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Abstract
Objective: This study aimed to survey the presence of Arcobacter spp. in stillbirth piglets, vagina of sows, feces of 
nursery pigs, and feces of sows.

Materials and Methods: Bacterial culture, genus-specific PCR, and 23S rRNA gene sequencing identification of Arco-
bacter were performed from internal organs (n = 60, brain, heart, kidney, liver, and small intestine) of stillbirth piglets 
(n = 12), vaginal swabs of sows (n = 4), rectal swabs of nursery pigs (n = 35), and sow’s feces (n = 51). Samples (n 
= 102) were collected from pig farms in Khon Kaen and Maha Sarakham provinces between December, 2021 and 
February, 2022.

Results: Arcobacter was found only in sow’s fecal samples, i.e. A. butzleri (4/51, 7.8%) and A. cryaerophilus (1/51, 
1.96%). Considering both PCR analysis and the nucleotide sequence of 23S rRNA, the prevalence of Arcobacter was 
approximately 5-6% of samples examined, or 10-12% of sows. Arcobacter was not found in nursery pigs, vagina, nor 
stillbirth piglets’ tissues.

Conclusion: Arcobacter spp. was found in feces of healthy sows, confirming that pigs are reservoirs of A. butzleri and 
A. cryaerophilus, both of which are potentially contagious to humans. The findings of this study, however, do not prove 
that Arcobacter spp. causes reproductive diseases in pigs. Subsequent studies with larger samples are likely to im-
prove the chances of detecting this infection.
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บทคัดย่อ

วัตัถุปุระสงค์ ์ เพ่ื่�อสําํรวจการปรากฏของ Arcobacter spp. ของลูกูสุกุรตายคลอด ช่อ่งคลอดของแม่สุ่กุร อุจุจาระของสุกุรอนุบุาล 

และอุจุจาระของสุกุรแม่พ่ันัธุ์์� 

วััสดุอุุปกรณ์แ์ละวิธีิีการ เพาะเชื้้ �อแบคทีีเรียี ยืืนยันัระดับัสกุลุ Arcobacter โดย genus-specific PCR และจำำ�แนกสปีีชีีส์โ์ดยใช้ล้ำำ�

ดับันิิวคลีีโอไทด์บ์นยีน 23S rRNA จากตัวัอย่า่งจำำ�นวนทั้้�งสิ้้ �น 102 ตัวัอย่า่ง ประกอบไปด้ว้ย ลูกูสุกุรตายคลอด (n = 12) อวัยัวะ

ภายใน (n = 60, สมอง, หัวัใจ, ไต, ตับัและลำำ�ไส้)้ ตัวัอย่า่งป้า้ยเชื้้ �อจากช่อ่งคลอดของแม่สุ่กุร (n = 4) ตัวัอย่า่งป้า้ยอุจุจาระของสุกุร

อนุบุาล (n = 35) และตัวัอย่า่งอุจุจาระของแม่สุ่กุร (n = 51) เก็็บจากฟาร์ม์ในจังัหวัดัขอนแก่่น และ จังัหวัดัมหาสารคาม ในช่ว่ง

ระหว่า่งเดืือนกุมุภาพันัธ์ ์2563 ถึงึเดืือนธันัวาคม 2564

ผลการศึกึษา พบเชื้้ �อในตัวัอย่า่งอุจุจาระของแม่สุ่กุรเท่า่นั้้�น จำำ�นวนสองสปีีชีีส์ค์ืือ A. butzleri (4/51, 7.8%) และ A. cryaerophilus 

(1/51, 1.96%) เม่ื่�อคำำ�นึงึทั้้�งผลการวิิเคราะห์พี์ีซีีอาร์ร์ะดับัสกุลุและลำำ�ดับั    นิิวคลีโีอไทด์บ์น 23S rRNA พบความชุกุของ Arcobacter 

ประมาณ 5-6% ของตัวัอย่า่งที่่�ตรวจ หรืือประมาณ 10-12% ของแม่สุ่กุร ไม่พ่บเชื้้ �อในช่อ่งคลอดหรืือจากตัวัอ่อ่นสุกุรที่่�ตายในขณะ

คลอด ตลอดทั้้�งไม่พ่บเชื้้ �อในนี้้ �ในสุกุรอนุบุาล

สรุป พบเชื้้ �อ Arcobacter spp.ในอุจุจาระของแม่สุ่กุรที่่�มีีสุขุภาพปกติ ิและยืืนยันัได้ว้่า่สุกุรเป็็นแหล่ง่กักัเก็็บเชื้้ �อ A. butzleri และ A. 

cryaerophilus และอาจติดิต่อ่มาสู่่�มนุษุย์ไ์ด้ ้อย่า่งไรก็็ตามผลการศึกึษาในครั้้�งนี้้ �ยังัไม่ส่ามารถสรุุปได้ว้่า่เชื้้ �อ Arcobacter spp. ก่่อ

โรคระบบสืืบพันัธุ์์�ในสุกุร การศึกึษาครั้้�งต่อ่ไปในกลุ่่�มตัวัอย่า่งขนาดใหญ่่ จึงึน่า่จะเพิ่่�มโอกาสในการตรวจพบเชื้้ �อนี้้ �ได้้

คำำ�สำำ�คัญ: Arcobacter, A. butzleri, A. cryaerophilus, 23S rRNA, ตัวัอ่อ่นสุกุร
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 บทนำำ�

	 เชื้้ �อแบคทีีเรียีในสกุลุ (genus) Arcobacter ในครั้้�งแรก

ที่่�พบมีีช่ื่�อเรียีกว่า่ aerotolerant Campylobacters (Ellis et al., 

1977, 1978) ทั้้�งนี้้ �เพราะนักัวิิจัยัพบว่า่เชื้้ �อนี้้ �มีีคุณุสมบัตัิคิล้า้ยคลึงึ

กันักับั Campylobacter species แต่ท่นสภาวะที่่�มีีออกซิเิจน และ

เจริญิเติบิโตในช่ว่งอุณุหภูมิูิที่่�ต่ำำ ��กว่า่  ต่อ่มา Arcobacter ได้ถู้กู

จัดัเข้า้เป็็นสกุลุที่่�สองในตระกูลู (family) Campylobacteraceae 

(Vandamme et al., 1991) แบคทีีเรียีในสกุลุ Arcobacter เป็็น

แบคทีีเรียีแกรมลบ มีีรููปร่า่งเป็็นแท่ง่โค้ง้งอคล้า้ยตะขอ ไม่ส่ร้า้งส

ปอร์ ์ เคลื่่�อนที่่�ในลักัษณะหมุนุเป็็นเกลีียว มีีขนาดกว้า้ง 0.2-0.9 

และยาว 0.5-3 ไมโครเมตร (µM) (Vandamme and De Ley, 

1991)  เจริญิเติิบโตได้ใ้นสภาวะที่่�มีีออกซิเิจนเล็ก็น้อ้ย (micro-

aerophilic, 3-10% Oxygen) ที่่�อุณุหภูมิูิ 15-30 องศาเซลเซีียส 

(°C) และ pH 6.8-8.0 แต่ไ่ม่เ่จริญิเติบิโตที่่� 40°C (Shah et al., 

2011)  แม้ว้่า่มีีความใกล้ชิ้ิดกับั Campylobacter แต่เ่ชื้้ �อ Arco-

bacter มีีลักัษณะเมตาบอลิซิึมึเฉ่ื่�อย (metabolic inert) ทำำ�ให้ก้าร

เพาะเชื้้ �อ และจำำ�แนกเชื้้ �อด้ว้ยคุณุสมบัตัิทิางชีีวเคมี (biochemical 

tests) เป็็นไปได้ย้าก และให้ผ้ลไม่่แน่่นอน ซึ่่�งแตกต่า่งจากการ

เพาะเชื้้ �อ Campylobacter ที่่�ทำำ� ได้ง้่า่ยกว่า่ (Verma et al., 2015) 

ดังันั้้�น ความชุุกหรืือการปรากฏของเชื้้ �อนี้้ �จึึงอาจต่ำำ��กว่่าสภาพ

ความเป็็นจริงิเป็็นอย่า่งมาก นอกจากนี้้ �แล้ว้ ณ ปััจจุบุันั ยังัไม่มี่ี

วิิธีีมาตรฐานในการเพาะเชื้้ �อแบคทีีเรีีย และการเพาะเชื้้ �อรวม

กระทั่่�งการจำำ�แนกเชื้้ �อ Arcobacter ใช้เ้วลานานเฉลี่่�ยประมาณ 

4 ถึงึ 10 วันั (Mottola et al., 2016)

