันยาปฏิิชีีวนะ/ภููมิิคุ้้�มกััน



11

ความรู้้�ทั่่�วไป 
ของโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์

บทที่่� 3

	 โรคเมลิิออยด์์จััดเป็็นโรคติิดเชื้้�อสำคััญทั้้�งในมนุุษย์์และสััตว์์ ซึ่่�งมีีสาเหตุุมาจากแบคทีีเรีีย B. pseudomallei  

เชื้้�อดัังกล่่าวสามารถพบได้้ในดิินและแหล่่งน้้ำ โดยเฉพาะในภููมิิภาคเขตร้้อนชื้้�น เช่่น เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้และ

ออสเตรเลีียเหนืือ โรคนี้้�ก่่อให้้เกิิดปััญหาสาธารณสุุขในพื้้�นที่่�ระบาด  เนื่่�องจากสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อมีีความเสี่่�ยงที่่�จะเป็็นแหล่่ง 

แพร่่เชื้้�อสู่่�มนุุษย์์ โดยมีีสิ่่�งแวดล้้อมเป็็นสื่่�อกลางในการแพร่่เชื้้�อ	

	 โรคเมลิิออยด์์ ส่่งผลกระทบต่่อสััตว์์หลากหลายชนิิด และหลากหลายสายพัันธุ์์� มีีรายงานของโรคเมลิิออยด์์ทั่่�วโลก

ในสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม เช่่น แพะ แกะ สุุกร โค ม้้า ลิิง สุุนััข แมว สััตว์์ป่่า สััตว์์เลื้้�อยคลาน นก และปลา  (Choy et al., 

2000; Sprague & Neubauer, 2004; Warawa, 2010; Rachlin et al., 2019; Ariyanti & Noor, 2022; Desoutter 

et al., 2024) รวมถึึงสััตว์์ในตระกููลอููฐ และอััลปากา ที่่�มีีความเสี่่�ยงต่่อการติิดเชื้้�อนี้้�เป็็นพิิเศษ (Janmaat et al., 2004; 

Sprague & Neubauer, 2004) ในโค และนกถืือว่่ามีีความต้้านทานต่่อโรคเมลิิออยด์์ได้้ค่่อนข้้างดีี  (Janmaat et al., 

2004; Cheng & Currie, 2005) ในจระเข้้  ซ่ึ่�งก่่อนหน้้ามีีข้้อมููลว่่ามีีความต้้านทานต่่อโรคนี้้�สููง ปั จจุุบัันพบการติิดเชื้้�อ 

เมลิิออยด์์แบบกลุ่่�มในจระเข้้น้้ำเค็็มพื้้�นที่่�ออสเตรเลีียตอนเหนืือ (Rachlin et al., 2019) ส ำหรัับสัตว์์เลี้้�ยง การติิดเชื้้�อ 

ตามธรรมชาติิมัักพบมากที่่�สุุดในแพะ แกะ และสุุกร (Sprague & Neubauer, 2004 และ WOAH, 2024) และสััตว์์เลี้้�ยง

บางชนิิด เช่่น สุุนััข และแมวที่่�อาจติิดเชื้้�อได้้เนื่่�องจากระบบภููมิิคุ้้�มกัันที่่�อ่่อนแอลง โดยปกติิแล้้วการติิดเชื้้�อจะติิดต่่อจาก

สิ่่�งแวดล้้อมสู่่�สััตว์์ ไม่่ใช่่จากสััตว์์สู่่�สััตว์์ 

	 การติิดเชื้้�อในสััตว์์โดยทั่่�วไปเกิิดจากการสััมผััสกับดินหรืือน้้ำท่ี่�ปนเปื้้�อนการกิิน ผ่ านทางบาดแผล  หรืือการหายใจ

เอาเชื้้�อเข้้าไป (Warawa, 2010; Rachlin et al., 2019; Desoutter et al., 2024) สััตว์์บางชนิิด (แพะ แกะ หนูู) มีี 

ความไวรับัในการติดิเชื้้�อสููงกว่า่สัตัว์ช์นิดิอื่่�น และสัตัว์ท์ี่่�มีีภููมิคิุ้้�มกันับกพร่อ่งมีีความเสี่่�ยงสููงในการติดิเชื้้�อ การแพร่เ่ชื้้�อจาก

สััตว์์สู่่�มนุุษย์์นั้้�นพบได้้น้้อยแต่่ก็็เป็็นไปได้้
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	 อาการทางคลิินิิกในสััตว์์แต่่ละชนิดจะแตกต่่างกััน โดยสััตว์์แต่่ละชนิดจะมีีความไวรัับในการติิดเชื้้�อแตกต่่างกััน 

อาการสำคัญัที่่�มักัพบ ได้้แก่ ่ไข้้ ซึึม น้้ำหนักัลด ขาอ่อ่นแรง ข้อ้บวม เกิดิฝีใีนอวัยัวะต่า่ง ๆ  และอาจเสีียชีีวิติอย่า่งเฉีียบพลันั 

(Sprague & Neubauer, 2004; Kasantikul et al., 2016; Rachlin et al., 2019; Choy et al., 2000; Hussein, 

2021; Ariyanti & Noor, 2022; Desoutter et al., 2024) โรคนี้้�อาจแฝงตััวในสััตว์์ได้้นานโดยไม่่แสดงอาการ และอาจ

กลับัมาแสดงอาการในภายหลังั (Sprague & Neubauer, 2004) ซ่ึ่�งการวินิิจิฉัยัโรคที่่�ล่า่ช้้าจะทำให้้เกิดิความเสี่่�ยงต่อ่การ

แพร่่กระจายของเชื้้�อในพื้้�นที่่�ที่่�ยัังไม่่เคยมีีการระบาด และอาจทำให้้สััตว์์ตายได้้ หากไม่่ได้้รัับการรัักษา 

รููปที่่� 8 สััตว์์ที่่�สามารถพบการติิดเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei

ANIMALS AFFECTED BY MELIOIDOSIS
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รููปที่่� 9  แสดงประวััติิที่่�สำคััญของโรคเมลิิออยด์์ (ที่่�มา: Wiersinga et al., 2018)

สถานการณ์์และระบาดวิิทยา 
ของโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์

บทที่่� 4

 	 การกระจายของเชื้้�อ B. pseudomallei ข้้อมููลที่่�แน่่นอนนั้้�นไม่่แน่่ชััด  เนื่่�องจากมีีหลายปััจจััยที่่�เกี่่�ยวข้้อง เช่่น  

การตรวจยืืนยัันทางห้้องปฏิิบััติิการ หรืือลัักษณะอาการทางคลิินิิกของสััตว์์ท่ี่�ปรากฏ  อย่่างไรก็็ตามมีีรายงานการพบโรค

ส่่วนใหญ่่ในเอเชีีย ได้้แก่่ เอเชีียตะวัันออกเฉีียงใต้้  เอเชีียใต้้  นอกจากนี้้�ยัังพบในสาธารณรัฐประชาชนจีีน  

สาธารณรััฐจีีน (ไต้้หวััน) ออสเตรเลีียตอนเหนืือ ตะวัันออกกลาง แอฟริิกา อเมริิกาเหนืือ อเมริิกาใต้้ อเมริิกากลาง และ

ประเทศที่่�มีีหมู่่�เกาะต่่าง ๆ ได้้แก่่ ฟิิลิิปปิินส์์ เปอโตริิโก แคริิเบีียน และมอร์์เชีียส

	 โรคเมลิิออยด์์มีีการรายงานเป็็นครั้้�งแรกในประเทศพม่่าในปีี ค.ศ. 1911 (Whitmore & Krishnaswami, 1912) 

โดยพบผู้้�ป่่วยติิดเชื้้�อเรื้้�อรัังชนิิดรุุนแรง ซึ่่�งต่่อมาได้้รัับการยืืนยัันว่่าเกิิดจากการติิดเชื้้�อ B. pseudomallei (Whitmore, 

1913) และหลัังจากนั้้�นได้้มีีรายงานการแยกเชื้้�อได้้จากสััตว์์หลายชนิดในหลายภููมิภาค โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ที่่�มีีสภาพ 

ภููมิอากาศร้้อนชื้้�น เช่่น ประเทศไทย มาเลเซีีย สิิงคโปร์์ และออสเตรเลีียตอนเหนืือ ในประเทศไทยโดยเฉพาะ 

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ ได้้รับการยอมรัับว่าเป็็นพื้้�นท่ี่�ท่ี่�มีีอุุบััติิการณ์์ของโรคในมนุุษย์์สููงท่ี่�สุุดแห่่งหน่ึ่�งของโลก 

(Limmathurotsakul et al., 2010; Bhengsri et al., 2011; Tanwisaid & Surin, 2017; Wongbutdee et al., 2024)
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	 โรคเมลิอิอยด์ใ์นสัตัว์ม์ีีหลักัฐานรายงานการระบาดครั้้�งแรกที่่�กัวัลาลัมัเปอร์ใ์นปี ีค.ศ. 1913 ในกลุ่่�มหนููตะเภาที่่�เป็น็

สััตว์์ทดลองโดย Fletcher ซึ่่�งขณะนั้้�นปฏิิบััติิงานอยู่่�ที่่�สถาบัันวิิจััยการแพทย์ กั ัวลาลััมเปอร์์ พบอาการเริ่่�มแรกคืือมีี

ของเหลวข้้นคล้้ายน้้ำนมไหลออกจากตาและจมููก ต่ ่อมามีีอาการทางระบบทางเดิินหายใจซ่ึ่�งเกิิดขึ้้�นอย่่างรวดเร็็ว และ 

ทุุกตัวัตายในที่่�สุุด แต่่ในขณะนั้้�นยังัไม่่สามารถเช่ื่�อมโยงกับัโรคที่่� Whitmore (1912) เคยรายงานไว้้ (Stanton & Fletcher, 

1925) Fletcher และ Stanton ได้้บัญัญัตัิคิำว่า่ “Melioidosis” ขึ้้�นในปีี ค.ศ. 1921 โดยมีีรากศัพัท์จ์ากภาษากรีีก melis 

(โรคลำไส้้อัักเสบของลา) และ eidos (รููปลัักษณ์์) เพื่่�ออธิิบายลัักษณะของโรค และเรีียกโรคนี้้�ว่่า “melioidosis” 

(Stanton and Fletcher, 1921) การศึึกษาของ Stanton และ Fletcher ถื อเป็็นรากฐานสำคััญของความเข้้าใจ 

เกี่่�ยวกัับพยาธิิกำเนิิดและการแพร่่กระจายของเชื้้�อ B. pseudomallei ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุของโรคเมลิิออยด์์ ซึ่่�งต่่อมาได้้มีีการ

ยืืนยัันว่่าเชื้้�อที่่� Stanton and Fletcher พบเป็็นเชื้้�อ B. pseudomallei (อ้้างถึึงโดย: Rush & Thomas, 2012)

	 ปััจจุุบัันมีีรายงานการติิดเชื้้�อเมลิิออยด์์ในสััตว์์หลากหลายชนิิด ได้้แก่่ แกะ แพะ สุุกร อููฐ อััลปากา นก จระเข้้ และ

จิิงโจ้้  โดยความไวต่่อเชื้้�อและอาการทางคลิินิิกแตกต่่างกัันไปในแต่่ละชนิดสัตว์์ (Choy et al., 2000; Sprague & 

Neubauer, 2004; Hussein, 2021) โดยแพะและแกะมีีความไวรัับเป็็นพิเิศษ โดยมัักจะเกิิดโรครุุนแรง ในขณะที่่�สุุกรอาจ

พบฝีีที่่�อวััยวะภายใน โดยที่่�ไม่่แสดงอาการ และโคค่่อนข้้างพบโรคได้้น้้อย (Choy et al., 2000; Limmathurotsakul  

et al., 2012; Hussein, 2021)

	 สำหรัับประเทศไทย พบรายงานกรณีีโรคเมลิิออยด์์ในโคครั้้�งแรกในปีี พ.ศ. 2527 (Uptoom et al., 1984) โดย

แยกเชื้้�อได้้จากตััวอย่่างน้้ำนมของโคนมที่่�มีีภาวะเต้้านมอัักเสบทางคลิินิิก มีี รายงานพบโรคในแพะ (Wongwong and 

Vitoorakool, 1999) และโคนมในจัังหวััดเชีียงใหม่่ (Srikitjakarn et al., 2002) การศึึกษาช่่วงปีี พ.ศ. 2549–2553 พบ

ว่่าแพะมีีอัตัราการเกิดิโรคสููงสุุด (1.63 ต่อ 100,000 ตัว/ปีี) รองลงมาคือืสุุกร (0.02 ต่อ 100,000 ตัว/ปีี) และโค (0.01 ต่อ 

100,000 ตัวั/ปีี) โดยมักัพบการระบาดในฤดููฝน (Limmathurotsakul et al., 2015) นอกจากนี้้� ยังัมีีรายงานการเกิดิโรค

ในสััตว์์สวนสััตว์์ โดยพบมากในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือและภาคใต้้ โดยเฉพาะในสััตว์์กิินพืืชและลิิง และมัักพบในฤดููฝน 

ทั้้�งนี้้� เส้้นทางการติิดเชื้้�อและระยะฟัักตััวยัังคงไม่่ชััดเจน (Kasantikul et al., 2016)

	 การแพร่่เชื้้�อในสััตว์์ เชื้้�อ B. pseudomallei ส ามารถแพร่่ผ่่านทางปััสสาวะ อุุจจ าระ น้้ ำนม หรืือบาดแผลและ 

สารคััดหลั่่�งจากระบบทางเดิินหายใจ  เส้้นทางการติิดเชื้้�อที่่�พบได้้ในสััตว์์ ได้้แก่่ ผ่ ่านทางบาดแผล  การกิินดิินหรืืออาหาร 

ที่่�ปนเปื้้�อน หรืือการกิินซากสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อ การหายใจ มีีรายงานการติิดเชื้้�อผ่่านรก ที่่�เป็็นสาเหตุุการแท้้งในแพะและสุุกร 

จากข้้อมููลการศึึกษาในน้้ำนมแพะ เชื้้�อสามารถแยกได้้จากน้้ำนมในแพะปกติิ และแพะที่่�เต้้านมอัักเสบ การติิดต่อผ่่านการ

ผสมพัันธุ์์� และช่่องทางอื่่�น ๆ อาจแพร่่เชื้้�อจากสััตว์์สู่่�สััตว์์ได้้แต่่ยัังไม่่พบการรายงาน  การติิดเชื้้�อผ่่านสััตว์์พาหะ เช่่น หมััด

หนููดููดเลืือด  (Xenopsylla cheopis) และยุุง (Aedes aegypti) สามารถแพร่่เชื้้�อ B. pseudomallei จากหนููตะเภา

ทดลองตััวหนึ่่�งไปยัังอีีกตััวหนึ่่�งได้้ (Rush & Thomas, 2012) นอกจากนี้้�ยัังพบรายงานการแพร่่เชื้้�อ B. pseudomallei 

ในโรงพยาบาลสััตว์์จากแมวป่่วยที่่�เข้้ามาทำการรัักษา (Choy et al., 2000) 

	 รายงานทางระบาดวิิทยาระบุุว่่า การติิดเชื้้�อในสััตว์์มีีความสััมพัันธ์์อย่่างใกล้้ชิิดกัับสภาพแวดล้้อมที่่�มีีการปนเปื้้�อน

เชื้้�อในดิินหรืือน้้ำ โดยการระบาดในสััตว์์เศรษฐกิิจ  เช่่น โค กระบืือ และสุุกร มีีผลกระทบอย่่างมีีนััยสำคััญต่่อเศรษฐกิิจ 

ในชนบท ขณะที่่�การติิดเชื้้�อในสััตว์์เลี้้�ยง เช่่น สุุนั ัขและแมว มัักมีีความสััมพัันธ์์กัับการสััมผััสโดยตรงกัับดิินหรืือแหล่่งน้้ำ

ธรรมชาติิ นอกจากนี้้�ยัังมีีการรายงานการติิดเชื้้�อในสััตว์์ป่่า และสััตว์์ในสวนสััตว์์ในหลายประเทศ รวมถึึงการพบโรค 

ในพื้้�นที่่�ที่่�ไม่่เคยมีีการรายงานมาก่่อน เช่่น อิินเดีีย แอฟริิกา และอเมริิกาใต้้  ในพื้้�นที่่�หมู่่�เกาะแคริิเบีียนมีีรายงานการพบ
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ตารางที่่� 2 อุุบััติิการณ์์โรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์ชนิิดต่่าง ๆ ในประเทศไทย

ชนิิดสััตว์์ อุุบััติิการณ์์/ 
Seroprevalence พื้้�นที่่�หลััก หมายเหตุุ ที่่�มา

แพะ 1.63/100,000/ปีี ทั่่�วประเทศ 

สููงสุุดภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ

เสีียชีีวิิตสููง  

เสี่่�ยงต่่อเกษตรกร

Limmathurotsakul et al., 2012; Kwanhian 

et al., 2020; Tonpitak et al., 2014

สุุกร 0.02/100,000/ปีี (ระบาด) ภาคใต้้ แหล่่งน้้ำปนเปื้้�อน Limmathurotsakul et al., 2012; Kwanhian  

et al., 2020; Limmathurotsakul et al., 2012

โค 0.01/100,000/ปีี ทั่่�วประเทศ อุุบััติิการณ์์ต่่ำ Limmathurotsakul et al., 2012

สุุนััข 5.77% (seroprevalence) ภาคใต้้ ศึึกษาในศููนย์์พัักพิิง Fungwithaya et al., 2024

ลิิงแสม 14.35–57.1% 

(seroprevalence)

ภาคใต้้  

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ

พบในลิิงป่่าและ 

ลิิงสวนสััตว์์

Saechan et al., 2022; Damrongsukij et al., 

2021; Kasantikul et al., 2016

สััตว์์สวนสััตว์์ 32 ราย (59% herbivores, 

28% primates)

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ 

ภาคใต้้

พบมากฤดููฝน Kasantikul et al., 2016

โรคเมลิิออยด์์ในโลมาปากขวด  (Tursiops truncatus) ที่่�เสีียชีีวิตหลัังจากพายุุเฮอริิเคน โดยตรวจพบเชื้้�อ  

B. pseudomallei ในเนื้้�อเยื่่�อของโลมา นั ับเป็็นรายงานแรกของโรคนี้้�ในสััตว์์ทะเลเลี้้�ยงลููกด้้วยนมในแคริิเบีียน และ 

เน้้นย้้ำถึึงความท้้าทายในการวิินิิจฉััยโรค และความสำคััญของการเฝ้้าระวัังโรคในภููมิิภาคเขตร้้อนที่่�อาจมีีการรายงานโรค

ต่่ำกว่่าความเป็็นจริิง (Canales et al., 2020) ซึ่่�งแสดงถึึงแนวโน้้มการกระจายตััวของโรคที่่�อาจจะกว้้างขวางมากขึ้้�นใน

ระดัับโลก 
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	 อาการทางคลินิิิกของโรคเมลิอิอยด์ใ์นสััตว์อ์าจแตกต่่างกันัในสัตัว์แ์ต่ล่ะชนิดิ ขึ้้�นอยู่่�กับับริเิวณหรือือวัยัวะที่่�เกิดิการ

ติิดเชื้้�อ อาจพบสััตว์์มีีอาการไข้้  เบื่่�ออาหาร หรืือพบต่่อมน้้ำเหลืืองภายนอกมีีการบวม การติิดเชื้้�อแบบไม่่แสดงอาการ 

มัักพบได้้บ่่อย ดัังตารางที่่� 3

	 ระยะฟัักตััว (incubation period) ข องโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์ยัังไม่่ชััดเจนเนื่่�องจากข้้อมููลยัังมีีจำกััดและอาจ 

แตกต่่างกัันไปตามชนิดสัตัว์แ์ละเส้้นทางการติิดเชื้้�อ จึึงยัังคงเป็็นประเด็็นที่่�ต้้องการการศึึกษาเพิ่่�มเติิม (Kasantikul et al., 

2016; Taetzsch et al., 2022) ในกรณีีของสััตว์์ทดลอง เช่่น หนููและลิิง พบว่่าอาการของโรคสามารถเกิิดขึ้้�นได้้ตั้้�งแต่่  

24 - 48 ชั่่�วโมงหลัังได้้รัับเชื้้�อ และสััตว์์ที่่�ไม่่ได้้รัับการรัักษามัักเสีียชีีวิิตภายใน 5 วััน (Sivalingam et al., 2008) อย่่างไร

ก็็ตาม ในลิิงและสััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมบางชนิิด  อาจมีีระยะฟัักตััวที่่�ยาวนานหลายเดืือนหรืือเป็็นปีี โดยสััตว์์อาจไม่่แสดง

อาการในช่่วงแรก แต่่สามารถแพร่่เชื้้�อได้้ (Taetzsch et al., 2022)  เชื้้�อ B. pseudomallei สามารถอยู่่�ในร่่างกายสััตว์์

โดยสงบได้้หลายปีีก่่อนที่่�จะแสดงอาการของการเจ็็บป่่วย ส่ ่วนในมนุุษย์์มีีรายงานว่่าระยะฟัักตััวของโรคเมลิิออยด์์ อยู่่�ที่่�

ประมาณ 1-21 วััน (เฉลี่่�ย 9 วััน) (Currie et al., 2000) 

รอยโรคในสััตว์์ชนิิดต่่าง ๆ 

	 มัักพบรอยโรคฝีีหนองที่่�มีีขนาดแตกต่่างกัันและอาจมีีขนาดใหญ่่ได้้ถึึงขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 100 มิ ลลิิเมตร 

(Department of Industry, Tourism and Trade, 2022) การติิดเชื้้�ออาจพบตุ่่�มหนองเพีียงตุ่่�มเดีียว หรืือหลายตุ่่�ม  

ซึ่่�งอาจจะอยู่่�ในอวััยวะใดก็ได้้  อวััยวะที่่�ได้้รับผลกระทบมากที่่�สุุด  ได้้แก่่ ปอด ม้้ าม ตั บ  และต่่อมน้้ำเหลืืองที่่�เก่ี่�ยวข้้อง 

(Warawa, 2010; Rachlin et al., 2019; Desoutter et al., 2024)

	 แพะ

	 	 ในแพะที่่�ติิดเชื้้�อโรคเมลิิออยด์์ พบรอยโรคที่่�เด่่นชััดในหลอดเลืือดแดงใหญ่่ (aortic lesions) ซึ่่�งมีีรายงานการ

