
บทที 4

ผลการวิจ ัย

4.1 ผลการเพาะเช ือ

ต ัวอย ่างปอดท ุกต ัวอย ่างถ ูกนำมาเพาะเพ ื่อแยกเช ื้อ  M. hyopneumoniae เป ็น 
หล ัก  เช ือม ัย โคพ ลาสมาท ี่เพ าะได ้จะทำการทดสอบ ค ุณ สมบ ัต ิทางช ีวเคม ี และพ ิส ูจน ์เช ื้อ โด ย ว ิธ ี 
growth inhib ition test พบว ่าสามารถแยกเช ือ M. hyopneumoniae ได ้จาก ป อ ด ส ุก รท ังส ิน  75 ตัว 
อย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 37.5 และเช ือ M. hyorhinis 40 ตัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 20 นอกจากการ 
เพ าะในอาหารเล ียงเช ือพ ิเศษ สำหร ับ เช ื้อม ัย โคพลาสมาแล ้ว ย ังได ้ท ำการหาเช ื้อแบ คท ีเร ียชน ิดอ ื่น  
จากปอดโดยการเพาะลงบน 5% sheep blood agar ด้วย จ ึงสามารถแยกเช ือแบ คท ีเร ียบ างชน ิดท ี่ 
เป ็น ส า เห ต ุขอ งโรค ใน ระบ บ ท างเด ิน ห าย ใจ ส ุก รได ้อ ีก ด ้วย  คือ Actinobacillus pleuropneumoniae 
24 ต ัวอย่าง, Pasteurella multocida 19 ตัวอย่าง, Hemophilus parasuis 1 ต ัวอย่าง และเช ือ 
แบ คท ีเร ียอ ื่นๆ  ต ัง แ ส ด ง ไว ้ใน ตารางท ี่ 4-1

ตารางท ี่ 4-1 เช ือม ัย โคพ ลาสมาและแบคท ีเร ียท ี่เพาะได ้จากต ัวอย ่างปอดส ุกร

ชน ิด ของเช ื้อ จำนวนปอด
ตัวอย่าง ร ้อยละ

Mycoplasma hyopneumoniae 75 37.5
Mycoplasma hyorhinis 40 20.0
Actinobacillus pleuropneumoniae 24 12.0
Pasteurella multocida 19 9.5
Hemophilus parasuis 1 0.5
Actinomyces pyogenes 2 1

Streptococcus spp. 9 4.5

Staphylococcus spp. 6 3.0
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จากผลข ้างต ้นพ บ ว ่าป อดส ุกรม ีท ั้งท ี่พ บ เช ื้อ  M. hyopnuemoniae อย่างเดียว และ 
พบเช ือ  M. hyopnuemoniae ร ่วมก ับ แบ คท ีเร ียอ ื่นด ้วยค ือ  ป อด ส ุก รท ี่พ บ เช ือ  M.hyopnuemoniae 
ชนดเดยว 55 ต ัวอยาง, พบเชอ M. hyopnuemoniae ร ่วมก ับ  Actinobacillus pleuropneumoniae 3 
ต ัวอย่าง ร ่วมก ับ  P. multocida 9 ตัวอย่าง นอกจากน ีย ังพ บ ร ่วม ก ับ เช ื้อ  /-/. parasuis,
Staphylococcus spp. และ Streptococcus spp. 1,2 และ 5 ต ัวอย่างตามลำดับ

จากป อ ด ส ุกรท ังส ิน  200 ต ัวอย ่างท ี่มาจากฟาร์ม 12 ฟาร์ม พบว ่าสามารถเพาะ 
แยกเช ือ M. hyopnuemoniae ไต ้จากท ุกฟาร ์ม  และสามารถเพาะเช ือจากป อดส ุกรในแต ่ละฟ าร ์ม  
ไต ้ประมาณ  ร ้อ ย ล ะ ร -70 ซ ึ่ง แ ส ด ง ไว ้ใน ต า รางท ี่4-2

ตารางท ี่ 4-2 แสดงอ ัตราการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae ไน ฟ าร ์ม ท ัง  12 ฟาร์ม จากการเพาะเช ือ

ฟาร์มท ี่ จำนวน ส ุกรท ตด เชอ  M. hyopneumoniae
ตัวอย่าง ร ้อยละ

1 10/20 50
2 11/20 55
3 6/20 30
4 10/20 50
5 9/20 45
6 1/20 5
7 1/10 10
8 3/10 30
9 6/20 30
10 6/10 60
11 5/20 25
12 7/10 70
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4.2 ผล ก ารท ด ส อ บ ด ้วย ว ิธ ีพ ีซ ีอาร ์