	 ในปี ค.ศ. 2002  Arcobacter ถูกูจัดัว่า่เป็็นเชื้้ �อแบคทีีเรียี

ที่่�ส่่งผลอันัตรายร้า้ยแรงต่่อสุขุภาพของมนุุษย์ ์ และติิดต่่อทาง

อาหาร (foodborne bacteria) โดยคณะกรรมาธิิการระหว่่าง

ประเทศว่า่ด้ว้ยข้อ้กําํหนดทางจุลุชีววิทยาสำำ�หรับัอาหาร (Inter-

national Commission on Microbiological Specifications for 

Foods; ICMSF) (Collado and Figueras, 2011) สปีีชีีส์ท์ี่่�พบได้้

มากที่่�สุดุคืือ A. butzleri ซึ่่�งพบว่า่เช่ื่�อมโยงกับักรณีีของโรคระบบ

ทางเดิินอาหารในมนุุษย์ ์ ทำำ�ให้มี้ีอาการท้อ้งเสีียอย่่างรุุนแรง

เน่ื่�องจากภาวะลําํไส้อ้ักัเสบ และบางรายอาจพบภาวะโลหิตเป็็น

พิิษ (Ferreira et al., 2014; Webb et al., 2016)  สปีีชีีส์ท์ี่่�มักัพบ

ได้บ้่อ่ยว่า่ก่่อโรคในมนุษุย์ ์อาทิิ เช่น่ A. butzleri, A. cryaeroph-

ilus และ A. skirrowii (De Smet et al., 2011; Fernandez et 

al., 2015; Brückner et al., 2020) ปััจจุบุันั Arcobacter นับัได้้

ว่่าเป็็นเชื้้ �อก่่อโรคที่่�มีีอาหาร และน้ำำ��เป็็นตััวนำำ�เชื้้ �อมาสู่่�มนุุษย์ ์

(Ramees et al., 2017) ดังันั้้�น การศึกึษาส่ว่นใหญ่่ จึงึมุ่่�งไปที่่�การ

ปนเปื้้ �อนของเชื้้ �อนี้้ �ในอาหาร และน้ำำ��  สำำ�หรั บัในประเทศไทย ยังั

ไม่มี่ีรายงานหรืือข้อ้มูลูการระบาดของเชื้้ �อ Arcobacter spp. ใน

สุกุรที่่�ยังัมีีชีีวิิต และลูกูสุกุรแท้ง้หรืือตายคลอด  มีีเพีียงการศึกึษา

จากตัวัอย่า่งเนื้้ �อสัตัว์ ์ไข่ไ่ก่่ และน้ำำ��คลอง โดย Morita และคณะ 

ทำำ�การศึกึษาเชื้้ �อ Arcobacter spp. จากตัวัอย่่างเนื้้ �อไก่่ที่่�วาง

จำำ�หน่่ายในร้า้นสะดวกซื้้ �อ และตัวัอย่่างน้ำำ��จากลำำ�คลอง ด้ว้ย

เทคนิคพีซีีอาร์ห์รืือปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่โพลีีเมอร์เ์รส (Polymerase 

Chain Reaction: PCR) พบว่า่มีีการปนเปื้้ �อนของเชื้้ �อ A. butzleri 

เพีียงสปีีชีีส์เ์ดีียวเท่า่นั้้�นในตัวัอย่า่งเนื้้ �อไก่่ และน้ำำ��คลอง (Morita 

et al., 2004)  ต่อ่มาในปี ค.ศ. 2007 Vindigni และคณะ (Vin-

digni et al., 2007) ทำำ�การศึกึษาการปนเปื้้ �อนของเชื้้ �อ Arco-

bacter spp. จากตัวัอย่า่งเนื้้ �อสัตัว์ ์และไข่ไ่ก่่จากร้า้นสะดวกซื้้ �อ 

ด้ว้ยเทคนิคการเพาะแยกเชื้้ �อ และการทดสอบทางชีีวเคมี พบว่า่

มีีการปนเปื้้ �อนของเชื้้ �อ A. butzleri ในตัวัอย่า่งเนื้้ �อสัตัว์ร์้อ้ยละ 21 

(42/200)  จำำ�แนกผลบวกเป็็นเนื้้ �อไก่่ เนื้้ �อโค เนื้้ �อสุกุร และไข่ไ่ก่่ 

จำำ�นวน 19, 14, 8 และ 1 ตัวัอย่า่ง ตามลำำ�ดับั (Vindigni et al., 

2007) อีีกรายงานผลการศึกึษาในตัวัอย่า่งเนื้้ �อไก่่ โดยใช้เ้ทคนิค 

rep-PCR และ Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) พบ 

﻿Arcobacter spp. คิดิเป็็นร้อ้ยละ 87.9 (29/33) (Phasipol et al., 

2013) และการสำำ�รวจแบคทีีเรียีปนเปื้้ �อนในเนื้้ �อไก่่ เนื้้ �อสุกุร และ

ปลาด้ว้ยวิิธีีเพาะเชื้้ �อพบ A. butzleri ในอัตัราร้อ้ยละ 74 ของ

ตัวัอย่า่ง (Bodhidatta et al., 2013) เห็็นได้ว้่า่อาหารประเภทเนื้้ �อ

จากปศุสุัตัว์มี์ีการปนเปื้้ �อนของ Arcobacter spp. ในอัตัราที่่�สูงู 

ดังันั้้�นจึงึเป็็นที่่�น่า่ติดิตามศึกึษาว่า่ปศุสุัตัว์เ์หล่า่นี้้ �เป็็นแหล่ง่รังัโรค

ของเชื้้ �อนี้้ �และติิดต่่อมาสู่่�มนุษุย์จ์ริิงหรืือไม่่ และในทางกลับักันั 

เชื้้ �อนี้้ �ก่่อโรคในปศุสุัตัว์ไ์ด้ห้รืือไม่ ่ที่่�ผ่า่นมา ในประเทศไทยยังัไม่มี่ี

รายงานการเกิิดโรคจากเชื้้ �อนี้้ �ในปศุสุัตัว์์

	 ในประเทศเบลเยีียม พบเชื้้ �อ Arcobacter spp. ในสุกุร

โตเต็็มวัยัได้ม้ากกว่า่สุกุรที่่�มีีอายุนุ้อ้ย (Van Driessche et al., 

2004) โดยทั่่�วไปสุกุรขุนุที่่�ติดิเชื้้ �อส่ว่นใหญ่่มักัไม่แ่สดงอาการ แต่่

มีีบางรายงานที่่�พบว่่าสุกุรที่่�ติิดเชื้้ �อมีีอาการถ่่ายเหลว กระเพาะ

อาหารและลำำ�ไส้เ้ล็ก็อักัเสบ และในสุกุรที่่�ติดิเชื้้ �อบางตัวั พบรอย

โรคของการเกิิดแผลในกระเพาะอาหารร่ว่มด้ว้ย (Vandamme et 

al., 1992; Suarez et al., 1997) ทั้้�งนี้้ � ข้อ้มูลูการก่่อโรคในสุกุรยังั

มีีการศึกึษาน้อ้ยมากทั้้�งทั่่�วโลก และในประเทศไทย สมมุตุิิฐาน

เกี่่�ยวกับักลไกการก่่อโรคของเชื้้ �อ Arcobacter spp. ในสุกุรคืือ 

เชื้้ �ออาจเข้า้สู่่�ร่า่งกายได้ห้ลายทาง ได้แ้ก่่ ระบบทางเดิินอาหาร 

การสัมัผัสักับัเชื้้ �อโดยตรง และทางระบบสืืบพันัธุ์์� เป็็นต้น้ (On et 

al., 1995a; Wesley et al., 1996; De Oliveria et al., 1999; Ho 

et al., 2007) โดยเชื้้ �อเข้า้เกาะเซลล์เ์ย่ื่�อบุ ุ(epithelial cells) สร้า้ง

สารพิิษ (exotoxin) ทำำ�ลายเซลล์ ์และร่า่งกายตอบสนองต่อ่การ

บุกุรุุกเข้า้สู่่�เซลล์ ์ทำำ�ให้เ้กิิดการสะสมของนิิวโทรฟิิล (Neutrophil) 