ชัันสููตรซากแพะที่่�ตรวจพบรอยโรคนี้้�ถึึง 21% (Hambali et al., 2018) นอกจากนี้้�ยัังพบฝีีหนองในอวััยวะต่่าง ๆ เช่่น 

ปอด ม้้าม ตัับ ต่่อมน้้ำเหลืือง และเต้้านม (Choy et al., 2000; Rush & Thomas, 2012; Hambali et al., 2018) โดย

การติิดเชื้้�อที่่�กระจายไปทั่่�วร่่างกายนั้้�นพบได้้น้้อยในแพะเมื่่�อเทีียบกัับสััตว์์ชนิิดอื่่�น

 อาการทางคลิินิิก 
ของโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์

บทที่่� 5
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ตารางที่่� 3 ลัักษณะอาการทางคลิินิิกของโรคเมลิิออยด์์ที่่�พบในสััตว์์แต่่ละชนิิด

ที่่�มา: Sprague & Neubauer, 2004; Rush & Thomas, 2012; Tonpitak et al., 2014; Merck Vet Manual, 2016; Choy et al., 2000

ชนิิดสััตว์์ ลัักษณะอาการทางคลิินิิก

แพะ ⋅	 แสดงอาการระบบทางเดิินหายใจ ซึ่่�งพบหรืือไม่่พบร่่วมกัับอาการไอก็็ได้้ หากปอดอัักเสบ มัักมีีอาการไอรุุนแรง หายใจลำบาก

⋅	 มัักพบอาการเจ็็บกีีบขาหลััง เบื่่�ออาหาร ผอมลงเรื่่�อย ๆ มีีอาการทางระบบประสาท และเต้้านมอัักเสบบ่่อยครั้้�ง

⋅	 พบการแท้้งในสััตว์์ตั้้�งท้้อง

แกะ ⋅	 โดยทั่่�วไปพบอาการขาหลัังเจ็็บ เดิินกะเผลก ข้้อบวมอัักเสบ และอาการทางระบบประสาท

⋅	 อาการระบบทางเดิินหายใจ ได้้แก่่ ไออย่่างรุุนแรง หายใจลำบาก และมีีสิ่่�งคััดหลั่่�งจากจมููกและตา ร่่วมกัับการมีีไข้้

สุุกร ⋅	 ในสุุกรโตเต็็มวััยมัักเป็็นแบบเรื้้�อรััง หรืือไม่่มีีอาการ

⋅	 ลููกสุุกรอาจเกิิดภาวะติิดเชื้้�อในกระแสเลืือดเฉีียบพลััน ร่่วมกัับมีีไข้้ เบื่่�ออาหาร ไอ และมีีสิ่่�งคััดหลั่่�งจากจมููกและตา

⋅	 ไข้้สููง (40 - 42°C; 104 - 108°F)

⋅	 ผอมแห้้งอย่่างรุุนแรง มีีอาการทางระบบประสาทร่่วมกัับการเดิินไม่่สััมพัันธ์์กััน เดิินกะเผลกหรืืออ่่อนแรง ผิิวหนัังเป็็นแผลหลุุม 
อาการบวมใต้้ผิิวหนัังส่่วนขา และท้้องเสีีย

⋅	 สุุกรตััวผู้้�อาจพบภาวะอััณฑะอัักเสบ สุุกรตั้้�งท้้องอาจพบการแท้้งลููก และพบสิ่่�งคััดหลั่่�งผิิดปกติิจากระบบสืืบพัันธุ์์�

โค - กระบืือ ⋅	พบการรายงานน้้อยมาก

⋅	 มัักเป็็นโรคแบบเรื้้�อรัังและอาจมีีฝีีที่่�ผิิวหนััง ไข้้ พฤติิกรรมก้้าวร้้าว หายใจหอบ น้้ำลายไหลมากอย่่างต่่อเนื่่�อง และเดิินเซ อาจพบโรค
ข้้ออัักเสบเฉีียบพลัันได้้

สััตว์์กิินเนื้้�อ ⋅	 ในสุุนััขและแมวพบได้้น้้อยมาก ในแมวอาจมีีอาการตาอัักเสบ โลหิิตจาง และดีีซ่่าน

(สุุนััข แมว หมีี 
และพัังพอน)

⋅	 แสดงอาการระบบทางเดิินหายใจร่่วมกัับอาการไอ มีีน้้ำมููก หายใจลำบาก

⋅	 ขาหลัังอ่่อนแรง หรืือ เดิินไม่่สััมพัันธ์์กััน และผอมแห้้ง

⋅	 มีีอาการระบบทางเดิินอาหารร่่วมกัับอาการปวดท้้อง และพบฝีีหนองที่่�เยื่่�อเมืือก

⋅	 พบการตายกะทัันหัันในรายที่่�เป็็นโรคแบบเฉีียบพลััน

ม้้า ⋅	 อ่่อนแรง ผอมแห้้ง ขาบวม ท้้องอืืด ท้้องเสีีย ไอ และมีีน้้ำมููก

⋅	 การติิดเชื้้�อที่่�ผิิวหนัังในระยะแรกจะคล้้ายกัับโรคกลากที่่�เกิิดจากเชื้้�อรา แต่่ต่่อมาจะกลายเป็็นตุ่่�มลัักษณะใส

⋅	 ในรายที่่�เป็็นโรคแบบเฉีียบพลัันจะมีีไข้้สููง ขาบวม ท้้องเสีีย และตาย

สััตว์์ตระกููลอููฐ ⋅	 โดยสััตว์์ที่่�อยู่่�ตามธรรมชาติิจะเป็็นโรคได้้ยาก แต่่หากย้้ายถิ่่�นที่่�อยู่่�ตามธรรมชาติิไปยัังพื้้�นที่่�เขตร้้อนชื้้�นจะเพิ่่�มความเสี่่�ยงในการติิดเชื้้�อ

(อููฐ ลามะ อััลปากา) ⋅	 มัักแสดงอาการระบบทางเดิินหายใจ ร่่วมกัับอาการไอ และหายใจลำบาก

⋅	 ขาหลัังอ่่อนแรง ขาเดิินไม่่สััมพัันธ์์กััน และผอมแห้้ง

⋅	 ในรายเฉีียบพลัันมัักจะพบการตายในอููฐ และอััลปากา

สััตว์์ตระกููลไพรเมต ⋅	 ส่่วนใหญ่่ไม่่มีีอาการทางคลิินิิก

⋅	 สััตว์์ที่่�แสดงอาการ อาจพบ การผอมแห้้ง ซึึม อ่่อนเพลีีย ไอเป็็นพััก ๆ น้้ำมููกไหล และมีีอาการระบบทางเดิินหายใจเล็็กน้้อย ซึ่่�งอาจ
นำไปสู่่�ภาวะปอดบวมเฉีียบพลััน

⋅	 การวิินิิจฉััยแยกกัับโรควััณโรค และการติิดเชื้้�อโครโมแบคทีีเรีีย

สััตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนม 
ในทะเล (โลมา  

วาฬเพชฌฆาต แมวน้้ำ)

⋅	 พบรายงานไม่่บ่่อยนััก อาการที่่�พบ ได้้แก่่ เบื่่�ออาหาร อ่่อนเพลีีย มีีไข้้ ลำไส้้อัักเสบ ท้้องเสีีย และหายใจลำบาก

⋅	 มีีอาการทั้้�งแบบเรื้้�อรััง และเฉีียบพลััน

⋅	 พบภาวะติิดเชื้้�อในกระแสเลืือด

จระเข้้ ⋅	อ่่อนแรง ไม่่กิินอาหาร และเสีียชีีวิิตอย่่างรวดเร็็ว

นก ⋅	ค่่อนข้้างมีีความต้้านทานต่่อโรคเมลิิออยด์์ พบได้้ไม่่บ่่อยในนกป่่า แต่่พบในนกเลี้้�ยงหรืือนกต่่างถิ่่�นในพื้้�นที่่�ที่่�มีีโรคเมลิิออยด์์ประจำถิ่่�น

⋅	บางครั้้�งพบอาการซึึม เบื่่�ออาหาร ท้้องเสีีย และอาจตายได้้
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	 แกะ

	 	 รอยโรคในแกะมัักประกอบด้้วยฝีีในปอด ม้้ าม ตั ับ  และต่่อมน้้ำเหลืือง ซ่ึ่�งคล้้ายคลึึงกัับโรคในมนุุษย์์และ 

สััตว์์ชนิิดอื่่�น นอกจากนี้้� ยั ังพบหนองและแผลในเยื่่�อบุุโพรงจมููกคล้้าย Glanders ในม้้า รวมถึึงข้้ออัักเสบแบบมีีหนอง 

(suppurative polyarthritis) และเยื่่�อหุ้้�มสมองอัักเสบ (meningoencephalitis)

	สุ ุกร

	 	 โดยทั่่�วไปจะพบฝีหีนองที่่�อวัยัวะภายใน ซึ่่�งฝีหีนองมักัพบในม้้าม ตับั (รููปที่่� 10) ปอด และต่อ่มน้้ำเหลือืงในปอด 

(Rush & Thomas, 2012) มักตรวจพบรอยโรคในการชำแหละที่่�โรงฆ่า่สัตัว์ ์(Ketterer et al., 1986; Choy et al., 2000) 

รอยโรคยัังสามารถเกิิดขึ้้�นท่ี่�ต่่อมน้้ำลายข้้างหูู  (parotid glands) บ่ งชี้้�ถึึงการติิดเชื้้�อในช่่องปาก และมัักพบรอยโรคที่่�

ผิิวหนััง ในบางกรณีีอาจพบการติิดเชื้้�อแบบแพร่่กระจาย โดยเฉพาะในลููกสุุกร (Millan et al., 2007) การติิดเชื้้�อมััก

เกี่่�ยวข้้องกัับการสััมผััสสิ่่�งแวดล้้อมท่ี่�ปนเป้ื้�อนเชื้้�อ โดยเฉพาะจากแหล่่งน้้ำ เช่่น แม่่น้้ำหรืือน้้ำบาดาล  และการระบาด 

มีีความเชื่่�อมโยงกัับการเกิิดฝนตกหนัักและน้้ำท่่วม (Ketterer et al., 1986; Millan et al., 2007; Kwanhian et al., 

2020) (รููปที่ีี�� 10)

รููปที่่� 10  แสดงลัักษณะฝีีที่่�พบภายในตัับสุุกร (a) และฝีีในม้้ามโค (b) และ (c) ที่่�ป่่วยตายด้้วยโรคเมลิิออยด์์

(a) (b) (c)ที่่�มา: Department of Industry, Tourism and Trade, 2022

	 โคกระบืือ

	 	 รอยโรคที่่�พบ ได้้แก่่ ตุ่่�มหนองที่่�ผิิวหนััง ฝีีในม้้าม (รููปที่่� 10) และต่่อมหมวกไต รวมถึึงพบเยื่่�อหุ้้�มสมองอัักเสบ 

ในกรณีีติิดเชื้้�อเรื้้�อรัังมัักพบหนองที่่�ปอด และข้้ออัักเสบแบบมีีหนอง (Rush & Thomas, 2012)

	สุ ุนััขและแมว

	 	 สุุนัขัที่่�ติิดเชื้้�อโรคเมลิอิอยด์ ์พบฝีหลายจุุดบนผิิวหนััง ปอด ตับ และต่่อมน้้ำเหลืืองอัักเสบ หลัังการเสีียชีีวิต ส่วน

ในแมวพบฝีีหนองที่่�ใบหน้้า (Parkes et al., 2009) พบฝีีที่่�ตัับ ม้้าม และต่่อมน้้ำเหลืือง พบเนื้้�อตายเฉพาะที่่�ในไขสัันหลััง 

ก้้านสมอง และเยื่่�อหุ้้�มไขสัันหลััง ร่่วมกัับการอัักเสบแบบมีีหนอง (O’Brien, 2003) 

	ม้ ้า

	 	 รอยโรคคล้้ายในสััตว์์ชนิิดอื่่�น มั ักพบฝีีหนองในปอด ตั ับ  ไต และสมอง รวมถึึงเยื่่�อหุ้้�มสมองอัักเสบ  (Rush & 

Thomas, 2012)
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รููปที่่� 11  รอยโรคตุ่่�มหนองที่่�ปอดและตัับในลิิง (African green monkey; AGM และ rhesus macaque; RM) ที่่�ได้้รัับเชื้้�อ 

            B. pseudomallei สายพัันธุ์์�  HBPUB10134a (Thailand) และ K962	43 (Thailand) (ที่่�มา: Trevino et al, 2021)

Liver of AGM (K96243)

Lung of AGM (K96243)Lung of AGM (HBPUB10134a)

Lung of RM (HBPUB10134a)

	สั ัตว์์ตระกููลอููฐ (อููฐ ลามะ อััลปากา)

		  โรคนี้้�พบได้้ยากในอููฐที่่�อาศัยัอยู่่�ในธรรมชาติ ิแต่ส่ัตัว์ท์ี่่�ติดิเชื้้�อจะมีีรอยโรคที่่�ปอดและการอักัเสบเป็น็หนองอย่า่ง

รุุนแรง (Rush & Thomas, 2012)

	สั ัตว์์ตระกููลไพรเมต 

	 	 มัักพบฝีี และก้้อนหนองกระจายในหลายอวััยวะ ร่่วมกัับเนื้้�อเยื่่�อบวม ซึ่่�งมัักพบในปอด ม้้าม ตัับ และบางครั้้�ง

พบในกระดููก และอาจพบความเสีียหายของเส้้นประสาท  และสััตว์์เป็็นอััมพาต (Rush & Thomas, 2012; Trevino  

et al., 2021)

	สั ัตว์์เลี้้�ยงลููกด้้วยนมในทะเล 

	 	 รอยโรคมีีความรุุนแรงแตกต่่างกัันไป รอยโรคที่่�พบได้้บ่่อยที่่�สุุด  ได้้แก่่ พบลักษณะบวมน้้ำ เลืือดออก และ 

ก้้อนเนื้้�อสีีขาวหรือืเหลืืองกระจายทั่่�วปอด นอกจากนี้้� พบฝีขีนาดเล็ก็และภาวะตับัโต ส่วนฝีใีนม้้ามพบได้้น้้อย และอาจพบ

ฝีีในกระดููก ต่่อมน้้ำนม หรืือเนื้้�อตายเฉพาะที่่�ในอวััยวะอื่่�น ๆ (Rush & Thomas, 2012)

	สั ัตว์์มีีกระเป๋๋าหน้้าท้้อง 

	 	 อาจพบตุ่่�มหนองหรือืฝีหีนองเพีียงตุ่่�มเดีียวหรือืหลายตุ่่�มที่่�อวัยัวะภายใน ได้้แก่ ่ปอด ม้้าม ตับ และต่่อ, น้้ำเหลืือง

ที่่�เกี่่�ยวข้้อง (Ladds et al., 1990; Rush & Thomas, 2012)
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	 จระเข้้

		  ลักัษณะรอยโรคภายนอก หรือืผิวิหนังัของจระเข้้ที่่�เกิดิจากเมลิอิอยด์ยั์ังมีีข้อ้มููลจำกัดั ที่่�พบจากรายงานการตาย

ด้้วยโรคนี้้�ของลููกจระเข้้น้้ำเค็ม็ในออสเตรเลีีย พบถุุงไข่แ่ดงขนาดใหญ่่ปกคลุุมด้้วยเยื่่�อเมือืก กับมีีจุุดแดงหรืือชมพููและปอด

มีีสีีชมพููอ่่อนมัันวาว นอกจากนี้้�ยัังพบ ฝีีในอวััยวะภายใน และการติิดเชื้้�อที่่�แพร่่กระจายไปยัังอวััยวะต่่าง ๆ ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุ

ของการเสีียชีีวิิต (Rachlin et al., 2019)

1 cm

รููปที่่� 12  แสดงรอยโรคลููกจระเข้้น้้ำเค็็มที่่�ติิดเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei พบถุุงไข่่แดงขนาดใหญ่่ มีีเยื่่�อเมืือกอยู่่�ด้้านบน (เครื่่�องหมายดอกจััน)  

ภาพเล็็ก: แสดงด้้านหลัังของอวััยวะภายในที่่�ผ่่าอออก และถุุงไข่่แดงที่่�ถููกเอาออก ตัับมีีจุุดสีีแดงและชมพูู (หััวลููกศร) และปอดมีีสีีชมพููอ่่อนและวาว (ลููกศร) 

(ที่่�มา: Rachlin et al., 2019)

รููปที่่� 13  รอยโรคในนกแก้้วปากเหลืืองที่่�ตายด้้วยโรคเมลิิออยด์์ แสดงรอยโรค (A) ตุ่่�มหนองขนาดเล็็กกระจายในตัับ 

          และ (B) ม้้าม (ที่่�มา: Hamton et al., 2011)

A B

	 นก	

	 	 รอยโรคที่่�มัักพบ คืือพบตุ่่�มหนองขนาดเล็็กกระจายทั่่�วม้้าม และตัับ (Hamton et al., 2011)

	 จากข้้อมููลเกี่่�ยวกัับอาการทางคลิินิิกและรอยโรคที่่�มีีรายงานในสััตว์์แต่่ละชนิิด  ซึ่่�งมีีความหลากหลาย การวิินิิจฉััย

โรคอย่่างถููกต้้องและแม่่นยำนั้้�น จึึ งจำเป็็นต้้องพึ่่�งพาการตรวจวินิิจฉัยทางห้้องปฏิิบััติิการ โดยการวิินิิจฉัยส่่วนใหญ่่จะใช้้

เทคนิิคทางอณููชีีวโมเลกุุล เพื่่�อระบุุและจำแนกชนิิดของเชื้้�อสาเหตุุ (Choy et al., 2000; Hambali et al., 2018)
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การเก็็บตััวอย่่าง  
บรรจุุภััณฑ์์และการขนส่งตััวอย่่าง

บทที่่� 6

	 การทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการจะประสบความสำเร็็จได้้  นอกจากการปฏิิบััติิการทดสอบที่่�ถููกต้้องแล้้ว วิ ิธีีการ 

เก็็บตััวอย่่าง ขั้้ �นตอนการเก็็บตััวอย่่าง และการส่่งตััวอย่่างที่่�เหมาะสม ล้้ วนเป็็นปััจจััยสำคััญที่่�ต้้องมีีการดำเนิินการ 

ให้้ถููกต้้อง และเหมาะสมตามหลัักวิิชาการ และเนื่่�องจากเชื้้�อ B. pseudomallei มีีความเสี่่�ยงสููงในการก่่อโรคในมนุุษย์์ 

ดัังนั้้�นการจััดการตััวอย่่าง การเพาะเชื้้�อ และการทดสอบอื่่�น ๆ เพิ่่�มเติิม ต้้ องดำเนิินการด้้วยความระมััดระวัังสููงสุุดเพื่่�อ

ป้้องกัันการติิดเชื้้�อในบุุคลากรทางห้้องปฏิิบััติิการ และเพื่่�อให้้ได้้ผลการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ถููกต้้อง

การเก็็บตััวอย่่าง (Sample collection) ก่่อนการเก็็บตััวอย่่าง สิ่่�งสำคััญที่่�ต้้องพิิจารณา ได้้แก่่ 

	 1.	 การใช้้ภาชนะ/หลอดเก็็บตััวอย่่าง บรรจุุภััณฑ์์ที่่�เหมาะสมในการบรรจุุตััวอย่่างส่่งตรวจห้้องปฏิิบััติิการ

	 2.	 การจััดเก็็บตััวอย่่างแต่่ละชนิิดอย่่างถููกต้้อง

	 3.	 ข้้อกำหนดในการขนส่่งตััวอย่่างทดสอบ: อุุณหภููมิิขณะขนส่่ง และความปลอดภััยทางชีีวภาพ

	 4.	 การให้้ข้้อมููลทางคลิินิิกที่่�ถููกต้้องและเกี่่�ยวข้้องกัับตััวอย่่างส่่งตรวจ

	 การเก็็บตััวอย่่างจากสััตว์์

	 	 โดยส่่วนใหญ่่การวิินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์มัักจะดำเนิินการหลัังจากสััตว์์ตาย ยกเว้้นในกรณีีที่่�สััตว์์แสดง

อาการทางคลิินิิก หรืือสััตว์์มีีรอยโรคท่ี่�ยัังดำเนิินอยู่่�  เช่่น บ าดแผลหรืือฝีีหนองบนผิิวหนััง ซ่ึ่�งอาจจะสามารถแยกเชื้้�อ  

B. pseudomallei ได้้จากตััวอย่่างเสมหะ หรืือสิ่่�งคััดหลั่่�งของระบบทางเดิินหายใจ  เลืือด ฝีีหรืือของเหลวจากบาดแผล 

ในกรณีีที่่�สััตว์์ตายพบว่่าอวััยวะที่่�ได้้รัับผลกระทบและมีีรอยโรคมากที่่�สุุด ได้้แก่่ ปอด ม้้าม ตัับ ต่่อมน้้ำเหลืืองที่่�เกี่่�ยวข้้อง 

และโพรงจมููก ส่่วนน้้ำนม อุุจจาระ เลืือด ปััสสาวะ สามารถเก็็บตััวอย่่างเพื่่�อตรวจแยกเชื้้�อได้้ ในสััตว์์บางชนิิดอาจมีีการ

เก็็บซีีรััมเพื่่�อทดสอบทางซีีรััมวิิทยาด้้วย (Sim et al. 2018; Sprague & Neubauer, 2004) 

(Sample collection, Sample packaging and transportation)
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	 	 การเก็็บตััวอย่่างควรทำโดยเร็็วที่่�สุุดหลัังจากสััตว์์ตาย เนื่่�องจากระยะเวลาที่่�เก็็บตัวอย่่างหลัังสััตว์์ตายมีีความ

สำคััญ ตั ัวอย่่างเลืือดจากสััตว์์ท่ี่�ตายแล้้วไม่่เหมาะสมสำหรัับการตรวจทางโลหิตวิิทยาและชีีวเคมีีคลิินิิก เนื้้�อเยื่่�อที่่�เริ่่�ม 

เน่่าเสีียจะไม่่สามารถทำการตรวจจุุลพยาธิิวิิทยาได้้  การเปิิดผ่่าซากต้้องใช้้วิิธีีปลอดเชื้้�อ และตััวอย่่างควรนำส่่ง 

ห้้องปฏิิบัตัิกิารโดยทัันทีีเพื่่�อผลการวิินิจิฉัยัที่่�แม่น่ยำที่่�สุุด ทั้้�งนี้้�ควรสวมอุุปกรณ์ป้์้องกันัส่ว่นบุุคคล (Personal Protective 