4.2.1 การว ัดค ุณ ภาพ เทคน ิคพ ีซ ีอาร ์ของห ้องปฏ ิบ ัต ิการ
การทดสอบความจำเพาะของ primers พ บ ว ่าเม ื่อทำพ ีซ ีอาร ์ก ับต ัวอย ่างท ี่เป ็น เช ื้อ  

M. hyopneumoniae ท ังสายพ ันธ ุอ ้างอ ิงและสายพ ันธ ุท ้องถ ิ่น  สามารถตรวจพ บ แถบ ด ีเอ ็น เอใน  
ขนาดประมาณ  649 bp ท ุกต ัวอย ่าง และไม ่พ บ แถบ ด ีเอ ็น เอก ับ ต ัวอย ่างเช ื้อม ัย โคพ ลาสมาและ 
แบ คท ีเร ียชน ิดอ ื่น เลย ด ังแ ส ด งใน ภาพที่ 4-1 ก 5_ฃุ_และ_ค

ภาพที 4-1 ก ผลการทดสอบความจำเพาะของ primers ก ับ เชอ M. hyopneumoniae

เลนท ี 1 1 Kb D N A  ladder + Hinfl fragment o f  vector
เลนท ี 2 PCR mixture
เลนท ี 3 M. hyopneumoniae A TC C  25934
เลนท ี 4 -1 3  M. hyopneumoniae สายพ ันธ ุท ้องอ ิน
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ภาพที่ 4-1 ข ผลการทดสอบความจำเพาะของ primers ก ับ เช ื้อม ัยโคพลาสมาต ่างๆ

1 2 3 4 5 6 7

298

เลนท ี 1 1 Kb D N A  ladder + Hinfl fragment o f  vector
เลนท 2 M. hyopneumoniae A TC C  25934
เลนท ี 3 M. hyorhinis PG 29
เลนท 4 M. hyorhinis BTS 7
เลนท ี 5 M. hyosynoviae PG 16
เลนท ี 6 M. arginini PG 230
เลนท 7 Acholeplasma laidlawii PG 8
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ภาพที่ 4-1 ค ผลการทดสอบความจำเพาะของ primers ก ับ เช ือแบคท ีเร ียต ่างๆ

เลนท 1 1 Kb D N A  ladder + Hinf\ fragment o f  vector
เลนท 2 PCR mixture
เลนท 3 M. hyopneumoniae A TC C  25934
เลนท 4 -5 Actinobacilluspleuropneumoniae Shope 4074 , รพ 492/41
เลนท 6 Actinomyces pyogenes รพ 97/1
เลนท 7 Bordetellci bronchiseptica phage type
เลนท 8 - 9 Erysipelotrix rhusiopathiae M E  7, รพ 545/36
เลนท ี 10-11 Pasteurella multocida Kobe, รพ 1601/2
เลนท 12 Klebsiella pneumoniae รพ 238/31
เลนท 13 Staphylococcus aureus Cowan 1
เลนท 1 4 -1 5  Streptococcus spp. group r, group ร
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ก า รท ด ส อ บ ค วาม ไว ข อ งเท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ์เม ื่อ เต ร ีย ม ล ีเอ ็น เอ ต ัวอ ย ่า งต าม ว ิธ ีข อ ง  
Kobayashi และคณ ะ (1996) พบว ่าสามารถตรวจพบ PCR product ได ้จากปอดท ี่ม ีเช ือ  
M. hyopneumoniae ใน ระด ับ ค วาม เข ้ม ข ้น ท ี่ IQ4 C FU / m l ข ึน ไป  ซ ึ่ง ได ้แ ส ด ง ไว ้ใ น ภาพที่ 4-2

ภาพที่ 4-2 ค วาม ไวขอ งการตรวจต ัวอย ่างด ้วยว ิธ ีพ ีซ ีอาร ์

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

200

เลนท ี 1 50-2000 bp D N A  Ladder
เลนท 2-7 M. hyopneumoniae J strain 106, 105, 104, l o \  10: , 10 C F U /m l 

ในต ัวอย ่างปอด 1 กร ัม  ตามลำดับ
เลนท ี 8-13 M. hyopneumoniae b5 strain 106. 10s, 104, lo ', 102, 10 C F U /m l 

ในต ัวอย ่างปอด 1 กร ัม  ตามลำดับ

4.2.2 ผลการหาลำด ับ เบส
PCR product ท ี่ได ้จากการตรวจต ัวอย ่างปอด 4 ต ัวอย่าง และจากเช ืออ ้างอ ิง 1 

ต ัวอย่าง รวม 5 ต ัวอย ่างท ี่ส ่งไป ย ัง ศ ูนย ์อณ ูช ีวว ิทยา ศ ูน ย ์ป ฏ ิบ ัต ิการเคร ื่อ งม ือรวม  มหาวิทยาล ัย 
มห ิดล อ. ศาลายา จ. น ครป ฐม  พบ ว ่าท ุกต ัวอย ่างม ีลำด ับ เบ สท ี่เหม ือนก ันก ับ ลำด ับ เบ สของ PCR