ในเนื้้ �อเย่ื่�อบริเิวณที่่�เกิิดการติดิเชื้้ �อ (Wesley et al., 1996) ส่ง่ผลก



76

KKU Veterinary Journal

Volume 32 Issue 2 2022

ระตุ้้�นการหลั่่�งสารตั้้�งต้น้ของการอักัเสบ (proinflammatory cy-

tokines) ชนิด  Interleukin-8 และ Interleukin-10 ทำำ�ให้เ้กิิดการ

อัักเสบของเนื้้ �อเย่ื่�อบริิเวณที่่�เกิิดการติิดเชื้้ �อ (Collado and 

Figueras, 2011; Heimesaat et al., 2015b) และพบการตาย

ของเนื้้ �อเย่ื่�อ (necrosis) (Wesley et al., 1996) นอกจากนี้้ �ยังัพบ

อีีกว่า่เม่ื่�อเชื้้ �อเข้า้สู่่�เซลล์แ์ล้ว้ยังัส่ง่ผลลดการแสดงออกของ Clau-

din-1, -5 และ -8 ทำำ�ให้บ้ริเิวณรอยเช่ื่�อมระหว่า่งเซลล์ใ์นลำำ�ไส้ท้ี่่�

เรียีกว่า่ไทต์จ์ังัก์ช์ันั (Tight junction) เกิิดการเปลี่่�ยนแปลงทำำ�ให้้

มีีการผ่่านเข้า้-ออกของสารหรืือโมเลกุุลขนาดใหญ่่ในปริิมาณ

มากกว่่าปกติิที่่�ช่่องว่่างระหว่่างเซลล์ ์ (Paracellular pathway) 

และก่่อให้เ้กิิดอาการท้อ้งเสีียตามมานั้้�นเอง (Bücker et al., 2009; 

Heimesaat et al., 2015a) นอกจากก่่อโรคที่่�บริเิวณสำำ�ไส้แ้ล้ว้ ยังั

พบว่า่เชื้้ �อ Arcobacter spp. มีีความสัมัพันัธ์ก์ับัการเกิิดปััญหา

เกี่่�ยวกับัระบบสืืบพันัธุ์์� ทำำ� ให้เ้กิิดการตายของตัวัอ่อ่นที่่�อยู่่�ในท้อ้ง 

และการแท้ง้ลูกูของแม่สุ่กุร (Wesley et al., 1996; De Oliveira 

et al., 1997) โดยคาดว่า่ เชื้้ �อ Arcobacter spp. บุกุรุุกเข้า้ทำำ�ลาย

เนื้้ �อเย่ื่�อของรก และเข้า้สู่่�ตัวัอ่อ่นสุกุร (De Oliveira et al., 1997) 

โดยแพร่ก่ระจายมาทางกระแสเลืือด (Bacteremia) (Figueras 

et al., 2014; On et al., 1995) ทำำ�ให้พ้บเชื้้ �อตามเนื้้ �อเย่ื่�อของ

อวัยัวะต่า่ง ๆ ของตัวัอ่อ่นสุกุร เช่น่ ในบริเิวณเนื้้ �อตายที่่�ปอด ไต 

และสมองของตัวัอ่อ่นลูกูสุกุรที่่�ติดิเชื้้ �อ (Wesley et al., 1996) เป็็น

สาเหตุใุห้เ้กิิดการตายของตัวัอ่อ่นสุกุรในท้อ้งหรืือส่ง่ผลให้แ้ม่สุ่กุร

แท้ง้ในช่ว่งปลาย (late-term abortion) หรืือประมาณวันัที่่� 90-105 

ของการตั้้�งท้อ้ง (De Oliveria et al., 1999)  นอกจากนี้้ �ยังัสามารถ

ตรวจพบเชื้้ �อ Arcobacter spp. ได้จ้ากท่อ่รังัไข่ ่ มดลูกู และรก 

ของแม่สุ่กุรที่่�มีีปััญหาด้า้นระบบสืืบพันัธุ์์� ร่ว่มกับัพบเชื้้ �อนี้้ �ได้ท้ี่่�ตับั 

และไตของตัวัอ่อ่นสุกุรที่่�แท้ง้ (De Oliveira et al., 1997; On et 

al., 2002) พบเชื้้ �อในสารคัดัหลั่่�งจากบริเิวณหนังัหุ้้�มปลายอวัยัวะ

เพศของสุกุรเพศผู้้� ของเหลวจากช่อ่งคลอดของสุกุรเพศเมีีย ท่อ่

รังัไข่่ รวมทั้้�งในมดลูกูของแม่่สุกุรที่่�มีีปััญหาด้า้นระบบสืืบพันัธุ์์� 

ตัวัอย่า่งรก ตับั และไตของตัวัอ่อ่นสุกุรที่่�แท้ง้หรืือตายก่่อนคลอด 

รวมไปถึงึอวัยัวะต่า่ง ๆ ของลูกูสุกุรที่่�ติดิเชื้้ �อแบบรุุนแรง (Schro-

eder-Tucker et al., 1996; Wesley et al., 1996; De Oliveira 

et al., 1997; De Oliveria et al., 1999; On et al., 2002, 2003; 

Houf et al., 2009) 

	 จากข้อ้มูลูเบื้้ �องต้น้ที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการค้น้พบเชื้้ �อ Arco-

bacter spp. เริ่่�มจากการศึกึษาเปรียีบเทีียบระหว่า่งกลุ่่�มแท้ง้กับั

ไม่แ่ท้ง้ (case-control study) ซึ่่�งพบเชื้้ �อนี้้ �ในอวัยัวะของตัวัอ่อ่น

โค และสุกุรที่่�แท้ง้ในอัตัราที่่�สูงูกว่า่กลุ่่�มควบคุมุ (Ellis et al., 1977, 

1978)  ในการศึกึษาอ่ื่�นก็รายงานเช่น่กันัว่า่พบเชื้้ �อนี้้ �ในอวัยัวะของ

ตัวัอ่อ่นสุกุรที่่�แท้ง้ประมาณร้อ้ยละ 40 ในขณะที่่�ไม่ส่ามารถตรวจ

พบสาเหตุอุ่ื่�นที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการแท้ง้ได้ ้  จึงึคาดว่า่ Arcobacter 

spp. น่่าจะเป็็นหนึ่่�งในสาเหตุขุองระบบสืืบพันัธุ์์�ล้ม้เหลวในสุกุร  

(On et al., 2002)  อย่า่งไรก็็ตามบทบาทของเชื้้ �อนี้้ �ในการก่่อโรค

ระบบสืืบพันัธุ์์�ในโค และสุกุรยังัไม่มี่ีความกระจ่า่งชัดั ทั้้�งนี้้ �เพราะ

สามารถพบเชื้้ �อนี้้ �ในรก และน้ำำ��คร่ำ� ��ของโค และสุกุรสุขุภาพปกติิ

ได้เ้ช่น่เดีียวกันั  (Ellis et al., 1977, 1978) มีีอีีกหนึ่่�งรายงานยืืนยันั

ว่า่เชื้้ �อนี้้ �เกี่่�ยวข้อ้งกับัการแท้ง้ในแกะ (Bath et al., 2013)  แม้ว้่า่

จุดุเริ่่�มต้น้ของการค้น้พบเชื้้ �อมาจากสุกุรและโค แต่ใ่นปัจจุบุันัพบ

ว่า่ข้อ้มูลูเกี่่�ยวกับัเชื้้ �อนี้้ �ในสุกุร เป็็นข้อ้มูลูที่่�ค่อ่นข้า้งเก่่า และไม่ไ่ด้้

ทำำ�การศึกึษาต่อ่เน่ื่�อง ทั้้�งนี้้ �เพราะประเด็น็หลักัของเชื้้ �อนี้้ �คืือการก่่อ

โรคในมนุษุย์น์ั่่�นเอง ดังันั้้�น การศึกึษาในครั้้�งนี้้ � จึงึมีีวัตัถุปุระสงค์์

เพ่ื่�อสําํรวจการปรากฏของ Arcobacter spp. ในลูกูสุกุรตายคลอด 

ในตัวัอย่า่งจากช่อ่งคลอดของแม่สุ่กุร ในสุกุรอนุบุาล และในสุกุร

แม่่พันัธุ์์� เพ่ื่�อเป็็นข้อ้มูลูเบื้้ �องต้น้ให้ศ้ึกึษาเชิิงลึกึถึึงการก่่อโรคใน