Equipment, PPE) ที่่�เหมาะสมทุุกครั้้�งที่่�ทำการเก็็บตััวอย่่างทางคลิินิิก

		ขั้้  �นตอนการเก็็บเลืือด

	 	 	 1.	 เติิมสารป้้องกัันการแข็็งตััวของเลืือดลงในหลอดเก็็บตััวอย่่าง เพื่่�อป้้องกัันการเกิิดลิ่่�มเลืือด หรืือใช้้หลอด 

เก็็บเลืือดสำเร็็จรููป

	 	 	 2.	 เก็็บเลืือดจากหลอดเลืือดดำ (jugular vein) ในโคกระบืือ แกะ สุุ กร และม้้า หลอดเลืือดดำที่่�หางโค 

หลอดเลืือดดำที่่�หููในสุุกร หรืือหลอดเลืือดดำที่่�ปีีกหรืือหััวใจในสััตว์์ปีีก

		ขั้้  �นตอนการเก็็บซีีรั่่�ม

	 	 	 ใช้้หลอดธรรมดาหรืือหลอดแยกซีีรััม (Serum separator tube; SST) (รููปที่่� 14) ข นาดไม่่น้้อยกว่่า 5 

มิิลลิิลิิตร ที่่�ไม่่มีีสารป้้องกัันการแข็็งตััวของเลืือด  เก็็บเลืือดให้้ได้้อย่่างน้้อย 2/3 ข องความจุุเพื่่�อให้้ได้้ซีีรััมอย่่างน้้อย 2 

มิิลลิิลิิตร ปล่่อยให้้เลืือดในหลอดแข็็งตััวที่่�อุุณหภููมิิห้้อง และแยกซีีรััมออกโดยการเทหรืือปั่่�นเหวี่่�ยงก่่อนนำส่่ง 

ห้้องปฏิิบััติิการ (หากไม่่สามารถส่่งตััวอย่่างให้้ห้้องปฏิิบััติิการได้้ทัันทีี)

		  การขนส่่งตััวอย่่าง

	 	 	 ขนส่่งตััวอย่่างเลืือดและซีีรั่่�มไปยัังห้้องปฏิิบััติิการโดยบรรจุุในบรรจุุภัณฑ์์สามชั้้�น ป้ องกัันการกระแทกและ

รั่่�วซึึม ที่่�อุุณหภููมิิ 4 °C ภายใน 24 ชั่่�วโมงหลัังการเก็็บตััวอย่่าง พร้้อมแนบใบประวััติิตััวอย่่างที่่�กรอกข้้อมููลครบถ้้วนไปกัับ

ตััวอย่่าง และระบุุอย่่างชััดเจนว่่าสงสััยว่่าเป็็นโรคเมลิิออยด์์ 

รููปที่่� 14  หลอดแยกซีีรััม (BD Vacutainer® SST™)
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	 การเก็็บตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อม

	 	 เมื่่�อยืืนยัันการตรวจพบโรคแล้้ว แนะนำให้้เก็็บตััวอย่่างดิิน และน้้ำจากสิ่่�งแวดล้้อมที่่�อยู่่�โดยรอบบริิเวณที่่� 

เลี้้�ยงสััตว์์ที่่�พบการติิดเชื้้�อเพื่่�อระบุุแหล่่งที่่�ปนเปื้้�อน (Sim et al., 2018; Sprague & Neubauer, 2004) นอกจากนี้้� 

การเก็็บตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อมยัังอาจเก็็บจากอากาศ และการ swab พื้้�นผิิวของสิ่่�งแวดล้้อมที่่�สงสััยการปนเปื้้�อนเชื้้�อได้้

อีีกด้้วย (Men	zies School of Health Research, 2022)

	

		  การเก็็บตััวอย่่างจากดิิน 

	 	 	 การเก็็บตััวอย่่างดิินเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ B. pseudomallei มีี ข้้อแนะนำเกี่่�ยวกัับความลึึกที่่�เหมาะสม 

แตกต่่างกัันไปตามฤดููกาลและลัักษณะพื้้�นที่่� โดยทั่่�วไปการเก็็บตััวอย่่างที่่�ความลึึก 30 เซนติิเมตร เป็็นมาตรฐานที่่�ใช้้กััน

อย่่างแพร่่หลาย และสามารถตรวจพบเชื้้�อได้้ดีีในหลายพื้้�นที่่� (Palasatien et al., 2008; Rattanavong et al., 2010; 

Limmathurotsakul et al., 2013a; Swe et al., 2021; Roe et al., 2022) อย่่างไรก็็ตาม งานวิิจััยล่่าสุุดพบว่่าเชื้้�อ  

B. pseudomallei อาจพบมากขึ้้�นที่่�ความลึึกมากกว่่า 30 เซนติิเมตร โดยเฉพาะในช่่วงที่่�มีีความชื้้�นสููงหรืือใกล้้ระดัับ 

น้้ำใต้้ดิิน เช่่น ที่่�ความลึึก 60 เซนติิเมตร หรืือแม้้แต่่ 100-200 เซนติิเมตร ในบางพื้้�นที่่� (Manivanh et al., 2017; 

Pongmala et al., 2022; Swe et al., 2021) ฤดููกาลมีีผลต่อ่การตรวจพบเชื้้�อ โดยพบว่า่ในฤดููฝนหรือืช่ว่งมรสุุมมีีโอกาส

ตรวจพบเชื้้�อสููงขึ้้�น แม้้ความสััมพัันธ์์นี้้�อาจไม่่ชััดเจนทางสถิิติิ (Swe et al., 2021; Brook et al., 1997)

	 	 	 วิิธีีการเก็็บตััวอย่่างดิินตามคู่่�มืือการปฏิิบััติิงาน Standard Operating Procedure (SOP) ของหน่่วยวิิจััย

โรคเขตร้้อนมหิิดล-อ๊๊อกฟอร์์ด  (MORU, 2021) ซึ่่�งใช้้แนวทางของคณะทำงานระหว่่างประเทศ Detection of 

Environmental Burkholderia pseudomallei Working Party (DEBWorP) 

	 	 	 อุุปกรณ์์ที่่�ต้้องเตรีียมเพื่่�อใช้้ในขั้้�นตอนการเก็็บตััวอย่่างดิิน ได้้แก่่ ถุุงมืือยางแบบใช้้แล้้วทิ้้�ง หน้้ากากอนามััย 

รองเท้้าบููท ส เปรย์์แอลกอฮอล์์ 70% กระดาษเช็็ดมืือ เชืือกและหลััก พลั่่�ว ส ายวััด  (ยาวอย่่างน้้อย 5 เมตร) หลอด 

ปลอดเชื้้�อขนาด  25 มิ ิลลิิลิิตรสำหรัับเก็็บตััวอย่่าง เครื่่�องชั่่�งหากต้้องการชั่่�งดิินในพื้้�นท่ี่� ปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวร และ

กล่่องพลาสติิกกัันแสงหรืือกล่่องโฟม (Menzies School of Health Research, 2022) ดำเนิินการเก็็บตััวอย่่างดัังนี้้�

	 	 	 	 1.	 เลืือกสถานที่่�ในการเก็็บดินตามวััตถุุประสงค์์การตรวจ  เช่่น เพื่่�อยืืนยัันแหล่่งเชื้้�อที่่�ปนเป้ื้�อนกรณีี 

เกิิดการติิดเชื้้�อในสััตว์์หรืือคน แล้้วทำการกำหนดบริิเวณที่่�จะเก็็บตััวอย่่าง 

	 	 	 	 2.	ทำการเก็็บดิินเป็็นตารางลัักษณะรููปส่ี่�เหล่ี่�ยมจััตุุรัส  โดยเก็็บดินจำนวน 100 ตั วอย่่าง (10x10 จุุด )  

ในพื้้�นที่่� 50 ตารางเมตรโดยมีีระยะห่่างของแต่่ละหลุุม 5 เมตร เก็็บดินที่่�ความลึึก 30 เซนติิเมตร (สามารถปรัับระดัับ 

ความลึึก ตามความชื้้�นและฤดููกาล) ใช้้สายวััดและทำเครื่่�องหมายด้้วยหลัักและเชืือก (รููปที่่� 15)

	 	 	 	 3.	 เก็็บตััวอย่่างดิินโดยใช้้พลั่่�วขนาดเล็็กประมาณ  20 - 40 กรััม หรืือทำการชั่่�งตััวอย่่างดิิน 10 กรััม  

ใส่่ในหลอดปลอดเชื้้�อขนาด 25 มิิลลิิลิิตร 

	 	 	 	 4.	ปิิดฝาหลอด  ระบุุเบอร์์หลุุมที่่�เก็็บ วั น เวลา ข้้างหลอด  และเก็็บหลอดตััวอย่่างในกล่่องพลาสติิกที่่�

สามารถป้้องกัันแสงแดดเพื่่�อป้้องกัันดิินแห้้งและเชื้้�อตาย

	 	 	 	 5.	ควรเก็็บตััวอย่่างดิินไว้้ท่ี่�อุุณหภููมิิห้้อง (24 - 32 °C) และหลีีกเลี่่�ยงแสงแดดโดยตรงในระหว่่าง 

การขนส่่ง และส่่งตรวจห้้องปฏิิบััติิการโดยเร็็ว

			ข้   ้อแนะนำ ควรเก็็บตััวอย่่างดิินที่่�ความลึึกอย่่างน้้อย 30 - 60 เซนติิเมตร และหากต้้องการเพิ่่�มโอกาส 

การตรวจพบ ควรเก็็บตััวอย่่างที่่�หลายระดัับความลึึก (Manivanh et al., 2017; Pongmala et al., 2022; Swe et al., 

2021; Limmathurotsakul et al., 2013a)
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		  การเก็็บตััวอย่่างน้้ำ

	 	 	 จากการสำรวจสิ่่� งแวดล้้อมมีีหลายรายงานชี้้� ให้้ เห็็นว่่าน้้ำ เป็็นแหล่่งกัักเก็็บที่่�สำคััญของเชื้้�อ  

B. pseudomallei (Vongphayloth et al. 2012; Ribolzi et al. 2016; Zimmermann et al. 2018) เนื่่�องจาก 

เป็็นที่่�ทราบกัันดีีว่่าน้้ำฝนสามารถดัักจัับและชะล้้างสิ่่�งที่่�อยู่่�ในดิิน รวมถึึงอนุุภาค สิ่่ �งปนเปื้้�อน และแบคทีีเรีีย น้้ ำจึึงอาจ 

บ่่งชี้้�การกระจายตััวและการปรากฏตััวของเชื้้�อ B. pseudomallei ในภููมิิภาคได้้อย่่างแม่่นยำ นอกจากนี้้�ยัังมีีรายงานเชื้้�อ 

B. pseudomallei ถููกแยกได้้จากน้้ำใต้้ดิินและน้้ำบาดาลในครััวเรืือน ในออสเตรเลีียตอนเหนืือ (Draper et al. 2010; 

Baker et al. 2011) และเชื้้�อที่่�แยกได้้เหล่่านี้้�มีีความเชื่่�อมโยงกัับเชื้้�อที่่�แยกได้้ทางคลิินิิกโดยใช้้วิิธีีการตรวจทาง 

อณููชีีวโมเลกุุล (Baker et al. 2011)

	 	 	 ดัังนั้้�นเพื่่�อตรวจสอบแหล่่งท่ี่�มาของการติิดเชื้้�อ B. pseudomallei ของสััตว์์ที่่�อาจเกี่่�ยวข้้องกัับแหล่่งน้้ำ  

จึึงควรมีีการเก็็บตัวอย่่างน้้ำเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ ตัวอย่่างน้้ำที่่�ควรเก็็บส่งตรวจ ควรมาจากแหล่่งน้้ำใกล้้ทุ่�งหญ้้าหากิินของสััตว์์ 

หรือืเป็น็แหล่ง่น้้ำที่่�ใช้้ในฟาร์ม์ปศุุสัตัว์ท์ี่่�ไม่ไ่ด้้ผ่า่นกระบวนการฆ่า่เชื้้�อด้้วยคลอรีีน ถังัเก็บ็น้้ำหรือืน้้ำบาดาลที่่�ไม่่ผ่า่นคลอรีีน 

(จากถัังโดยตรงหรืือจากก๊๊อก) น้้ำนิ่่�งที่่�ขัังในดิิน น้้ำในลำธารหรืือหนองน้้ำ และน้้ำผิิวดิิน เช่่น น้้ำทิ้้�งจากชุุมชนหรืือโรงงาน 

(Draper et al., 2010; Limmathurotsakul et al., 2013a) เพื่่�อเพิ่่�มโอกาสในการตรวจพบเชื้้�อ B. pseudomallei  

ควรเก็็บตััวอย่่างน้้ำอย่่างน้้อย 3-5 ตััวอย่่างต่่อพื้้�นที่่� หากพื้้�นที่่�มีีขนาดใหญ่่หรืือมีีแหล่่งน้้ำหลายแห่่งในพื้้�นที่่�เดีียวกััน (เช่่น 

ก๊๊อกน้้ำ ท่่อระบายน้้ำ หััวเจาะ น้้ำบาดาล/น้้ำจากถัังเก็็บน้้ำที่่�ยัังไม่่ได้้บำบััด ฯลฯ) ควรเก็็บตััวอย่่างน้้ำเพิ่่�ม (>10 ตััวอย่่าง) 

(Menzies School of Health Research, 2022)

	 	 	 อุุปกรณ์์ที่่�ต้้องเตรีียมเพื่่�อใช้้ในขั้้�นตอนการเก็็บตััวอย่่างน้้ำ ได้้แก่่ ถุุ งมืือยางแบบใช้้แล้้วทิ้้�ง รองเท้้าบููท สบู่่�

หรืือสเปรย์์แอลกอฮอล์์ 70% ส ำหรัับทำความสะอาดมือและแขน ข วดหรืือภาชนะฝาเกลีียวปลอดเชื้้�อขนาด  1 ลิิตร  

เสาเก�บตััวอย่่างแบบยืืดได้้  (รููปที่่� 16) (หากเก็็บน้้ำจากลำธาร/ท่่อระบายน้้ำ) ปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวร กล้้องถ่่ายภาพ 

อุุปกรณ์์ระบุุ GPS แบบฟอร์ม์บันัทึึกประวััติติัวัอย่า่ง (ถ้้ามีี) และกล่อ่งพลาสติก (Menzies School of Health Research, 

2022) โดยดำเนิินการเก็็บตััวอย่่างดัังนี้้�

รููปที่่� 15  แสดงตััวอย่่างการกำหนดจุุดสำหรัับการสุ่่�มเก็็บตััวอย่่างดิินเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei
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รููปที่่� 16  ตััวอย่่างเสาเก็็บตััวอย่่างน้้ำแบบยืืดได้้ และขวดปลอดเชื้้�อสำหรัับเก็็บตััวอย่่างน้้ำขนาด 1 ลิิตร

	 	 	 	 1.	ติิดฉลากภาชนะด้้วยปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวร ระบุุวัันที่่�เก็็บตััวอย่่าง และหมายเลขตััวอย่่าง

	 	 	 	 2.	บันัทึึกข้้อมููลประวััติติัวัอย่่างลงแบบฟอร์์ม (ถ้้ามีี) พร้้อมถ่่ายภาพและบันัทึึกตำแหน่่ง GPS ของจุุดเก็บ็

	 	 	 	 3.	 เก็็บตััวอย่่างน้้ำลงขวดปลอดเชื้้�อขนาด 1 ลิิตร (หรืืออย่่างน้้อย 300 มิิลลิิลิิตร) หลีีกเลี่่�ยงการตัักจาก

ผิิวน้้ำโดยตรง

	 	 	 	 4.	 เก็็บรัักษาตััวอย่่างในที่่�มืืด ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง และดำเนิินการส่่งตรวจภายใน 1 สััปดาห์์

	 	 	 	 5.	ทำความสะอาดอุุปกรณ์์ ด้้ วยน้้ำและสเปรย์์แอลกอฮอล์์ 70% ระหว่่างใช้้งานเพื่่�อป้้องกัันการ 

ปนเปื้้�อนข้้าม (รููปที่่� 16)

รููปที่่� 17  แสดงเครื่่�องเก็็บตััวอย่่างอากาศ MD8 Airport ที่่�เชื่่�อมต่่อกัับอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

(ที่่�มา: https://www.sartorius.hr/en/products/)

		  การเก็็บตััวอย่่างอากาศ 

			   B. pseudomallei เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�สามารถแพร่่กระจายทางอากาศได้้  โดยเฉพาะในช่่วงที่่�มีี 

สภาพอากาศรุุนแรง เช่่น ฤดููมรสุุมหรืือเกิิดพายุุ  ซึ่่�งมีีรายงานการหายใจเอาเชื้้�อเข้้าสู่่�ร่่างกายหลัังฝนตกหนัักและลมแรง 

อาจเป็็นปััจจััยสำคััญของการเกิิดโรคเมลิิออยด์์ ซึ่่�งปััจจุุบัันมีีเทคโนโลยีีในการเก็็บตัวอย่่างจากอากาศด้้วยเครื่่�องเก็็บ

ตััวอย่่างจากอากาศแบบพกพาที่่�มีีแผ่่นกรองดัักจัับอนุุภาคท่ี่�อยู่่�ในอากาศ (รููปท่ี่� 17) ซ่ึ่�งจะช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการ

ตรวจแยกเชื้้�อในอากาศดีีขึ้้�น โดยนำแผ่่นกรองอากาศท่ี่�อยู่่�ภายในมาทำการเพาะแยกเชื้้�อหรืือตรวจทางอณููชีีวโมเลกุุล 

(Chen et al., 2015; Currie et al., 2015)

	 	 	 ในกรณีีที่่�ไม่่มีีอุุปกรณ์์เฉพาะทางอาจใช้้เพลทอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเฉพาะสำหรัับ B. pseudomallei ที่่�ผ่่านการ

ฆ่่าเชื้้�อแล้้ววางไว้้ในระดัับที่่�สููงพอสามารถรัับลมที่่�พััดผ่่านบริิเวณเป้้าหมาย โดยแนะนำให้้เก็็บตััวอย่่างอากาศในช่่วงที่่�มีี

พายุุหรืือมีีกิิจกรรมที่่�มีีแนวโน้้มก่่อให้้เกิิดละอองลอยของแบคทีีเรีีย เช่่น การฉีีดล้้างด้้วยสายยางแรงดัันสููงเพื่่�อเพิ่่�มโอกาส

ในการตรวจพบเชื้้�อ B. pseudomallei ซึ่่�งวััตถุุประสงค์์ส่่วนใหญ่่ของการเก็็บตััวอย่่างอากาศนั้้�นเพื่่�อทำการศึึกษาวิิจััย 

เนื่่�องจากต้้องใช้้ระยะเวลาในการเก็็บตััวอย่่างหลายชั่่�วโมงต่่อเนื่่�องในแต่่ละครั้้�ง
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		  การเก็็บตััวอย่่างจาก Swab 

	 	 	 ตััวอย่่าง swab ใช้้ในการเก็็บตััวอย่่างพื้้�นผิิวสิ่่�งแวดล้้อมเพื่่�อตรวจหาเชื้้�อ B. pseudomallei มีีประโยชน์์ใน

การเก็็บตััวอย่่างจากพื้้�นผิิวหรืือวััตถุุขนาดเล็็กที่่�ไม่่มีีรููพรุุน ซึ่่�งมีีแนวโน้้มว่่าจะเกิิดการปนเปื้้�อนหรืือมีีการสร้้างไบโอฟิิล์์ม

ของเชื้้�อ B. pseudomallei รวมถึึงบริิเวณภายในท่่อน้้ำหรืือบ่่อน้้ำ/บ่่อบาดาล  และยัังใช้้ในการแยกเชื้้�อ  

B. pseudomallei จ ากกรงเลี้้�ยงสััตว์์ ตู้ ้�ฟัักไข่่ และถัังน้้ำ (McRobb et al., 2013; Kaestli et al., 2019; Rachlin  

et al., 2019; Dawson et al., 2020)

	 	 	 อุุปกรณ์ท์ี่่�ต้้องเตรีียมเพื่่�อใช้้ในขั้้�นตอนการเก็บ็ตัวัอย่า่ง swab ได้้แก่ ่ถุุงมือืยางแบบใช้้แล้้วทิ้้�ง สบู่่�หรือืสเปรย์์

แอลกอฮอล์์ 70% ส ำหรัับทำความสะอาดมือ sterile non-cotton swabs (เช่่น rayon หรืือ polyester) ส ารเพิ่่�ม

ความชื้้�นที่่�ผ่่านการฆ่า่เชื้้�อ (เช่่น น้้ำกลั่่�น น้้ำเกลืือ หรือื PBS) หลอดเก็็บตัวอย่่างปลอดเชื้้�อสำหรัับเก็็บ swab ซองพลาสติก

แบบซิิปสำหรัับใส่่หลอดเก็็บตััวอย่่าง และปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวร โดยดำเนิินการเก็็บตััวอย่่างดัังนี้้� (CDC, 2012)

	 	 	 	 1.	สวมถุุงมืือ นำ swab ออกจากบรรจุุภััณฑ์์ โดยระวัังอย่่าให้้ปลาย swab เกิิดการสััมผััส

	 	 	 	 2.	จุ่่�ม swab ล งในภาชนะบรรจุุสารเพิ่่�มความชื้้�นที่่�ผ่่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้ว ปริิมาณ  10 มิ ิลลิิลิิตร  

บีีบของเหลวส่่วนเกิินออกเบา ๆ โดยดััน swab เข้้าไปด้้านในของภาชนะ

	 	 	 	 3.	 ใช้้ swab เช็็ดพื้้�นผิิวที่่�จะเก็็บตััวอย่่าง พื้้�นที่่�ที่่�แนะนำในการเช็็ดคืือ <100 ตารางเซนติิเมตร โดยเช็็ด

เป็็นเส้้นรููปตัวั ‘S’ ในแนวตั้้�ง (รููปที่่� 18 ซ้้าย) ให้้ครอบคลุุมพื้้�นที่่�เก็บ็ตัวัอย่่างทั้้�งหมด หลีีกเลี่่�ยงการปล่่อยให้้ swab แห้้งสนิทิ

	 	 	 	 4.	หมุุน swab อีีกครั้้�งแล้้วเช็็ดบริิเวณเดิิมเป็็นรููปตััว ‘S’ แนวเฉีียง (รููปที่่� 18 ขวา)

	 	 	 	 5.	 ใส่่ swab ลงในหลอดเก็็บตััวอย่่างแล้้วหัักก้้าน swab ออก ระวัังไม่่ให้้มืือสััมผััสกัับด้้านในของหลอด