J J

product ของเชอ M. hyopneumoniae
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4.2.3 การค ัด เลอ ก เอน โซม  Restriction endonuclease
จาก การใช ้โป รแก รม  D N ASIS  ห าต ำแห น ่งต ัด ขอ งเอ ็น ไซม ์ต ่างๆบ น  16S rR N A  

ของ M. hyopneumoniae พ บ ว ่า เอ ็น ไซม ์ท ี่เห ม าะสม จะน ำม าใช ้ คือ EcoR I และ Hind I I I  ซ ึ่งม ี 
ตำแหน ่งต ัด บ น  PCR product 1 และ 2 ตำแหน ่งตามลำด ับ ซ ึ่งท ำให ้ได ้ช ิ้น ส ่วน ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต รวจ  
ส อ บ ได ้บ น  agarose gel electrophoresis เป ็น 2 แถบท ีม ีขนาด 469 bp กับ 179 bp และ 169 bp คับ 
470 bp ตามลำดับ ซ ึ่ง ราย ล ะ เอ ีย ด ได ้แ ส ด งไว ้ใน ตารางท ี่ 4-3 และภาพที่ 4-3

ตารางท ี่ 4-3 เอ ็น ไซม ์ต ่างๆท ี่ม ีจ ุดต ัดบ น  16S rR N A  ของ M. hyopneumoniae

ช ื่อ เอ ็น ไซ ม ์ ลำด ับ เบสที ่ ม ีการ 
ต ัด ข อ งเอ ็น ไซ ม ์

จำนวนจุดด ัด ตำแหน ่งของจ ุดต ัด

BsmA I ! GTCTC 1 1287
BsmA I ! GAG AC 1 1447

EcoR I G ÎA A T T C 1 681

Hind III A ÎA G C T T 2 221 390

Hpa I g t t I a a c 1 1440
Rsa 1 G T ÎA C 4 123 314 494 1388
Sau3A I ÎG A T C 3 828 876 1035
Sail 1 C C ÎT N A G G 1 1459
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ภาพที่ 4-3 แ ส ด งจ ุด ต ัด ขอ งเอ ็น ไซม ์ต ่างๆบ น  16S rR N A  ของ M. hyopneumoniae 

ช ื่อ เอ ็น ไซ ม ่, จำนวนจุดต ัด
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 bp

BsmAl 1 212 649 bp ^860 1287
BsmA I 1

-----------------------------------------1----------------------------------
1447

EcoR I 1 ooVO—

Hind I I I 2 oCNh-
.....fM....

Hpa I 1 1 เง40
Rsa I 4 123 314 494
Sau3A 1 3

1
1 828 876 1035

San I 1
1

1459

เอ ็น ไซ ม ์ BsmA I, Hpa I และ Sau I ม ีจ ุด ต ัดบ น ด ีเอ ็น เอท ี่ไม ่อย ู่ในตำแห น ่งของ 
PCR product จ ึงไม,สามารถนำมาใช ้ได ้ ในขณ ะท ี่ Rsa 1 และ Sau3A I ม ีจ ุดต ัดบนด ีเอ ็น เอถ ึง 3จุด 
แด,อย ู่ใน ต ำแห น ่งท ี่ไม ่เห ม าะส ม  ส ่วน เอ ็น ไซม ๙ EcoR I ม ีจ ุดต ัดท ี่เหมาะสมท ี่ส ุดค ือ  1 ตำแห น ่งใน  
ลำด ับ เบสท ี่ 681 ซ ึ่งจ ะท ำให ้ได ้ช ิน ส ่วน ห ล ังก ารต ัด ม ีข น าด  469 bp และ 179 bp ซ ึ่งตรวจได ้ง ่าย  
จากการทำ agarose gel electrophoresis แ ล ะเอ น ไซ ม  Hind II I ม ีจ ุดต ัดบน PCR product 2 
ตำแหน ่ง ท ี่จ ะ ท ำให ้ได ้ช ิน ส ่วน ข น าด  9, 169 และ 470 bp แต ่เม ื่อตรวจด ูด ้วย agarose gel 
electrophoresis จ ะ พ บ ช ิน ส ่ว น ได ้ 2 ส ่วน ห ล ังเท ่าน ัน  เน ื่องจากช ินส ่วนด ีเอ ็น เอขนาด  9 bp ม ีขนาด 
เล ็ก ม าก ไม ่ส าม ารถ ท ำให ้เห ็น ได ้พ ร ้อ ม ก ัน ก ับ ช ิน ส ่วน ท ี่เห ล ือ  และเม ื่อท ำการต ัดด ้วย เอ ็น ไซม ์ท ัง  
ส อ งช น ิด ร ่วม ก ัน  จ ะ ได ้ช ิน ส ่วน ด ีเอ ็น ท ี่ถ ูก ต ัด ท ังส ิน  4 ช ินค ือ  ขนาด 9, 169, 291 และ 179 bp ตาม 
ลำดับ ซ ึ่ง เม ื่อนำมาตรวจล ูด ้วย  agarose gel electrophoresis จะส ัง เก ต เห ็น ช ิ้น ส ่วน ได ้เพ ีย ง  2 
ตำแหน ่ง คือ ท ี่ขนาด 291 bp แ เถบ  ก ับอ ีก 1 แถ บ ขอ งช ิน ส ่วน  169 และ 179 bp ท ี่อย ู่ช ิดก ันมาก 
ไม ่สาม ารถแยกได ้จากการตรวจด ้วยว ิธ ีน ี ส ่วน ช ิน ส ่วน ข น าด  9 bp จะเล ็กม ากจนตรวจสอบ ไม 'ได ้ 
เช ่นก ัน
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4.2.4 การต ัดด วยเอนไซม  Restriction endonuclease
PCR product ท ี่ได ้จะน ำม าตรวจส อบ ความ ถ ูกต ้องโดยการต ัด ด ้วย เอ ็น ไซม ์ 