สุกุรต่อ่ไป

วััสดุ อุุปกรณ์ ์และวิธีิีการ

การคำำ�นวณจำำ�นวนตัวัอย่่าง

	 เม่ื่�อพิิจารณาจากอัตัราความชุกุเท่่ากับัร้อ้ยละ 12 ใน

การตรวจพบเชื้้ �อ Arcobacter spp. ด้ว้ยวิิธีีเพาะเชื้้ �อแบคทีีเรียีใน

อุจุจาระของสุกุร  (Mohan et al., 2014) ทำำ�ให้ไ้ด้ข้นาดตัวัอย่า่ง

น้อ้ยที่่�สุดุคืือ 40 ตัวัอย่า่ง ซึ่่�งได้จ้ากการคําํนวณโดยใช้ฟั้ังก์ช์ันับน

อิินเตอร์เ์น็็ต (Open-Source Epidemiologic Statistics for 

Public Health, 2013) ที่่�ระดับัความความคลาดเคลื่�อนที่่�ยอมรับั

ได้เ้ท่า่กับั 10% และระดับัความเช่ื่�อมั่่�นเท่า่กับั 95% 

การเก็บ็ตัวัอย่่าง และการเตรีียมตัวัอย่่าง

	 ระเบีียบปฏิิบัตัิิเกี่่�ยวกับัสัตัว์ไ์ด้ร้ับัการอนุมุัตัิิจากคณะ

กรรมการจริยิธรรมการวิิจัยัสัตัว์ข์องมหาวิิทยาลัยัขอนแก่่น (IA-

CUC-KKU 53/2563) ทำำ�การเก็็บตัวัอย่า่ง ในช่ว่งระหว่า่ง เดืือน

กุมุภาพันัธ์ ์2563 ถึงึเดืือนธันัวาคม 2564 เก็็บตัวัอย่า่งลูกูสุกุรตาย

คลอด (stillborn) จาก 3 ฟาร์ม์ในจังัหวัดัขอนแก่่น รวม 12ตัวั โดย

แต่่ละตัวัมาจากแม่่สุกุรต่่างกันั  พร้อ้มกับัเก็็บตัวัอย่่างป้า้ยเชื้้ �อ

ด้ว้ยก้า้นสำำ�ลีีของอาหารสำำ�หรับันำำ�ส่ง่เชื้้ �อ (Cary Blair transport 

medium) จากช่่องคลอดของแม่่สุุกรที่่�มีีสุุขภาพปกติิในช่่วง

ประมาณ 1 สัปัดาห์ห์ลังัคลอด จำำ�นวน 4 ตัวั เก็็บตัวัอย่า่งอุจุจาระ

ของสุกุรอนุุบาลจาก 9 ฟาร์ม์ในจังัหวัดัขอนแก่่น และจังัหวัดั

มหาสารคาม โดยการป้า้ยเชื้้ �อ (rectal swab) จำำ�นวน 35 ตัวั และ

ล้ว้งเก็็บตัวัอย่า่งอุจุจาระของแม่สุ่กุรโดยตรงจากทวาร จำำ�นวน 51 

ตัวั จาก 9 ฟาร์ม์ในจังัหวัดัขอนแก่่น และจังัหวัดัมหาสารคาม ทั้้�งนี้้ � 

ตัวัอย่่างแต่ล่ะชนิดมาจากสุกุรคนละตัวัหรืือไม่มี่ีความเกี่่�ยวข้อ้ง
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กัันระหว่่างลููกสุุกรตายคลอด ตััวอย่่างจากช่่องคลอด และ

ตัวัอย่า่งอุจุจาระของแม่สุ่กุร บรรจุใุส่ล่งในถุงุพลาสติิกปลอดเชื้้ �อ 

และบรรจุใุนกล่อ่งรักัษาอุณุหภูมิูิที่่� 4 ถึงึ 8 องศาเซลเซีียส (°C) 

ในขณะขนย้า้ยมายังัห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร และเก็็บตัวัอย่า่งในตู้้�เย็น็ใน

ขณะที่่�รอการตรวจทางห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร  ทำำ�การเปิิดผ่า่ซากลูกูสุกุร

ตายคลอดด้ว้ยเทคนิคปลอดเชื้้ �อเพ่ื่�อแยกอวัยัวะในแต่ล่ะตัวัของ

สุกุรตายคลอด ออกเป็็น ปอด ตับั ไต ลำำ�ไส้เ้ล็ก็ และสมอง (จำำ�นวน

รวม 60 ตัวัอย่า่ง) ตัดัเป็็นชิ้้ �นเล็ก็ ๆ  บรรจุลุงในถุงุพลาสติกิปลอด

เชื้้ �อ ทำำ�การบดเนื้้ �อเย่ื่�อโดยการใช้ข้องแข็็งกดจากด้า้นนอกของถุงุ

พลาสติิกจนเนื้้ �อเย่ื่�อละเอีียด เติิมน้ำำ��เกลืือปลอดเชื้้ �อ (sterile 

normal saline) ในอัตัราส่ว่น 1:1 

การเพาะเชื้้�อ Arcobacter

	 การเพาะแยกเชื้้ �อดัดัแปลงจากวิิธีีของ De Smet et al. 

(2011) อธิิบายขั้้�นตอนไว้ใ้นภาพที่่� 1 (Figure 1)  โดยผสมอย่า่ง

อุจุจาระปริมิาณ 5 กรัมั หรืือเนื้้ �อเย่ื่�อบด 5 มิิลลิลิิติร ในอาหาร

เลี้้ �ยงเชื้้ �อชนิดเหลว Arcobacter Broth (Oxoid, CM0965, Eng-

land) ปริมิาตร 45 มิิลลิลิิติร ที่่�มีีส่ว่นผสมของยาปฏิิชีีวนะ CCDA 

supplement (Oxoid, SR0155E, England) (AB-CCDA) ผสม

ให้เ้ข้า้กันั หรืือจุ่่�มก้า้นสำำ�ลีีตัวัอย่า่งที่่�ได้จ้ากการป้า้ยเชื้้ �อลงเขย่า่

ใน AB-CCDA ปริมิาตร 3 mL จากนั้้�นนำำ�ไปบ่ม่ที่่�อุณุหภูมิูิ 30°C 

นาน 48-72 ชั่่�วโมง เม่ื่�อครบกำำ�หนดจึงึทำำ�การถ่่ายอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อ

ชนิดเหลวที่่�ได้ป้ริมิาตร 200 ไมโครลิติร (µL) ลงบนกระดาษกรอง

ที่่�มีีรููขนาด 0.45 ไมโครเมตร (µM) (G.E. Healthcare, Japan) ที่่�

แปะอยู่่�บนผิวของอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อชนิดแข็็ง Tryptic Soy Agar 

(MERCK, Germany) ซึ่่�งเติิมเลืือดวัวั 5% (TSBA) และเติมิยา

ปฏิิชีีวนะ CCDA supplement ตามสูตูรของ Aspinall และคณะ 

(Aspinall et al., 1993) รอให้ข้องเหลวกรองผ่า่นลงไปยังัผิิวของ 

TSBA ประมาณ 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�แผ่น่กรองออกแล้ว้นำำ�อาหาร

เลี้้ �ยงเชื้้ �อไปบ่ม่เพาะเชื้้ �อในสภาวะที่่�มีีออกซิเิจน (aerobic atmo-

sphere) ที่่�อุณุหภูมิูิ 30°C นาน 48-72 ชั่่�วโมง โคโลนีที่่�คาดว่า่เป็็น

เชื้้ �อ Arcobacter spp. มีีขนาดเล็ก็มาก กลมนูนู มีีสีีใสหรืือขาว

Figure 1. Brief culture-based diagnostic steps of Arcobacter spp. in pig samples in this study modified from (Aspinall 

et al., 1993; Benson, 2002; Quinn et al., 2004; de Smet et al., 2011; Patyal et al., 2011; Ramees et al., 2014a; Vicente-

Martins et al., 2018).
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ขุ่่�น ย้อ้มติดิสีีแกรมลบ (Fernandez et al., 2015) ทำำ�การคัดัแยก

จนได้เ้ชื้้ �อบริสิุทุธิ์์� จากนั้้�นเก็็บเชื้้ �อใน Brian heart infusion broth 

(HIMEDIA, India) ที่่�มีี Glycerol 20% ไว้ท้ี่่� -20°C เพ่ื่�อใช้ส้ำำ�หรั บั

ทดสอบในขั้้�นต่อ่ไป

การเตรีียมดีเีอ็น็เอต้น้แบบ (DNA template prepara-

tion) 

	 การเตรียีมดีเอ็น็เอโดยประยุกุต์จ์ากวิิธีีการของ Ramees 

และคณะ (Ramees et al., 2014) โดยทำำ�การเขี่่�ยโคโลนีบริสิุทุธิ์์�

ของเชื้้ �อ Arcobacter spp. จากอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อชนิดแข็็งใส่ล่งใน