เก็็บตััวอย่่าง ปิิดฝาให้้แน่่นและใช้้ปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวรบัันทึึกหมายเลขตััวอย่่าง วัันที่่� และเวลาที่่�เก็็บตััวอย่่าง

	 	 	 	 6.	 ใส่่หลอดเก็็บตััวอย่่างลงในถุุงพลาสติิกที่่�ซิิป และติิดฉลากระบุุข้้อมููลตััวอย่่างและผู้้�ส่่ง

รููปที่่� 18  แสดงการ swab รููปตััว ‘S’ ในแนวตั้้�ง (ซ้้าย) และ ‘S’ ในแนวเฉีียง (ขวา)

บรรจุุภััณฑ์์และการขนส่่งตััวอย่่าง (Sample Packaging and transportation)

	 ก่่อนการขนส่่งตััวอย่่างควรตรวจสอบการติิดฉลากและการจััดการตััวอย่่างให้้เหมาะสม มีี การติิดฉลากหรืือระบุุ

ข้้อมููลตัวอย่่างให้้ชัดเจนโดยอย่่างน้้อยต้้องมีีการระบุุข้้อมููลช่ื่�อที่่�อยู่่�เจ้้าของ หมายเลขหรืือรหััสสัตว์์ ชนิ ดตัวอย่่างหรืือ

เนื้้�อเยื่่�ออวััยวะที่่�เก็็บตััวอย่่าง ควรใช้้ปากกาเคมีีชนิิดหมึึกถาวร 

	 ในการขนส่ง่ตัวัอย่า่งโดยหลักัแล้้วจะดำเนินิการอย่า่งระมัดัระวังั บรรจุุภัณัฑ์ท์ี่่�ใช้้สามารถทนต่อ่การจัดัการอย่า่งไม่่

ระมััดระวััง มีี ความทนทานเพีียงพอท่ี่�จะป้้องกัันการรั่่�วไหลของสิ่่�งบรรจุุ  รวมถึึงการติิดฉลากและมีีเอกสารประกอบที่่�

บัันทึึกข้้อมููลของตััวอย่่างอย่่างเหมาะสม การขนส่่งตััวอย่่างทุุกชนิิดควรใช้้บรรจุุภััณฑ์์สามชั้้�น (รููปที่่� 19) ได้้แก่่



27

	 	 1.	 บรรจุุภััณฑ์์ชั้้�นใน (Primary container) เป็็นภาชนะกัันรั่่�ว เช่่น หลอดพลาสติิกหรืือขวดบรรจุุตััวอย่่างที่่�มีี

ฝาปิิดสนิท  ควรซีีลด้้วยเทปหรืือพาราฟิิล์์ม และติิดฉลากให้้ถููกต้้อง ปริิมาณตัวอย่่างในแต่่ละภาชนะไม่่ควรเกิิน 500 

มิิลลิิลิิตร หรืือ 500 กรััม

	 	 2.	 บรรจุุภััณฑ์์ชั้้�นกลาง (Secondary container) เป็็นภาชนะรองรัับภาชนะชั้้�นใน อาจเป็็นถุุงพลาสติิกหรืือ

กล่่องที่่�กัันน้้ำและปิิดผนึึกแน่่นหนา ต้้องบรรจุุวััสดุุดููดซัับที่่�เพีียงพอ เช่่น ผ้้า กระดาษเช็็ดมืือหรืือใยสัังเคราะห์์ กรณีีขนส่่ง

ของเหลวเพื่่�อรองรัับการรั่่�วไหล

	 	 3.	 บรรจุุภัณฑ์์ชั้้�นนอก (Outer packaging) เป็็นภาชนะที่่�แข็็งแรง ท นทาน และทำความสะอาดหรืือกำจััด 

ได้้ง่าย เช่่น กล่อ่งพลาสติกเรีียบ หรือืกล่่องกระดาษแข็็ง ต้้องปิดิผนึึกแน่่นหนา และบรรจุุแบบฟอร์ม์หรืือข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้อง

ในถุุงพลาสติิกกัันน้้ำภายใน รวมถึึงต้้องติิดเทปรายการสิ่่�งของไว้้ด้้านนอกของบรรจุุภััณฑ์์

		  การใช้้วััสดุุทำความเย็็น เช่่น น้้ ำแข็็งหรืือน้้ำแข็็งแห้้ง ต้้ องบรรจุุในบรรจุุภััณฑ์์เสริมที่่�ป้้องกัันการรั่่�วซึึมภายใน

บรรจุุภััณฑ์์ชั้้�นนอก (BMBL, 2020; IATA, 2019; WHO, 2021)

		  กรณีีการขนส่่งตััวอย่่างไปต่่างประเทศต้้องส่่งโดยหน่่วยงานที่่�มีีใบอนุุญาตขนส่่งที่่�ถููกต้้องตามมาตรฐานสากล 

โดยทั่่�วไปแล้้วสิ่่�งส่่งตรวจวินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์จะถููกจััดอยู่่�ในประเภท  B เนื่่�องจากจุุลิินทรีีย์ไม่่ได้้อยู่่�ในรููปแบบที่่�สามารถ

ก่่อให้้เกิิดโรคได้้ง่่าย (DOT, 2011; IATA, 2019; WHO, 2021)

	 	 การขนส่่งตััวอย่่างแต่่ละชนิิดระหว่่างการขนส่่งไปยัังห้้องปฏิิบััติิการ ตั ัวอย่่างเลืือด  เนื้้�อเยื่่�อ ซีีรั ัม swab ต้้ อง

ขนส่่งแบบแช่่เย็็นที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 ºC กรณีีตััวอย่่าง swab ที่่�เก็็บใน transport medium และตััวอย่่างมููลสััตว์์สามารถ

ขนส่่งที่่�อุุณหภููมิิสิ่่�งแวดล้้อมได้้ ยกเว้้นตััวอย่่างมููลสััตว์์ที่่�ต้้องการตรวจทางปรสิิตวิิทยาร่่วมด้้วยต้้องขนส่่งแบบแช่่เย็็น

รููปที่่� 19  แสดงตััวอย่่างบรรจุุภััณฑ์์ที่่�ใช้้ในการขนส่่งตััวอย่่างเพื่่�อส่่งตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ



28

 การตรวจวิินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์ 
ในสััตว์์ทางห้้องปฏิิบััติิการ

บทที่่� 7

	 การตรวจวิินิิจฉััยทางห้้องปฏิิบััติิการมีีบทบาทสำคััญอย่่างยิ่่�งในการยืืนยัันการติิดเชื้้�อ เนื่่�องจากลัักษณะอาการทาง

คลินิิิกของสััตว์์แต่่ละชนิดมีีความหลากหลายและมัักไม่่จำเพาะ รวมถึึงอาการทางคลินิิิกของสััตว์์ที่่�แสดงออกนั้้�นคล้้ายคลึึง

กัับโรคติิดเชื้้�ออื่่�น ๆ อีีก เช่่น วััณโรค (Tuberculosis) ปอดอัักเสบ (Pneumonia) และมงคล่่อ (Glanders) จึึงยากที่่�จะ

วิินิิจฉััยโรคนี้้�จากอาการทางคลิินิิก จำเป็็นที่่�จะต้้องมีีการตรวจวิินิิจฉััยทางห้้องปฏิิบััติิการในการยืืนยัันโรค 

	 วิิธีีมาตรฐานในการตรวจวินิิจฉัยโรคเมลิิออยด์์ทางห้้องปฏิิบััติิการ (Gold standard) คื อ การเพาะแยกเชื้้�อ  

B. pseudomallei จ ากตััวอย่่างส่่งตรวจ  ซึ่่�งต้้องใช้้ระยะเวลาอย่่างน้้อย 2-3 วั น เนื่่�องจากเชื้้�อเติิบโตช้้า และตััวอย่่าง 

ส่่งตรวจมัักการปนเปื้้�อน เนื่่�องจากมัักเป็็นตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อมในการเลี้้�ยงสััตว์์ เช่่น ดิ ิน หรืือน้้ำ เป็็นต้้น จ ำเป็็น 

ที่่�จะต้้องใช้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเฉพาะ (Selective media) ช่วยในการแยกเชื้้�อ B. pseudomallei ออกจากเชื้้�ออื่่�นที่่�สามารถ

เจริญเติบิโตได้้เร็ว็กว่า่ ที่่�จะเจริญขึ้้�นกลบในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อทั่่�วไป ซ่ึ่�งปัจัจุุบันัมีีการพัฒันาวิธิีีในการตรวจวินิจิฉัยที่่�สามารถ

ดำเนินิการทดสอบได้้สะดวก รวดเร็ว็ และมีีความจำเพาะสููง โดยเทคนิคิทางวิทิยาภููมิคุ้้�มกันั (Immunology) และเทคนิคิ

ทางอณููชีีววิิทยา (Molecular technique) เข้้ามาเป็็นทางเลืือกในการตรวจวิินิิจฉััยเพื่่�อตรวจยืืนยัันโรคทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการ 

	 ดัังนั้้�นเพื่่�อให้้ได้้ผลการตรวจวิินิิจฉััยทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�ถููกต้้อง รวดเร็็ว และปลอดภััยต่่อผู้้�ปฏิิบััติิงาน การปฏิิบััติิ

การทดสอบจึึงต้้องอาศััยความรู้้� ความเข้้าใจด้้านจุุลชีีววิิทยา เทคนิิคทางชีีวเคมีี การตรวจทางอณููชีีววิิทยา และการปฏิบัิัติิ

ตามมาตรการความปลอดภัยทางชีีวภาพที่่�เข้้มงวด เนื่่�องจากโดยทั่่�วไปเชื้้�อ B. pseudomallei จะไม่แ่พร่ก่ระจายโดยการ

สััมผััส  แต่่สามารถก่่อโรครุุนแรงผ่่านละอองลอย (aerosol) ได้้  การปฏิิบััติิงานในห้้องปฏิิบััติิการโดยข้้อแนะนำสากล  

ต้้องปฏิิบััติิงานภายใต้้ระบบความปลอดภััยชีีวภาพระดัับที่่� 3 (Biosafety Level 3; BSL-3) อย่่างไรก็็ตาม ข้้อกำหนดของ

พระราชบััญญััติิเชื้้�อโรคและพิิษจากสััตว์์ พ.ศ. 2558 ได้้ระบุุให้้เชื้้�อ B. pseudomallei อยู่่�ในกลุ่่�ม 3* ซึ่่�งสามารถดำเนิิน

การตรวจวิินิิจฉััยภายใต้้ห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีระบบความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับที่่� 2 ที่่�มีีการดำเนิินการอย่่างเข้้มงวด 

(BSL-2 enhance) เพื่่�อป้อ้งกันัการติิดเชื้้�อในบุุคลากรห้้องปฏิบิัติัิการ การปฏิบิัติัิงานกัับเชื้้�อหรืือตัวัอย่า่งสงสััยต้้องดำเนิิน

การตามข้้อแนะนำสำคััญ ดัังต่่อไปนี้้� 

(Laboratory Diagnosis)
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	 	 1.	 ดำเนิินการปฏิิบััติิกัับตััวอย่่างภายในตู้้�ชีีวนิิรภััย Class II (Biosafety cabinet; BSC class II)

	 	 2.	 ปั่่�นเหวี่่�ยงตััวอย่่างในเครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�มีีฝาปิิดที่่�รัับรองความปลอดภััยทางชีีวภาพ

	 	 3.	 ทำการขนส่่งตััวอย่่าง เพลทเพาะเชื้้�อ ส ไลด์์ย้้อม ชุุดทดส อบ  Analytical Profile Index (API) ข อง 

ตััวอย่่าง ฯลฯ ในภาชนะปิิดก่่อนนำออกจาก BSC ไปยัังตู้้�บ่่มเชื้้�อหรืือกล้้องจุุลทรรศน์์

	 	 4.	 ผู้้�ปฏิิบััติิการทดสอบสวมใส่่อุุปกรณ์์ป้้องกัันส่่วนบุุคคล  (Personal Protective Equipment; PPE) ดั ังนี้้�  

เสื้้�อกาวน์์ หน้้ากากชนิิด N95, goggle/แว่่นตา/face shield, ถุุงมืือ 2 ชั้้�น หมวกคลุุมผม และรองเท้้า

	 ปััจจุุบัันการตรวจวิินิิจฉััย B. pseudomallei ทางห้้องปฏิิบััติิการสามารถดำเนิินการได้้หลายวิิธีี ดัังนี้้�

		  การย้้อมสีีแกรม (Gram staining)

	 	 	 การย้้อมสีีแกรม เป็็นวิิธีีการที่่�ทดสอบได้้ง่่ายเพื่่�อระบุุลัักษณะรููปร่่างของเชื้้�อแบคทีีเรีียภายใต้้

กล้้องจุุลทรรศน์์ และเพื่่�อแยกกลุ่่�มแบคทีีเรีียระหว่่างแบคทีีเรีียแกรมบวกและแกรมลบ ทำการ fix โคโลนีีเชื้้�อสงสััยด้้วย 

แอลกอฮอล์์ 70% ก่ ่อนการย้้อมสีี  การย้้อมสีีแกรมประกอบด้้วย 3 ขั้้ �นตอน ได้้แก่่ การย้้อมด้้วยสีีย้้อมที่่�ละลายน้้ำได้้ 

(crystal violet) การฟอกสีี (decolorization) และการย้้อมกลัับสีี (counter staining) เซลล์์จะถููกย้้อมด้้วยสีี crystal 

violet ในขั้้�นต้้น แล้้วเติิมสารละลาย Gram’s iodine ลงไป จะเกิิดการสร้้างสารเชิิงซ้้อนระหว่่าง crystal violet และ 

iodine จากนั้้�นจึึงเติิมสารฟอกสีี  (เช่่น ethyl alcohol หรืือ acetone) ลงในตััวอย่่าง สุุดท้้ายเติิมสารย้้อมกลัับสีี  เช่่น 

safranin ลงในตััวอย่่าง ส่่องตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์แบบใช้้แสง (light microscope) เพื่่�อแยกความแตกต่่างระหว่่าง

รููปร่่างของแบคทีีเรีีย ลัักษณะของเชื้้�อ B. pseudomallei มีีลัักษณะเชื้้�อติิดสีีแกรมลบ (สีีแดงหรืือสีีชมพูู) เป็็นแท่่งเรีียว

บาง (bacilli) มัักพบเป็็นแท่่งเดี่่�ยว ๆ แต่่ก็็อาจก่่อตััวเป็็นสายโซ่่ได้้เช่่นกััน ติิดสีีชััดที่่�ปลายทั้้�ง 2 ด้้าน (bipolar staining)  

ลัักษณะคล้้ายเข็็มกลััดซ่่อนปลาย (safety pin) (รููปท่ี่� 20) อย่่างไรก็็ตามลัักษณะดัังกล่่าวนี้้�ไม่่จำเพาะต่่อเชื้้�อ  

B. pseudomallei เท่่านั้้�น เนื่่�องจากเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมลบอื่่�น ๆ เช่่น Pasteurella pestis หรืือกลุ่่�ม 

Enterobacteriaceae เช่่น Klebsiella spp. และ Escherichia coli  และกลุ่่�ม Pseudomonas ก็็ติิดสีีในลัักษณะ 

คล้้าย ๆ กั นได้้  (เพลิินจัันทร์, 2547) ในส่่วนของขั้้�นตอนการย้้อมสีีอาจมีีความแตกต่่างเล็็กน้้อยในองค์์ประกอบของ 

สารเคมีีที่่�ใช้้สำหรัับการย้้อมแกรม หากใช้้ชุุดอุุปกรณ์์ย้้อมแกรมเชิิงพาณิิชย์์ให้้ปฏิิบััติิตามคำแนะนำของผู้้�ผลิิตเสมอ

รููปที่่� 20  เชื้้�อ Burkholderia pseudomallei จากการย้้อมสีีแกรม (Gram stain, 100x) แสดงลัักษณะ “safety pin” 

(ที่่�มา: Rout et al., 2024)
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		  การเพาะแยกเชื้้�อ (Bacterial isolation)

	 	 	 วิธิีีการเพาะแยกเชื้้�อ B. pseudomallei ถือเป็น็วิธิีีมาตรฐานการในตรวจวินิิจิฉัยัสำหรับัโรคเมลิอิอยด์ท์ั้้�งใน

สััตว์์และมนุุษย์์ B. pseudomallei สามารถเจริิญเติิบโตได้้ดีีบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อหลากหลายชนิิด  เช่่น blood agar, 

MacConkey agar, eosin methylene blue (EMB), trypticase soy agar และ nutrient agar เป็็นต้้น โดยลัักษณะ

โคโลนีีของ B. pseudomallei ที่่�เจริิญบนอาหารชนิิดต่่าง ๆ จะมีีลัักษณะ รููปร่่าง และสีี แตกต่่างกััน(รููปที่่� 21) แต่่จะ

เติบิโตได้้ช้้า อย่า่งไรก็ต็ามลักัษณะโคโลนีีที่่�เพาะโดยใช้้อาหารทั่่�วไปในห้้องปฏิบิัตัิกิารอาจคล้้ายแบคทีีเรีียชนิดิอื่่�น จึึงมีีการ

พััฒนาการเพาะแยกเชื้้�อโดยใช้้อาหารเฉพาะในการเพาะแยกเชื้้�อ B. pseudomallei ที่่�มัักนิิยมใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการ 

จุุลชีีววิิทยาและได้้รับการยอมรัับ คื อ อาหารชนิด  Ashdown’s agar เนื่่�องจากสามารถเพิ่่�มความไว และยัับยั้้�งเชื้้�อ

แบคทีีเรีียอื่่�น อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อนี้้�ยัังเหมาะสำหรัับการเพาะแยกเชื้้�อจากตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อมที่่�มีีลัักษณะการปนเปื้้�อน

ค่่อนข้้างมากจากเชื้้�อชนิิดอื่่�น ๆ เช่่น ดิิน น้้ำจากแหล่่งที่่�สงสััย (Francis et al., 2006; Glass et al., 2009) นอกจากนี้้�

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Ashdown’s agar จะคัดัเลือืกเชื้้�อ B. pseudomallei สายพันัธุ์์�ที่่�ดื้้�อต่อ่ยา gentamicin อันเป็็นลักัษณะ

ของเชื้้�อ B. pseudomallei ส่่วนใหญ่่ อย่่างไรก็็ตามปััจจุุบัันมีีรายงานการพบเชื้้�อ B. pseudomallei สายพัันธุ์์�ที่่�ไวต่่อ 

gentamicin ได้้เป็็นปกติิในบางพื้้�นที่่� (Glass et al., 2009; Peacock et al., 2005) 

A

C

B

D

https://phil.cdc.gov/default.aspx https://phil.cdc.gov/default.aspx

รููปที่่� 21 ลัักษณะโคโลนีีเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ A: โคโลนีีเชื้้�อสีีขาวบน blood agar บ่่มที่่� 37 ºC 72 ชั่่�วโมง  

B: โคโลนีีเชื้้�อสีีขาวครีีมบน chocolate agar บ่่มที่่� 37 ºC 72 ชั่่�วโมง C: โคโลนีีสีีชมพููอ่่อนบน MacConkey agar บ่่มที่่� 37 ºC 48 ชั่่�วโมง  

D:  โคโลนีีเชื้้�อสีีม่่วงบน Ashdown’s agar บ่่มที่่� 37 ºC 96 ชั่่�วโมง

			   ขั้้�นตอนการเพาะแยกเชื้้�อต้้องปฏิิบััติิงานในตู้้�ปลอดเชื้้�อ Biological Safety Cabinets  Class II แยกตาม

ชนิิดตััวอย่่างดัังนี้้� 

				ตั    ัวอย่่างที่่�เป็็นอวััยวะ  (สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ, 2557)

	 	 	 	 	 1.	 นำตััวอย่่างอวััยวะที่่�ส่่งตรวจเช็็ดทำความสะอาดผิิวภายนอกด้้วยสำลีีแอลกอฮอล์์ 

	 	 	 	 	 2.	 ใช้้กรรไกรตััดผ่ากลางชิ้้�นเนื้้�อ แล้้วนำไปเพาะเชื้้�อใน blood agar/ MacConkey agar/ 

Ashdown’s agar และตััดชิ้้�นเนื้้�อเยื่่�อเป็็นชิ้้�นเล็็ก ๆ ใส่่ลงใน selective broth  

	 	 	 	 	 3.	 นำเพลท blood agar/ MacConkey agar/ Ashdown’s agar และ selective broth บ่่ม  

37 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง



31

	 	 	 	 	 4.	 ถ้้าเชื้้�อเจริิญบน blood agar โคโลนีีจะมีีสีีขาวหรืือสีีครีีม บน MacConkey โคโลนีีจะมีีสีีชมพูู 

และบน Ashdown’s agar โคโลนีีเชื้้�อจะมีีลักัษณะแบน สีีชมพููอมม่ว่งออกมันัวาว (รููปที่่� 23) และเริ่่�มเหี่่�ยวย่น่หลังับ่่มนาน 

72 ชั่่�วโมง (รููปที่่� 21)

	 	 	 	 	 5.	 Subculture เชื้้�อที่่�สงสััยลงบน blood agar/ MacConkey agar/ Ashdown’s agar บ่่ม 37 ºC 

นาน 48 ชั่่�วโมง

				ตั    ัวอย่่างจาก Swab (สถาบัันสุุขภาพสััตว์์แห่่งชาติิ, 2557)

	 	 	 	 	 1.	 นำตััวอย่่าง swab ที่่�ส่่งตรวจไปเพาะเชื้้�อใน blood agar, MacConkey agar และ 

Ashdown’s agar ส่่วน swab ที่่�เพาะเชื้้�อแล้้วให้้ใส่่ลงใน selective broth 

	 	 	 	 	 2.	 นำเพลท blood agar/ MacConkey agar/ Ashdown’s agar และ selective broth บ่่ม  

37 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง

	 	 	 	 	 3.	 ถ้้าเชื้้�อเจริิญบน blood agar โคโลนีีจะมีีสีีขาวหรืือสีีครีีม ถ้้าบน MacConkey โคโลนีีจะมีีสีีชมพูู 

ส่่วนเชื้้�อบน Ashdown’s agar จ ะมีีลักษณะแบน สีีม่ วงอมชมพููออกมัันวาว และเห่ี่�ยวย่่น และใน selective broth  

จะเกิิด pellicle หรืือฝ้้าที่่�ลอยอยู่่�ด้้านบน (รููปที่่� 22)

	 	 	 	 	 4.	 นำ selective broth ไปเพาะเชื้้�อใน blood agar/ MacConkey agar/ Ashdown’s agar บ่่ม