EcoR 1 และ Hind I I I  พ บ ว ่าท ุกต ัวอย ่างให ้ช ิ้น ส ่วน ห ล ังก ารต ัด ท ี่เห ม ือ น ก ับ  PCR product ของ 
M. hyopneumoniae ท ังส ิน  น ั่นค ือ  PCR product ท ุกต ัวอย ่างท ี่ได ้จากการทำพ ีซ ีอาร ์ม ีความถ ูก  
ต อ งเบ ่น ช น ส ่วน ด ีเอ น เอ ขอ ง M. hyopneumoniae จรง (ภาพท 4-4)

ภาพที่ 4-4 แ ส ด งช ิ้น ส ่วน ข อ ง PCR product หล ังจากทำการต ัดด ้วย EcoR I ( ก ) , Hind I I I  (ข) 
และ EcoR I + Hind I I I  (ค)

(ก)

เลนท ี 1 1 Kb D N A  ladder + Hinf\ fragment o f  vector
เลนท 2 uncut PCR product
เลนท ี่ 3-12 PCR product ท ี่ได ้จากการตรวจต ัวอย ่างปอด 

ต ัด ด ้ว ย เอ ็น ไซ ม E์coR I



48

(ค)

เลนท 1 1 Kb D N A  ladder + Hinfl fragment o f  vector
เลนท 2 uncut PCR product
เลนท ี่ 3-12 PCR product ท ี่ได ้จากการตรวจต ัวอย ่างปอด 

ตัดด้วย เอ ็น ไ ซ ม ์Hind I I I

เลนท ี่ 1-11 PCR product ท ี่ได ้จากต ัวอย ่างปอด
ต ัด ด ้วย เอ ็น ไซม ์ EcoR I และ Hind I I I  

เลนท ี 12 50-2000 bp D N A  Ladder
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4.2.5 ก ารว ิเค ราะห ์ผลพ ีซ ีอาร ์

จากบ ่อดส ุกร 200 ตวอยาง เมอ‘นามาตรวจการตดเชอ M. hyopneumoniae โดย 
ใช ้เท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ์ ม ีต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบวก คือ เกิด PCR product 132 ต ัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 66 
และจากฟาร ์ม  12 ฟาร ์มพ บว ่าท ุกฟาร ์มม ีการต ิด เช ื้อ  M  hyopneumoniae จำน วน ป อด ส ุก รท ี่ให ้ผล  
บ วกใน แต ่ละฟ าร ์มค ิด เป ็น  ร ้อยละ 30-100 ด ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 4-4

ตารางท ี่ 4-4 แสดงอ ัตราการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae จากฟาร์มท ัง 12 ฟาร์ม โด ย ว ิธ ีพ ีซ ีอ าร ์

ฟาร ์มท ี่ จำนวน ส ุกรท ตด เชอ  M. hyopneumoniae
ตัวอย่าง ร ้อยละ

1 18/20 90
2 12/20 60
3 6/20 30
4 10/20 50
5 15/20 75
6 14/20 70
7 6/10 60
8 10/10 100
9 9/20 45
10 9/10 90
11 14/20 70
12 9/10 90
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4.3 ผลการตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา

จากตัวอย ่างปอด 200 ตัวอย่าง พ บ ป อดท ี่ม ีรอยโรคตาเป ล ่า  cranioventral 
pneumonia ถึง 128 ตัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 64 ม ีรอยโรคจากการตรวจจ ุลพยาธ ิว ิทยา
lymphocytic in filtra tion  18 ตัวอย่าง (ร ้อยละ 9) และ hyperplastic lymphoid nodules 187 ตัว 
อย่าง (ร ้อยละ 93.5) ต ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 4-5

ตารางท ี่ 4-5 แ ส ด งจ ำน วน ป อ ด ส ุก รท ี่ม ีรอ ย โรค  Mycoplasma- like lesions

การตรวจ ล ักษ ณ ะรอยโรค จำนวนปอด
ตัวอย่าง ร ้อยละ

ตาเปล่า no lesion 72 36.0
cranioventral pneumonia 128 64.0

จ ุลพยาธิว ิทยา
no lesion 8 4.0
lymphocyte in filtra tion 18 9.0
hyperplastic lymphoid nodules 187 93.5

จากการตรวจรอยโรคด ้วยตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยาในต ัวอย ่างปอดท ั้งส ิ้น  200 
ตัวอย่าง ได ้ผล ต ังน ี คือ พ บ ต ัวอย ่างป อด ท ี่ม ีรอยโรค ของการต ิด เช ือม ัย โคพ ลาสม าท ังส ิน  192 ตัว 
อย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 96 แล ะป อ ดท ี่ไม ่ม ีรอยโรค ของการต ิด เช ื้อม ัย โคพ ลาสม า 8 ต ัวอย่าง ค ิดเป ็น 
ร ้อยละ 4 ซ ึ่งแ ส ด งไว ้ใน ต ารางท ี่ 4-6
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ตารางท ี่ 4-6 ผลการต ิด เช ือม ัยโคพลาสมาจากการตรวจรอยโรคด ้วยตาเปล ่าและ 
จุลพยาธิว ิทยา

ผลการตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา จำนวนปอด
ตัวอย่าง ร ้อยละ

ต ัวอย ่างป อดท ี่ม ีรอยโรค  Mycoplasma- like 192 96.0
ต ัวอย ่างป อด ท ี่ไม ่ม ีรอย โรค  Mycoplasma- like 8 4.0

รวม 200 100

และจาก 12 ฟาร ์มท ี่ทำการสำรวจพบว ่า  ม ีการต ิด เช ื้อม ัยโคพลาสมาท ุกฟาร ์ม  
โดยม ีส ุกรท ี่ต ิด เช ือป ระม าณ  ร้อยละ 85-100 ท ุกฟาร ์ม  ซ ึ่ง ส ร ุป ไ ว ้ใ น ตารางท ี่ 4-7

ตารางท ี่ 4-7 แสดงอ ัต ราการต ิด เช ื้อม ัย โคพ ลาสมาในฟ าร ์มท ั้ง  12 ฟาร์ม จากการตรวจรอยโรคตา 
เปล ่าและจ ุลพยาธิว ิทยา

ฟาร์มท ี่ จำนวน ส ุกรท ต ิด เชอ  M. hyopneumoniae
ตัวอย่าง ร ้อยละ

1 19/20 95
2 18/20 90
3 19/20 95
4 19/20 95
5 20/20 100
6 20/20 100
7 10/10 100
8 10/10 100
9 20/20 100
10 10/10 100
11 17/20 85
12 10/10 100
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นอกจากรอยโรคท ี่แสดงถ ึงการต ิด เช ื้อม ัย โค พ ลาสม าแล ้ว  ย ังพ บว ่าปอดส ุกรม ี 
รอ ย โรค อ ื่น ๆ  ค ือ พ บ ป อ ด ม ีรอ ยโรค  abscess ถึง 34 ตัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 17.5 ซ ึ่ง ใน จ ำ น ว น น ี้ 
เป น ป อ ด ท ีม ีรอ ย โรค ท ัง  cranioventral pneumonia และ abscess ถึง 16 ต ัวอย่าง พบปอดท ีม ีรอย  
โรค  pleuritis จำนวน 40 ต ัวอย่าง และ lung edema จำนวน 22 ตัวอย่าง ด ังแ ส ด งไว ้ใน  ตารางที่ 
4^8

ตารางท ี่ 4-8 รอยโรคตาเปล ่าจากการต ิดเช ือต ่างๆ

รอ ยโรค จำนวนปอด
ตัวอย่าง ร ้อยละ

Cranioventral pneumonia 128 64.0
Abscess 34 17.0
Cranioventral pneumonia + abscess 16 8.0
Pleuritis 40 20.0
Lung edema 22 11.0