น้ำำ��กลั่่�นปลอดเชื้้ �อปริมิาตร 500 ไมโครลิติร (µL) แล้ว้นำำ�ไปต้ม้ที่่�

อุณุหภูมิูิ 100° C นาน 10 นาทีี เสร็จ็แล้ว้นำำ�หลอดไปแช่ใ่นน้ำำ��แข็็ง

ทันัทีี เป็็นเวลานาน 20 นาทีี จากนั้้�นนำำ�ไปปั่่� นเหวี่่�ยง (Eppen-

dorf™, Germany) ด้ว้ยความเร็ว็ 14,725 รอบต่อ่นาทีี นาน 5 

นาทีี เก็็บส่ว่นใส (supernatant) วัดัปริมิาณดีีเอ็็นเอด้ว้ยเครื่่�อง

สเปคโตรโฟโตมิิเตอร์ ์ (BioDrop, UK) แล้ว้เก็็บส่่วนที่่�เหลืือ ณ 

อุณุหภูมิูิ -20 °C เพ่ื่�อการตรวจวิิเคราะห์ใ์นขั้้�นตอนถัดัไป

﻿การระบุุเชื้้�อ Arcobacter spp. ในระดับัสกุลด้ว้ย

เทคนิิค PCR 

	นำำ�ตั วัอย่า่งดีีเอ็น็เอต้น้แบบที่่�สกัดัได้ ้ทำำ�การเพิ่่�มปริมิาณ

ในเครื่่�อง Thermo cycles (ESCO, SwiftTM MiniPro Thermal 

Cycler, Singapore) โดยใช้ไ้พรเมอร์ ์ที่่�มีีความจำำ�เพาะต่อ่ Arco-

bacter genus คืือ Primer-FW-5’-GAGGATGACACATTTCG-

GTGC-3’ และ Primer-RV-5’-GGAGTTAGCCGGTGCT-

TATTCATATA-3’ และดำำ�เนิินเทคนิคพีซีีอาร์์ตามวิิธีีของ 

González และคณะ  (González et al., 2014) ปรับัปริมิาตรของ

สารละลายต่า่ง ๆ ที่่�ใช้ส้ำำ�หรั บัปฏิิกิิริยิาพีีซีีอาร์ใ์ห้มี้ีปริมิาตรรวม

เท่า่กับั 50 µ  L  ซึ่่�งประกอบด้ว้ย 1X Taq buffer (Thermo Fisher 

Scientific, USA), 1.5 mM MgCl
2
 (Thermo Fisher Scientific, 

USA), 0.2 mM dNTPs (Thermo Fisher Scientific, USA), 1.25U 

of Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA), 

0.2 µM primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

ดีีเอ็น็เอต้น้แบบ 5 µL และปรับัปริมิาตรสุดุท้า้ยด้ว้ย DNase-free 

H
2
O (GIBCOTM, Invitrogen, UK)  ใช้โ้ปรแกรมพีซีีอาร์ด์ังัต่อ่ไปนี้้ �

คืือ อุ่่�นเครื่่�อง (Pre-heat) ที่่� 95°C เป็นเวลา 5 นาทีี หลังัจากนั้้�น

เพิ่่�มปริมิาณดีีเอ็็นเอจำำ�นวนทั้้�งสิ้้ �น 35 รอบ ตั้้�งโปแกรมในแต่ล่ะ

รอบประกอบไปด้ว้ย denaturation ที่่� 95°C เป็็นเวลา 30 วิินาทีี, 

annealing ที่่� 56°C เป็็นเวลา 30 วิินาทีี, extension ที่่� 72°C เป็็น

เวลา 30 วิินาทีี และ final elongation ที่่� 72°C เป็็นเวลา 7 นาทีี  

จากนั้้�นนำำ�ผลผลิติดีีเอ็น็เอที่่�ได้ม้าย้อ้มสีี MaestroSafeTM Nucle-

ic Acid (Maestrogen, Taiwan) เพ่ื่�อบรรจุลุงในบนวุ้้�นอะกาโรส 

(Vivantis, Malaysia) เข้ม้ข้น้ 3% และทำำ� Electrophoresis ใน

สารละลาย 1xTAE buffer (400mM Tris-Acetate, 10mM EDTA, 

pH 8.3) (Invitrogen, UK) เพ่ื่�อเปรีียบเทีียบกัับแถบดีีเอ็็นเอ

มาตรฐาน GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific, USA) โดยผลผลิติพีีซีีอาร์ท์ี่่�ได้มี้ีขนาด 85 bp

การระบุุสปีชีีส์ข์องเชื้้�อ Arcobacter spp. ด้ว้ยวิธีิี

วิเิคราะห์ล์ำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์บ์น 23S rRNA

	สำำ�หรั  บัตัวัอย่่างที่่�ให้ผ้ลบวกในระดับัสุกุล ทำำ�การเพิ่่�ม

ปริิมาณของดีีเอ็็นเอแม่่แบบด้ว้ยเทคนิคพีซีีอาร์โ์ดยใช้ไ้พรเมอร์์

และวิิธีีที่่�เผยแพร่โ่ดย Bastyns et al. (Bastyns et al., 1995) ใช้้

สารละลาย 50 µL ที่่�ประกอบด้ว้ย 1X Taq buffer (Thermo 

Fisher Scientific, USA), 1.5 mM MgCl
2
 (Thermo Fisher 

Scientific, USA), 0.2 mM dNTPs (Thermo Fisher Scientific, 

USA), 1.25U of Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Sci-

entific, USA), 0.2 µM primers (Integrated DNA Technolo-

gies, Singapore), DNase-free H
2
O (GIBCOTM, Invitrogen, 

UK) และดีีเอ็น็เอต้น้แบบ 5 µL  ใช้โ้ปรแกรมพีซีีอาร์ด์ังัต่อ่ไปนี้้ � คืือ 

Pre-heat ที่่� 95°C เป็็นเวลา 5 นาทีี จากนั้้�นเพิ่่�มปริมิาณดีีเอ็น็เอ

จำำ�นวน 35 รอบ แต่ล่ะรอบประกอบไปด้ว้ย denaturation ที่่� 95° C 

เป็็นเวลา 60 วิินาทีี, annealing ที่่� 55°C เป็็นเวลา 60 วิินาทีี, 

extension ที่่� 72°C เป็็นเวลา 60 วิินาทีี และ final elongation ที่่� 

72°C เป็็นเวลา 7 นาทีี  เสร็จ็แล้ว้นำำ�ผลผลิติดีีเอ็็นเอที่่�ได้ม้าทำำ� 

Electrophoresis บนวุ้้�น      อะกาโรสความเข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 3 ใน

สารละลาย 1xTAE buffer 

	นำำ� ผลผลิติพีีซีีอาร์ท์ี่่�มีีขนาดประมาณ 3310 bp มาทำำ�ให้้

ดีีเอ็น็เอบริสิุทุธิ์์�ด้ว้ยชุดุสำำ�เร็จ็รููป GenepHlow™ PCR cleanup 

Kit (Geneaid Biotech Ltd.)  และส�งผลผลิติพีีซีีอาร์ ์ไปวิิเคราะห์์

หาลำำ�ดับั นิิวคลีไีทด์ด์้ว้ยวิธีิี Barcode Taq Sequencing (U2Bio, 

Korea) เปรียีบเทีียบลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์ก์ับัข้อ้มูลูใน GenBank 

database โดยใช้ ้Blast® program (https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi) เพ่ื่�อหาสปีีชีีส์ข์องตัวัอย่า่งแบคทีีเรียี

การวิเิคราะห์ท์างสถิติิิ

	ทำำ� การเก็็บบันัทึึกข้อ้มูลูโดยใช้โ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ ์

Microsoft Excel (Microsoft office software, 2016) นำำ�ข้อ้มูลู

ที่่�ได้ไ้ปวิิเคราะห์ด์้ว้ยสถิิติิเชิิงพรรณนาในรูปแบบร้อ้ยละ และ

รายงานผลเป็็นอัตัราการตรวจพบเชื้้ �อจากจำำ�นวนตัวัอย่า่งทั้้�งหมด

โดยใช้ส้ถิิติแิบบบรรยาย 
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ของแม่สุ่กุรทั้้�งหมดจำำ�นวน 6 ตัวั อัตัราการตรวจพบเชื้้ �อ Arco-

bacter spp. ในตัวัอย่า่งอุจุจาระของแม่สุ่กุร คิดิเป็็นร้อ้ยละ 15.7 

และอัตัราการตรวจพบเชื้้ �อโดยรวมเท่า่กับัร้อ้ยละ 7.9 ของจำำ�นวน

ตัวัอย่า่งที่่�ตรวจทั้้�งหมด (Table 1)  นำำ�ดีเอ็น็เอที่่�ให้ผ้ลบวกต่อ่พีีซีี

อาร์ท์ี่่�จำำ� เพาะต่อ่สกุลุมาเพิ่่�มปริมิาณด้ว้ยไพรเมอร์ส์ากล พบให้้

ผลเป็็นบวก จำำ�นวน 5 ไอโซเลต เม่ื่�อวิิ เคราะห์ล์ำำ�ดั บันิิวคลีีโอไทด์์

ของตััวอย่่างเหล่่านี้้ � เปรีียบเทีียบเชื้้ �อที่่� มีีการรายงานลำำ�ดัับ

พันัธุกุรรมใน National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) ให้ผ้ลเป็็น Arcobacter spp. ทั้้�งหมดจำำ�นวน 5 ไอโซเลต 