ในที่่� 37 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง ถ้้ามีีเชื้้�อบนเพลทลัักษณะโคโลนีี ตามข้้อ 2.2.3 ทำการ subculture โคโลนีีที่่�สงสััยลงบน 

blood agar/ MacConkey agar/ Ashdown’s agar บ่่มในตู้้�บ่่ม 37 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง 

				ตั    ัวอย่่างจากดิิน (ปรัับปรุุงจาก Limmathurotsakul et al., 2013a)

	 	 	 	 	 1.	 นำตััวอย่่างดิินไปชั่่�งประมาณ 10 กรััม ใส่่ลงไปใน TBSS-C50 broth หรืือ selective broth 10 

มิิลลิิลิิตร ในหลอดทดสอบปลอดเชื้้�อขนาด 25 มิิลลิิลิิตร หรืือ นำตััวอย่่างดิินไปชั่่�งประมาณ 20 กรััม ใส่่ในน้้ำกลั่่�น 20 

มิิลลิิลิิตร ในหลอดปลอดเชื้้�อขนาด 50 มิิลลิิลิิตร ปิิดฝาแล้้ว ผสมดิินและน้้ำให้้เข้้ากัันโดยใช้้ vortex นาน 30 วิินาทีี  

	 	 	 	 	 2.	 บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 40 ºC (37-42 ºC) นาน 48 ชั่่�วโมง หากบ่่มในตู้้�บ่่มอุุณหภููมิิแบบเขย่่าจะช่่วยเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพการเพาะเชื้้�อ โดยแนะนำให้้ตั้้�งค่่าความเร็็ว 220 rpm ที่่� 40 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง

	 	 	 	 	 3.	 ใน TBSS-C50 broth หรืือ selective broth จะเกิิด pellicle หรืือฝ้้าที่่�ลอยอยู่่�ด้้านบน ให้้ดููด

น้้ำส่่วนใส 10 ไมโครลิิตร ลงบน bloo	d  agar/MacConkey agar/Ashdown’s agar, streak เพลท เพื่่�อให้้ได้้โคโลนีี

เดี่่�ยวของเชื้้�อบ่่มในตู้้�บ่่ม 37 ºC นาน 48 ชั่่�วโมง หรืือสัังเกตทุุกวัันนาน 7 วััน 

รููปที่่� 22  ลัักษณะ pellicle หรืือฝ้้าของ Burkholderia pseudomallei  

ที่่�ลอยอยู่่�ด้้านบน selective broth  (ที่่�มา: เพลิินจัันทร์์, 2547)
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				ตั    ัวอย่่างน้้ำ (Menzies School of Health Research, 2022)

	 	 	 	 	 วิิธีีการที่่�ใช้้ในการตรวจหาเชื้้�อ B. pseudomallei ในตััวอย่่างน้้ำมีี  2 ขั้้ �นตอนหลััก ได้้แก่่ เตรีียม

ตััวอย่่างน้้ำโดยการกรองและ enrichment ตามด้้วยการตรวจหาเชื้้�อโดยใช้้เทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงแบคทีีเรีีย และ/หรืือ 

PCR การตรวจหาเชื้้�อ B. pseudomallei ด้้ วย PCR (ภาคผนวก ค) โดยทั่่�วไปการกรองตััวอย่่างน้้ำจะใช้้แผ่่นกรอง 

เมมเบรนละเอีียด เช่่น แผ่่นกรองเซลลููโลส ขนาด 0.22 µm ปั๊๊�มมือืหรืือปั๊๊�มสุุญญากาศไฟฟ้้าสามารถใช้้กรองตัวัอย่่างน้้ำได้้ 

	 	 	 	 	 อย่่างไรก็็ตาม แนะนำให้้ใช้้ปั๊๊�มสุุญญากาศไฟฟ้้าเมื่่�อทำการทดสอบตััวอย่่างจำนวนมาก ควรทำความ

สะอาดและฆ่่าเชื้้�อกรวยกรองและระบบกรองให้้สะอาดด้้วยน้้ำกลั่่�นตามด้้วยแอลกอฮอล์์ 70% และทำให้้แห้้งหลัังจาก

กรองตััวอย่่างทุุกตััวอย่่างแล้้ว เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าจะไม่่เกิิดการปนเปื้้�อนข้้ามในตััวอย่่าง

	 	 	 	 	 ขั้้�นตอนการเพาะแยกเชื้้�อจากตััวอย่่างน้้ำ (รููปที่่� 23) ดัังนี้้�

	 	 	 	 	 	 1.	 ตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่ากรวยกรอง forceps และอุุปกรณ์์กรองได้้รัับการฆ่่าเชื้้�ออย่่างทั่่�วถึึงด้้วย

น้้ำกลั่่�น ตามด้้วยเอทานอล 70% ก่่อนใช้้งาน

	 	 	 	 	 	 2.	 นำตััวกรองออกจากบรรจุุภัณฑ์์ ตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่ามีีเพีียง forceps ท่ ่านั้้�นท่ี่�สััมผััสกัับตััว

กรอง แล้้ววางลงบนฐานกรวยกรอง

	 	 	 	 	 	 3.	 ตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่ากรวยกรองอยู่่�ในตำแหน่่งที่่�แน่่นหนาก่่อนเทตััวอย่่างน้้ำลงในกรวยกรอง

	 	 	 	 	 	 4.	 เปิิดปั๊๊�ม ตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่าวาล์์วตััวกรองเปิิดอยู่่�  หรืือใช้้ปั๊๊�มมืือเพื่่�อเริ่่�มกรองตััวอย่่าง  

(ขั้้�นตอนปฏิิบััติิที่่�อาจจะแตกต่่างกัันไปตามระบบปั๊๊�มกรองที่่�ใช้้งาน ควรปฏิิบััติิตามคำแนะนำเฉพาะของผู้้�ผลิิต)

	 	 	 	 	 	 5.	 เมื่่�อกรองน้้ำจนหมดแล้้ว ให้้นำตัวักรองไปใส่ใ่นอาหารเหลวปริมิาตร 30 มิลลิลิิติร (TBSS-C50 

หรืือ Ashdown’s broth ผสม colistin)

	 	 	 	 	 	 6.	 ทำความสะอาดกรวยกรองให้้สะอาดด้้วยน้้ำกลั่่�น ตามด้้วยเอทานอล 70% แล้้วเช็ด็ให้้สะอาด

ก่่อนกรองตััวอย่่างต่่อไป

	 	 	 	 	 	 7.	 บ่่มอาหารเหลวที่่�มีีแผ่่นกรองที่่�อุุณหภููมิิ 40ºC 

	 	 	 	 	 	 8.	 หลัังจากบ่่มครบ 48 ชั่่�วโมง ให้้นำอาหารเหลวด้้านบน 10 ไมโครลิิตร ใส่่ลงบนเพลทเพาะเชื้้�อ 

Ashdown’s agar, streak เพลทเพื่่�อให้้เชื้้�อแยกโคโลนีีเดี่่�ยว

	 	 	 	 	 	 9.	 ตรวจสอบเพลทเพาะเชื้้�อหลัังจากเพาะเชื้้�อ 2 วััน และตรวจทุุกวัันเพื่่�อหาโคโลนีีที่่�น่่าสงสััย

	 	 	 	 	 	 10.	โดยนำโคโลนีีที่่�น่่าสงสััยไปเพาะเชื้้�อลง Ashdown’s plate เพิ่่�มเติิมตามรููปที่่� 21 ด้้านบน

	 	 	 	 	 	 11.	ทำซ้้ำขั้้�นตอนที่่� 8 และ 9 หลัังจากบ่่มอาหารเหลวเป็็นเวลา 7 วััน โดยทำการเพาะแยกเชื้้�อ 

บนเพลท Ashdown’s agar ใหม่่ บ่่มและตรวจสอบการเจริิญเติิบโตหลัังจากเพาะลงเพลท 2 วััน จากนั้้�นจึึงตรวจทุุกวััน

เพื่่�อหาการเจริิญเติิบโตหรืือกลุ่่�มแบคทีีเรีียที่่�สงสััย

	 	 	 	 	 นอกจากนี้้�ยัังมีี Modified Moore’s swab method* ที่่�นำมาใช้้ในการเตรีียมตััวอย่่างน้้ำก่่อน 

การเพาะแยกเชื้้�อ B. pseudomallei ซึ่่�งเป็็นวิิธีีท่ี่�เหมาะสำหรัับห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีข้้อจำกััดของเครื่่�องปั๊๊�มสุุญญากาศใน

การกรองตััวอย่่างน้้ำ วััสดุุอุุปกรณ์์ที่่�ใช้้ดำเนิินการ มีีดัังนี้้�

1.	 ผ้้าก๊๊อซ
2.	 เชืือก 
3.	 บีีกเกอร์์ ขนาด 2 ลิิตร 
4.	 ขาตั้้�ง 
5.	 ที่่�คีีบ/ forceps 

6.	 Magnetic stirrer และ Magnetic bar 
7.	 Ashdown’s broth 150 มิิลลิิลิิตร ใน flask 500 มิิลลิิลิิตร 
8.	 Ashdown’s agar 
9.	 ตู้้�บ่่มแบบเขย่่า 
10.	ตู้้�บ่่ม
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รููปที่่� 23  แผนภาพแสดงขั้้�นตอนต่่าง ๆ ที่่�เกี่่�ยวข้้องในการเพาะแยกเชื้้�อ Burkh olderia pseudomallei จากตััวอย่่างน้้ำ

(ที่่�มา: Menzies School of Health Research, 2022)

	  		วิ  ิธีีเตรีียม Moore’s swab โดย

	 	 	 	 1.	นำผ้้าก๊๊อซขนาด กว้้าง 6 นิ้้�ว Xยาว 48 นิ้้�ว มาพัับซ้้อนกัันให้้ได้้ 8 ชั้้�น จากนั้้�นมััดตรงกลางให้้แน่่น 

เหลืือปลายเชืือกไว้้ความยาวประมาณ 50 เซนติิเมตร ดัังรููปที่่� 24

	 	 	 	 2.	นำ Moore’s swab ใส่่ลงในถุุงที่่�สามารถอบฆ่่าเชื้้�อได้้  แล้้วนำไปอบฆ่่าเชื้้�อท่ี่�อุุณหภููมิิ 121 °C  

เป็็นเวลา 15 นาทีี

	 	 	 ขั้้�นตอนการเพาะเชื้้�อจากตััวอย่่างน้้ำโดย Modified Moore’s swab method

	 	 	 	 1.	 เติิมตััวอย่่างน้้ำ 1-2 ลิิตร ในบีีกเกอร์์ขนาด 3 ลิิตร

	 	 	 	 2.	 ใส่่ Magnetic bar ลงในบีีกเกอร์์ นำไปตั้้�งบนเครื่่�อง Magnetic stirrer

	 	 	 	 3.	นำ Moore’s swab ใส่่ลงไปตรงกลางบีีกเกอร์์ ให้้ตััวอย่่างน้้ำท่่วม swab ผููกเชืือกไว้้กัับขาตั้้�ง

	 	 	 	 4.	 เปิิดเครื่่�อง Magnetic stirrer ให้้น้้ำหมุุนวน ตั้้�งทิ้้�งไว้้ 1 คืืน ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง

	 	 	 	 5.	 เมื่่�อครบ  1 คื ืน ใช้้ท่ี่�คีีบย้้าย swab ล งใน Ashdown broth บ่ มที่่� 37 ºC ความเร็็ว 200 rpm  

24 ชั่่�วโมง

	 	 	 	 6.	จากนั้้�นดููด Ashdown broth มาทำการ spread ลงบน Ashdown agar บ่่มที่่� 37 ºC สัังเกตการ

เจริิญของเชื้้�อทุุกวััน นาน 7 วััน

หมายเหตุ ุ*ข้้อมููลจากการฝึึกอบรมโดย  ศ.รศนา วงศ์์รัันชีีวิิน และ ดร.โชติิมา โพธิิทรััพย์์ (มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น)
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รููปที่่� 24  การเตรีียม Moore’s swab (A และ B) พัับผ้้าก๊๊อซขนาด 6 x 48 นิ้้�ว พัับซ้้อนกัันไปมา (C และ D) ผููกแผ่่นผ้้าก๊๊อซด้้วยเชืือกตรงกลาง (E) 

ได้้ Moore’s swab สำหรัับใช้้งาน (ที่่�มา: Sikorski & Levine, 2020) 

 ตััวอย่่างอากาศ (Menzies School of Health Research, 2022) ทำการเพาะแยกเชื้้�อ ดัังนี้้�

	 	 	 	 1.	หากใช้้แผ่่นวุ้้�นแบบเฉพาะเก็็บตััวอย่่างอากาศ ให้้วางแผ่่นวุ้้�นในตู้้�บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 40 °C โดยตรง

	 	 	 	 2.	ตรวจสอบแผ่่นวุ้้�นหลัังจากนั้้�น 2 วัันเพื่่�อดููการเจริิญเติิบโต และสัังเกตต่่อทุุกวััน

	 	 	 	 3.	หากใช้้แผ่่นกรองอากาศแบบพกพา ให้้นำแผ่น่กรองใส่ล่งในขวดเก็บ็ตัวอย่า่งที่่�สะอาดและมีีฉลากติดิ 

หรืือภาชนะที่่�ปิิดผนึึกได้้ โดยใช้้ forceps ที่่�ผ่่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้ว

	 	 	 	 4.	 เติิมอาหารเหลวเฉพาะ (TBSS-C50 หรืือ Ashdown’s broth) 30 มิ ลลิิลิิตร ล งในภาชนะที่่�มีี 

แผ่่นกรอง ตรวจสอบให้้แน่่ใจว่าผ่่านกรองละลายจนหมด (หากใช้้แผ่่นกรองแบบเจลาติิน) หรือืจมอยู่่�ในอาหารเหลวจนหมด

	 	 	 	 5.	บ่่มอาหารเหลวที่่�มีีตััวกรองที่่�อุุณหภููมิิ 40 °C

	 	 	 	 6.	หลัังจากบ่่มเพาะเป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง ให้้นำอาหารเหลว 10 มิิลลิิลิิตร ของพื้้�นผิิวทั้้�งหมดมาเพาะบน 

Ashdown’s agar ทำการ streak เพลทเพื่่�อให้้เชื้้�อแยกโคโลนีีเดี่่�ยว

	 	 	 	 7.	ตรวจสอบเพลทหลัังจากนั้้�น 2 วั น เพื่่�อดููว่ามีีการเจริญเติิบโตหรืือไม่่ จ ากนั้้�นตรวจสอบทุุกวัันเพื่่�อ 

ดููว่่ามีีการเจริิญเติิบโตของโคโลนีีที่่�สงสััยหรืือไม่่

	 	 	 	 8.	ทำซ้้ำขั้้�นตอนที่่� 5 และ 6 หลัังจากบ่่มอาหารเหลวเป็็นเวลา 7 วััน แล้้วนำอาหารเหลว 10 มิิลลิิลิิตร 

มาเพาะต่อ่ลงบนเพลท Ashdown ที่่�สะอาด บ่ม่และตรวจสอบหลังัจาก 2 วัน และตรวจสอบทุุกวันัว่า่พบการเจริญิเติบิโต

ของโคโลนีีที่่�สงสััยหรืือไม่่	

	 	 	 โดยทั่่�วไปหลังัจากขั้้�นตอนการเพาะแยกเชื้้�อได้้เชื้้�อโคโลนีีเดี่่�ยว จะทำการทดสอบทางจุุลชีีววิทิยาขั้้�นพื้้�นฐาน 

(รวมถึึงลัักษณะทางสััณฐานวิิทยาของโคโลนีีทั่่�วไป การย้้อมสีีแกรม การทดสอบออกซิิเดสให้้ผลบวก การไม่่สามารถ 

ดููดซึึมน้้ำตาล  arabinose ได้้  การดื้้�อต่่อ gentamicin และ colistin ร่ ่วมกัับไวต่่อยาamoxicillin-clavulanate)  

การทดสอบยืืนยััน B. pseudomallei สามารถทำได้้หลายเทคนิิค เช่่น API20NE, Vitek II Compact, specific latex 

agglutination test, lateral flow immunoassay หรืือการทดสอบ PCR ที่่�จำเพาะต่่อเชื้้�อ B. pseudomallei
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	 	 	 ลัักษณะโคโลนีีของเชื้้�อ B. pseudomallei ส ามารถตรวจยืืนยัันได้้จากการตรวจเทคนิิคทางชีีวเคมีี 

(Biochemical test) ร่วมกัับการย้้อมสีีแกรมเพื่่�อตรวจดููลักษณะของเชื้้�อด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ และการตรวจวิเคราะห์์ด้้วย

เทคนิิคอณููชีีวโมเลกุุล เช่่น PCR หรืือ Real-time PCR ซึ่่�งมีีความไวและความจำเพาะในการวิินิิจฉััย ทำให้้สามารถทราบ

ผลการตรวจวิินิิจฉััยได้้เร็็วขึ้้�นกว่่าวิิธีีการตรวจดั้้�งเดิิม และช่่วยลดความเสี่่�ยงต่่อการติิดเชื้้�อของผู้้�ปฏิิบััติิงาน

	 	 	 ลัักษณะโคโลนีีของเชื้้�อเมลิิออยด์์บน blood agar  (รููปที่่� 21, 25) โดยทั่่�วไปจะมีีลัักษณะเป็็นจุุดกลมเล็็ก ๆ 

โคโลนีีเป็็นชนิิด non-hemolytic มีีสีีครีีม มัันวาวแบบโลหะ (metallic sheen) อาจจะแห้้งและย่่นเมื่่�อบ่่มนานมากกว่่า 

24 ชั่่�วโมง ลักษณะบนอาหาร Ashdown’s agar (รููปที่่� 21, 25) โคโลนีีมักัจะพัฒันาเป็น็โคโลนีีสีีม่วงหรือืม่ว่งอบชมพูู แบน 

และมีีรอยย่่นภายใน 48 ชั่่ �วโมง และลัักษณะของเชื้้�อบน MacConkey agar (รููปที่่� 21) จ ะมีีลัักษณะไม่่มีีสีี มั ันวาว  

(non-lactose fermenter) และโคโลนีีมัักจะมีีลัักษณะสีีชมพููหลัังจาก 48 ชั่่�วโมง และอาจเกิิดลัักษณะมัันวาวแบบโลหะ

ได้้เช่่นกััน (Hoffmaster et al., 2015) โคโลนีีมีีกลิ่่�นเฉพาะคล้้ายกลิ่่�นไอระเหยจากดิินหลัังฝนตกใหม่่ นอกจากนี้้�

สััณฐานวิิทยาของโคโลนีีก็็มีีความหลากหลายมาก และสายพัันธุ์์�หนึ่่�งอาจมีีโคโลนีีได้้หลายรููปแบบ  (Chantratita et al., 

2007) ดัังแสดงในรููปที่่� 26

รููปที่่� 25 ลัักษณะโคโลนีี Burkholderia pseudomallei บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อต่่าง ๆ และลัักษณะรููปร่่างเชื้้�อจากการย้้อมสีีแกรม

ซ้้ายบน: โคโลนีีบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Ashdown’s agar ที่่� 24 ชั่่�วโมง  ขวาบน: โคโลนีีบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Ashdown’s agar ที่่� 48 ชั่่�วโมง 

ซ้้ายล่่าง: โคโลนีีบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ blood agar ที่่� 48 ชั่่�วโมง   ขวาล่่าง: ลัักษณะรููปร่่างเชื้้�อจากการย้้อมสีีแกรม (ที่่�มา: Meumann and Currie, 2024)

รููปที่่� 26 การเปลี่่�ยนแปลงทางสััณฐานวิิทยาของ Burkholderia pseudomalle บน Ashdown’s agar 

บ่่มที่่�  37 °C นาน 4 วััน (ที่่�มา: Chantratita et al., 2007)
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การทดสอบลัักษณะทางชีีวเคมีี (Biochemical test)

	 การทดสอบลัักษณะทางชีีวเคมีีที่่�ใช้้ทดสอบเชื้้�อ B. pseudomallei มัักใช้้การทดสอบ oxidase เป็็นหลัักเพื่่�อแยก

จากเชื้้�อ B. mallei ซึ่่�ง B. pseudomallei จะให้้ผลบวก (+) ต่่อ oxidase test และ B. mallei จะให้้ผลลบ (-) ตััวอย่่าง

วิิธีีการทดสอบทางชีีวเคมีีเพื่่�อใช้้ระบุุชนิิดของเชื้้�อที่่�มีีลัักษณะใกล้้เคีียงกััน ดัังแสดงในตารางที่่� 5 นอกจากนี้้�ในปััจจุุบัันยััง

มีีชุุดทดสอบสำเร็็จรููป หรืือการใช้้เครื่่�องอััตโนมััติิในการยืืนยัันเชื้้�อด้้วยคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี  เช่่น ชุุดทดส อบ  API20NE 

และ Vitek system เป็็นต้้น โดย API20NE มีีข้้อได้้เปรีียบในการระบุุเชื้้�อได้้ถููกต้้องมากกว่่า ส่่วน Vitek system มีีข้้อได้้

เปรีียบในเรื่่�องเวลาการทดสอบที่่�สั้้�นกว่่า (Lowe et al., 2002; Deepak et al., 2008)

ตารางท่ี่� 4 ลั กษณะของโคโลนีีเชื้้�อ Burk holderia pseudomallei บ นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดต่่าง ๆ ภายหลัังการบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C  

อาหารเลี้ยงเชื้อ
ระยะเวลาบ่่ม

(ชั่่�วโมง)

ขนาดโคโลนี

(มิลลิเมตร)
ลักษณะโคโลนี

Trypticase soy agar (TSA) 18-24 0.5-1 รูปร่างกลม เป็นมันเงา ผิวเรียบ มีสีขาว ทึบแสง และด้าน ผิวเป็นลักษณะบุ๋มคล้ายสะดือ 

โคโลนีอาจเป็นสีเหลืองได้ 

Blood agar (BA) 18-24

48

72

0.5-1

1-2

2-3

รููปร่่างกลม ออกสีีครีีม ขอบเรีียบ ไม่่ทำให้้เม็็ดเลืือดแดงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแตก (hemolysis) 

ลัักษณะคล้้ายเชื้้�อโคลิิฟอร์์ม บางสายพัันธุ์์�เป็็นเมืือก (mucoid) บางสายพัันธุ์์�มีีลัักษณะ 

มัันวาว (metallic sheen)