4.4 การวนจฉ ัยการตดเชอ M. hyopneumoniae

การว ิน ิจฉ ัยการต ิด เชอ M. hyopneumoniae ใน ก ารส ำรวจ ค ร ังน  จะได ้จากการ 
ตรวจการต ิด เช ือ  3 ว ิธ ี คือ การตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา, การเพาะเช ื้อ  และก ารใช ้ 
เท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ์ แล ้วน ำผล ของท ั้งสามว ิธ ีม าว ิเคราะห ์ร ่วม ก ัน  พบว ่าต ัวอย ่างปอดส ุกรจาก 200 ตัว 
อย่าง ม ีการต ิดเช ือ M. hyopneumoniae ท ั้งส ิ้น  147 ตัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 73.5 และไม ่ต ิด เช ื้อ  53 
ตัวอย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 26.5 ซ ึ่ง เม ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ก ับ การตรวจโดยว ิธ ีใด ว ิธ ีเด ียวจะให ้ผลท ี่แตก  
ต ่างก ัน คือ ผลการตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยาอย ่างเด ียวม ีการต ิดเช ือส ูงถ ึง 192 ตัว 
อย่าง ค ิดเป ็น ร ้อยละ 96 , ผลการเพาะเช ืออย ่างเด ียวม ีการต ิดเช ือเพ ียง 75 ต ัวอย ่างหร ือ  ร ้อยละ
37.5 และผลการทำพ ีซ ีอาร ์เพ ียงอย ่างเด ียวม ีการต ิดเช ื้อ  132 ต ัวอย ่างหร ือ  ร ้อยละ 66 ต ังแสดงใน  
ตารางท ี่ 4-9 และจากการว ิน ิจฉ ัยการต ิดเช ื้อ  M. hyopneumoniae สามารถสร ุป ผลการต ิด เช ื้อ ใน  
ฟาร์ม 12 ฟ า ร ์ม ได ้ คือ ฟาร ์มท ั้งหมดม ีการต ิด เช ื้อ  M. hyopneumoniae และม ีจำนวนส ุกรท ี่ต ิด เช ื้อ  
อย ู่ในระหว ่าง ร ้อยละ 40-100 ด ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 4-10
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ตารางท  4 -9  ส ร ุป ผ ล ก ารว ิน ิจ ฉ ัย ก ารต ด เช อ  M. hyopneumoniae จ าก ต ัวอ ย ่า งป อ ด ส ุก ร

การวิเคราะห์ผล จำนวนปอด
ตัวอย่าง ร้อยละ

ปอดทีติดเชือ M. hyopneumoniae จากการตรวจรอยโรคตาเปล่าและจุลพยาธิ 192 96.0
ปอดทติดเชอ M. hyopneumoniae จากการเพาะเชือ 75 37.5
ปอดทีติดเชอ M. hyopneumoniae จากเทคนิคพีซอาร 132 66.0
ปอดทีติดเชือ M. hyopneumoniae จากการวิเคราะห์ผลร่วมกันทัง 3 วิธี 147 73.5

ตารางท่ี 4-10 ผลการวินิจฉัยการติดเชือ M. hyopneumoniae ในตัวอย่างปอดสุกร จากฟาร์ม 12 
ฟาร์ม

ฟาร์มท่ี อัตราการติดเชอ M. hyopneumoniae
ตัวอย่าง ร้อยละ

1 19/20 95
2 14/20 70
3 8/20 40
4 15/20 75
5 15/20 75
6 14/20 70
7 6/10 60
8 10/10 100
9 13/20 65
10 10/10 100
11 13/20 65
12 10/10 100

รวม 147/200 73.5
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4.5 ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ของผลการตรวจโดยว ิธ ีต ่าง ๆ

ผ ล ก า ร ต ร ว จ ท ัง ส า ม ว ิธ ีส า ม า ร ถ น ำ ม า ห า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์เพ ื่อ ป ร ะ เม ิน ค ว า ม  
สามารถในการตรวจการต ิด เช ือแต ่ละว ิธ ี พ บ ว ่าป อด ท ี่ให ้ผล บ วกก ับ การตรวจท ังส าม ว ิธ ีม ีจำน วน  
54 ต ัวอย่าง โดยท ี่เป ็นป อดท ี่ม ีรอยโรคท ั้งตาเป ล ่าและจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา 42 ต ัวอย่าง เป ็นปอดท ี่ม ีแต ่ 
รอยโรคจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา 12 ตัวอย่าง ต ัวอย ่างปอดท ี่ม ีรอยโรคจ ุลพยาธ ิว ิทยาท ี่เพาะเช ือ
น. hyopneumoniae ได ้แต ่ไม 'เก ิด PCR product ม ีจำนวน 8 ต ัวอย่าง ใน ขณ ะท ี่ป อด ท ี่ม ีรอย โรค ต า 
เปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยาท ี่เก ิด PCR product โดยท ี่ไม 'สามารถเพาะเช ือ ได ้ม ีจำนวน 54 ตัวอย่าง 
ป อด ท ี่ให ้ผ ล ล บ ก ับ ก ารต รวจ ห ารอย โรค ต าเป ล ่าแล ะจ ุล พ ย าธ ิว ิท ย าแต ่ให ้ผ ลบ วก ก ับ ก ารเพ าะเช ื้อ  
แ ล ะ พ ีซ ีอ าร ์ ม ีจำนวน 4 ตัวอย่าง ให ้ผลบวกก ับการเพาะเช ื้ออย ่างเด ียว 1 ต ัวอย่าง และให ้ผลบ วก  
ก ับ ก ารท ำพ ีซ ีอาร ์ 2 ตัวอย่าง ซ ึ่ง แ ส ด ง ไว ้ใน ตารางท ี่ 4-11