จำำ�แนกเชื้้ �อที่่�ได้อ้อกเป็็น A. butzleri จำำ�นวน 4 ไอโซเลต และ A. 

cryaerophilus จำำ�นวน 1 ไอโซเลต (Table 2) สำำ�หรั บัอีีกหนึ่่�งไอ

โซเลตที่่�ให้ผ้ลพีซีีอาร์เ์ป็็นแบนจาง ๆ มีีลำำ�ดั บันิิวคลีีโอไทด์ ์ 23S 

rRNA ตรงกับัเชื้้ �อแบคทีีเรียีชนิดอ่ื่�น เม่ื่�อคิดิเป็็นความชุกุภายหลังั

จากการยืืนยันัด้ว้ยลำำ�ดับั            นิิวคลิโิอไทด์บ์นยีน 23S rRNA 

แล้ว้จึึงมีีอัตัราการตรวจพบ Arcobacter spp. ในแม่่พันัธุ์์�สุกุร

เท่า่กับัร้อ้ยละ 9.8 (5/51) และจากตัวัอย่า่งทั้้�งหมดคิดิเป็็นร้อ้ยละ 

4.9 (5/102) เม่ื่�อพิิจารณาเป็็นรายฟาร์ม์พบว่า่เป็็นเชื้้ �อที่่�เพาะแยก

ได้จ้ากแม่่สุกุรจำำ�นวน 2 ฟาร์ม์ คืือไอโซเลต KK362, KK364, 

KK365 และ KK368 ซึ่่�งเพาะเชื้้ �อได้ใ้นตัวัอย่า่งจากแม่สุ่กุรที่่�อยู่่�

ในฟาร์ม์เดีียวกันั และ KK486 ในตัวัอย่า่งที่่�มาจากฟาร์ม์อีกแห่ง่ 

(Table 2)

ผลการศึกึษา

	 จากภาพ A (Figure 2)  แสดงให้เ้ห็น็โคโลนีบน TSBA 

ที่่�มีีลักัษณะคล้า้ยกับัโคโลนีที่่�สันันิษฐานว่า่เป็็นเชื้้ �อ Arcobacter 

spp. คืือมีีลักัษณะกลมใส ผิิวหน้า้เรียีบมันัวาว มีีขอบเรียีบ และ

นูนูสูงูคล้า้ยนวม มีีขนาดที่่�เล็็กมาก และเห็็นได้ว้่่ามีีเชื้้ �อชนิดอ่ื่�น

ปนเปื้้ �อนหรืือขึ้้ �นทับับนอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อ แม้ว้่่ามีีการเติิมยาต้า้น

จุลุชีพลงไปในอาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อแล้ว้ก็ตาม เม่ื่�อทำำ�การคัดัเลืือก และ

ทำำ�ให้โ้คโลนีบริสิุทุธิ์์� ดังัแสดงในภาพ B (Figure 2) เชื้้ �อที่่�ตรวจพบ

ในการศึกึษาครั้้�งนี้้ � ไม่ท่ำำ� ให้เ้ม็ด็เลืือดแดงแตก (non-hemolysis) 

บน TSBA  สำำ�หรั ับภาพ C (Figure 2) เป็็นภาพถ่ายผ่่าน

กล้อ้งจุลุทรรศน์ ์(1,000 X) หลังัจากย้อ้มสีแีกรม (gram staining) 

แสดงให้เ้ห็น็ลักัษณะของแบคทีีเรียีในสกุลุ Arcobacter คืือติดิสีี

แกรมลบ มีีรููปร่า่งเป็็นแท่ง่โค้ง้งอ และมีีขนาดเล็ก็มาก ผลจากการ

เพาะเชื้้ �อแบคทีีเรียี พบ 20 ตัวัอย่่างอุจุจาระของแม่่สุกุรที่่�ให้โ้ค

โลนีที่่�คาดว่่าน่่าจะเป็็น Arcobacter spp. แต่่ไม่่สามารถเพาะ

แยกเชื้้ �อได้จ้ากตัวัอย่า่งชิ้้ �นเนื้้ �อของแต่ล่ะอวัยัวะของลูกูสุกุรตาย

คลอด หรืือจากตัวัอย่า่งป้า้ยเชื้้ �อจากช่อ่งคลอดของแม่สุ่กุร รวม

ทั้้�งจากตัวัอย่า่งอุจุจาระของสุกุรอนุบุาล (Table 1) 

	 เม่ื่�อทำำ�การจำำ�แนกเชื้้ �อที่่� ได้้ด้้วยเทคนิคทางอณููชีีว

โมเลกุลุ ได้ผ้ลพีซีีอาร์ท์ี่่�จำำ� เพาะต่อ่สกุลุ Arcobacter จำำ�นวน 6 ไอ

โซเลต (isolate) ซึ่่�งเป็็นเชื้้ �อที่่�เพาะแยกได้จ้ากตัวัอย่่างอุจุจาระ

Figure 2. (A) Presumptive Arcobacter colonies on TSBA (in circles, arrowed), along-side with other microorganisms 

co-presented in the pig samples, regardless antimicrobial of drugs added to the media. (B) Arcobacter spp. pure 

colonies after a few subcultures on TSBA. (C) Gram staining of Arcobacter spp. under the light microscope (1,000X): 

curvy, rod-shaped, gram negative, and very small size.
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วิจิารณ์์

	 เชื้้ �อ Arcobacter spp. ในสุกุรนับัว่า่เป็็นแบคทีีเรียีชนิด

ใหม่ ่ มีีการศึกึษาเกี่่�ยวกับัการก่่อโรคค่อ่นข้า้งน้อ้ย นอกจากนี้้ �ยังั

ไม่่มีีวิิธีีมาตรฐานในการเพาะเชื้้ �อ Arcobacter ส่่วนใหญ่่นิิยม

ดัดัแปลงสูตูรอาหารที่่�ใช้เ้ลี้้ �ยงเชื้้ �อ Campylobacter เช่น่ modified 

charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCDA) (Kim 

et al., 2019) แต่จ่ากการศึกึษานี้้ �พบว่า่ TSBA ให้ผ้ลการเพาะเชื้้ �อ

ได้ดี้ีกว่่า และการสังัเกตโคโลนีของ Arcobacter ได้ง้่่ายกว่่า 

mCCDA จึงึเลืือกใช้ ้ TSBA ในการศึกึษานี้้ � ถึงึแม้ต้ระหนักัดีีว่า่

เทคนิคทางอณููชีีวโมเลกุุลสามารถจำำ�แนกเชื้้ �อได้ดี้ีและมีีความ

จำำ�เพาะสูงู แต่่จำำ� เป็็นต้อ้งมีีตัวัควบคุุมเปรีียบเทีียบเพ่ื่�อศึึกษา

คุณุสมบัตัิขิองเชื้้ �อในขั้้�นต่อ่ไป จึงึมีีความจำำ�เป็็นต้อ้งเริ่่�มต้น้เพาะ

จำำ�แนกเชื้้ �อที่่�มีีชีีวิิต หลังัจากได้เ้ชื้้ �อที่่�ระบุสุปีีชีีส์โ์ดยผ่่านเปรีียบ

เทีียบการยืืนยันัลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์บ์น 23S rRNA จึงึใช้ต้ัวัอย่า่ง

ที่่�ให้ผ้ลเป็็นบวกเป็็นตัวัควบคุมุเทีียบในการวิเิคราะห์ใ์นครั้้�งต่อ่ไป  

อย่า่งไรก็็ตาม การเพาะแยกเชื้้ �อ Arcobacter spp. ทำำ�ได้ค้่อ่นข้า้ง

ยาก เน่ื่�องจากเชื้้ �อเจริญิเติบิโตช้า้ และส่ว่นมากมีีแบคทีีเรียีชนิด

อ่ื่�นที่่�ปนมากัับตััวอย่่างเจริิญเติิบโตทัับ โดยเฉพาะตััวอย่่าง

อุจุจาระ แม้ว้่า่การใช้ว้ิิธีีกรองบนกระดาษรููขนาด 45 µM เพ่ื่�อให้้

เฉพาะแบคทีีเรีียที่่�เคลื่่�อนทีีได้แ้ละมีีขนาดเล็็กผ่่านลงบนผิววุ้้�น

อาหารเลี้้ �ยงเชื้้ �อเท่า่นั้้�น  รวมทั้้�งการใส่ย่าต้า้นจุลุชีพในอาหารเลี้้ �ยง