ลักษณะมันวาวคล้ายโลหะเพิ่มขึ้น เริ่มเหี่ยวย่น อาจพบ alpha-hemolytic

โคโลนีจะเปลี่ยนลักษณะเป็นแห้ง และย่นชัดเจน

MacConkey agar 18-24

48

0.5-1

1-2

รูปร่างกลม เป็นจุดใส ๆ ไม่มีสี  (non-lactose fermenter) 

รูปร่างกลม ขอบเรียบ ไม่นูน มันวาว (metallic sheen) เริ่มมีสีชมพู (mimicking lactose 

fermenters) เริ่มแห้งและย่น

Chromogenic agar โคโลนีจะมีสีขาวหรือไม่มีสี ไม่พบโคโลนีแห้งและย่น

Burkholderia pseudomallei 

selective agar

โคโลนีีรููปร่่างกลม มีีรอยย่่น เป็็นเมืือกหรืือแห้้ง แบน สีีม่่วง และหลัังจากบ่่มเกิิน 2 วััน  

โคโลนีีจะเปลี่่�ยนเป็็นสีีม่่วงเข้้ม

Ashdown’s agar (ASH) 18-24

48

72

Pinpoint

1-2

2-3

โคโลนีจะมีขนาดเล็กเป็นจุดใส ๆ กลมขอบเรียบ

โคโลนีกลม แบน สีม่วงอ่อน หรือม่วงอมชมพู ขอบเรียบ มันวาวคล้ายโลหะ 

โคโลนีกลม แบนสีม่วง ขนาดใหญ่ขึ้น ลักษณะเปลี่ยนเป็นโคโลนีแห้ง และย่นชัดเจน 

ปรัับปรุุงข้้อมููลจาก เพลิินจัันทร์์ (2547) และ Melioidosis Reference Manual (Menzies School of Health Research, 2022)

รููปที่่� 27  ตััวอย่่างชุุดทดสอบสำเร็็จรููป API®20NE (ที่่�มา: https://scientific.dksh.co.th/product/)
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ตารางที่่� 5 การระบุุลัักษณะเบื้้�องต้้นและคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีีของ Burkholderia และ Pseudomonas species ที่่�มีีความสำคััญ 

	 	   ทางสััตวแพทย์*์

Test Burkholderia pseudomallei Burkholderia mallei Pseudomonas aeruginosa

Glucose fermented - - -

Oxidase + V +

Catalase + + +

Growth at 42°C + - +

Motility + - +

Urease V V V

Growth on MacConkey + V- +

Nitrate reduction + + +

Gas from nitrate + - +

Odour Putrid becoming earthy - Fruity, grape-like

Haemolysis + - +

Maltose + - -

Manitol + - V

Note: + = greater than or equal to 90% positive; − = less than or equal to 10% positive; v = variable, 11 to 89% positive

*ปรัับปรุุงข้้อมููลจาก Clinical Veterinary Microbiology (Markey et al., 2013)

การทดสอบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ (Antimicrobial Susceptibly Testing)

	 รููปแบบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ (antimicrobial susceptibility pattern) สามารถใช้้เป็็นข้้อมููลเสริิมในการระบุุ

เชื้้�อ  B. pseudomallei ได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ โดยทั่่�วไปเชื้้�อชนิิดนี้้�มีีความดื้้�อต่่อ gentamicin และ colistin แต่่มีี 

ความไวต่่อ amoxicillin–clavulanate (Hoffmaster et al., 2015; Trinh et al., 2018) สถาบัันมาตรฐานทางคลิินิิก

และห้้องปฏิิบััติิการ (Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI) ได้้กำหนดแนวทางการทดสอบความไวต่่อ

ยาต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ B. pseudomallei โดยเฉพาะในเอกสาร CLSI M45-ED3:2016 ซึ่่�งแนะนำให้้ใช้้การหาค่่าความ

เข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�ยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อ (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) เป็็นหลััก อย่่างไรก็็ตาม ในห้้อง

ปฏิิบััติิการทางการแพทย์ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาดของโรคเมลิิออยด์์ มั กใช้้วิธีี  disk-diffusion susceptibility testing  

ในการประเมินิเบื้้�องต้้น โดยค่า่สำหรับัการแปลผลการทดสอบดังักล่า่วได้้ถูกูกำหนดไว้้โดย The European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (ภาคผนวก ข) ทั้้�งนี้้� CLSI (2016) ได้้แนะนำยาต้้านจุุลชีีพหลััก

ที่่�ใช้้ในการทดสอบความไวต่่อเชื้้�อ  B. pseudomallei ได้้แก่่ amoxicillin–clavulanate, ceftazidime, imipenem, 

doxycycline, tetracycline และ trimethoprim-sulfamethoxazole (รููปที่่� 28)
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การตรวจวิินิิจฉััยทางซีีรััมวิิทยา (Serology diagnosis)

	 การทดสอบทางซีีรััมวิิทยาหลายรููปแบบได้้รัับการพััฒนาแต่่ยัังขาดมาตรฐานและมีีความไวและความจำเพาะต่่ำ 

(Lau et al., 2015) วิิธีีการทดสอบที่่�ห้้องปฏิิบััติิการกรมปศุุสััตว์์ใช้้ตรวจ คืือ การทดสอบการเกาะกลุ่่�มของเม็็ดเลืือดแดง

ทางอ้้อม (Indirect Haemagglutination Assay: IHA) เป็็นการทดสอบทางซีีรััมวิิทยาแบบง่่ายที่่�สามารถใช้้ตรวจหา

แอนติิบอดีีที่่�สััตว์์สร้้างขึ้้�นต่่อเชื้้�อ B. pseudomallei โดยวิิธีีการนี้้�เป็็นวิิธีีที่่�ประยุุกต์์ใช้้จากวิิธีีทดสอบในการตรวจหา

แอนติบิอดีีในมนุุษย์์ ปัจัจุุบััน IHA จึึงเป็็นการทดสอบที่่�ใช้้กันอย่า่งแพร่่หลายในการสำรวจทางซีีรัมวิทิยาในการวััดปริมิาณ

การตอบสนองของแอนติิบอดีีในทั้้�งในมนุุษย์์และสััตว์์ต่่อเชื้้�อ B. pseudomallei  แต่่ด้้วยวิิธีีการตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ

ทางซีีรัมัวิิทยาไม่ส่ามารถสรุุปได้้ว่า่สัตัว์ม์ีีการติดิเชื้้�อหรือืไม่ ่จึึงทำให้้การนำ IHA มาใช้้ในการตรวจวินิิจิฉัยัโรคเมลิอิอยด์ใ์น

ประเทศไทยนั้้�นมีีข้้อจำกััดอย่่างมาก โดยเฉพาะข้้อจำกััดในการแปลผลการทดสอบในพื้้�นที่่�ที่่�เป็็นโรคประจำถิ่่�น (สุุรพงษ์์ 

และคณะ, 2015) มีี ข้้อสัังเกตว่่าความไวและความจำเพาะในการวิินิิจฉััยของ IHA ในภููมิิภาคที่่�มีีโรคเมลิิออยด์์เป็็นโรค

ประจำถิ่่�นนั้้�นจะต่่ำ เนื่่�องจากอััตราการตรวจพบผลบวกในซีีรััมของประชากรที่่�มีีสุุขภาพดีีจะพบได้้สููง (MORU, 2011) 

อย่า่งไรก็ต็าม IHA สามารถใช้้ในการศึึกษาทางระบาดวิทิยาเพื่่�อทดสอบว่า่สัตัว์เ์คยมีีการสัมัผัสักับัเชื้้�อ B. pseudomallei 

มาก่่อนหรืือไม่่ เนื่่�องจากสััตว์์ที่่�เคยสััมผััสเชื้้�อจะมีีระดัับภููมิิคุ้้�มกัันในระดัับสููงแม้้ว่่าจะไม่่เป็็นโรคก็็ตาม 

	 ข้้อมููลของ Veterinary laboratory users guide (Queensland Gov., 2019) ได้้สรุุปไว้้ว่่าผลการตรวจ 

Complement Fixation Test (CFT) ของ B. pseudomallei ค่่อนข้้างจำเพาะและบ่่งชี้้�การติิดเชื้้�อที่่�กำลัังดำเนิินอยู่่� 

ขณะที่่�การทดสอบ IHA บ่่งชี้้�การติิดเชื้้�อในอดีีตและปััจจุุบััน สััตว์์ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีโรคเมลิิออยด์์ประจำถิ่่�นมัักมีีค่่า IHA พื้้�นฐาน

สููงกว่่า ดั ังนั้้�นควรใช้้ความระมััดระวัังในการตีีความและวิินิิจฉััยผลการตรวจทางซีีรััมวิิทยา การวิินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์จะ

แม่่นยำยิ่่�งขึ้้�นหากทำการทดสอบทั้้�ง CFT และ IHA และเปรีียบเทีียบผลดังตารางที่่� 6 แม้้ว่าตารางนี้้�จะใช้้สำหรัับการ

วิินิิจฉัยโรคเมลิิออยด์์ในแพะโดยเฉพาะ แต่่สามารถใช้้เป็็นแนวทางในการวิินิิจฉัยโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์ชนิดอื่่�น ๆ ได้้ 

รููปที่่� 28  แสดงข้้อมููลในการทดสอบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อกลุ่่�ม Bioterrorism: Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Burkholderia 

pseudomallei, Francisella tularensis และ Brucella spp. (ที่่�มา: CLSI, 2016)
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อย่่างไรก็็ตาม ในสััตว์์จำพวกอููฐ ผล การตรวจทางซีีรััมวิิทยาที่่�เป็็นบวกสามารถตีีความได้้ว่่าเป็็นหลัักฐานการสััมผััสเชื้้�อ

เท่่านั้้�น เนื่่�องจากยัังไม่่มีีการศึึกษาทางซีีรััมวิิทยาในสััตว์์เหล่่านี้้� ดัังนั้้�นผลการทดสอบทางซีีรััมวิิทยาอาจไม่่สััมพัันธ์์กัับ

อาการทางคลิินิกิที่่�สังัเกตพบ ไม่ค่วรสรุปุว่า่สัตัว์ป์่ว่ยด้้วยโรคเมลิอิอยด์์ หากสงสัยัการติดิเช้ื้�อควรส่ง่ตัวัอย่า่งที่่�เหมาะ

สมสำหรัับตรวจยืืนยัันด้้วยวิิธีีการเพาะแยกเช้ื้�อ และ PCR ตามที่่� World Organisation for Animal Health 

(2024) แนะนำ

การตรวจวิินิิจฉััยด้้วยเทคนิิคทางอณููชีีววิิทยา (Molecular techniques)

	 ปััจจุุบัันเทคนิิคทางอณููชีีววิิทยาได้้รับการพััฒนาอย่่างกว้้างขวาง และมีีบทบาทสำคััญในการตรวจวินิิจฉััยโรคใน

สััตว์์ทางห้้องปฏิิบััติิการเป็็นอย่่างมาก ส ำหรัับการวิินิิจฉัยโรคเมลิิออยด์์ก็็เช่่นเดีียวกััน เนื่่�องจากเทคนิิคทางอณููชีีววิิทยา

เป็็นเทคนิิคที่่�ตรวจวินิิจฉััยได้้ผลการทดสอบที่่�รวดเร็็วและแม่่นยำ แม้้ว่่าการเพาะเชื้้�อจะยัังคงเป็็นมาตรฐาน ส ำหรัับการ

วินิิจิฉัยัโรค แต่ก่็ใ็ช้้เวลานานและอาจเป็็นความท้้าทายเนื่่�องจากลัักษณะเฉพาะของเชื้้�อที่่�ต้้องใช้้ความพิิถีีพิถันัในการเพาะ

แยกและยืืนยัันเชื้้�อ วิิธีีการทางอณููชีีววิิทยาจึึงเป็็นทางเลืือกที่่�รวดเร็็วกว่่า และมีีความจำเพาะสููงกว่่า ซึ่่�งมีีความจำเป็็นใน

การควบคุุมการระบาดและการป้้องกัันการแพร่่กระจายของโรค 

	 เทคนิิคทางอณููชีีววิิทยาที่่�ใช้้ในการตรวจวิินิิจฉััยเชื้้�อ B. pseudomallei ในปััจจุุบััน

		  ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่โพลีีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) และ Real-time PCR (qPCR)

	 	 	 วิิธีี  PCR เป็็นเทคนิิคอณููชีีววิิทยาที่่�ใช้้กัันอย่่างแพร่่หลายที่่�สุุดสำหรัับการตรวจหาเชื้้�อ B. pseudomallei 

PCR เป็น็เทคนิิคที่่�ใช้้ในการเพิ่่�มจำนวน (amplify) ชิ้้�นส่่วนของ DNA เป้า้หมายที่่�จำเพาะเจาะจงให้้ได้้ในปริมิาณมากแบบ

ทวีีคููณ (exponentially) จากสารตั้้�งต้้นเพีียงเล็็กน้้อย ทำให้้สามารถระบุุเชื้้�อแบคทีีเรีียได้้แม้้ว่่าจะมีีจำนวนเชื้้�อน้้อยมาก

ก็็ตาม ในปััจจุุบัันเทคนิิค PCR ถููกนำมาใช้้ในการตรวจยืืนยัันเชื้้�ออย่่างกว้้างขวาง มีีศัักยภาพในการตรวจหาเชื้้�อได้้อย่่าง

รวดเร็็ว และแม่่นยำยิ่่�งขึ้้�น

			   หลัักการ: PCR เป็็นเทคนิิคที่่�ใช้้เพิ่่�มปริิมาณชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�ต้้องการในหลอดทดลองจาก DNA ต้้นแบบโดย

ปฏิิกิิริิยาประกอบด้้วยสามขั้้�นตอนหลััก ได้้แก่่ การแยกสาย DNA (denaturation), การเข้้าจัับกัันระหว่่าง primer และ 

DNA สายเดี่่�ยว (annealing) และการขยายสำเนา DNA (extension) ซึ่่�งทำให้้ได้้สำเนา DNA จำนวนมากที่่�สามารถนำ

ตารางที่่� 6 การแปลผลการทดสอบ  Complement Fixation Test (CFT) และ Indirect Haemagglutination Assay (IHA)  

	 	   สำหรัับการวิินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์ในแพะ

Titer of test
การแปลผลสำหรัับการตรวจวิินิิจฉััย

CFT IHA

Negative Negative ไม่่ติิดเชื้้�อ (ไม่่รวมการติิดเชื้้�อในช่่วง 6 วัันก่่อนการเก็็บตััวอย่่าง)

Negative 40-160
อาจเป็็น agglutinins ตามธรรมชาติิหรืือปฏิิกิิริิยาร่่วมกัับเชื้้�อก่่อโรคอื่่�น ๆ `รวมทั้้�งอาจบ่่งชี้้�ถึึง 

การติิดเชื้้�อหรืือการสััมผััสในอดีีต

Negative ≥320
อาจเป็็นโรคเมลิิออยด์์ อาการอาจปรากฏหรืือไม่่ปรากฏก็็ได้้ ตรวจเลืือดซ้้ำภายใน 14–21 วััน 

เพื่่�อตรวจหาระดัับไตเตอร์์ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น อาจบ่่งชี้้�ถึึงการติิดเชื้้�อเรื้้�อรััง

8-16 40-160
อาจเป็็นโรคเมลิิออยด์์ อาการอาจปรากฏหรืือไม่่ปรากฏก็็ได้้ ตรวจเลืือดซ้้ำภายใน 14–21 วััน  

เพื่่�อตรวจหาระดัับไตเตอร์์ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น

≥ 32 ≥ 320 ติิดเชื้้�อ มีีแนวโน้้มว่่ามีีอาการทางคลิินิิกของโรคเมลิิออยด์์เฉีียบพลััน

ที่่�มา: Queensland Gov., 2019
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ไปวิิเคราะห์์ได้้ ในส่่วนของ Real-time PCR หรืือ qPCR เป็็นการพััฒนา PCR ที่่�วััดปริิมาณ DNA เป้้าหมายได้้ในขณะที่่�

ปฏิิกิิริิยากำลัังดำเนิินอยู่่�  (in real-time) โดยอาศััยการตรวจวัดสารเรืืองแสง (fluorescence) ที่่�เกิิดขึ้้�นในแต่่ละรอบ  

การวััดความเข้้มของสััญญาณสารเรืืองแสงในแต่่ละรอบทำให้้สามารถคำนวณปริิมาณเริ่่�มต้้นของ DNA ในตััวอย่่างได้้

			ยีี   นเป้้าหมาย: มีี การใช้้ยีีนหลากหลายชนิิดเป็็นเป้้าหมายสำหรัับการทดสอบ  PCR เป้้าหมายท่ี่�พบได้้บ่่อย

และมีีความน่่าเชื่่�อถืือสููงคืือ กลุ่่�มยีีนระบบการหลั่่�งแบบที่่� 3 (Type III secretion system 1; T3SS-1) โดยเฉพาะ 

อย่่างยิ่่�ง orf2 บริิเวณนี้้�ได้้รัับการอนุุรัักษ์์ไว้้อย่่างสููงใน  B. pseudomallei และไม่่ปรากฏในสายพัันธุ์์�ใกล้้เคีียงอื่่�น ๆ เช่่น 

B. thailandensis และ B. mallei ทำให้้เป็็นเป้้าหมายที่่�มีีความจำเพาะสููง (Rainbow et al., 2002; กััญญ์์ธนิิศ และ

คณะ, 2558) เป้้าหมายอื่่�น ๆ ได้้แก่่ ยีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการทำงานของระบบเมตาบอลิิซึึม (lpxO) และลำดัับจีีโนมเฉพาะ

อื่่�น ๆ

ตารางที่่� 7 ข้้อดีีและข้้อจำกััดของเทคนิิค PCR และ Real-time PCR ในการตรวจวิินิิจฉััย B. pseudomallei

ข้อดี ข้อจำ�ำกัด

-รวดเร็็ว สามารถทราบผลได้้ภายในไม่่กี่่�ชั่่�วโมง ช่่วยลดเวลาในการวิินิิจฉััย

ได้้อย่่างมากเมื่่�อเทีียบกัับวิิธีีการเพาะแยกเชื้้�อ

-แม้้ความไวจะสููง แต่่ความไวอาจแตกต่่างกัันไปขึ้้�นอยู่่�กัับประเภทของตััวอย่่าง 

เช่่น การศึึกษาบางกรณีีแสดงให้้เห็็นว่่าตััวอย่่างเลืือดมีีความไวต่่อการตรวจต่่ำ

กว่่าตััวอย่่างอื่่�น ๆ

-PCR มีีความไวสููงและจำเพาะเจาะจง ทำให้้สามารถตรวจพบเชื้้�อ

แบคทีีเรีียแม้้มีีปริิมาณน้้อยมาก และระบุุชนิิดของ B. pseudomallei  

ได้้อย่่างแม่่นยำ โดยไม่่สัับสนกัับสายพัันธุ์์�อื่่�นในกลุ่่�ม Burkholderia

-คุุณภาพของ DNA ที่่�สกััดจากตััวอย่่างมีีความสำคััญอย่่างยิ่่�งต่่อความสำเร็็จของ

ปฏิิกิิริิยาในการทดสอบ

-สามารถใช้้ตรวจหา B. pseudomallei ได้้โดยตรงจากตััวอย่่างทางคลิินิิก 

(เช่่น เลืือด หนอง เสมหะ) หรืือตััวอย่่างสิ่่�งแวดล้้อม (เช่่น ดิิน น้้ำ) โดยไม่่

จำเป็็นต้้องผ่่านขั้้�นตอนการเพาะเชื้้�อก่่อน

		วิ  ิธีีการขยาย DNA แบบไอโซเทอร์์มอล (Isothermal Amplification Methods)

	 	 	 หลัักการทำงานของ Isothermal Amplification คืือ การเพิ่่�มปริิมาณสารพัันธุุกรรม (DNA หรืือ RNA)  

โดยใช้้เอนไซม์ DNA polymerase ท่ี่�ทำงานท่ี่�อุุณหภููมิคงที่่�เพีียงอุุณหภููมิเดีียว โดยจะใช้้เอนไซม์ที่่�ทนความร้้อนและมีี

คุุณสมบััติิพิิเศษ เช่่น strand displacement เพื่่�อแยกสาย DNA สองสายออกจากกััน และสร้้างสาย DNA ใหม่่ขึ้้�นมา

อย่่างรวดเร็็วและจำเพาะเจาะจง วิ ิธีีนี้้�จึึงไม่่จำเป็็นต้้องใช้้เครื่่�องมืือให้้ความร้้อน (thermal cycler) ในการปรัับเปลี่่�ยน

อุุณหภููมิิเหมืือนเทคนิิค PCR  จึึงเหมาะสำหรัับการใช้้งานในสภาพแวดล้้อมที่่�มีีทรััพยากรจำกััด ณ จุุดตรวจ เทคนิิคนี้้�จะ

ขยายDNAที่่�อุุณหภููมิิคงที่่�เพีียงจุุดเดีียว วิิธีีการทดสอบที่่�ใช้้หลัักการนี้้� ได้้แก่่

			   Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)

				    หลัักการ: LAMP ใช้้ไพรเมอร์์ชุุดเฉพาะเพื่่�อขยายลำดัับ DNA เป้้าหมายในปฏิิกิิริิยาต่่อเนื่่�องที่่�อุุณหภููมิิ

คงที่่� (โดยทั่่�วไปคืือ 60-65ºC) การขยายยีีนสามารถตรวจจัับได้้ด้้วยสายตาโดยใช้้ความขุ่่�นหรืือสีีย้้อมเรืืองแสง

				ยีี    นเป้้าหมาย: กลุ่่�มยีีน TTS1 ยัังเป็็นเป้้าหมายที่่�จำเพาะสำหรัับการทดสอบ (Rainbow et al., 2002; 

Chantratita et al., 2008) 

				ข้    ้อดีี: รวดเร็็ว ทราบผลการทดสอบภายใน 1 ชั่่�วโมง ใช้้งานง่่าย ใช้้เครื่่�องมืืออุุปกรณ์์น้้อย และมีีความไว 

และความจำเพาะสููงเทีียบเท่่า PCR
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			   Recombinase Polymerase Amplification (RPA)

				    หลัักการ: RPA เป็็นการเพิ่่�มปริิมาณ  DNA ที่่�ทำงานภายใต้้อุุณหภููมิต่่ำคงที่่� (37-42 ºC) ใช้้เอนไซม์ 

Recombinase ในการช่่วยให้้  Primer จัับคู่่�กัับ  DNA เป้้าหมายได้้อย่่างรวดเร็็ว จ ากนั้้�นเอนไซม์์ DNA Polymerase  