ต า รา งท ี่4-11 ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ของก ารเก ิด รอย โรค ก ับ ก ารเพ าะเช ือแล ะว ิธ ีพ ีซ ีอาร ์

ผลการเพาะเช ือ แ ล ะพ ีซ ีอ าร ์ (ต ัวอย ่าง)
รอ ย โรค เพาะเช ื้อ + 

PCR +
เพาะเชื้อ + 

P C R -
เพาะเชื้อ - 

PCR +
เพาะเช ือ - 

P C R -
รวม

รอยโรคตาเปล ่า + 
รอยโรคจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา +

42 8 54 24 128

รอยโรคตาเปล ่า
รอยโรคจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา +

12 8 18 26 64

รอยโรคตาเปล ่า
รอยโรคจ ุลพ ยาธ ิว ิทยา -

4 1 2 1 8

รวม 58 17 74 51 200

จากการหาความส ัม พ ันธ ์ของการพ บ รอยโรคก ับ การเพ าะเช ือพ บ ว ่า  ตัวอย่าง
ป อ ด ส ุก รท ี่ม ีรอ ย โรค  Mycoplasma- like และสามารถเพาะเช ือ ได ้ท ัง M. hyopneumoniae และ 
น. hyorhinis ม ีจำนวน 5 ตัวอย่าง เพาะได ้เช ือ  น  hyopneumoniae ชน ิดเด ียว 65 ต ัวอย่าง และ 
เพาะได ้เช ื้อ  น. hyorhinis ชน ิดเด ียว 35 ตัวอย่าง ในขณ ะท ี่เพาะเช ื้อไม 'ได ้เลย 87 ต ัวอย่าง ส ่วนต ัว
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อย ่างป อ ด ส ุก รท ีไม ่ม ีรอ ย โรค  Mycoplasma-like ซ ึ่งม ีจำนวน  8 ต ัวอย่าง สามารถเพาะเช ือ 
M. hyopneumoniae ได ้ 5 ตัวอย่าง ด ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 4-12

ตารางท ี่ 4-12 ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ของการพ บ รอยโรคก ับ การเพ าะแยกเช ื้อ  M.hyopneumoniae และ 
M. hyorhinis

ผลการเพาะเชอ M. hyopneumoniae (M  lip) 
และ M. hyorhinis (M  hr) (ต ัวอย ่าง)

รอ ย โรค M . hp + 
M . hr +

M. hp + 
M. hr -

M . h p - 
M . hr+

M. hp - 
M . hr -

รอ ย โรค  Mycoplasma -  like + 5 65 35 87
รอ ย โรค  Mycoplasma -  like - 0 5 0 3

ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ของผลการทำพ ีซ ีอาร ์ก ับ การเพ าะแยกเช ือม ีด ังน ี้ คือ ต ัวอย ่างปอด 
ท ี่เก ิด PCR product พ ร ้อม ก ับ สาม ารถเพ าะเช ือได ้ท ัง  M. hyopneumoniae และ M. hyorhinis มี 
จำนวน 4 ต ัวอย่าง เพ าะไดแต ่เชอ M. hyopneumoniae 54 ต ัวอย่าง เพ าะได ้แต ่เชอ M. hyorhinis 
27 ต ัวอย่าง และเพ าะเช ื้อ ไม ่ได ้เลย  47 ตัวอย่าง ป อดท ี่ไม ่เก ิด  PCR product แต ่เพาะเช ื้อท ั้งสอง 
ชน ิด ได ้ม ี 1 ตัวอย่าง เพ าะไดแต ่เชอ M. hyopneumoniae 16 ตัวอย่าง เพ าะได ้แต ่เชอ M. hyorhinis 
8 ต ัวอย่าง และเพ าะเช ือไม ่ได ้เลย  43 ตัวอย่าง ต ังแ ส ด งใน ตารางท ี่ 4-13