เชื้้ �อเพ่ื่�อยับัยั้้�งคู่่�แข่ง่ของเชื้้ �อ เช่น่ CCDA selective supplement 

ซึ่่�งประกอบไปด้ว้ยยา Amphotericin B และ Cefoperazone ซึ่่�ง

ยานี้้ �อาจมีีผลยับัยั้้�งเชื้้ �อ Arcobacter spp. ที่่�มีีความไวต่อ่ยาได้้

ด้ว้ยเช่่นกััน ดังันั้้�นอััตราการตรวจพบเชื้้ �อโดยวิิธีีการเพาะเชื้้ �อ

แบคทีีเรียี จึงึอาจมีีความชุกุต่ำำ��กว่า่ความเป็็นจริงิ 

	 จากการศึกึษาของ Yamauchi และคณะ (Yamauchi 

et al., 2020) พบว่่าเม่ื่�อทำำ�การวิิเคราะห์ต์ัวัอย่่างอุุจจาระชุุด

เดีียวกันั  การเพาะเชื้้ �อแบคทีีเรียีนี้้ �ให้ผ้ลบวกเพีียงแค่ ่4 ตัวัอย่า่ง 

ในขณะที่่�ใช้เ้ทคนิคอณูชีูีวโมเลกุลุให้ผ้ลบวกมากถึงึ 12 ตัวัอย่า่ง 

Table 1. Results of Arcobacter spp. detection in pigs’ samples

Pig sample Samples analyzed 
(n)

n (%)

Genus PCR positive 23S rRNA sequence 
Identification

A. butzleri A. cryaerophilus

Stillborn tissues 12 (60 organs) 0 0 0 0

Nursery’s rectum 35 0 0 0 0

Sow’s vagina 4 0 0 0 0

Sow’s feces 51 6 (11.8) 5 (9.8) 4 (7.8) 1 (1.96)

Total 102 6 (5.9) 5 (4.9) 4 (3.9) 1 (0.98)

Table 2. Arcobacter spp. Identified from sow’s feces by comparing to known sequences in the GenBank database

Order Isolate No. Species Reference ID Similarity (%) Accession No.*

1 KK 362 A. butzleri Arcobacter butzleri strain ED-1 23S 
ribosomal RNA gene, complete sequence

100 OQ396385

2 KK 364 A. butzleri Arcobacter butzleri strain ED-1 23S 
ribosomal RNA gene, complete sequence

100 OQ396386

3 KK 365 A. butzleri Arcobacter butzleri strain ED-1 23S 
ribosomal RNA gene, complete sequence

100 OQ396387

4 KK 368 A. cryaerophilus Aliarcobacter cryaerophilus strain G13RTA 
chromosome, complete genome

100 OQ396397

5 KK 486 A. butzleri Arcobacter butzleri strain ED-1 23S 
ribosomal RNA gene, complete sequence

100 OQ396394
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ในทำำ�นองเดีียวกันันี้้ � การศึกึษาเชื้้ �อนี้้ �ในน้ำำ��นมโค พบความชุกุของ 

A. butzleri เพีียงร้อ้ยละ 4.1 โดยวิิธีีเพาะเชื้้ �อ แต่ใ่ห้ผ้ลบวกมาก

ถึงึร้อ้ยละ  31.2 เม่ื่�อตรวจโดยเทคนิค Real-time PCR โดยตรง

จากตัวัอย่า่ง (Marta et al., 2020)  ซึ่่�ง Real-time PCR มีีความ

ไวสูงูกว่า่พีีซีีอาร์ท์ั่่�วไป การจำำ�แนกเชื้้ �อ Arcobacter ด้ว้ยลักัษณะ

โคโลนีและการย้อ้มสีแีกรม อาจมีีข้อ้ผิิดพลาดค่อ่นข้า้งสูงู เทคนิค

พีีซีีอาร์ใ์นระดับัสกุลุสามารถยืืนยันัผลจำำ�นวน 6 ใน 20 โคโลนีที่่�

เข้า้ข่า่ยเชื้้ �อ Arcobacter  spp. อย่า่งไรก็็ตาม เทคนิคพีซีีอาร์ก็์็มีี

ข้อ้ควรระวังัเช่น่เดีียวกันั วิิธีีในการสกัดัดีีเอ็น็เอต้น้แบบโดยไม่ไ่ด้้

ใช้ชุ้ดุสำำ� เร็จ็รููปอาจมีีผลต่อ่ความเสีียหายของดีีเอ็น็เอในขณะเก็็บ

รักัษาถึงึแม้ว้่า่มีีการตรวจวัดัปริมิาณของดีีเอ็น็เอต้น้แบบภายหลังั

จากการสกัดัแล้ว้ก็ตาม ซึ่่�งคุณุภาพของดีีเอ็็นเอหรืือสารยับัยั้้�ง

ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่โพริิเมอร์เ์รสที่่�ปนเปื้้ �อนในตััวอย่่างอาจเป็็นผล

ให้ก้ารตรวจยืืนยัันเชื้้ �อด้ว้ยพีีซีีอาร์ใ์ห้ผ้ลเป็็นลบเทีียม ถึึงแม้้

เทคนิคพีซีีอาร์ว์่า่มีีความจำำ�เพาะสูงูมากก็็ตาม

	 การศึกึษานี้้ �มีีข้อ้จำำ�กัดัในการเข้า้เก็็บตัวัอย่่างในช่่วงที่่�

เกิิดโรคระบาด และจำำ�นวนสุกุรในพื้้ �นที่่�ได้ร้ับัผลกระทบจากโรค

อหิิวาต์แ์อฟริกิา จึงึทำำ�ให้ไ้ด้ต้ัวัอย่า่งจำำ�นวนค่อ่นข้า้งน้อ้ยในแต่ล่ะ

กลุ่่�ม ดังันั้้�นจึึง เป็็นการสำำ�รวจการปรากฏของเชื้้ �อในตัวัอย่่าง

ทั้้�งหมดที่่�เก็็บเพ่ื่�อนำำ�เสนอข้อ้มูลูแบบบรรยาย  ผลการศึกึษาใน

ครั้้�งนี้้ � พบเชื้้ �อจำำ�นวนสองสปีีชีีส์เ์ท่า่นั้้�นคืือ A. butzleri และ A. 