จะทำการสัังเคราะห์์ DNA ต่่อไป ทำให้้ได้้ปริิมาณ DNA ที่่�มากพอสำหรัับการตรวจจัับภายในเวลาไม่่กี่่�นาทีี

	 	 	 	 การผสานรวมกัับระบบ CRISPR-Cas (Integration with CRISPR-Cas Systems): RPA สามารถใช้้ 

ร่่วมกัับระบบ  CRISPR-Cas12a เพื่่�อสร้้างชุุดทดสอบท่ี่�มีีความไวและจำเพาะสููงสำหรัับการตรวจหาเชื้้�อก่่อโรค ขั้้ �นตอน 

RPA จะขยายสััญญาณ DNA เป้้าหมาย จากนั้้�นจะกระตุ้้�นเอนไซม์์ Cas12a ให้้ตััดโมเลกุุลรีีพอร์์เตอร์์ และสร้้างสััญญาณ

ฟลููออเรสเซนต์์

				ข้    อดีี: วิ ธีีนี้้�มีีความรวดเร็็วมากทราบผลภายใน 10–20 นาทีี  ใช้้อุุณหภููมิใกล้้เคีียงกัับอุุณหภููมิร่่างกาย 

เหมาะต่่อการใช้้งานภาคสนาม และมีีความไวสููง สามารถตรวจจัับ DNA ที่่�มีีความเข้้มข้้นต่่ำได้้

		  การจำแนกสายพัันธุ์์�และการตรวจลำดัับสารพัันธุุกรรม (Molecular Typing and Sequencing)

	 	 	 วิธิีีการนี้้�เหมาะสำหรับัใช้้ในการเฝ้า้ระวังัทางระบาดวิทยา การสืบืสวนการระบาด และการแยกแยะระหว่า่ง

สายพัันธุ์์�ต่่าง ๆ ของเชื้้�อ B. pseudomallei รวมถึึงการศึึกษาวิิจััยเชิิงลึึก

			   Multilocus Sequence Typing (MLST)

				    หลัักการ: MLST เป็็นวิิธีีที่่�ใช้้จำแนกสายพัันธุ์์�ของแบคทีีเรีียโดยการเปรีียบเทีียบรหััสพัันธุุกรรมของยีีน

พื้้�นฐาน (Housekeeping Genes) โดยยีีนเหล่่านี้้�มีีบทบาทสำคััญในการดำรงชีีวิิตของจุุลชีีพ และยีีนที่่�ใช้้ในกระบวนการ

ซ่่อมแซมสารพัันธุุกรรม (ชนม์์ชนก, 2560; Ibarz & Maiden, 2009) ล ำดัับเฉพาะของแต่่ละยีีนจะได้้รัับการกำหนด  

หมายเลขอััลลีีล (allele number) และการรวมกัันของหมายเลขเหล่่านี้้�ถููกนำไปสร้้างโปรไฟล์์ “sequence type 

(ST)” ที่่�เป็็นลัักษณะเฉพาะสำหรัับสายพัันธุ์์� ส ำหรัับยีีนพื้้�นฐานที่่�ใช้้ในการทดสอบด้้วย MLST ส ำหรัับเชื้้�อ  

B. Pseudomallei ที่่�มีีเผยแพร่อ่ยู่่�บนเว็็ปไซต์ ์https://pubmlst.org/ ได้้แก่ ่ยีีน ace, gltB, gmhD, lepA, lipA, nark 

และ ndh (Godoy et al., 2003)

				    การประยุุกต์์ใช้้: MLST เป็็นวิิธีีการมาตรฐานสากลสำหรัับการจำแนกสายพัันธุ์์�  ซ่ึ่�งช่่วยให้้สามารถ

เปรีียบเทีียบสายพัันธุ์์�ที่่�แยกได้้จากสถานที่่�ต่่าง ๆ 

			   Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA)

				    หลัักการ: MLVA เป็็นวิิธีีการวิิเคราะห์์ลายพิิมพ์์ DNA ระดัับโมเลกุุลโดยใช้้  PCR เพิ่่�มจำนวนและ 

จััดลำดัับลำดัับดีีเอ็็นเอซ้้ำ ๆ ที่่�เรีียกว่่า “variable number tandem repeats” (VNTRs) วิิธีีนี้้�จะสร้้างรููปแบบ MLVA 

เฉพาะเจาะจงสำหรัับสายพัันธุ์์�แบคทีีเรีียที่่�ศึึกษา โดย MLVA ให้้ผลได้้เร็็วกว่่าวิิธีีการดั้้�งเดิิมอย่่าง Pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) และการตรวจวิินิิจฉััยลำดัับเบสแบบ MLST ซึ่่�งอาจใช้้เวลาหลายวััน  (Currie et al., 2009)

				    การประยุุกต์์ใช้้: MLVA ให้้รููปแบบ  DNA ความละเอีียดสููง มีี ประโยชน์์หลัักในการจำแนกสายพัันธุ์์�

จุุลชีีพ เพื่่�อวััตถุุประสงค์์ด้้านระบาดวิทยา โดยช่่วยในการระบุุแหล่่งที่่�มาของการระบาด ติ ดตามการแพร่่กระจายของ 

เชื้้�อโรค และช่่วยในการวิินิิจฉััยโรคได้้อย่่างรวดเร็็วและแม่่นยำ (Currie et al., 2009; Yen et al., 2009; Lindstedt  

et al., 2013)
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			   Sequencing/ Whole-Genome Sequencing (WGS):

				    หลัักการ: เป็็นเทคนิิคหาลำดัับเบสของ DNA โดยอาจทำเฉพาะบางยีีน (gene panel), ส่่วนที่่�เข้้ารหััส

โปรตีีนทั้้�งหมด หรืือทั้้�งจีีโนม (Whole Genome Sequencing; WGS) เป็็นการทดสอบที่่�ละเอีียดที่่�สุุด โดยจะถอดรหััส

ลำดัับเบสของ DNA ทั้้�งหมดในจีีโนมของเชื้้�อจุุลชีีพ เพื่่�อให้้ได้้ข้้อมููลพัันธุุกรรมทั้้�งหมด นำไปวิิเคราะห์์ลัักษณะพัันธุุกรรม

เฉพาะของเชื้้�อนั้้�น ๆ ประเมิินความรุุนแรงของเชื้้�อ และการตอบสนองต่่อยาได้้อย่่างครอบคลุุม ปั จจุุบัันการถอดรหััส

ลำดับัเบสของ DNA ทั้้�งหมดในจีีโนม ใช้้เทคโนโลยีี Next-Generation Sequencing (NGS) เพื่่�ออ่า่นลำดับัเบสของ DNA 

ได้้อย่่างละเอีียดและได้้ข้้อมููลพัันธุุกรรมทั้้�งหมด  กำหนดลำดัับ  DNA ทั้้�งหมดของจีีโนมของสิ่่�งมีีชีีวิิต การยืืนยัันชนิดเชื้้�อ

ด้้วยเทคนิิค Sanger Sequencing โดยการระบุุยีีนที่่�จำเพาะ เช่่น การหาลำดัับยีีน groEL มีีความสามารถในการจำแนก

เชื้้�อได้้ดีีกว่่าการใช้้ 16S rRNA เนื่่�องจากสามารถแยกแยะ B. pseudomallei จากสปีีชีีส์์อื่่�นในสกุุล Burkholderia ได้้

แม่่นยำกว่่า (Lau et al., 2015)

				    การประยุุกต์์ใช้้: WGS เป็็นวิิธีีที่่�ครอบคลุุมและมีีความละเอีียดสููงท่ี่�สุุดสำหรัับการระบุุสายพัันธุ์์�

แบคทีีเรีีย ส ามารถนำข้้อมููล WGS ไปจััดโปรไฟล์์ MLST ข องเชื้้�อได้้  นอกจากนี้้�ข้้อมููลที่่�ได้้ยังมีีประโยชน์ในการนำไป

วิิเคราะห์์เพื่่�อทำความเข้้าใจวิิวััฒนาการและการแพร่่กระจายของสายพัันธุ์์�  B. pseudomallei แม้้ว่่าจะยัังไม่่เป็็น 

เครื่่�องมืือวิินิิจฉััยที่่�ใช้้กัันทั่่�วไป แต่่การพััฒนาเทคนิิค WGS เพื่่�อการใช้้งานมีีเพิ่่�มมากขึ้้�น และมีีต้้นทุุนการปฏิิบััติิการ

ทดสอบที่่�ลดลง

	 	 	 การตรวจวิินิิจฉััยโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์สามารถทำได้้จากตััวอย่่างทางคลิินิิก เช่่น ฝีีหนอง เลืือด สิ่่�งคััดหลั่่�ง 

หรืือเนื้้�อเยื่่�อ โดยวิิธีีการเพาะแยกเชื้้�อ B. pseudomallei ยั ังคงเป็็นวิิธีีมาตรฐานสำหรัับการยืืนยัันการติิดเชื้้�อ การใช้้ 

Ashdown’s agar ซึ่่�งเป็็นอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อเฉพาะ จะให้้ลัักษณะโคโลนีีจำเพาะที่่�สามารถแยกแยะได้้ชััดเจน การตรวจทาง

อณููชีีววิิทยา เช่่น PCR ช่่วยยืืนยัันการติิดเชื้้�อได้้อย่่างรวดเร็็ว ในขณะที่่�การทดสอบทางซีีรััมวิิทยา เช่่น ELISA และ IHA 

เหมาะสำหรัับการเฝ้้าระวัังโรคเบื้้�องต้้นมากกว่่าการใช้้ในการวิินิิจฉััยโรค การดำเนิินการทั้้�งหมดในห้้องปฏิิบััติิการต้้อง

ปฏิิบััติิตามมาตรฐานความปลอดภัยทางชีีวภาพระดัับสููง เนื่่�องจากเชื้้�อ B. pseudomallei มีี ความเส่ี่�ยงต่่อบุุคลากร 

ผู้้�ปฏิิบััติิงาน และผลการตรวจที่่�ถููกต้้องมีีความสำคััญอย่่างยิ่่�งต่่อการรัักษา ควบคุุม และป้้องกัันการแพร่่กระจายของโรค

ในสััตว์์
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การรัักษา การป้้องกััน และควบคุุม
โรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์

บทที่่� 8

ข้้อควรพิิจารณาเฉพาะสำหรัับการรัักษาในสััตว์์

	 การรัักษาโรคเมลิิออยด์์ในปศุุสัตว์์มัักไม่่ค่่อยมีีการดำเนิินการ เนื่่�องจากมีีค่าใช้้จ่ายสููง ต้้ องทำการรัักษาเป็็นระยะ

เวลานาน และมีีความเสี่่�ยงสููงท่ี่�จะล้้มเหลว โดยสัตัว์ท์ี่่�ได้้รับัผลกระทบมักัถูกูทำการุุณยฆาต เนื่่�องจากมีีความเสี่่�ยงที่่�จะแพร่่

โรคในฝููง และเสี่่�ยงต่่อการติิดเชื้้�อสู่่�มนุุษย์์ หากพิิจารณาจะดำเนิินการรัักษา ต้้ องใช้้ยาต้้านจุุลชีีพเป็็นระยะเวลานาน 

ซึ่่�งจะพิิจารณาจากการเพาะเชื้้�อและการทดสอบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพ ตามแนวทางการรัักษาในมนุุษย์์ โดยให้้ยากลุ่่�ม 

ß-lactam ทางหลอดเลืือดดำ เช่่น ceftazidime หรืือกลุ่่�ม carbapenems เช่่น meropenem เป็็นยาหลััก ตามด้้วย

การให้้กิินยา trimethoprim-sulfamethoxazole และ doxycycline เป็็นเวลาหลายเดืือน ซึ่่�งมีีรายงานการรัักษา 

สุุนัขป่ว่ยในพื้้�นที่่�ภาคใต้้ของประเทศไทยที่่�ตรวจพบการติดิเชื้้�อ B. pseudomallei โดยทำการรักัษาตามแนวทางดังักล่า่ว

เป็็นระยะเวลานานกว่่า 20 สััปดาห์์ และด้้วยวิิธีีการและขั้้�นตอนการรัักษาที่่�ดััดแปลงมาจากแนวทางปฏิิบััติิจากการรัักษา

ในมนุุษย์์ แต่่สััตว์์บางชนิดอาจต้้องปรัับเปลี่่�ยนตามสรีีรวิิทยาและความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพบางชนิด  เนื่่�องจากต้้องให้้ยา

เป็็นระยะเวลานานในการกำจััดเชื้้�อ สิ่่ �งสำคััญจึึงต้้องมีีการติิดตามเฝ้้าระวัังผลข้้างเคีียงที่่�อาจจะเกิิดขึ้้�นจากการใช้้ยา 

(Khrongsee et al., 2019)

การป้้องกััน ควบคุุมโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์

	 การป้องกัันโรค เนื่่�องจากโรคเมลิิออยด์์ยัังไม่่มีีวััคซีีนท่ี่�ใช้้ได้้จริิงในสััตว์์ แนวทางการป้้องกัันโรคเมลิิออยด์์ใน

ประเทศไทย โดยเฉพาะพื้้�นที่่�ที่่�มีีอุุบััติิการณ์์ของโรคชุุกหรืือพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาดของโรคหรืือผู้้�ที่่�มีีความเสี่่�ยงสููง จึึ งมุ่่�งเน้้น

การป้้องกัันการแพร่่เชื้้�อ ได้้แก่่

	 1.	 การจำกััดการสััมผััสกัับแหล่่งกำเนิิดเชื้้�อในสิ่่�งแวดล้้อมและสััตว์์ท่ี่�ติิดเชื้้�อของกลุ่่�มอาชีีพท่ี่�มีีความเสี่่�ยง เช่่น 

ชาวนา และนัักเดิินทางที่่�เดิินทางเข้้าในพื้้�นที่่�ที่่�มีีอุุบััติิการณ์์ของโรคสููง ควรสวมใส่่อุุปกรณ์์ป้้องกัันหากต้้องสััมผััสดิินหรืือ

น้้ำโดยตรง เช่่น รองเท้้าบููท และถุุงมืือ โดยเฉพาะในช่่วงฤดููฝน หรืือฤดููมรสุุม (Suntornsut et al., 2016) 
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	 2.	 จััดการสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�ออย่่างระมััดระวััง โดยเฉพาะกรณีีการปฏิิบััติิงานที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับสัตว์์ที่่�สงสััยการติิดเชื้้�อ  

B. pseudomallei สััตวแพทย์์ เจ้้าหน้้าที่่�ปศุุสััตว์์ เจ้้าหน้้าที่่�ผู้้�ดููแลสััตว์์ในสวนสััตว์์ และเกษตรกรผู้้�เลี้้�ยงสััตว์์ ควรสวมใส่่

อุุปกรณ์ป์้อ้งกันัส่ว่นบุุคคล เช่น่ ถุุงมือื และรองเท้้าบููท และมีีการล้้างทำความสะอาดร่า่งกายอย่า่งเหมาะสม และพิิจารณา

การุุณยฆาตสััตว์์ที่่�ได้้รัับการยืืนยัันว่่าเป็็นโรค เพื่่�อลดความเสี่่�ยงต่่อสุุขภาพของมนุุษย์์

	 3.	 ฆ่่าเชื้้�ออุุปกรณ์์ เครื่่�องมืือ และบริเวณที่่�ปนเป้ื้�อน เนื่่�องจากสััตว์์ที่่�ติิดเชื้้�อสามารถขับเชื้้�อปนเป้ื้�อนพื้้�นที่่� 

อยู่่�อาศััยได้้ ดังนั้้�นควรทำความสะอาดบริเวณเหล่่านี้้�ด้้วยน้้ำยาฆ่า่เชื้้�อ หรือืสารฆ่า่เชื้้�อที่่�มีีประสิทิธิภาพ เช่น่ น้้ำยาฟอกขาว

เจืือจาง (diluted bleach) ซึ่่�งจะช่่วยลดความเสี่่�ยงของการแพร่่เชื้้�อ และการติิดเชื้้�อในมนุุษย์์ได้้ 

	 4.	 ปฏิิบััติิตามหลัักสุุขอนามััยท่ี่�ดีี  หลัังจากสััมผััสดินหรืือสััตว์์ใด  ๆ ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีการระบาดของโรค ให้้ล้้างมืือให้้

สะอาดด้้วยสบู่่�และน้้ำเพื่่�อป้อ้งกันัการติดิเชื้้�อ โดยเฉพาะในกรณีีที่่�ผิวิหนังัมีีบาดแผลหรือืแผลพุุพอง (Limmathurotsakul 

et al., 2013b)

	 5.	 หลีีกเล่ี่�ยงผลิติภััณฑ์ท์ี่่�ปนเป้ื้�อน หลีีกเล่ี่�ยงการบริโภคนมจากสััตว์์ที่่�ไม่่ผ่า่นการพาสเจอร์์ไรซ์์โดยเฉพาะในภููมิภาค

ที่่�มีีโรคเมลิิออยด์์เกิิดขึ้้�นบ่่อย

	 สารฆ่่าเชื้้�อที่่�มีีประสิิทธิิภาพในการกำจััดเชื้้�อ B. pseudomallei ได้้แก่่ แอลกอฮอล์์ (70%) ส ารฆ่่าเชื้้�อกลุ่่�ม 

ฟีีนอลิิก (ไลซอล  2%) คลอรีีน (0.1–0.5%) และสารออกซิิไดซ์ (Virkon® 1%) ไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์ (3%) หรืือ

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ (4%) เหมาะสำหรัับใช้้กำจััด  B. pseudomallei ในสภาพแวดล้้อมทั่่�วไป ส่ ่วนสารชีีวภาพและ 

นาโนเทคโนโลยีีเหมาะสำหรัับกรณีีที่่�มีี biofilm หรืือเชื้้�อดื้้�อยา ทั้้�งนี้้�ควรเลืือกใช้้ตามบริิบทและความเหมาะสมของพื้้�นที่่�

และวััตถุุประสงค์์ นอกจากนี้้�ผู้้�ที่่�มีีอาชีีพในกลุ่่�มเสี่่�ยงที่่�จะสััมผััสเชื้้�ออยู่่�บ่่อยครั้้�ง ได้้แก่่ สััตวแพทย์์ เจ้้าหน้้าที่่�ปศุุสััตว์์ และ

เกษตรกรผู้้�เลี้้�ยงสััตว์์ ควรมีีการตรวจสุุขภาพโดยการตรวจเฝ้้าระวัังทางภููมิิคุ้้�มกัันเพื่่�อเฝ้้าระวัังการติิดเชื้้�อ 

ตารางที่่� 8  เปรีียบเทีียบสารฆ่่าเชื้้�อที่่�มีีประสิิทธิิภาพต่่อเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei

สารฆ่่าเชื้้�อ
ความเข้้มข้้น/

เงื่่�อนไข
ประสิิทธิิภาพ แหล่่งอ้้างอิิง

คลอรีีน (Chlorine) 0.1-0.5% กำจััดได้้ 99.99%  

ภายใน 10 นาทีี

(Howard & Inglis, 2005; Chaita et al., 2006; 

O’Connell et al., 2009)

ไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์ (H
2
O

2
) 3% มีีประสิิทธิิภาพสููง (Chaita et al., 2006; Luchinin et al., 2020)

ฟอร์์มาลดีีไฮด์์ (Formaldehyde) 4% มีีประสิิทธิิภาพสููง (Chaita et al., 2006; Luchinin et al., 2020)

แอลกอฮอล์์ (Alcohol) 70% มีีประสิิทธิิภาพสููง (Chaita et al., 2006)

ควอเทอร์์นารีีแอมโมเนีียม (Quaternary 

ammonium)

0.5-1% มีีประสิิทธิิภาพ (Ruanchaiman et al., 2024; Chaita et al., 2006; 

Luchinin et al., 2020)

Umonium38, Virkon® ≥0.5% (15 นาทีี) กำจััดเชื้้�อได้้หมด (Ruanchaiman et al., 2024)

ซิิลเวอร์์นาโน (AgNPs) 32-48 µg/mL (MIC) ฆ่่าเชื้้�อได้้รวดเร็็ว (Siritongsuk et al., 2016; Thammawithan et al., 2022)

ไบโอฟิิล์์ม/ชีีวภาพ  

(T. asperellum filtrate,  

chitosan, DNase I)

เฉพาะทาง ลด biofilm และเสริิมฤทธิ์์�

ยาฆ่่าเชื้้�อ

(Roopkhan et al., 2025; Thonglao et al., 2022; 

Pakkulnan et al., 2023)
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	 การควบคุุมโรคเมลิิออยด์์ จำเป็็นต้้องมีีการเฝ้้าระวัังโรคอย่่างต่่อเนื่่�องโดยอาศััยแนวทางแบบผสมผสาน เนื่่�องจาก

เชื้้�อก่อ่โรคสามารถดำรงชีีวิตอยู่่�ในสิ่่�งแวดล้้อม เช่น่ ดินและน้้ำ โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�เส่ี่�ยงที่่�มีีการรายงานการเกิิดโรคบ่่อยครั้้�ง  

การเฝ้้าระวัังสุุขภาพสััตว์์อย่่างต่่อเนื่่�องจึึงเป็็นมาตรการสำคััญ ควบคู่่�ไปกัับการรายงานโรคต่่อเจ้้าหน้้าท่ี่�ท่ี่�เก่ี่�ยวข้้องอย่่าง

ทัันท่่วงทีี  การแยกสััตว์์ป่่วยตามหลัักการจััดการฟาร์์มที่่�ดีี  (Good Farming Practices) และการดำเนิินมาตรการ

สุุขาภิิบาลฟาร์์มอย่่างเคร่่งครััดถืือเป็็นปััจจััยที่่�มีีบทบาทสำคััญในการลดความเสี่่�ยงของการแพร่่กระจายเชื้้�อ (Sim et al., 

2018; Mariappan et al., 2022; Choy et al., 2000)

	 นอกจากนี้้� การควบคุุมโรคในมิิติิด้้านสิ่่�งแวดล้้อม ควรรวมถึึงการลดการสััมผััสกัับดิินหรืือน้้ำที่่�อาจปนเปื้้�อนใน 

พื้้�นที่่�เสี่่�ยง และการตรวจสอบการปนเปื้้�อนของเชื้้�อในสิ่่�งแวดล้้อมอย่่างสม่่ำเสมอ (Li et al., 2025; Sim et al., 2018) 

ทั้้�งนี้้� การดำเนิินมาตรการควบคุุมโรคควรยึึดตามแนวคิิดสุุขภาพหนึ่่�งเดีียว (One Health) ซ่ึ่�งเน้้นการบููรณาการข้้อมููล