ตารางท ี่ 4-13 ความส ัมพ ันธ ์ของผลการทำพ ีซ ีอาร ์ก ับ การเพ าะเช ื้อ  M. hyopneumoniae และ 
M. hyorhinis

ผลการเพาะเชอ M. hyopneumoniae (M . hp)ttละ M. hyorhinis (M . hr)
(ต ัวอย ่าง)

ผ ล พ ีซ ีอ าร ์ M . hp + M. hp + M . hp - M. hp -
M . hr + M. hr - M . hr+ M. hr -

เกิด PCR product 4 54 27 47

ไม ่เก ิด  PCR product 1 16 8 43
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จากข ้อ ม ูล ก ารต รวจก ารต ิด เช ือท ังจาก สาม ว ิธ ีและจาก ก ารว ิเค ราะห ์ผล ร ่วม ท ี่ถ ือ  
เป ็น เกณ ฑ ์ในการสำรวจค ร ังน ี ท ำให ้ป ระเม ิน ได ้ว ่าใน การตรวจการต ิด เช ือ  M. hyopneumoniae ที่ 
ใช ้การต รวจรอยโรค ตาเป ล ่า  ที่เรียกว่าการทำ gross inspection พ บ ป อ ด ท ี่ให ้ผ ล บ วก  128 ตัวอย่าง 
ใน จำน วน น ัน ม ีผ ล บ วก จ ร ิง  104 ตัวอย่าง จำนวน ป อด ท ี่ให ้ผลลบ จร ิง  29 ต ัวอย่าง การตรวจโดย 
การทำ gross inspection จงม ีความไว (sensitivity) ร ้อยละ 70.7 และม ีความจำเพาะ (specificity) 
ร ้อยละ 54.7 เม ื่อ เปร ียบ เท ียบก ับการตรวจรอยโรคท ังตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยาร ่วมก ัน  พบว ่าต ัว 
อย ่างปอดท ี่'ให ้ผลบวกก ับการตรวจน ีม ี 192 ตัวอย่าง ซ ึ่ง เป ็น ผลบ วกจร ิง  142 ต ัวอย่าง และเป ็นต ัว 
อย ่างท ี่ให ้ผลลบ จร ิง  3 ตัวอย่าง การตรวจด ้วยว ิธ ีน ี้จ ึงม ีความไว ร ้อยละ 96.6 และม ีความจำเพาะ 
ร ้อยละ 5.7 ใน ขณ ะท ี่ว ิธ ีการเพ าะเช ื้อ ให ้ผลบ วกหร ือ เพ าะเช ื้อ ได ้เพ ียง 75 ต ัวอย ่างจากต ัวอย ่างท ี่ 
ต ัดส ินว ่าต ิด เช ือ  147 ตัวอย่าง ว ิธ ีเพาะเช ือ ,จ ึงม ีความ ไว1ใน การตรวจ ร ้อยละ 51 และม ีความจำเพาะ 
ร ้อยละ 100 ส ่ว น เท ค น ิค พ ีซ ีอ าร ์ ม ีต ัวอย ่างท ี่ให ้ผลบ วกจร ิง  130 ต ัวอย่าง จาก 147 ตัวอย่าง ตัง 
น ี้น ว ิธ ีพ ีซ ีอ าร ์จ ึงม ีค วาม ไว  ร ้อยละ 88.4 และม ีความจำเพาะ ร ้อยละ 96.2 (ตารางท ี่ 4-14)

4 .6  ผ ล ก าร ป ร ะ เม ิน ว ิธ ีก า ร ต ร ว จ ก าร ต ิด เช ื้อ M. hyopneumoniae



57

ตารางท ี่ 4 -1 4  ค ว าม จ ำ เพ าะแ ล ะค วาม ไว ใน ก ารต รวจ ก ารต ิด เช ื้อ  M. hyopneumoniae โด ยว ิธ ีต ่า งๆ

การตรวจว ิธ ีต ่าง ๆ ผลการว ิน ิจฉ ัยร ่วม  N  = 200

ผลบวก ผลลบ
การตรวจรอยโรคตาเปล ่า  (gross inspection)

ผลบวก 104 24
ผลลบ 43 29

147 53
sensitivity 70.7% specificity 54.7%

การตรวจรอยโรคตาเปล ่าและจ ุลพยาธ ิว ิทยา
ผลบวก 142 50

ผลลบ 5 3
144 53

sensitivity 96.6% specificity 5.7%
การเพาะเชอ (cultivation)

ผลบวก 75 0
ผลลบ 72 53

147 53
sensitivity 51% specificity 100%

การทำพ ซอาร (polymerase chain reaction)
ผลบวก 130 2

ผลลบ 17 51
147 53

sensitivity 88.4% specificity 96.2%
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