cryaerophilus  โดยพบ A. butzleri มากที่่�สุดุ ซึ่่�งสอดคล้อ้งกับั

การศึกึษาของ Sekhar et al. (2018) เม่ื่�อคำำ�นึงึทั้้�งผลพีซีีอาร์ร์ะดับั

สกุุล และลำำ�ดับันิิวคลีีโอไทด์บ์น 23S rRNA พบความชุกุของ 

﻿Arcobacter ประมาณร้อ้ยละ 5-6 ของจำำ�นวนตัวัอย่่างที่่�ตรวจ

ทั้้�งหมด และคิิดเป็็นร้อ้ยละ 10-12 ในแม่สุ่กุร เม่ื่�อคิิดอัตัราการ

ตรวจพบเชื้้ �อในตัวัอย่า่งทั้้�งหมด เป็็นผลให้มี้ีอัตัราการตรวจพบต่ำำ��

กว่า่การศึกึษาที่่�ผ่า่นมาที่่�ทำำ� การตรวจหาเชื้้ �อใช้ต้ัวัอย่า่งอุจุจาระ

ของสุกุรทั้้�งหมด โดยเริ่่�มจากการเพาะเชื้้ �อแบคทีีเรียีเช่น่กันั (Mo-

han et al., 2014)  ผลของการศึกึษาในครั้้�งนี้้ �มีีความชุกุของเชื้้ �อ 

Arcobacter ในอุจุจาระของแม่่สุกุร ใกล้เ้คีียงกับัผลการศึกึษา

ของ Verma และคณะ ที่่�รายงานอััตราการตรวจพบเชื้้ �อนี้้ �ใน

อุจุจาระของสุกุรขุนุประมาณร้อ้ยละ 8 (Verma et al., 2015)  การ

ตรวจเชื้้ �อโดยวิิธีีเพาะเชื้้ �อให้ผ้ลบวกค่่อนข้า้งต่ำำ��หรืือไม่่สามารถ

เพาะเชื้้ �อได้เ้ลย ทั้้�งนี้้ �อาจเป็็นเพราะตัวัอย่่างจากการป้้ายช่่อง

คลอดของแม่สุ่กุร รวมทั้้�งตัวัอย่า่งจากการป้า้ยอุจุจาระจากทวาร

หนัักของสุุกรอนุุบาล มีีปริิมาณเชื้้ �อค่่อนข้้างน้้อย ในขณะที่่�

อุจุจาระที่่�ได้จ้ากแม่สุ่กุรสามารถใช้ต้ัวัอย่า่งในปริมิาณมาก หรืือ

อาจเป็็นผลจากการที่่�สุกุรอนุบุาลส่ว่นใหญ่่ได้ร้ับัยาต้า้นจุลุชีพใน

อาหาร หรืือในความเป็็นจริงิเชื้้ �ออาจไม่ป่รากฎในตัวัอย่า่งเหล่า่นี้้ �

เลยก็็ได้ ้ รวมทั้้�งตัวัอย่า่งลูกูสุกุรตายคลอด ก็็ตรวจไม่พ่บเชื้้ �อนี้้ �เช่น่

เดีียวกันั แสดงว่่าลูกูสุกุรเหล่า่นี้้ �ไม่่เกิิดการติิดเชื้้ �อ Arcobacter 

spp. หรืืออาจเน่ื่�องจากจำำ�นวนตัวัอย่า่งที่่�ใช้ใ้นการศึกึษาค่อ่นข้า้ง

น้อ้ย เม่ื่�อคำำ�นึงึถึงึปริมิาณเชื้้ �อ การตรวจหาเชื้้ �อในอวัยัวะของลูกู

สุกุรตายคลอดอาจมีีโอกาสในการตรวจพบเชื้้ �อได้ม้ากกว่่าการ

ป้้ายช่่องคลอดของแม่่สุุกร  ข้อ้สังัเกตอีีกประการหนึ่่�งคืือเชื้้ �อ

แบคทีีเรียีที่่�พบภายในลำำ�ไส้โ้ดยทั่่�วไปมักัพบได้ใ้นช่อ่งคลอดด้ว้ย 

การที่่�ตรวจไม่พ่บอาจเป็็นผลจากปริมิาณเชื้้ �อมีีน้อ้ยเกิินไปในก้า้น

สำำ�ลีี หรืือจำำ�นวนตัวัอย่า่งค่อ่นข้า้งน้อ้ย แม้ว้่า่ประวัตัิิเริ่่�มต้น้ของ

การพบเชื้้ �อนี้้ �ในสุกุรเกี่่�ยวข้อ้งกัับปััญหาระบบสืืบพันัธุ์์� ผลการ

ศึกึษาในครั้้�งนี้้ �ไม่ส่ามารถยืืนยันัได้ว้่า่เชื้้ �อ Arcobacter เป็็นสาเหตุุ

ของโรคระบบสืืบพัันธุ์์�ในสุุกร การศึึกษาเพิ่่�มเติิมด้ว้ยจำำ�นวน

ตัวัอย่า่งขนาดใหญ่่ขึ้้ �น เก็็บตัวัอย่า่งจากตัวัอ่อ่นที่่�เกิิดการแท้ง้ และ

ทำำ�คู่่�ขนานกับัเทคนิคทางด้า้นอณูชีูีวโมเลกุลุโดยตรงจากตัวัอย่า่ง 

จึงึอาจให้ค้ำำ� ตอบในกรณีีนี้้ �ได้้

	มี ข้อ้สังัเกตว่า่แม่สุ่กุรที่่�มีีเชื้้ �อนี้้ �ในลำำ�ไส้มี้ีสุขุภาพปกติ ิดังั

นั้้�น เชื้้ �อนี้้ �จึงึไม่น่่า่ก่่อโรคในแม่สุ่กุร หรืืออาจเป็็นเชื้้ �อที่่�ปนเปื้้ �อนอยู่่�

ในสิ่่�งแวดล้อ้มภายในฟาร์ม์ ทั้้�งนี้้ �เพราะ Arcobacter spp. สามาถ

พบได้ใ้นสัตัว์ห์ลายชนิด ในน้ำำ�� และในสิ่่�งแวดล้อ้ม (Chieffi et al., 

2020) อย่า่งไรก็็ตาม มีีการศึกึษาก่่อนนี้้ �ยืืนยันัแล้ว้ว่า่แม่สุ่กุรเกิิด

การติิดเชื้้ �อนี้้ �ได้ ้ โดยพบแอนติิบอดีีที่่�จำำ� เพาะต่่อเชื้้ �อนี้้ �ในนมน้ำำ��

เหลืืองของแม่สุ่กุร และพบสายสัมัพันัธ์ท์างด้า้นพันัธุกุรรมของเชื้้ �อ

ระหว่า่งแม่ก่ับัลูกูสุกุร ตลอดทั้้�งเสนอว่า่เชื้้ �อนี้้ �ไม่ใ่ช่ ่แบคทีีเรียีที่่�พบ

ได้ต้ามปกติิในทางเดิินลำำ�ไส้ ้ (commensal bacteria) ของสุกุร 

เพราะมีีการขับัเชื้้ �อทางอุจุจาระเป็็นช่ว่ง ๆ  ทั้้�งปริมิาณ และสปีีชีีส์์

แตกต่า่งกันัไปในแม่สุ่กุรตัวัเดิิม (Ho et al., 2006) นอกจากนี้้ �แล้ว้

การวิิเคราะห์อ์ภิิมานจากผลการทดสอบการก่่อโรคโดยใช้ห้นูู

เป็็นต้น้แบบ (Murine model)  ยืืนยันัว่า่เชื้้ �อ Arcobacter spp. 

โดยเฉพาะอย่า่งยิ่่�ง  A. butzleri เป็็นเชื้้ �อก่่อโรค ไม่ใ่ช่เ่ชื้้ �อแบคทีีเรียี

ที่่�พบได้ต้ามปกติใินทางเดินิลำำ�ไส้ ้(Gölz et al., 2016)  การศึกึษา

ที่่�ผ่่านมาคาดว่า่เชื้้ �อ Arcobacter spp. มีีความสัมัพันัธ์ก์ับัการ

เกิิดปััญหาเกี่่�ยวกับัระบบสืืบพันัธุ์์� ทำำ� ให้เ้กิิดการตายของตัวัอ่อ่น

ที่่�อยู่่�ในท้อ้ง และการแท้ง้ลูกูของแม่สุ่กุร (Wesley et al., 1996; 

De Oliveira et al., 1997) โดยคาดว่่าเชื้้ �ออาศัยัอยู่่�ในแม่่สุกุร

สุขุภาพดี อาจก่่อโรค และแสดงอาการติิดเชื้้ �อได้เ้ม่ื่�อแม่สุ่กุรเกิิด

ความเครียีดหรืือมีีภาวะพร่อ่งภูมิูิคุ้้�มกันั ซึ่่�งส่ง่ผลให้แ้ม่พ่ันัธุ์์�แสดง

อาการเกี่่�ยวกับัปััญหาด้า้นระบบสืืบพันัธุ์์� เช่น่ มีีการกลับัสัดัก่่อน

กำำ�หนด (early return to estrus) มีีอัตัราการผสมติดิต่ำำ�� แท้ง้ลูกู 

และ หากเกิิดการติิดเชื้้ �อในระหว่่างตั้้�งท้อ้งทำำ�ให้มี้ีอัตัราลูกูสุกุร

ตายคลอดสูงู เป็็นต้น้ อย่า่งไรก็็ตามการศึกึษาในครั้้�งนี้้ �พบเพีียง

เชื้้ �อในลำำ�ไส้ข้องแม่สุ่กุร ซึ่่�งจำำ�เป็็นต้อ้งทำำ�การศึกึษาเพ่ื่�อยืืนยันัการ

ติดิเชื้้ �อ และพยาธิิกำำ�เนิิดของเชื้้ �อนี้้ �ในการก่่อโรคสุกุรต่อ่ไป 
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สรุป

 	พ บเชื้้ �อ Arcobacter spp.ในอุจุจาระของแม่่สุกุรที่่�มีี

สุขุภาพปกติ ิและยืืนยันัได้ว้่า่สุกุรเป็็นแหล่ง่กักัเก็็บเชื้้ �อ A. butzleri 

และ A. cryaerophilus ซึ่่�งอาจติดิต่อ่มาสู่่�มนุษุย์ไ์ด้ ้อย่า่งไรก็็ตาม
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