ตลอดจนความร่่วมมืือระหว่่างสััตวแพทย์์ แพทย์์ และนัักสิ่่�งแวดล้้อม เพื่่�อให้้เกิิดการควบคุุมโรคอย่่างมีีประสิิทธิิภาพและ

ยั่่�งยืืน (Mariappan et al., 2022; Kelser, 2016)

	 ในปััจจุุบััน การพััฒนาวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััยทางห้้องปฏิิบััติิการที่่�มีีความรวดเร็็วและแม่่นยำ ร่่วมกัับการเพิ่่�มขึ้้�นของ

การตระหนัักรู้้�ถึึงความสำคััญต่่อโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์ ส่ งผลให้้สามารถตรวจพบโรคได้้ในระยะเริ่่�มต้้น และดำเนิิน

มาตรการควบคุุมและป้้องกัันการแพร่่กระจายของเชื้้�อได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ โดยเฉพาะในพื้้�นที่่�ที่่�มีีประวััติิการเกิิดโรค

หรืือเป็็นเขตโรคประจำถิ่่�น อย่่างไรก็็ตาม โรคเมลิิออยด์์ยัังคงเป็็นภััยคุุกคามที่่�สำคััญต่่อสััตว์์หลากหลายกลุ่่�ม ทั้้�งในระบบ

การเลี้้�ยงปศุุสัตว์ ์สัตว์เ์ลี้้�ยง สัตว์ป์่า่ในสวนสััตว์ ์ตลอดจนสััตว์ ์exotic ที่่�ได้้รับความนิิยมในการนำเข้้า รวมทั้้�งการเพาะเลี้้�ยง

ในเชิิงพาณิิชย์ เช่น่ จระเข้้ นกกระจอกเทศ และอััลปาก้้า ซ่ึ่�งแนวโน้้มการเพาะเลี้้�ยงสััตว์์เหล่่านี้้�มีีการขยายตััวเพิ่่�มขึ้้�นอย่่าง

ต่่อเนื่่�อง

	 สถานการณ์์ดัังกล่่าวก่่อให้้เกิิดความท้้าทายต่่อระบบการเฝ้้าระวััง การควบคุุม และการป้้องกัันโรคเมลิิออยด์ ์ 

โดยเฉพาะในด้้านการเฝ้า้ระวัังเชื้้�อในสิ่่�งแวดล้้อมที่่�จำเป็น็ต้้องมีีการติดิตามตรวจสอบอย่า่งสม่่ำเสมอ เพื่่�อป้อ้งกัันการแพร่่

กระจายของเชื้้�อสู่่�สัตัว์ ์รวมทั้้�งมนุุษย์์ ในด้้านการวิิจัยัร่่วมกับัการพััฒนาวัคัซีีนยังัคงเป็น็ประเด็็นสำคััญ โดยมีีความพยายาม

ในการศึึกษาวััคซีีนชนิิดโปรตีีนและเชื้้�อเป็็นชนิิดอ่่อนแรงในสััตว์์ทดลอง เช่่น หนูู  ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นถึึงความสามารถในการ

ป้อ้งกันัโรคได้้บางส่ว่น นอกจากนี้้�ยังัมีีประสิทิธิภิาพเพิ่่�มขึ้้�นเมื่่�อใช้้ร่ว่มกับัยาปฏิชิีีวนะ (Klimko et al., 2022; Ruiz et al., 

2018) ทั้้ �งนี้้�มีีการศึึกษาการให้้ภููมิคุ้้�มกัันเสริมด้้วยโมโนโคลนอลแอนติิบอดีี  (monoclonal antibody) โดยมุ่่�งหวัังให้้มีี

ศัักยภาพในการเสริิมภููมิิคุ้้�มกัันในสััตว์์ทดลอง (Wu et al., 2023)

	 ดัังนั้้�นความสำเร็็จในการควบคุุมโรคเมลิิออยด์์ในสััตว์์จำเป็็นต้้องอาศััยแนวทางแบบองค์์รวมที่่�ครอบคลุุมทั้้�ง 

ด้้านการเฝ้้าระวััง การวิินิิจฉััย การควบคุุมเชิิงสิ่่�งแวดล้้อม และการวิิจััยพััฒนาเครื่่�องมืือทางวิิทยาศาสตร์์ เพื่่�อรองรัับการ

ป้้องกัันโรคอย่่างยั่่�งยืืนในอนาคต



46

 แหล่่งสืืบค้้นข้้อมููลที่่�เกี่่�ยวข้้อง 
กัับโรคเมลิิออยด์์

บทที่่� 9

https://www.melioidosis.info/

	 แพลตฟอร์์มออนไลน์์สำหรัับการรายงานกรณีีพบโรคเมลิิออยด์์ และใช้้สำหรัับการเผยแพร่่ข้้อมููล และสื่่�อการสอน

เกี่่�ยวกัับโรคเมลิิออยด์์สำหรัับประชาชนทั่่�วไป นัักวิิจััย และผู้้�กำหนดนโยบายด้้านสุุขภาพ สนัับสนุุนงานวิิจััยและนโยบาย

สาธารณสุุขในการควบคุุมโรค โดยสร้้างเครืือข่่ายนัักวิิจััยระดัับชาติิและนานาชาติิ รวบรวมกรณีีศึึกษาและข้้อมููล 

ระบาดวิิทยา ทั้้�งที่่�ตีีพิิมพ์์และยัังไม่่ตีีพิิมพ์์จากสถาบัันต่่าง ๆ  ทั้้�งในประเทศไทย และต่่างประเทศ โดยมีี Mahidol Oxford 

Tropical Medicine Research Unit (MORU) คณะเวชศาสตร์์เขตร้้อน มหาวิิทยาลััยมหิิดล  เป็็นผู้้�ดููแลแพลตฟอร์์ม   

เผยแพร่่ข้้อมููลความรู้้�และสื่่�อการสอน สำหรัับบุุคลากรทางการแพทย์์ นัักวิิจััย และประชาชนทั่่�วไป ข้้อมููลจากเว็็บไซต์์นี้้�

สามารถนำไปใช้้เพื่่�อ การเฝ้้าระวัังโรค การวิิจััย การพััฒนาแนวทางการวิินิิจฉััย รัักษา และควบคุุมโรคเมลิิออยด์์ ได้้ทั้้�งใน

สััตว์์และมนุุษย์์ รวมถึึงสนัับสนุุนแนวทาง “One Health” ในระดัับโลก

รููปที่่� 29 หน้้าเพจของ https://www.melioidosis.info/
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https://pubmlst.org/ (Jolley et al. 2018)

	 ฐานข้้อมููลสาธารณะของเชื้้�อ B. pseudomallei สำหรัับการจำแนกเชิิงโมเลกุุล (molecular typing) และศึึกษา

ความหลากหลายของจีีโนมของจุุลิินทรีีย์ที่่�มีีการรวบรวมไว้้จากทั่่�วโลก (Source of isolates submitted to the 

Burkholderia pseudomallei database) 

รููปที่่� 30  หน้้าเพจ PubMLST ของเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei 

	 โดย PubMLST.org เป็็นฐานข้้อมููลแบบเปิิดที่่�ได้้รับการดููแลจััดการอย่่างเป็็นระบบ  โดยรวบรวมข้้อมููลลำดัับ

พัันธุุกรรมของจุุลิินทรีีย์์กว่่า 130 ส ายพัันธุ์์�  รวมถึึงเชื้้�อ B. pseudomallei พร้้อมข้้อมููลแหล่่งที่่�มา และลัักษณะทาง 

ฟีโีนไทป์ท์ี่่�เกี่่�ยวข้อ้ง (https://pubmlst.org/organisms/burkholderia-pseudomallei)  แพลตฟอร์ม์นี้้�พัฒันาขึ้้�นจาก

แนวคิดิของระบบการจัดัลำดับัแบบหลายตำแหน่ง่ (Multilocus Sequence Typing: MLST) ซึ่่�งเริ่่�มใช้้ครั้้�งแรกในปี ีพ.ศ. 

2541 โดยอาศััยซอฟต์์แวร์์ BIGSdb (Bacterial Isolate Genome Sequence Database) ที่่�สามารถจััดเก็็บและ

วิิเคราะห์์ข้้อมููลลำดัับพัันธุุกรรมในทุุกระดัับ ตั้้�งแต่่ยีีนเดี่่�ยวไปจนถึึงจีีโนมสมบููรณ์์ (Jolley and Maiden, 2010)
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ภาคผนวก ก อาหารสำหรัับเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei และการเตรีียม

ส่่วนประกอบของอาหาร Ashdown’s agar และการเตรีียม

Ashdown’s agar

Glycerol	 	 40 mL

Tryptic soy broth 10 g

Agar 15 g

Crystal violet 	0.1%	  5 mL  (incubate at least 1 week before use)

Neutral red 1% 5 mL

Distilled water	 950 mL

Autoclave ที่่�อุุณหภููมิิ 120 ºC นาน 15 นาทีี  แล้้วเติิม gentamicin (คำนวณให้้ได้้ความเข้้มข้้นสุุดท้้าย  

5 mg/L สำหรัับตััวอย่่างจากสััตว์์ป่่วย และ 8 mg/L สำหรัับตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อม) แล้้วแบ่่งจ่่ายลงเพลท

ขั้้�นตอนการเตรีียม Ashdown’s agar

	 1.	 ผสมส่่วนผสมทั้้�งหมด ยกเว้้น gentamicin ใส่่ในขวดแก้้วไร้้เชื้้�อ เติิมน้้ำกลั่่�นจนได้้ปริิมาตร 1 L คนให้้เข้้ากััน 

	 2.	 นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 121 °C เป็็นเวลา 15 นาทีี

	 3.	 ปล่่อยให้้เย็็นลงที่่�อุุณหภููมิิ 50-55 °C เติิม gentamicin จ นได้้ความเข้้มข้้นสุุดท้้าย 5 mg/L ส ำหรัับ 

เพาะแยกเชื้้�อตััวอย่่างจากสััตว์์ป่่วย และ 8 mg/L ใช้้สำหรัับตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อม

	 4.	 เทวุ้้�นลงในเพลทเพาะเชื้้�อและปล่่อยให้้แข็็งตััว

	 หมายเหตุุ: เพื่่�อให้้ได้้สีีที่่�ดีีที่่�สุุดควรบ่่มสารละลาย Crystal violet 0.1% ที่่�อุุณหภููมิิ 37 °C เป็็นเวลา 1-2 สััปดาห์์

ก่่อนนำไปใช้้	 	 	 	 	 	 	  	 	   

ภาคผนวก

บทที่่� 11
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ส่่วนประกอบของอาหาร Ashdown selective broth/ Selective broths

Selective broth (เพลิินจัันทร์์, 2547)

Tryptic soy broth 10 g

Glycerol	 	 40 mL

Crystal violet 	0.1%	  5 mL  (incubate at least 1 week before use)

Distilled water	 950 mL

Autoclave ที่่�อุุณหภููมิิ 120ºC นาน 15 นาทีี แล้้วเติิม colistin sulphomethate (colistin injection) 

50,000 U/L หรืือ 50 mg สำหรัับยาผง แล้้วจ่่ายลงหลอดทดสอบ

Ashdown selective broth (Menzies School of Health Research, 2022)

Tryptic soy broth 10 g

Crystal violet 	0.1%	  5 mL  

Distilled water	 Add to 1,000 mL

Autoclave ที่่�อุุณหภููมิิ 120ºC นาน 15 นาทีี แล้้วเติิม colistin sulphomethate (colistin injection) 

50,000 U/L หรืือ 50 mg สำหรัับยาผง แล้้วจ่่ายลงหลอดทดสอบ

ขั้้�นตอนการเตรีียม Ashdown selective broth/ Selective broth

	 1.	 เติิมส่่วนประกอบทั้้�งหมด ยกเว้้น colistin ใส่่ในขวดแก้้วไร้้เชื้้�อ เติิมน้้ำกลั่่�นจนได้้ปริิมาตร 1 L คนให้้เข้้ากััน

	 2.	 นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 121 °C นาน 15 นาทีี และปล่่อยให้้เย็็นลงถึึง 50 °C เก็็บขวดไว้้ในตู้้�เย็็นที่่�สะอาด

จนกว่่าจะนำไปใช้้งาน

	 3.	 เติิม colistin ก่่อนที่่�นำไปใช้้งาน โดยผสมให้้เข้้ากััน

ส่่วนประกอบของอาหาร Threonine Basal Salt Solution (TBSS-C50) และการเตรีียม 

(Menzies School of Health Research, 2022)

1. Solution A (to be added to base solution) 

Ingredients Common Name Amount

H
3
PO

4
 85% Phosphoric acid     2.306 mL 

FeSO
4
·7H

2
O   Iron (II) sulfate heptahydrate/Ferrous sulphate 0.556 g  

ZnSO
4
·7H

2
O Zinc sulfate heptahydrate 0.297 g 

CuSO
4
·5H

2
O Copper (cupric) sulfate pentahydrate   0.0218 g 

MnSO
4
·H

2
O Manganese sulfate, monohydrate 0.125 g  

Co(NO
3
)2.6H

2
O   Cobalt (II) nitrate hexahydrate 0.030 g 

Na
2
MoO

4
·2H

2
O   Sodium molybdite dihydrate 0.030 g 

H
3
BO

3 
 Boric acid 0.062 g  

Distilled Water 1,000 mL 
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การเตรีียม

ผสมส่่วนผสมทั้้�งหมดข้้างต้้นลงในขวดขนาด 1 L บนแผ่่นให้้ความร้้อนที่่�มีีแท่่งแม่่เหล็็กกวนจนละลายหมด

Autoclave ฆ่่าเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 121 °C เป็็นเวลา 20 นาทีี

2. Solution B - Base medium

Ingredients Common Name Amount

KH
2
PO

4
 Monopotassium phosphate/Potassium dihydrogen phosphate 0.451 g  

K
2
HPO

4
Dipotassium phosphate 1.730 g  

MgSO
4
.7H

2
O   Magnesium sulfate 0.123 g  

CaCl
2
 .2H

2
O   Calcium chloride 0.0147 g  

NaCl   Sodium chloride 10 g

Nitrilotriacetic acid   Nitrilotriacetic acid (NTA) 0.200 g 

Solution A 20 mL

Distilled Water 1,000 mL 

การเตรีียม

	 1.	 ผสมส่่วนผสมทั้้�งหมดข้้างต้้นลงในขวดขนาด 1 L ที่่�สามารถนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อได้้

	 2.	 ปรัับค่่า pH ให้้เป็็น 7.2 ด้้วยสารละลายโพแทสเซีียมไฮดรอกไซด์์ (KOH) 1 มิิลลิิลิิตร

	 3.	 Autoclave ฆ่่าเชื้้�อที่่�อุุณหภููมิิ 121°C เป็็นเวลา 20 นาทีี

3. Solution C- L-Threonine Solution

Ingredients Amount

L-Threonine 5.956 g

Distilled Water	 100 mL

การเตรีียม

	 1.	 ผสมส่่วนผสมข้้างต้้นลงในขวดขนาด 100 mL

	 2.	 ฆ่่าเชื้้�อโดยการกรองผ่่านตััวกรองขนาด 0.20 µm (เช่่น ตััวกรองมิิลลิิพอร์์ขนาด 0.20 µm)

4. TBSS-C50 Solution Procedure 

การเตรีียม

	 1.	 เติิมสารละลาย L-Threonine (สารละลาย C) 100 mL ลงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 900 mL (ความเข้้มข้้นสุุดท้้าย

ของ L-Threonine คืือ 0.05 M)

	 2.	 เติิม Colistin จนได้้ความเข้้มข้้นสุุดท้้าย 50 mg/L
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ภาคผนวก ข การทดสอบความไวต่่อยาต้้านจุุลชีีพของเชื้้�อ Burkholderia pseudomallei
ค่่า Interpretative criteria โดยวิิธีี Disk diffusion method และ Broth microdilution  
สำหรัับ Burkholderia pseudomallei 

Antimicrobial agent

Zone diameter 

breakpointsa (mm)

MIC Interpretive Criteriab

(µg/mL)

S ≥ I R < S ≤ I R ≥ 

Amoxicillin-clavulanic acid 50 22-49 22 8/4 16/8 32/16

Ceftazidime 50 18-49 18 8 16 32

Chloramphenicol 50 22-49 22 N/A N/A N/A

Imipenem 29 29 4 8 16

Meropenem 24 24 N/A N/A N/A

Doxycycline N/A N/A N/A 4 8 16

Tetracycline 23 23 4 8 16

Trimethoprim-sulfamethoxazole 50 17-49 17 2/38 4/76
a The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 12.0.  

  http://www.eucast.org; 2022.
b CLSI M45-ED3:2016 Methods for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria.

S=Susceptible, I=Intermediate, R=Resistant, N/A= not applicable

ตััวอย่่าง Inhibition zone สำหรัับ Burkholderia pseudomallei ต่่อยา trimethoprim-sulfamethoxazole (EUCAST, 2024)

	 a-b) สามารถมองเห็็น zone ภายนอกได้้ อ่่านขอบ zone ด้้านนอก และตีีความ breakpoints ที่่�กำหนด

	 c) การเจริิญเติิบโตจนถึึงแผ่่นยาและไม่่มีีลัักษณะของ Inhibition zone ให้้รายงานผลเป็็น resistant

ภาคผนวก ค การตรวจวินิิจิฉัยัด้ว้ยเทคนิคิ Multiplex PCR (กลุ่่�มแบคทีีเรีียและเชื้้�อรา สถาบันัสุขุภาพสัตัว์แ์ห่ง่ชาติ)ิ

	 การเตรีียมดีีเอ็น็เอสำหรับัการตรวจวินิิจิฉัยัทางอณูชูีีววิทิยา (DNA preparation for molecular technique) 

	 	 1.	 สกัดั DNA จาก isolate เชื้้�อท่ี่�เพาะแยกได้้จากตัวัอย่่างส่่งตรวจ ดัดัแปลงจาก Queipo-Ortuño et al. (2008)

	 	 	 1)	 เพาะเชื้้�อ B. pseudomallei  ลงบน blood agar แล้้วนำไปบ่่มในตู้้�บ่่มเชื้้�อ 37 ºC นาน 20-24 ชั่่�วโมง 

	 	 	 2)	 นำเชื้้�อที่่�เพาะได้้ นำมาสกััด DNA   โดยกวาดเชื้้�อ ลงใน microcentrifuge 1.5 mL ที่่�มีี PBS 1 mL  

แล้้วนำไปปั่่�นด้้วย centrifuge ที่่�ความเร็็ว 12,000 rpm นาน 5 นาทีี 

	 	 	 3)	 เมื่่�อปั่่�นเสร็็จให้้ทิ้้�งส่่วนใส แล้้วเติิมน้้ำกลั่่�น 100 µL

	 	 	 4)	Mix ตะกอน และน้้ำกลั่่�นให้้เข้้ากััน แล้้วนำไปต้้มที่่�อุุณหภููมิิ 100 ºC นาน 10 นาทีี

	 	 	 5)	 นำไปปั่่�นด้้วยเครื่่�อง centrifuge ที่่�ความเร็็ว 12,000 rpm นาน 5 นาทีี

	 	 	 6)	 เก็็บส่วนใสด้้านบน ลงหลอด microcentrifuge 1.5 mL หลอดใหม่่ แล้้วนำไปเก็็บที่่�อุุณหภููมิ 4 ºC  หรือื 

-20 ºC รอการนำไปใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์
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	 	 2.	 ชุุดสกััด QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) สำหรัับการสกััด DNA จากตััวอย่่างส่่งตรวจทางคลิินิิกโดยตรง 

เช่่น เลืือด อวััยวะ และสิ่่�งคััดหลััง ขั้้�นตอนการสกััดตามข้้อแนะนำของผู้้�ผลิิต

	 	 3.	 ชุุดสกััด  Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit (Zymo Research) สำหรัับการสกััดตััวอย่่าง

ส่่งตรวจที่่�อาจจะมีีสิ่่�งปนเปื้้�อน หรืือสารยัับยั้้�งการทำปฏิิกิิริิยาสููง เช่่นตััวอย่่าง มููลสััตว์์ หรืือตััวอย่่างจากสิ่่�งแวดล้้อม เช่่น 

ดิิน น้้ำ และอากาศ ขั้้�นตอนการสกััดตามข้้อแนะนำของผู้้�ผลิิต

1) 2) 3)

	 2.	 การตรวจยืืนยัันเชื้้�อ Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei และ Burkholderia 

thailandensis ด้้วยวิิธีี multiplex PCR (Lee et al., 2005)

Primer 
name Oligonucleotide primer 5’→ 3’ Species detection

Product size 
(bp) Target gene/ nucleotide position 

SR1  ACC GCG TAT GAA GGG ATG TC B. mallei and 

B. pseudomallei

400-700 The 79-bp upstream of a repetitive 

DNA element

B. thailandensis 402

SRT3 AAA GCT GCG CGC TCG GCA TC B. thailandensis 308 nucleotide positions 75–94 of

the 361-bp fragment B. 

thailandensis

SR5 ACG CGC ACG CAC CTG CTG AAC B. thailandensis 308 134-bp downstream of a repetitive 

DNA element

I4F5 ACC TGC TGC CGG GCT ACG ACT TCA B. pseudomallei  and  

B. thailandensis

245 MprA

I4R5 CAC CTT GCC GAC CCA CGA GAT GC

การสกััดตััวอย่่าง DNA 1) การต้้มที่่�อุุณหภููมิิ 100ºC 2) ชุุดสกััดสำหรัับตััวอย่่างทางคลิินิิก 3) ชุุดสกััดตััวอย่่างมููลสััตว์์/ดิิน
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ส่่วนประกอบ multiplex PCR mix

Component Volume

2x Multiplex 10.0 µL

Q-solution 7.0 µL

Primer SR1 (10pmol) 0.6 µL

Primer  SRT3 (10pmol) 0.2 µL

Primer  I4F5 (10pmol)	 0.15 µL

Primer  I4R5 (10pmol)	 0.15 µL

Primer  SR5 (10pmol) 0.8 µL

DNA template	 2.0 µL

Total volume 20.0 µL

PCR Cycles Temperature Time

Pre-denaturation 95 ºC 15 min

Denaturation 94 ºC 1 min

Annealing 63 ºC 1 min

Extension 72 ºC 1 min

Final extension 72 ºC 10 min

Gel electrophoresis (2% agarose)

Interpretation PCR product size (bp)

B. thailandensis 3 bands (245, 308, 402)
B. pseudomallei 2 bands (245, 400-700)
B. mallei 1 band (400-700)

35 cycles

(ที่่�มา: Lee et al., 2005)
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